VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

SLEDOVANI VYSKYTU MYKOTOXINU V PIVECH Z
OBCHODNI SITE

MONITORING OF THE OCCURRENCE OF MYCOTOXINS IN BEERS FROM MARKET RETAIL

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Simona Wawroszova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Sylvie Bélakova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2017



;N [[4 0 CHEMICKA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1075/2016

Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Studentka: Bc. Simona Wawroszova

Studijni program: Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie
Vedouci prace: Ing. Sylvie Bélakova, Ph.D.
Akademicky rok: 2016/17

Nazev diplomové prace:

Sledovani vyskytu mykotoxin( v pivech z obchodni sité

Zadani diplomové prace zadani:

1. Vypracovani prehledné literarni reSerSe na téma vyskytu mykotoxind v pivech se zaméfenim na
fusariové mykotoxiny a ochratoxiny.

2. Optimalizace a validace metod pro stanoveni vybranych mykotoxind v pivu.

3. Analyza souboru vzorku piv z obchodni sité.

4. Zpracovani vysledku a jejich porovnani s publikovanymi daty.

Termin odevzdani diplomové prace: 5.5.2017

Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafl na sekretariat ustavu. Toto
zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Simona Wawroszova Ing. Sylvie Bélakova, Ph.D. prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
dékan

V Brné dne 31.1.2017

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim obsahu deoxynivalenolu, jeho metabolitu
deoxynivalenol-3-B-D-glukopyranosidu a ochratoxinu A v pivech z maloobchodni sité z Ceské
republiky, Polska a Slovenska.

V teoretické Casti byla popsana obecnd charakteristika mykotoxind, jejich pienos ze
sladovnického je¢mene do piva a jejich vyskyt v pivech. Dale byl zminén proces sladovani
a technologie vyroby piva. Nasledné¢ byly pfedlozeny moznosti stanoveni mykotoxinl
chromatografickymi a imunochemickymi metodami.

V experimentalni ¢asti bylo analyzovdno celkem 30 vzorki piv. Pro stanoveni
ochratoxinu A byla pouzita ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni
detekci (UPLC/FLR) a pro stanoveni deoxynivalenolu a jeho metabolitu vysokoté¢inna
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (HPLC/MS). Ochratoxin A byl
nalezen ve 25 vzorcich s rozmezi kontaminace 0,6 — 82,5 ng-1t. Deoxynivalenol byl detekovan
ve 24 vzorcich s koncentraénim rozmezim 2,29 — 12,57 pg-1t a deoxynivalenol-3-B-D-
glukopyranosid se vyskytoval v 19 vzorcich v rozmezi kontaminace 2,45 — 12,47 pg-1™.

Dale byl posuzovan vzajemny vztah mezi vznikem gushingu a pfitomnosti mykotoxind
V pivu. Mezi témito dvéma parametry nebyla zadna zavislost nalezena. Bylo tedy prokéazano,
7e ptitomnost mykotoxinl v pivu nemtize byt pokladan za ptimy faktor vzniku gushingu
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ABSTRACT

This master thesis deals with monitoring of a content of deoxynivalenol, its metabolite
deoxynivalenol-3-B-D-glucopyranoside and ochratoxin A in beer samples collected from retail
market in the Czech Republic, Poland and Slovakia.

The teoretical part describes general characteristics of mycotoxins, its transfer from field
barely through malt to beer and its occurrence in beers. Malting process and brewing technology
were also mentioned. Subsequently possibilities for a determination of the mycotoxins by the
chromatografic and immunochemical method were presented.

The experimental section describes analysis of 30 samples of beer. The analyses were
conducted using ultra high-performance liquid chromatography with fluorimetric detection
(UPLC/FLR) for ochratoxin A and high-performance liquid chromatography coupled with
mass spectrometer (HPLC/MS) for deoxynivalenol and its metabolite. Ochratoxin A was
detected in 25 of the 30 samples in concentration range of 0,6 — 82,5 ng-1"t. Deoxynivalenol
was found in 24 of the 30 samples with concentration range of 2,29 — 12,57 pg-1* and
deoxynivalenol-3-B-D- glucopyranoside was occure in 19 of the 30 samples in concentration
range of 2,45 — 12,47 pg-1™.

It was also assessed the relationship between beer gushing and presence of mycotoxins in
beer. No connection between the parameters has been found. Consequently it is not possible to
predict beer gushing from the presence of mycotoxins.
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1 UVOD

Pivo je nejpopularnéjsi slabé alkoholicky napoj na svéte, ktery se vyrabi ze sladovnického
je¢mene, chmele a pivovarskych kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Ceska republika patii
mezi zem¢ s nejvetsi konzumaci piva na osobu a rok. V roce 2015 se umistila na prvnim misté
se 143 litry na osobu a rok. Nasleduje Némecko a Rakousko se 106 a 105 litry na osobu a rok.
Pii takto velké konzumaci je kontrola nezadoucich latek jak ve vstupnich surovinach, tak v pivu
velice dulezitd. Mezi tyto nezadouci latky patii bezesporu i mykotoxiny.

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych hub, zejména
rodu Fusarium, Penicillium a Aspergillus. Nejvétsi vyznam z hlediska zdravi lidi a zvifat ma
peét druhti mykotoxinli. Jedna se o deoxynivalenol, zearalenon, fumonisiny, aflatoxiny
a ochratoxin A. Vlaknité houby rodu Fusarium jsou nejbéznéjsimi producenty trichothecent,
mezi které fadime i deoxynivalenol, fumonisini a zearalenonu, zatimco producenty
ochratoxinu A jsou zejména plisné rodu Aspergillus a Penicillium. Otravy a toxické syndromy
zpusobené mykotoxiny, tzv. mykotoxikosy, mohou mit rizné projevy. Nékteré mohou byt
karcinogenni, hepatotoxické, imunosupresivni, teratogenni i mutagenni. Vyskyt téchto plisni,
stejné tak i produkce mykotoxint, jsou zavislé na klimatickych podminkach, a tedy v ur€itych
geografickych pasmech se vyskytuji nékteré mykotoxiny Castéji nez ostatni.

Mykotoxiny jsou chemicky i tepelné velmi stabilni slouceniny a proto mohou piechazet
z infikovaného je¢mene do sladu béhem fizeného procesu sladovani, pti kterém vznikaji
vhodné podminky pro jejich produkci. Obecné jsou mykotoxiny stabilni do 170 °C
V neutralnim az kyselém prostiedi a mohou tedy odolavat i procesu vafeni piva. Z tohoto
divodu je analyze mykotoxinll v surovinach pro vyrobu piva a v pivu vénovana velka
pozornost.

K analyze mykotoxinl byla vyvinuta cela fada analytickych metod. Mezi nejbéZnéji uZivané
metody patii kapalinova chromatografie s UV nebo fluorescen¢ni detekci. V posledni dobé se
ovSem rutinni metodou ke stanoveni mykotoxinid a jejich derivati stala vysokoucinna
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Neméné dulezita a velice rozsifena je také
imunochemickd metoda ELISA, kterd se vyuzivd pro rychlou a screeningovou analyzu
mykotoxini.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované toxinogennimi druhy
mikromycet. Nejvyznamnéjsimi producenty nejznaméjsich mykotoxint jsou mikroskopické
vlaknité houby rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium, ptiklady jsou uvedeny v Tabulce 1.
V soucasné dob¢ je znamo pres 300 mykotoxinti, pfi¢emz piiblizné 20 z nich se muze
vyskytovat v potravinach ¢i krmivech v toxikologicky zavaznych koncentracich. S ohledem
na jejich vSudypfitomnost se mohou vyskytovat témef na vSech trovnich potravniho fetézce
cloveéka 1 hospodaiskych zvirat. Vyskyt mykotoxina v potravindch a krmivech je povazovan za
potencidlni hrozbu na zdravi lidi i zvitat, a to bud’ v diisledku pfimé kontaminace rostlinnych
materiali a jejich produktii, anebo ,pfenesenim* mykotoxini a jejich metabolitl
do zivocisnych tkani, mléka a vajec po poziti kontaminovaného krmiva [1, 2].

Je znamo, ze ur¢ity mykotoxin mize byt produkovan zastupci nékolika rodt vldknitych hub,
a také ze urcity druh plisni mize produkovat dva i vice mykotoxinti. Vyskyt toxinogennich
plisni v potravinach ¢i krmivech jesté nemusi jednoznacné znamenat pfitomnost mykotoxint.
Pokud je pritomnost mykotoxin dokdzana, miize ptetrvavat, i kdyz se produkéni houba v dané
komodité jiz nevyskytuje [3, 4].

Mykotoxiny jsou strukturné odlisné organické slouceniny o nizké molekulové hmotnosti.
Jsou tézko definovatelné a nelze je jednoduse zaradit do jednotlivych skupin sloucenin podle
jejich chemické struktury, aniz by nebyl zohlednén jejich vyskyt, producenti a intenzita jejich
toxickych ucinkl. Z toho divodu se klasifikacni systémy odrazeji od jednotlivych védnich
disciplin. Mykologové rozd€luji mykotoxiny podle houby, ktera je produkuje (Fusariové
mykotoxiny). Lékafi je Casto usporddavaji podle orgénu, na ktery maji mykotoxiny vliv
(neurotoxiny, imunotoxiny, hepatotoxiny), cytologové je zatazuji do obecnych skupin, jako
jsou karcinogeny, mutageny nebo alergeny a z hlediska chemické struktury miuizou byt
definované jako napt. laktony a kumariny [5].

Ke klasifikaci mykotoxint Ize také pouzit mechanismus biosyntézy zékladniho skeletu jejich
molekuly. Rada vyznamnych mykotoxinti vznikd polyketidovou cestou. Jedna se zejména
o patulin, ochratoxiny a citrinin, zearalenon a aflatoxiny. Meziproduktem podilejicim
se na tvorbé piisluSného polyketidu je acetylkoenzym A, ktery se v primarnim metabolismu
uplatiiuje pi1 vystavbé mastnych kyselin a jinych sloucenin. Dal§i vyznamna cesta biosyntézy
mykotoxinil vychazi z mevalonové kyseliny. Z tohoto meziproduktu vznikaji trichothecenové
mykotoxiny obsahujici seskviterpenovy skelet [1].

V celosvétovém métitku ma z hlediska zdravi cloveéka nejvétsi vyznam pét mykotoxind nebo
jejich skupin. Jsou to aflatoxiny, ochratoxin A, fumonisiny, trichotheceny a zearalenon [6].



Tabulka 1: Priklady nejvyznamnéj$ich mykotoxinti produkovanych mikroskopickymi houbami rodu

Aspergillus, Penicillium a Fusarium [1]

Producent mykotoxinii

Dominantni toxické sekundarni metabolity

Aspergillus spp.

A. carneus citrinin

A. clavanus patulin

A. flavus aflatoxiny B1 a B2, cyklopiazonova kyselina
A. ochraceus ochratoxiny, penicillova kyselina

A. oryzae cyklopiazonova kyselina

A. paraziticus aflatoxiny By, Bz, G1, G2

A. tereus citreoviridin, citrinin, patulin

A. tamarii cyklopiazonova kyselina

A. versicolor sterigmatocystin, cyklopiazonova kyselina

Penicillium spp.

P. aurantiogriseum cyklopiazonové kyselina, penicillova kyselina
P. camemberti cyklopiazonova kyselina

P. citreonigrum citreoviridin

P. citrinum citrinin

P. aethiopicum citrinin, patulin

P. purpurescens ochratoxin A

P. roqueforti patulin

P. simplissium penicillova kyselina

Fusarium spp.

F. acuminatum diacetoxyscirpenol, HT-2 toxin, T-2 toxin, moniliformin
F. anthopilum moniliformin

F. avenaceum moniliformin

F. crookwellense deoxynivalenol, nivalenol, zearalenon

F. culmorum fusarin C, deoxynivalenol, nivalenol, zearalenon
F. graminearum deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, zearalenon
F. verticillioides fumonisiny, fusarin C, moniliformin

F. semitectum moniliformin, zearalenon, fusarenon-X

F. tricinctum fusarin C

2.2 Biologické ucinky mykotoxini

Mykotoxiny pfedstavuji jeden z nejvyznamnéjSich problému vyzivy hospodarskych zvitat. Na
jedné strané vyvolavaji onemocnéni zvifat s vyznamnym ekonomickym dopadem na produkci
a reprodukci. Na druhé stran¢ fada mykotoxinti mize ptechdzet do zivocisSnych produktii a tim
ohrozit bezpecnost potravin a zdravi lidi [7].

Nemoci zvifat a c¢lov€ka spojené spozivanim krmiv a potravin napadenych
mikroskopickymi vlaknitymi houbami jsou zndmé po staleti. Rlzné mykotoxiny maji rizné
toxické ucinky, které zavisi na mnoha faktorech, jako je druh mykotoxinu, mnoZzstvi pfijaté
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davky mykotoxinu, délkou zkrmovéni, druhem zvifete, jeho pohlavim a fyziologickym
a patologickym stavem. Mykotoxiny jsou vétsinou mimofadné stabilni latky a jejich toxicita
nebyva mnohdy béznou kulinafskou Gpravou surovin a potravin podstatné snizena. Toxicita
mykotoxinti se testuje na riznych modelech. Z obratlovci se nejcastéji pouzivaji mysi, potkani
a slepice. Krom¢ toho se na testovani toxicity mykotoxini pouzivaji néktefi bezobratli
zivocichové [3, 7, 8, 9].

Otravy a toxické syndromy zpisobené mykotoxiny se souhrnné nazyvaji mykotoxikosy.
Stejné jako vSechny toxické syndromy tak i mykotoxikosy mohou byt klasifikovany jako akutni
nebo chronické. Akutni mykotoxikosa mé obecné rychly nastup a zfejmou toxickou reakeci.
Vznika po poziti vyssich davek mykotoxint, coz zpusobuje specificky a klinicky zjevny akutni
syndrom onemocnéni nebo smrt. Vyvolavaji destrukci jater, ledvin, poskozeni obéhového
systtmu a CNS. Také se uplatituje hepatotoxicky ucéinek (tukova degradace hepatocytu,
nekrozy, cirhoza). Chronickd mykotoxikosa je charakteristickd opakovanym vystavenim
daného jedince stfednim a nizkym davkam mykotoxini po dlouhou dobu. Projevuje se
teratogennimi, mutagennimi a karcinogennimi uc¢inky. Muze dochazet k poskozeni centra
krvetvorby a ke zvySeni nachylnosti k infekénim chorobdm. Vyznamné jsou také pozdni Gi¢inky
mykotoxinii, ty mohou byt mutagenni, karcinogenni, embryotoxické, teratogenni,
imunosupresivni a alergenni. V soucasné dob¢ je davano do souvislosti s mykotoxikosami
u lidi a zvifat asi 50 mykotoxind [4, 5, 8].

Mykotoxiny mohou vyvolavat patologické zmény na organech (jatra, ledviny) a snizenou
plodnost (estrogenni syndrom). Vedou k alergickym reakcim a zptsobuji oslabeni imunitniho
systému, kdy klesa odolnost organismu viic¢i infekénim onemocnénim. Imunosupresivni u¢inky
se u jednotlivych mykotoxinii zna¢né li$i a také jejich mechanismus plsobeni na imunitni
systém je rozdilny [7].

Karcinogenni €inky nékterych mykotoxinli byly potvrzeny v pokusech na zvifatech
a pfibyvaji diikazy, Ze alesponn aflatoxiny zplsobuji nadory jater u lidi. Mezi nejucinnéjsi
karcinogeny patii aflatoxin B1 a sterigmatocystin [3]. V Tabulce 2 jsou uvedeny nékteré
mykotoxiny a jejich Klasifikace do kategorii podle stupné karcinogenity podle TARC
(Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny).

Tabulka 2: Klasifikace nékterych mykotoxinti do kategorii karcinogent podle IARC [10]

Mykotoxin Kategorie karcinogeni
Aflatoxiny 1 Prokazany karcinogen pro ¢lovéka
Fumonisin B:
Ochratoxin A 2B Podeziely karcinogen pro ¢lovéka

Sterigmatocystin

Deoxynivalenol
Nivalenol
Zearalenon
T-2 toxin

3 Neklasifikovany jako karcinogenni pro ¢lovéka
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2.3 Vyskyt mykotoxini

Plisn¢ kontaminuji zrniny a krmné plodiny v prabéhu celého vyrobniho procesu.
Ke kontaminaci muize dojit v pfedskliziiovém obdobi, v obdobi sklizn¢ i v obdobi skladovani
a také v raznych fazich ptredchazejicich jejich konzumaci. Prinik mykotoxinti do potravniho
fetézce ¢lovéka i hospodarskych zvitat je znazornén na Obrazku 1 [1].
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Obrazek 1: Faktory ovliviigjici vyskyt mykotoxinti v potravinach a krmivech [1]

Faktory, které ovliviiuji rozsah piipadné kontaminace zemédélskych plodin mykotoxiny,
jsou napt. mira fyziologického stresu, kterému jsou rostliny vystaveny (nedostatek mineralii,
slanost pudy,...), typ produkovaného mykotoxinu a schopnost rostliny je degradovat, virulence
patogenni plisné [1].
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V piedskliziiovém obdobi sehravaji vyznamnou roli také klimatické podminky, které¢ maji
velkou roli ve vSech vyvojovych stadiich mikromycet [11]. Ve prospéch produkce mykotoxint
pusobi zejména srazky (vysoka relativni vlhkost vzduchu) [1]. DalSim faktorem ovliviiujici
napadeni fusarii jsou techniky péstovani, neboli polni management zahrnujici napt. stifidani
plodin v jednom poli, spravné oSetieni pudy po sklizni, systém zavlazovani a dal$i. V prabéhu
sklizng je velmi dilezitym faktorem vlhkost, jelikoz dostupna voda je limitujicim faktorem pro
zivot fusarii [11].

Ke kontaminaci mykotoxiny muze dojit i v obdobi po sklizni, tj. béhem transportu,
zpracovani nebo skladovani. Pii skladovani je kritickym faktorem limitujicim rast plisni obsah
dostupné vody. Pokud dojde béhem sklizné€ k poruse vnéjsi vrstvy zrn, které jsou pro plisné
piirozenou bariérou, mohou spory plisni snadno ziskat potiebné Ziviny [1].

Optimalni cestou vedouci ke snizeni vyskytu mykotoxind v lidské potravé a krmivech tvofi
tf1 zakladni preventivni opatieni:

e Omezeni infekce zemédélskych plodin toxinogennimi vlaknitymi houbami v obdobi
ristu plodin.

e Rychlé a spravné vysusSeni sklizenych zeméd¢€lskych plodin a jejich spravné skladovani.

e Pouziti u¢innych fungicidnich ptipravku [12].

V urcitych geografickych pasmech se vyskytuji nékteré druhy mykotoxinii ¢astéji nez
ostatni. RozSifeni mykotoxini je zavislé na klimatickych podminkach. Obrazek 2 znazoriiuje
celkové mnozstvi analyzovanych vzorkl v globalnim rozméru od roku 2005 do roku 2012
a procentualni zastoupeni pozitivnich vzorkli na jednotlivé mykotoxiny. Procentualni
zastoupeni pozitivnich vzorkii je v pribéhu téchto let pomérné stabilni. Nejcastéji se
vyskytujicim mykotoxinem je deoxynivalenol, dale pak fumonisiny, coz také dokazuje
Obrazek 3. Na ném je znazornén vyskyt péti nejcastéjsich mykotoxint (aflatoxiny, zearalenon,
deoxynivalenol, fumonisiny, ochratoxin A) v jednotlivych ¢astech svéta [13].

C—1sample number  esCeesAF ——0TA ——7FA egfesDON —¢—FB
100 4,500

B0 - e L 4,000
+ 3,000
- 2,500
_:_-2,1}1}0
1,500
...I 1000

Number of samples

Percentage of positive samples

2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 2012

Obrazek 2: Celkovy pocet analyzovanych vzorkli a pozitivni zastoupeni jednotlivych mykotoxint
(aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, deoxynivalenol, fumonisiny) ve svété v letech 2005 — 2012 [13].
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Vv teplejSich a vlhkych zemépisnych Sitkach (jizni Asie a Afrika).

Deoxynivalenol se nejcastéji vyskytuje v Severni Americe, stfedni a severni Evrop¢, severni
Asii av Africe. Nejméné rozsifenym mykotoxinem jsou aflatoxiny, které se vyskytuji pievazné
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Obrazek 3: Vyskyt mykotoxind (ochratoxin A, fumonisiny, deoxynivalenol, zearalenon, aflatoxiny)
a jejich procentualni zastoupeni v riznych ¢astech svéta [14]
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2.4 Fusariové mykotoxiny

Fusariové mykotoxiny jsou nezadouci sekundarni metabolity produkované mikroskopickymi
vlaknitymi houbami rodu Fusarium. Mezi nejCastéjSimi vyskytujicimi druhy patii
F. graminearum a F. culmorum, které zpisobuji onemocnéni obilovin zvané Fuzariové vadnuti
klast (Fusarium head blight - FHB). Nasledkem je znehodnoceni obilného zrna a také moznost
tvorby fusariovych mykotoxind. Mikromycety rodu Fusarium byvaji oznacovany jako polni
plisné, které poskozuji zrna v predskliziiovém obdobi. Ov§em za ptiznivych podminek mohou
rust 1 v pribéhu skladovani. Mezi nejvyznamné;jsi fusariové mykotoxiny patii trichotheceny,
fumonisiny a zearalenon [11, 15].

2.4.1 Trichotheceny

Trichotheceny tvoii velkou skupinu mykotoxinil a patii mezi nejznaméjsi toxiny produkované
houbami rodu Fusarium. Z hlediska chemické struktury se jedna o tetracyklické seskviterpeny
s Sesticlennym cyklem. Zahrnuji Sesticlenny heterocyklus s kyslikem a epoxyskupinu v poloze
C-12, C-13. V poloze C-9, C-10 obsahuji dvojnou vazbu. Proto se jim souhrnné fika 12,13-
epoxy-9-trichotheceny [8, 16].

Trichotheceny jsou klasifikovany do 4 skupin podle poctu funkénich a substitu¢nich skupin,
ato A, B, C aD. Typ A obsahuje na uhliku C-8 jinou funk¢ni skupinu nez ketonickou a patii
zde napt. T-2 toxin, HT-2 toxin, neosolaniol a diacetoxyscirpenol. Typ B ma na uhliku C-8
karbonylovou skupinu. Nejvyznamnéj$§im zastupcem je 4-deoxynivalenol a nivalenol.
Trichotheceny typu C obsahuji kromé epoxyskupiny v poloze C-12, C-13 dalsi epoxyskupinu
v poloze C-7 a C-8 nebo C-8 a C-9. Typ D ma makrocyklicky kruhovy systém mezi C-4 a C- 15
spojeny esterovymi vazbami. Houby rodu Fusarium produkuji pouze trichotheceny ze skupiny
A a B (Obrazek 4) [8, 16]. Funk¢ni skupiny jednotlivych trichothecent ze skupiny A a B jsou
uvedeny v Tabulce 3.

typ A typ B

x_lllllll'
w

Obrazek 4: Strukturni vzorce trichothecent typu A a B [§]
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Tabulka 3: Funk¢ni skupiny nejvyznamnéjsich trichothecenti ze skupiny A a B [8]

Typ Nazev mykotoxinu Zkratka R1 R2 Rs Ra Rs
Monoacetoxyscirpenol MAS OH OH OCOCHs H H
Diacetoxyscirpenol DAS OH OCOCHs | OCOCHs H H
T-2 tetraol T-2 tetr. OH OH OH H OH
A T-2 toxin T-2 tox. OH OCOCH3 | OCOCHs H OCOCH2CH(CHs3)2
HT-2 toxin HT-2 tox. OH OH OCOCH3 H OCOCH2CH(CHs3)2
T-2 triol T-2 triol OH OH OH H OCOCH:2CH(CHs3)2
Neosolaniol NEO OH OCOCHs OCOCHs H OH
Nivalenol NIV OH OH OH OH -
Fusarenon-X FUS-X OH OCOCHs OH OH -
B Deoxynivalenol DON OH H OH OH -
3-acetyl-deoxynivalenol 3-ADON | OCOCHs H OH OH -
15-acetyl-deoxynivalenol | 15-ADON OH H OCOCHs OH -

Trichotheceny typu C a D nejsou bézné v zeméde€lskych plodinach detekovany, zatimco
trichotheceny typu A a B jsou velmi rozsifené. Pfitomnost jednoho, nékdy i vice zastupci byva
prokazovana pifedev§sim v plodinach péstovanych v mirném klimatickém pasmu Evropy,
Ameriky a Asie. Mezi nejcast¢ji kontaminované plodiny patii jemen, pSenice a kukufice. Mezi
dalsi ¢asto napadané plodiny patii Zito a oves a v menSich koncentracich byly trichotheceny
nalezeny také v ryzi, ¢iroku, bramborach i sdjovych bobech [1, 8].

