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Uvod

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity mik-
roskopickych vlaknitych hub, vyvolavajici rizné toxické
syndromy, souhrnné nazyvané mykotoxik6zy. Mykotoxiny
se vyskytuji na viech Grovnich potravniho fetézce'. Sou-
Casné vyzkumy dokazuji, ze riziko mykotoxinl existuje na
celém svété, véetné pramyslové vyspélych statd’. Z che-
mického hlediska se mykotoxiny fadi mezi vysoce stabilni
nizkomolekularni organické slouceniny nebilkovinné po-
vahy’.

Deoxynivalenol (DON) je mykotoxin produkovany
plisnémi rodu Fusarium (F. graminearum, F. culmorum),
které jsou b&znymi patogeny obilnin*. DON patii
k celosvetove nejrozsirengj$im trichothecentim’.
Z toxikologického hlediska jsou akutni negativni zdravotni
ucinky deoxynivalenolu charakterizovany zejména stievni-
mi potizemi a zvracenim®. Béhem vyroby piva deoxyniva-
lenol prechazi zkontaminované¢ho je¢mene do sladu
a nasledné pak do sladiny. V pribéhu dalSich krokl zpra-
covani jiz nedochézi k jeho odstran&ni & degradaci. Cés-
teCné se jeho koncentrace v pivu muZze snizit sorpci na
komponenty bunécné stény (zejména B-D-glukomanany)
pivnich kvasinek. Neni zcela jisté, jak dalece muze konzu-
mace piva obsahujiciho mykotoxiny ohrozit lidské zdravi®,
ale jeho pfitomnost, kromé jinych faktorti, mize vést ke
vzniku nezadouciho jevu zvaného ,,gushing®, nebo-li pie-
péiiovéani piva®. Tento tikaz je velmi komplexni a miize
souviset i s produkci specifickych metaboliti plisni, mezi
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kt%r,é[) patii napt. relativné malé proteiny zvané hydrofobi-
ny .

Piimé stanoveni DON ve vzorcich rostlinného pivo-
du bez jejich pfedchozi Upravy je vzhledem ke slozitosti
matrice velmi obtizné. Proto jsou pro pfipravu vzorku
k analyze uzivany rizné postupy, které maji za ukol vliv
této matrice minimalizovat. Nejcastéji pouzivanou meto-
dou je extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction, SPE)
1. Zde byva s riiznou vyt&znosti aplikovana cela fada sor-
bentl, jako jsou napf. aktivni uhli-alumina, iontové vy-
ménné pryskyfice, silica, Florisil'?, grafitizované saze
(GCB), MycoSep kolonky a imunoafinitni kolonky'?.

K vlastnimu stanoveni DON v potravinach se
v posledni dob¢€ pouzivaji chromatografické metody, jako
je napf. plynova chromatografie s detektorem elektrono-
vého zéachytu (ECD)" nebo s hmotnostnim detektorem,
vysokoucinna kapalinova chromatografie shmotnostni
detekei & superkriticka fluidni chromatografie'®. Kromé
téchto metod jsou Casto aplikovany imunologické postu-
py, napf. radioimunologické analyza (RIA) ¢i enzymova
imunoanalyza (ELISA)".

Cilem prace bylo vyvinuti a zavedeni metodiky pro
extrakci mykotoxind z je¢mene a sladu a nasledné i jejich
stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatogra-
fie s hmotnostni detekci. Metodika byla poté vyuZita
k hodnoceni kontaminace zrna je¢mene a z néj vyrobeného
sladu a k posouzeni vlivu sladovani na obsah DON.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

Stanoveni obsahu DON ve vzorcich bylo provadéno
na kapalinovém chromatografu Agilent HP1100 (Agilent,
Palo Alto, USA), sestavajiciho z vakuové odplynovaci
jednotky (model G1322A), kvartérniho cerpadla mobilni
faze (G1311A), automatického davkovae vzorku
(G1313A), UV-VIS detektoru s nastavitelnou vlnovou
délkou (G1314A), fluorescenéniho detektoru (G1321A)
a kvadrupolového hmotnostniho detektoru (G1946VL)
s ionizaci elektrosprejem.

