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ABSTRAKT

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych mikromycet, které jsou
schopné napadat obiloviny. Pouzivanim kontaminovanych surovin mutze dojit K pfenosu
mykotoxini do finalniho produktu, jako je pivo. Diplomova prace se zabyva stanovenim
mykotoxind v pivech.

V teoretické Casti této prace jsou popsany vybrané mykotoxiny, jejich vyskyt, toxické
vlastnosti a legislativni limity dané Evropskou unii. Teoreticka ¢ast se také vénuje popisu
vyroby piva a mozZnostech stanoveni mykotoxini. V teoretické ¢asti jsou také popsany metody
pro statistické zpracovani dat.

Experimentalni ¢ast prace popisuje validaci metody pro stanoveni mykotoxini v pivech.
V této Casti je také popsana optimalizace extrakce mykotoxinti pomoci komeréné dostupné
imunoafinitni kolonky 11+Myco MS-PREP®. Jsou zde uvedeny podminky pro stanoveni
mykotoxint na piistroji UPLC-MS/MS. Pro validaci byly urCeny parametry linearita, pfesnost,
spravnost, LOD a LOQ. Tato ¢ast obsahuje popis vzorkd piv pouzitych pro stanoveni
mykotoxini.

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat a validovat analytickou metodu pro stanoveni
mykotoxint v pivech. Z valida¢nich parametri bylo zjisténo, ze tato metoda je vhodna pro
zamysleny ucel, jmenovité pro mykotoxiny aflatoxin B, aflatoxin B, aflatoxin Gy,
aflatoxin G, fumonisin Bi, fumonisin B>, fumonisin Bs, ochratoxin A, ochratoxin B,
zearalenon, a-zearalenol, [-zearalenol, a-zearalanol, [-zearalanol, deoxynivalenol,
3-acetyldeoxynivalenol, T-2 a HT-2. VytéZznosti metody pro stanoveni se pohybovali od 72,2 %
do 100,0 %.

Validovana metoda byla vyuzita pro stanoveni vySe uvedenych mykotoxinu celkem v 89
pivech. Z celkového poétu piv bylo 37 vyrobeno v Ceské republice a 52 v jinych evropskych
zemich. Mykotoxiny deoxynivalenol, T-2 toxin a HT-2 toxin byly stanoveny ve v§ech vzorcich
piva. Mezi ¢asto vyskytujici se mykotoxiny patfily fumonisin B, B-zearalenol, ochratoxin A a
3-acetyldeoxynivalenol. Mykotoxiny aflatoxin Bj, aflatoxin B, aflatoxin Gz, fumonisin B,
fumonisin Bs, zearalenon a ochratoxin B byly identifikovany v méné nez 50 % vzorku.
Mykotoxiny aflatoxin G2, a-zearalenol, a-zearalanol a B-zearalanol nebyly stanoveny v zadném
analyzovaném vzorku.

Vysledky méfeni byly podrobeny zpracovany s vyuzitim pokro€ilych statistickych metod
jako je shlukova analyza,analyza hlavnich komponent a korelacni analyza pro vybrané
mykotoxiny aflatoxin Bi, fumonisiny, ochratoxin A, p-zearalenol, deoxynivalenol,

3-acetlydeoxynivalenol, T-2 toxin a HT-2 toxin. Vysledky méfeni byly také porovnany
s publikovanymi studiemi.

KLICOVA SLOVA
mykotoxiny, pivo, UPLC, MS, imunoafinitni kolonka, 11+Myco MS-PREP®



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites of microscopic fibrous micromycetes that are able to
infect cereals. The use of contaminated materials can lead to transfer of mycotoxins into the
final product, such as beer. The master’s thesis deals with the determination of mycotoxins in
beers.

The theoretical part of this thesis describes selected mycotoxins, their occurrence, toxic
properties and legislative limits of the European Union. The theoretical part also deals with the
description of beer production and the possibilities of mycotoxin determination. The theoretical
part also describes the statistical methods used for data processing.

The experimental part of this work describes the validation of the method for determination
of mycotoxins in beers. This section also describes the optimization of mycotoxin extraction
using a commercially available 11+Myco MS-PREP® immunoaffinity column. The conditions
for the determination of mycotoxins on UPLC-MS/MS are given in this thesis. The validation
parameters such as linearity, accuracy, precision, LOD and LOQ were determined. This section
contains a description of beer samples used for the determination of mycotoxins.

The goal of the thesis was to optimize and validate the method for determination of
mycotoxins in beers. From the validation parameters, it was found that this method is suitable
for its intended purpose, namely for mycotoxins aflatoxin Bj, aflatoxin B., aflatoxin Gy,
aflatoxin G2, fumonisin Bi, fumonisin Bz, fumonisin Bs, ochratoxin A, ochratoxin B,
zearalenone, a-zearalenol, [-zearalenol, «a-zearalanol, [-zearalanol, deoxynivalenol,
3-acetyldeoxynivalenol, T-2 toxin and HT-2 toxin. The recoveries of this method ranged from
72,2 % to 100,0 %.

The validated method was used for determination of above-mentioned mycotoxins in 89
beers. Of the total number of beers, 37 were produced in the Czech Republic and 52 in other
European countries. Mycotoxins deoxynivalenol, T-2 toxin and HT-2 toxin were found in all
beer samples. Common mycotoxins included fumonisin B1, ochratoxin A, B-zearalenol and
3-acetyldeoxynivalenol. The mycotoxins aflatoxin By, aflatoxin B», aflatoxin G1, fumonisin B,
fumonisin Bs, zearalenone and ochratoxin B were identified in less than 50 % of the samples.
Mycotoxins aflatoxin Gz, a-zearalenol, a-zearalanol and -zearalanol were not determined in
any tested samples.

The results of the analysis were subjected to statistical processing where the concentrations
determined in Czech and European beers were compared. Principal component analysis and
correlation analysis were created for aflatoxin Bi, fumonisins, ochratoxin A, p-zearalenol,
deoxynivalenol, 3-acetlydeoxynivalenol, T-2 toxin and HT-2 toxin. The results of the analysis
were compared with published studies.

KEY WORDS
mycotoxins, beer, UPLC, MS, immunoaffinity column, 11+Myco MS-PREP®



MARTINIK, Jan. Stanoveni mykotoxinii v komercnich pivech [online]. Brno, 2022
[cit. 2022-05-12]. Dostupné  z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138468.
Diplomové prace. Vysoké uéeni technické v Brng, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a
biotechnologii. Vedouci prace Marek Pernica.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné ocitoval. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné¢ a miize byt vyuzita ke komerénim ucellim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Rad bych podé&koval vedoucimu diplomové prace, panu Mgr. Marku Pernicovi, Ph.D., za
konzultace a pomoc pii psani této diplomove prace a za pomoc pii zpracovani dat. Dale bych
chtél podékovat za konzultace pani doc. RNDr. Renaté Mikulikové, Ph.D. Chtél bych také
pode¢kovat Ing. Rastislavu BoSkovi a Be. Zuzané Pavlickové za rady a pomoc pii praci
Vv laboratofi.

Diplomova prace vznikla za podpory Ministerstva zemédélstvi, instituciondlni podpora
MZE-RO1918


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138468

OBSAH

L UVOD ..t 8
2 TEORETICKA CAST ..ottt 9
2.1 IMIYKOTOXINY ..ttt ettt ettt ekttt et et 9
0 N I 1< 1< OO SESRPR 10
2.1.2  Maskované MyKOtOXINY ........c.ciuriieiiiiiiiesie et 10
2.1.3  Podminky ovliviiujici produkeci myKoOtOXint .........ccceevvveiiiiiiniiieniieeniiec s 10
214 ATIAEOXINY ..ottt 11
2.1.5  OCHIAIOXIN A ..ottt s 11
2.1.6  ZBATAIENON ..o 11
2.1.7  FUMONISINY vttt nte e 12
2.1.8  TrICNOTNECENY .....viiiiee s 12
2.1.9  OStatni MYKOTOXINY ....cuviiiieiiiieiiie ettt 15
2.1.10  LeQUSIATIVA. ...cveiiiieiii e s 17

0 Yo SRS 18
P YA V] (] o= W ] V7 VPSP URPRSRSRRS 18
2.2.2  MyKOtoXIny V& VYTODE PIVA...ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e s 20

2.3 Stanoveni MYKOTOXINTL.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e et e e e e e e s sibb e e e e e s aans 21
2.3. 1 VZOTKOVANT ...ttt 21
2.3.2  EXEAKCE ...ttt 21
2.3.3  ANAIYZA....ooi e rra e 22
2.3.4  VAlIUACE ......eiiiiiieeieet et 23

2.4 StatistiCké ZpraCoVaNT dat ............cocvveiiiieiiiee e 24

3 EXPERIMENTALNI CAST ..ot 26
3.1  Seznam chemikalii a standardil...........cccceeriiiiiiiiiiiiii i 26
3.2 Seznam laboratornich POMUCEK ..........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
3.3 Popis analyzovanych VZOrKu..........cocouiiiiiiiiiiii e 27
B4 EXITAKCE ...t 27
3.5 Parametry LC-MS .. .. 29
3.6 Validace MEtOAY.......cccueiiiiie ettt e e 32
3.6.1  Kalibrace myKOtOXINT ........eeieiiiiiiieiiiiiiee et 32



3.6.2 Limit detekce a KVantifiKaCe ... ..coveeee e e 33

3.6.3  PTESNOSt @ SPIAVIIOST ..vviiiiiiiiiiieiiei ettt 33

4 VYSLEDKY A DISKUZE ...ttt ettt ettt 35
4.1 Optimalizace EXIrAKCE .......c.uiiiiiiiie s 35
A £ | T - ot SRS 36
4.2.1  Kalibraéni kiivky myKOtOXint........ccvieiiviiiiiniiiiie e 36
4.2.2  Limity detekce a KvantifiKace .............cocoveiiiiiiiiic e 37
4.2.3  PIESNOSt @ SPIAVIIOSE ....vvviiiiieiiiieesiiee ettt st ettt 37

4.3 Obsah myKotoXinl V PIVECK .......couiiiiiiiiiiiie e 39
S - L1 1 1] < TSR 44
441  Mann-WHhHItNEYNO tEST .......ccueiiiiiiiieie et 44
4.4.2  ShIUKOVA @NAIYZA .......ooiiiiiiiiie e 46
4.4.3  Analyza hlavnich KOMPONENT .........ccoviiiiiiiiiiie e 47
444  KorelaCni analyza..........cooooiiiiiiiiiiiiiiic e 49

4.5  Porovnani se zahraniCnimi daty ..........cccoceeiiiimiiiiiiiiice e 50

5 ZAVER oottt 52
6 SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ovoiiiiiniriiiinineisinssnssesinssessessssssseessessseseeneens 53
7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK......ciiiiriiiniininininsisseinsissssssessissss s 59
8 PRILOHY ..ovoiiiiiiiiiieiiee e 61
8.1  Seznam analyZovanyCh PiV.........ccoiiiiiiiee it 61
8.2  Koncentrace mykotoxinli naméiené v komercnich pivech.........cccccovviiiiiiiniinnnnnnn, 64
8.3  Grafické zndzornéni Mann-Whitneyho testll..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeee s 69



1 UvOD

Ceské pivo je chloubou ¢eského potravinaiského primyslu a je také hodnoceno jako jedno
Z nejlepsich na svété. Na vyrobu piva se pouziva jecny slad, voda, chmel a pivovarské kvasinky,
které zpracovavaji cukernaté suroviny za vzniku ethanolu. Samotnou vyrobu piva lze rozdélit
na vyrobu sladu, vyrobu mladiny, kvaseni mladiny a na finalni Upravy piva. V prubéhu této
vyroby doch&zi k extrakci chemickych latek ze surovin pro vyrobu piva do vysledného
produktu. Do piva se tak mohou dostavat i toxické latky obsazené v téchto surovinach.

Mezi tyto toxické latky patii mykotoxiny, které vznikaji sekundarnim metabolismem
mikroskopickych vldknitych mikromycet. Mezi nejvyznamnéjsi producenty téchto mykotoxind
patii rody Aspergillus, Penicillium, Alternaria a Fusarium. Tyto vlaknité mikromycety se
mohou vyskytovat na obilovinach, jako je je¢men, pSenice nebo kukufice.

K nejsledované€jsim mykotoxinlim v pivovarnictvi a sladafstvi patii siln¢ toxicke aflatoxiny,
do kterych fadime aflatoxin B1, B2, G1 a G2, dale jsou sledovany fumonisiny (fumonisin By, B>
a Bs), zearalenon a jeho metabolity, ochratoxin A a trichotheceny z rodu Fusarium. Mezi
trichotheceny lze zafadit mykotoxiny jako deoxynivalenol, nivalenol, T-2 toxin a HT-2 toxin.

Mimo tyto mykotoxiny existuji i tzv. maskované mykotoxiny, které vznikaji z mykotoxind
detoxika¢nimi metabolickymi procesy né€kterych organismu. Problém spociva v nemoznosti
identifikace téchto maskovanych mykotoxini konvenénimi metodami. Tyto maskované
mykotoxiny maji slabsi toxické efekty nez mykotoxiny, z kterych vznikaji.

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat a validovat analytickou metodu pro
stanoveni mykotoxind v pivech. Dalsi cilem bylo vyuzit tuto analytickou metodu ke stanoveni
mykotoxinti v komeréné dostupnych Ceskych a evropskych pivech. Data ziskana z tohoto
meéieni byla poté statisticky zpracovana a vyhodnocena. Takto zpracovana data byla porovnana
S jiz publikovanymi daty.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou produkovény toxikogennimi druhy vl&knitych mikromycet. Jsou to jejich
sekundarni metabolity a jsou vylu¢ovany myceliem téchto vlaknitych mikromycet do substratu,
na kterém rostou. Jednoznac¢né bylo identifikovano vice nez 300 mykotoxinti, Z nichz 114 druht
je vyznamnych pro potravinatstvi [1]. Z chemického hlediska se jedna o nizkomolekularni
sloudeniny, jejichz relativni molekulova hmotnost nepiekracuje hodnotu 1000 g-mol™. Jsou to
velmi stabilni slouceniny nebilkovinné povahy s navzajem odlisnymi strukturami [2]. Mezi
nejvyznamnéjsi mykotoxiny se fadi aflatoxiny, trichotheceny, ochratoxin A, zearalenon,
fumonisiny [1].
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Obréazek 1: Chemické struktury vybranych mykotoxinu [10]



2.1.1 Déleni

Mykotoxiny miizeme rozdélit podle jejich chemické struktury. Deoxynivalenol a jeho
metabolity lze zatadit do skupiny tetracyklické seskviterpeny. Do této skupiny lze fadit i jiné
trichotheceny, jako jsou T-2 toxin, HT-2 toxin, fusarenon X, nivalenol, diacetoxyscirpenol a
neosolaiol. Sterigmatocystin a aflatoxiny lze zafadit mezi furanofurany [2]. Fumonisiny jsou
primarni aminy s dvéma trikarballylovymi skupinami [3]. Patulin a ochratoxiny patii do
skupiny nenasycenych laktoni [2].

Mykotoxiny lze také delit podle jejich toxickych ucinkd a podle mista jejich toxického
uc¢inku. Silu toxicity lze uvadét pomoci stiedni letalni davky (LDso), kterd ndm udava hodnotu
davky, ktera zpusobi smrt u 50 % testovanych jedinct. Pro mykotoxiny jsou tyto hodnoty
testovany oralnim nebo intraven6znim zptsobem nejcastéji pro mysi a potkany. Pro silné
toxické mykotoxiny se LDso pohybuje v hodnotach jednotek mg-kg™ t&lesné hmotnosti. LDso
pro stiedné toxické mykotoxiny je v desitkdch mg-kg? télesné hmotnosti a slabé toxické
mykotoxiny maji LDso v hodnotach stovek mg-kg™? t&lesné hmotnosti [2].

Tabulka 1. Rozdéleni mykotoxinii podie jejich toxicity [2]

Toxicita Mykotoxin

aflatoxiny, patulin, ochratoxin A, T-2 toxin,
HT-2 toxin, fusarenon X

silné€ toxické
stiedné toxické citrinin, sterigmatocystin, nivalenol

slabé toxickeé zearalenon, deoxynivalenol

2.1.2 Maskované mykotoxiny

Rostliny napadené mikroskopickymi houbami mohou vzniklé mykotoxiny metabolicky
preménovat na slouceninu, ktera je pro né¢ méné toxicka nez ptivodni mykotoxin. Metabolity
vznikl¢é timto detoxifikacnim procesem pak nelze detekovat konvencénimi analytickymi
metodami pro stanoveni mykotoxini. Diky témto vlastnostem se nazyvaji maskované
mykotoxiny [4]. SniZena toxicita maskovanych mykotoxind pro rostliny vSak neznamena
snizenou toxicitu pro zivoCichy. Béhem traveni muze dochazet k hydrolyze maskovanych
mykotoxinti za uvolnéni pavodniho mykotoxinu, ktery je toxiCtéjsi nez jeho metabolit.
Piikladem téchto mykotoxini jsou metabolity deoxynivalenolu, ochratoxinu A a metabolity
zearalenonu [5].

2.1.3 Podminky ovliviiujici produkci mykotoxini

Vl1aknité mikromycety vyzaduji pro tvorbu mykotoxinu specialni podminky. Nejvice tuto
tvorbu ovliviluje vlhkost prostfedi, ve kterém vlaknité mikromycety rostou, aktivita vody
Vv prostiedi, teplota a ptitomnost kysliku [2].

Optimalni vlhkost prostiedi pro vlaknité houby rostouci ve skladovacich zafizenich na
potravinach se pohybuje mezi hodnotami 10 aZ 18 % relativni vlhkosti. Mezi tyto druhy hub
pak patii rody Aspergillus a Penicillium. Tyto mykotoxiny pak nej¢astéji produkuji aflatoxiny,
ochratoxiny nebo patulin. Pro vlaknité houby rostouci na polich musi byt relativni vlhkost vyssi,
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a to mezi 20 a 25 %. Na plodinach rostoucich na polich pak parazituji vlaknité houby rodu
Fusarium, které produkuji mykotoxiny, jako jsou fumonisiny, deoxynivalenol, T-2 toxin,
HT-2 toxin a dalsi trichotheceny [2].

Rust vldknitych mikroskopickych hub je spojen s vodni aktivitou (téz hodnota aktivitoy
vody), kdy jeji hodnota ovlivituje produkci mykotoxint. Pro aflatoxiny a ochratoxiny je
optimalni aktivita vody mezi hodnotami 0,82 az 0,99. Mikroskopické houby produkujici
fumonisiny a trichothecenové mykotoxiny pak preferuji aktivitu vody od 0,90 do 0,99 [6].