Trichotheceny vykazuji Sirokou Skalu biologické aktivity, jako napt. antibakterialni,
antifungialni a cytotoxické vlastnosti. Nékteré jsou fytotoxické a vétSina z nich vykazuje pro
zivoCichy vétsi ¢i menSi stupen toxicity zahrnujici také insekticidni efekt. Toxicita
je vysvétlovana predev§im piitomnosti epoxyskupiny. Po kontaminaci trichotheceny muze
dochazet k rozlicnym syndromiim, naptiklad ke snizovani pfijmu nebo totdlnimu odmitani
potravy, k podrazdéni kize a k dermalnim nekr6zam, zvraceni, prijmam a krvacivosti [17].

Deoxynivalenol (DON)

Deoxynivalenol je jednim z nejrozsifenéjSich trichothecenli patticich do skupiny B
a vyskytujicich se v obilovinach, jako je pSenice, jeémen, oves, zito a kukufice. Pii zkrmovani
DON kontaminované kukutice bylo u prasat pozorovano zvraceni (vomitus). Na zaklad¢ toho
byl odvozen trividlni nazev tohoto mykotoxinu — vomitoxin. Rozsah kontaminace obilovin je
pevné spojend s klimatickymi podminkami v dané lokalité, S mnozstvim srazek a s mirou
vlhkosti v dob¢ ristu a je zavisla také na podminkach skladovani [18, 19].
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Za podminek pfiznivych pro rist toxinogennich plisni produkujicich DON
(nejvyznamnéjsim producentem je Fusarium graminearum), mohou jeho koncentrace
dosahnout az 10 mg-kg?. V né&kterych letech lze prokéazat pfitomnost deoxynivalenolu
prakticky ve 100 % vysettovanych vzorku [1].

DON vykazuje velkou stabilitu béhem zpracovani a vateni, coz vysvétluje jeho rozsahlou
ptitomnost v potravinach. Je velmi stabilni pfi teploté¢ 120 °C, mén¢ stabilni pak pii teploté
180 °C a pii teploté 210 °C se rozlozi béhem 30 — 40 minut [18].

Akutni toxicita se projevuje stievnimi potizemi, zvracenim, muze vzniknout akutni DON
toxikdza. Zptisobuje hemoragie, kozni zmény, gastrointestinalni onemocnéni, ma i teratogenni
a imunosupresivni G¢inky [4].

T-2 toxin a HT-2 toxin

T-2 toxin se zafazuje mezi trichotheceny typu A. Ziskal si velkou pozornost, jelikoz
se vyznacuje nejvySsi toxicitou ze vSech trichothecent. OvSem ve srovnani s ostatnimi
trichothecenovymi mykotoxiny je mén¢ Casto detekovan. Je netékavy a odolny vii¢i degradaci
v riznych prostfedich, jako je svétlo nebo teplota, ale v siln€ kyselém nebo alkalickém prostiedi
je ucinné deaktivovan [20].

HT-2 toxin je deacetylovana forma T-2 toxinu, respektive jeho metabolit. V obilovinach
se bézné vyskytuji soucasné, jelikoZ jeden pfechazi v druhy. K hlavnim producentiim téchto
mykotoxind patfi druhy plisni jako Fusarium sporotrichioides, F. poae a F. graminearum
[1, 19, 21].

T-2 a HT-2 toxin mZou zplsobovat celou fadu toxickych u€inkt. Patii zde ztrata hmotnosti,
ktera je zptisobend rozsahlym sniZenim poctu krevnich desticek a bilych krvinek, coz mize vést
k poskozeni DNA a dokonce i ke smrti. U lidi je s expozici T-2 toxinu spojovano onemocnéni
zvané alimentarni toxicka aleukie (ATA). Dalsimi pfiznaky intoxikace je zvraceni, prijmy
a Casté jsou i bolesti hlavy [1, 19, 21].

2.4.2 Fumonisiny

Doposud bylo identifikovano nejméné patnact sloucenin, které byly zatazeny do této skupiny
mykotoxind, ktera byla objevena az na konci 80. let 20. stoleti v Jihoafrické republice.
Hlavnimi producenty fumonisint jsou Fusarium verticillioides (syn. Fusarium moniliforme)
a Fusarium proliferatum [11, 12, 22].

Nejvyznamnéjsim zastupcem je fumonisin B:1 (Obrazek 5), z toxikologického hlediska
nejdiukladnéji studovan. Fumonisiny Bz, Bz @ B4 jsou méné Casté a strukturné se odliSuji od
fumonisinu B1 v poctu a umisténi hydroxylovych skupin na uhlikovém skeletu. Vesmés se jedna
o velmi polarni diestery propan-1,2,3-trikarboxylové kyseliny a pentahydroxyisokosanu
S vdzanou aminoskupinou. Zajimava je také jejich podobnost se strukturou sfingosinu. Bylo
prokéazano, ze zejména fumonisin B1 inhibuje enzym ceramid syntazu, ktery katalyzuje acylaci
sfinganinu a tvorbu sfingosinu. Tato inhibice zvySuje koncentraci intracelularniho sfinganinu
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ajinych sfingoidnich bazi, které se povazuji za velice cytotoxické slouceniny. Pravé tato
nerovnovaha je povazovana za hlavni pfi¢inu toxicity a mozné karcinogenity [22, 23].

Nejvyznamnéj$i nalezy fumonisind byly zjiStény v kukufici a kukuficnych produktech.
V pSenici a je¢menu nejsou fumonisiny béznymi kontaminanty. Tyto obiloviny pravdépodobné
obsahuji latky, které inhibuji jejich tvorbu [11].

U zvifat fumonisiny zapficinuji fadu onemocnéni. U koni jde o mykotoxikosu zvanou equine
leukoencephalomalasia, u prasat je popsana tzv. porcine pulmonary edema. Dale se muze
vyskytovat nefrotoxicita a rakovina jater u potkanti a imunosuprese u driibeze. Pii intoxikaci
vysSimi davkami mtze dochézet az k amrti [24].
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Obrazek 5: Strukturni vzorec fumonisinu B; [25]

2.4.3 Zearalenon

Zearalenon (ZON) je nesteroidni estrogenni mykotoxin, ktery je produkovan toxinogennimi
kmeny rodu Fusarium, a to naptiklad F. equiseti, F. moniliforme, F. oxysporu, ale
nejvyznamnéj$imi jsou F. culmorum a F. graminearum (Gibberella zeae), které vyznamné
infikuji obiloviny k vyrob¢ potravin a krmiv [2, 26].

Chemicky se jedna o lakton 6-(10-hydroxy-6-oxo-trans-1-undecyl)-B-resorcyklické
kyseliny. V soucasné dobé je izolovano asi 15 metaboliti zakladni struktury zearalenonu.
NejvyznamnéjSim derivatem je a-zearalenol a f-zearalenol. VSechny derivaty zearalenonu,
i samotny ZON, jsou estrogenni slou¢eniny, nicméné estrogenni potencial a-zearalenolu je
mnohem vys§i nez u ZON a [B-zearalenolu. Chemické struktury ZON a jeho metaboliti jsou
zobrazeny na Obrazku 6 [22].

Zearalenon se nejvice vyskytuje v obilovindch, pfedev§im kukufici, ale ¢asto 1 v pSenici,
jeCmeni a ovsu. Jedna se o relativné stabilni slouc¢eninu, K jeho rozkladu dochazi pfi teplotach
nad 180°C pisobicich po dobu 30 minut. Vzhledem k tomu snadno dochazi k jeho pfenosu do
cerealnich vyrobkd, vcetné chleba, sladu a piva [1, 11].
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Zearalenon a jeho derivaty vykazuji vyznamné estrogenni a anabolické tcinky. ZON neni
akutné toxicky, ovSem ma schopnost zpisobit hyperestrogenismus, zejména u prasat, dale
U hovéziho dobytka a dribeze. Charakteristickym projevem je zdufeni rodidel. Ve srovnani
s dospélymi zviraty maji nedospé€lé prasnice mnohem intenzivnéjs$i hyperestrogenni projevy.
| kdyz intoxikace zearalenonem neni fatalni, vétSinou dochazi k thynu zvifete, a to z divodu
napadeni vyhfeznutych organti bakterialni infekci [27].
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Obrazek 6: Chemicka struktura zearalenonu a jeho metabolitd [12]

2.5 Aflatoxiny

Aflatoxiny patii, s ohledem na vysokou toxicitu, mezi nejvice sledované mykotoxiny. Radi se
mezi derivaty difuranokumarinti produkované ptevazné kmeny Aspergillus flavus a Aspergillus
parasiticus. Byly izolovany a charakterizovany béhem epidemie v roce 1960 ve Velké Britanii,
kdy uhynulo vice nez 100 000 krocanti po poziti infikovaného krmiva. Diky pozadavku na vyssi
teplotu a vlhkost jsou aflatoxiny v naSich klimatickych podminkach malo rozsifeny, avSak
mohou byt importovany s kontaminovanymi potravinami z tropickych a subtropickych oblasti,
kde jsou podminky pro jejich rast idealni [1, 5, 19].

v

Celkem bylo identifikovano 18 druhii aflatoxint, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou aflatoxin B
(AFB1), B2 (AFB>), G1 (AFG1), G2 (AFG2), M1 (AFM1) a M2 (AFMy), jejichz strukturni vzorce
jsou zobrazeny na Obrazku 7. Pojmenované jsou podle barvy fluorescence v UV svétle. AFB1
a AFB: fluoreskuji modfe (angl. blue), zatimco AFG:1 a AFG: fluoreskuji zelené€ (angl. green).
Aflatoxiny nalezené v sav¢éim mléce (angl. mammalian milk) jsou pojmenované AFM [16].

Mezi nejcastéji kontaminované potraviny patii zejména obiloviny jako kukufice, pSenice,
ryze. Déle se aflatoxiny mohou vyskytovat v araSidech, pistaciich, mandlich, so6ji 1 fikach.
Kontaminované miize byt také mléko, kdy aflatoxiny do né&j pechazeji z krmiva dojnic [19].

Expozice aflatoxiny miize u zvifat 1 €lov€ka vyvolat fadu akutnich i chronickych
onemocnéni. Podle IARC jsou aflatoxiny klasifikovany podle stupné karcinogenity
do kategorie 1, pficemz aflatoxin B1 je povazovan za nejucinngjsi znamy ptirozeny karcinogen.
Karcinogenita obecné klesd v fadé AFB1 > AFG1 > AFB; > AFG,. U hospodaiskych zvirat
chronicka expozice aflatoxiny vede ke snizeni rychlosti riistu, ndchylnosti k infekcim, atd.
[1, 28].
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Aflatoxin B,

o) O

Aflatoxin B, Aflatoxin G, Aflatoxin M,
Obrazek 7: Chemicka struktura aflatoxinu B, B2, G1, G2, M1 a M2 [29]

2.6 Ochratoxin A

Pii produkci ochratoxini se uplatiiuji zejména dva rody Aspergillus (A. ochraceus)
a Penicillium (P. verrucosum). V tropickych a subtropickych oblastech jsou ochratoxiny
produkovany zejména vlaknitymi mikrospkopickymi houbami rodu Aspergillus. Naopak
V oblastech mirného podnebného pasu a v chladnéjSich oblastech jsou produkovany spise
rodem Penicillium, jez zaroven produkuje nejtoxictéjsi mykotoxin této skupiny ochratoxin A
(OTA), ktery je povazovan za nejvyznamnéj$iho zastupce [19, 27]. Ristové podminky
vlaknitych mikroskopickych hub pro produkei ochratoxinti jsou vymezeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Rastové podminky producentti ochratoxint [30]

Riistové podminky A. ochraceus P. verrucosum
Optimalni teplota pro rtst 24 - 37 °C 20 °C
Optimalni teplota pro produkci ochratoxinu 31°C 20 °C
Optimalni pH ristu 3-10 6-7
Minimalni vodni aktivita pro produkci ochratoxinu 0,80 0,86

Z chemického hlediska je OTA (3R)-N-[(5-chlor-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-
1H-2-benzopyran-7-yl)-karbonyl]-L-fenylalanin, ktery ve své molekule obsahuje fenylalanin
se substituovanym (3R)-3,4-dihydromethylisokumarinem (Obrazek 8). Za vysokou toxicitu
je zodpovédny pritomny atom chloru, kterym je substituovany aromaticky kruh [1].

24

jeho hepatotoxicita, genotoxicita a imunotoxicita [1]. Podle stupné Kkarcinogenity
je Mezinarodni organizaci pro vyzkum rakoviny (IARC) zafazen do kategorie 2B jako
podeziely karcinogen pro Clovéka [10]. U ¢lovéka je OTA metabolizovan velmi pomalu
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S polo¢asem rozpadu del§im nez 30 dna. Témér zcela se vaze na plazmatické proteiny a hromadi
se V ledvinach a jatrech [2].

OTA se vyskytuje v fadé potravin jak rostlinného, tak i zivoc¢isného puvodu. Nejcastéji je
nalézan v obilovindch (jeCmen, pSenice, oves) a vyrobcich znich, dale v kukufici, ryzi,
zelenych kavovych bobech, kofeni, vinu, aj. Vedle rostlinnych produkti lze OTA nalézt
v organech hospodaiskych zvifat, zejména v ledvinach vepit [12, 27].

O OH
o OH ©O

NH O

CHj
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Obrazek 8: Chemicka struktura ochratoxinu A [31]

2.7 Maskované mykotoxiny

Kromé volnych forem mykotoxini, které jsou bézné sledovany, existuji konjugované formy
mykotoxinil, které byvaji také oznaCovany jako maskované mykotoxiny. Jest¢ doneddvna
unikaly bézné analyze, jelikoZ nejsou konvenc¢nimi analytickymi metodami detekovany.
Dtivodem jsou jejich odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je jejich vyssi polarita a tim
horsi extrahovatelnost béznymi rozpoustédly a nedostupnost komercnich standardii [19, 32].

Jednd se zejména o konjugaty s mono- a oligosacharidy, které vznikaji v prib¢hu
detoxika¢niho procesu v kontaminovanych rostlinach [1]. Tento pfirozeny obranny
mechanismus vede k eliminaci nezadoucich uéinkd mykotoxint. V rostlinnych orgéanech,
pletivech a organeldch dochézi kreakcim (oxidace, redukce, hydrolyza, methylace,
glukosidace), pti kterych za ucasti enzymi dochazi k preméné toxint s aktivnimi funk¢énimi
skupinami na derivaty nebo konjugaty, jejichZ Skodlivost pro rostliny je minimalni a tedy
mohou byt ukladany ve vakuolach [19]. Nékteré transformace, které vedou k produkci
maskovanych mykotoxinti, mohou snizovat toxicitu puvodnich toxint. Hodnoceni toxicity
vSech derivati mykotoxind, které se vyskytuji v potravinach, je diileZité pro odhad zdravotniho
rizika pfedstavovaného sumou riiznych forem daného mykotoxinu [32].

Doposud byly identifikovany metabolity deoxynivalenolu, nivalenolu, T-2 toxinu, HT-2
toxinu, zearalenonu i ochratoxinu A. Bylo prokazano, ze v piirozen¢ infikovanych obilovinach
se vyskytuje pouze deoxynivalenol-3-B-D-glukopyranosid (D3G) a zearalenon-4-B-D-
glukopyranosid (Z4G) [32]. D3G (Obrazek 9) je nejznaméjSim a zatim nejprobadanéj$im
konjugatem trichothecenil [1]. V pfirozen¢ kontaminované kukufici a pSenici byl D3G poprvé
detekovan v roce 2005. Pomér D3G k nemodifikovanému DON je velice variabilni a pohybuje
se mezi 20 % az dokonce 70 % Vv zavislosti na druhu obiloviny, genotypu a roku sklizn¢ [33].
Relativné vysoké koncentrace D3G byly neddvno zjiStény ve sladu, pivu a dalSich
fermentovanych cerealnich vyrobcich, kdy molarni pomér D3G/DON u nékterych vzorki miize
byt > 1. Udaje o biologické dostupnosti a toxicité D3G zatim nejsou zcela k dispozici, nicméné
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dosavadni vyzkumy naznacuji, Ze enzymy urcitych bakteridlnich kment vyskytujicich se ve
sttevech savci jsou schopné stépit D3G na mateisky DON [1].

OH

Obrazek 9: Strukturni vzorec deoxynivalenol-3-p-D-glukopyranosid [34]

2.8 Legislativa

V zajmu ochrany vefejného zdravi je nezbytné, aby se mnozstvi kontaminujicich latek udrzelo
na toxikologicky pfijatelnych trovnich. Proto existuji pravni pfedpisy, které maji zajistit
dosazeni tohoto cile. Legislativni regulace obsahu mykotoxinli v potravinach a krmivech
je v soucasné dob¢ provadéna na Grovni natizeni ES. Maximalni limity by mély byt stanoveny
na piisné urovni, které je mozno dosdhnout pii dodrzovéni spravnych zemédélskych
a vyrobnich postupti a pti zohlednéni rizika souvisejiciho s konzumaci potravin. Doporuceni
Komise 2006/583/ES ze dne 17. srpna 2006 k prevenci a snizovani fusariovych toxint
v obilovinach a vyrobcich =z obilovin obsahuje obecné zasady prevence a snizovani
kontaminace fusariovymi toxiny (zearalenon, fumonisiny a trichotheceny) v obilovinach.

V soucasné dob¢ jsou maximalni povolené limity fusariovych mykotoxini upraveny
nafizenim komise (ES) ¢. 1126/2007 ze dne 28. zati 2007, kterym se méni natizeni (ES)
¢. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich latek
V potravinach. Maximalni limity pro aflatoxiny jsou upraveny nafizenim komise (ES)
¢. 165/2010 ze dne 26.unora 2010. Piehled legislativnich limiti pro deoxynivalenol,
zearalenon, aflatoxiny a ochratoxin A je uveden v Tabulce 5. Pro pivo legislativni limity nebyly
dosud stanoveny.

Evropsky tfad pro bezpecnost (EFSA) pfijal roku 2006 védecké stanovisko tykajici
se ochratoxinu A v potravinach a dosel k zavéru, ze tolerovatelny tydenni ptijem (TWI)
je 120 ng-'kg? télesné hmotnosti. Védecky vybor pro potraviny stanovil vroce 1999
tolerovatelny denni piijem (TDI) deoxynivalenolu na 1 pg-kg™ télesné hmotnosti a v roce 2000
stanovil TDI zearalenonu na 0,2 pg-kg™ télesné hmotnosti.

Tabulka 5: Maximalni povolené limity pro deoxynivalenol, zearalenon, ochratoxin A a aflatoxiny dle
natizeni komise (ES) ¢. 1881/2006, 1126/2007, 165/2010

Maximalni limit
[ng kg
1250

Mykotoxin Potravina

i Nezpracované obiloviny, jiné neZ pSenice tvrda,
Deoxynivalenol

oves a kukufice
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. . Maximalni limit
Mykotoxin Potravina a
[ng-kg™]
Nezpracovana psenice tvrda a oves 1750
Obiloviny urcené k piimé lidské spotiebé 750
Nezpracované obiloviny jiné nez kukufice 100
Zearalenon . 1 ot 2 AL v 1 x
Obiloviny urcené k ptimé lidské spotiebé 75
Nezpracované obiloviny 5,0
Vsechny produkty pochézejici z
Ochratoxin A nezpracovanych obilovin, v¢éetné zpracovanych 30
vyrobki z obilovin a obilovin uréenych k p¥imé ’
lidské spotiebe
Vsechny druhy obilovin a v§echny vyrobky B 2 By, By,
Aflatoxiny pochazejici z obilovin véetné zpracovanych Gy, G2
vyrobki z obilovin 2,0 4.0

2.9 Sladovnicky je¢men

Je¢men je u nas zdkladni surovinou pro vyrobu sladu jiz od stfedoveku
a narodohospodaifskym vyznamem se fadi mezi hlavni plodiny svéta. Kulturné péstované
je€meny jsou jarni, které jsou vysévané v bfeznu, nebo ozimé, vysévané na podzim. Dale se ze
sladafského hlediska déli podle poctu plodnych kvitki v klasu na jeCmeny vicetadé
a dvoutadé [35]. V nasich podminkach se péstuji ozimé i jarni formy jeCmene, ovSem pro
sladovnické ucely ptevazuje péstovani jarnich forem dvouradého je¢mene. Slady z ozimych
je¢mentt mohou zpUsobovat technologické problémy, a proto se jeho pouziti objevuje pouze
jako alternativa pfi nizké sklizni jarniho je¢mene [36, 37]. Vlastnosti odrid je¢mene vyrazné
ovlivituje kvalitu sladu a z n¢j vyrobeného piva. V soucasné dobé¢ se péstuje velké mnoZstvi
odriid sladovnického je¢mene, pficemz béhem nékolika let ztrdci odrida jeCmene svoje
specifické genetické vlastnosti a nasledné dojde k jejich vyfazeni [37].

Rostlina je¢mene (Obrazek 10) je tvofena kofenovou soustavou, stéblem s kolénky, listy
a kvétem. KofFenovou soustavu délime na primarni a sekundarni. Priméarni kofenova soustava
se vytvari pfi kliceni obilek a tyto kofinky se nazyvaji zarodecné. JeCmen vytvaii nejveétsi pocet
zarodeénych kotinkl (5-8) z naSich obilovin. Sekundarni kofenova soustava se vytvaii o néco
pozdéji, a to z odnozovaciho kolénka [38, 39]. Kofenovy systém zajistuje pro rostlinu ptijem
zivin, vody a ukotveni v substratu [40]. Stéblo je¢mene je obvykle 80 az 130 cm dlouhé, je
kruhového prifezu, mirn€ konické a duté, ¢imz je zajisténa jeji vysoka mechanické pevnost pfi
nizké hmotnosti. Pomoci kolének je stéblo rozdéleno na 4 az 8 ¢lank, pricemz spodni ¢lanek
je nejkratsi a nasledujici je vzdy delsi. Z horni Casti kazdého kolénka vyrusta list, ktery je
pfisedly a vzty€eny. M4 tzkou ¢epel a pochvu, kterd objima kolénko a spodni ¢ast ¢lanku stébla
[38, 39]. Kvétenstvim jeCmene je nevétveny klas, ktery se sklada z klasového vietena, a po jeho
obou stranach stfidavé vyrustaji klasky, které jsou tvoreny z nékolika kvéti. Kvét je uzavien
vnéjsi plevou, pluchou s osinou a vnitini pluskou, které chrani kvét pfed mechanickym
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poskozenim. Dale se kvét sklada ze svrchniho jednovaje¢ného semeniku s dvéma pérovitymi
bliznami a obvykle tfemi ty¢inkami [38, 39]. Obilka, obecné oznacovana také jako zrno nebo
semeno, je slozena z obalu, zarodku a endospermu, ktery je tvofeny hlavné tenkosténnym
parenchymatickym pletivem vyplnénym Skrobem. Obalovou vrstvou na hibetni strané je
plucha, na bfis$ni stran¢ pluska, dale nasleduji oplodi a osemeni. Na spodni hibetni stran¢ obilky
se nachazi zarodek, coz je zaklad budouci rostliny. Obsah vody v obilce se pohybuje od 12 do
15 %, zbytek je susina, jejiz hlavni soucasti je skrob [38, 39].

