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Nazev diplomové prace: Vyuziti systémiepinani kolon v HPLC pro stanoveni

vybranych mykotoxifi ve vzorcich piva ndeském trhu

Byla vytvorena nova, rychla a citliva metoda vysokioiné kapalinovée
chromatografie pro s@asné stanoveni mykotoxinochratoxinu A a citrininu v pivu
za pouziti pepinani kolon pro on-line uUpravu vzorku. 100 ul gpibylo @Fimo
davkovano do systému. Izolace analytmatrice piva prathla na pedkoloré Ascentis
Express RP-C18 (5 x 4,6 mm, 2,7 um) promyvanim areilem — 0,5% vodnym
roztokem kyseliny octové (30:70, v/v) oipsku 2 ml/min po dobu 2 minut. Pagpnuti
ventilu byly latky dale separované na chromatogkafi kolorg Ascentis Express
Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 2,7 um) mobilni fazipgitoku 1 ml/min ve sloZeni
acetonitril — 0,5% vodny roztok kyseliny octové &%, v/v). Véase 3 — 5,5 minuty
linearre narmsta gradient na 75:25. Chromatograficka kolona Wglaperovana na
50°C. Fluorimetricka detekce byla nastavena nawdmelky Ex 335 nm, Em 497 nm.
Analyza jednoho vzorkudetré on-line Upravy trva 6 minut. Limit kvantifikacetté
metody je 0,01 upg/l pro OTA a 0,02 ug/l pro CIT.n@amykotoxiny byly nasledn
analyzovany ve 48 vzorcich piva éeském trhu. Nagtené mnozstvi mykotoxinbylo
nizké (pod povolenym limitem), v porovnani s maximi@ dopordenym gijmem ma

pivo jen maly pispivek na jejich pijmu v potrae.
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Abstract
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Title of Diploma Thesis: Column switching chromataghy for mycotoxines

determination in Czech beer samples

A new fast and sensitive method of high performdiiped chromatography for
simultaneous determination of mycotoxins ochrato&irand citrinin using column-
switching system for on-line sample pretreatmens waveloped. 100 ul of beer was
injected directly into the chromatographic systésolation of analytes was performed
on guard column Ascentis Express RP-C18 (5 x 4.6 &h pm) washing out with
methanol — water solution of acetic acid 0.5% (80w/v), at a flow rate 2 ml/min; time
of valve switch was set on 2 minutes. The separaivas performed on Ascentis
Express Phenyl-Hexyl column (100 x 4.6 mm, 2.7 pwi)h mobile phase of
composition acetonitril — water solution of acedicid 0.5% at a flow rate 1 ml/min.
A gradient was increasing up to 75:25 linearlyimet 3 — 5.5 min. The temperature
50°C was set up for column separation. Wavelengthkiorimetric detection were set
at Ex 335 nm, Em 497 nm. Analysis of one sampl&ding on-line pretreatment was
less than 6 minutes. Limit of quantification of oatoxin is 0.01 pg/l and LOQ of
citrinin is 0.02 pg/l. The mycotoxins were analyzedt8 samples of Czech beer. Only
a small amount under the limit level was detecldek contribution of beer to the intake
of ochratoxin A and citrinin in food is small in mparison with the maximum

recommended intake.
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Lo UVOU..uciiiiiciiiiiece sttt bbb bbb 10
R O - 2= o £ T o - T = PR 11
3. TEOFELICKAZASL. ...ttt sttt 12
3.1 OCHIAIOXIN Aottt sttt 12
3.2 CHIININ (et 15
3.3 KONtAMINACE PIVA....cueceeeieiieeeiesii ettt ete e et ste s e e e s e s e e besteesaessesra e sesseennesees 17
3.4 Legislativa @ KONTIOIa...........ccccveiiieeriiieie ettt ses 18
3.5 ANAlYLICKE METOAY. ..ot 19
3.6 Uprava vzorku pomociBpinani KOIOD...........ccccueucucucureeeeeeceeeeeceese e 20
3.7 TESIOVANE KOIONY.....c.iiiiiiieiiieieieereeeee ettt 22
3.8  Metody stanoveni ochratoXinu A a CItHNIOU. ........cccoeeeevereniere e 23
4. EXPEeriMENtAINEASL.......ccocieieiciee ettt 29
4.1 Materialy @ POMCKY......cocoiiieeiecieeeeseee ettt et ees 29
4.1.1 Standardy, chemikalie & VZOIKY...........ccoeirieiniincinecseeeeeeeeee e 29
4.1.2 Ristroje a podminKY SEPAIaCE.........ccveirueuirieirieienieerieesiee st 31