Pro tvorbu mykotoxinti musi byt i spravna teplota prostiedi. Optimalni teplotni rozmezi pro
aflatoxiny a ochratoxiny se pohybuje mezi 25 az 33 °C. Optiméalni teplota pro tvorbu
fumonisinu je 15 az 30 °C a pro trichotheceny je tato teplota v rozmezi 26 az 30 °C [6].

2.1.4 Aflatoxiny

Aflatoxiny se fadi mezi velmi toxické mykotoxiny produkovane mikroskopickymi houbami
rodu Aspergillus. Jejich nejvétsimi producenty jsou houby druhu A. flavus a A. parasiticus [7].
Tyto druhy hub pak hlavné produkuji mykotoxiny aflatoxin B1 (AFB1), aflatoxin B> (AFB2),
aflatoxin G; (AFG2) a aflatoxin G2 (AFG2). Mimo tyto mykotoxiny jsou zminéné houby
schopné produkovat i jiné mykotoxiny, jako jsou aflatoxicol nebo sterigmatocystin. Nejcastéji
je v potravinach nalezen AFB1 [8]. Aflatoxiny jsou polyketidové slouceniny, které maji
karcinogenni, teratogenni a mutagenni ucinky. Houby produkujici tyto toxiny nejcastéji
napadaji plodiny, jako je kukufice, ryze, arasidy nebo koteni [7]. Pii skladovani téchto potravin
v podminkach s vysokou teplotou a relativni vihkosti nad 65 % dochazi k rapidnimu nardstu
hub produkujicich aflatoxiny [9].

2.1.5 Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin produkovany hlavné vliaknitymi mikroskopickymi houbami
rodu Aspergillus a Penicillium. Mezi hlavni producenty OTA se fadi druhy A. ochraceus a
P. verrucosum [11]. Na =zaklad¢ studii prokazujicich karcinogenitu u zvifat zafadila
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) OTA mezi mozné lidské karcinogeny [12].
Bylo zjisténo, z¢ OTA ma nefrotoxické, karcinogenni, genotoxické [13], neurotoxické,
teratogenni a imunotoxické uc¢inky [11]. Mikroskopické houby produkujici OTA napadaji
nejéastéji obilniny, ale mohou také napadat olivy, fazole, kavu, vino nebo kakao [13]. OTA je
vysoce stabilni slou¢enina, ktera odolava nizkym hodnotam pH a vysokym teplotdm. Diky
témto vlastnostem je po kontaminaci velmi obtizné OTA odstranit z vysledného produktu. Bylo
také identifikovano né€kolik analogit OTA, mezi tyto latky patii ochratoxin B (OTB), ochratoxin
C (OTC) nebo ochratoxin o (OTa) [11].

2.1.6 Zearalenon

Mezi mykotoxiny produkované mikroskopickymi houbami rodu Fusarium se fadi mykotoxin
zearalenon (ZEA). Druhy F. culmorum, F. graminearum a F. cerealis jsou povazovany za
hlavni producenty ZEA. Tento mykotoxin kontaminuje pfedev§im obiloviny, jako je kukufice,
jeCmen nebo pSenice. To vede ke kontaminaci jak potravin vyrobenych z téchto obilovin, tak
ke kontaminaci Zivo€iSnych produktt, které byly ziskany ze zvifat krmenych kontaminovanym
krmivem [14]. Chemickou strukturou je ZEA velmi podobny estrogentim, a proto je fazen do
skupiny endokrinnich disruptorti, coz jsou latky, které narusuji spravné fungovani endokrinnich
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organu neboli z1az s vnitini sekreci. Bylo zjisténo, ze ZEA muize narusovat produkci hormond
hypofyzy a pohlavnich hormont [14]. ZEA muze byt metabolizovan na a-zearalenol (a-ZOL),
B-zearalenol (B-ZOL), a-zearalanol (a-ZAL) nebo B-zearalanol (B-ZAL) [16].

OH O CH,4
OH O CH, |
| o
o
redukce HO
OH O CH HO
| 3 redukce |
/ OH
"OH

o) a-zearalanol
a-zearalenol
HO | OH cl) CHy OH o| CHj
o redukce o ¢}
zearalenon \ redukce
HO | ™ HO
OH OH
b-zearalenol b-zearalanol

Obréazek 2: Biotransformace zearalenonu [16]

2.1.7 Fumonisiny

Fumonisiny jsou mykotoxiny produkované houbami rodu Fusarium. Vyznamnymi producenty
téchto mykotoxini jsou druhy F. verticillioides a F. proliferatum. Tyto druhy jsou také znamy
jako cCasté patogeny kukufice [17]. Jedna se o primarni aminy s dvéma trikarballylovymi
skupinami, které napomahaji jejich rozpustnosti [3]. Houby produkujici fumonisiny nejcastéji
napadaji obilniny, jako jsou ryze, kukufice, jecmen nebo pSenice. Produkty vyrobené
z kukufice jsou cCasto kontaminovany fumonisinem B; (FB1). Mykotoxin FB1 je casto
doprovazen ostatnimi fumonisiny, jakymi jsou fumonisin B, (FB2) a fumonisin Bz (FB3) [17].

2.1.8 Trichotheceny

Trichotheceny lze fadit mezi tetracyklické seskviterpeny produkované mikroskopickymi
houbami rodu Fusarium. Podle struktury Ize tyto slou¢eniny rozdélit do ¢tyt skupin (A, B, C, a
D). Trichotheceny typu A a B jsou ¢astymi kontaminanty obilnin [18].

e T-2toxin a jeho metabolity

Mezi trichotheceny typu A patii mykotoxiny T-2 toxin a HT-2 toxin, neosolaniol (NEO),
diacetoxyscirpenol (DAS), které jsou soucasti metabolické drahy T-2 toxinu a mohou byt
pfitomny V potravinach kontaminovanych pravé T-2 toxinem. T-2 toxin je produkovan
mikroskopickymi houbami rodu Fusarium, a to hlavné druhy F. poae, F. sporotichiodes a
F. equiseti. Toxin T-2 je silny neurotoxin, ktery zvySuje u¢inek oxidativniho stresu na centralni
nervovou soustavu [19]. Toxin T-2 ma také imunotoxické, genotoxické a hepatotoxické
vlastnosti. Pii zvySeném piijmu toxinu T-2 muze dojit i k vzniku anorexie. Mykotoxin HT-2
ma podobnou silu toxicity jako T-2. Naopak toxiny NEO a DAS jsou méné toxické nez T-2.
Toxin T-2 a jeho metabolity jsou velmi Castymi kontaminanty obilnin a vyrobkl z nich
vyrobenych [20].
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HT-2 toxin T-2 toxin

diacetoxyscirpenol

neosolaniol
Obréazek 3: Chemické struktury toxinu T-2 a jeho metabolitii [18]

e Deoxynivalenol a jeho metabolity

Deoxinivalenol (DON) je trichothecen typu B, ktery je hlavné produkovan mikroskopickymi
houbami druhu F. graminearum a F. culmorum. DON je ptitomny ve vice nez 90 % vSech
vzorkl obilnin kontaminovanych mykotoxiny a slouzi tak jako dobry indikator pro ptitomnost
jinych mykotoxint [21]. DON patii k slab¢ toxickym mykotoxintim a zptsobuje nevolnost,
zvraceni, bolesti bficha a horec¢ky [22]. DON je ¢asty kontaminant obilnin, jako jsou je¢men,
oves, pSenice a kukufice. Nékteré rostliny jsou schopné DON metabolizovat za vzniku
metabolitu, ktery je pro né méné toxicky. Prikladem takového metabolitu je
deoxynivalenol-3-glykosid (DON-3G), ktery vznika glykosylaci deoxynivalenolu. DON muize
byt také acetylovan, a to v na uhliku 3 nebo 15 za vzniku metabolitd 3-acetyldeoxynivalenol
(3-ADON) a 15-acetyldeoxynivalenol (15-ADON) [23].
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3-acetyldeoxynivalenol o 15-acetyldeoxynivalenol
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O/\CH3 HsC

acetylace
-

—
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OH oH OH  oH
deoxynivalenol deoxynivalenol-3-Glukosid
Obréazek 4. Vznik metabolitii deoxynivalenolu [21]
e Nivalenol

Stejné jako DON patii nivalenol (NIV) do skupiny trichothecent typu B. Tento mykotoxin je
nejéastéji syntetizovan houbami druhu F.culmorum a F. graminearum. Na rozdil od
deoxynivalenolu je tento mykotoxin toxictéjsi. NIV vykazuje imunotoxické, cytotoxické a
genotoxické ucinky. Houby produkujici mykotoxin NIV ¢asto napadaji obilniny, jako je
jecmen, pSenice nebo kukutice. Mohou vSak kontaminovat i jiné plodiny, mezi néz patii napft.
lusténiny [24].

Obrazek 5: Chemicka struktura nivalenolu [10]

e [Fusarenon X

Fusarenon X (FUS X) patii do skupiny trichothecenli typu B a je produkovany fadou
mikroskopickych hub rodu Fusarium. Poprvé byl extrahovan z hub druhu F. nivale, ale
nejcastéji je produkovan druhy F. sulphureum, F. sambucinum a F. solani. FUS X inhibuje
syntézu proteinli a DNA v eukaryotickych buiikdch a ma tedy genotoxické vlastnosti. FUS X
se dobie rozpousti v lipidech a je tak snadno absorbovéan v gastrointestinalnim traktu [25].
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Obréazek 6: Chemicka struktura fusarenonu X [10]

2.1.9 Ostatni mykotoxiny
e Citrinin

Citrinin (CIT) je v téle velmi rychle absorbovan a rozeslan krvi po téle, nejvice do jater a ledvin.
CIT ma silné antibiotické u¢inky proti Gram pozitivnim (G+) bakteriim, avSak diky své toxicité
nebyl nikdy pouZzivan jako antibiotikum. Toxické efekty CIT mohou byt zvySeny piitomnosti
jinych mykotoxini, jako je ochratoxin A nebo patulin [26]. CIT je velmi ¢astym kontaminantem
ryZe, obzvlasté pak kontaminuje tzv. Cervenou ryzi, ktera se vyrabi fermentaci pomoci
mikroskopickych hub. Mimo ryzi se CIT mize vyskytovat i v jinych obilninach, jako jsou
pSenice nebo kukufice. Tento mykotoxin mtize ddle kontaminovat olivy, jablka nebo nekteré
druhy koteni [27].

e Sterigmatocystin

Sterigmatocystin (STE) je polyketidovy mykotoxin, ktery se svou chemickou strukturou velmi
podobny aflatoxinim a u mikroskopickych hub produkujicich pravé aflatoxiny slouzi jako
prekurzor aflatoxinu B [28]. Bylo zjisténo, ze STE zpusobuje nadory nékolika druhtim savct,
a to jak pii oralni, tak i dermalni aplikaci. MuzZe zptisobovat vznik nadord v jatrech, plicich a
ledvinach [29]. STE byl nalezen v obilninach a vyrobcich z nich. Mezi tyto obilniny patii
hlavné ryze, pSenice a je¢men. Dale se tento mykotoxin muze vyskytovat v kave, ofiscich nebo
Vv né€kterych druzich kofeni [28].

e Cytochalasin E

Cytochalasiny jsou skupinou polyketid-aminokyselinovych hybridnich slou¢enin. Celkem bylo
izolovano ptes 80 druhti cytochalasinii z fady mikroskopickych vldknitych hub, do kterych patii
rody Aspergillus, Phomopsis, Penicillium nebo Zygosporium [30]. Cytochalasin E (CYT E) je
hlavné produkovany houbami druhu A. clavatus a A. flavipes. CYT E mé schopnost inhibovat

vvvvv

e Patulin

Patulin (PAT) je mykotoxin produkovany mikroskopickymi houbami rodu Penicillium,
Aspergillus a Byssochlamys. Druh P. expansum je nejznaméjs$im producentem, ktery nejcastéji
napada ovoce, jako jsou jablka, hrusky, hroznové vino nebo broskve [32]. PAT se nachazi
pouze V ovoci, které bylo poskozeno na povrchu a tim vystaveno snadnéjsi plisnové infekci.
Proto je velmi dileZité zkontrolovat poskozeni a kvalitu ovoce, nez vstoupi do linky na
zpracovani [3]. PAT ma vysokou afinitu k thiolovym skupindm, a tim inhibuje fungovani
nékterych enzymd, které se ucastni syntézy proteinii a RNA [33].
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Obréazek 7: Chemické struktury mykotoxinit CIT, STE, CYT E a PAT [10]

Tabulka 2: Hiavni producenti mykotoxinii CIT, STE, CYT E a PAT

Mykotoxin Hlavni producent
Citrinin P. expansum, P. radicicola a P. verrucosum [26]
Sterigmatocistin A. flavus, A. parasiticus a A. nidulans [28]
Cytochalasin E A. clavatus a A. flavipes [30]
Patulin P. expansum, P. patulinum, A. clavatus [32]
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2.1.10 Legislativa

V Evropské unii jsou maximalni limity vybranych mykotoxinti v potravinach stanoveny
Natizenim komise (ES) ¢.1881/2006 v znéni nafizeni ¢. 1126/2007, 105/2010 a 165/2010.

Maximalni limity pro tyto mykotoxiny v obilovinach udava Tabulka 3 [34].

Tabulka 3: Maximalni povolené limity mykotoxinii ve vybranych obilovinach [34]

i i Maximalni
Mykotoxin Potravina limit [porke’]
B:
Aflatoxiny Vsechny druhy obilovin a vSechny vyrobky pochézejici 2,0
Z obilovin v¢etn¢ zpracovanych vyrobkii z obilovin Y B1,G1,B2,G2
4,0

Vsechny produkty pochazejici z nezpracovanych obilovin,
Ochratoxin A v¢etné zpracovanych vyrobki z obilovin a obilovin uréenych 3,0
k ptfimé lidské spotfebé

Zearalenon Obiloviny ur¢ené k ptimé lidské spotiebe, obilna mouka 75
Fumonisiny Kukufice urCend k ptime l}dske spotreli)e, ?ukurlcne 1000
potraviny k pfimé lidské spotiebé
Deoxynivalenol Obiloviny uréené k ptimé lidské spotieb€, obilna mouka 750

Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin stanovil tolerovatelné denni (TDI) a tolerovatel
tydenni ptijmy (TWI) pro vybrané mykotoxiny. TDI pro mykotoxin DON mél do roku 20
hodnotu 1000 ng-kg? t&lesné vahy. EFSA v roce 2017 pridala k mykotoxinu DON i je
metabolity, a to 3-ADON, 15-ADON a DON-3G [35].

EFSA vroce 2017 také zménila TDI pro sumu mykotoxint T-2 a HT-2, pficemz je
hodnotu sniZila z ptivodnich 200 ng-kg™ t&lesné vahy na 20 ng-kg™ télesné vahy [36].

né
17
ho

ho

Pro FB1 existoval do roku 2017 TDI s hodnotou 1000 ng-kg™ télesné vahy. Stejné jako u

TDI pro mykotoxin DON byly k mykotoxinu FB1 pfidany jemu podobné mykotoxiny, a

to

FB2, FB3 a fumonisin B4. TDI pro sumu téchto mykotoxint je 1000 ng-kg™ t&lesné vahy [37].

Pro mykotoxin OTA platil do roku 2020 TWI 120 ng-kg™* t&lesné vahy [38].

Tabulka 4: Tolerovatelné denni prijmy pro vybrané mykotoxiny

Mykotoxin TDI [ng-kg télesné vahy]

> DON 1000

> T-2, HT-2 20
> fumonisiny 1000
OTA 120*

* hodnota v tabulce je uréena pro TWI
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2.2 Pivo

Pivo je slab¢ alkoholicky napoj, ktery je vyrobeny z obilnych sladd, vody a chmele za
ptitomnosti pivovarskych kvasinek [39].

Zéakladni surovinou pro vyrobu sladu, a tedy i piva, je je¢men. Je¢men je nejdiive vy¢istén,
vytiidén a poté macen, za ucelem zvyseni obsahu vody Vv zrnu je¢mene. Zrno je¢mene se poté
necha vyklicit, aby dosSlo k aktivaci a syntéze enzymu, jako jsou amylazy, protedzy nebo
fosfatazy. Dal$im krokem vyroby sladu je hvozdéni, kdy dochdzi ke snizeni obsahu vody v zrnu
a redukci enzymatické aktivity. Po hvozdéni je zro odkli¢kovano za vzniku jeéného sladu a
vedlejsiho produktu sladového kvétu [39].

Dalsi zakladni surovinou pro vyrobu piva je chmel nebo z n&j vyrobené piipravky. Chmel
dodava pivu jeho typickou hoikost a aroma, které jsou zptsobeny pfitomnosti chmelovych
pryskyfic, a to hlavné izomery a-hotkych kyselin [39].

Pivovarstvi je odvétvi prumyslu, ve kterém dochazi k nejvétsi spotiebé vody. Vodu
vyuzivanou pro vyrobu piva Ize rozdélit do tfi skupin, a to na vodu provozni, varni a na vodu
myci. Obsah rozpusténych a suspendovanych latek ve vod¢ se podili na vysledném senzorickém
profilu piva [39].

V neposledni fad¢ se na vyrobu piva vyuzivaji pivovarské kvasinky. Nejvice pouzivanym
druhem téchto kvasinek je Saccharomyces cerevisiae. Pouzivané kvasinky musi mit piesné
definované vlastnosti, aby se pfi opakovaném nasazeni kvasinek vysledny produkt vyrazné
nelisil [39]. Pro vyrobu piva typu lezak se vyuzivaji spodni pivovarské kvasinky, které kvasi
mladinu pii teplotach 6-12 °C a které po ukonceni kvaseni sedimentuji na dn¢ kvasné nadoby.
Svrchni kvasinky kvasi mladinu pii teplotach az 24 °C a po dokonceni kvaSeni vynaseny na
hladinu [40].

Pfi vyrob¢ piva se mohou uplatnit tzv. surogaty neboli sladové nahrazky. Pivovary pouzivaji
nahrazKy, aby snizily néklady na vyrobu piva a tim nasledné i jeho cenu. Pouzitim surogatu
dojde k zlepSeni koloidni stability piva diky niz§imu obsahu dusikatych latek v pouzitych
nahrazkach a vyrobena piva jsou lehci a svétlejsi. Nahrazky sladu mizeme délit podle jejich
stavu na pevné (jeémen, pSenice, kukufice, cukr atd.) a na tekuté (sirupy, sladové extrakty) [39].