Obrazek 10: Rostlina jeémene [38]

a — zarodecné kotinky, b — adventivni kofinky, ¢ — odnoZovaci kolénko,
d — oddenkovy ¢lanek, e — koleoptile, f — hlavni stéblo, g — odnoz, h — klas

2.9.1 Péstovani a poZadavky na prostiedi

Jarni je¢men se péstuje napti¢ vSemi klimatickymi oblastmi, avSak vysoké sladovnické hodnoty
1ze dosahnout za urcitych pidné klimatickych podminek. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim
nez jiné obiloviny, to vyplyva z jeho jemnéjsiho a m¢l¢iho kofenového systému a z potieby
intenzivniho pfijmu Zivin a vody z pidy bé¢hem kratkého vegetacniho obdobi. Nejvhodné;jsi
jsou hlubsi ¢ernozemé a hnédozemé s dostatkem jilu, ktery dokaze zadrzovat vodu. Negativni
vliv na rust jarniho je¢mene 1 sladovnickou kvalitu mé kyselé ptidni prosttedi, které potlacuje
tvorbu kofenového systému a snizuje ucinnost zivin [36, 41].
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Jednim zrozhodujicich cCiniteld z hlediska tvorby vynost a technologické kvality
je ptedplodina. Dlouhodobé nejlepsi ptedplodinou jsou okopaniny hnojené chlévskym hnojem,
jako je cukrovka, brambory nebo kukufice, které pomahaji udrzovat a zlepSovat urodnost piady
a také zvysuji biologickou Cinnost. Naproti tomu obilniny, a tedy 1 jeCmen, obecné pidni
aktivitu snizuji. Po jejich opakovaném péstovani mize dochdzet ke zmén¢ pudni mikroflory
a ke zhorSeni fyzikalng - chemickych vlastnosti pidy. Dal§im dulezitym intenzifikaénim
faktorem je organické hnojeni, pfedevs§im zelené hnojeni v kombinaci se slamou [36, 38, 41].

2.9.2 Sladovnicka jakost

Je¢men dodavany pro vyrobu sladu musi spliiovat podminky zdravotni nezavadnosti a hygieny
a Vv neposledni fad¢ je zapotiebi, aby nebyl kontaminovan plisnémi a neobsahoval nepovolena
mnozstvi jejich sekundarnich metabolitd. Vlastnosti sladovnického je¢mene a jeho vhodnost
pro vyrobu sladu a piva se hodnoti podle subjektivnich, fyziologickych, mechanickych,
fyzikalnich, chemickych a biochemickych znakt, vcetné odridové Cistoty [42]. Zakladni
a jednotné klicit. Jakékoliv poskozeni zrn sladovnického jeCmene zpiisobuje technologické
problémy pii vyrobé a poskozuje kvalitu finalniho vyrobku [43].

Kvalitu, uroven a vyrovnanost jednotlivych sledovanych sladovnickych parametri hodnoti
ukazatel sladovnické jakosti (USJ). Pozadavky na je¢men jako zemédélského vyrobku
uréeného na vyrobu pivovarského sladu jsou vymezeny normou CSN 46 1100-5 [44, 41].
V ramci USJ jsou hodnoceny nasledujici znaky, jejichz hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Ptehled hodnocenych jakostnich parametra sladovnického je¢mene [38]

Znak Rozpéti
Obsah dusikatych latek — bilkovin v susiné [%] 10,7 -11,2
Obsah extraktu [%] 80,9-82,5
Relativni extrakt pti 45 °C [%] 37,0-41,0
Kolbachovo ¢islo — informuje o stupni rozlusténi bilkovin 39,0-44,0
Diastatickd mohutnost [WK] 220 — 280
Dosazitelny stupeii prokvaseni [%] 79,0-82,0
Friabilita — kiehkost [%] 79,0 - 86,0
Obsah B-glukanti ve slading [mg-1"] 150 - 200

Vedle téchto technologickych parametrti, které jsou pravidelné zjisStovany, se zjistuje jeste
fada dalSich znakl. Mezi nimi je kliCivost a energie kliceni, coZ jsou rozhodujici parametry
sladovnického je¢mene. Dale to je podil zrna nad sitem 2,5 mm, ktery charakterizuje
vyrovnanost a plnost zrn v je¢meni. Vysoky podil nad sitem 2,5 mm souvisi s vytéznosti sladu
a do ur¢ité miry ovliviluje i obsah bilkovin i extraktivnost vyrobeného sladu.

Klasickym parametrem je hektolitrova hmotnost, ktera je zavisla na mnoha faktorech,
piredev§im na odrade, obsahu vody, klimatickych podminkdch apod. Podavéa orientacni
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informaci o obsahu Skrobu v je¢meni, ktery je jeho hlavni extraktovou soucasti. Souvisi
s velikosti, tvarem a hmotnosti zrna [36, 38, 42].

Hmotnost 1000 zrn je jednim z faktort pro predpoveéd extraktu jeCmene. To znamena, ze
¢im je slad 1épe rozlustén, tim je niz§i primérna hodnota tohoto kritéria. Dal§im parametrem je
barva a jemnost pluchy, podle kterych se da usuzovat, jak probihala zavére¢na faze zrani, za
jakych podminek byl je¢men sklizen, jak byl oSetien a uskladnén. Tyto a mnoho dalSich
pozadavku, technologické postupy a hygienické piedpisy v pivovarsko - sladatské vyrobé je
nezbytné respektovat [36, 38, 42].

2.9.3 Skladovani je¢mene a jeho vliv na kvalitu sladu

Skladovani jeCmene je dulezitou soucasti technologie jeho zpracovani na slad, jelikoz je to
jeden z parametrti ovliviwyjici jeho kvalitu. Cilem skladovani sladovnického je¢mene je zvyseni
jeho kvality. Thned po sklizni je zrno jeCmene fyziologicky nevyzralé a jeho poskliziiové
dozravani musi probihat podle urcitych zédsad.

Biologické procesy probihajici v zrnu jsou fizeny vlhkosti vzduchu a zrna, pfistupem
vzduchu a také slozenim a vyménou plynu v prostoru mezi zrny. Optimalni systém skladovani
by mél zajistit vysokou kli¢ivost pfi nizkych ztratach prodychdnim. Nadmérna aerace zvysuje
ztraty prodychénim a riziko biologického poskozeni suroviny vlivem zvySeni relativni vlhkosti
plynu v prostoru mezi zrny. Také u skladovani bez ob¢asné aerace nebo pfi pfemisténi jeCmene
dochazi ke zvySovani rizika poskozeni klicivosti.

Ruzné odrudy jeémene jsou rizné citlivé na anaerobni podminky skladovani z hlediska
snizeni kli¢ivosti a kliivé energie, coz se nepfiznivé projevi na kvalitativnich parametrech
sladu [45].

2.10 Slad

2.10.1 Sladovani

Cilem sladovani je vyrobit fizenym procesem kliceni a hvozdéni z je¢mene slad, obsahujici
potfebné enzymy a aromatické i barevné latky nezbytné pro vyrobu uré¢eného druhu piva [46].

vvvvvv

je¢mene, hvozdéni zeleného sladu, odkliovani a uskladnéni sladu [35, 38]. Cisténi jeémene
probihé ve dvou stupnich. Nejprve se na vibrujicich sitech aspiratoru odstrani hrubé necistoty,
poté cizi pfimési a nakonec jemné piimesi jako je prach, pisek apod. Nasledné se na triéru
odstranuji piilky je¢nych zrn a kulata zrna riznych plevelt. Ttidéni je¢mene podle velikosti zrn
ma velky technologicky vyznam pro docileni jednotného maceni, kli¢eni a ziskdni dokonale
homogenniho sladu. Je¢men se déli na I. a II. tfidu podle velikosti zrn. Zrna 1. tfidy maji velikost
zrn nad 2,5 mm a zrna II. tfidy maji velikost 2,2 az 2,5 mm [38].

Cilem méceni je¢mene je zvysSeni obsahu vody v zrnu z pavodnich asi 10-15 % na 40-47 %.
Timto vzniknou podminky pro kliceni zrna a soucasné syntézu a aktivaci biokatalyzator
enzymil. Dosazeny obsah vody se nazyva stupen domoceni a lisi se podle typu vyrabéného
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sladu [35, 46]. Pti klieni jeCmene se méni sloZeni zrna ptisobenim komplext enzymt, které se
postupné aktivuji Vv obilkdch. Dulezit¢ jsou piedevSim komplexy enzymt, které Stépi
vysokomolekularni latky na nizkomolekularni slouceniny, které se v pribehu hvozdéni sladu
a nasledné vyroby piva podileji na tvorb¢ jeho typickych senzorickych vlastnosti. Produktem
kli¢eni je tzv. zeleny slad [35].

Hvozdéni je zavéreCnou fazi vyroby sladu, kdy se zeleny slad s vysokym obsahem vody
pievadi do skladovatelného a stabilniho stavu snizenim obsahu vody z ptivodnich asi 40 %
na 3-5 %. Béhem hvozdéni se zastavuji Zivotni pochody zarodkl a také se tvoii barevné
a aromatické latky, které jsou charakteristické pro jednotlivé druhy sladii [35, 38]. Na hvozdéni
navazuje odkliCovani sladu, pii némz se slad zbavi kotfinki, poskozenych zrn a prachu,
a soucasn¢ se dochladi [38].

Cerstvé usudeny slad neni vhodny k okamzitému zpracovéani v pivovaru, ale je nutné nechat
tuto surovinu az Ctyfi tydny odlezet. Slad se po piecisténi skladuje zejména v silech
s automatickou regulaci teploty a vlhkosti vzduchu a moznosti vhodného michani [37].

2.10.2 Druhy sladu

Nejbéznéji vyrabénymi druhy sladti v Ceské republice jsou svétly slad plzefiského typu a tmavy
slad mnichovského typu, ¢asto uvadény jako bavorsky slad. Pfechodnym typem mezi svétlymi
a tmavymi slady je slad vidensky. Dalsi typy specialnich sladt slouzi pro zvyraznéni urcitych
kvalitativnich a specifickych vlastnosti zakladnich typti svétlych a tmavych piv. Jednotlivé
druhy sladd s typickymi vlastnostmi se ziskavaji vybérem odrid jeCmene a Upravami
technologie maceni, kli¢eni a hvozdéni. Podle pozadovanych vlastnosti urcitého druhu sladu se
regulaci technologickych parametri maceni a kliCeni zajisti potiebnd degradace
vysokomolekularnich latek. Regulaci hvozdéni je poté dotvofena rozdilnd tvorba barevnych
a aromatickych latek [42].

Mezi specidlni slady fadime karamelové slady, barvici slady, nakufované slady,
melanoidinové slady, diastatické slady, proteolytické slady, slady zvySujici redoxni kapacitu
piva, slady pro vyrobu piva pro celiatiky aj. [42]. Nékteré typy zakladnich a specialnich sladi
jsou zobrazeny na Obrazku 11.

Svétly slad plzeniského typu je charakteristicky niz§i hodnotou barvy kongresni sladiny
a barvy po povareni. Ma dostatené proteolytické rozlusténi 1 aktivitu amylolytickych enzymu
zajiStyujicich dokonalé zcukieni rmuti a sladiny. Tento typ sladu se pouZziva pro vyrobu svétlych
piv typu lezakl, konzumnich piv a specidlnich piv s riiznou koncentraci piivodni mladiny
[37, 38, 42].

Tmavy mnichovsky slad ma typické vysoké hodnoty barvy kongresni sladiny, vyssi obsah
bilkovin, niz$i extraktivnost a aktivitu enzymi. Aroma je vyrazné, ¢ehoz se dosahne hlubsim
rozlusténim pii kli€eni. Je€men pro vyrobu mnichovského sladu je klicen o 1 az 2 dny déle
S vyssim obsahem vody a pfi vyssi teploté nez jeémen pro vyrobu svétlého sladu. Tento druh
sladu se vyuziva pro ptipravu tmavych piv [37, 38, 42].
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Obrazek 11: Zakladni a specialni druhy slada [47]

2.11 Pivo

Pivo je slabé alkoholicky napoj, ktery se vyrabi z obilného sladu, vody a chmele pisobenim
mikroorganismt pivovarskych kvasinek, zejména Saccharomyces cerevisiae [37].

Chemické sloZeni piva je velice rozmanité. Odhaduje se, ze pivo obsahuje pfes tii tisice
riuznych latek, z nichz se vétSina vyskytuje ve stopovych mnozstvich. Mezi zékladni slozky
patii voda, jejiz kvalita pfimo ovliviiuje kvalitu vysledného piva. Dale jsou to sacharidy,
bilkoviny, oxid uhli€ity, mineralni latky, vitaminy, polyfenolové slouceniny, pryskyfice, silice,
hotké latky zchmele aj. Z vitamind obsazenych v pivu jsou nejvyznamnégj$i predev§im
vitaminy ze skupiny B, jako je thiamin (Ba1), riboflavin (B2), pyridoxin (Bs) a kobalamin (B12).
Vyznamné je také zastoupeni mineralnich latek, kde kromé drasliku a sodiku je v pivu obsazen
fosfor, hoicik, zelezo, chrom, méd’, zinek. Polyfenolové latky obsazené v pivu patii mezi
volnych radikali. Polyfenoly chmele ovliviiuji antioxida¢ni aktivitu piva a potencialné také
senzorickou stabilitu piva [48,49]. V Tabulce 7 je wuvedeno pramérné slozeni
dvanactistupiiového svétlého piva typu lezak vyrab&ného v CR.

Tabulka 7: Primérné slozeni dvanactistupiiového svétlého lezaku vyrabéného v CR [37]

Znak Hodnoty Jednotky
Pavodni extrakt 11,8 hmotn. %
Alkohol 3,9 hmotn. %
Alkohol 5,0 obj. %
Voda 920 g1t
Isohumulony 27 mg-1?
Oxid uhlicity 5 g1t
Energeticky obsah 1820 kJ-1*t
Sacharidy celkové 30 g1t
Dextriny 25 g1t
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Znak Hodnoty Jednotky
Zkvasitelné cukry 5 g1t
B-glukany 250 mg-1?
Pentozany 200 mg-1?
Bilkoviny 4,3 g1t
Aminokyseliny (85 % slad, 15 % kvasinky) 140 mg-1?
Nukleové kyseliny 1 mg-1?
Polyfenoly (75 % slad, 25 % chmel) 185 mg-1?
Organické kyseliny (octova, citronova, glukonova, mlécna, 450 mg 1"
malonova, pyrohroznova)
Vitaminy:
Thiamin B1 70 ng-lt
Riboflavin B2 250 ng1t
Niacin 5000 ngl?
Pantothenova kyselina 1200 ngl?
Pyridoxin B6 300 nglt
Kobalamin B12 2 nglt
Listova kyselina 200 nglt
Estrogeny <40 ug-lt
Mineralni latky:
Draslik 360 mg-1?
Sodik 60 mg-1?
Viépnik 35 mg-1?
Hot¢ik 85 mg-1?
Fosfor 500 mg-1?
Vedlejsi produkty kvaSeni:
Glycerol 1500 mg-1?
Alifatické a aromatické alkoholy 100 mg-1?
Estery 25 mg-1?
Celkovy SO2 5 mg-1?

2.11.1 Technologie vyroby piva

Vyroba piva (schéma vyznaceno na Obrazku 13) zaciné ve Srotovné, kde dochéazi k rozemleti
sladu. Mechanické rozruSeni zrna je potiebné pro zpfistupnéni extraktivnich latek sladu
obsazené v endospermu a urychleni jejich rozpousténi a biochemické zmény, které probihaji
v dalSich fazich ptipravy mladiny. Endosperm obsahuje pfedevs§im Skrob, dale dusikaté latky
riazné molekulové hmotnosti, neSkrobové polysacharidy a enzymy. Mnozstvi a slozeni extraktu
ziskaného ve varnim procesu z rozemletého sladu zavisi na vlastnostech odriidy je¢mene, ze
kterého byl slad pfipraven, na rozlusténi sladu, vysledku mleciho efektu a technologii pfipravy
mladiny [37]. Srotovna se nachazi v blizkosti varny, jelikoz sladovy §rot je nevhodné uchovavat
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delsi dobu, z divoda oxidac¢nich zmén zptisobenych vzdusnym kyslikem, jez ma neblahé
ucinky na senzorickou stabilitu piva [37].

Nasleduje proces vystirani, jehoz cilem je dobie smichat sladovy Srot s nalevem varni vody
ve vystiracich nadobach. Diilezita je teplota vody pouzita na vystirku, ktera ovlivni rychlost
prubéhu nasledujicich rmutovacich postupt. Teplota vystiraci vody se voli podle kvality
zpracovavaného sladu, postupu rmutovani, zafizeni varni soupravy a pozadavkl na kvalitu
mladiny [37].

Ttetina objemu této smési se prevede do rmutovaci panve, kde dochazi k postupnému
zahiivani na technologicky dilezité teploty (kyselinotvorna teplota 35 - 38 °C, peptonizacni
teplota 45 - 50 °C, niz8i cukrotvorna teplota 60 - 65 °C, vyssi cukrotvorna teplota 70 - 75 °C).
Tento proces se nazyva rmutovani. Nejvyznamnéj$im procesem rmutovani je St€peni Skrobu na
sacharidy zkvasitelné pivovarskymi kvasinkami puisobenim amylolytickych enzyma [35, 37].
Rmutovani miize probihat dekokénim zpiisobem (Obrazek 12), kde dochéazi k povatovani
dil¢ich rmutt — podle poctu se d€li na jednormutové, dvourmutové a ttirmutové. Nejcastéji se
pouzivaji postupy dvourmutové. Tiirmutovy postup vyuzivaji napf. pro vyrobu svétlého piva
V Plzeniském Prazdroji. Infuzni postupy zajiStuji rozpousténi a Stépeni extraktu sladu
dlouhodobym uc¢inkem sladovych enzymi bez mechanického a tepelného ptisobeni povarovani
rmutd [37].
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Obrazek 12: Ptiklady dekokénich rmutovacich postupt (2 - dvourmutovy postup, 3 - tiirmutovy
postup, cerna kiivka — prubéeh teplot ve vystiraci nadob€, oranzova kiivka — prabéh teplot ve rmutovaci
panvi) [37]

Po odrmutovani nésleduje proces scezovani. Je to fyzikalni proces, pti kterém se odd¢li tzv.
ptredek (roztok obsahujici extraktivni latky sladu) od zbytka sladového Srotu neboli mlata [37].
Mlato se poté vyluhuje teplou vodou (proces vyslazovani mlata) a vyluh, tzv. vystielek,
se micha s predkem [35].

Vznikla sladina se v mladinové panvi vaii s chmelem po dobu 90-120 minut, pficemz
vyslednym produktem je horka mladina. Pfi chmelovaru se mimo jiné odpaii piebyte¢na voda
amladina ziska potfebnou koncentraci extraktu pro ur¢ity druh piva [35, 38]. Dojde k inaktivaci
enzymil, které pretrvaly piedchozi proces vyroby sladiny. Cilem je také mladinu sterilovat
a inhibovat residualni mikrofloru z vody, sladu, chmele a zafizeni, dale rozpustit a izomerovat
horké latky chmele, vytvofit produkty Maillardovy reakce a snizit hodnotu pH [37].
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Uvarena mladina se ve varné pivovaru musi ochladit na zakvasnou teplotu, kdy se soucasné
provzdusni a odstrani se Z ni vyloucené kaly. Do ochlazené¢ mladiny se piidaji pivovarské
kvasinky, prevazné druh Saccharomyces cerevisiae. Zakladni rozdily mezi spodnimi
a svrchnimi kvasinkami je slozeni genetického materidlu, rozdilné slozeni bunécnych stén,
stupen zkvasovani a-rafinosy a rozdilné technologicky vyznamné vlastnosti. Dojde k prvni fazi
kvaseni, tj. hlavni kvaseni, za vzniku mladého piva. V této fazi vznikaji jako zakladni produkty
kvaseni ethanol, oxid uhli¢ity a biomasa a dale fada vedlejSich metabolitt, které maji zasadni
vyznam pro buket piva. Doba hlavniho kvaseni je 7 az 12 dnu, v zévislosti na koncentraci
puvodni mladiny, teploté kvaseni a pouzitém kvasni¢ném kmenu. Na zavér hlavniho kvaseni
se podstatna ¢ast kvasnic odd¢li, u spodniho kvaSeni flokulaci a sedimentaci na dn¢€ nadob,
u svrchniho kvaseni vyplavenim na hladinu kvasného média [35, 37].

Druhé féze kvaéeni jei se naZ}'/Vé dokvaéovéni a zrani piva probihé za niiéich teplot
zajist'ujici syceni piva 0x1dem uhli¢itym, zrani chuté a viin€ piva zptisobené¢ zménou slozeni
koloidnich a té€kavych latek a pfirozené Cifeni vyluCovanim vysokomolekularnich latek
z roztoku. DokvaSovani a zrani piva probihd v lezackych nadobach v podzemnich sklepich
nebo v izolovanych chlazenych budovach [35, 37].

Zralé pivo se filtruje, aby se po dobu nékolika mésicti nezménila jeho Cirost. V prubéhu
filtrace se z piva odd¢€luji zakalotvorné Castice a zbylé kvasni¢né buiiky. Pro zvySeni biologické
trvanlivosti piva dochdzi k jeho tepelnym tUpravam, k tzv. pasteraci, coz je tepelna inaktivace
mikroorganismi, které mohou Kkazit pivo [37,38]. Takto piipravené pivo se staci
do ptepravnich obali, nejéastéji lahvi, plechovek a sudu [35].

srotovnik
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Obrazek 13: Schéma vyroby piva [50]
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2.11.2 Druhy piv

Podle barvy rozezndvame piva svétla, polotmava a tmava, poptipad¢ jejich smési zvané piva
fezana [37]. Piva svétla jsou vyrabéna pievazné ze svétlych sladl. Piva polotmava a tmava jsou
vyrabéna z tmavych sladi, sladi karamelovych, pfipadné barevnych sladi ve smési se svétlymi
slady. Piva fezana jsou vyrabéna pii staceni smichanim svétlych a tmavych piv stejné skupiny
[51].

Dalsim kritériem tfidéni piva je zptusob kvaseni. Jedna se o piva spontanné kvasena, jako je
Lambik, Geuze, Faro a Kriek. Piva svrchné kvasena jsou vyrdbéna za pouziti kvasinek
Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae. Radime zde piva typu Ale, Porter, Stout, Altbier,
Kolsch a piva pSeni¢na. Piva spodné kvasena jsou vyrabéna za pouziti kvasinek Saccharomyces
cerevisiae subsp. uvarum. Kvaseni probiha za niz8ich teplot, tj. od 0 — 5 °C pficemz kvasinky
pii fermentacnim procesu klesaji na dno kadg. V Ceské republice se az na vyjimky vyrabgji
pouze piva spodné kvaSena [37, 51, 52].

Podle obsahu ptivodniho extraktu mladiny se piva déli na lehkda, kterd maji koncentraci
extraktu ptivodni mladiny do 7,99 %, piva vycepni majici extrakt ptivodni mladiny v rozmezi
8,00-10,99 %, lezaky s 11,00-12,99 % extraktu piivodni mladiny a piva specialni, kterd maji
koncentraci extraktu pivodni mladiny nad 13,00 % [38]. Obsah alkoholu v pivu odpovida
piiblizné tietin¢ hodnoty extraktu ptivodni mladiny [35].

Dale se unas vyrabégji piva nealkoholické s koncentraci alkoholu do 0,5 % objemovych, piva
se snizenym obsahem alkoholu od 0,5 % do 1,2 % objemovych, portery s minimaln¢ 18 %

extraktu, piva se snizenym obsahem cukrti, pSeni¢né piva, kvasnicové pivo a piva ochucena
[37, 38].