Standard DON byl zakoupen u firmy Sigma-Aldrich,
s. . 0. (Praha, CR). Z n&j byl poté rozpusténim v aceto-
nitrilu p¥ipraven zasobni roztok o koncentraci 0,2 mg ml ™.
Roztok byl uchovavan pfi teploté¢ —18 °C. Metoda HPLC-
MS stanoveni DON byla vyvijena s roztoky cistého stan-
dardu. Ty byly pfipravovany vzdy Cerstvé ze zdsobniho
roztoku DON v acetonitrilu o koncentraci 0,2 mg ml™
fedénim. Veskeré pouzité chemikélie odpovidaly chro-
matografické CcCistoté a byly dodany firmou Sigma-
Aldrich, s. 1. o.

Vzorky je¢mene a sladu
Vzorky je¢mene a sladu byly ziskdny od firmy Agro-

test fyto, s.r.o (Krométiz, Ceskd republika). Jednalo se
o vzorky nékolika odrid je¢mene péstovanych v riznych
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oblastech Ceské republiky a po riznych predplodinach.
Sladovéni bylo provadéno v laboratoii VUPS a.s., Sladai-
ského ustavu v Brné. Pro kontrolu byl u vSech vzorkd ob-
sah DON stanoven nejprve komerénimi kity ELISA
(RIDASCREEN ® FAST DON; vyrobce R-Biopharm,
Darmstadt, Némecko) s limitem detekce (LOD) pro jec-
men 12 pg kg™, pro slad 62 pg kg™ a limitem kvantifikace
(LOQ) pro jeémen 42 pg kg™ a pro slad 190 ugkg™". Vy-
téznost metody pro obé€ matrice odpovida 110 %.

Ptiprava vzorku

Navazka 1 g jemene byla jemné rozemleta a extra-
hovana 10 ml smési acetonitril (ACN)/voda (84/16, v/v)
po dobu 2 min na michac¢ce (MS2 Minishaker IKA, USA)
a vznikla suspenze byla centrifugovana pti 10 000 ot min™'
po dobu 10 min (centrifuga Universal 32 R, Hettich Zent-
rifugen, Némecko). Pevny zbytek byl opét extrahovan
2x7ml smési ACN/voda (84/16, v/v), centrifugovan,
extrakty spojeny a odpafeny do sucha na vakuové odparce.
Odparek byl rozpustén v 1 ml smési ACN/voda (84/16),
smichadn s 5 ml vody a pfefiltrovan pifes membranovy po-
lytetrafluorethylenovy filtr (SMI-LabHut Ltd., UK) o veli-
kosti porti 0,20 um. Takto pfipraveny roztok byl precistén
extrakci na tuhé fazi (SPE) na vakuovém manifoldu
(Supelco, USA). Kextrakci byly na zakladé dat
z literatury"® vybrany kolonky Envicarb (Supelco, USA).
Ty byly pfedem kondiciovany 10 ml vody a 0,3 ml metha-
nolu. Matrice byla vymyta 3 ml smési ACN/voda (84/16)
a nasledné byl DON vymyt 2,5 ml methanolu, 5 ml metha-
nolu okyseleného 0,095 ml kyseliny mravenc¢i a nakonec
opét 2,5 ml methanolu. Ziskany extrakt byl po odpafeni
pod mirnym proudem dusiku do sucha rozpustén
v 0,75 ml mobilni faze (1 mmol 1" kyselina mravengi/
ACN, 90/10, v/v). Takto pfipraveny vzorek byl pouzit
k vlastnimu stanoveni na HPLC/MS.

Analyza pomoci HPLC/MS

K separaci byla pouzita dle cit.'® chromatograficka
kolona LUNA C18(2) o rozmérech 250 x 4,6 mm, plnéna
Casticemi o velikosti 5 pm (Phenomenex, USA). Mobilni
faze pro eluci DON méla sloZeni 1 mmol I”* kyselina mra-
ven¢i/ACN (90/10, v/v) a prutok 1 ml min~". Detekce pro-
bihala na MS detektoru v pozitivnim modu (DON jako

Tabulka I
Parametry hmotnostniho detektoru
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[DON + HJ", m/z =297 a [DON + Na]", m/z = 319). Nale-
zené optimalni hodnoty jednotlivych parametri MS detek-
toru jsou uvedeny v tabulce I. Cas potfebny k analyze &ini
15 min a eluéni ¢as deoxynivalenolu je roven 10,9 min.
Proces separace byl provadén pfi laboratorni teploté.