2.2.1 Vyroba piva

Vyrobu piva lze rozdélit do t¥i vyrobnich ¢asti. V prvni ¢asti se vyrabi mladina ze sladu, chmele,
vody a piipadnych sladovych ndhrazek. V druhé ¢asti dochdzi ke kvaSeni mladiny pomoci
pivovarskych kvasinek. V posledni ¢asti prochazi pivo zavére¢nymi Gpravami a staci se do
obala [40].

e Vyroba mladiny

Pro vyrobu mladiny je nutné nejdiive slad, sladové ndhrazky a ptipadné barvici slady
rozirotovat. Srotovanim se latky obsazené v zrnu, predevsim $krob, lépe uvolni do roztoku a
enzymatické reakce pfi rmutovani tak probihaji snadné&ji [40]. Sladovy Srot je poté smichan
s nalevem varni vody. Tomuto procesu se fika vystirani. Volbou poméru varni vody a hmotnosti
sladového Srotu se urcuje vysledna barva svétlého piva. Pro vyrobu svétlejsich piv se voli vEtsi
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pomér varni vody ku sladovéemu Srotu. Nasleduje rmutovani, pii kterém dochazi
k fadé enzymatickych reakci. UGelem rmutovani je ziskat spravnou extraktovou skladbu
vznikajici sladiny. Enzymy $tépi Skrob na zkvasitelné cukry, dochdzi ke Stépeni
vysokomolekularnich bilkovin a organickych slouc¢enin fosforu za vzniku kyseliny fosforecné
[39]. Samotné enzymatické reakce probihaji pii rtuznych teplotach, kterych lze dosahnout
dvéma zptisoby. Prvnim zptisobem je infuzni rmutovani, kdy nedochazi k varu rmutu. Rmut se
postupné zahtiva na pozadované teploty enzymatickych reakci. Pfi dekokénim rmutovani se
odebere ¢ast rmutu, kterd se povaii a nasledn¢ vrati zpét do rmutovaci panve, coz zpisobi
zvyseni teploty ve rmutovaci panvi. Rmut se nakonec zahieje na odrmutovaci teplotu, kdy
doch&zi k deaktivaci vétsiny enzymu v pivé [40].

Tabulka 5: Vyznamné teploty pri rmutovdni [40]

35-38 °C Kyselinotvorna teplota
48-52 °C Peptonizacni teplota
60-65 °C  Nizsi cukrotvorna teplota
70-75 °C  VysSsi cukrotvorna teplota
78 °C Odrmutovaci teplota

Po odrmutovani dochazi k scezovani rmutu. Jedna se o fyzikalné-chemicky proces, kdy
dojde filtraci k oddéleni ptedku od pevnych zbytki (mlata). Mlato se poté jesté vyslazuje
vodou, kterd ma za Ukol vyextrahovat z mlata co nejvice latek, jako jsou cukernaté, dusikaté a
dalsi snadno rozpustné latky. Vysledny produkt se nazyva sladina, ktera je nasledn¢ vatrena
s chmelovymi peletami nebo chmelovym extraktem v postupu zvanym chmelovar. Pfi
chmelovaru dochazi k odpaifeni piebyte¢né vody a nékterych nezadoucich tékavych latek.
Dojde k inaktivaci vSech enzymd, které pietrvaly zrmutovani. Pfi chmelovaru dochazi
k pteméné a-hofkych kyselin na jejich iso formy, které dodavaji pivu jeho charakteristickou
hoikost. V neposledni fad¢ se mladina varem sterilizuje [39].

e Kvaseni mladiny

Pro kvaseni mladiny se vyuziva kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Samotné kvaSeni lze
rozdélit na dvé Casti. Prvni ¢asti je hlavni kvaSeni, které je provadéno bud’ v otevienych, nebo
uzavienych netlakovych nadobach. Druhou ¢asti je dokvaSovani, kdy dochazi k zrani mladého
piva provadéné v uzavienych tlakovych nadobach. Pti kvaSeni dochazi k anaerobnimu
zpracovani glukozy, maltézy a maltotridzy za vzniku oxidu uhli¢itého a ethanolu. Mimo tyto
dva hlavni produkty vznikaji 1 jiné produkty kvaseni jako aldehydy, alifatické alkoholy, estery
a mastné kyseliny. Pomér téchto latek pak zajist'uje unikatni chut’ a aroma piva. DokvaSovani
a zrani piva se provadi pii nizkych teplotach (1-3 °C), kdy dochazi k syceni piva oxidem
uhli¢itym a ustaleni koloidniho charakteru piva [40].

e Upravy piva

Aby se pivo zbavilo zbytkli mikroorganismu a jinych €astic, je nutné jej nejdiive zfiltrovat.
Po filtraci nasleduje pasterace, ktera mize byt provadéna jak v plechovkach, tak v pivnich
lahvich. Filtraci a naslednou pasteraci je dosazena jiskrna Cistota piva a pozadovana biologicka

stabilita. Pivo je poté staceno do cisteren, sudd, pivnich lahvi, plastovych lahvi nebo plechovek
[40].
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Obréazek 8: Schéma vyroby piva [40]

2.2.2 Mykotoxiny ve vyrobé piva
e JeCmen

JeCmen se fadi mezi nejstarsi a nejpouzivanéjsi plodiny. VEtsina jeCmene je vyuzita jako krmivo
pro zvifata. Pouze nejkvalitnéjsi jemen je pouzivan pro vyrobu sladu, a tim i pro vyrobu piva.
JeCmen pro vyrobu muze byt kontaminovan mikroskopickymi vlaknitymi houbami, pfi¢emz
rod Fusarium je ¢astym kontaminantem této obilniny. Je¢men pro vyrobu piva pak muze byt
kontaminovan mykotoxiny DON, ZEA a T-2. Tyto mykotoxiny poté mohou piechazet do
finalniho produktu nezménéné nebo ve formé metabolita [41].

e KukuFice

Kukufice se nejcastéji vyuziva pro krmné ucely. V malém mnozstvi je mozné tuto plodinu
vyuzit pfi vyrobé piva jako levnou nahrazku sladu. Kukufice se v K tomuto Géelu ptidava ve
form¢ krupice, rafinované krupice nebo zmazovatélych vlocek a mykotoxiny obsazené
Vv kukufici se tak dostavaji az do piva [39]. Rody Fusarium a Aspergillus jsou pak nej¢astéjsimi
kontaminanty kukufice a produkti z ni vyrobenych. Tyto vyrobky pak mohou obsahovat
aflatoxiny, fumonisiny, ZEA a DON [42].

e Chmel

Pro vyrobu piva se vyuziva chmel, ktery miZze byt také kontaminovan mykotoxiny. Kviili
malému mnozstvi pfidavaného chmelu v chmelovaru neni tato surovina povaZovana za
vyznamny zdroj mykotoxind v pivé [43].
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e Sladovani

V prubéhu sladovani dochézi k zménam koncentraci mykotoxini v je¢meni. Pfi maceni
je¢mene dochazi k extrakci ¢asti mykotoxinli z jemene do maceci vody. Pti kliceni také
dochazi k ptechodu ¢asti mykotoxint do kotinka vykli¢eného jeémene, které se poté odstrani
pti odklicovani [44].

e V/yrova piva

V priibéhu vareni piva dochazi k prechodu mykotoxinti ze sladu a surogati do vysledného
produktu. Pii rmutovani dochazi k extrakei veskerych mykotoxinti do vodné faze, a tim i do
sladiny a vysledného piva. V prabéhu kvaseni dochazi k metabolickym pfeménam mykotoxinu
ZEA. Tento mykotoxin je pfeménovan na jeho metabolit f-ZOL kvasinkami Saccharomyces
cerevisiae [45].

2.3 Stanoveni mykotoxinu

Vzhledem k nizkym koncentracim, ve kterych se mykotoxiny nachazi v potravinach, jakoz i
maximalnim akceptovatelnym koncentracim mykotoxinii v potravinach, kter¢ jsou legislativné
dany, je nutné pro jejich stanoveni vybrat dostate¢né citlivou a pfesnou metodu. Vétsina téchto
metod zacind spravnym odbérem a homogenizaci vzorku. Poté nésleduje extrakéni proces a
nasledné zakoncentrovani analytu, ptipadné odstranéni matri¢nich efekt. Separace a detekce
mykotoxint je nejcastéji provedena za pomoci chromatografickych metod s riznymi typy
detekce [46].

2.3.1 Vzorkovani

Spravny odbér vzorka hraje dilezitou roli ve stanoveni mykotoxint. VIaknité mikromycety
produkujici mykotoxiny nerostou homogenné¢ na celé¢ potraviné nebo substratu, ktery
kontaminuji. Pfi odebirani vzorku pak typicky vznika nejvice chyb, kdy mize byt k testovani
odebrana ta ¢ast vzorku, ktera je vice ¢i méné kontaminovana mykotoxiny [47]. Proto je nutné
pied odbérem vzorku zhomogenizovat potravinu nebo substrat, ve kterém identifikujeme nebo
stanovujeme mykotoxiny [46].

2.3.2 Extrakce

Ucelem extrakce je prevést mykotoxin z matrice potraviny nebo substratu, ve kterém dany
mykotoxin stanovujeme do roztoku. Zpusob extrakce zavisi na né€kolika kritériich. Mezi tato
kritéria patii chemicka a fyzikalni charakteristika analytu, cena extrak¢nich roztokl a nasledné
kroky zpracovani analytu [47].

Extrakci Ize provadét pomoci extrakce do kapaliny vytfepavanim, bud’ z kapaliny (LLE),
nebo z pevné latky (SLE). Mezi nové¢jsi techniky pro extrakci do kapaliny pak patii
superkriticka fluidni extrakce (SFE) a extrakce za zvysené teploty a tlaku (PLE) [46].

Dal8i moznosti extrakce mykotoxinl je extrakce pevnou fazi (SPE), kdy kapalnd faze
obsahujici mykotoxiny prochazi pevnou imobilizovanou fazi. Na této fazi dojde k zachyceni
téchto mykotoxint, které jsou poté eluovany pomoci vhodného organického rozpoustédla. Jako
pro extrakci mykotoxini je mozné vyuzit fadu sloucenin. Stejné jako u kapalinové
chromatografie se vyuZzivaji riizn¢ dlouhé uhlikaté fetézce, silikagel, alumina nebo iontoménice.
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Pro vétsi selektivitu extrakce se vyuzivd molekularné imprintovanych polymert (MIP) nebo
imunosorbentt [48]. MIP jsou syntetické latky, které byly vytvoreny, aby vazaly pouze jednu
specifickou latku. Dosahuji tedy vysoké selektivity a lze je pouzit k pfecisténi a
zakoncentrovani sledovaného analytu. Polymer je vyroben s navazanou cilovou molekulou,
nebo piedlohou této molekuly. Tato molekula je nasledné odstranéna a MIP je v dasledku
schopen zachytit sledovanou molekulu ve vzorku [49]. Imunosorbenty jsou tvofeny
protilatkami, které jsou imobilizovany na sorbentu, ktery je nejcastéji slozen ze zesitované
agarozy, silikagelu nebo z polymert. Na vyrobu imunosorbentu Ize vyuzit jak polyklonalni, tak
i monoklonalni latky. Vysledné imunosorbenty tak mohou vykazovat specifitu k jednomu nebo
vice analytim [50].

Pro extrakci mykotoxinti 1ze také vyuzit metodu QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe). V piekladu se jedna o rychlou, snadnou, levnou, G¢innou, robustni a
bezpe¢nou metodu pro extrakci mykotoxint. Piivodné byla tato metoda vyvinuta pro extrakci
a stanoveni pesticidl, ale lze ji také vyuzit pro stanoveni skupiny mykotoxinti v riznych
matricich. Prvnim krokem této extrakéni metody je extrakce z kapaliny do kapaliny vyvolana
ptidanim anorganickych soli. Jako kapaliny pro extrakci mykotoxind se vyuziva acetonitril a
voda. Nékteré polarni slozky matrice zUstavaji ve vodné vrstvé, zatimco jsou mykotoxiny
extrahovany do organické faze. Tim dojde ke snizeni matri¢niho efektu. Pfed samotnym
stanovenim pomoci chromatografickych metod je mozné jesté zatadit disperzni SPE (d-SPE)
pro eliminaci matri¢nich efektt a tim zvysit citlivost metody [51].

2.3.3 Analyza

Pro stanoveni mykotoxint se hlavné vyuziva kapalinova chromatografie, pfi niz se jako
detektor vyuziva hmotnostni spektrometr, UV anebo fluorescencni detektor. Dalsi vyuzivanou
metodou na detekci je pak imunochemicka metoda ELISA [52].

e ELISA

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imunochemicka metoda zalozena na
reakci antigenu s protilatkou. Tato metoda je rychla a snadna na pouziti. Stanoveni probiha na
mikrotitracnich destickach a velkou vyhodou je moznost méfeni n€kolika vzorkli zaroven.
Mnozstvi navazaného mykotoxinu se zjisti ptidanim znacCené¢ho antigenu nebo protilatky.
Kvantitativni stanoveni se poté provadi pomoci UV/VIS detekce. Velkou nevyhodou této
metody je jednorazové pouziti mikrotitracnich desti¢ek a moznost stanoveni pouze jednoho
mykotoxinu [53]. Dalsi nevyhodou je cross reaktivita protilatek, kdy tyto protilatky mohou
reagovat s latkou strukturné podobnou latce stanovované. Piikladem pak miize byt cross
reaktivita trichothecenovych mykotoxint jako jsou T-2 toxin, HT-2 toxin a deoxynivalenol
[18].
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e Vysokouc¢inna kapalinovi chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni analytickd metoda, Kter je
zaloZzena na rozdilné distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze, a to fazi mobilni a stacionarni.
Slozky vzorku se mohou integrovat se stacionarni fazi, ¢imz dochazi k jejich zadrzovani
(retenci). Latky se silngjsi interakci se stacionarni fazi jsou vice zadrzovany a jsou ze
stacionarni faze vymyvany (eluovany) pozdéji. Eluce mize byt provedena mobilni fazi o
konstantnim slozeni a elu¢ni silou (isokraticka eluce) nebo mobilni fazi o zvysujici se eluéni
sile (gradientova eluce). V piipadé gradientové eluce dochazi k zméné slozeni mobilni faze ve
prospéch slozky s vétsi eluéni silou. Gradientova eluce je vhodna pro separaci slozek vzorku
s vyrazné odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, kde by byla isokraticka eluce ¢asové
naro¢nd. Mezi nejpouzivanéjsi detektory patii hmotnostni detektor (MS), UV/VIS detektor,
detektor fotodiodového pole (PDA) a fluorescenéni detektor (FLD) [54].

Ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC) je typem kapalinové
chromatografie, ktera se od HPLC 1is$i zejména velikosti pouzitych ¢astic staciondrni faze a
velikostmi tlakli pti kterych tento pfistroj pracuje. Tato separatni metody vyuziva Castic o
rozméru mensim, nez 2 pum ¢imz dojde ke zvysSeni ucinnosti, rozliSeni pikt a zkraceni doby
analyzy. Diky lepsi G¢innosti je mozné vyuziti kratSich kolon S mensimi praméry. Separace na
kolong je poté rychlejsi a nedochazi k tak vysoké spotiebé rozpoustédel pro mobilni fazi.[54].

e Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda zalozena na rozdéleni ionti v plynné fazi
podle poméru jejich hmotnosti a naboje. Tyto ionty jsou pak charakterizovany pomérem m/z,
kde m vyjadiuje hmotnost iontu a z vyjadiuje naboj daného iontu. Hmotnostni spektrometrie
mize poskytovat kvalitativni sloZeni i kvantitativni informaci o0 sloZeni analytu. Hmotnostni
spektrometr se sklada z vakuového systému, vstupu vzorku, iontového zdroje, separatoru iontt
a detektoru iontd [55].

2.3.4 Validace

Validace je ziskani diikazu, ktery poskytuje vysoky stupen jistoty, ze urcitd metoda trvale
poskytuje vysledky odpovidajici pfedem urcené specifikaci [56].

e Selektivita metody
Selektivita metody je definovana jako schopnost metody poskytnout piesnou a spravnou
informaci o kvalitativnim i kvantitativnim sloZeni vzorku i v pfitomnosti interferujicich latek

(matrice). Selektivitu analytické metody lze zjistit porovnanim vysledki standardt s vysledky
vzorku [56].
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e Linearita a rozsah metody

Linearita je schopnost metody poskytnout v daném rozsahu pfijatelnou linearni korelaci
mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. Jedna se o piimou zavislost signalu
na koncentraci analytu. Linearni zavislost lze vyjadfit matematickym vztahem:

y=ax+b,

kde a je smérnice ptimky a b je usek posunuti na ose y. Linearitu miizeme hodnotit pomoci
korela¢niho koeficientu R, kdy tento koeficient udava tésnost vzdjemné zavislosti dvou
nahodnych proménnych. Rozsah metody je uzavieny interval hodnot méfené veli¢iny vzorku,
pro ktery bylo validaci potvrzeno, Ze je v ném metoda aplikovatelna. Dolni hranice tohoto
rozsahu nesmi piesahovat limit kvantifikace (LOQ) metody pro dany analyt [56].

e Limit detekce a kvantifikace

Limit detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky
vyznamné odli$ny od $umu. LOQ je hodnota koncentrace, pro kterou piesnost a Spravnost
stanoveni dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. LOD a LOQ lze vypocitat z poméru signédlu a
Sumu. Pomér signalu a Sumu o hodnoté 3 je povazovan pfijatelny pro ziskani LOD a pomér
signalu a Sumu o hodnoté 10 je ptijatelny pro ziskani LOQ [56].

e Presnost

Ptesnost je definovana jako hodnota udévajici tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi
vysledky zkousek predem specifikovanych podminek. Presnost metody zavisi pouze na
rozdéleni ndhodnych chyb a neni tak zavisla na referencni hodnoté. Pfesnost miizeme vyjadiit
jako relativni smérodatnou odchylku [56].

e Spravnost

Spravnost metody je definovdna jako tésnost shody mezi vysledkem méfeni a pftijatou
referen¢ni hodnotou. Spravnost metody lze zjistit né€kolika zptsoby, kdy nejpouzivané;si
metodou je analyza modelového vzorku a analyza vzorku s ptidavkem standardni latky.
V téchto ptipadech jsou piipraveny sady modelovych vzorku s piidavkem stanovované latky
na minimaln¢ tfech koncentrac¢nich urovnich. Kazda tato koncentracni uroven je analyzovana
tiikrat. Vybrané koncentra¢ni Grovné by mély postihnout cely obsah metody nebo cely
koncentra¢ni rozsah o¢ekavanych koncentraci analytu [56].