4.2  Priprava roztol standard ochratoxinu A a CitriniNU.........c.ccceevereenenneneneneneene 32
4.2.1 Uprava StANAK...............ccevvveeeeeeeeeeieeeeeeeeseeesesee s eses e seses st senes s ssssssessssanes 32
4.2.2 Riprava ZASobNICh rOZLOK.........ccccevieieiceee e 32
4.2.3 Riprava pracovniho roztoku pro optimalizaci metody...........ccccceevvvvvevvereeeennene. 32
4.2.4 Riprava pracovnich rozt@kpro Kalibraci...........c.cceevveiennieniinccncceceees 32

4.3 PHPrava VZOIK PIV....coociriiiiiiece ettt 33
4.4 Priprava mobilniCh fAzZi.........ccoviiiiiee e 33
4.5  Optimalizace chromatografickych podmingk..........cccoecevvvievieiieeceseeceeeeee 34
4.5.1 Volba MobilNi fAZ&........ccooiiiiieicc e 34
YA AV, ¢ 1 g (o] [0 |/ TSR 35
4.5.3 Parametry etEKCE........cccuviririreieeeeee e 38
R Y 1Y (T o] o /TS 39
4.5.5Volba Promyvaci fAZE.........ccovveeviiieeeecee e 39
4.5.6 Optimalizace gradientOVe EIUCE...........ccveeecieieeiere e 40

5. VYSIEAKY @ ISKUZE.....c.oiceeeieieceeeeee ettt st sttt s an e 44
5.1  Souhrn optimalnich podminek pro HPLC analyzu............ccccoccoeneincnincnenenennne. 44

5.2  Test vhodnosti chromatografickéno SyStemU............ccevveirieineincencreene 45



5.2.1 Winnost chromatografického systému — zdanlivygadeoretickych pater (N).... 45

5.2.2 Faktor symetrie chromatografickyChip(Rs).......coevvveeeeeiieeiceeeeeee, 46
5.2.3 RozliSeni chromatografickyCh PilRs) .......ceevveuerieineirierereereeeeee e 46

5.3  Validace analytick€ Metody..........cocccureririerinenineieeieesee ettt 48
5.3.L LINEAITEA. .....coveeietertetet ettt s 48
5.3.2 OPAKOVALEINOSL.......ceeciiitieieieceee ettt st te st e e eaa e tesreenaenrs 50
5.3 8 RESNOSL......coiiiii e 51
LR T I o1 - 1Y/ o 1= TSR 52
5.3.5 Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ........ccccovvvreerirrieeneeeereeeee e 53

5.4  Stanoveni obsahu ochratoxinu A a citrininu ve vicdrawybranych druin piv.......... 56

B, ZAWEE ettt b b h bbbt h et b et bbbt b et enne 58

T POUZITA IIEBIATUI.....eveeeiieeeee ettt ettt ettt ettt e sttt e s s ettt e e setteesseabeessasaeessaraeessasaeessans 61



Seznam zkratek

BEN Balkanska endemicka nefropatie

bw body weight @lesna hmotnost)

CIT citrinin

DLLME dispersive liquid-liquid microextraction

EFSA European Food Safety Authority

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FAO Food and Agriculture Organisation of the Unitéations
FDA Food and Drug Administration

FLR fluorimetrie

HPLC vysokoidinna kapalinova chromatografie

IAC imunoafinitni kolona

IARC International Agency of Research on Cancer
IUPAC International Union of Pure and Applied Chstry
JECFA Joint FAO/WHO Expert Comittee on Food Addigv
LIF laser — induced fluorescence detection

LLE liquid — liquid extraction

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MEKC micelarni elektrokineticka kapilarni chromatafie
MFCI microsphere-based flow cytometric immunoassay
MIP molecularly imprinted polymer