2.12 Gushing

Gushing (Obrazek 14) je nezadouci jev, pii kterém dochazi k masivnimu samovolnému
pfepénéni piva po otevieni lahve. Tento jev se netyka pouze piva, ale je pozorovan i u mnoha
dalsich sycenych napojt [53]. JelikoZ ma pivni péna podstatny vliv na vnimani spotiebitele,
ktery se tak rozhoduje o kvalité vyrobku, je pfepénéni piva negativni jev, ktery tak mize
poskozovat dobré obchodni jméno pivovaru. Proto se také jejimu studiu vénuje velk4 pozornost
[54]. Gushing se mize vyskytovat ojedinéle nebo ve vice pivovarech soucasné. Ma sezonni
povahu, coz vedlo k souvislosti s jednotlivymi skliznémi jeCmene a k hypotéze, ze gushing je
zpusoben masivnim pomnozenim plisni, vétSinou v souvislosti s vlhkym pocasim [42].

Gushing piva se tradicn€ rozdéluje na primarni a sekundarni gushing. Primarni gushing
souvisi s tvorbou latek vznikajicich pfi napadeni obilky jeémene mikroskopickymi vldknitymi
houbami. K témto latkam patii zejména hydrofobiny. Jedna se o stabilni povrchové aktivni
proteiny o velikosti kolem 10 kDa, které jsou resistentni viuci teplotam blizicim se teploté varu
vody. Mechanismus primarniho gushingu zahrnuje tvorbu stabilnich mikrobublinek
Z hydrofobint, které slouZzi jako nuklea¢ni centra. Mikrobublinky tvoii centra pro uvolnéni
a dal8i rGst bublin oxidu uhli¢itého, které stoupaji kapalinou a vynaSeji rozpustény plyn
z kapaliny a vyvolavaji tedy gushing [42, 53, 55, 56, 57].
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Pfi¢inou sekundéarniho gushingu je zejména piitomnost zakalu, necistot z lahvi, kovovych
iontd ¢i krystalkt §tavelanu vapenatého v pivu [55]. Dalsi centra pro uvolnéni mikrobublinek
oxidu uhli¢it¢ho mohou zahrnovat i mikrobublinky jinych plyni, napt. vzduchu, nepravidelny
povrch lahvi, pevné c¢astice uvolnéné z korunek nebo mikroorganismy, zejména kvasinky
a plisn¢€ ptitomné v pive [42].

Stanoveni nachylnosti piva ke gushingu méa vyznam pro posouzeni sto¢eného piva pred
expedici. Slozitéjsi je pfedpovéd’ gushingu ze surovin, nebo meziproduktli vyroby piva, jako
jsou slad, sladina, mladina nebo dokvaSované pivo [58].
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Obrazek 14: Gushing [59]

2.13 Prenos mykotoxini ze surovin do piva

Fusariové mykotoxiny jsou pomérné stabilni slouceniny a ve vétSin€ pripadii nepodléhaji
vyznamné degradaci v prib&hu b&znych technologickych operaci a mohou ptechazet do
vyslednych produktid urCenych k lidské spotiebé [60]. Existuje mnoho studii zabyvajici se
osudem pfiirozené se vyskytujicich nebo uméle priddvanych mykotoxini v riznych fazich
vyroby piva, které prokazaly prinik mykotoxinti z kontaminovaného zrna do piva [61]. Nejvice
informaci je zndmo o DON, protoze tento mykotoxin se v jeCmeni vyskytuje nejéastéji a na
vyssich hladinach nez ostatni fusariové mykotoxiny [60].

Béhem sladovéani kontaminovaného je¢mene vznikaji vhodné podminky pro rozvoj a rlst
toxinogennich plisni. K produkci mykotoxinii miize dochédzet s ristem plisni a to zejména
v pribéhu maceni, kliceni a piipadné i hvozdéni [62]. Schwarz a jeho spolupracovnici
mikrosladovali v roce 1995 nékolik vzorka je¢mene, které byly ptirozené infikovany Fusarium
graminearum a kontaminovany mykotoxinem DON (4,8 — 22,5 pg-g?). V pribéhu maceni
jecmene se koncentrace DON snizila na hodnoty blizké nebo vyskytujici se pod limitem
kvantifikace. Divodem tohoto vyznamného poklesu mize byt rozpustnost DON ve vodé [63].
Obecné lze fici, ze proces maceni prispiva k redukci mykotoxint, které diky své polarité
zpravidla ptechazi do maceci vody [60]. Po pétidennim procesu kli¢eni byl zaznamenan narust
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koncentrace DON 0 18 — 114 % ve srovnani s pivodnim infikovanym je¢menem [63]. Béhem
hvozdéni nebyla pozorovana zadna zména v hladinach koncentrace DON, spise doslo k dalsi
mirné redukci. Je znamo, ze DON je stabilni az do 170 °C v neutralnim az kyselém prostiedi
[60, 62]. Mnozstvi toxini produkovanych v riznych stadiich sladovani je zavislé na mnoha
faktorech, véetné kmene piitomné plisn¢, Zivotaschopnosti a koncentrace plisné nebo také na
pfitomnosti synergickych a antagonistickych organismu [62].

DON je v pritbéhu procesu vaieni piva velmi stabilni. Niessen (1993) ve své studii ukazuje,
ze se béhem rmutovani koncentrace DON cCtyfnasobné zvysila. Z toho se da usuzovat, Ze se
DON mutize béhem rmutovani uvoliiovat z proteinovych konjugati [62]. Nékteré studie ukazaly
zvyseni hladiny DON béhem kvasSeni. Bohm-Schraml a jeho spolupracovnici (1997) uvedli, ze
béhem prvnich 20 hodin fermentace dosSlo k narGstu koncentrace DON, nicméné nasledné
dochazelo postupné k jejimu snizovani. Pokles hladiny DON by mohl byt disledkem absorpce
bunikami kvasinek nebo miize souviset s extracelularnim metabolismem [62]. Schwarz a kol.
vroce 1995 wvafili pivo zpfirozené infikovaného jeéného sladu, ktery obsahoval
1,8 -17,3 ng-g* DON. Vysledky ukazaly, Ze v koneéném pivu zistalo 80 az 93 % DON
a pouze stopové mnozstvi se nachazelo v mlate [63].

2.14 Vyskyt mykotoxinii v pivu

Pivo je nejpopularngjsi alkoholicky népoj na svété. V Evropé je 37 % alkoholu spotfebovano
ve formé piva [64]. Pfedni misto ve statistikdch o spotiebé piva z roku 2015 zaujima Ceska
republika se 143 litry na osobu a rok. Nasleduje Némecko a Rakousko se 106 a 105 litry na
osobu a rok [65]. Pii takto extrémné vysoké konzumaci je velmi dulezita kontrola obsahu
nezadoucich latek v pivu i ve vstupnich surovindch, mezi které bezesporu patii i mykotoxiny.
Vzhledem k tomu, Zze kontaminace sladovnického je¢mene a dal$ich cerealii uréenych k vyrobé
piva plisnémi rodu Fusarium, stejné tak 1 Zivotaschopnost téchto plisni v obili, jsou zavislé na
klimatickych podminkach a nejsou tedy konstantni, miZou byt hladiny DON a jinych
fusariotoxinl zna¢né promeénlivé. Proto jsou rocni prizkumy fusariotoxinil v pivu zapotiebi
[66]. Struény piehled nékterych studii zabyvajicich se vyskytem mykotoxint v pivu je uveden
v Tabulce 8.

Tabulka 8: Nekteré studie zobrazujici vyskyt mykotoxini (DON, OTA, HT-2, ZON) v pivu

Mykotoxin | Zemé ptivodu piv szllt li?:] / ng-lt Reference
Némecko 20/ 24 24,5431 Rodriguez-
Spanélsko 45/60 25,2 — 47,7 Carrasco et al. [67]
DON Ceska republika 89/119 20-44,0 Bélakova et al. [68]
Rakousko 25/ 33 45-295 Papadopoulou-
Francie 24 | 27 4,1-30,3 Bouraoui at al. [66]
Némecko — /250 0,01-0,29 Bresch et al. [69]
OTA _ Italie 3/10 0,020 - 0,022 | Visconti et al. [70]
Spanglsko 24 /31 0,044 Araguas et al. [71]
Ceska republika 107/ 132 < 0,001 -0,195 | Bélakova et al. [72]
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Mykotoxin | Zemé piivodu piv szllt :(ZI; / ng-1? Reference
Némecko 9/24 29,3 -38,2 Rodriguez-
HT-2 VFrancie 1/5 29,5 Carracso et al. [67]
Spanélsko 2/60 25,1-30,4
Némecko 441 44 0,35-2,0 Bauer et al. [73]
ZON Polsko 8/57 <0,259 - 0,368 | Kuzdralinski et al.
Irsko 212 0,458 — 0,546 [74]

2.15 Vzorkovani pro analyzu mykotoxini

Proces vzorkovani je vicestupniovy proces, ktery je zahajen odbérem primarniho vzorku. Jeho
dal$im postupnym zmensSovanim se ziska laboratorni vzorek, ktery vstupuje do analytické
laboratote, kde se zn¢ho pfipravi vzorek analyticky, pficemz oba vzorky musi spliovat
podminku vhodné velikosti. Odbér vzorku, jeho dal$i zmenSovani a skladovani musi probihat
zpusobem, ktery neovlivni Zadnou vyznamnou vlastnost vzorkovaného objektu [75].

Pti vzorkovani potravin za ti€elem jakékoliv analyzy je obecné€ povazovéano za nezbytné, aby
odebrany vzorek reprezentoval celou Sarzi. Mykotoxiny patii mezi analyty, které jsou
Vv potravinach a zeméd¢lskych komoditach distribuovany obzvlasté nehomogenné. Je to dano
zejména tim, ze mikroskopické vlaknité houby produkujici mykotoxiny se bézné vyskytuji
Vv izolovanych mistech, tzv. loziscich, nebaleného nebo sypkého materidlu, ptipadné¢ na
jednotlivych plodech, semenech nebo zrnech [76]. Vzhledem K vysoké heterogenité
mykotoxinil jsou pro ziskani reprezentativnich vzorkl velmi dulezité plany odbéru vzorkt a je
nezbytné odebrat dostateéné mnozstvi dil¢ich vzorku [76, 77].

2.16 Extrakce a ¢iSténi vzorku

VétSina analytickych metod vyuZivajici se ke stanoveni mykotoxind je zavisld na spravném
provedeni extrakcnich a Cisticich metod, s vyjimkou metody ELISA, u které neni potieba
vzorek piecistovat [78]. Zpusob pouziti extrakce k odstranéni mykotoxinti z matrice zavisi na
fyzikalné-chemickych vlastnostech jak matrice, tak i stanovovaného toxinu. Cisténim vzorku

se odstrani latky pfitomné v extraktu, které by mohly interferovat s detekovanym analytem
[77, 78].

K ¢isténi vzorkd v analyze mykotoxintl jsou Siroce pouzivané imunoafinitni kolonky (IAC),
(Obrazek 15). Kolonky obsahuji protilatku specifickou k mykotoxinu imobilizovanou
na pevném nosici. Po priichodu extraktu vzorku kolonkou se molekuly mykotoxinu selektivné
navazou na protilatku. Promyvacim pufrem se z kolonky odstrani pfipadné necistoty.
Nadavkovanim eluéniho rozpoustédla na kolonku se molekuly mykotoxinu uvolni z protilatky
a dojde tak k jejich eluci z kolonky [79].
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Obrazek 15: Princip imunoafinitni kolonky [79]

Dalsi velice u¢innou a rychlou metodou k extrakei a ¢isténi vzorki je extrakce tuhou fazi
(SPE). Tato metoda extrakce je zalozena na selektivnim zadrzovani latek piitomnych v extraktu
vzorku na tuhém sorbentu [79]. Jako ptiklad mize byt uvedena kolonka MycoSep® ROMER
(Obrazek 16), ktera je vtlacovana do zkumavky obsahujici extrakt vzorku. Extrakt je tak nucen
stoupat vzhtru ptes kolonku a tim se filtrovat. Necistoty ztistavaji zachyceny v Cistici kolonce
a preCistény extrakt obsahujici mykotoxiny se poté odejme [80].
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— Nedistoty
* | € zachyceny
o v kolon¢

Obrazek 16: Extrakce na pevné fazi na kolonce MycoSep® ROMER [80]

2.17 Analytické metody stanoveni mykotoxinii

Stanoveni mykotoxini a zpusob rychlé a pfesné kvantitativni a kvalitativni analyzy byly
pfedmétem zdjmu mnoha vyzkumnikd. Byly vyvinuty rizné analytické metody, které maji
riznou citlivost a pfesnost. Béznymi metodami jsou chromatografie na tenké vrstve,
vysokouc¢innd kapalinové chromatografie s UV detekci nebo fluorescenéni detekci nebo také
imunochemické metody. V dneSni dob& je vSak rutinni metodou pouZivanou k analyze
mykotoxint a jejich derivati kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci [2, 77].
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2.17.1 Imunochemicka metoda ELISA

V dnesni dobé se ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) stala velice rozsifenou
metodou k rychlému stanoveni mykotoxini vzhledem k jeji relativné nizké cené a snadné
aplikaci. Tato metoda je jednoducha, specificka, citliva a pfenosna pro pouziti v terénu a miize
byt zcela kvantitativni. V porovnani s konven¢nimi metodami, jako je chromatografie na tenké
vrstvé nebo vysokoucinnd kapalinova chromatografie, jsou naroky na extrakei a ¢isténi vzorku
casto mensi. Testovaci sady jsou navic komeréné dostupné pro vyznamné mykotoxiny, jako
jsou aflatoxiny, fumonisiny, trichotheceny, zearalenon, ochratoxin A, citrinin [77, 78, 79].

ELISA je zalozena na reakci antigenu s protilatkou. Princip ELISA testu je znazornén na
Obrazku 17. Antigen (mykotoxin) se smisi s enzymovym konjugatem mykotoxinu a aplikuji se
do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky jejiz stény jsou potazeny protilatkou specifickou k antigenu.
Antigen soutézi s konjugatem o omezeny pocet vazebnych mist na molekulach protilatky. Po
promyti jamek substratem dojde ke vzniku modrého zbarveni. K zastaveni reakce se vyuziva
stop Cinidlo, pfi¢emZ dojde ke zméné zbarveni. Detekce se provadi spektrofotometricky pfi
vhodné vinové délce [79].

Enzymovy konjugat mykotoxinu
Mykotoxin
Protilatka

vw < @ O

Substrat

(a) (b) (c

)
— 3
B - - @ B %
" YY E Y ;
(e) ()

(d)

Obrazek 17: Princip kompetitivni ELISA pro analyzu mykotoxint. (a) Smichani vzorku s konjugatem;
(b) aplikace smési do protilatkou potazenych jamek; (¢) vazani mykotoxinu na protilatku béhem
inkubacni doby; (d) vymyti nevazanych slozek v promyvacim kroku; (e) pfidani substratu za vzniku
modrého zbarveni; (f) pfidani stop roztoku pro zastaveni reakce [79]

2.17.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie je separacni technika, ktera s vysokou ptesnosti
a specifitou separuje smési latek na jednotlivé slozky. Jeji vyhodou pfi pouziti pro rutinni
analyzu je jednak to, Ze mliZze byt pln¢ automatizovana a také priprava a ¢iSténi vzorki je
pomérn¢ jednoduché [81]. Kapalinova chromatografie je zalozena na separaci latek mezi dvé
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nemisitelné faze: mobilni a stacionarni. Stacionarni faze je umisténa v chromatografické koloné
ve form¢ sorbentu. Kapalna mobilni faze pak timto sorbentem protéka. Stacionarni faze miize
byt bud’ tuha latka (adsorp¢ni, iontoménicova, gelova a afinitni chromatografie) nebo kapalina
zakotvena na tuhém nosici (rozdé€lovaci chromatografie) [82]. U HPLC s normalni fazi (NP-
HPLC) je mobilni faze nepolarni (hexan, metylenchlorid, atd.) a stacionarni faze polarni
(silikagel). Molekuly vzorku jsou vice ¢i méné pritahovany k ¢asticim v kolon¢ oproti mobilni
fazi. Méné polarni molekuly jsou pak eluovany jako prvni. HPLC s obracenou fazi (RP-HPLC)
vyuziva polarni mobilni fazi (voda, polarni rozpoustédla, nebo jejich smési) a nepolarni
stacionarni fazi (C-18 nebo fenyl) [81]. U vysokoucinné kapalinové chromatografie je mobilni
faze piivadéna do systému pomoci Cerpadla za vysokého tlaku. Eluce mobilni faze mize byt
bud’ isokratickda, kdy je slozeni mobilni faze konstantni, nebo gradientova, kdy se slozeni
mobilni faze méni v prub¢hu analyzy [82].

Kapalinovy chromatograf se skladd znékolika zdkladnich ¢asti. Schéma a princip
kapalinového chromatografu je znazornén na Obrazku 18. K uchovavani mobilni faze slouzi
zasobniky mobilni faze a k jejimu transportu se pouziva vysokotlaké ¢erpadlo. Autosampler,
popiipad¢é manualni ddvkovaci ventil, slouzi k ddvkovani vzorku na chromatografickou kolonu,
ve které dochazi k samotné separaci latek. Separovany analyt vychazejici z kolony je detekovan
pti priachodu detektorem. Signal z detektoru je poté pireveden do chromatogramu, ktery je
tvofen fadou piku [82].

zasobnik zapis vyhodnoceni

* rozpoustédel

Q. pritokova \
. pumpa

detektor

délici kolona

(b)
Obrazek 18: Schéma kapalinového chromatografu (a) [83]; Princip kapalinové chromatografie (b) [84]

Mobilni faze se uchovava ve sklenénych nadobach, ale je tfeba mit na paméti, Ze mize
dochazet k uvoliiovani silikatu ze skla, a proto je vhodné pouzivat k uchovavani mobilni faze
vzdy stejné zdsobni lahve. Nevhodné je pouziti 1ahvi z plastu, jelikoz zde dochdzi ke
kontaminaci mobilni faze uvolilovanim latek pouzitych pti ptiprave plastu. Zasobniky mobilni
faze obsahuji specialni filtry, které zachytavaji suspendované tuhé ¢astice pied vstupem mobilni
faze do HPLC systému [82].
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Odplynéni mobilni faze je dulezitym krokem tpravy mobilni faze pred vstupem na
chromatografickou kolonu. Provadi se zejména proto, aby nedochazelo k uvoliiovani bublinek
rozpus$ténych plynt. Kyslik rozpustény v mobilni fazi mé negativni vliv na detekci, zejména
pii fluorescencni detekci. Pritomny kyslik mé schopnost zhaSeni emise zarenti, a je tak pfi¢inou
ztraty ucinnosti kolony. Odplynéni se provadi bud’ probublavanim heliem nebo vakuovym
odplynovacem, ktery je rychlejsi a v dnesni dobé vice pouzivany [82].

Zakladni vlastnosti kazdého cerpadla je zajisténi stabilniho pratoku mobilni faze.
Kvantitativni vysledky by v opacném piipadé mohly byt nepfesné. Existuje nékolik typt
cerpadel. Pneumatické cerpadla pracuji za konstantniho tlaku a zcela bezpulzné, avsak kvuli
konstruk¢éni ndrocnosti se tento typ Cerpadel v soucasnosti nepouziva. U Cerpadel injekéniho
typu je pritok mobilni faze kolonou konstantni a je také bezpulzni. Nevyhodou ovsem je
limitace objemu mobilni fize, dany objemem pracovniho valce, a také cena Cerpadla. Pistova
cerpadla umoznuji neomezené ddvkovani mobilni faze bez preruseni toku. V disledku stiidani
saci a vytlaéné faze ovSem dochazi ke kolisani pritoku mobilni faze. To je vyfeSeno zafazenim

sériovym usporadanim [82].

Chromatografické kolony se vyrabéji ptevazné z nerezové oceli. A to proto, Ze je vysoce
antikorozivni. Vnitini povrch kolony by mél odolévat vysokym tlakiim a také chemickému
pusobeni mobilni faze. Jsou pouzivany kolony o vnitinim priméru 2,1 az 5 mm a délce 10 az
300 mm. Velikost ¢astic naplné kolony se pohybuje od 1 az do 10 um [82].

K identifikaci separovanych latek je podstatny retencni cas. Je to doba, kterd uplyne od
nastiiku vzorku do dosazeni maxima elucéni kiivky. Kvantitativni analyza se provadi
pocitacovou integraci plochy pod pikem [85].

2.17.3 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Cilem modernich trendd v kapalinové chromatografii je v prvni fad€ ziskani co nejrychlejsi
chromatografické separace pii zachovani nebo zlepSeni jeji kvality z hlediska uc¢innosti
arozliSeni, ale 1 citlivosti daného méfeni. V ultra vysokouc¢inné kapalinové chromatografii
(UHPLC) je pro zvySeni ucinnosti separace vyuzivano castic chromatografického sorbentu
mensich nez 2 pm [82]. Pii redukci Castic zlepSime pfevod hmoty, tim potla¢ime rozmyvani,
a tedy zvySime ucinnost. Pfitom lze pii pouziti takto malych ¢éstic u€innosti dosahnout pti
mnohem vysSich pratokovych rychlostech, coZ mé za nasledek rychlejsi separaci. Je ovSem
nutné zdlraznit, Ze kolony naplnéné sorbentem stak malym primérem Castic generuji
mnohondsobné vyssi zpétny tlak nez bézné chromatografické kolony [86]. Pfi optimalni
linedrni pritokové rychlosti bude ¢astice o velikosti 1,7 um vytvaret zpétny tlak 27x vyssi nez
5 um castice [82].

Konven¢ni kapalinové chromatografy pracuji pii tlacich 30 — 40 MPa, zatimco UHPLC pfi
100 MPa a vice. UHPLC systém musi tedy v prvé fadé byt schopen pracovat za ultra vysokych
tlakl a musi splilovat ur€ité pozadavky, které jsou zaméteny zejména na robustnost cerpadla.
Dale jsou kladeny vysoké naroky na robustnost davkovaciho systému, rychlé davkovaci cykly,
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piesné davkovani velmi malych objeml, co nejmensi zpozdéni gradientu, minimalni
mimokolonové objemy, vhodné stacionarni faze [82].

Pro UHPLC jsou dostupné stacionarni faze pro reverzni, normalni i iontové vyménnou
chromatografii. Zakladnim materialem je bud’ silikagel, nebo hybridni material a velikost ¢astic
se obvykle pohybuje od 1,5 do 2,0 pm. Kolony maji vétsinou délku od 50 do 150 mm [82].

Diky této technologii 1ze zkratit analyzy az devétkrat, citlivost zlepsit tfikrat a dvakrat I1ze
zlepsit rozliSeni. Takové zrychleni se projevi jednak v Gspoie energie a Casu, ale také v téméeft
desetindsobné uspote organickych rozpoustédel. Porovnani HPLC a UHPLC chromatogramu
a vycet vylepSenych parametri UHPLC oproti HPLC je uvedeno na Obrazku 19 [86].

350 Parametr Vyhody UHPLC
300 Rychlost 9x vice
250 Citlivost 3x vice
200 RozliSeni 2x vice
Spotieba 10x méné
% 150 UHPLC mobilni faze
100 {404 -
S0
HPLC
0
0 2 Bl 6 8 10

min

Obrazek 19: Porovnani HPLC a UHPLC chromatogramu (v tabulce je uveden vycet vylepSenych
parametrt UHPLC oproti HPLC) [86]

2.17.4 Detektory

Pro kapalinovou chromatografii se vyuziva cela fada detektord, které jsou umistény vzdy za
kolonou. Jednd se o UV-VIS detektory, fluorescencni detektory, vodivostni detektory,
elektrochemicky detektory, refraktometrické detektory a hmotnostné spektrometrické detektory
[82, 87]. V této diplomové praci byl vyuzit ke stanoveni deoxynivalenolu hmotnostni detektor
a ke stanoveni ochratoxinu A detektor fluorescen¢ni.