2.4 Statistické zpracovani dat
e Shapiro-Wilkiyv test

Shapiro-Wilkuv test urcuje, zda je rozloZeni testovanych dat normalni. Normalni rozlozeni dat
je rozdéleni podle Gaussovy kiivky, kdy se hodnoty proménnych symetricky shlukuji kolem
sttedni hodnoty. Nulovou hypotézou tohoto testu je, Ze data jsou normaln¢ rozloZena.
Alternativni hypotéza pak tvrdi piesny opak. Pokud je po provedeni testu vysledna hodnota
pravdépodobnosti (p-hodnota) vy$si nez hladina vyznamnosti, dochazi k potvrzeni nulové
hypotézy a data jsou normalni. Naopak pokud je p-hodnota niZsi nez hladina vyznamnosti,
dochéazi k zamitnuti nulové hypotézy a plati hypotéza alternativni [57].
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e Parovy (Studentiv) T test

Parovy T test se pouziva k porovnani mediana dvou skupin. Tento test je fazen do skupiny
parametrickych metod, u nichz je nutné dodrZet normalitu rozdéleni dat u obou skupin. Obé
skupiny musi mit také stejné odchylky. V piipadé, Ze tyto podminky nejsou dodrZeny, je nutné
pouzit neparametrické testovaci metody. T test lze jesté rozd€lit na dva typy, a to na test dvou
nezavislych, nebo zavislych skupin. Nulovou hypotézou T testu je, ze medidny dvou skupin
jsou stejné. Je-li p-hodnota vy$si nez hladina vyznamnosti, miZeme nulovou hypotézu
povazovat za spravnou. Pfi opa¢né situaci pak plati hypotéza alternativni [58].

e Mann-Whitneyho U test

Mann-Whitneyho U test je vyuZzivan k porovnani mediant dvou skupin. Jednd se o
ekvivalent Studentova T testu, jenz se pouziva pro skupiny dat, které nejsou normalné
rozlozené. Nulova hypotéza je stejnd jako u Studentova T testu, a to ze mediany dvou
testovanych skupin jsou stejné [59].

e Shlukova analyza

Shlukova analyza je obecny nédzev pro fadu matematickych metod, které je mozné vyuzit,
abychom zjistili, které data si jsou podobna. Shlukovani Ize d¢€lit na hierarchické, kdy se vytvari
systém mnoZin a podmnoZin, a na nehierarchické shlukovani. Hierarchicky miZeme shlukovat
nékolika zpusoby. Jednim z téchto zpiusobt je Wardova metoda, ktera vychazi z analyzy
rozptylu a vyuziva druhych mocnin odchylek objektt od stiedu shluku [60].

e Analyza hlavnich komponent

Tato vicerozmérna analyticka technika analyzuje datovou tabulku obsahujici pozorovani,
ktera jsou popsana né€kolika vzajemné korelovanymi kvantitativnimi zavislymi. Cilem této
metody je extrahovat informace ztéto tabulky a vytvofit novou sadu ortogonalnich
proménnych, jez budou tato data reprezentovat. Tato metoda pak zobrazi vzor podobnosti
pozorovani a proménnych jako body na mapach [61].

e Korela¢ni analyza

Korela¢ni analyza patii k nejpouzivanéj§im statistickym postuptim. Tato metoda analyzuje
soubor dat dvou proménnych a zjist'uje, jestli spolu koreluji. Vysledkem je korelacni koeficient,
ktery ma hodnotu mezi -1 a 1. Hodnoty blizici se k -1 a 1 nam urcuji silnou korela¢ni zavislost.
Naopak hodnoty blizici se k0 ndm vykazuji slabou korelaci proménnych. Znaménko
korelacniho koeficientu ndm pak urcuje pozitivni nebo negativni korelaci téchto proménnych
[62].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii a standarda

Tabulka 6. Seznam pouzitych chemikalii

Nazev M, [g'mol™] CAS Vyrobce Cistota [%6]
Aceton 58,08 67-64-1 VWR LC-MS
Acetonitril (ACN) 41,05 75-05-08 Sigma-Aldrich LC-MS
Dimethylsulfoxid (DMSQO) 78,13 67-68-1 Sigma-Aldrich > 99,9
Hydroxid sodny 39,997 1310-73-2 Lach-Ner > 98,0
Kyselina citrénova 192,12 77-92-9 Sigma-Aldrich >99,5
Kyselina mraven¢i (HCOOH) 46,025 64-18-6 VWR LC-MS
Kyselina octova (CH;COOH) 60,05 64-19-7 VWR LC-MS
Methanol (MeOH) 32,042 67-56-1 Sigma-Aldrich LC-MS
Octan amonny (CH;COONHL,) 77,08 631-61-8 Sigma-Aldrich LC-MS
Propan-2-ol (IPA) 60,10 67-63-0 VWR LC-MS
Tabulka 7: Seznam pouzitych standardii pro vybrané mykotoxiny
Mykotoxin M [gmol’]  CAS K?ﬂgﬂtrrﬁce Vyrobee v%/ig]bi/
Aflatoxin B1 312,3 1162-65-8 2
Aflatoxin B2 314,3 7220-81-7 0,5 . .
Aflatoxin G1 328.3 1165-39-5 2 ST AT
Aflatoxin G2 330,3 7241-98-7 0,5
Fumonisin B1 721,8 116355-83-0 50 . .
Fumonisin B2 7058  116355-84-1 50 Sigma-Aldrich AT
Fumonisin B3 705,8 136379-59-4 50 Romer Labs AT
Zearalenone 318,4 17924-92-4 100 Sigma-Aldrich AT
o-Zearalanol 322,4 26538-44-3 10 Sigma-Aldrich AT
B-Zearalanol 322,4 42422-68-4 10 Sigma-Aldrich AT
a-Zearalenol 320,4 36455-72-8 10 Sigma-Aldrich AT
B-Zearalenol 320,4 71030-11-0 10 Sigma-Aldrich AT
Ochratoxin A 403,8 303-47-9 10 Romer Labs AT
Ochratoxin B 369,4 4825-86-9 10 Romer Labs AT
Deoxynivalenol 296,3 51481-10-8 100 Sigma-Aldrich AT
Deoxynivalenol-3- 4585  131180-21-7 50 Sigma-Aldrich AT
glucosid
3-acetyldeoxynivalenol 338,4 50722-38-8 100 Sigma-Aldrich AT
15-acetyldeoxynivalenol 338,4 88337-96-6 100 Sigma-Aldrich AT
Diacetoxyscirpenol 366,4 2270-40-8 100 Sigma-Aldrich AT
Fusarenon X 354,4 23255-69-8 100 Sigma-Aldrich AT
T-2 toxin 466,5 21259-20-1 100 Sigma-Aldrich AT
HT-2 toxin 4245 26934-87-2 100 Sigma-Aldrich AT
Nivalenol 312,3 23282-20-4 100 Romer Labs AT
Citrinin 250,3 518-75-2 100 Sigma-Aldrich AT
Neosolaniol 382,4 36519-25-2 100 Sigma-Aldrich AT
Sterigmatocystin 324,3 10048-13-2 100 Sigma-Aldrich AT
Cytochalasin E 495,6 36011-19-5 >908 %* Sigma-Aldrich IL

*Vzorek byl dodan v pevném skupenstvi, u ktereho byla uvedena ¢istota v %
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Deionizovana voda byla piipravena pomoci pfistroje Aqua Osmotic typ 06 (Tisnov, Ceska
republika). Kvalita vody byla ovéfena pomoci konduktometru, pficemz vodivost nepiesahla
hodnotu 0,06 uS-cm™.

3.2 Seznam laboratornich pomicek
e Analytické vahy (Denver Instrument)
e Predvazky (Sartorius)
e Ultrazvukova lazen (EIma)
e pH metr (Mettler Toledo)
e Vakuovy manifold (Supelco Visiprep)

e Vakuova odparka (IKA)

e Vortex (IKA)
e 11+Myco MS-PREP®

Komeréné dostupna kolonka 11+Myco MS-PREP® je vyuZivana na extrakci, piedisténi a
zakoncentrovani mykotoxini z riznych druh potravin a krmiv. Tato kolonka funguje na
principu monoklonalni antigenni technologie. Monoklonalni antigenni latky jsou zachyceny
Vv gelové vrstveé kolonky, kterou prochdzi kapalny vzorek. Na tyto monoklonalni 1atky se navazi
mykotoxiny, které jsou pomoci elu¢niho rozpoustédla vyextrahovany z kolonky. Hodnoty
validac¢nich parametr, jako je piesnost, spravnost, LOD a LOQ jsou uvedeny na strankach
vyrobce nebo v piibalovém letaku [63].

3.3 Popis analyzovanych vzorki

Pro analyzu mykotoxinti byly vybrany komeréné dostupna svétla piva typu lezdk. Analyzovana
piva byla vyrobena ve 13 evropskych zemich, kdy hlavnimi surovinami pro jejich vyrobu byl
jecny slad, voda, chmel a kvasinky. U nékterych testovanych piv byla ¢ast je¢ného sladu
nahrazena levnéjsi slozkou, jako je kukufice, glukdza nebo pSenice. Mimo zemi vyroby a
slozeni piva byl také zaznamenan obsah alkoholu v piv€, objem a typ nadoby, ve které bylo
pivo zakoupeno.

Celkove bylo na obsah mykotoxinti analyzovano 89 vzorkii spodné kvaSenych piv (lezaki).
Tyto vzorky byly zakoupeny v obchodni siti v Ceské republice. Nejvice analyzovanych vzork
bylo vyrobeno v Ceské republice (37), ve Spolkové republice Némecko (10) a ve Slovenské
republice (7). V Italské republice, Polské republice a Rumunsku bylo vyrobeno 6 vzorku piv.
V Béloruské republice bylo vyrobeno 5 vzorkd a v Bosné a Hercegoviné byly vyrobeny 4
vzorky. V Nizozemsku, Mad’arské republice a Recké republice byly vyrobeny 2 vzorky.
Z ruské federace a Slovinské republiky pochazel 1 vzorek. Kompletni seznam analyzovanych
vzorki piv je uveden v ptiloze 8.1.

3.4 Extrakce

Pro extrakci mykotoxinli byla vyuZzita komeréné dostupnd imunoafinitni kolonka (IAC)
11+Myco MS-PREP® (R-Biopharm, Némecko). P¥iblizng 50 ml vzorku piva bylo odplynéno
pomoci ultrazvukové 1azné a pH piva bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci 2M hydroxidu
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sodného. Na imunoafinitni kolonku bylo naneseno 25 ml piva a s vyuzitim vakuového
manifoldu bylo pivo prokapéavano kolonkou rychlosti 1 kapka za sekundu. Po prokapani vzorku
piva byla kolonka promyta 20 ml deionizované vody rychlosti 1 kapky za sekundu. Po promyti
nasledovala eluce mykotoxinii do srdcovité sklenéné banky. Eluce byla provedena 2 ml
100% MeOH rychlosti 1 kapky za 2 sekundy, kdy pfed dokoncenim eluce methanolem byl
zatazen krok zpétného proplachnuti (backflushing) pomoci plastové injekeni stiikacky
s ndstavcem. Kolonky byla promyta 1,5 ml deionizované vody rychlosti 1 kapky za 2 sekundy.
Vzorek v srdcovité sklenéné barnce byl odpafen na vakuové odparce a rozpustén 1 ml 10%
MeOH. Srdcovita barika s rozpusténym vzorkem byla michana pomoci vortexu 20 s, aby doslo
k ptechodu veskerych mykotoxinii zachycenych na sténé¢ srdcovité banky do roztoku
10% MeOH. Veskery roztok v srdcovité bance byl preveden do sklenéné vialky na analyzu
mykotoxint.

V ramci extrakce mykotoxintt pomoci kolonky 11+Myco MS-PREP® probéhla optimalizace
objemu elu¢niho c¢inidla. Do piva BLANK byl pifidan spike 1 ml smésného standardu
mykotoxinti o koncentraci 100 ng'ml?* (FB1, FB2, FB3, ZEA, DON, DON-3G, 3-ADON,
15-ADON, DAS, FUS-X, T-2, HT-2, NIV, NEO, STE, CYT-E), 20 ng'ml! (OTA, OTB,
0-ZAL, B-ZAL, a-ZOL, B-ZOL) 4 ng-ml™* (AFB1, AFG1) a 1 ng'ml™* (AFB2, AFG2). Vzorek
byl extrahovan podle vyse uvedeného postupu na kolonce 11+Myco MS-PREP®, kdy byla eluce
mykotoxinti rozdélena do 6 jednotlivych frakci o celkovém objemu 3 ml 100% MeOH. Objem
prvni frakce byl 1,5 ml MeOH a frakce 2-6 mély objem 0,5 ml MeOH.

Odplynéni vzorku Uprava pH Extrakce
25 ml 20 mI 2ml 15m|
Vzorek MeOH

N ; , [

Eé Odpad  Odpad
3-4
1ml Eé
lm% MeOH =
Méteni na LC-MS N
i - 4
@

Rozpusténi rezidui Odpateni rozpoustédla

Obrézek 9: Schéma extrakce mykotoxinii
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3.5 Parametry LC-MS

Pro stanoveni mykotoxin@ v pivech byl pouzit kapalinovy chromatograf Waters Acquity ™
H-Class Plus UPLC® spojeny s hmotnostni spektrometr Xevo TQ-S Micro s ionizaci
elektrosprejem (ESI). Ziskani a zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu MassLynx™
verze 4.2 a programu QuanLynx® verze 4.2. Chromatograficka separace byla provedena na
kolon& Waters Acquity UPLC® BEH C18 1,7 um (2,1 x 100 mm). Teplota kolony byla 40 °C.
Eluce byla provedena s vyuzitim gradientu, ktery udava Obrazek 10. Pritok mobilni faze byl
0,4 ml-mint a objem nastiiku vzorku 10 pl Vv nastfikovém rezimu FTN (z anglického flow
through needle). Mobilni faze se skladala z eluentu A (1 mM octan amonny + 0,5% kyselina
octova + 0,1% kyselina mravenéi ve vod¢€) a eluentu B (0,5% kyselina octova + 0,1% kyselina
mraven¢i V MeOH). Proplach jehly byl proveden roztokem 7,44 mM kyseliny citrénové ve
vodé: ACN : TPA : MeOH: aceton: DMSO (37:19:19:9:9:7). Proplach tésnéni byl proveden
roztokem 10% IPA.

Kapilarni napéti iontového zdroje bylo nastaveno na napéti 30 kV, teplota zdroje Cinila
120 °C a teplota desolvatace byla nastavena na hodnotu 450 °C. Jako kolizni plyn byl vyuzit
argon a dusik byl aplikovany jako sprejovaci plyn. Pritok kuzelového plynu ¢inil 100 dm3-ht
a pritok desolva¢niho plynu byl 800 dm3-h. Pro stanoveni mykotoxint byl pouzit hmotnostni
spektrometr v modu MRM (multiple-reaction monitoring), kde byly sledovany dva ptechody
pro dany mykotoxin.
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Obréazek 10: Graf slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy

Tabulka 8 udavéa reten¢ni ¢asy jednotlivych mykotoxini. Dale jsou v této tabulce uvedeny
formy prekurzorovych ionti a jejich hodnoty poméru m/z. V tabulce jsou také uvedeny poméry
m/z produktovych iontd vzniklé srazkami s koliznim plynem. Tyto vzniklé ionty byly pouzity
na kvalifikaci a kvantifikaci méfeného mykotoxinu, kdy produktovy iont oznaceny tu¢né byl
pouzit na kvantifikaci mykotoxinu. Druhy iont byl pak pouZit na kvalifikaci mykotoxinu.
Tabulka 8 obsahuje také kolizni energie potiebné pro vznik produktovych iontu.
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Tabulka 8: Retencni casy a parametry iontii pri detekci na MS

. Reten¢ni ¢as L Produktovy Kolizni
Mykotoxin [min] Prekurzorovy iont (m/z) ion (m/2) energie [eV]
285,00 23
Aflatoxin B, 8,83 [M+H]" 31320
241,10 36
259,00 28
Aflatoxin B 54 M + H]* 15, ’
atoxin B> 8,5 [ ] 315,00 287.00 25
243,00 26
Aflatoxi 2 M + H]* 29, ’
atoxin Gz 8,25 [ ] 329,00 263,00 26
245,05 30
Aflatoxi 7, M + H]* 1, ’
atoxin Gz 93 [ ] 331,05 313.20 25
334,20 40
R 10, M + H]* 722,4 ’
umonisin By 0,36 [ ] 0 352.20 38
318,20 40
Fumonisin B 11,27 M + H]* 706,4 ’
umonisin B; [ ] 06,40 336.20 40
> 336,40 37
F B 1 ] M + H ’ 7 ’
umonisin Bs 0,88 [ ] s 318,50 38
185,00 23
Z I 11’ M + H + 1 ,2 ’
earalenone 09 [ ] 319,20 187,00 19
277,10 15
—zearalanol 10,73 M + H]* 323,20 ’
a-zearalano [ ] 305,20 7
277,10 15
-zearalanol 10,11 M + H]* 323,20 ’
B-zearalano [ ] 305,20 7
286,30 11
- + ’ ,
a-zearalenol 10,89 [M +H] 322,40 304,30 7
285,30 11
- + * ,
B-zearalenol 10,33 M+H] 321,30 303,30 7
_ N 221,00 36
+
Ochratoxin A 11,21 [M+H] 404,10 239,00 25
_ 205,20 9
Ochratoxin B 10,43 [M +H]" 370,10
187,10 9
- N 231,10 13
Deoxynivalenol 3,10 [M+H] 297
249,10 10
_ N 427,20 18
Deoxynlvalgnol 3 3,75 [M +HCOO] 503,20
glucosid 457,20 13
_ N 137,00 15
3-acetyldeoxynivalenol 7,06 M+ H] 339,20
231,10 12
_ . 261,10 10
15-acetyldeoxynivalenol 7,13 [M+H] 339,20
279,10 12
- - N 229,20 16
Diacetoxyscirpenol 9,05 [M + NH,] 384,30
307,30 10
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Tabulka 8: Retencni casy a parametry iontii pri detekci na MS (pokracovani)

; Retencni ¢as . Produktovy Kolizni
Mykotoxin [min] Prekurzorovy iont (m/z) ion (m/z) energie [6V]
Fusarenon X 5,89 [M+ H] 355 20 229,10 15

| ’ 247,10 13
T-2 toxin 10,71 [M + NH4] 484,95 185,00 22
| ’ ’ 215,15 22
HT-2 toxin 10,09 [M + NH4]* 442 17 215,13 12
| ‘ | 263,15 12
Nivalenol 168 [M + H]* 31320 175,10 20
’ ! 205,10 g
Citrinin 9,66 [M+H] 951 10 191,00 25
’ ! 205,10 25
Neosolaniol 6,50 [M + NHq] 400,30
305,30 12
253,10 39
Sterigmatocystin 11,26 [M + HJ* 325,20
281,10 36
i X 416,30 12
Cytochalasin E 11,06 [M + NH4] 513,30
434,30 12
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3.6 Validace metody

3.6.1 Kalibrace mykotoxini

Pro kalibraci byly pouzity standardy mykotoxind, ze kterych byl ptipraven z&sobni smésny
standard o koncentraci, které udavé Tabulka 9. Tabulka 9 také obsahuje rozsahy kalibra¢nich
roztoki, které byly pfipraveny fedénim smésného standardu mykotoxint do vialek na analyzu
mykotoxind.