MOE margin of exposure

MS hmotnostni spektrometrie

NOAEL no-observed-adverse-effect level

OTA ochratoxin A



pKa disoci&ni konstanta

QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, RuggedSaid

RASFF Rapid Alert System for Food and Feed
RP reverzni faze

SIA sekverni injekeni analyza

SPE solid phase extraction

TRL time-resolved luminiscence

TWI tolerable weekly intake

UPLC ultrainna kapalinova chromatografie
WHO Swtova zdravotnicka organizace



1. Uvod

Mykotoxiny jsou toxické produkty vidknitych mikrosgickych hub. Dnes je
identifikovano okoloctyt set takovych latek,fggemz se odhaduje, Ze zhruba dvacet je
v bézné Dblizkosti ¢lovéka ve vyznam&Sim mnoZstvi, aby ho ohrozovaly [8].
NejsledovagjSimi jsou rodyPenicillium Aspergillusa Fusarium Tyto plisré produkuji
rizné sekundarni metabolity, i vice déula c¢asto celé skupiny latek chemicky
piibuzného slozZeni. | n&puzné houby ale dokdzou produkovat stejny mykotoxi
Nekteré druhy jsou tak neSkodné, jiné dokonce Zadeunejriklad pro své antibiotické
(cinky nebo Sleckini syi. Po toxické strance maji rozmanit&ispbeni, jsou
hepatotoxické, nefrotoxické, neurotoxické, karckmmgi, cytotoxické, imunotoxické,
genotoxicke, teratogenni. Tyt@inoky sledujeme zejménaipchronickém alimentarnim
piijmu. K akutnim otravam dochazi pouze vyjim& plisre zpasobuji i fizné alergické

reakce zejménarpvdechovani spor.

Plisre jsou bohuzel &nou sodasti vegetace. Jejich vyskyt zejména

na obilninach, které viené forn& tvoii velkou ¢ast nasi stravy, neni nijak ojediy a

neda se mu Updzabranit. Napadaji rostliny jizébem vegeténiho obdobi v zavislosti
na klimatickych podminkach, takze se jejich praofiize v jednotlivych letech lisit.
K dalsimu Sieni nakazy dochéazi rozprasenim spér gklizni strojovou technikou.
NejvétSi vliv na mnoZeni plisni vS8ak maji Spatné skladdwpodminky. Problémem
mykotoxini je, Ze jsou do hostitele z plismypousény, i kdyZ se pozorovateli rostlina
nemusi wbec zdat houbou napadena, protozZe neni gjporostla typickymi barevnymi
skvrnami. Pesto vSak uz podhoubite byt gitomno a zami@nost mykotoxiny tak

muze ZAistat skryta.

Pivo, vyuZivajici jako jednu ze zakladnich suroprédw obilniny, je tim padem
také potencidlnim zdrojem rizika prédovéka. Nekteré mykotoxiny jsou po#mné
chemicky a tepekln stabilni, proto se fps rettzec j&men - slad - pivo dostanou i
do kon€ného produktu. V posledni dédke tento problém i medializovan, ne vzdy vSak

odborrgé a adekvat#, a proto jeiteba odborné posouzeni.

| pies dodrzovani spravnych zemdlskych a technologickych postipneni
mozné zabranit vyskytu mykotoxirv potravinach. | proto je tedy velmil@Zita jejich
kontrola: zhodnoceni rizika, nastaveni lilnida vhodné a citlivé analytické metody

umoziujici hlidani stanovenych hladin.

10



2. Cil a zadani prace

Tato prace si klade za cil vyttitometodu pro sotasnou analyzu ochratoxinu A
a citrininu pomoci vysokaiinné kapalinové chromatografie, najit optimalni mdoky
co se tye volby kolony, mobilni faze, teploty. Totoéheni musi byt dostateé¢ citlivé
avhodné pro detekciéethto mykotoxiri v prirozené matrici piva, kde se mohou

vyskytovat ve stopovém mnozstvi.

Je tedy zapoebi mykotoxiny nejprve extrahovat z piva, a fnm v jednom
kroku vlozenim extratni kolony ged samotnou analytickou kolonutepinanim kolon
je dosazeno podminek on-line extrakce na pevné famnyti balastni matrice a
nasledné eluce Z&doucich analyta analytickou kolonu s detekci pomoci jedné

Vi s

z nejcitlivejSich metod — fluorimetrie.

Po optimalizaci podminek a validaci metody buddengieny vzorky piv
nac¢eském trhu, stanoven v nich obsah obou mykofoxén porovnan s limity

a doporgenimi nadnarodnich regulaich autorit v oblasti zdravi a potravin.
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3. Teoreticka ¢ast
3.1 Ochratoxin A

Molekulova hmotnost: 4(,81 g/mol

Vzorec: C20H18CINOg

Nazev IUPAC: (2S)-2-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3aethy-1-ox0-3,4-
dihydroisochromer-7-carbonyllamino]-3henylpropanoic ac

.
“CH,

Obr. 1: Molekula ochratoxinu A [21]

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin produkovany plisni rodu Aspergillusa
Penicillium Vizolatu je nejvice zastoupen mezi ostatnimi ochiwato a vykazuje
nejvyssi toxicitu. Vznika jako sekuarni metabolituvedenych plisna kontaminuje
jimi napadené plodinyobilniny, lus€éniny, kdvova a kakaova zrna, oe, susené ovoce
(rozinky, fiky), dale produkty nich vyrobené jako mouka, @eo, pivo a vino
V neposledniad také vyznamé ovliviiuje zvifata zkrmujici nakazené zrni, zejme
prasata a Kiata. Ochratoxin A byva nalezeriegevSim ledvinach, jatrech a svale
téchto zviat. Nemén ohrozen je tedy ¢lovek prijimajici ochratoxin A rostlinnych i
Zivocisnych zdraoji. ProtozZe je prokazanoe je ochratoxin A nefrotoxicky, potencid
karcinogen a déle je zkouman pro imunotox a teratogenitu, upravuji nadnarot
autority poZzadavky na maximalni tolerovatelny tydiegiijem ¢lovéka vzhledem jeho
téelesné hmotnosti a na maximalni povolenbsah ochratoxinu A nekterych

komoditach.