2.17.4.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometry (MS) jako detektory v HPLC patti do skupiny spojenych technik.
Jsou velmi specifické a kromé udajii z chromatogramu poskytuji spektralni udaje o identité
latky [82]. Hmotnostni spektrometrie je separacni technika, kterd prevadi vzorek na
ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti
anaboje m/z. Prvnim krokem v této technice je odpafeni vzorku. Nasleduje ionizace, ktera
prevadi molekuly na nabité castice Vv iontovém zdroji. Poté dojde k akceleraci iontti do
hmotnostniho analyzatoru, ktery déli vzniklé ionty na zakladé jejich poméru m/z a nakonec
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dochazi k detekci iontti [85]. Schématické znazornéni procesu detekce MS, nejpouzivanéjsich
ionizacnich technik a prehled analyzatort je uveden na Obrazku 20.

Zaveden, Ionizace Analyzator Detekce
vzorku
HPLC ESI
APCI KVADR]’JPOL - Elektronovy nasobi¢
CZE TROJITY KVADRUPOL(QqQ)
PRI IONTOVA PAST (IT) Fotongsobi&
ORBITALNI PAST I
ANALYZATOR DOBY LETU (TOF) e f’k analova
GC EI MAGNETICKY ANALYZATOR (B) esticka
IONTOVA CYKLOTRONOVA RESONANCE S bid vk
CI (ICR) YSOKe vakuum

Obrazek 20: Schématické znazornéni procesu detekce MS [82]

Ionizaéni techniky

Existuje cela fada ionizacnich technik, které se podle mnozZstvi vnitini energie po ionizaci
déli na tzv. tvrdé, kdy molekula pfi ionizaci ziska nadbytek vnitini energie, a mekkeé, které jsou
Setrné a molekuly ziskévaji mnohem mens$i mnozstvi energie, a proto zde méné pozorujeme
fragmentové ionty. loniza¢ni techniky mohou probihat za snizeného tlaku (EI, CI, MALDI)
nebo za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI), coZz ma nejvétsi vyznam po spojeni
s HPLC/MS [88]. Pro riizné typy latek se vyuzivaji rizné typy ionizacnich technik.

Elektronova ionizace (EI) patfi do skupiny tvrdych ioniza¢nich technik a jednd se
0 nejstar$i ionizacni techniku. Ionizace probihd za pomoci wolframového nebo rheniového
vlakna, které emituje svazek elektroni. Pokud se emitovany elektron pfiblizi k valenénim
elektronim molekuly, tak dojde k ovlivnéni jejich magnetickych poli. To ma za nasledek
uvolnéni valen¢niho elektronu a vzniku radikélkationtu. Vytésiiovaci elektrodou jsou vzniklé
ionty vypuzeny z iontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru. Nevyhodou El je fakt, ze
ionty ziskavaji nadbytek vnitini energie, coz miize vést K rozsahlé fragmentaci (rozpad na mensi
nabité a nenabité ¢asti). Kvili tomu je nemozné urcit molekulové hmotnosti nékterych typu
latek. Vyhodou ov§em je dostupnost rozsahlych knihoven EI spekter [88, 89].

Chemicka ionizace (CI) je principem podobna elektronové ionizaci s tim rozdilem, Ze ve
zdroji je pfitomen reak¢ni plyn. Tim je nejcastéji methan, isobutan nebo amoniak. Pomoci
ionizujicich elektront jsou nejprve ionizovany molekuly reakéniho plynu, které nasledné ion-
molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu. Jedna se o mékkou ionizacni techniku [88].

Ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) miiZe probihat za riznych tlakd, pficemz se
jednd o mekkou ionizacni techniku. Na MALDI tercik se nanese vzorek spolecné s matrici
a nasledné je ozafen kratkym laserovym pulsem, kdy jeho energie je touto matrici absorbovana.
Timto dojde k desorpci matrice a jeji ionizaci. Excitované molekuly matrice jsou stabilizovany
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pienosem protonu na analyt nebo miize dojit ke kationizaci molekul analytu za vzniku ionta
analytu. Tyto ionty jsou poté urychleny do hmotnostniho analyzatoru. Jako matrice pro UV
lasery se nejcastéji pouzivaji aromatické karboxylové kyseliny jako je napt. kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova nebo kyselina 5-chlorsalicylova [88, 90].

lonizace elektrosprejem (ESI) se fadi mezi mékké ionizacni techniky a téméf pii ni
nedochazi k fragmentaci analytti [90]. Tato metoda je omezena pouze pro latky stfedné polarni
az iontové a nelze ji pouzit pii praci s nepolarnimi mobilnimi fazemi a pro nepolarni slouc¢eniny
[88]. Roztok je veden kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti. Na vystupu
Z kapiléry dojde k rozpréseni roztoku za pomoci zmlzujiciho plynu, pficemz dojde ke vzniku
kapicek nesouci na povrchu velké mnozstvi naboju. Pii dosazeni kritické hodnoty povrchového
naboje dojde k rozpadu na jesté¢ mensi kapicky s rozdélenim ptivodnich néboji. Tento proces
vede az k uvolnéni iontt [88, 90].

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) se také fadi mezi mékké ionizaéni
techniky a uspotadani iontového zdroje je podobné jako u ESI, avSak na kapiléfe neni vloZeno
napéti a u jejiho konce je umisténa vybojova jehla. Na konci kapilary dochézi k rozpraseni
eluatu pneumatickym zmlzovacem. Vznikly aerosol je rychle odpaten v kratké zoné vyhtivané
na vysokou teplotu. Vlozenim vysokého napéti na vybojovou jehlu, nachazejici se v blizkosti
vystupniho konce sondy, dochazi ke korondrnimu vyboji, jimz jsou ionizovany molekuly
mobilni f4ze a nasledné molekuly analytu (ionizace ionty vzniklymi z mobilni faze — reakénim
plynem) [89, 91].

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) ma stejné uspotfadani jako APCI s tim
rozdilem, Ze pro ionizaci neni pouZitd vybojova jehla ale zdroj UV zéfeni. Tuto techniku je
mozné pouzit i pro nepolarni latky [88].

Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouZi k separaci iontli na zakladé¢ jejich poméru hmotnosti a ndboje
(m/z). K déleni iontil je mozné vyuzit rizné fyzikalni principy. Magneticky nebo elektrostaticky
analyzator vyuziva odchyleni trajektorie v magnetickém a elektrickém poli. Kvadrupol nebo
iontova past vyuziva zase riiznou stabilitu oscilaci v elektrickém poli vytvareném kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencéniho sttidavého napéti. Analyzator doby letu (TOF) vyuziva
riznou dobu rychlosti letu iontt [88, 92].

NejbéznéjsSim analyzatorem je kvadrupolovy analyzator, ktery se sklada ze Ctyf stejnych
kovovych ty¢i kruhového priifezu. Na dvé protilehlé tyce je vlozeno kladné stejnosmérné napéti
ana dal$i dvé zadporné. Soucasné je na vSechny tyce vlozeno i vysokofrekvencni stfidavé napéti.
Ionty mezi tyCemi osciluji vlivem stfidavého elektrického pole. Pfi urcitych hodnotach
stiidavého a stejnosmérného napéti projdou kvadrupdlem ionty o urcité m/z, ty ostatni jsou na
ty¢ich zachyceny. Trojrozmérnou obdobou kvadrupdlového analyzatoru je iontova past. Oba
tyto analyzatory vykazuji pomérné nizkou rozliSovaci schopnost [88, 92].
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2.17.4.2 Fluorescenéni detekce

Fluorescen¢ni detektory (Obrazek 21) jsou zalozeny na principu fluorescence a méfeni
sekundarniho, emisniho zafeni, které latka vyd4d po absorpci primérniho, excita¢niho
elektromagnetického zareni. Absorpci elektromagnetického zaieni prechazeji molekuly latek
ze zakladniho singletového elektronového stavu do riznych vibra¢nich hladin excitovaného
singletového elektronového stavu. Excitovand molekula absorbovanou energii opét vyzafi jako
fluorescenci, nebo ji také miize pfeméenit zcela jinym mechanismem na energii vibracni. Ztratou
vibracni energie piejde molekula nejprve do zékladniho vibra¢niho stavu a pak emituje
fluorescenéni zareni [82].

Moderni fluorescencni detektory umoznuji méfit v pratokové kyveté detektoru excitacni
fluorescencni spektra pii konstantni vinové délce emitovaného fluorescen¢niho zéfeni, nebo
emisni fluorescen¢ni spektra pii nastavené vinové délce excitaniho zafeni [82].

1

Obrazek 21: Schéma fluorescen¢niho detektoru. 1 — vybojka, 2 — excitacni miizka (monochromaétor),
3 — §térbina, 4 — pratokova cela, 5 — mikrococky, 6 — cut-off filtr, 7 — emisni miizka (monochromator),
8 — fotonasobic [93]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Tato prace je zaméiena na sledovani vyskytu ochratoxinu A (OTA), deoxynivalenolu (DON)
ajeho metabolitu deoxynivalenol-3-pB-D-glukopyranosidu (D3G) v ¢eskych, polskych
a slovenskych pivech stacena do sklenénych lahvi. Celkem bylo analyzovano 30 druht piv

¢eského, polského a slovenského pivodu zakoupenych v maloobchodnich sitich v roce 2016.

Pro analytické stanoveni OTA v pivu byla pouzita metoda ultra vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s fluorescencnim detektorem (UPLC/FLR). Analyza byla provedena

po predchozim ptecisténi pies imunoafinitni kolonky OCHRAPREP®. DON a jeho metabolit

D3G byl analyzovan pomoci metody kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
(HPLC/MS) po ptecisténi pies imonuafinitni kolonky DONPREP®. Tyto vybrané vzorky piv
byly také testovany na uroven gushingu, ktera byla stanovena metodou vyvinutou ve
Sladatském ustavu v Brné (metoda VUPS).

3.1 Pristroje a zarizeni

Laboratorni vaha Sartorius GE 512-0 CE

Laboratorni sklo

Centrifuga Sigma 2-16 KC

Ttepacka

Elektricka vodni lazeit Medigen

Automatické pipety

Mikrostiikacka Hamilton 710 NR

Rotacni vakuova odparka IKA® RV 10

Vakuové zafizeni Visiprep™ SPE Vacuum Manifold
Imunoafinitni kolonky OCHRAPREP®, R-Biopharm
Imunoafinitni kolonky DONPREP®, R-Biopharm
Ultrazvuk ELMA S120 Elmasonic

pH metr Mettler Toledo

Ultra vysokoucinny kapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC
Fluorescencni detektor Waters Acquity UPLC
Kapalinovy chromatograf Finnigan Surveyor
Hmotnostni detektor Finnigan LCQ Advantage MAX

3.2 Chemikalie
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Deionizovana voda

Methanol (Sigma-Aldrich, LC-MS CHROMASOLV® Fluka)

Methanol (Sigma-Aldrich, CHROMASOLV®, gradient grade for HPLC, > 99,9 %)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, CHROMASOLV®, gradient grade for HPLC, > 99,9 %)
Octan amonny (Sigma-Aldrich, Fluka 73594-25G-F)

Standard ochratoxinu A (Sigma-Aldrich, Fluka 34037-2ML-R)

Standard deoxynivalenolu (Sigma-Aldrich, Fluka 34124-2ML)

Standard deoxynivalenol 3-B-D-glukopyranosidu (Sigma-Aldrich, Fluka 32911-1ML)



e Certifikovany referen¢ni material ochratoxinu A (Trilogy®, Product number TR-0100)
e Kyselina mravenc¢i (Lach-Ner)
e PBS pufr

Ptiprava: Do kadinky bylo navazeno 19,1 g hydrogenfosforecnanu sodného a bylo

piidano 800 ml deionizované vody. Do druhé kéadinky bylo navézeno 1,8¢
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a bylo ptidano 200 ml deionizované vody. Oba

roztoky byly smichény a byly umistény na ultrazvuk po dobu 5 minut. pH vysledného

fosfatového pufru bylo upraveno 2 M hydroxidem sodnym na hodnotu 7,4.

3.3 Popis analyzovanych vzorki

Pro ucel analyzy ochratoxinu A a deoxynivalenolu, véetné jeho metabolitu deoxynivalenol-3-
B-D-glukopyranosidu, bylo vybrano celkem 30 druht piv. Jednalo se o 10 piv ¢eskych, 12 piv
polskych a8 piv slovenskych. Piva byla zakoupena v maloobchodnich sitich v Ceské
Republice, Polsku a na Slovensku v roce 2016. Pievazné se jednalo o piva svétla typu lezaky
s vyjimkou jednoho polského piva (vzorek €. 22) a slovenského piva (vzorek €. 27), ktera byla
tmava. Seznam analyzovanych piv véetné jejich hodnot obsahu alkoholu je uveden v Tabulce 9.

Tabulka 9: Seznam analyzovanych vzorka ¢eskych, polskych a slovenskych piv

Cislo Nazev piva MnoZstvi Pasterizace | Expirace
vzorku alkoholu [%0]
CESKA PIVA
1 Bernard svétly 49 NE 16.5. 2016
2 Budweiser budvar 5,0 ANO 22.6.2016
3 Cern4 Hora 4,8 ANO 9.6.2012
4 Gambrinus Excelent 47 ANO 28. 8. 2016
5 Lobkowicz 47 ANO 9.6.2016
6 Pardal Echt 4,5 ANO 26.5. 2016
7 Pilsner Urquell 4,4 ANO 27.7.2016
8 Starobrno Medium 4,7 NE 06. 2016
9 Velkopopovicky Kozel Premium 4.8 ANO 20.7. 2016
10 Zlatopramen 49 ANO 02. 2016
POLSKA PIVA

11 Zubr 6,0 ANO 30. 6. 2016
12 Tatra 5,0 NE 9. 6. 2016
13 Okocim 5,6 ANO 21.9. 2016
14 EB Premium 5,2 ANO 22. 6. 2016
15 Zywiec APA 54 ANO 27.7.2016
16 Harnas 6,0 ANO 19. 1. 2017
17 Tyskie Gronie 55 ANO -
18 Zywiec biale 4,9 ANO 16. 7. 2016
19 Zlote Lwy 5,6 ANO -
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Cislo Nazev piva MnoZstvi Pasterizace | Expirace
vzorku alkoholu [%0]
20 Zywiec Marcowe 54 ANO 18.9. 2016
21 Zywiec premium 5,6 ANO 22.7.2016
22 Ksiazece Ciemne Premium 4,1 ANO 6. 6. 2016
SLOVENSKA PIVA
23 Corgon 4,8 ANO 18. 6. 2017
24 Stein 5,0 ANO 4.4, 2017
25 Zlaty baZzant '73 4,5 ANO 13. 1. 2017
26 Horden 5,0 ANO 12. 3. 2017
27 Steiger tmavy 4,5 ANO 26. 3. 2017
28 Steiger svetly leZziak 5,0 ANO 12. 4. 2017
29 Steiger vyCapny leziak svetly 4,5 ANO 14. 3. 2017
30 Zlaty bazant 5,0 - 16. 6. 2017

3.4 Analyza ochratoxinu A metodou UPLC/FLR

3.4.1 Extrakce OTA z piva

Ochratoxin A (OTA) Vv pivu byl analyzovan po ptedchozim pieisténi pies imunoafinitni
kolonku OCHRAPREP®. Vzorek piva byl nejprve odplynén na ultrazvuku a nasledné bylo
upraveno pH na 7,2 pomoci 2M roztoku hydroxidu sodného. 25 ml takto upraveného vzorku
bylo naneseno pfimo na imunoafinitni kolonku. K proplachnuti kolonky bylo pouzito 50 ml
PBS pufru. Eluce byla provedena pomoci 2 ml 98% methanolu s 2% kyselinou octovou. Eluat
byl nésledné odpafen do sucha na vakuové rotacni odparce. Pred nastfikem byl vzorek
rozpustén v 500 pl 50% methanolu a nadavkovan do vialek s vlozenym insertem.

3.4.2 Priprava zasobniho roztoku a kalibrac¢nich standardi

Zasobni roztok ochratoxinu A 0 koncentraci 100 ng-ml? byl pfipraven pomoci komeréniho
standardu OTA potizeny od firmy Sigma-Aldrich o koncetraci 10 ug-1* (pfesna koncentrace je
10,52 pg 1. Do vialky bylo napipetovano 990 pl 50% methanolu a nasledné bylo piidano
10 pl standardu OTA.

Dale bylo fedénim zasobniho roztoku pfipraveno 8 kalibra¢nich standardid o koncentraci
0,05;0,1;0,2;0,6; 1;2; 5a 10 ng'ml™.

3.4.3 Podminky stanoveni a jejich optimalizace

Pro analytické stanoveni OTA v pivu byl pouzit ultra vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf
Acquity UPLC ve spojeni s fluorescenénim detektorem. Separace byla provedena na
chromatografické kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm % 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,7 pm).
Teplota na kolon¢ byla nastavena na 40 °C. Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril (ACN)
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s 0,1% kyselinou mraven¢i (HCOOH) a deionizovana voda okyselena pomoci HCOOH na pH
2,8. Separace byla provedena s gradientovou eluci (Obrazek 22), pfi prutoku mobilni faze
0,3 ml-min a pii nastfiku 10 pl. Excitaéni a emisni vinova délka byly 335 nm a 440 nm. Délka
analyzy jednoho vzorku byla 5 minut.

100
—— A (%)
80 —B (%)

SloZeni [%]
5 3

20

0 1 2 3 4 5
Cas [min]

Obrazek 22: Zobrazeni gradientové eluce UPLC/FLR (A - acetonitril, B - okyselena voda)
3.5 Analyza deoxynivalenolu metodou HPLC/MS

3.5.1 Extrakce DON z piva

Pro stanoveni DON v pivu metodou HPLC/MS musel byt vzorek pfecistén ptes imunoafinitni
kolonku DONPREP®. Vzorek piva byl nejprve odplynén na ultrazvuku po dobu 15 minut. Na
imunoafinitni kolonku bylo pfimo naneseno 2 ml takto upraveného vzorku. K promyti kolonky
bylo pouzito 6 ml deionizované vody. Eluce byla provedena pomoci 2 ml 99,9% methanolu
s pritokem jedné kapky za sekundu nebo pomaleji. Odebrany vzorek byl odpafen do sucha na
rota¢ni vakuové odparce a nasledné rozpustén v 1 ml 50% methanolu.

3.5.2 Priprava zasobniho roztoku a kalibrac¢nich standardi

K ptipravé zasobniho roztoku byl pouzit standard DON o koncentraci 101,5 pg-ml? a standard
D3G o koncentraci 51,2 pg-ml™*. 10 pl standardu DON a 20 pl standardu D3G byly
nadavkovany do 970 pl 50% methanolu.

Kalibrac¢ni standardy byly pfipraveny nadavkovanim 10, 50, 100 a 200 pl zasobniho roztoku
do piislusného objemu 50% methanolu tak, aby vysledny objem byl 1 ml. Redénim byly
ziskany kalibra¢ni roztoky o koncentraci 10, 50, 100 a 200 ng-ml™,
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3.5.3 Podminky stanoveni a jejich optimalizace

K analyze DON a D3G ve vzorcich piva byl pouzit kapalinovy chromatograf HPLC Finnigan
Surveyor ve spojeni s hmotnostnim detektorem Finnigan LCQ Advantage MAX. K separaci
byla pouzita chromatograficka kolona Synergi 4u Hydro RP 80A 150 x 3 mm. Teplota kolony
byla nastavena na 40 °C. Jako mobilni faze byl pouzit 10 mM octan amonny (A) a methanol
(C) spritokem 0,5 ml-min. Objem néstfiku vzorku byl 25 pl. K separaci byla pouzita
gradientova eluce, ktera je vyznacena na Obrazku 23. Délka analyzy jednoho vzorku byla 14
minut. Jako iontovy zdroj hmotnostniho detektoru byla pouzita chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) snegativnim modem, jejiz parametry jsou vyznaceny na
Obrazku 24.
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Obrazek 23: Zobrazeni gradientové eluce HPLC/MS (A - 10 mM octan amonny, C - methanol)

Actual

Source Heater Temp [*C: IW:’ 45010
Sheath Gas Flow Rate (b} [35 =] 3437
AuxdSweep Gaz Flow Fate [arb): Im—j 9.08
Discharge Current [pAl: Wj 9.9
| Dizcharge Woltage (k] [: 227
Capilary Temp (T} [16000 - 160.00
Capillary Yoltage []: |-4.EIEI j 439

Tube Lenz Offzet []: IWj

Obrazek 24: Parametry APCI

Pted kazdym métenim byla provedena diagnostika iontového zdroje. Zaznam testu je uveden
v Ptiloze I.

Pro kvantifikaci DON a D3G byly sledovany dva MRM ptechody. Prekurzory a produktové
ionty jsou uvedeny v Tabulce 10 a hmotnostni spektra fragmentovych ionti jsou zobrazeny
na Obrazku 25 a 26.
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Tabulka 10: Vybrané MS/MS parametry pro DON a D3G

Mykotoxin Mr Prekurzorovy ion MRM 1 MRM 2
DON 296 [M + CHsCOOJ 355 — 295 355 — 265
D3G 458 [M+CHsCOO]" | 517 — 457 517 — 427
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Obrazek 25: Hmotnostni spektrum fragmentace DON
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Obrazek 26: Hmotnostni spektrum fragmentace D3G
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3.6 Gushing

Uroveit gushingu v jednotlivych lahvovych pivech byla stanovena metodou vyvinutou ve
sladaiském ustavu v Brné (metoda VUPS).

Lahve byly pasterizovany ve vertikalni poloze pfi teplot¢ 62°C po dobu 20 minut. Po
vychlazeni byly umistény horizontaln¢ na tiepacku. Ttepani probihalo pii 50 kmitech za
1 minutu a vykyvu 25 mm z vychozi pozice po dobu 72 + 2 hodiny pfi teploté 20 + 2°C. Po
ttech dnech bylo tfepani zastaveno, ldhve byly vyjmuty z tiepacky a zvazeny. Poté se ponechaly
v Klidu po dobu 10 minut. Po uplynuti této doby byly ldhve obraceny 3x béhem 10 sekund
a nasledné ponechany v klidu 30 sekund. Poté byly lahve otevieny pii teploté, kterd byla shodna
s teplotou, pii které byly 1ahve tiepany. Ve finale byly lahve znovu zvaZeny i se zatkou. Urovei
gushingu byl vypocitan jako rozdil mezi vahou pfed otevienim a po otevieni lahve.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Validace metody UPLC/FLR

K posouzeni kvality analytického postupu byla provedena validace metody. Mezi ovéfované
valida¢ni parametry byly vybrany opakovatelnost nastfiku a extrakce, linearita metody,
vytéznost, mez detekce a mez kvantifikace.

4.1.1 Opakovatelnost nastiiku

Pro ureni opakovatelnosti nastfiku byla vyuzita relativni smérodatna odchylka (RSD),
vypocitana podle:

RSD = >.100 %
X

kde s je smérodatna odchylka a X je primér méfeni.

Data pro vyhodnoceni opakovatelnosti byla naméfena na identickém chromatografickém
systému, stejnym pracovnikem a béhem kratkého ¢asového rozmezi. Stanoveni bylo provedeno
opakovanou analyzou pro 5 stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11: Naméfené hodnoty koncentrace OTA pro stanoveni opakovatelnosti nastiiku

¢ [ng-ml? RSD
Analyt
nalyt = 2 3 4 5 § | %)
OTA 4,94 4,81 4,79 4,79 4,85 4,83 0,06 1,18

4.1.2 Opakovatelnost extrakce

Opakovatelnost extrakce byla zjisténa opakovanou extrakci a naslednou analyzou jednoho
atéhoz vzorku piva. Vzorek byl analyzovan tifikrat béhem jednoho dne na identickém
chromatografickém systému. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci RSD, které bylo
diskutovano v kapitole 4.1.1. Vysledky opakovatelnosti extrakce jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12: Naméfené hodnoty koncentrace OTA pro stanoveni opakovatelnosti extrakce

¢ [ng-17]
Analyt RSD [9
naly 1 > 3 X S SD [%0]
OTA 112,26 110,74 96,69 106,56 7,00 6,58

4.1.3 Linearita metody

Linearita metody byla pocitana ze zavislosti plochy piku standardu na jeho koncentraci.
Kalibra¢ni ktivka byla sestavena z osmi kalibra¢nich roztokl o rizné koncentra¢ni hladiné,
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které byly zvoleny s ohledem na obsah ochratoxinu A ve stanovovanych vzorcich piva.
Hodnoceni linearity bylo provedeno pomoci korela¢niho koeficientu R, ktery charakterizuje
tésnost vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych. Hodnota R pro ochratoxin A byla
v daném rozsahu 0,9985. Hodnoty koncentrace a plochy pikt jsou uvedeny v Tabulce 13
a kalibra¢ni zavislost pro OTA je znazornéna na Obrazku 27. Chromatogramy kalibrac¢nich
roztokl jsou uvedeny v Piiloze II.