Tabulka 9: Koncentrace kalibracnich roztokii pro méreni rozsahu a linearity kalibrace

Koncentrace ve smésném  Rozsah kalibraénich

Mykotoxin roztoku [ng-m1?] roztoki [ng-ml]
Aflatoxin B 20 0,002-20
Aflatoxin B; 5 0,0005-5
Aflatoxin G; 20 0,002-20
Aflatoxin G; 5 0,0005-5
Fumonisin B, 1000 0,1-1000
Fumonisin B; 1000 0,1-1000
Fumonisin Bs 1000 0,1-1000
Zearalenone 1000 0,1-1000
a-zearalanol 40 0,004-40
[3-zearalanol 40 0,004-40
a-zearalenol 40 0,004-40
[B-zearalenol 40 0,004-40
Ochratoxin A 40 0,004-40
Ochratoxin B 40 0,004-40

Deoxynivalenol 1000 0,1-1000
Deoxynivalenol-3-glucosid 1000 0,1-1000
3-acetyldeoxynivalenol 1000 0,1-1000
15-acetyldeoxynivalenol 1000 0,1-1000
Diacetoxyscirpenol 1000 0,1-1000
Fusarenon X 1000 0,1-1000

T-2 toxin 1000 0,1-1000

HT-2 toxin 1000 0,1-1000
Nivalenol 1000 0,1-1000
Citrinin 1000 0,1-1000
Neosolaniol 1000 0,1-1000
Sterigmatocystin 1000 0,1-1000
Cytochalasin E 1000 0,1-1000
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3.6.2 Limit detekce a kvantifikace

Do piva BLANK byl pfidan spike 1 ml smésného standardu mykotoxinii o koncentraci
100 ng-ml* (FB1, FB2, FB3, ZEA, DON, DON-3G, 3-ADON, 15-ADON, DAS, FUS-X, T-2,
HT-2, NIV, NEO, STE, CYT-E), 20 ng'ml? (OTA, OTB, o-ZAL, B-ZAL, a-ZOL, B-ZOL)
4 ng'ml™? (AFB1, AFG1) a 1 ngml? (AFB2, AFG2). Byla provedena extrakce na kolonce
11+Myco MS-PREP®. Ziskany roztok byl poté fedén v poméru 1:1 s 10% MeOH az do
vymizeni signalu méteného na piistroji UHPLC-MS/MS.

Z méteni limitu detekce a kvantifikace byly vybrany takové vysledky, pti kterych byl pomér
signalu a Sumu v¢&tsi nez hodnota 10. Z této koncentrace byl poté vypocitan LOQ pro jednotlivé
mykotoxiny podle vzorce:

c
LOQ= f,-—=-10[ng-dm™3],
Q= fag 73 [ng ]

kde f; je faktor ziedéni postupu extrakce (0,04), ¢ je koncentrace mykotoxinu a S/S je pomér

signalu a Sumu.

Z namétené koncentrace, kterd méla hodnotu poméru signalu a Sumu vétsi nez 10, byla
vypocitana hodnota LOD pro jednotlivé mykotoxiny podle vzorce:
c
LOD = f,-—=-3[ng-dm™3],
fo5 73 [ng ]
kde f; je faktor ziedéni postupu extrakce (0,04), ¢ je koncentrace mykotoxinu a S/S je pomér
signalu a Sumu.

3.6.3 Presnost a spravnost

Byly vytvofeny smésné standardni roztoky o koncentraci mykotoxinu, které uvadi Tabulka 10.
Do piva BLANK byl pfidan spike 1 ml roztoku 1 a vzorek byl extrahovéan na kolonce 11+Myco
MS-PREP® a zméfen na pfistroji UPLC-MS/MS. Tato extrakce byla provedena tikrat pro
vSechny tii roztoky. Extrakce mykotoxint byla také provedena pro BLANK piva bez pridani
spiku mykotoxind. Pfesnost metody byla vypocitana jako rozdil priiméru naméienych hodnot
a hodnoty namétené v BLANKU piva, podélend koncentraci spiku.

C, —c
Spravnost = vorek “BLANK . 100 [%]

Cspike

Pro kazdou ze tfi koncentraci byla vypocitdna smérodatna odchylka pomoci programu Excel
a relativni smérodatna odchylka pomoci vzorce:

RSD = oD %
~ Spravnost [%]
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Tabulka 10: Koncentrace mykotoxinii v roztocich pro spikovani piva /ng-ml™*]

Koncentrace v

Koncentrace v

Koncentrace v

Mykotoxin roztoku 1 roztoku 2 roztoku 3
Aflatoxin B; 4 0,4 0,04
Aflatoxin B; 1 0,1 0,01
Aflatoxin G; 4 0,4 0,04
Aflatoxin G, 1 0,1 0,01
Fumonisin B 100 10 1
Fumonisin B; 100 10 1
Fumonisin Bs 100 10 1
Zearalenone 100 10 1
a-zearalanol 25 10 1
[3-zearalanol 25 10 1
a-zearalenol 25 10 1
[3-zearalenol 25 10 1
Ochratoxin A 20 2 0,2
Ochratoxin B 20 2 0,2

Deoxynivalenol 100 25 5
DeoxynlvalgnoI-B- 100 10 1
glucosid
3-acetyldeoxynivalenol 100 10 1
15-acetyldeoxynivalenol 100 10 1
Diacetoxyscirpenol 100 10 1
Fusarenon X 100 10 1
T-2 toxin 100 10 1
HT-2 toxin 100 10 1
Nivalenol 100 10 1
Citrinin 100 10 1
Neosolaniol 100 10 1
Sterigmatocystin 100 10 1
Cytochalasin E 100 10 1
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace extrakce

Z namé&fenych koncentraci pfi optimalizaci eluce byly vypocitany jejich procentualni podily
v jednotlivych frakcich. Frakce 4-6 jiz neobsahovaly zadné mykotoxiny. Pro eluci aflatoxinu,
ZEA a jeho metabolittl, trichothecentl a sterigmatocystinu bylo zjisténo, ze 1,5 ml methanolu
(Frakce 1) je dostacujici pro eluci, kdy procentudlni téchto mykotoxini ve Frakci 1 se
pohybovaly od 99,5 % do 100 %. U mykotoxini OTA a OTB bylo prvnim podilem methanolu
eluovano 95,8-96.,4 % veskerého analytu. U fumonisini bylo toto procento nizsi a dosahovalo
hodnot 90,9-91,0 %. V piipadé vyuziti druhé frakce methanolu (celkové 2 ml) bylo u
mykotoxini OTA a OTB dosazeno eluce veskerého mykotoxinu z kolonky. U fumonisini by
se procento eluovanych mykotoxini dostalo k hodnotdm 98,9-99.9 %. Na zaklad¢ téchto
vysledki bylo rozhodnuto pouzivat pro eluci mykotoxini z kolonky 11+Myco MS-PREP® 2 ml
methanolu misto 1,5 ml udavanych vyrobcem. Vysledné procentualni podily mykotoxini FBI1,
FB2, FB3, OTA a OTB v jednotlivych frakcich udava Obréazek 11.
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Obrézek 11: Procentudlni koncentrace fumonisinit a ochratoxinu v jednotlivych frakcich
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4.2 Validace

4.2.1 Kalibraé¢ni krivky mykotoxint

Z vysledkii méfeni kalibracnich roztoki pro 27 mykotoxinti byly v programu Excel vytvoieny
kalibra¢ni kiivky. Byly tak ziskany rovnice regrese pro jednotlivé mykotoxiny a kalibracni
rozsahy pro tyto mykotoxiny, které obsahuje Tabulka 11. K jednotlivym rovnicim regrese byly

také vypocitany korela¢ni

koeficienty. Nejnizsi

korela¢ni

koeficient vySel 0,9954

(fumonisin B»), ktery nam udava, ze kvalita regresniho modelu je 99,54 %. Tato hodnota je
dostate¢n¢ vysoka, abychom mohli povazovat tento model za linearni. Timto zptisobem byla

ovéfena linearita u vSech métenych mykotoxinti v daném kalibra¢nim rozsahu.

Tabulka 11: Kalibracni rozsahy a rovnice regrese pro mérené mykotoxiny

Kalibracéni rozsah

Mykotoxin Rovnice regrese [ng-ml] Korela¢ni koeficient (R?)
Aflatoxin B; 8173,0x — 187,8 0,002-10 0,9999
Aflatoxin B, 4625,8x — 25,5 0,025-2,5 0,9999
Aflatoxin G; 3885,9x — 16,2 0,01-10 0,9999
Aflatoxin G, 2294,5x + 27,8 0,025-2,5 0,9996
Fumonisin B, 267,2x — 741,6 0,5-200 0,9979
Fumonisin B; 313,2x -1433,2 0,5-200 0,9954
Fumonisin Bs 542,2x — 1279,0 0,1-200 0,9971
Zearalenone 992,5x —199,0 0,5-200 0,9999
a-zearalanol 19,5x — 3,8 0,4-40 0,9999
[-zearalanol 460,6x — 31,3 0,2-40 0,9999
o-zearalenol 156,6x — 162,0 2,0-40 0,9977
[-zearalenol 830,7x + 280,5 0,2-20 0,9992
Ochratoxin A 1394,5x — 112,6 0,04-8 0,9972
Ochratoxin B 650,0x + 22,3 0,2-20 0,9994

Deoxynivalenol 167,7x + 190,4 0,1-200 0,9997
Deoxynivalenol-3-glucosid 45x -13,5 0,5-500 0,9997
3-acetyldeoxynivalenol 85,2x + 61,8 0,5-500 0,9998
15-acetyldeoxynivalenol 168,6x + 189,0 0,5-200 0,9995
Diacetoxyscirpenol 3329,6x — 3207,4 0,1-1000 0,9999
Fusarenon X 66,3x + 128,3 1-1000 0,9999

T-2 toxin 3298,0x — 1339,1 0,1-1000 0,9998

HT-2 toxin 1047,4x — 669,8 0,5-200 0,9999
Nivalenol 29,4x + 83,1 1-500 0,9999
Citrinin 1191,4x — 2994,7 1-1000 0,9999
Neosolaniol 1581,5x + 48,5 0,1-500 0,9999
Sterigmatocystin 934,6x + 510,4 0,5-200 0,9998
Cytochalasin E 794.,6x — 2699,7 1-200 0,9981
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4.2.2 Limity detekce a kvantifikace

Tabulka 12 nam udava vypocitané hodnoty LOD a LOQ. Lze také pozorovat, ze metoda
stanoveni je mén¢ citlivejsi pro metabolity mykotoxint, kdy LOD a LOQ pro mykotoxiny o-
ZAL, B-ZAL, a-ZOL, OTB, 3-ADON a HT-2 byly vyssi nez jejich prekurzory. Pouze u
metabolitu B-ZOL byly LOD a LOQ nizs$i nez pro jeho prekurzor ZEA.

Tabulka 12: Hodnoty limitii detekce a kvantifikace pro mérené mykotoxiny [ng-dm]

Mykotoxin LOD LOQ
Aflatoxin B 0,1 0,4
Aflatoxin B; 0,3 1,1
Aflatoxin G; 0,1 0,4
Aflatoxin G; 0,2 0,8
Fumonisin B; 3 10
Fumonisin B; 8 25
Fumonisin Bs 7 24
Zearalenone 10 32
a-zearalanol 28 93
[-zearalanol 12 39
a-zearalenol 50 167
[3-zearalenol 7 23
Ochratoxin A 2 8
Ochratoxin B 15 51
Deoxynivalenol 6 18
3-acetyldeoxynivalenol 8 27
T-2 toxin 1 4
HT-2 toxin 8 28

4.2.3 Presnost a spravnost

Pfesnost a spravnost stanoveni mykotoxini byla méfena na tfech koncentra¢nich hladinéch,
které uvadi Tabulka 10.

Spravnost byla pocitana pro vSechny tii koncentrace méteni daného mykotoxinu. Vysledna

cvwr

dany mykotoxin. Hodnoty spravnosti udava Tabulka 13.

Vytéznost analytické metody byla vypocitdna jako priamér tfi hodnot ziskanych z méfeni
spravnosti metody. Hodnoty vytéZznosti mykotoxinli, pro které byla kolonka selektivni, se
pohybovaly od hodnot 72,16 % do 101,05 %.

Z tif vypocitanych RSD pro kazdy mykotoxin pak byla vybrana nejvyssi vypocitana
hodnota. Vyssi hodnoty odchylek byly zpravidla u méfeni spravnosti pfi nizsich koncentracich,
kdy mald zména koncentrace pak zpiisobuje vysSi hodnotu SD a RSD. Piesnost stanoveni
mykotoxinu odpovida hodnotdm SD a RSD. Hodnoty SD a RSD neptesahly 16,43 %. Z téchto
hodnot lze usuzovat, Ze metoda extrakce a stanoveni mykotoxinil v pivech je dostate¢né presna
pro stanoveni mykotoxin, pro které je kolonka 11+Myco MS-PREP® selektivni.

Z hodnot spravnosti Ize zjistit specifitu kolonky 11+Myco MS-PREP® pro extrakci daného
mykotoxinu. Bylo zji§téno, Ze kolonka je vhodna pro extrakci 18 mykotoxint, a to AFBI,
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AFB2, AFG1, AFG2, FBI, FB2, FB3, ZEA, o-ZAL, B-ZAL, a-ZOL, B-ZOL, OTA, OTB,
DON, 3-ADON, T-2 toxinu a HT-2 toxinu.

Bylo také zjisténo, ze pti extrakci dojde k zachyceni 21,8 az 29,9 % mykotoxinu STE. To
muze byt zptisobeno podobnou chemickou strukturou STE a mykotoxintit AFB1, AFB2, AFG1
a AFG2. Je tak pravdépodobné, Ze dojde k zachyceni mykotoxinu STE do vazebnych mist
kolonky ur¢enych pro aflatoxiny. Pfi samotném méfeni pak miize velkd koncentrace tohoto
mykotoxinu snizovat vytéznost a spravnost metody pro aflatoxiny.

Imunoafinitni kolonku nelze pouzit ke stanoveni mykotoxini DON-3G, 15-ADON, DAS,
FUS X, NIV, CIT, NEO, STEaCYT E.

Tabulka 13: Vysledné hodnoty sprdavnosti, vytéznosti a presnosti

Mykotoxin Spravnost [%]  Vytéinost [%] RSD [%]
Aflatoxin B1 65,7-83,5 75,1 15,2
Aflatoxin B2 80,7-101,0 90,4 8,4
Aflatoxin G1 73,6-74,8 74,2 15,1
Aflatoxin G2 71,1-81,7 75,0 2,8
Fumonisin B1 83,8-108,6 99,2 13,6
Fumonisin B2 86,0-109,4 100,0 14,4
Fumonisin B3 93,6-102,0 98,7 13,8
Zearalenone 73,2-78,2 76,3 9,4
a-zearalanol 83,4-93 4 88,4 8,2
[-zearalanol 75,8-88,5 83,0 8,6
o-zearalenol 70,4-74,7 72,9 16,3
[-zearalenol 73,6-78,7 76,7 4,8
Ochratoxin A 81,6-110,8 93,1 12,1
Ochratoxin B 94,3-106,0 101,0 16,0

Deoxynivalenol 68,1-79,2 72,2 7.3
Deoxynivalenol-3-glucosid - - -
3-acetyldeoxynivalenol 80,5-100,0 88,1 15,2

15-acetyldeoxynivalenol -
Diacetoxyscirpenol — - _
Fusarenon X - -

T-2 toxin 88,4-94,6 91,7 9,7

HT-2 toxin 82,5-86,6 85,1 7,8
Nivalenol - - -
Citrinin - - -
Neosolaniol - - -

Sterigmatocystin 21,8-29,9 26,8 50

Cytochalasin E - - -
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4.3 Obsah mykotoxini v pivech

Byla vytvofena popisna statistika pro jednotlivé mykotoxiny v evropskych pivech a pivech
Ceskych. V této popisné statistice byly uréeny minimalni a maximalni koncentrace mykotoxint,
které byly stanoveny v pivech. Byly také vypocitany prvni kvartily, mediany, téeti kvartily a
procentudlni zastoupeni pozitivnich vzorkll pro tyto mykotoxiny. Pro vypocet pozitivnich
vzorki byla vyuZita i piva, ktera obsahovala obsah mykotoxint v rozmezi od LOD po LOQ. U
mykotoxinu AFB1, AFG1 a 3-ADON se jednalo jedno pivo. U tii piv byla zjisténa koncentrace
mykotoxinu FB1 mens$i nez LOQ. U mykotoxinu FB2 se jednalo o &tyfi vzorky piva
s koncentraci pod hodnotou LOQ. Pét vzorki piva obsahovalo mykotoxin ZEA o koncentraci
nizsi nez LOQ. Devét vzorkl piva obsahovalo koncentraci mykotoxinu f-ZOL nizsi nez LOQ.
Nejvice vzorka s obsahem mykotoxinli pod LOQ bylo zjisténo pro mykotoxin OTA, kde se
jednalo o 16 vzorki piva.

Byly také pridany popisné statistiky pro sumy fumonisini (3, FUMO), sumy DON a 3-ADON
(3. DON) a sumy toxint T-2 a HT-2 (3. T-2, HT-2). Tyto hodnoty jsou nezbytné pro nasledny
vypocet tolerovatelného denniho piijmu (TDI).

Koncentrace AFB1 u evropskych piv se pohybovala od 0,4 do 8,8 ng-dm™=, pficemz tento
mykotoxin byl nalezen v 15 z 52 evropskych piv (29 %). Tento mykotoxin byl detekovan ve 3
z 37 ceskych piv (8,1%), kdy naméfené koncentrace tohoto mykotoxinu byly
0,9-9,4 ng-dm™. Mykotoxin AFBI1 se tak vyskytoval zhruba 3,5krat Gasté&ji u piv evropskych
nez u piv ¢eskych. To mohlo byt zptsobeno i tim, Zze 15 z 52 evropskych piv bylo vyrobeno za
pridani kukufice, ale zadné Ceské pivo nebylo vyrobeno s piidavkem kukufice. Tento
mykotoxin se vyskytoval u 87 % piv vyrobenych za piidani kukutice (13/15) a pouze u 5 % piv
vyrobenych bez pfidani kukufice (4/74). Mykotoxiny AFB2 a AFG1 byly detekovany pouze
v jednom pivu. Jednalo se 0 pivo s ozna¢enim RO 2. Obsah mykotoxinu AFB2 byl nizsi nez
LOQ a obsah AFGI byl 1 ng:dm®. Mykotoxin AFG2 se nevyskytoval v zadném z
analyzovanych vzorka.