Poprvé byl ochratoxin A izolovar jihoafrickéhoAspergillus ochracet van der
Merwem vroce 1965. NejobsahlejSi skupinogieskovytrusnych hub produkujicic
ochratoxin A je sekc€ircumdatirodu Aspergillus Nekteré druhy vytvéi ochratoxin
konstants, jiné prilezitostré, nekteré jen ve velmi malém mnoZstvi. Nejvyznaijsmi
kontaminanty jsouAspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiaeAapergillus

steynii Dale napiklad Aspergillus cretensis, flocculos a dalSi. ropickych oblastec
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se vice vyskytuji formy stmavymi vytrusy odg®i proti slunci sekceNigri,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus foetidus, Asgjleis niger. Druhym rodem
produkujicim ochratoxin j@enicillium, ktery je spiSe typicky v chladji$ich oblastech.
V nasich podminkach jeasty Penicillium verrucosum vyskytujici se BZn¢ na
obilovinach, méa Penicillium nordicumktery spiSe napada sekundésyry a salamy.
Zdroj ochratoxinu je tak zavisly jednak na geogiedi oblasti (tepl@t vihkosti), na
podminkach skladovani a také samotné komiodia zdroj ochratoxinu v obilninach

muze byt nejastji povazovamispergillus ochraceus a Penicillium verrucosim.

Tab. 1: Druhy plisni sekd@ircumdatirodu Aspergillusprodukujici ochratoxin
podle Frisvada et al. (2004) [19]

Druhy roduAspergillus sekceCircumdati

A. steyni, A. flocculosus, A.
) ) pseudoelegans, A. westerdijkiae, A.
Producenti ochratoxinu A '
cretensis, A. roseoglobulosus, A.

sulphureus, Neopetromyces muricatus

Kmeny produkujici vzaaiji, pouze ve _
A. ochraceus, A. sclerotiorum

vhodnych podminkéach, ne soustavn

Ochratoxin A je chlorovany derivat dihydroisokunmarj @ipojeny [es
karboxyl k fenylalaninu amidovou vazbou. lzolovaoghratoxin je bila krystalicka
latka, kterd vykazuje modrou nebo zelenou fluonesic@od ultrafialovym sgtlem.
Jednd se o lipofilni slabkyselou latku s pKa 4,3 karboxylu fenylalaninu l&ap7,1
fenolické skupiny isokumarinu. Je zma odolny \aci teplu, a tak &ko odstranitelny

I mnohymi technologiemi zpracovani potravin.

Po @ijmu s potravou se absorbuje jako lipofilni, nemmviany, s kyselymi
vlastnostmi pravébodobré uz v Zaludku a hlavnv jejunu. U pezvykavé dochazi
k rozkladu je&t v predzaludcich bakterialnimi enzymy, rizikem je takSspjen pro
Zivocichy s jednoduchym Zaludkem. | kdyZ existuji tep#ie pra¥ naruSeni bakterialni

mikroflory maze mit nepiznivy vliv také na ruminujici zivdchy [14].

Ochratoxin je distribuovan do tkani krvi vysoce &ana plazmatické bilkoviny

zejména albumin. Uklada se nejvice v ledvinach, énéjatrech, svalech a tucich.
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Ve tkanich astava déle nez v krvi. Reziduum zavisi na vazngsilptasu a délce
piijmu kontaminovanych potravin. P@ks je zn&né mezidruho¥ rozdilny, u zdravych
lidskych dobrovolnik bylo znméteno asi 840 h, tedy aZtptydni. Ochratoxin podléha
enterohepatalni cirkulaci, coz také zpomaluje jeglucovani. Pro latky s podobnou
molekulovou hmotnosti je typické vyavani i ZI&i i mogi. Hlavnim metabolitem

VVVVV

VSechny metabolity jsou vSak métoxické nez samotny ochratoxin A [28].