Tabulka 13: Koncentrace a plochy pikt jednotlivych kalibra¢nich roztoki OTA

¢ [ng-ml?] 0,05 0,1 0,2 0,6 1 2 5 10
Plocha piku | 3962 | 4888 | 13672 | 20425 | 40046 | 70840 | 141987 | 278342

300000 -
250000 -

y =27252x + 7217,2
200000 - *=0,9972

150000 -

Plocha piku

100000 -

50000 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Koncentrace [ng-ml?]

Obrazek 27: Kalibracni zavislost OTA

4.1.4 Vytéznost metody

Vytéznost charakterizuje pomér mnoZstvi analytu ziskaného analytickou metodou k piijaté
referencni hodnoté. Pro posouzeni vytéZnosti metody byl pouZit certifikovany referencni
material (CRM) s deklarovanym mnozZstvim ochratoxinu A (7,0 + 1,8 ug-kg™?).

CRM byl ptipraven k analyze nésledujicim zpiisobem. Bylo navaZeno 10 g CRM a nasledné
piidano 200 ml 60% acetonitrilu. Roztok byl 50 min tfepan na tfepacce a poté odstiedén
v centrifuze. 2 ml supernatantu bylo smichano s 22 ml PBS pufru a takto pfipraveny roztok byl
nanesen na kolonku OCHRAPREP®. K proplachnuti kolonky bylo pouzito 50 ml PBS pufru.
Eluce byla provedena 2 ml roztoku 98% methanolu a 2% kyseliny octové. Eluat byl odpaien na
rotaéni vakuové odparce a nasledné rozpustén v 500 pl 50% methanolu.

Takto ptipraveny CRM byl na UPLC/FLR proméfen pétkrat. Primérna hodnota ¢inila
5,124 pg-kgt. Vytéznost metody je tedy 73,2 %.

52



415 Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) byly uréeny z chromatogramu kalibracniho
roztoku s nejnizsi koncentra¢ni hladinou. Mez detekce byla vypocitana jako trojnasobek
pomeru signalu a Sumu, zatimco mez kvantifikace jako desetinasobek poméru signalu a Sumu.

Tabulka 14: Vysledné hodnoty LOD a LOQ pro OTA

Analyt LOD [ng-I7] LOQ [ng-17]
OTA 01 0,5

4.2 Validace metody HPLC/MS

Mezi ovétované valida¢ni parametry byly vybrany opakovatelnost nastfiku, linearita metody,
vytéznost, mez detekce a mez kvantifikace.

4.2.1 Opakovatelnost nastriku

Pro urCeni opakovatelnosti nastfiku byla vyuzita relativni smérodatna odchylka (RSD),
vypocitana podle:

RSD = >.100 %
X

kde s je smérodatna odchylka a X je primér méfeni.

Data pro vyhodnoceni opakovatelnosti byla naméfena na identickém chromatografickém
systému, stejnym pracovnikem a béhem kratkého ¢asového rozmezi. Stanoveni bylo provedeno
opakovanou analyzou pro 3 stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15: Stanoveni opakovatelnosti nasttiku pro DON a D3G

¢ [ng-mlY] 0

Analyt 1 ) 3 X S RSD [%0]
DON 66,98 76,14 65,94 34,84 2,29 6,57
D3G 104,67 116,85 132,65 118,06 11,46 9,70

4.2.2 Linearita metody

Kalibraéni kiivka byla sestavena ze Ctyt kalibracnich roztoki o rtizné koncentracni hlading,
které byly zvoleny s ohledem na obsah DON a D3G v analyzovanych vzorcich piv. Hodnoceni
linearity bylo provedeno pomoci korelaéniho koeficientu R, ktery charakterizuje tésnost
vzajemné zavislosti dvou ndhodnych proménnych. Hodnota R pro DON byla v daném rozsahu
0,9999 a pro D3G 0,9983. Hodnoty koncentrace a plochy pikid jsou uvedeny v Tabulce 16
a kalibra¢ni zavislosti pro DON a D3G jsou znazornény na Obréazku 28 a 29.

53



Tabulka 16: Koncentrace a plochy piku jednotlivych kalibra¢nich roztoki DON a D3G

¢ [ng-ml?] 10 50 100 200

Plocha | DON 294157 1714801 3401457 6965393

piku D3G 170824 1464057 3398186 7758682

8000000 -
7000000 -

6000000 - y = 35054x - 60874
R2=10,9999

5000000 -

4000000 -

Plocha piku

3000000 -

2000000 -

1000000 -

0

0 50 100 150 200 250
Koncentrace [ng-ml1]

Obrazek 28: Kalibra¢ni zavislost DON
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Obrazek 29: Kalibra¢ni zavislost D3G

4.2.3 VytéZnost metody

Pro posouzeni vytéZznosti metody byla pouZita analyza vzorku s pfidavkem standardni latky.
Vzorek piva byl obohacen standardni latkou DON a D3G na tfech koncentra¢nich hladinach.
Vytéznost pro DON se pohybovala v rozmezi 111,0 — 115,5 % a pro D3G 112,0 — 121,4 %.
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Tabulka 17: Vytéznost metody pro DON a D3G (Cr — teoreticka koncentrace standardni latky ve

vzorku; Cs — nalezena koncentrace standardni latky ve vzorku)

Analyt Hladina Cr [ng-ml"] Cs [ng-ml] Vytéznost [%]
1 20,00 22,20 111,0
DON 2 50,00 57,62 115,3
3 100,00 115,47 115,5
1 20,00 23,00 115,0
D3G 2 50,00 60,68 121,4
3 100,00 112,02 112,0

4.2.4 Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) byly uréeny z chromatogramu kalibra¢niho
roztoku snejnizsi koncentra¢ni hladinou. Mez detekce byla vypocitana jako trojnasobek
poméru signalu a Sumu, zatimco mez kvantifikace jako desetinasobek poméru signdlu a Sumu.

Tabulka 18: Hodnoty LOD a LOQ pro DON a D3G

Analyt LOD [ug-17] LOQ [pg-17]
DON 0,68 2,26
D3G 0,70 2,33

4.3 Analyza ochratoxinu A metodou UPLC/FLR

Ochratoxin A je mykotoxin, ktery miiZe mit negativni vliv nejen na zdravi zvifat, ale i lidi. Do
piva se OTA mize dostat zejména z kontaminovaného jeCmene nebo dal§ich pomocnych latek
pouzivanych v procesu vyroby piva. Jelikoz se jednd o pomérné stabilni slouceninu, odolava
i procesu vafeni piva. Pro kvantitativni stanoveni OTA v pivu, cerealiich a dalSich
potravinovych komoditach byly vyvinuty rtizné analytické metody. Nejcastéji pouzivanymi
metodami jsou kapalinova chromatografie ve spojeni s fluorescencni nebo hmotnostni detekci
nebo také imunochemické metody, véetné metody ELISA [94]. V ramci této prace bylo na
pritomnost ochratoxinu A testovano celkem 30 druha piv Ceského, polského a slovenského
ptvodu za pouziti instrumentalni metody UPLC/FLR.

Celkové rozlozeni vyskytu OTA v pivech je znazornéno na Obrazku 30. Ceska piva byla
kontaminovana ochratoxinem A z 90 %, polska piva ze 75 % a piva slovenskd byla
kontaminovana z 87 %. Ve slovenskych pivech, jak ukazuji primérné hodnoty koncentrace
OTA zobrazené v Tabulce 19, bylo nalezeno o 78 % vétsi mnozstvi OTA nez v pivech
polskych. Ceska piva obsahovala o 67 % vétsi mnozstvi OTA neZ piva polska.
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Tabulka 19: Celkovy ptehled kontaminace vzorku ¢eskych, polskych a slovenskych piv OTA

vrorks | wsorks | Min gl | Max g | PRI
Ceska piva 10 9 1,8 82,5 20,7
Polska piva 12 9 0,6 493 6,8
Slovenska piva 8 7 19 78,5 31,3

Slovenska piva

(8)

Polska piva (12)

Ceska piva (10)

20% 40%

B Pozitivni

Negativni

80%

100%

Obrazek 30: Rozlozeni vyskytu OTA v ¢eskych, polskych a slovenskych pivech. V zavorce je vzdy

uveden celkovy pocet analyzovanych vzorki

Konkrétni namétené hodnoty ochratoxinu A v jednotlivych vzorcich piva ¢eského, polského
a slovenského puvodu jsou uvedeny v Tabulce 20 - 22 a dale jsou graficky znazornény na

Obrazcich 31 - 33.

Tabulka 20: Namétené hodnoty OTA V jednotlivych vzorcich ¢eskych piv metodou UPLC/FLR

Cislo vzorku Nazev piva OTA [ng-1]
1 Bernard svétly 82,5
2 Budweiser budvar 2,7
3 Cerna Hora <LOQ
4 Gambrinus Excelent 12,3
5 Lobkowicz 3,5
6 Pardal Echt 13,0
7 Pilsner Urquell 7,0
8 Starobrno Medium 79,9
9 Velkopopovicky Kozel Premium 4,8
10 Zlatopramen 1,8
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Obrazek 31: Grafické znazornéni vyskytu OTA v jednotlivych vzorcich ¢eskych piv
Tabulka 21: Naméfené hodnoty OTA V jednotlivych vzorcich polskych piv metodou UPLC/FLR

Cislo vzorku Nazev piva OTA [ng-1]
11 Zubr <LOQ
12 Tatra 1,2
13 Okocim <LOQ
14 EB Premium <LOQ
15 Zywiec APA 0,6
16 Harnas 0,6
17 Tyskie Gronie 2,1
18 Zywiec biale 7,1
19 Zlote Lwy 10,3
20 Zywiec Marcowe 49,3
21 Zywiec premium 2,7
22 Ksiazece Ciemne Preminum 1,7
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Obrazek 32: Grafické znazornéni vyskytu OTA v jednotlivych vzorcich polskych piv



Tabulka 22: Namétené hodnoty OTA Vv jednotlivych vzorcich slovenskych piv metodou UPLC/FLR

Cislo vzorku Nazev piva OTA [ng-1]
23 Corgoit <LOQ
24 Stein 63,4
25 Zlaty bazant '73 1,9
26 Horden 32,6
27 Steiger tmavy 78,5
28 Steiger svetly leziak 23,7
29 Steiger vyCapny leziak svetly 43,8
30 Zlaty bazant 6,6
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5700
e 60,0
S
2 50,0 -
g
% 40,0 A
£ 300
N
20,0 -
10,0 -
0,0 . —— ; ; . . [ ]
23 24 25 26 27 28 29 30

Cislo vzorku
Obrazek 33: Grafické znazornéni vyskytu OTA v jednotlivych vzorcich slovenskych piv

Nejvyssi hodnota OTA v &eskych pivech byla nalezena ve vzorku ¢. 1, a to 82,5 ng-1?,
v polskych pivech ve vzorku ¢. 20 (49,3 ng-1?) a ve slovenskych pivech ve vzorku ¢. 27
(78,5 ng-1"). Vsechny ziskané hodnoty OTA v analyzovanych pivech byly pomé&mé nizké
Vv porovnani s nékterymi publikacemi. Naptiklad Bresch et. al. v Némecku v roce 2000 provedli
testovani 250 druht piv, kdy koncentrace OTA se pohybovala v rozmezi 10 — 290 ng-1" [69].
V Kanadé¢, Scott a Kanhere nasli OTA ve 26 ze 41 testovanych vzorkd piv s hodnotou OTA do
200 ng-1"1 [95]. V Turecku testoval Gumus et. al. v roce 2004 celkem 150 druhti piv (135 vzorkd
mistnich piv a 15 vzorkli importovanych piv), pficemz OTA se vyskytoval ve 42 vzorcich piv
ato v rozmezi 100 — 8100 ng-1"! [69]. Dalsi srovndni je uvedeno v prehledné Tabulce 23.

Tabulka 23: Nékteré studie zobrazujici vyskyt OTA v pivech

Zemé pitvodu piv ??éet vzorku Koncentrace OTA Reference
pozitivnich / celkem [ng-1]
Kanada 26 /41 <200 Scott a Kanhere [95]
Némecko — /250 10-290 Bresch et al. [69]
Italie 3/10 20— 22 Visconti et al. [70]
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Zemé pitvodu piv Pocet vzorki Koncentrace OTA Reference
pozitivnich / celkem [ng-1'Y]
Turecko 421150 100 - 8100 Gumus et al. [69]
Dansko 21/21 1-160 Jorgensen [96]
Bulharsko 20/ 32 40— 200 Yordanova et al. [97]
Belgie 51/62 10— 185 Tangni et al. [98]
Spanélsko 24131 44 Araguas et al. [71]
Japonsko 21/22 12,5 Nakajima et al. [99]
Korea — 200 — 300 Park et al. [97]
Ceska republika 107 /132 <1,0-194,6 Bélakova et al. [72]
Ceska republika 9/10 1,75 — 82,47
Polsko 9/12 0,58 — 49,25
Slovensko 7/8 1,86 — 78,54

Podle nalezu OTA byla vSechna analyzovana piva rozdélena do tfi kategorii (Obrazek 34).

V prvni kategorii s obsahem OTA mensim nez 1 ng-1"! se vyskytuje nejmensi podet vzorki

(7), z ¢ehoz 5 vzorkt jsou piva polska, 1 vzorek je pivo slovenské a 1 vzorek pivo ¢eské.

Nejvétsi zastoupeni analyzovanych vzorkt piv se vyskytuje ve druhé kategorii o koncentraci
OTA vrozmezi 1 — 10 ng-1?. Jedna se o 12 vzorkd, pfiemz pouze 2 vzorky jsou vzorky

slovenskych piv. Déle se zde nachézi 5 piv ¢eskych a 5 piv polskych.

Ve tieti kategorii, kde je koncentrace OTA vétsinez 10 ng-17, se nachazi 11 vzorkd. Nejveétsi

zastoupeni zde maji slovenska piva s poc¢tem vzorki 5. Z ¢eskych piv se zde nachazi 4 vzorky
a z polskych piv 2 vzorky.

6,0 -

50 A

4,0

3,0 A

Pocet vzorku

2,0 -

- . .
0,0

<1ng/l

m Ceska piva

@ Polska piva
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m Slovenska piva

> 10 ng/l

Obrazek 34: Rozdéleni vzorkl podle kategorii v zavislosti na mnozstvi OTA a zastoupeni

jednotlivych druht piv
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Legislativni limity pro vyskyt OTA v pivu nebyly dosud stanoveny, nicméné jsou
v nékterych evropskych zemich stanoveny smérné hodnoty, jako napi. v Nizozemsku
(0,5 pg-1I'Y), ve Finsku (0,3 pg-1?) a vItalii (0,2 pg1?t) [97]. V roce 2006 byl stanoven
Evropskym ttfadem pro bezpecnost potravin (EFSA) tolerovatelny tydenni piijem (TWI) pro
OTA 120 ng-kg? télesné hmotnosti. Pfi vypiti 0,51 piva, ve kterém byla zjisténa nejvyssi
koncentrace OTA 82,5 ng-1t by byl spotiebitel vystaven davce 41,2 ng OTA. Aby primérny
muz vazici 83 kg ptekroc¢il TWI, musel by vypit 241 takto kontaminovanych pillitrovych piv
za tyden. Da se tedy konstatovat, ze obsah OTA v téchto analyzovanych pivech neptfedstavuje
z4dné vyznamné zdravotni riziko.

4.4 Analyza deoxynivalenolu metodou HPLC/MS

Deoxynivalenol a jeho metabolit deoxynivalenol-3-3-D-glukopyranosid jsou nejcastéji
vyskytujici se mykotoxiny ve sladu a v pivu v Evropskych zemich [100]. Vzhledem k tomu, ze
je pivo konzumovano mnoha lidmi po celém svété a jedna se o nejpopularngjsi alkoholicky
napoj na svéte, jeho kvalita a obzvlaste jeho dopad na budouci zdravotni stav konzumenta nesmi
byt bran na lehkou vahu [101]. DON se miize vyskytovat v pivu, jsou-li suroviny pouzité pro
jeho vyrobu kontaminované [66]. Jeho hlavnim rostlinnym metabolitem je D3G, ktery vykazuje
snizenou toxicitu vici rostlinam, a to jako takzvany maskovany mykotoxin [64].

Soucasti této prace je sledovani kontaminace mykotoxinem DON a jeho metabolitem D3G
v 30 vzorcich piv, které byly analyzovany metodou HPLC/MS. Z 10 ceskych piv bylo
pozitivnich na DON 100 % vzorkt a na D3G 30 % vzorkii. Rozmezi kontaminace DON je
3,07 -10,70 pg-1* aD3G 2,66 — 12,47 pg-1. Z 12 polskych piv bylo pozitivnich na DON 7
vzorki ana D3G 10 vzorki. DON byl nalezen ve vzorcich polskych piv v rozmezi
2,47 - 8,19 ug-1* a D3G v rozmezi 2,59 — 10,68 pg-1™. Z 8 slovenskych piv bylo pozitivnich
na DON 7 vzorki a na D3G 6 vzorkd. Kontaminace DON se pohybovala v rozmezi
2,29 - 12,57 pg-1t, rozmezi kontaminace D3G je 2,45-10,13 ug-1*. Celkovy piehled
kontaminace piv na DON a D3G je uveden v Tabulce 24.

Tabulka 24: Celkovy ptehled kontaminace ¢eskych, polskych a slovenskych piv na DON a D3G

Celkem Mykotoxin Pozitivnich Min Max Pramér

vzorki vzorkdi | [ngl"] | [ngl?] | [ngl’]
Ceska piva 10 DON 10 3,07 10,70 4,40
D3G 3 2,66 12,47 6.10
Polski piva | 12 DON 7 2,47 8,19 479
D3G 10 2,59 10,68 4.94
Slovenska piva 8 DON / 2,29 12,57 5,19
D3G 6 2,45 10,13 563

Veskeré namétené hodnoty pro vzorky ¢eskych, polskych a slovenskych piv jsou k dispozici
v Tabulkach 25 — 27. Grafické znazornéni kontaminace DON a D3G v jednotlivych pivech je
zobrazeno na Obrazcich 35 — 37.
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Tabulka 25: Stanovené hodnoty DON a D3G ve vzorcich ¢eskych piv metodou HPLC/MS

Cislo
1 : JL JL
vzorku Nazev piva DON [png-17] D3G [pg1'] | D3G/DON
1 Bernard svétly 3,77 <LOQ -
2 Budweiser budvar 3,50 2,66 0,49
3 Cerna Hora 5,69 3,18 0,36
4 Gambrinus Excelent 3,26 <LOQ -
5 Lobkowicz 3,11 <LOQ -
6 Pardal Echt 4,25 <LOQ -
7 Pilsner Urquell 3,19 <LOQ -
8 Starobrno Medium 10,70 12,47 0,75
9 VelkopopOV}cky Kozel 3.45 <LOQ ]
Premium
10 Zlatopramen 3,07 <LOQ -
14,0 -
12,0
— mDON @D3G
=, 10,0
80
= 80 -
[
g
= 6,0 -
3
g 40 -
N
0,0 A ; ; ; ; :
1 2 3 4 5 6 7 8 10
Vzorek
Obrazek 35: Grafické znazornéni vyskytu DON a D3G v ¢eskych pivech
Tabulka 26: Stanovené hodnoty DON a D3G ve vzorcich polskych piv metodou HPLC/MS
Cislo Nizev piva DON [ug-1’] | D3G[pg1?!] | D3G/DON
vzorku P = =
11 Zubr <LOQ <LOQ -
12 Tatra 6,45 5,57 0,56
13 Okocim <LOQ 2,83 -
14 EB Premium 3,44 2,60 0,49
15 Zywiec APA 4,44 6,00 0,87
16 Harnas <LOQ <LOQ -
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Cislo . . 1 L
vzorku Nazev piva DON [png-17] D3G [pg1'] | D3G/DON
17 Tyskie Gronie 2,47 5,66 1,48
18 Zywiec biale 8,19 4,64 0,37
19 Zlote Lwy 2,80 5,27 1,22
20 Zywiec Marcowe 5,76 10,68 1,20
21 Zywiec premium <LOQ 3,56 -
22 Ksiazece Ciemne Preminum <LOQ 2,59 -
12,0 -
10,0 - %
; O DON 2D3G
:10 8,0 - ]
3] _
£ 601 - — — |
=) —
3
g 40
N
- LibE Ll H
0,0 . . . ; : .
13 14 1

11

12

5

16 17
Vzorek

18

19 20

21 22

Obrazek 36: Grafické znazornéni vyskytu DON a D3G v polskych pivech

Tabulka 27: Stanovené hodnoty DON a D3G ve vzorcich slovenskych piv metodou HPLC/MS

Vggsrlifu Nizev piva DON [pg'1'] | D3G [pg1!] | D3G/DON

23 Corgon 2,98 <LOQ -

24 Stein <LOQ <LOQ -

25 Zlaty bazant '73 3,35 2,45 0,47
26 Horden 2,29 4,12 1,17
27 Steiger tmavy 2,73 5,26 1,25
28 Steiger svetly leziak 8,83 10,13 0,74
29 Steiger V}'Iéap’ny leziak 12,57 8,50 0.44

svetly
30 Zlaty bazant 3,58 3,32 0,60
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Obrazek 37: Grafické znazornéni vyskytu DON a D3G ve slovenskych pivech

Nejvyssi hodnota DON v ¢eskych pivech (10,70 pg-1™) byla nalezena ve vzorku €. 8, v némz
byla nalezena i nejvy$§i hodnota D3G (12,47 pg-1). U polskych piv byla nalezena nejvyssi
hodnota DON u vzorku ¢. 18 (8,19 pg-1), kdezto nejvyssi hodnota D3G byla nalezena u vzorku
&. 20 (10,68 ug-1t). Ve slovenskych pivech byla nejvyssi koncentrace DON ve vzorku &. 29
(12,57 pg-1t) a nejvyssi hodnota D3G ve vzorku ¢. 28 (10,13 pg-17%). Tyto zjisténé koncentrace
jsou velmi nizké oproti nékterym piedchozim prizkumim, které doklddaji mirn¢ vyssi
kontaminaci. Ruprich a Ostry v roce 1995 detekovali DON v 59 ze 77 vzorku piv v rozmezi
7 —70 pg1?t [102]. Schothorst a Jekel v roce 2003 nalezli DON pouze ve 3 z 51 vzorki
holandskych piv, a to v rozmezi 26 — 41 pg-1* [103]. Papadopoulou-Bouraoui at al. v roce 2004
provedli vyzkum 313 vzorkl piv z evropskych zemi. DON se vyskytoval v 272 vzorcich
s koncentraci v rozmezi 4,0 — 56,7 pg-1 [66]. Dalsi studie poskytujici informace o vyskytu
DON v pivech jsou uvedeny v Tabulce 28.