Z celkového poctu 52 evropskych piv byl FB1 byl stanoven v 33 pivech (64 %) koncentrace
tohoto mykotoxinu se v evropskych pivech pohybovala od 16,5 ng-dm™ do 17598 ng-dm™. U
Ceskych piv se tento mykotoxin vyskytoval v 18 pivech z 37 (49 %), kdy minimalni koncentrace
stanovena v ¢eském pivé byla 33 ng-dm™ a maximalni koncentrace byla 573 ng-dm™. FB2 byl
nalezen ve 3 vzorcich z 37 u ¢eskych piv (8 %) a v 14 vzorcich z 52 u evropskych piv (27 %).
Stanovené koncentrace pro FB2 se pohybovaly od 38 ng-dm™ do 115 ng-dm™ v &eskych pivech
a od 51 ng-dm™ do 1969 ng-dm™ v evropskych pivech. Mykotoxin FB3 byl detekovan ve 4
vzorcich ¢eskych piv, kdy ve 3 vzorcich jeho koncentrace byla nizsi nez LOQ. Koncentrace
FB3 ve vzorku &eského piva CZ 9 byla 43 ng-dm™. V evropskych pivech byl tento mykotoxin
detekovan v 20 z 52 piv (39 %), kdy jeho stanovené koncentrace se pohybovaly od 28 ng-dm™
do 1562 ng-dm™,

Mykotoxin ZEA byl nalezen pouze v jednom evropském pivu, kde byla stanovena jeho
koncentrace na hodnotu 32 ng-dm™. ZEA byl detekovan v deviti eskych pivech, kde byl
kvantifikovan ve &tyfech znich. Koncentrace mykotoxinu ZEA se v Ceskych pivech
pohybovala od 33 ng:dm™® do 36 ng-dm™. Metabolit B-ZOL byl identifikovan v 35 z 52
evropskych piv (67 %) a v 27 z 37 Ceskych piv (73 %). Koncentrace tohoto mykotoxinu byla
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v evropskych pivech od hodnot 24 ng-dm™ do 390 ng-dm™ a v pivech ¢eskych od 28 ng-dm™
do 613 ng-dm™. Zbylé metabolity 0-ZOL, o-ZAL a B-ZOL nebyly nalezeny v zadném
méfeném vzorku.

Z 52 piv evropskych byl mykotoxin OTA identifikovan v 37 z nich (71 %), kdy koncentrace
stanovené v téchto pivech se pohybovaly od 8 ng-dm™ do 151 ng-dm™. Tento mykotoxin byl
detekovan v 28 z 37 vzorku Ceskych piv (76 %). Naméfena koncentrace se pohybovala od
9 ng-dm™ do 704 ng-dm=, které obsahovalo pivo CZ 17. V tomto pivu byl také stanoven
mykotoxin OTB, ktery nebyl detekovan v zadném jiném analyzovaném pivé, kdy jeho
naméfena koncentrace odpovidala hodnoté 83 ng-dm™.

Mykotoxin DON byl stanoven ve vSech meéfenych pivech, kdy jeho koncentrace
v evropskych pivech méla hodnoty od 100 ng-dm™ do 16193 ng-dm™ a od 824 ng-dm= do
15079 ng-dm™ v &eskych pivech. Mykotoxin 3-ADON byl detekovan ve viech eskych pivech,
kdy jeho naméfena koncentrace se pohybovala od 50 ng-dm™ do 1484 ng-dm™. Z 52 evropskych
piv byl mykotoxin 3-ADON identifikovan v 48 vzorcich. Jeho namétena koncentrace v téchto
vzorcich byla 31 ng-dm™ az 1037 ng-dm™,

Mykotoxiny T-2 toxin a HT-2 toxin byly stanoveny ve vSech ¢eskych i evropskych pivech.
Naméfené koncentrace T-2 toxinu Vv evropskych pivech byly od hodnot 20 ng-dm® do
1258 ng-dm™. Koncentrace HT-2 toxinu Vv evropskych pivech byly od 72 ng-dm™ do
1470 ng-dm™. V &eskych pivech se koncentrace T-2 toxinu pohybovali mezi 84 ng-:dm™ a
1474 ng-dm™. Koncentrace HT-2 toxinu v téchto &eskych pivech byla od 127 ng-dm® do
1264 ng-dm™.

S ohledem na vysledky validace metody pro spravnost stanoveni mykotoxinu STE nelze
koncentraci tohoto mykotoxinu kvantifikovat. Nicmén¢ byl tento mykotoxin identifikovan ve
dvou vzorcich ¢eskych piv.
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Tabulka 14: Popisna statistika pro analyzované mykotoxiny v evropskych pivech /ng-dm]

Mykotoxin Min Max Q1 Median Q3
AFB1 0,4 8,8 0,7 1,6 2,7
FB1 17 17598 36 363 2411
FB2 51 1969 145 401 652
FB3 28 1562 101 221 587
> FUMO 17 21129 36 402 2845
ZEA 32 32 32 32 32
B-ZOL 24 390 30 41 84
OTA 8 151 9 13 26
DON 100 16193 1821 3374 7235
3-ADON 31 1037 97 183 400
> DON 100 17166 1969 3519 7512
T-2 20 1258 88 154 231
HT-2 72 1470 234 402 694
> T-2,HT-2 103 2501 371 554 930

Tabulka 15: Popisna statistika pro analyzované mykotoxiny v ceskych pivech [ng-dm™®]

Mykotoxin Min Max Q1 Median Q3
AFB1 0,9 9,4 3,0 5,2 7,3
FB1 33 573 69 103 143
FB2 38 115 57 76 96
> FUMO 33 616 73 105 141
ZEA 33 36 34 34 36
B-ZOL 28 613 82 32 266
OTA 9 704 12 32 52
OoTB 83 83 83 83 83
DON 824 15079 2331 6189 9747
3-ADON 50 1484 261 359 749
> DON 912 15830 2496 6534 11163
T-2 84 1474 231 318 491
HT-2 127 1264 329 426 588

> T-2, HT-2 238 2738 578 784 990




Z namétenych vysledkl byly sestaveny boxové grafy pro obsah mykotoxini v komer¢nich
pivech. V grafech jsou zaznamenany minimalni naméfené koncentrace mykotoxind, prvni
kvartily, mediany, tfeti kvartily a maximalni naméfené koncentrace.
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Obrézek 13: Koncentrace namérenych mykotoxinit v ceskych pivech
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Ze ziskanych dat byly vybrany ¢eska a evropska piva, kterd obsahovala nejvyssi koncentrace
namétenych mykotoxind. Z téchto hodnot bylo vypocitano, kolik litri daného piva mtize ¢lovék
s vahou 80 kg vypit, aby neptesahl limity TDI a TWI. Pro vypocet byly pouzity sumy
mykotoxinu DON a 3-ADON, suma mykotoxini FB1, FB2 a FB3 a suma pro T-2 toxin a
HT-2 toxin.

Nejvyssi koncentraci Y. DON u ¢eskych piv mélo pivo s ozna¢enim CZ 32. Z vypocitané
hodnoty je patrné, ze ¢lovék s vahou 80 kg mize za jeden den vypit méné nez 5,1 litri piva CZ
32 (méné nez 11 piv) aby neptekrocil hodnotu TDI pro DON a jeho metabolity stanovenou
EFSA. Evropské pivo s nejvyssi koncentraci Y. DON bylo pivo PL 5. Aby 80 kg ¢lovék
nepiekroéil hodnotu TDI pro DON a jeho metabolity, muze za den vypit méné nez 4,7 litrti
tohoto piva (mén¢ nez 10 piv). TDI pro DON a jeho metabolity se vSak sklada ze sumy
mykotoxini DON, 3-ADON, 15-ADON a DON-3G. Metoda stanoveni mykotoxini v této
diplomové prace ovsem neni vhodna pro stanoveni mykotoxinu 15-ADON a DON-3G. Lze
tedy predpokladat, Ze by pti zapocitani téchto dvou metabolitii doslo k snizeni vypocitaného
objemu piva, které by 80 kilogramovy ¢lovék mohl vypit, aby neptesahl stanoveny TDI pro
DON a jeho metabolity.

Ceské pivo s nejvyssi koncentraci ¥ T-2, HT-2 bylo pivo CZ 16 a evropské pivo s nejvétsi
> T-2, HT-2 bylo pivo s ozna¢enim BY 4. Bylo vypocitano, ze 80 kilogramovy ¢loveék smi za
jeden den vypit mén¢ nez 0,6 1 piva (pies 1 pivo) CZ 16 aby nepiesahl TDI stanoveny pro
> T-2, HT-2. Stejna hodnota vysla i pro pivo BY 4.

Nejvyssi koncentrace fumonisini v ¢eskych pivech byla zjisténa u vzorku CZ 9. U
evropskych piv byla nejvyssi koncentrace namétena ve vzorku piva IT 4. Clovék s vahou 80 kg
by mutze vypit za den 129,9 litrti (téméf 260 piv) piva CZ 9 aby neptesahl TDI uréeny pro
fumonisiny. U evropského piva IT 4 by tento stejny ¢lovék mohl vypit méné nez 3,8 litrli, aby
nepiesahl TDI pro fumonisiny. Pivo IT 4 bylo zakoupeno v lahvi s objemem 620 ml a pro
nepiekroc¢eni TDI pro fumonisiny by 80 kg ¢lovék nesm¢l vypit vice nez 6 piv tohoto vzorku.

TWI pro mykotoxin OTA byl zruSen ufadem EFSA v roce 2020. Od tohoto roku nebyl
nahrazen TWI ani nebyl vytvoiena hodnota TDI pro tento mykotoxin. V ramci vyhodnoceni
vysledkti koncentrace mykotoxinu OTA byla hodnota TWI pouzita do vypocti bezpecného
mnozstvi piva pro konzumaci [38].

Nejvétsi koncentrace mykotoxinu OTA u vzorki ¢eskych piv byla namétena v pivé CZ 17.
Nejveétsi koncentrace tohoto mykotoxinu v evropskych pivech byla nalezena u vzorku RU 1.
Aby 80 kilogramovy ¢lovek nepiekrocil hodnotu TWI, mize za jeden tyden vypit méné nez
13,6 litri piva CZ 17 a 63,5 litrt piva RU 1. V pfepoctu na jeden den se jednd o 9,1 litrti (ptes
18 piv) piva RU 1 a 1,9 litrii (téméf 4 piva) piva CZ 17.
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Tabulka 16: Vypocet TDI ceského piva pro 80 kg cloveka

Mykotoxin ~ TDI [ng-kg?] Max [ng-dm®] 80 kg [dm?]

> DON 1000 15830 51

> T-2, HT-2 20 2738 0,6
> FUMO 1000 616 129,9
OTA 120* 704 13,6

* hodnota TWI pro OTA zruSena v roce 2020

Tabulka 17: Vypocet TDI evropského piva pro 80 kg cloveka

Mykotoxin ~ TDI [ng-kg?] Max [ng-dm®] 80 kg [dm?]

> DON 1000 17166 4,7
> T-2, HT-2 20 2501 0,6
> FUMO 1000 21129 3,8
OTA 120* 151 63,5

* hodnota TWI pro OTA zruSena v roce 2020
4.4 Statistika

4.4.1 Mann-Whitneyho test

V programu Statistika byla otestovana normalita rozlozeni dat pomoci Shaprio-Wilkova testu.
Tento test byl pouzit na ovéfeni normality dat jak u evropskych, tak i u Ceskych piv. Z vysledki
je patrné, ze p-hodnoty pro vSechny mykotoxiny byly nizsi (<0,05) nez hladina vyznamnosti
(95 %). Z téchto vysledkti miizeme povazovat data za nenormalné rozlozena.

Z dtivodu nenormalniho rozlozeni dat byl vyuzit Mann-Whitneyho test pro porovnani
obsahu mykotoxinii v pivech Ceskych a evropskych. Tabulka 18 obsahuje vypocitané
p-hodnoty Mann-Whitneyho testi.

Bylo zjisténo, ze pro mykotoxiny FB1, sumu Y. FUMO, mykotoxin DON, sumu Y. DON a
HT-2 toxin vysla p-hodnota vyssi nez 0,05. Lze tak tvrdit, Ze mediany téchto mykotoxint jsou
stejné na hladiné vyznamnosti (95 %). P-hodnota Mann-Whitneyho testu pro mykotoxiny
B-ZOL, OTA, 3-ADON, T-2 a sumu Y T-2, HT-2 vysla mensi nez 0,05. Pro tyto mykotoxiny
lze tvrdit, Ze mediany koncentraci téchto mykotoxinl jsou rozdilné na hladiné vyznamnosti
(95 %).

Z grafi v ptiloze 8.3 lze pozorovat, ze mediany pro mykotoxin $-ZOL, OTA, 3-ADON,
T-2 a sumu ) T-2, HT-2 byly u Ceskych piv vys$si nez medidny pro stejné mykotoxiny u piv

evropskych. Z toho lze usuzovat, Zze evropska piva obsahuji mensi koncentrace mykotoxinQ
B-ZOL, OTA, 3-ADON, T-2 asumy _ T-2, HT-2.
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Tabulka 18: Porovnani hodnot mykotoxinii v evropskych a ceskych pivech

Mykotoxin Shapiro-Wilkuv test  Mann-Whitneyho test
=
S FUMO Eg :8:82 0,28
o, &2
o B
on B 2
3ADON o :8:82 <0,05
oo & 20
o & A
o B 36
srawe 8 3O

V ramci analyzy fumunisind bylo zjiSténo, ze piva vyrobend z kukufice obsahovala vice
mykotoxind FB1, FB2 a FB3. Byla tedy pfijata nova hypotéza, ktera tvrdi, Zze piva vyrobena
z kukufice obsahuji vyssi hodnoty koncentraci sumy > FUMO. V programu Statistika byla
otestovana normalita dat sumy > FUMO pro piva vyrobena ze sladu a piva vyrobena za piidani
kukufice. Shapiro-Wilkova testu bylo zjisténo, Ze tato data nejsou normaln¢ rozlozena a bude
nutné upé€t vyuzit neparametricky Mann-Whitneyho U test. Tento neparametricky test m¢l
p-hodnotu <0,05 a bylo tedy nutné pfijmout alternativni hypotézu Mann-Whitneyho testu, a to
ze mediany koncentraci sumy > FUMO piv vyrobenych ze sladu a piv vyrobenych ze sladu
s pfidanim kukufi¢ného surogatu se lisi. Z vytvofeného boxového grafu v priloze 8.3 lze
pozorovat, Ze koncentrace fumonisini v pivech vyrobenych s ptidanim kukufice je znac¢né
vyssi, n€Z u piv vyrobenych ze sladu.

Tabulka 19: Porovnani hodnot fumonisinii v pivech s kukurici a bez kukurice

Mykotoxin Shapiro-Wilkiv test  Mann-Whitneyho test
Kukufice <0,05
> FUMO Slag <0.05 <0,05
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4.4.2 Shlukové analyza

V programu Statistika byla provedena shlukové analyza piv obsahujicich fumonisiny. V ramci
této analyzy byla pouzita data pro koncentraci fumonisinii, DON, 3-ADON, T-2 a HT-2.
Mykotoxiny DON, 3-ADON, T-2 a HT-2 se vyskytovaly téméf ve viech pivech. Ukolem této
analyzy bylo zjistit, jestli ma slozeni surovin pro vyrobu piva vliv na vysledné obsahy
mykotoxinti tak, Zze dojde k rozdé€leni piv vyrobenych ze sladu a piv vyrobenych ze sladu
s ptidanim kukufi¢ného surogatu.

Pfed samotnou analyzou byly hodnoty koncentraci mykotoxinl standardizovany. Pro
shlukovou analyzu byla vyuzita Wardova metoda a pro méfeni vzdalenosti byla vyuzita
euklidovska metrika. Obrazek 14 nam udava, Ze tato analyza rozdélila piva vyrobena za
ptidani kukutice do 2 shluki zvyraznénych ¢ervené. Prvni shluk obsahoval 6 piv a druhy
obsahoval 3 piva. Mimo tyto shluky se vyskytovaly dvé piva (oznafena modie) vyrobena za
pfidani kukuficného surogatu.
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Obrazek 14: Shlukovéa analyza piv podle surovin pro jejich vyrobu
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4.4.3 Analyza hlavnich komponent

V programu Statistika byla vypracovana analyza hlavnich komponent pro piva obsahujici
mykotoxiny FB1, FB2, FB3, f-ZOL, OTA, DON, 3-ADON, T-2 a HT-2. Hodnoty pro
mykotoxiny FB1, FB2 a FB3 byly do analyzy pouzity jako jejich suma FUMO. Data byla
nejdiive standardizovana a program Statistika z téchto dat vytvofil 7 hlavnich komponent.
Tabulka 20 zaznamenava c¢iselné hodnoty téchto komponent a jejich variabilitu. Z vysledku
plyne, ze komponenta 1 a 2 maji vysokou variabilitu. Pro komponentu 1 je tato hodnota 38,04 %
a pro komponentu 2 je tato hodnota 30,76 %. Pii vyuziti téchto komponent by bylo dosazeno
68,8 % variability pro data o koncentraci mykotoxini v pivech. V ptipad¢ piidani i
komponenty 3 by bylo dosaZzeno variability 82,06 %. S klesajici hodnotou komponenty pak
klesa jeji variabilita, a tim i jeji vyznamnost.

Tabulka 20: Hodnoty hlavnich komponenta a jejich variabilita

Hlavni Hodnota Variabilita > Hodnot > Variabilit
komponenta komponenty [-] [%] komponent [-] [9%6]
1 2,66 38,04 2,66 38,04
2 2,15 30,76 4,81 68,80
3 0,93 13,26 5,74 82,06
4 0,68 9,73 6,42 91,79
5 0,31 4,46 6,73 96,25
6 0,19 2,70 6,92 98,95
7 0,08 1,05 7,00 100
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Obrézek 15: Hodnota a variabilita komponenty zndzornéna graficky

47



Tabulka 21 ndm udava, ze s komponentou 1 stiedné az silné pozitivné koreluji mykotoxiny
B-ZOL, OTA, DON a 3-ADON. S touto komponentou stfedné negativné koreluji fumonisiny.

Mykotoxiny T-2 a HT-2 koreluji s komponentou 1 slab¢, kdy toxin T-2 koreluje pozitivné a
toxin HT-2 negativné.

Naopak s komponentou 2 koreluji mykotoxin T-2 a HT-2 silné pozitivné. Slabé pozitivné
tuto komponentu jesté ovlivituje mykotoxin 3-ADON. Stfedné negativné s touto komponentou

koreluji fumonisiny a DON. Mykotoxiny B-ZOL a OTA koreluji s touto komponentou slabé
negativne.