Vzhledem k charakteru nakazy lidi, tedy lehké komteaci potravin a spiSe
dlouhodobému fflimu stopovych davek nez akutnihte@avkovani, hovdme o akutni
toxicit¢ spiSe jen experimentdlnU zvirat dochédzelo k naruSeni koagulace s nasledky
vnitiniho krvaceni, hepatalni nekréze a nekroze lynkatic uzlin, enteritidam s atrofii
strevnich klki, s rozdilnou mezidruhovou citlivosti, vySSi uips prasat. fpadna
akutni toxicita byla zaznamenana u vysSikgnu zengdélca inhalani cestou fi
manipulaci s plesnivym obilim. 88i vyznam pro populaci ma vSak chronicka toxicita

alimentarniho gjmu.

U vSech testovanych savcbyla prokazana nefrotoxicita, hlavnim cilem
napadeni je proximalni tubulus, kde ochratoxin @sqbi cytotoxicky a karcinogetn
U zvirat gijimajicich ochratoxin A v potray byla pozorovana karyomegalicka léze
burgk, ktera v dlouhodobém horizontu vede Kk atrofii ulip intersticialni fibroze a
hyalinizaci tubuli [23]. Prochazi placentou, je embryotoxicky a teganni. Dale byly
Zjistény imunosupresivni dinky, vSe ale u zvat a v davkach mnohem vysSich nez

nefrotoxickych.

,,,,,

glykosurii, proteinurii a polyurii se ztratou komteatni schopnosti ledvin, az jejich
selhani. Pro podobnost obou nemoci je spojovan také&manni Balkanskou
endemickou nefropatii (BEN), fibrotizujici interstlni nefritidou s familiarnim
vyskytem v endemickych zemlskych oblastech jihovychodni Evropy. Wchto
nemocnych byly nagieny vysSi plazmatické hladiny ochratoxinu A, tyte ale
objevily i jinde v Evrog bez podobnych nasledlk hovai se tedy i o jinych, ippadre
pridruzenych picinach napiklad o kyselig aristolochové, virech a dalSich
nefrotoxickych latkach jako kadmium nebo aromatickdovodiky vylouhované do

pitné vody z hadého uhli. Aditivni dinek v patogenezi niovych cest ma takeé

14



citrinin, ktery secasto vyskytuje obilnindch spolu schratoxinem, a proto je tal

tématem této prace.

V prvnich hodnocenich jeSt neby dostatek ¢@kazi o karcinogenit
ochratoxinu A, woce 1993 vSak byliphodnocen International Agenfor Research on
Cancer (IARC) pod zastitou &eveé zdravotnické organizace (WHO) &eifazen dc
kategorie 2b, tedy mozna karcinogenita u lZprava o karcinogenech americké
Narodniho toxikologického programtroku 2011 jmenuje konkré&tnmaligni tumory
ledvin u sam& mysSi a tumory jater u obou pohlavi pfijimu ochratoxinu A potravc
[51]. Data zestudii na lidech jsou nedostaté pro hodnoceni vztahu mezi zvnymi
hodnotami ochraixinu A v krvi se zvySenou incidenci tumiomaotovych cest. Naopa
pricina. Mechanismusdinki karcinogenity neniiigsré znam a prawtgpodobré piasobi
vice astami, krom inhibice proteosyntézy kompetici fenylalaniner také
kovalentnimi addukty na DNA, oxidativnim poSkozenawySenim intracelularniho pl

inhibici proteinkinésy.

3.2 Citrinin

Molekulova hmotnost: 25,25 g/mol

Vzorec: C13H140s

Nazev IUPAC: (3R,4S)-6-hydroxy-3,4,5-trimethyl-8xc-3,4-
dihydroisochromene-¢arboxylic aci

CHy,  CH,

Obr. 2: Molekula citrininu [22]

Citrinin, nebo také antimycin, monascidin A, ,yelow rice" toxin, je dals
mykotoxin produkovany plismi rodu Aspergillusa Penicillium, navic také &ékterymi
druhy roduMonascus které setradicné vyuzivaji kfermentaci ryze (red mould rice

Casto byva nalézan spolu vé s ochratoxinem A, jejich nedtoxicky (&inek je pak
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aditivni. Citrinin sam sice IARC netuje jako karcinogen, spada do kategorie 3 (agent
is not classifable as to its carcinogenicity to lams), neni totiz dostatek udap jeho
Gcincich. Studie navic nejsou dostate prikazné, aby byla mozZnost vytat
pramérny prijem citrininu v populaci, a tak ¥jslit ohroZzeni a péebu Gedrs
vymahatelnych limii. Vzhledem k jeho niZsi toxigitoproti ochratoxinu A a mensi
stabilit va¢i zpracovavani potravin je mu obe&cnénovana mensi pozornost.
Minimalné pro swij podil na negativnichtgledcich dalSich mykotoxinnebo jinych

nefrotoxickych latek by vSak ¢hbyt také gemeérovan a kontrolovan.