Kalibrace

Kalibracni kiivka byla sestrojena metodou standard-
niho pfidavku. Postup zpracovani vzorku pro kalibraci
odpovidal postupu pouzitého pro tGpravu realného vzorku.
Pred vlastnim zpracovanim vzorku bylo k navazce obilovi-
ny pfidano pozadované mnozstvi standardu DON. Vice
k problematice kalibrace pomoci metody standardniho
pridavku napf. v publikaci'’.

Vysledky a diskuse
Extrakce a ¢i$téni vzorku

Pii zpracovani rostlinné matrice bylo vychéazeno
z publikovaného postupu’®. Podle potieby byly jednotlivé
kroky modifikovany na nami pouzitou instrumentaci. Ex-
trakce DON byla nejprve vyvijena s Cistym standardem
a teprve poté aplikovana na realné vzorky. K extrakci byly
vybrany SPE kolonky Envicarb od firmy Supelco, LiChro-
lut EN od firmy Merck s. r. 0. (Ri¢any, CR) a komer&ni
jednorazova kolonka MycoSep 225 (Romer Labs, Tulln,
Rakousko). U vSech typtu kolonek byla sledovana vytéz-
nost DON a také reprodukovatelnost extrakéniho procesu.
Dale byl testovan i vliv objemu rozpoustédla, ve kterém
byl vzorek rozpustén pied prichodem kolonou, na mnoz-
stvi zachyceného DON. Vytéznost byla sledovana pro tfi
koncentraéni hladiny, a to podlimitni (500 pg kg™), limitni
(1250 ug kg™ a nadlimitni (5000 pg kg™). Nejvyssi vy-
t&znost DON v oblasti koncentraci kolem 1250 ug kg™
obilniny (maximalni povoleny limit z Nafizeni Komise
Evropského spoleenstvi &. 1881/2006 (cit.'®) vykazovaly
kolonky Envicarb (84,6 %), zatimco kolonky LiChrolut
a MycoSep mély hodnoty vytéznosti velmi podobné (65,9
a 64,1 %). Jako nejvhodné&jsi pro dalsi praci byla proto
zvolena kombinace kolonky Envicarb a vzorku rozpusté-
ného v5ml vody. Kvymyti DON slouzil methanol
a methanol okyseleny kyselinou mravenci (0,19 ml/10 ml

Rozmezi sledovanych hodnot

Parametr Optimalni hodnota
Prittok sugiciho plynu, 1 min™' 13

Tlak rozprasovace, kPa (Psig) 345 (50)

Napéti na kapilafe elektrospreje, V 4500

Teplota, °C 350

Fragmentor, V 125

S5az13

138 az 414 (20 az 60)
1500 az 6000

150 az 350

0 az 400
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methanolu). Byl studovan vliv objemu eluéniho ¢inidla na
vytéznost DON. Nejlepsich vysledk bylo dosazeno pfi
pouziti 2,5 ml methanolu, 5 ml okyseleného methanolu
a nakonec opét 2,5 ml methanolu.

Chromatografické stanoveni deoxynivalenolu

Dilezitym krokem pfi vyvoji chromatografické sepa-
race bylo stanoveni nejvhodnéjsiho slozeni mobilni faze.
Byla pouzita izokratickd eluce pfi poméru vodné faze
a ACN (90:10). U vodné faze byl sledovan vliv ptidavku
kyseliny mraven¢i o ruzné koncentraci (0; 0,01; 0,1
a 1 mmol I'"). Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno pii pou-
7iti mobilni faze s 1 mmol "' kyselinou mravenéi. Ta za
pouzitych podminek metody nejvice podporovala ionizaci
molekuly DON, potfebnou pro jeji stanoveni na hmotnost-
nim detektoru. Citlivost metody byla dale zvySena opétov-
nou optimalizaci jednotlivych parametri hmotnostniho
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detektoru (viz vyse).