Tabulka 21: Korelace hlavnich komponent s mykotoxiny

Mykotoxin K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
FUMO -0,6272 -0,4205 -0,2727 0,5484 0,1516 -0,1749 0,0310
B-ZOL 0,8242 -0,1635 -0,3125  -0,0852 0,4288 0,0725 -0,0047

OTA 0,5904 -0,0149 0,6319 0,4862 0,0359 0,1121 0,0391
DON 0,6273 -0,4257 -0,5183 0,2071 -0,3082 0,1313 0,0388
3-ADON 0,9051 0,2390 0,0158 0,0451 -0,0945  -0,3281  -0,0692
T-2 0,0698 0,9603 -0,1768 0,0362 0,0162 -0,0348 0,1970
HT-2 -0,1538 0,8883 -0,2375 0,3001 0,0115 0,1213 -0,1613
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Obrazek 16: Souradnice mykotoxinii v zavislosti na komponenté 1 a 2
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4.4.4 Korela¢ni analyza

V programu Statistika byla provedena korela¢ni analyza mezi mykotoxiny FB1, FB2, FB3,
B-ZOL, OTA, DON, 3-ADON, T-2 a HT-2 pro vsechna piva. Korela¢ni analyza byla provedena
neparametrickou metodou, protoze predchozi Shapiro-Wilkovy testy zjistily, ze data pro
jednotlivé mykotoxiny nejsou normalné rozlozené. Nulova hypotéza tohoto testu nam tika, ze
korelaéni koeficient neni signifikantné vyznamny od 0. Alternativni hypotéza pak fika, ze
korelaéni koeficient je signifikantné vyznamny od 0 a existuje signifikantni linearni zavislost.

Tabulka 22 poté uvadi hodnoty korela¢nich koeficientli vypocitané Spearmanovou metodou
pro neparametrickd data. V tabulce jsou <¢erné vyznaCena data, pro ktera vySla
p-hodnota testu vyssi nez 0,05. Pro tyto korela¢ni koeficienty pak plati nulova hypotéza, a to
7ze mezi témito dvéma analyty neexistuje signifikantni linedrni zavislost. Pro korelacni
koeficienty znacené Cervenou vysla p-hodnota méné nez 0,05. U téchto korelacnich koeficienti
byla zamitnuta nulova hypotéza a ptijata hypotéza alternativni. Mezi témito analyty pak existuje
signifikantni linearni zavislost.

Ptikladem této linearni zavislosti je pak korelace mezi obsahem fumonisinti v pivé. Mezi
FB1 a FB2 existuje stfedné silna pozitivni zavislost s hodnotou korelacniho koeficientu 0,5843.
Korelaéni koeficienty pro FB1, FB3 a pro FB2, FB3 dosahuji hodnot silné pozitivni korelace
S hodnotami 0,7401 a 0,7900. Miizeme tedy tvrdit, Ze ¢im vétsi bude koncentrace FB1 v pive,
tim bude v¢étsi koncentrace FB2 a FB3.

Dalsi stfedni az stfedn¢ silnd pozitivni korelace existuje mezi mykotoxinem AFBI1 a
fumonisiny FB1, FB2 a FB3. Naopak slaba az stfedni negativni korelace existuje mezi
mykotoxinem AFBI a mykotoxiny p-ZOL, 3-ADON a HT-2. Z toho vyplyva, Ze s rostouci
koncentraci mykotoxint f-ZOL, 3-ADON a HT-2 klesa koncentrace mykotoxinu AFB1.

Pozitivni korelace byla nalezena i mezi mykotoxinem B-ZOL a mykotoxiny DON, 3-ADON
a T-2. Mykotoxin OTA stfedné pozitivné koreluje s mykotoxiny T-2 a 3-ADON. Naopak
fumonisiny FB2 a FB3 vykazuji slabou negativni korelaci vii¢ci mykotoxinu OTA.

Silnd pozitivni korelace byla zjisténa v piipadé mykotoxinu DON a jeho metabolitu
3-ADON. Lze tak ptedpokladat, ze ¢im vice mykotoxinu DON bude v pivu, tim vétsi bude
koncentrace jeho metabolitu 3-ADON. Stejné lze uvazovat i o mykotoxinu T-2 a jeho
metabolitu HT-2, u nichz byla zjisténa stiedni pozitivni korelace.
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Tabulka 22: Korelacni analyza mezi mykotoxiny

AFB1 FB1 FB2 FB3 B-ZOL OTA DON 3-ADON T-2  HT-2

AFB1  1,0000 0,5508 0,5939 0,7317 -0,2590 -0,1284-0,1664 -0,4220 -0,1742 -0,2551
FB1 0,5508 1,0000 0,5843 0,7401 -0,1791 -0,1075-0,0085 -0,2968 -0,0915 -0,2817
FB2 0,5939 0,5843 1,0000 0,7900 -0,1703 -0,2687-0,1207 -0,4066 -0,3746 -0,2656
FB3 0,7317 0,7401 0,7900 1,0000 -0,2826 -0,2454-0,1767 -0,5256 -0,2998 -0,3142
p-ZzOL -0,2590 -0,1791 -0,1703 -0,2826 1,0000 0,1456 0,8258 0,7680 0,3535 -0,0349
OTA -0,1284 -0,1075 -0,2687 -0,2454 0,1456 1,0000 0,0766 0,3155 0,3119 0,0709
DON -0,1664 -0,0085 -0,1207 -0,1767 0,8258 0,0766 1,0000 0,8308 0,4276 0,0828
3-ADON -0,4220 -0,2968 -0,4066 -0,5256 0,7680 0,3155 0,8308 1,0000 0,6062 0,2264
T-2 -0,1742 -0,0915 -0,3746 -0,2998 0,3535 0,3119 0,4276 0,6062 1,0000 0,4818
HT-2 -0,2551 -0,2817 -0,2656 -0,3142 -0,0349 0,0709 0,0828 0,2264 0,4818 1,0000

4.5 Porovnani se zahrani¢nimi daty

Mykotoxiny v pivech Ize stanovit samostatné, nebo metodou, kterd je vhodna pro analyzu vice
mykotoxint, také oznacovana jako ,,multi-mycotoxin method* [46].

Mykotoxiny OTA, FB1, FB2, T-2 toxin a HT-2 toxin byly stanovovany autory Rubert et al.
(2013) pomoci metody LC-MS/MS s extrakci a piecisténim pomoci SPE. Autofi sledovali
obsah téchto mykotoxini v 49 vzorcich piv z Evropy. OTA byl stanoven v 6 vzorcich, kdy
stanovené koncentrace tohoto mykotoxinu se pohybovaly od 2,7 ng-ml?* do 6,9 ng-mi™.
Mykotoxiny FB1 a FB2 byly shodné stanoveny v 10 testovanych vzorcich, kdy byl rozsah
koncentraci FB1 od 75,1 ng-ml? do 127 ng-ml™* a rozsah koncentraci FB2 od 71 ng-ml™* do
98 ng-ml™. T-2 a HT-2 toxin byl stanoven shodné ve 3 vzorcich. Koncentrace T-2 toxinu byly
od 4 ng-ml* do 12,1 ng-ml™* a koncentrace HT-2 toxinu byly od 15,1 ng-ml™* do 20 ng-ml™* [64].

Autofi Malachova et al. (2012) sledovali koncentraci trichothecenovych mykotoxinit DON,
DON-3G a 3-ADON v 60 vzorcich piv z Rakouska. Autofi pouzili pro extrakci metodu LLE a
pro detekci mykotoxini metodu LC-MS/MS. Mykotoxiny DON a DON-3G byly ve vzorcich
stanoveny s priimérnou koncentraci 6,6 pg-dm=. Mykotoxin 3-ADON nebyl autory detekovan
VvV zadném vzorku piva [65].

Aflatoxiny AFB1, AFG1 AFB2 a AFG2 byly stanovovany autory BeneSova et al. (2012)
ve 117 vzorcich piva pomoci LC-MS s extrakei a piecisténim pomoci IAC. Aflatoxiny byly
detekovany v 6 z 117 méfenych vzorku piva, kdy koncentrace mykotoxinu AFB1 v téchto
vzorcich méla hodnoty od 5 ng-dm= do 10,6 ng-dm™ [66].

Autofi Bertuzzi at al. (2011) sledovali pritomnost mykotoxint v 106 pivech vyrobenych
v evropskych zemich. V téchto pivech byly stanovovany aflatoxiny a ochratoxin A pomoci
LC-FLD, trichotheceny pomoci GC-MS a fumonisiny pomoci LC-MS. Ochratoxin A byl
stanoven v 72 vzorcich piva, kdy jeho koncentrace se pohybovaly mezi 0,002 pg-dm? a
0,189 pg-dm=. DON byl identifikovan 70 pivech, kdy jeho nejniz§i namétena koncentrace byla
0,5 pg-dm= a nejvyssi naméfena koncentrace byla 18,6 pg-dm3. FB1 byl stanoven ve 32
vzorcich a FB2 byl stanoven v 19 vzorcich, kdy naméfené koncentrace FB1 se pohybovaly od
0,1 pg-dm= do 30,3 pg-dm= a koncentrace FB1 se pohybovaly od 0,1 pg-dm= do 3,9 pg-dm=.
Aflatoxiny nebyly nalezeny v zadném analyzovaném vzorku. Autofi také uvadi, ze koncentrace
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fumonisind byly zna¢n& vyssi v italskych pivech nez v pivech vyrobenych v ostatnich
evropskych zemich [67].

Mykotoxiny OTA, DON, NIV, HT-2 toxin, DAS a ZEA byly stanovovany autory Grajewski
et al (2019) v polskych pivech. Pro stanoveni mykotoxinu byla vyuzita metoda HPLC-FLD a
pro ostatni mykotoxiny byla pouZita metoda HPLC-MS/MS. V 69 analyzovanych vzorcich se
nejvice vyskytovaly mykotoxiny DON (96 %), OTA (93 %) a HT-2 toxin (74 %). Primérna
stanovena koncentrace mykotoxinu DON byla 17,1 ng-ml™*, Priimérna koncentrace mykotoxinu
OTA byla 0,057 ng-ml? a primérna koncentrace HT-2 toxinu byla 1,23 ng-ml™. Mykotoxin
DAS nebyl detekovan v zadném vzorku, NIV byl detekovan v jednom vzorku a ZEA byl
identifikovan ve 4 vzorcich [68].

Mykotoxiny DON, FB1 a ZEA byly stanoveny v 75 pivech z Keni autory Mbugua et al.
(2004), kteti vyuzili kolonek SPE pro extrakci a pfecisténi mykotoxinl. Detekce byla
provedena pomoci metody ELISA, kdy prumérné koncentrace stanovenych mykotoxini byly
3,42 ng-ml™* pro DON, 0,30 ng-ml™ pro FB1 a 8,16 ng-ml™ pro ZEA. Mykotoxiny DON a ZEA
byly stanoveny ve vSech vzorcich piva a mykotoxin FB1 byl detekovan v 72 % testovanych

vzorktli. Autofi také sledovali pfitomnost mykotoxinu AFB1, ktery nebyl detekovan v zddném
pivé [69].

Autofi Kuzdralinski et al. (2013) testovali pfitomnost mykotoxini DON a ZEA v 91
vzorcich polskych piv. Autofi pouzili pro stanoveni téchto mykotoxini metodu ELISA.
Mykotoxin DON byl stanoven ve vSech 91 testovanych pivech, kdy jeho primérna koncentrace
byla 20 pg-dm=. ZEA byl detekovan v 11 % testovanych piv s primérnou koncentraci
0,044 pg-dm=2[70].
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5 ZAVER
Diplomova prace se zabyvala stanovenim mykotoxini vV komeréné dostupnych pivech typu

lezak. Cilem diplomové prace bylo optimalizovat a validovat analytickou metodu pro stanoveni
mykotoxind v pivech.

V experimentalni ¢asti je popsan postup optimalizace a validace analytické metody pro
zamysleny ucel. Z vysledki je patrné, Ze validovana metoda je vhodna pro mykotoxiny AFB1,
AFB2, AFG1, AFG2, FB1, FB2, FB3, OTA, OTB, ZEA, o-ZAL, B-ZAL, a-ZOL, B-ZOL,
DON, 3-ADON, T-2 toxin a HT-2 toxin s limity detekce od 0,1 ng-dm= do 50 ng-dm™ a limity
kvantifikace od 0,4 ng-dm= do 167 ng-dm=3. Vytéznosti vybranych analyti se pohybovaly
Vv rozmezi od 72,2 % az 101,0 % a hodnota relativni smérodatné odchylky (RSD) neptesahla u
z&dného analytu hodnotu 16,3.

Stanoveni mykotoxinl bylo provedeno v 89 svétlych pivech typu lezék. V téchto pivech
byly nalezeny mykotoxiny AFB1, AFB2, AFG1, FB1l, FB2, FB3, OTA, OTB, ZEA,
B-ZOL, DON, 3-ADON, T-2 toxin a HT-2 toxin. Mykotoxiny DON, T-2 toxin a HT-2 toxin
byly kvantifikovany ve vsech analyzovanych vzorcich piva. Mykotoxiny FB1, OTA, B-ZOL a
3-ADON byly identifikovany ve vice nez 50 % analyzovanych piv. Zbyvajici mykotoxiny
AFB1, AFB2, AFG1, FB2, FB3, OTB a ZEA byly identifikovany v mensim nez 50%
zastoupeni.

Piva K jejichz vyrobé byla pouzita kukufice obsahovala vyssi koncentrace fumonisinti nez
piva vyrobend pouze z jecného sladu. Mykotoxin AFB1 byl nalezen ve 13 (86,7 %) z 15
testovanych piv vyrobenych za pifidani kukufi¢ného surogatu, ale pouze ve 4 (5,4 %) z 74
analyzovanych vzorcich vyrobenych z je¢ného sladu. Z téchto udaju vyplyva, ze pii pouziti
kukufi¢ného surogéatu pro vyrobu piva mize dochézet ke kontaminaci finalniho produktu
fumonisiny a AFB1.

Z Mann-Whitneyho testi bylo zjisténo, ze mediany koncentraci mykotoxini FB1, DON a
HT-2 toxin jsou Vv evropskych a Ceskych pivech podobné. Naopak mediany koncentraci
mykotoxind -ZOL, OTA, 3-ADON a T-2 toxinu jsou odli$né na hladiné vyznamnosti (95 %).

Byla také vypracovana analyza hlavnich komponent a korela¢ni analyza vybranych
mykotoxint, ktera potvrdila pozitivni korelaci mezi AFB1 a fumonisiny; B-ZOL, DON,
3-ADON, T-2 toxinem a HT-2 toxinem. Naopak negativni korelace byla zjisténa mezi
fumonisiny a trichothecenovymi mykotoxiny.

Pro piva nejsou vydané zadné legislativni limity, které se tykaji obsahu mykotoxint v nich.
Nicméng, piva s nejveétsim obsahem mykotoxini byla pouZzita pro vypocet maximalniho
objemu piva, které muze 80 kilogramovy ¢lovek vypit, aniz by piesahl tolerovatelny denni
ptijem (TDI).

Ze ziskanych vysledkii je patrné, ze mykotoxiny jsou pretrvavajicim problémem
V pivovarském primyslu a z tohoto ditvodu je nutné obsah téchto latek v pivé a pivovarskych

surovinach neustale sledovat. Budouci vyzkum by mohl byt zaméfen na sledovani obsahu
mykotoxind v pivech s pfidavkem rtiznych pomért a typd surogati.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-ADON
15-ADON
ACN
AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
o-ZAL
a-ZOL
B-ZAL
B-ZOL
CH3;COOH
CH3COONH4
CIT
CYTE
DAS
DMSO
DON
DON-3G
EFSA

ELISA
ESI
FB1
FB2
FB3
FLD
FUMO
FUS X
HCOOH
HPLC
HT-2
IAC
IPA
LDso
LLE
LOD
LOQ
MeOH
MIP
MS
NEO
NIV

3-acetyldeoxynivalenol
15-acetyldeoxynivalenol

Acetonitril

Aflatoxin B

Aflatoxin B:

Aflatoxin G

Aflatoxin G

a-zearalanol

a-zearalanol

[3-zearalanol

[3-zearalanol

Kyselina octova

Octan amonny

Citrinin

Cytochalasin E

Diacetoxyscirpenol

Dimethylsulfoxid

Deoxynivalenol
Deoxynivalenol-3-glukosid

Evropsky tfad pro bezpe¢nost potravin (European Food Safety
Authority)

Enzyme linked immunosorbent essay
lonizace elektrosprejem (electrospray ionization)
Fumonisin B

Fumonisin By

Fumonisin B3

Fluorescencni detektor

Fumonisiny

Fusarexon X

Kyselina mravenci

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HT-2 toxin

Imunoafinitni kolonka (immunoaffinity column)
Propan-2-ol (isopropanol)

Letalni davka (lethal dose)

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)
Limit detekce (limit of oetection)

Limit kvantifikace (limit of quantification)
Methanol

Molekularné imprintovany polymer
Hmotnostni spektrometr

Neosolaniol

Nivalenol
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OTA
oTB

PDA

PLE
QUECheRS
RNA

SFE

SLE

SPE

STE

T-2

TDI

TWI
UHPLC
UVIVIS
ZEA
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Ochratoxin A

Ochratoxin B

Detektor fotodiodového pole

Extrakce za zvysené teploty a tlaku (pressurized liquid extraction)
Quick, Easy, Cheap, Rugged, Safe extraction method
Ribonukleova kyselina

Superkriticka fluidni extrakce (supercritical fluid extraction)
Extrakce z pevné latky do kapaliny (solid-liquid extraction)
Extrakce na pevnou fazi

Sterigmatocystin

T-2 toxin

Tolerovatelny denni pfijem (tolerated daily intake)
Tolerovatelny tydenni piijem (tolerated weekly intake)
Ultra u¢inna kapalinova chromatografie

Ultrafialové a viditelné zareni

Zearalenon



8 PRILOHY

8.1 Seznam analyzovanych piv

Tabulka 23: Viastnosti analyzovanych vzorkii piva

Obsah

Oznaceni Zoeme alkoholu SlozZeni Nadoba Objem

puvodu [9%] [mI]