Citrinin je polyketid, diky konjugované planarniudttuie vykazuje fluorescenci,
nejvyssi v neionizované fokmpii nizkém pH. Je to latka Zlutych jekltiovitych
krystalki bez z4pachu, kysela, lipofilni, tep&lmalo stabilni. Rozklada se na citrinin
H1 a H2, prvi jmenovany je dokonce vice toxicky nez samotnyirgitr Citrinin byl
zkouman pro své antibiotické vlastnosti, zadnéivte se z & vSak nevyviji kwli

hlaSené toxicit pri testovani u zvat [22].

Poprvé byl izolovan Penicillium citrinum Thonv roce 1931 Hetheringtonem a
Raistrickem. Jeho producenti jséspergillus candidus, carneus, terreus, Penicillium
citrinum, verrucosum, citreonigrum, expansubejvice je obsazen veért spor,
pravdépodobré ma vliv na jejich Zivotaschopnost. Krgnobilnin tyto plisg napadaji
také kdeni (kmin, koriandr, fenykl, pé&p orisky, sekundarh syry, steji jako
ochratoxin i citrinin #&stava v mase a ledvinach prasat [54].

Citrinin je vylu¢ovan grevazr mcci, asi ze 75 %. Experimentalni akutni toxicita
se projevuje dyspnoi, nekr6zou renalniho tubulujtrik myokarditidou, poklesem
cestou. Vyzkumy karcinogenity bylytips kratké na hodnotné zé&y, ani jedna

nedosahovala dvou let, neda se tedy wyjtaani potvrdit.

Cilovy organ toxicity jsou ledviny, byla pozorovarevySena morbidita,
histopatologické zgny, adenomy. Citrinin ®ni permeabilitu membrany bék
proximalniho tubulu, ovliuje eflux vapenatych iofit Déle je tu také riziko
reprodukni toxicity, embryotoxicity a teratogenity. Nejsadostupné podrolafsi
toxokinetické studie, mechanismusinku je zZejm¢ komplexrEjSiho charakteru,

inhibuje  RNA a DNA syntézu, naruSuje mitochondrialfunkce, dava vznik
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oxidativnim radikdim, inhibuje pomylerizaci tubulinu a tvorbu mikrotud, aktivuje
signalni kaspazovou kaskadu s nasledkem apoptaigybu

Pri porovnavani tinka ochratoxinu A a citrininu bylo zji&ho, Ze se jejich
pusobeni dopluje a tim &ita nefrotoxické fpsobeni. Ochratoxin inhibuje syntézu DNA
a proteimi jiz v nizSi koncentraci nez citrinin, ten je zas€inn¢jSi v inhibici

mitochondrialni respirace a iontového transportubulech [23].

3.3 Kontaminace piva

Ochratoxin A a citrinin se do pivargnasi ze surovin. VySe zmdivé druhy
vlaknitych hub napadaji §enen a pSenici, a pokud vyprodukuji mykotoxiny, bwicke
pienaset spolu se surovinou dhiem zpracovani. K ndkaze dochéasto jiz na poli
v zavislosti na klimatickych podminkach a kwvalipady. Fi sklizni jsou spory
rozpraSeny na dalSi rostliny a nejrizikg@gim obdobim je skladovéni, kdy mohou
obilniny provlhnout a vadsné blizkosti se nakaza&isiTaké nakkovani sladu stdavym
zavlhnutim a vysouSenim musi byt kontrolovano, abynevyskytla plise Tvorba
mykotoxini nezalezi na vizualni identifikaci houby, uke probihat i skrgt
Ve stopovém mnozstvi nemusi byt rizikova, ale jposi@bi citlivych analytickych
metod pro prokdzani bezpesti [Fijatelného mnozZstvi.

Prvnim krokem je vyroba sladu, cozZ je vlgstraklicené enzymaticky aktivni
zrno. Po naktieni se zeleny slad suSi. &8y slad se dotahujeipnizSich teplotach
(do 85°C) steja jako tzv. bily slad pSeény, tmaveé slady se prazi. V préizse vyliva
na karamelizéni teplotu, ktera je pro stly karamelovy slad 120-130°C, polotmavy
160°C a tmavy karamelovy slad 180°C. Barvici slad mazi az # 240°C,
po zuhelnaini se rychle zchlazuje a intenzita jeho barvy Zavésdélce zatvani. Tyto
tmavé slady se pouzivaji profipravu tmavych piv, protoZze maji ale nizkou
enzymatickou aktivitu, doplji se s¥tlym sladem [25]. Teploty vyuzZivan&igejich

piipraw jsou ale jediné vySSiéhem vaeni piva, pi kterych by mohlo dochéazet
k vyznamejSimu rozkladu jinak zrmé odolnych mykotoxin.