LOD vyvinuté metody pro stanoveni obsahu DON ve
vzorcich je¢mene (sladu) je roven 25 ug kg™ = 0,033 pg ml™
(30 pg kg™ = 0,040 pg ml™") a limit kvantifikace 83 pg kg™
= 0,110 pgml™" (100 pg kg™ = 0,133 pg ml™"). V porov-
nani s vychozi praci'®, kde slouzil k analyze systém
HPLC-UV, se nam LOD s roztokem C¢istého standardu
podaftilo sniZit téméf desetkrat (LOD HPLC/UV = 0,095 ng
DON/ml, LOD HPLC/MS = 0,01 pg DON/ml). Limit de-
tekce publikovanych metod urcenych k analyze obilovin je
nasledujici: ve vzorcich psenice LOD = 50 pg kg™ (cit."),
LOD = 40 pgkg™ (cit.”®), kukufice LOD = 60 pg kg™’
(cit.").

Byla provedena validace metody v rdmci jednoho dne
(10 mefeni), kdy relativni smérodatnd odchylka (RSD)
nepfesahla 6,08% a v ramci péti dnd (25 méfeni)
s RSD 6,54 %.

Tabulka II

Srovnani metod ELISA a HPLC-MS pii stanoveni obsahu deoxynivalenolu ve vzorcich je¢mene a sladu (mnozstvi DON
vugkg™)

Odrtda Piedplodina ELISA™ HPLC/MS™
jecmene jeGmen slad jeémen slad
Bojos kukuftice 138 pod LOQ pod LOQ pod LOQ
Diplom cukrovka pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOD
Jersey pSenice 51 pod LOD pod LOD pod LOD
Jersey kukuftice pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOQ
Jersey mak pod LOD pod LOD pod LOD pod LOD
Malz cukrovka 92 pod LOD 104 pod LOQ
Malz cukrovka 50 pod LOD pod LOD pod LOD
Malz pSenice 0zima 58 pod LOD pod LOD pod LOD
Malz kukuftice 53 349 pod LOD 112
Prestige cukrovka 56 pod LOD 103 109
Prestige cukrovka pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOD
Prestige pSenice 0zima 55 pod LOD pod LOD pod LOD
Prestige pSenice pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOD
Prestige jeCmen jarni 835 295 641 499
Prestige slunecnice 42 pod LOD pod LOQ 127
Prudentia kukuftice pod LOQ pod LOQ 177 231
Sebastian - 53 193 pod LOD pod LOQ
Sebastian cukrovka 63 pod LOQ pod LOQ pod LOQ
Sebastian kukutice 59 299 pod LOQ pod LOQ
Tolar soja 103 pod LOD pod LOQ pod LOQ
LOQ"® 42 190 83 100
LOD* 12 62 25 30

2LOD - limit detekce; ® LOQ — limit kvantifikace
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Vysledky méteni

20 vzorkd jeCmene a znich vyrobenych 20 vzorki
sladu bylo analyzovéno na obsah DON. Pfi pouziti SPE
extrakce a HPLC-MS analyzy ptevySovalo mnozstvi DON
LOQ v deviti ptipadech (viz tab. II). Analyzami provede-
nymi pomoci kiti ELISA RIDASCREEN® FAST DON, se
podatilo kvantifikovat DON celkem v 18 vzorcich. Pri
porovnavani vysledki je nutné ptihlédnout k faktu, ze
LOQ byl nizsi u vzorkt jeémene nez u sladu (ELISA 5,2x
niz§i, HPLC/MS 1,2x niZs§i), tudiz nebylo mozné vyhodno-
tit velmi nizké koncentrace DON v materialu po sladovani.
V piipadech, kdy se mnozstvi DON pohybovalo pod LOQ
ve vychozim materidlu, nebylo jeho mnozstvi s jedinou
vyjimkou stanovitelné ani po procesu sladovani.
Z naméfenych hodnot u pozitivnich variant je ziejmé, ze
obsah DON ve sladu nékde prevysil jeho obsah v kore-
spondujicich vzorcich je¢mene, v nékterych ptipadech byl
naopak nizi. Schwarz a spol.?' sledovali zmény obsahu
ergosterolu a DON v prub¢hu sladovani. Hodnoty obsahu
DON v zeleném sladu Cinily 18-114 % hodnoty obsahu
DON v ptivodnich vzorcich je¢mene, u uhvozdéného sladu
bylo rozpéti téchto hodnot 16—100 %. U kontaminovaného
jeCmene se muze obsah DON zvysit v prubéhu maceni,
kliceni a na pocatku hvozdéni je¢mene, kdy jsou nastoleny
idealni podminky pro rist plisni a dalsi produkci mykoto-
xind*>*%. Na strang druhé mize dojit k poklesu mnozstvi
DON a to pii maceni zrna, diky odstranéni prachu a splav-
k@, a také vylouZenim deoxynivalenolu do maceci vo-
dy®'°. Vztahy mezi obsahem DON v je¢meni a ve sladu
jsou obecné velmi riiznorodé a zavisi jak na odrtidé je¢me-
ne, tak také na technologickych podminkach sladovani®.