Molarni poméry D3G/DON se pohybovaly u éeskych piv v rozmezi 0,36 — 0,75, u polskych
piv 0,37 — 1,48 a u slovenskych piv 0,44 — 1,25. Ve srovnani s DON , obsah D3G muize byt
nizsi, stejny nebo vyssi a neni tedy mozZné predpovédet koncentraci D3G z méfeni samotného
DON [64]. Varga et al. uvadi molarni pomér D3G/DON v rozmezi 0,11 — 1,25 ve studii z roku
2013 pii testovani 374 piv [64], Kostelanska et al. (2009) uvadi molarni poméry D3G/DON
0,58 — 1,24 ve 176 svétlych a tmavych pivech [104]. ZvySeni poméru D3G/DON v pivu mtize
byt zplisobeno riznymi postupy pii vyrobé piva. Behem faze kliceni pii sladovani hladiny DON
a jeho metabolitli vzriistaji ve srovnani s koncentraci v pavodnich zrnech je¢mene. ZvySovani
mnozstvi D3G je zptsobeno zejména diky vysoké enzymatické aktivité a pokracuje také pfi
rmutovani [64].
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Tabulka 28: Nékteré studie zobrazujici vyskyt DON v pivech

Zemé pitvodu piv Pocet vzorku Koncentrace DON Reference
pozitivnich / celkem [ng- 1]
38 zemi svéta 289/374 3,0-89,3 Varga et al. [64]
Chorvatsko 6/11 <0,5-18,6 )
— Bertuzzi et al. [61]
Italie 13/17 <05-6,7
Polsko 57 /57 7,5-70,2 Kuzdralinski et al.
Belgie 8/8 13,4 -25,8 [74]
Némecko 20/ 24 24,5—-43,1 Rodriguez-Carrasco et
Spanélsko 45 / 60 252 47,7 al. [67]
Brazilie 17/53 127 - 501 Piacentini et al. [101]
Ceska republika 89/119 2,0-440 Bélakova et al. [68]
Slovensko 9/12 5,5-36,9
UK 25/33 4,1-30,8
Rakousko 25/33 45295 Papadopoulou-
Bouraoui at al. [66]
Némecko 45 | 46 40-405
Francie 24 [ 27 4,1 -30,3
Ceska republika 10/ 10 3,07 - 10,70
Polsko 7112 2,47 -8,19
Slovensko 718 2,29 — 12,57

Legislativni limity pro vyskyt DON v pivu nebyly dosud stanoveny. V roce 1999 byl ovsem
stanoven Evropskym tfadem pro bezpecnost potravin (EFSA) tolerovatelny denni ptijem (TDI)
pro DON na 1pgkg! télesné hmotnosti. Nejvyssi nalezend koncentrace DON
v analyzovanych pivech byla ve slovenském pivu 12,57 pg-1"! . Aby primérny muz vazici 83 kg
piekrocil TDI, musel by vypit 13 takto kontaminovanych pillitrovych piv za den. Nejedna se
tedy o zavazn€ vysokou koncentraci, ktera by predstavovala hrozbu na zdravotni stav
konzument.

4.5 Gushing

Gushing, neboli pfepénovani piva, je negativni jev, pifi kterém dochazi v okamziku otevieni
lahve k ndhlému samovolnému uvolnéni oxidu uhli¢itého doprovazeného tvorbou obrovského
mnozstvi kratce trvajicich bublinek v celém objemu piva, coz vede k rychlé expanzi s prudkym
vzpénénim piva z ladhve [105]. Vliv na piepénovani piva maji hydrofobiny vznikajici pfi
napadeni obilky je¢mene mikroskopickymi vldknitymi houbami, které navic mohou
produkovat mykotoxiny [53]. Jednim z cilti této prace bylo posoudit existenci vzajemnych
vztahll mezi gushingem a piitomnosti mykotoxinii v pivu. Urovei gushingu byla stanovena
celkem ve 30 vzorcich piv ¢eského, polského a slovenského ptivodu metodou vyvinutou ve
sladaiském ustavu v Brné (metoda VUPS). Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 29.
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V &eskych pivech se naméfené hodnoty gushingu pohybovaly v rozmezi 0 — 99 g-500 ml™.
Nejvyssiho gushingu dosdhlo pivo, u kterého byla zjisténa i nejvyssi koncentrace OTA
(82,5 ng-17) a které neproslo procesem pasterizace. Pasterizace piva na 60 °C miize pfispivat
ke snizeni gushingu a to tak, Zze dochéazi ke zvySovani vnitiniho tlaku v pivu, coz vede
k rozpusténi mikroskopickych bublinek [106]. Nejvyssi koncentrace DON byla nalezena ve
vzorku piva ¢&. 8 (10,70 pg-17), kde byla zjisténa i zvysena koncentrace OTA (79,9 ng-1"). Toto
pivo nebylo pasterizovano a vykazovalo gushing 40 g-500 ml™.

V polskych pivech se uroven gushingu pohybovala v rozmezi 0 — 96 g-500 ml™. Vsechna
tato piva byla pasterizovana. Nejvyssi hodnota gushingu byla nalezena ve vzorku ¢. 21, ve
kterém byla koncentrace OTA 2,7 ng-1* a koncentrace DON byla pod limitem kvantifikace.
Ostatni vzorky piva, ve kterych nebyla nalezena nulova uroven gushingu, mély koncentraci
OTA pod limitem kvantifikace.

U vzorkl slovenskych piv vykazoval gushing pouze jediny vzorek, a to vzorek &. 27
s naméfenou hodnotou 10 g-500 ml™. Toto pivo bylo pasterizovano a také obsahovalo nejvyssi
koncentraci OTA (78,5ng-1') ztéto skupiny piv. Koncentrace DON vtomto pivu je
2,73 pgl't.

Tabulka 29: Hodnoty stanoveni gushingu v analyzovanych vzorcich piv ¢&eského, polského
a slovenského ptivodu

Zemé Cislo Mnozstvi | o .| DON OTA Gushing
puvodu | vzorku | alkoholu [%0] [ng-1'] | [ng-1'] | [9-500 ml?]
1 4,9 NE 3,77 82,5 99
2 5,0 ANO 3,50 2,7 53
3 4,8 ANO 5,69 <LOQ 0
4 4,7 ANO 3,26 12,3 0
Ceska 5 4,7 ANO 3,11 3,5 0
republika 6 4,5 ANO 4,25 13,0 0
7 4.4 ANO 3,19 7,0 0
8 4,7 NE 10,70 79,9 40
9 4,8 ANO 3,45 4,8 0
10 4,9 ANO 3,07 1,8 0
11 6,0 ANO <LOQ | <LOQ 27
12 5,0 NE 6,45 1,2 0
13 5,6 ANO <LOQ | <LOQ 0
14 5,2 ANO 3,44 <LOQ 22
15 54 ANO 4,44 0,6 0
Polsko 16 6,0 ANO <LOQ 0,6 0
17 5,5 ANO 2,47 2,1 0
18 49 ANO 8,19 7,1 0
19 5,6 ANO 2,80 10,3 0
20 54 ANO 5,76 49,3 0
21 5,6 ANO <LOQ 2,7 96
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Zemé Cislo Mnozstvi | o . | DON OTA Gushing
puvodu | vzorku | alkoholu [%6] [ng-1'] | [ng-1'] | [9-500 ml?]
22 41 ANO < LOQ 7,7 0
23 48 ANO 2,98 <LOQ 0
24 5,0 ANO <LOQ 63,4 0
25 4,5 ANO 3,35 1,9 0
26 5,0 ANO 2,29 32,6 0
Slovensko |/ 45 ANO 2,73 78,5 10
28 5,0 ANO 8,83 237 0
29 4,5 ANO 12,57 438 0
30 5,0 - 3,58 6,6 0

Grafické porovnani irovné gushingu piv s mnozstvim DON V nich pfitomnych je zobrazeno
na Obrazku 38 a porovnani s mnozstvim OTA je zobrazeno na Obrazku 39. Ani v jednom
piipadé nebyla zpozorovana zadna vzajemna zavislost mezi témito dvéma parametry. Bylo tedy

prokéazano, ze pfitomnost a mnozstvi mykotoxinli v pivu nemtize byt pokladan za ptimy faktor

vzniku gushingu. Gushing piva muze slouzit pouze jako signal pro spotifebitele na mozny
vyskyt nékterych mykotoxind [106]. Téchto zavéra docilili Munar a Sebree (1997), stejné jako
I Sarlin et. al (2005), ktefi uvedli, Ze pfitomnost DON v pivu a vznik gushingu mohou byt na
sob¢ nezavislé [55].
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Obrazek 38: Pritomnost DON v analyzovanych pivech versus Groven gushingu
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Obrazek 39: Pfitomnost OTA v analyzovanych pivech versus troven gushingu
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5 ZAVER

Sledovani potencidlné toxickych latek vstupujicich do potravniho fetézce ¢loveka je nedilnou
soucasti moderni lidské spolecnosti. V zajmu ochrany vetrejného zdravi je nezbytné udrzet
mnozstvi kontaminujicich latek na toxikologicky pfijatelnych Grovnich. Mezi kontaminujici
latky patii i mykotoxiny, coz jsou sekundarni metabolity vlaknitych mikroskopickych hub.
Vzhledem k tomu, Ze vykazuji vysokou toxicitu, je jejich vyskyt regulovan legislativou a byly
tedy nastaveny maximalni limity v jednotlivych potravinach a surovinach pro vyrobu potravin.
Maximalni povolené limity vybranych mykotoxinll v potravinich jsou stanoveny Natizenim
komise (ES) ¢.1881/2006. Mykotoxiny se nejcastéji vyskytuji v obilovinach a tedy 1 ve
sladovnickém jecmeni. Ackoli jsou mykotoxiny pomérné stabilni slouCeniny a mohou
prechazet z kontaminovaného je¢mene az do piva, nejsou legislativni limity pro pivo doposud
stanoveny.

Tato diplomova prace se zaméfuje na vyskyt mykotoxini v pivech se zaméfenim na
fusariové mykotoxiny a ochratoxin A. V praci proto byla shrnuta charakteristika fusariovych
mykotoxinil a ochratoxini, byl popsén jejich pienos ze sladovnického jeCmene do piva a také
jejich vyskyt v pivech. Dalsi kapitoly se vénovaly technologii vyroby sladu a piva a nasledné
I metodam stanoveni mykotoxind.

V ramci této diplomové prace bylo analyzovdno na pfitomnost ochratoxinu A,
deoxynivalenolu a jeho metabolitu deoxynivalenol-3-p-D-glukopyranosidu celkem 30 druhd
piv. Jednalo se o 10 piv Ceskych, 12 piv polskych a 8 piv slovenskych. Pro analytické stanoveni
OTA v pivu byla pouzita metoda ultra vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s fluorescen¢ni detekci (UPLC/FLR). OTA byl nalezen v koncentraci vétsi nez limit
kvantifikace (LOQ = 0,5 ng-1"!) v 9 vzorcich &eskych piv, 9 vzorcich polskych piv a 7 vzorcich
piv slovenskych. Rozmezi kontaminace OTA v &eskych pivech byla 1,8 —82,5ng 1,
v polskych pivech 0,6 — 49,3 ng-1! a ve slovenskych pivech 1,9 — 78,5 ng-It. V porovnani
s n¢kterymi publikovanymi daty byly naméfené hodnoty OTA pomérné nizké. PrestoZe bylo
kontaminovdno OTA celkem 83 % vzorkli vSech piv, mizeme fict, Ze obsah OTA
V analyzovanych pivech neptfedstavuje pro konzumenta vyznamné zdravotni riziko.

Vsech 30 vzorkl piv byly nasledné podrobeny analyze metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC/MS), kdy byla sledovana kontaminace
mykotoxinem DON a D3G. V koncentraci vétsi nez limit kvantifikace (LOQ = 2,26 pg-17?) byl
DON nalezen ve viech 10 vzorcich ¢eskych piv, kdezto D3G (LOQ = 2,33 ug-17) byl nalezen
pouze ve 3 vzorcich. Rozmezi kontaminace DON byla 3,07 - 10,70 pg-1* a D3G 2,66 —
12,47 pg-1. Z 12 polskych piv bylo pozitivnich na DON 7 vzork? a na D3G 10 vzorki. DON
byl nalezen ve vzorcich polskych piv v rozmezi 2,47 - 8,19 pg-1* a D3G Vv rozmezi 2,59 —
10,68 ug-1*. Z8 slovenskych piv bylo pozitivnich na DON 7 vzorkii V rozmezi
2,29 - 12,57 pg-1't ana D3G 6 vzorkd v rozmezi 2,45 — 10,13 pg-1"t. Tyto naméfené hodnoty
jsou zcela v souladu s publikovanymi daty, nékteré studie uvadéji i mirné€ vyssi kontaminaci.
Stejné€ jako u OTA, tak i pfitomnost DON a jeho metabolitu D3G v téchto analyzovanych
pivech v takto nizkych koncentracich nepifedstavuje zadné vyznamné zdravotni riziko pro
konzumenta.
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Dalsim cilem této prace bylo posoudit existenci vzajemnych vztahti mezi pfitomnosti DON
a OTA v pivu a gushingem. Urovei gushingu byla stanovena celkem ve 30 vzorcich piv
ceského, polského a slovenského pivodu metodou vyvinutou ve sladafském ustavu v Brné
(metoda VUPS). U &eskych piv se gushing vyskytoval v rozmezi 0 — 99 g-500ml?, u polskych
piv v rozmezi 0 — 96 g-500ml™, u slovenskych piv vykazoval gushing pouze jediny vzorek
s naméfenou hodnotou 10 g-500ml?. Mezi piitomnosti DON a OTA v pivech a trovni
gushingu nebyla nalezena zadna vzajemna souvislost, coz jen potvrzuje zavéry nékterych
publikaci.

69



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

70

VELISEK, J. a HAJSLOVA, J. Chemie potravin Il. Rozs. a pieprac. 3. vyd. Tabor:
OSSIS, 2009. ISBN 978-80-86659-17-6.

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

BETINA, V. Mykotoxiny. chémia - biologia - ekologia. Bratislava: Alfa, 1990. Edicia
potravinarskej literatary. ISBN 80-050-0631-4.

KALHOTKA, L. Mikromycety v prostiedi clovéeka: viaknité mikromycety (plisné) a
kvasinky. V Brné: Mendelova univerzita, 2014. ISBN 978-80-7375-943-8.

BENNETT, J. W. a KLICH, M. Mycotoxins. Clinical Microbiology Reviews. 2003,
vol. 16, issue 3, pp. 497-516.

POLISENSKA, I., PFOHL-LESZKOWICZ, A., HADJEBA, K., DOHNAL, V.,
JIRSA, O., DENESOVA, 0., JEZKOVA, A. a MACHARACKOVA, P. Occurrence of
ochratoxin A and citrinin in Czech cereals and comparison of two HPLC methods for
ochratoxin A detection. Food Additives and Contaminants. 2010, vol. 27, issue 11, pp.
1545-1557.

SUCHY, P. a HERZIG, I. Plisn& a mykotoxiny - Prevence jejich vzniku a
dekontaminace v krmivech. Vedecky vybor vyzivy zvirat [online]. 2005 [cit. 7. 8.
2016]. Dostupné na www:
http://www.vuzv.cz/sites/File/vybor/Hezig,%20Such%C3%BD-
Plisne%20a%20mykotoxiny.pdf

RADOVA-SYPECKA, Z. a HAJSLOVA, J. Mykotoxiny v zemédélské produkci ve
vazbé na agrarni systém. Védecky vybor fytosanitdrni a Zivotniho prostiedi [online].
2004 [cit. 2. 6. 2016]. Dostupné na www:
http://www.phytosanitary.org/projekty/2003/vvf-13-03.pdf

MALIR, F., OSTRY, V. a NOVOTNA, E. Toxické ucinky vybranych
trichotecenovych (epoxytrichotecenovych) mykotoxini u ¢lovéka. Kontakt: casopis
pro oSetrovatelstvi a socidlni védy ve zdravi a nemoci. 2013, ro¢. XV, €. 1, str. 89-99.

Mycotoxins Factsheet.[online]. 2011 [cit. 8. 8. 2016]. Dostupné na www:
https://ec.europa.eu/jrc/sites/default/files/Factsheet%20Mycotoxins_2.pdf

HAJSLOVA, J. Mykotoxiny a jejich konjugaty v potravinaiskych surovinach a
krmivech: trendy, rizika dietarni expozice, moznosti prognozy osudu pii zpracovani.
Vedecky vybor fytosanitarni a zivotniho prostredi [online]. 2008 [cit. 2. 6. 2016].
Dostupné na www: http://www.phytosanitary.org/projekty/2008/Projektl.pdf

RADOVA-SYPECKA, Z. a HAJSLOVA, J. Incidence mykotoxint v cerealiich
produkovanych v CR, vazba na agrotechnicka opatieni. Védecky vybor fytosanitirni a
Zivotniho prostiedi [online]. 2003 [cit. 7. 8. 2016]. Dostupné na www:
http://www.phytosanitary.org/projekty/2002/vvf-04-02.pdf

SCHATZMAYR, G. a STREIT, E. Global occurrence of mycotoxins in the food and
feed chain: facts and figures. World Mycotoxin Journal. 2013, vol. 6, issue 3, pp. 213-
222. ISSN 1875-0710.


http://www.vuzv.cz/sites/File/vybor/Hezig,%20Such%C3%BD-Plisne%20a%20mykotoxiny.pdf
http://www.vuzv.cz/sites/File/vybor/Hezig,%20Such%C3%BD-Plisne%20a%20mykotoxiny.pdf
http://www.phytosanitary.org/projekty/2003/vvf-13-03.pdf
http://www.phytosanitary.org/projekty/2008/Projekt1.pdf
http://www.phytosanitary.org/projekty/2002/vvf-04-02.pdf

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Occurrence of mycotoxins in various geographic regions [online]. [cit. 8. 8. 2016].
Dostupné na www: http://wageningenacademic.metapress.com

SYKOROVA, S. a NEDELNIK, J. Mykotoxiny — stav vyskytu v zemé&délskych
surovinach a krmivech v CR a v Evropé. Védecky vybor fytosanitdrni a Zivotniho
prostiedi [online]. 2004 [cit. 2. 6. 2016]. Dostupné na www:
http://www.phytosanitary.org/old/projekty/2003/vvf-15-03.pdf

FUNG, F. a CLARK, R. F. Health Effects of Mycotoxins: A Toxicological
Overview. Journal of Toxicology: Clinical Toxicology [online]. 2004, vol. 42, issue 2,
pp. 217-234 [cit. 3. 6. 2016]. DOI: 10.1081/CLT-120030947. ISSN 0731-3810.
Dostupné na www: http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1081/CLT-120030947

COLE, R. J. aCOX, R. H. The Trichothecenes. Handbook of Toxic Fungal
Metabolites [online]. Elsevier, 1981, s. 153 [cit. 3. 6. 2016]. DOI: 10.1016/B978-0-12-
179760-7.50010-3. Dostupné na Www:
https://www.google.cz/books?hl=cs&Ir=&id=90ZKi3n9QhkC&oi=fnd&pg=PP1&dqg=
COLE,+R.J.+a+COX,+R.H..+Handbook+of+Toxic+Fungal+Metabolites.+New+York:
+Academic+Press,+1981.&ots=s8aRWXIfuK&sig=_W3y9n8TVVviBPUTAOCGcSBPX
fZY &redir_esc=y#v=onepage&q&f=false

GIRARDET, C., BONNET, M. S., IDIR, R., et al. The Food-Contaminant
Deoxynivalenol Modifies Eating by Targeting Anorexigenic Neurocircuitry. PLoS
ONE [online]. 2011, vol. 6, issue 10, e26134- [cit. 9. 6. 2016]. DOI:
10.1371/journal.pone.0026134. ISSN 1932-6203. Dostupné na www:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0026134

HAJSLOVA, J. Mykotoxiny. Védecky vybor fytosanitirni a Zivotniho prostiedi
[online]. 2009 [cit. 9. 6. 2016]. Dostupné na www:
http://www.phytosanitary.org/projekty/2009/Projektl.pdf

LI, Y., WANG, Z, BEIER, R. C,, SHEN, J., SMET, D., SAEGER, S. a ZHANG, S. T-
2 Toxin, a Trichothecene Mycotoxin: Review of Toxicity, Metabolism, and Analytical
Methods. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2011, vol. 59, issue 8, pp.
3441-3453.

LI, Y., ZHANG, J., WU, Y., LIU, G, SONG, L., LI, Y., YANG, J. a YOU, Y. High-
sensitive Chemiluminescent immunoassay investigation and application for the
detection of T-2 toxin and major metabolite HT-2 toxin. Journal of the Science of
Food and Agriculture [online]. 2016 [cit. 11. 6. 2016]. DOI: 10.1002/jsfa.7801. ISSN
00225142. Dostupné na www: http://doi.wiley.com/10.1002/jsfa.7801

MARIN, S., RAMOS, A. J.,, CANO-SANCHO, G. a SANCHIS, V. Mycotoxins:
Occurrence, toxicology, and exposure assessment. Food and Chemical Toxicology.
2013, vol. 60, pp. 218-237.

VOSS, KA., SMITH, G. W. a HASCHEK, W. M. Fumonisins: Toxicokinetics,
mechanism of action and toxicity. Animal Feed Science and Technology. 2007, vol.
137, issue 3-4, pp. 299-325.

SORIANO, J.M. a DRAGACCI, S. Occurrence of fumonisins in foods. Food Research
International. 2004, vol. 37, issue 10, pp. 985-1000.

Fumonisin B1 [online]. [cit. 2. 9. 2016]. Dostupné na www:
http://www.chemicalbook.com/Search_EN.aspx?keyword=FUMONISIN%20B1

71


http://www.phytosanitary.org/old/projekty/2003/vvf-15-03.pdf
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1081/CLT-120030947
https://www.google.cz/books?hl=cs&lr=&id=9oZKi3n9QhkC&oi=fnd&pg=PP1&dq=COLE,+R.J.+a+COX,+R.H..+Handbook+of+Toxic+Fungal+Metabolites.+New+York:+Academic+Press,+1981.&ots=s8aRWXIfuK&sig=_W3y9n8TVvtBPuTA0CGcSBPXfZY&redir_esc=y%23v=onepage&q&f=false
https://www.google.cz/books?hl=cs&lr=&id=9oZKi3n9QhkC&oi=fnd&pg=PP1&dq=COLE,+R.J.+a+COX,+R.H..+Handbook+of+Toxic+Fungal+Metabolites.+New+York:+Academic+Press,+1981.&ots=s8aRWXIfuK&sig=_W3y9n8TVvtBPuTA0CGcSBPXfZY&redir_esc=y%23v=onepage&q&f=false
https://www.google.cz/books?hl=cs&lr=&id=9oZKi3n9QhkC&oi=fnd&pg=PP1&dq=COLE,+R.J.+a+COX,+R.H..+Handbook+of+Toxic+Fungal+Metabolites.+New+York:+Academic+Press,+1981.&ots=s8aRWXIfuK&sig=_W3y9n8TVvtBPuTA0CGcSBPXfZY&redir_esc=y%23v=onepage&q&f=false
https://www.google.cz/books?hl=cs&lr=&id=9oZKi3n9QhkC&oi=fnd&pg=PP1&dq=COLE,+R.J.+a+COX,+R.H..+Handbook+of+Toxic+Fungal+Metabolites.+New+York:+Academic+Press,+1981.&ots=s8aRWXIfuK&sig=_W3y9n8TVvtBPuTA0CGcSBPXfZY&redir_esc=y%23v=onepage&q&f=false
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0026134
http://www.phytosanitary.org/projekty/2009/Projekt1.pdf
http://doi.wiley.com/10.1002/jsfa.7801

[26] DRAPAL,J., ETTLEROVA, K., HAJISLOVA, J., JECHOVA, M., KOZAKOVA, M.,
MALIR, F., MULLEROVA, D., OSTRY, V., RUPRICH, J., SOSNOVCOVA, J.,
SPELINA, V. a WINKLEROVA, D. Pravdépodobnostni modelovani piivodu
zearalenonu z potravin na bazi obilovin. Védecky vybor pro potraviny. 2007.
VVP:INFO/2007/21/deklas/ZEN

[27] MALIR, F. a OSTRY, V. Vidknité mikromycety (plisné), mykotoxiny a zdravi clovéka.
Brno: Mikada, 2003. ISBN 80-7013-395-3.

[28] KARAASLAN, M. a ARSLANGRAY, Y. Aflatoxins B1, B2, G1, and G2
contamination in ground red peppers commercialized in Sanliurfa, Turkey.
Environmental Monitoring and Assessment. 2015, vol. 187, issue 4.