Dalsim krokem, ktery je povaZzovdn za mozny eliniiciujfaktor, jsou
enzymatické procesyhem rmutovani, kdy se diastatickymi enzymy rozkjad@zité

polysacharidy na jednoduché cukry. Také u fermentaglo pozorovano snizovani
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obsahu ochratoxinu [36]. Jinak probih&ppava piva fi relativré nizkych teplotach:
vystirani sladu ve vlazné v&dsamo rmutovani okolo 75°C, aby nedoSlorédsasné
inaktivaci amylaz, chmeleni mladiny za varu a namkRkvaseni v chladu. ProtoZze se

jedna o relativés malé chemické slaeniny, neni Sance je odstranit filtraci.

3.4 Legislativa a kontrola

V roce 2006 stanovila European Food Safety AuthqiitFSA) tolerovatelny
tydenni gijem ochratoxinu A (tolerable weekly intake, TWIa 120 ng na kilogram
télesné hmotnosti (ng/kg bw). V roce 2010 doSlordzgoumani, ale hodnotaistala
nezneénéna, protoze fedpokladany fijem bizné populace je jen 15 az 60 ng/kg bw.
V roce 2006 byly dalefpdloZzeny v N&zeni komise ES. 1881/2006 limity pro obsah
ochratoxinu A v gkterych potravinach. Nejnizsi hodnoty 2,0 pg/kgujstanoveny pro

détskou vyzivu, nejvyssi u lékime je stanovena 80 pg/kg.

Pivo omezeni nema4, je vSak hiepo kontrolovano limity pro jgmen a slad a je
navrzeno zvazeni vhodnosti zavedeni linobsazeného ochratoxinu A i v pivu. Joint
FAO/WHO Expert Comittee of Food Additives (JECFAarsovila doportgeny TWI
prisrgji na 100 ng/kg bw.

Tab. 2: Vybrané limity N&zeni komise ES. 1881/2006 [16]

Obsah OTA
(g/k)
Nezpracované obiloviny 5,0
VSechny produkty pochéazejici z nezpracovanych winlfvcetre
zpracovanych vyrohkz obilovin a obilovin utenych k gimé 3,0

lidské spatebs krome piikrmu uréenych pro kojence a malétg

Vino (wetrg Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina a vina s

obsahem alkoholu nejmé&i5 % objemovych)

Pro citrinin prozatim neexistuji konkrétnieglepsané hodnoty, ob&wsak pro
latky podetelé z genotoxicity a karcinogenity dopouwe EFSA stanovit miru
vystaveni dané latce (margin of exposure, MOE) araitierizovat tak riziko.

Pro nedostatek dat ale tato hodnot&itunelze, byl proto tedy alespospaitan
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maximalni denni fsjem, ktery se nepovazuje za rizikovy z hledisk&atexicity u lidi

(level of no concern for nephrotoxicity). Vychazihadnot, kdy je$t nebyly

pozorovany nezadouci ¢iaky (no-observed-adverse-effect level, NOAEL), yted
20 ng/kg bw/den u krys. Sditou korelaci kwli mezidruhovym rozdiim je

piedpokladan za bezgmy denni pijem pro¢lovéka do 0,2 pg/kgétesné hmotnosti
[14].

V Ceské republice se monitorovanim cizorodych latgkotvavinach zabyvéa
Statni zemdélska a potravin&gka inspekce. Vippadt nadlimitnich nalek poskytuje
hlaseni v systému rychlého varovani pro potravinkrmiva (RASFF), aby doslo
ke staZzeni z evropského trhu. Ve zgrawoku 2012 bylo 5 vzoikpiv ze 7 pozitivni
na ochratoxin A, v nizkych koncentracich 0,01 -9Q,@/kg. Citrinin v pivu hodnocen
nebyl [48].

Kontrolu piva a jeho surovin poskytuje i na zakdzkreditovana laborato
Vyzkumného Ustavu pivovarského a skattého v Brg. Tento Ustav se mimo jiné
zabyva prav kontrolou jakosti, kroritesti kvality surovin provadi také&izné specialni
zkousky cizorodych latek¢etre jednotlivych mykotoxii (aflatoxiny, ochratoxin A,
zearalenon, fumonisiny, cytochalasin E, patulirgrigtnatocystin, deoxynivalenol,
deoxynivalenol-3-glukosid, trichoteceny). Jejichagmau provadi pomoci vritich
validovanych metod UPLC/FLR a HPLC/MS/MS. Tyto teshohou byt provedeny

u jeémene, sladu, mladiny a piva a také chmelu.