Zavér

Cilem prace bylo vyvinuti a zavedeni metodiky pro
extrakci a stanoveni DON v obilovinach dostupnou instru-
mentaci. K SPE extrakci DON zrostlinného materidlu
byla vybrana velmi ucinna kolonka Envicarb (Supelco).
K vlastnimu stanoveni byl pouzit kapalinovy chromatograf
s hmotnostni detekci. LOD pro vzorky je¢mene (sladu) je ro-
ven 25 pgkg™! 30 pgkg™) a LOQ 83 pgkg™ (100 ugkg™).
Doba analyzy odpovida 15 min, coz ji ptredurCuje jako
vhodné feseni pro veétsi série analyz. Vyvinutd metoda je
relativné levna, rychla a ma dostate¢nou citlivost, zarucuji-
ci stanoveni nizkych koncentraci DON v obilovinach.
Aplikaci tohoto postupu jsme ziskali hodnoty obsahu
DON ve vzorcich jeémene a z n€j vyprodukovaného sladu.
Namétené vysledky jednoznacné€ neprokézaly pokles nebo
nartist obsahu DON v procesu sladovani. Obsah DON ve
vSech analyzovanych vzorcich byl pod maximalnim povo-
lenym limitem danym legislativou.
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Laboratorni pfistroje a postupy

A. Jeikova®, J. Karasova®, V. Dohnal™"™,
and L. PoliSenska® (“ Department of Food Technology,
Faculty of Agronomy, Mendel University of Agriculture
and Forestry, Brno, " Department of Toxicology, Faculty
of Military Health Sciences, University of Defence, Hradec
Kralové,  Department of Chemistry, Faculty of Science,
J.E. Purkyné University, Usti nad Labem, ¢ Agrotest Fyto
Ltd, Kromériz): Development of Solid-Phase Extraction
and HPLC/MS Methods for Deoxynivalenol Determi-
nation in Barley and Malt

A method for the determination of deoxynivalenol
(DON) in cereals has been developed and tested. The
method is based on solid phase extraction in a column and
subsequent separation by HPLC-MS. DON was detected
with a MS detector in positive mode. The method is inex-
pensive, fast and highly sensitive. The method was used
for the determination of deoxynivalenol in barley and malt,
with the detection limit 25-30 pgkg™'. Changes in the
DON content after malting were followed using the
method.

Naplii prace:

— Vyhledavéni a udrzovani kontaktt se zakazniky
—  Marketing a prodej pridélené¢ho portfolia vyrobki
—  Marketingové pruzkumy, monitoring a vyhodnocovani konkurenénich aktivit
—  Organizace a vedeni marketingovych akci a kampani

— Udrzovani a posilovani dobrého jména spolecnosti

Pozadavky:

VS vzdélani — chemie, biochemie, ptipadné farmacie

SPECIALISTA PRODEJE

— Angli¢tina — schopnost plynule hovofit i na odborné urovni

—  Predchozi zkuSenost z obchodu a marketingu

— Vyborné obchodni a prezentacni dovednosti, dobry mluveny i psany projev pro komunikaci s predstaviteli

vyzkumnych ustavi, 1ékafi, obchodnimi manazery

—  Ochota Casto cestovat
— Ridi¢sky prukaz B
—  Nastup ihned

Co nabizime:

—  Financ¢ni ohodnoceni odpovidajici dosazenym vysledkim
—  Odborné vzdelavani v ramei dynamického a vysoce motivovaného pracovniho tymu

—  Sluzebni automobil, mobilni telefon
—  Zazemi mezinarodni spole¢nosti se sidlem v USA
— 5 tydnt dovolené