[29] Chemicka struktura aflatoxinu B1, B2, G1, G2, M1 a M2 [online]. [cit. 7. 9. 2016].
Dostupné na www: https://www.researchgate.net/figure/262878341 fig2_Fig-2-
Chemical-structure-of-aflatoxin-B1-B2-M1-and-M2

[30] REDDY, L.aBHOOLA, K. Ochratoxins—Food Contaminants: Impact on Human
Health. Toxins [online]. 2010, vol. 2, issue 4, pp. 771-779 [cit. 19. 9. 2016]. DOI:
10.3390/toxins2040771. ISSN 2072-6651. Dostupné na www:
http://www.mdpi.com/2072-6651/2/4/771/

[31]] MEULENBERG, E. P. Immunochemical Methods for Ochratoxin A Detection: A
Review. Toxins [online]. 2012, vol. 4, issue 12, pp. 244-266 [cit. 19. 9. 2016]. DOI:
10.3390/toxins4040244. ISSN 2072-6651. Dostupné na www:
http://www.mdpi.com/2072-6651/4/4/244/

[32] BERTHILLER, F., CREWS, C., DALL'ASTA, C. et al. Masked mycotoxins: A
review. Molecular Nutrition. 2013, vol. 57, issue 1, pp. 165-186.

[33] RYCHLIK, M., HUMPF, H., MARKO, D., DANICKE, S., MALLY, A,,
BERTHILLER, F., KLAFFKE, H. a LORENZ, N. Proposal of a comprehensive
definition of modified and other forms of mycotoxins including “masked”
mycotoxins. Mycotoxin Research. 2014, vol. 30, issue 4, pp. 197-205.

[34] Deoxynivalenol-3-B-D-glukopyranosid [online]. [cit. 24. 9. 2016]. Dostupné na www:
http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB72456507.htm

[35] BASAROVA, G. Ceské pivo. 3. dopl. vyd. Praha: Havli¢ek Brain Team, 2011. ISBN
978-80-87109-25-0.

[36] POLAK, B., ONDERKA, M. a VANOVA, M. Zdklady péstovini a zpracovini
sladovnického jecmene. Vyd. 1. V Praze: Institut vychovy a vzdélavani Ministerstva
zemédélstvi CR, 1998. ISBN 80-710-5166-7

[37] BASAROVA, G., SAVEL, J., BASAR, P. a LEJSEK, T. Pivovarstvi: teorie a praxe
vyroby piva. Vyd. 1. Praha: Vydavatelstvi VSCHT, 2010. ISBN 978-80-7080-734-7.

[38] KOSAR, K. Technologie vyroby sladu a piva. Praha: Vyzkumny tstav pivovarsky a
sladatsky, 2000. ISBN 80-902-6586-3.

[39] BENDA, V. Biologie II: Nauka o potravindrskych surovinach. 3. piepr. vyd. Praha:
Vysoka skola chemicko-technologicka, 2000. ISBN 80-708-0402-5.

[40] KLIMESOVA, J., STREDA, T. a HAJZLER, M. Yield and quality of spring barley in
relation to root system size. In: MendelNet 2011: Proceedings of International Ph.D.

72



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

Students Conference [online]. Brno: Mendel University in Brno, Faculty of Agronom,
2011, s. 648-655 [cit. 14. 10. 2016]. ISBN 978-80-7375-563-8. Dostupné na www:
http://mnet.mendelu.cz/mendelnet2011/articles/27_klimesova_506.pdf

CERNY, L. Jarm'vsladovnick)?_ jecmen: péstitelsky radce. Praha: Pro katedru rostlinné
vyroby, FAPPZ, CZU v Praze vydalo vydavatelstvi Kurent, 2007. ISBN 978-80-
87111-04-8.

BASAROVA, G. Sladaistvi: teorie a praxe vyroby sladu. Praha: Havli¢ek Brain
Team, 2015. ISBN 978-80-87109-47-2.

PSOTA, V., SACHAMBULA, L., a TVARUZEK, J. Vybrana kritéria kvality jeémene
pro vyrobu sladu. Uroda, védeckd priloha [online]. 2012, &. 12, s. 435-438 [cit.

15. 10. 2016]. Dostupné na www:
http://www.vupt.cz/content/files/aktualni_poznatky/vedecka priloha_2012.pdf

HORAKOVA, V., DVORACKOVA, O. a MEZLIK, T. Seznam doporucenych odriid
2014: pSenice ozima, jeCmen jarni, jecmen ozimy, tritikale ozimé, oves sety (pluchaty),
hrach polni. Brno: Ustedni a kontrolni ustav zemédélsky Brno, Narodni odriidovy
urad, 2014. ISBN 978-80-7401-089-7.

MIKYSKA, A. a PROKES, J. Systém skladovani je¢mene a jeho vliv na kvalitu sladu
a piva. Kvasny prumysl. 2009, roc¢. 55, ¢. 3.

BRANYIK, T., a DOSTALEK, P. Sladaistvi: sylabus k ptedmétu. In: ESO: Vysokd
Skola chemicko - technologicka v Praze [online]. 2010 [cit. 15. 11 2014]. Dostupné na
www: http://old.vscht.cz/kch/download/sylaby/sladarstvi.pdf

Druhy sladii [online]. [cit. 31. 3. 2016]. Dostupné na www:
http://www.slad.cz/slady.php

KOLLAR, A. Pivo: zdravi, souvislosti, Zizen, obezita, alkoholismus, kuriozity. Brno:
Akademické nakladatelstvi CERM, 2012, 153 s. ISBN 978-80-7204-795-6.

MIKYSKA, A., HASKOVA, D., HORAK, T. a JURKOVA, M. Vliv typu chmelové
suroviny na antioxida¢ni vlastnosti piva. Kvasny prumysl. 2010, ro¢. 56, ¢. 7-8.

Schéma vyroby piva [online]. [cit. 17. 2. 2017]. Dostupné na www:
http://www.mobilnipivovary.cz/technicke-reseni-vyrobniho-procesu-piva-v-
minipivovarech-mobbeer-a-hardbeer/

VYHLASKA Ministerstva zemé&dé&lstvi ze dne 23. inora 2000, kterou se méni
vyhlaska Ministerstva zemédélstvi €. 335/1997 Sb., kterou se provadi § 18 pism. a), d),
h), 1), j) a k) zdkona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné
a doplnéni nekterych souvisejicich zakont, pro nealkoholické napoje a koncentraty k
ptipraveé nealkoholickych napojti, ovocna vina, ostatni vina a medovinu, pivo,
konzumni lih, lihoviny a ostatni alkoholické napoje, kvasny ocet a drozdi. Sbirka
zakonu ¢. 45/2000. Str. 567, ¢astka 16.

VERHOEF, B. Encyklopedie piva. 2. vyd. Cestlice: Rebo Productions, 1999. ISBN 80-
723-4116-2.

BELAKOVA, S., BENESOVA, K., MIKULIKOVA, R. a SVOBODA, Z. Faktory
ovliviujici gushing. Kvasny prumysl. 2012, ro¢. 58, €. 3, S. 62-65.

73



[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

74

POSTULKOVA, M., VITOUSOVA, K., NOVAK, P., FIALA, J., RUZICKA, M. a
BRANYIK, T. Historie a nové trendy v oblasti vyzkumu prepéiovani piva. Kvasny
pramysl. 2013, ro¢. 59, €. 10-11, s. 317-320.

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

SHOKRIBOUSIJEIN, Z., GALAN, D. R., MICHIELS, C., GEBRUERS, K.,
VERACHTERT, H., MARTENS, J., PEETERS, C. a DERDELINCKX, G. Effect of a
magnetic field on dispersion of a hop extract and the influence on gushing of beer.
Journal of Food Engineering. 2015, vol. 145, pp. 10-18.

POSTULKOVA, M., RIVEROS-GALAN, D., CORDOVA-AGIULAR, K.,
ZITKOVA, K., VERACHTERT, H., DERDELINCKX, G., DOSTALEK, P.,
RUZICKA, M. C. a BRANYIK, T. Technological possibilities to prevent and suppress
primary gushing of beer. Trends in Food Science. 2016, vol. 49, pp. 64-73.

SAVEL, J., KOSIN, P. a BROZ, A. Néchylnost piva k pfepénovani vyvolanému
ruznou dobou tfepani lahve. Kvasny prumysl. 2014, ro¢. 60, €. 6, s. 151-159.

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

MALACHOVA, A., HAJSLOVA, J., EHRENBERGEROVA, J., KOSTELANSKA,
M., ZACHARIASOVA, M., URBANOVA, J., CERKAL, R., SAFRANKOVA, L,
MARKOVA, J., VACULOVA, K. a HRSTKOVA, P. Fusariové mykotoxiny v zrnu
je¢mene jarniho a jejich prenos do sladu. Kvasny prumysl. 2010, ro¢. 56, €. 3, s. 131-
137.

BERTUZZI, T., RASTELLI, S., MULAZZI, A., DONADINI, G. a PIETRI, A.
Mycotoxin occurrence in beer produced in several European countries. Food Control.
2011, vol. 22, issue 12, pp. 2059-2064.

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

SCHWARZ, P. B., CASPER, H. H., a BEATTIE, S. Fate and development of
naturally occurring Fusarium mycotoxins during malting and brewing. Journal of the
American Society of Brewing Chemists. 1995, vol. 53, pp. 121-127.

VARGA, E., MALACHOVA, A., SCHWARTZ, H., KRSKA, R. a BERTHILLER, F.
Survey of deoxynivalenol and its conjugates deoxynivalenol-3-glucoside and 3-acetyl-
deoxynivalenol in 374 beer samples. Food Additives. 2013, vol. 30, issue 1, pp. 137-
146.

Beer Statistics - 2016 Edition. In: The Brewers of Europe [online]. Belgium, 2016. [cit.
29. 3. 2017]. ISBN 978-2-9601382-7-6. Dostupné na www:
http://www.brewersofeurope.org/site/media-
centre/index.php?doc_id=840&class_id=31&detail=true

PAPADOPOULOU-BOURAOQOUI, A., T. VRABCHEVA, S. VALZACCHlI, J.
STROKA a E. ANKLAM. Screening survey of deoxynivalenol in beer from the



[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

European market by an enzyme-linked immunosorbent assay. Food Additives and
Contaminants. 2004, vol. 21, issue 6, pp. 607-617.

RODRIGUEZ-CARRASCO, Y., FATTORE, M., ALBRIZIO, S., BERRADA, H. a
MANES, J. Occurrence of Fusarium mycotoxins and their dietary intake through beer
consumption by the European population. Food Chemistry. 2015, vol. 178, pp. 149-
155.

BELAKOVA, S., K. BENESOVA, R. MIKUL{KOVA, Z. SVOBODA a J.
CASLAVSKY. Monitoring vyskytu deoxynivalenolu v pivech z obchodni sité v letech
2009-2012. Kvasny prumysl. 2013, ro€. 59, ¢. 10-11, s. 292-295.

GUMUS, T., ARICI, M. a DEMIRCI, M. A Survey of Barley, Malt and Beer
Contamination with Ochratoxin A in Turkey. Journal of the institute of brewing.
2004, vol. 110, issue 2, pp. 146-149.

VISCONTI, A., PASCALE, M. a CENTONZE, G. Determination of ochratoxin A in
domestic and imported beers in Italy by immunoaffinity clean-up and liquid
chromatography. Journal of Chromatography A. 2000, vol. 888, issue 1-2, pp. 321-
326. ISSN 00219673.

ARAGUAS, C., GONZALEZ-PENAS, E. a LOPEZ DE CERAIN, A. Study on
ochratoxin A in cereal-derived products from Spain. Food chemistry. 2005, vol. 92, pp.
459-464. ISSN 0308-8146.

BELAKOVA, S., BENESOVA, K., MIKULIKOVA, R. a SVOBODA, Z. Vyskyt
ochratoxinu A v pivech. Kvasny primysl. 2015, roc. 61, ¢. 2, s. 34-37.

BAUER, J. I., GROSS, M., GOTTSCHALK, C. a USLEBER, E. Investigations on the
occurrence of mycotoxins in beer. Food Control. 2016, vol. 63, pp. 135-139. ISSN
09567135.

KUZDRALINSKI, A., SOLARSKA, E. a MUSZYNSKA, M. Deoxynivalenol and
zearalenone occurence in beers analysed by an enzyme-linked immunosorbent assay
method. Food Control. 2013, vol. 29, issue 1, pp. 22-24. ISSN 09567135.

KOPLIK, R. Pfednasky z pfedmétu Analytické metody ve forenzni analyze: Odbér
vzorku [online]. [cit. 24. 3. 2017]. Dostupné na www: http://web.vscht.cz/~koplikr/

ZACHARIASOVA, M., HAJSLOVA, J.,, URBANOVA, J., KOCOUREK, V. a
CUHRA, P. Pesticidy a mykotoxiny - vzorkovani a analytické metody. In:
STEJSKAL, V. a FRANKOVA, M. Metody odbéru a analyzy vzorkti komodit,
potravin a piidy. Praha: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2009, s. 20-23. ISBN 978—
80-7427-025-3.

RAHMANI, A., JINAP, S. a SOLEIMANY, F. Qualitative and Quantitative Analysis
of Mycotoxins. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. 2009, vol.
8, issue 3, pp. 202-251.

TURNER, N. W., SUBRAHMANYAM, S. a PILETSKY, S. A. Analytical methods
for determination of mycotoxins: A review. Analytica Chimica Acta. 2009, vol. 632,
issue 2, pp. 168-180.

ZHENG, M. Z., RICHARD, J. L. a BINDER, J. A Review of Rapid Methods for the
Analysis of Mycotoxins. Mycopathologia. 2006, vol. 161, issue 5, pp. 261-273.

75



[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

76

MycoSep® and MultiSep®. In: Romer Labs [online]. [cit. 16. 3. 2015]. Dostupné na
www: http://www.romerlabs.com/en/products/mycotoxins/mycosep-multisep/

NOLLET, L. M. L. Food analysis by HPLC. 2nd ed., rev. and exp. New York: Marcel
Dekker, 2000. Food science and technology (Marcel Dekker, Inc.). ISBN 08-247-
8460-X.

NOVAKOVA, L. Moderni HPLC separace v teorii a praxi I. 1. vyd. Praha: Lucie
Novakova, 2013, 299 s. ISBN 978-80-260-4243-3.

Schéma kapalinového chromatografu [online]. [cit. 2. 3. 2017]. Dostupné na www:
http://www.chromacademy.com/HPLC-Operation-part-2.html

Princip kapalinové chromatografie [online]. [cit. 2. 3. 2017]. Dostupné na www:
http://labmet.zshk.cz/vyuka/hplc.aspx

KLOUDA, P. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel Klouda,
2003, 132 s. ISBN 80-863-6907-2.

OLSOVSKA J. a JURKOVA, M. Nové trendy v kapalinové chromatografii a jejich
vyuziti v analyze piva a pivovarskych surovin. Kvasny primysl. 2012, ro€. 58, €. 6, s.
166-170.

SOMMER, L. Zdklady analytické chemie I1. Vyd. 1. V Brn¢:Vutium, 2000, 347 s.
ISBN 80-214-1742-0

HOLCAPEK, M. Experimentalni metody strukturalniho vyzkumu: Hmotnostni
spektrometrie. In: Michal Holcapek. Mass spektrometry Group @ University of
Pardubice [online]. [cit. 7. 11. 2015]. Dostupné na
www:http://holcapek.upce.cz/vyuka-struktura.php

HOLCAPEK, M. a JANDERA, P. Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (HPLC/MS). Chemické Listy. 1998, roc. 92, s. 278-286.

NORKOVA, R., JAKLOVA DYTRTOVA, J. a KASICKA, V. Ioniza¢ni techniky a
rozhrani pro spojeni kapilarnich elektromigrac¢nich metod s hmotnostné
spektrometrickou detekci. Chemické Listy. 2013, ro¢. 107.

Thermo electron corporation: Finngan™ lon Max API Source, Hardware Manual.
Revision A. San Jose: Technical publications, 2003

VOLNY, M. Hmotnostni spektrometrie: piehled zajimavych oblasti aktuélniho vyvoje.
Chemicke Listy. 2011, ro¢. 105, s. 230-236.

Schéma fluorescen¢niho detektoru [online]. [cit. 11. 3. 2017]. Dostupné na www:
http://www.hplc.cz/Teorie/FL_detector.html#_Obr

PAGKALLI, V., PETROU, P. S., SALAPATAS, A. et al. Detection of ochratoxin A in
beer samples with a label-free monolithically integrated optoelectronic

biosensor. Journal of Hazardous Materials. 2017, vol. 323, pp. 75-83. ISSN
03043894.

SCOTT, P. M. a KANHERE, S. R., Determination of ochratoxin A in beer. Food
Addit. Contam. 1995, vol. 12, issue 4, pp. 591-598.



[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

JORGENSEN, K. Survey of pork, poultry, coffee, beer and pulses for ochratoxin
A. Food Additives and Contaminants. 1998, vol. 15, issue 5, pp. 550-554. ISSN
0265203X

YORDANOVA, P. a VRABCHEVA, T. Ochratoxin A in bulgarian beer and
wine. Advances in Bulgarian Science. 2006, vol. 4, pp. 12-19. ISSN 1312-6164

TANGNI, E. K., PONCHAUT, S., MAUDOUX, M., ROZENBERG, R. a
LARONDELLE, Y. Ochratoxin A in domestic and imported beers in Belgium:
occurrence and exposure assessment. Food Additives and Contaminants. 2002, vol. 19,
issue 12, pp. 1169-1179. ISSN 0265-203X.

NAKAJIMA, M., TSUBOUCHI, H. a MIYABE, M., A survey of ochratoxin A and
aflatoxins in domestic and imported beers in Japan by immunoaffinity and liquid
chromotography. J. AOTAC Int. 1999, vol. 82, issue 4, pp. 897-902.

KOSTELANSKA, M., ZACHARIASOVA, M., LACINA, O., FENCLOVA, M.,
KOLLOS, A-L. a HAJSLOVA, J. The study of deoxynivalenol and its masked
metabolites fate during the brewing process realised by UPLC-TOFMS method. Food
Chemistry. 2011, vol. 126, issue 4, pp. 1870-1876. ISSN 03088146.

PIACENTINI, K. C., SAVI, G. D., OLIVO, G. a SCUSSEL, V. M. Quality and
occurrence of deoxynivalenol and fumonisins in craft beer. Food Control. 2015, vol.
50, pp. 925-929. ISSN 09567135.

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

SCHOTHORST, R. C. a JEKEL, A. A. Determination of trichothecenes in beer by
capillary gas chromatography with flame ionisation detection. Food Chemistry.
2003, vol. 82, issue 3, pp. 475-479. ISSN 03088146.

KOSTELANSKA, M., HAJSLOVA, J., ZACHARIASOVA, M. et al. Occurrence of
Deoxynivalenol and Its Major Conjugate, Deoxynivalenol-3-Glucoside, in Beer and
Some Brewing Intermediates. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2009, vol.
57, issue 8, pp. 3187-3194. ISSN 0021-8561.

CEPICKA, J., SROGL, J. a SKACH, J. Z vyzkumu a praxe: Samovolné piepéiiovani
piva — gushing. Kvasny priimysl. 1993, ro€. 39, €. 4, s. 98-102.

SHOKRIBOUSIJEIN, Z., DECKERS, S. M., GEBRUERS, K. et al. Hydrophobins,
beer foaming and gushing. Cerevisia. 2011, vol. 35, issue 4, pp. 85-101. ISSN
13737163.

77



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku

ATA Alimentarni Toxicka Aleukie

Cl Chemicka ionizace
DON Deoxynivalenol
D3G Deoxynivalenol-3-f-D-glukopyranosid

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
El Elektronova ionizace

ELISA Imunochemicka metoda

ESI lonizace elektrosprejem

FHB Fuzariové vadnuti klast

FLR Fluorescencni detekce

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IAC Imunoafinitni chromatografie

IARC Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny
LOD Limit detekce

LOQ Limit kvantifikace

MALDI  Ionizace laserem za iCasti matrice
MS Hmotnostni spektrometrie

OTA Ochratoxin A

SPE Extrakce tuhou fazi

TDI Tolerovatelny denni pfijem
TWI Tolerovatelny tydenni piijem
TOF Analyzator doby letu

UHPLC  Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie
(URYN Ukazatel sladovnické jakosti

VUPS Vyzkumny ustav pivovarsky a sladatsky

ZON Zearalenon

Z4G Zearalenon-4-B-D-glukopyranosid
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha I. Protokol diagnostiky iontového zdroje APCI

Ptiloha Il. Chromatogramy kalibra¢nich roztoki OTA

Ptiloha III. Chromatogram OTA ve vzorku ¢. 1 (UPLC/FLR)
Ptiloha IV. Chromatogram DON a D3G ve vzorku ¢. 8 (HPLC/MS)
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9 PRILOHY

Piiloha |: Protokol diagnostiky iontového zdroje APCI

Begin All Diagnostics Status Test Loop
End All Diagnostics Status Test Loop
All Diagnostics Status Test Results
+15V - Pass

+150 V - Pass

+205V - Pass

+24 'V - Pass

+28 V - Pass

+35V - Pass

+36 V - Pass

+5V - Pass

-15V - Pass

-150 V - Pass

-205 V - Pass

-28 V - Pass

8 kV PS current - Pass

Ambient temp. - Pass

Analyzer temp. - Pass

Aux gas flow - Pass

Capillary temp. - Pass

Capillary voltage - Pass
Convectron - Pass

Detected RF - Pass

Dynode voltage - Pass
Intermultipole lens - Pass

lon gauge - Pass

Main RF DAC - Pass

Multiplier setting - Pass
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Multiplier voltage - Pass

Multipole 1 offset - Pass

Multipole 2 offset - Pass

Multipole RF mod. - Pass
Multipole det. RF - Pass

RF amp. output - Pass

RF det. temp. - Pass

RF gen. temp. - Pass

RF modulation - Pass

Sheath gas flow - Pass

Source heater temp. - Pass

Trap DC Offset - Pass

Tube/gate lens - Pass

Starting All Diagnostics Scan Tests

10:25:34:
10:25:39:
10:25:41:
10:25:41:
10:25:46:
10:25:48:
10:25:48:
10:25:53:
10:25:55:
10:25:55:
10:26:00:
10:26:01:
10:26:01:
10:26:06:
10:26:08:

Start scan readback test on device Auxiliary amplitude (V) -- 0 to 83.2
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Main RF DAC (16-bit) -- 0 to 65535
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Vernier RF DAC (16-bit) -- 0 to 65535
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Auxiliary amplitude DAC (Vp-p) -- 0 to 83.2
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Multipole 1 offset (V) -- -132 to 132
Scan readback test ended

Result: PASSED
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10:26:08:
10:26:13:
10:26:15:
10:26:15:
10:26:20:
10:26:22:
10:26:22:
10:26:27:
10:26:29:
10:26:29:
10:26:34:
10:26:36:
10:26:36:
10:26:41:
10:26:43:
10:26:43:
10:26:57:
10:26:59:
10:26:59:
10:28:34:
10:28:36:
10:28:36:
10:30:19:
10:30:21:
10:30:21:
10:30:26:
10:30:28:
10:30:28:

Start scan readback test on device Multipole 2 offset (V) -- -132 to 132
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Multipole lens (V) -- -136 to 136
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Multipole det. RF amp. (Vp-p) -- 0 to 600
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Trap Offset (V) -- -133.347 to 134.018
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Tube gate (V) -- -200 to 198

Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Multiplier (V) -- 0 to -2200

Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Aux/sweep gas flow (arb) -- 0 to 60
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Sheath gas flow (arb) -- 20 to 100
Scan readback test ended

Result: PASSED

Start scan readback test on device Capillary Voltage (V) -- -132 to 132
Scan readback test ended

Result: PASSED

Final result: PASSED
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Priloha I1: Chromatogramy kalibra¢nich roztokii OTA
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Priloha I11: Chromatogram OTA ve vzorku ¢. 1 (UPLC/FLR)
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Ptiloha IV: Chromatogram DON a D3G ve vzorku ¢. 8 (HPLC/MS)
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