HU 1 HU 4,3 Jeény slad + kukufice Plechovka 500
RO 1 RO 4,6 Je¢ny slad + kukufice PET lahev 1000
RO 2 RO 5,0 Je¢ny slad + kukufice Plechovka 500
RO 3 RO 5,0 Je¢ny slad + kukufice Plechovka 500
PL1 PL 6,0 Je¢ny slad + glukéza  Pivni lahev 500
PL 2 PL 6,0 Jeény slad + glukdza Plechovka 500
PL 3 PL 6,0 Je¢ny slad + glukdéza  Pivni lahev 500
IT1 IT 4.7 Je¢ny slad + kukutice Pivni lahev 330
IT2 IT 51 Je¢ny slad + kukufice  Pivni lahev 660
IT3 IT 4.7 Je¢ny slad + kukufice Pivni lahev 330
NL 1 NL 5,0 Jeény slad Plechovka 500
Ccz1 Ccz 4,4 Jeény slad Plechovka 500
Cz2 Cz 4,6 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz3 Ccz 4,1 Jeény slad Pivni lahev 500
SK1 SK 4,1 Jeény slad Plechovka 500
SK 2 SK 4,5 Je¢ny slad Pivni lahev 500
SK 3 SK 4,5 Je¢ny slad + pSenice Pivni lahev 500
SK 4 SK 5,0 Jeény slad Plechovka 500
SK 5 SK 47 Je¢ny slad Plechovka 500
SK 6 SK 5,0 Jeény slad Plechovka 500
SK7 SK 5,0 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz4 Cz 51 Jeény slad + cukr Pivni lahev 500
CZ5 Cz 3,9 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
CZ6 Cz 5,2 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz7 Cz 4.4 Je¢ny slad Pivni lahev 500
CzZ8 Cz 5,2 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
CZ9 Cz 51 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
Cz 10 Cz 5,2 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
DE 1 DE 4,8 Jecny slad Pivni lahev 500
DE 2 DE 5,2 Je¢ny slad Pivni lahev 500
DE 3 DE 55 Jecny slad Pivni lahev 500
DE 4 DE 55 Je¢ny slad Pivni lahev 500
DE 5 DE 4,8 Jecny slad Pivni lahev 500
DE 6 DE 5,0 Je¢ny slad Pivni lahev 500
DE 7 DE 55 Jecny slad Pivni lahev 400
DE 8 DE 4,9 Je¢ny slad Pivni lahev 500
DE9 DE 5,2 Je¢ny slad Pivni lahev 500
DE 10 DE 53 Je¢ny slad Pivni lahev 330
BiH 1 BiH 4,7 Je¢ny slad + kukufice Plechovka 500
BiH 2 BiH 4,9 Je¢ny slad Plechovka 500

Tabulka 23: Vlastnosti analyzovanych vzorkii piva (pokracovani)
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Obsah

Omateni 2™ alkoholu SloZeni Nadoba ~ OPJem

pivodu [9%] [mI]

BiH 3 BiH 5,0 Je¢ny slad + jeémen Plechovka 500
SI1 Sl 4,9 Jeény slad + jeémen Plechovka 500
BiH 4 BiH 4,9 Je¢ny slad + kukufice Plechovka 500
Cz11 Cz 5,0 Je¢ny slad Plechovka 500
Cz12 Cz 5,0 Je¢ny slad + jeémen Plechovka 500
Cz13 Cz 5,0 Je¢ny slad + jeémen Plechovka 500
Cz14 Ccz 5,0 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz15 Cz 51 Je¢ny slad Pivni lahev 500
CzZ 16 Cz 5,0 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz17 Cz 51 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz18 Cz 4,9 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz19 cz 5,0 Je¢ny slad Pivni lahev 500
CzZ20 Cz 5,2 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz21 Cz 4,9 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz22 Ccz 5,2 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
Cz23 Ccz 5,3 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
Cz24 Cz 5,1 Je¢ny slad + jeCmen Pivni lahev 500
CZ25 Cz 51 Je¢ny slad Pivni lahev 500
CZ 26 Cz 4,9 Je¢ny slad Pivni lahev 500
GR 1 GR 5,0 Jeény slad + maltdza Plechovka 330
GR 2 GR 5,0 Je¢ny slad + jeémen Plechovka 330
CzZ 27 (ov4 51 Je¢ny slad Pivni lahev 500
Cz 28 Cz 4,3 Jeény slad Pivni lahev 500
CZ 29 Cz 4.3 Je¢ny slad Plechovka 500
RO 4 RO 5,0 Jeény slad + kukufice  Pivni lahev 500
RO 5 RO 4.6 Je¢ny slad + kukufice Plechovka 500
HU 2 HU 5,0 Jeény slad Plechovka 500
IT4 IT 51 Je¢ny slad + kukufice ~ Pivni lahev 620
IT5 IT 47 Je¢ny slad + kukufice Pivni lahev 660
IT6 IT 51 Je¢ny slad + kukufice ~ Pivni lahev 330
NL 2 NL 50 Jeény slad Pivni lahev 330
PL 4 PL 5,2 Je¢ny slad Plechovka 500
PL5 PL 5,2 Jeény slad Plechovka 500
PL 6 PL 5,2 Je¢ny slad Plechovka 500
RO 6 RO 4,6 Je¢ny slad + kukufice Plechovka 550
BY 1 BY a0 Jeenyslad+jelmentp e 500

sladovy extrakt
BY 2 BY 55 Je¢ny slad + je¢men Plechovka 500
BY 3 BY 4,2 Je¢ny slad + jemen Plechovka 500
RU 1 RU 4,9 Je¢ny slad Plechovka 450
BY 4 BY 50  Jecnyslad*penieny pga 500
slad + ovesny slad

BY 5 BY 50 Je¢ny slad + je¢men Plechovka 500
Cz 30 cz 4,2 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
Cz31 cz 4,7 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
Cz 32 cz 5,2 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500
Cz33 CZ 4,2 Je¢ny slad + cukr Pivni lahev 500




Tabulka 23: Viastnosti analyzovanych vzorkii (pOkracovini)

Obsah

Omateni 2™ alkoholu SloZeni Nadoba ~ OPJem
puvodu [9%] [mI]
cz3a  Cz 47 Jotny slad + cukr _ Pivnilahev 500
cz3  CzZ 5,2 Jeényslad +cukr  Pivnilahev 500
cz36  CzZ 5,1 Jetny slad + cukr  Pivnilahev 500
cz37  cz 5,2 Jeény slad PET lahev 1500
&

Obréazek 17: Grafické zndzornéni poctu vzorkii podle zemé piivodu
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8.2 Koncentrace mykotoxini naméiené v komerénich pivech

Tabulka 24: Namérend data jednotlivych mykotoxinii v ceskych pivech [ng-dm=3]

Oznaceni AFB1 FB1 FB2 FB3 > FUMO ZEA B-ZOL OTA

Cz1 <LOD 105 <LOD <LOD 1045 <LOQ <LOD <LOD
Cz2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
CZ3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 12

Cz4 0,9 73 <LOD <LOD 73 <LOD <LOQ 29
CzZ5 <LOD 79 <LOD <LOD 79 <LOD <LOD 37
CZ6 <LOD 101 <LOD <LOD 101 <LOD <LOD 13
Cz7 <LOD 33 <LOD <LOD 33 <LOD <LOD 9
CzZ8 <LOD 179 <LOD <LOQ 179 <LOD <LOD 351
CZ9 <LOD 573 <LOD 43 616 <LOD <LOD 95
CzZ10 <LOD 67 38 <LOQ 105 <LOD 30 10
Cz11 <LOD 54 <LOD <LOD 54 36 184 52
Cz12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
CZ 13 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 28 9
Cz14 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cz 15 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 102 33
CZ 16 <LOD 135 <LOD <LOD 135 <LOD <LOQ 23
Cz 17 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 199 704
CzZ 18 <LOD 146 <LOD <LOD 146 <LOQ 260 33
CzZ 19 <LOD 255 <LOD <LOQ 255 <LOD 260 31

Cz 20 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 84 <LOQ
Cz21 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 58 <LOD
Cz22 <LOD 146 <LOD <LOD 146 <LOD 206 102

Cz 23 <LOD <LOD 1149 <LOD 115 <LOD 63 <LOD
Cz24 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 613 <LOD
Cz 25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 35 287 <LOQ

CZ 26 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 68 52
Cz 27 <LOD 61 <LOD <LOD 61 <LOD 218 <LOD
Cz 28 <LOD 62 <LOD <LOD 62 <LOD 291 <LOD
CZ 29 <LOD 73 <LOQ <LOD 73 <LOD 75 10
CZ 30 <LOD 121 <LOD <LOD 121 34 425 12
Cz31 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 33 407 12
CzZ32 <LOD 112 <LOD <LOD 112 <LOQ 284 13
CzZ33 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 142 21
CZ 34 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 88 84
Cz 35 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 101 34
CZ 36 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ 206 47

Cz 37 9,4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ 176
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Tabulka 25: Namérend data jednotlivych mykotoxinii V ceskych pivech [ng-dm=3]

Oznaceni OTB DON 3-ADON 3} DON T-2 HT-2 ) T2,HT2
Cz1 <LOD 1524 50 1574 262 676 938
Cz2 <LOD 1470 57 1527 152 466 618
CZ3 <LOD 1581 77 1658 84 387 471
Cz4 <LOD 1286 80 1366 480 607 1088
CZ5 <LOD 2331 115 2446 231 553 784
CZ6 <LOD 2266 276 2542 566 424 990
Cz7 <LOD 2010 88 2098 237 522 759
CzZ8 <LOD 6476 830 7306 693 723 1415
CZ9 <LOD 8054 285 8339 1297 936 2232
CZ10 <LOD 5219 519 5738 256 471 726
Cz11 <LOD 8074 594 8668 167 351 518
Cz12 <LOD 6189 346 6534 330 701 1031
CZ13 <LOD 7883 742 8626 516 941 1457
Cz14 <LOD 824 88 912 286 588 874
CZ15 <LOD 7523 607 8130 282 639 921
CZ 16 <LOD 1222 359 1581 1474 1264 2738
Cz17 83 9747 1416 11163 607 527 1134
CZ18 <LOD 9176 546 9722 217 340 557
CzZ19 <LOD 10536 892 11429 491 582 1073
CZ20 <LOD 5806 291 6097 127 201 328
Cz21 <LOD 5302 339 5641 218 215 433
Cz22 <LOD 11677 1344 13021 432 414 846
Cz23 <LOD 4322 261 4583 120 415 535
CZ24 <LOD 13054 1484 14538 813 882 1695
CZz25 <LOD 8305 581 8886 273 243 516
CZ 26 <LOD 2354 142 2496 112 127 238
Cz27 <LOD 13837 749 14586 352 285 637
CZ28 <LOD 15079 751 15830 331 329 659
CZ29 <LOD 11900 626 12526 316 281 596
CZ 30 <LOD 12452 1108 13560 488 382 871
Cz31 <LOD 12173 1062 13235 537 440 976
CZ32 <LOD 11578 1031 12609 517 426 943
CZ33 <LOD 5048 275 5323 392 289 681
CZ 34 <LOD 4302 355 4658 292 299 591
CZ 35 <LOD 3968 292 4261 318 260 578
CZ 36 <LOD 7714 695 8409 356 496 853
CZ37 <LOD 1047 215 1262 165 369 534
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Tabulka 26: Namérend data jednotlivych mykotoxinii v evropskych pivech [ng-dm=]

Oznaceni AFB1 AFB2 AFG1 FB1 FB2 FB3 > FB ZEA B-ZOL

HU 1 0,5 <LOD <LOD 930 <LOD 144 1074 32 84
RO 1 0,7 <LOD <LOD 146 <LOD 28 174 <LOD <LOD
RO 2 6,1 <LOQ 10 2411 140 189 2740 <LOD 33
RO 3 0,5 <LOD <LOD 363 <LOD 40 402 <LOD <LOD

PL1 <LOD <LOD <LOD 17 <LOD <LOD 17 <LOD <LOD
PL 2 <LOD <LOD <LOD 55 <LOD <LOD 55 <LOD 60

PL3 <LOD <LOD <LOD 851 <LOQ 69 920 <LOD <LOD
IT1 2,5 <LOD <LOD 8583 652 910 10145 <LOD <LOD
IT?2 0,9 <LOD <LOD 10066 714 906 11686  <LOD 24

IT3 2,6 <LOD <LOD 9581 539 837 10957  <LOD <LOD

NL 1 <LOD <LOD <LOD 31 <LOD <LOD 31 <LOD <LOD
SK1 <LOD <LOD <LOD 70 <LOD <LOD 70 <LOD 213
SK 2 <LOD <LOD <LOD 396 <LOD <LOQ 396 <LOD 41
SK 3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SK 4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SK 5 <LOD <LOD <LOD 29 <LOD <LOD 29 <LOD 51
SK 6 <LOD <LOD <LOD 23 <LOD <LOD 23 <LOD 44
SK 7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 187
DE 1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 27
DE 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 26
DE 3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
DE 4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 35
DE 5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
DE 6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 191
DE 7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
DE 8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 26
DE 9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 29
DE 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BiH 1 <LOD <LOD <LOD 2350 243 253 2845 <LOD <LOD
BiH 2 <LOD <LOD <LOD 284 51 113 448 <LOD <LOQ
BiH 3 <LOD <LOD <LOD 45 <LOD <LOD 45 <LOD 64
SI1 <LOD <LOD <LOD 86 <LOD <LOD 86 <LOD 62
BiH 4 <LOD <LOD <LOD 3005 365 302 3673 <LOD <LOD
GR1 <LOD <LOD <LOD 18 <LOD <LOD 18 <LOD <LOD
GR 2 <LOD <LOD <LOD 22 <LOD <LOD 22 <LOD <LOD

RO 4 1,6 <LOD <LOD 1251 <LOD 97 1349 <LOD <LOD
RO 5 1,7 <LOD <LOD 4787 401 395 5582 <LOD 35
HU 2 2,7 <LOD <LOD 383 73 65 520 <LOD <LOQ
IT4 2,9 <LOD <LOD 17598 1969 1562 21129  <LOD <LOQ
IT5 0,4 <LOD <LOD 4240 707 477 5424 <LOD 153
IT6 1,3 <LOD <LOD 5997 626 623 7246 <LOD 38

NL 2 <LOD <LOD <LOD 33 <LOD <LOD 33 <LOD <LOD
PL 4 <LOD <LOD <LOD 36 <LOD <LOD 36 <LOD 142
PL5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD 390
PL 6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 30
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Tabulka 26: Namérend data jednotlivych mykotoxinii v evropskych pivech [ng-dm=/ (pokracovani)

Oznaceni AFBl1 AFB2 AFG1 FB1 FB2 FB3 > FB ZEA B-ZOL
RO 6 8,8 <LOD <LOD 1495 145 145 1786 <LOD 26
BY 1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 36
BY 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 69
BY 3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 108
RU1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 24
BY 4 <LOD <LOD <LOD 37 <LOD <LOD 37 <LOD 32
BY 5 0,7 <LOD <LOD 17 <LOD <LOD 17 <LOD <LOD

Tabulka 27: Namérend data jednotlivych mykotoxinii v evropskych pivech [ng-dm=]

Oznateni OTA DON 3-ADON Y DON  T-2 HT-2 Y T2, HT2

HU 1 6487 234 6721 586 432 1018
RO1 <LOQ 2380 <LOQ 2380 121 192 312
RO 2 3990 144 4134 237 323 560
RO3 <LOD 1655 31 1686 229 173 402
PL 1 7064 327 7390 183 289 471
PL2 <LOD 5568 158 5726 110 338 448
PL 3 1054 36 1090 77 443 520
IT1T  <LOQ 2666 4 2707 40 223 263
IT2  <LOQ 5293 36 5329 252 757 1009
IT3  <LOD 3370 41 3411 70 178 248
NL 1 1433  <LOD 1433 24 338 361
SK 1 13278 439 13717 133 236 368
SK2  <LOQ 8502 262 8764 222 498 721
SK 3 2244 201 2445 614 864 1478
SK4 <LOD 2714 130 2844 75 372 448
SK5  <LOQ 10067 424 10491 262 466 728
SK6 <LOD 13872 536 14408 239 689 928
SK7 <LOD 13649 722 14371 92 457 548
DE 1 2092 157 2249 315 1012 1327
DE 2 2637 197 2833 133 559 693
DE 3 1110 92 1202 226 988 1213
DE 4 3912 255 4167 184 845 1030
DE5 <LOQ 1279 90 1369 147 768 915
DE6 <LOQ 6790 475 7266 218 718 935
DE7 <LOQ 863 66 929 152 1470 1622
DE 8 3001 178 3180 128 862 989
DE9 <LOQ 3378 248 3626 160 712 872
DE10 <LOD 958 60 1018 70 756 826
BiH1 <LOQ 1023  <LOD 1023 31 72 103
BiH2 <LOD 1220 <LOQ 1220 44 117 161
BiH3 <LOD 14204 1037 15241 229 613 842
SI1  <LOQ 4639 154 4793 292 554 846
BiH4 <LOQ 793 <LOD 793 41 109 150
GR1 <LOD 511 116 627 20 98 119
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Tabulka 27: Namérend data jednotlivych mykotoxinii v evropskych pivech [ng-dm=] (pokracovani)

Oznadeni OTA DON 3-ADON > DON T-2 HT-2 > T2,HT2

GR 2 <LOD 100 <LOD 100 58 285 344
RO 4 <LOD 2427 108 2535 277 235 512
RO 5 <LOD 2886 51 2937 210 202 412
HU 2 <LOD 3565 140 3702 134 260 393
IT4 11 2362 34 2396 117 642 759
ITS 8 15042 319 15361 156 566 722
IT6 8 7751 126 7877 74 303 377
NL 2 24 1424 162 1587 49 181 230
PL4 11 12065 945 13010 184 187 371
PLS5 <LOQ 16193 973 17166 512 567 1079
PL6 121 3953 245 4199 148 282 431
RO 6 <LOD 3135 33 3168 121 181 302
BY 1 <LOQ 11144 474 11618 282 1331 1613
BY 2 98 7942 621 8563 224 348 572
BY 3 33 8430 549 8979 111 229 340
RU1 151 4353 254 4608 533 532 1064
BY 4 9 5778 660 6438 1258 1243 2501
BY 5 14 1876 188 2063 189 305 494
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8.3 Grafické znazornéni Mann-Whitneyho testi
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Obréazek 18: Grafické zobrazeni Mann-Whitneyho testu pro FB1 a . FUMO
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Obrézek 19: Graficke zobrazeni Mann-Whitneyho testu pro f-ZOL a OTA
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Obrazek 20: Grafické zobrazeni Mann-Whitneyho testu pro Don a 3-ADON
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Obrazek 21: Grafické zobrazeni Mann-Whitneyho testu pro Y. DON a T-2 toxin
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Obréazek 22: Grafické zobrazeni Mann-Whitneyho testu pro HT-2 toxin a ), 7-2, HT-2
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Obrazek 23: Grafické zobrazeni Mann-Whitneyho testu pro piva vyrobend z kukuiice a ze sladu
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Obrézek 24: Chromatogramy vybranych mykotoxinii