3.5 Analytické metody

Obke latky vykazuji fluorescenci, Ize je tedy detekovgbomoci tenkovrstvé
chromatografie. Z hlediska provedeni jde vSak oodhethife automatizovatelnou,
smér snadnym provedenim kvantifikace analyla vysSim limitem detekce.

Pro stopova mnozstvi vyskytujici se v pivu je tedyhodna.

Nejcastji se pro jejich analyzu vyuziva vysokiana kapalinova
chromatografie, ktera poskytujeggné vysledky a s velmi citlivou fluorimetrickou
detekci dosahuje detikich limita 10° — 10 g/ml [29].

Vysokoinna kapalinova chromatografie je segaia metoda zaloZzena

na ctleni mezi déma nemisitelnymi fazemi, pevnou stacionarfédstavujici sorbent
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v kolorg a mobilni kapalnou fazi unésejici vzorek skrz kaloV rim obsazené latky
postupr interaguji stiznou afinitou s chemickou strukturou pevné fazepduliji se na
ni a zarove v zavislosti na svém rozhbvacim koeficientu jsou extrahovanyétplo
mobilni faze. Takto dochazi postépmnohokrat k vytvéeni rovnovaznych stéyaz se
nakonec analyt eluuje z kolony na detektor ve se@arakteristickém reténim case
pii danych podminkach.

Dnes jsou fevazg vyuzivané, a to i viedchozich analyzachéahto
mykotoxini, stacionarni reverzni nepolarni faze s chemicky vamanymi
uhlovodikovymitetzci, pripadreé s dalSimi funknimi skupinami, a k nim mobilni faze

s iznym podilem polarni slozky.

Vyhodami kapalinové chromatografie jsou moznost Zdouminimalnich
mnoZstvi vzorku, automatizace, ktera diky autorkétitu davkova vzorku poskytuje
desitky analyz umadibijici rutinni pouziti, sepatai, kvalitativni i kvantitativni

hodnoceni.

U samostatnych analyz jednotlivych mykotakirbyvaji také vyuZzivany
elektroforetické metody, imunochemické, detekce poimhmotnostni spektrometrie
a dalSi. Jedna se v3ak o metody énémiverzalni, sloZjSi na provedeni a automatizaci

nebo vice nakladné.

3.6 Uprava vzorku pomoci prepinani kolon

Ke stanoveni ochratoxinu A a citrininu z realnélzorku je potebujeme nejprve
izolovat z matrice, coZ je nejkitsjSi bod. Uprava vzorku je &Sinou ¢asow
nejnar@néjSi z celé analyzy, nachylna ke ztratam ¢uwyosti, obzvlagt pii pouziti
klasickych off-line extraknich technik jako je extrakce na pevnych fazichESikebo
extrakce kapalina — kapalina (LLE). Matrice pivargdativne nekomplikovana, vodna,

témet bez bilkovin a nepétbuje slozitych Gprav.

Bézre uz se analyzuje ochratoxin A, prgj se také pimyslow vyrabi extrakni
imunoafinitni kolony (nap Ochraprep), obsahujici monoklonalni protilatkeaficky
vazici ochratoxin A, takZe jsou velmi selektivrpaskytuji dobré vysledky [9]. Pouziti
imunoafinitnich kolon vSak vjednom d&feni nabizi separaci pouze jednoho

mykotoxinu. NasSim cilem bylo vyt¥id metodu univerzakjSi a umoznit separaci dalSi
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latky. Vhodnym eSenim je zapojeni extrak piedkolony ped vlastni analytickou
pomoci vicecestného ventilu. V jednom kroku po fiilast neupraveného vzorku
ziskdme automatizovanou metodu schopnou extrakce komplexgjSi matrice,
separace a nasledného vyhodnoceni, ve smyslu @zdipojeni extrakce na pevné fazi

do chromatografického systému.

Na prvni kolonu je vzorek davkovan se slabsi mabdai, kterd je vice polarni
a ma mensi etini potencial. Analyzované lipofilni latkyagtanou na kolahzadrzeny,
vymyva se pouze polarni balastni matrice. V drulkéoku nasleduje i@pnuti ventilu
a pres extrakni predkolonu zane proudit silgjSi mobilni faze, ktera uz eluuje i tyto
mykotoxiny a unaSi je ijpmo na analytickou kolonu (viz obrazek 3 zndxgici
jednotlivé polohy ventilu). #padnym zavedenim gradientové eluce je mozné
dosahnout jestrychlejSi separace a ésjSich chromatografickych pikpodobr jako
u pouziti jediné kolony samostétnSeparované latky jsou zaznamenany na detektoru.
Na konci analyzy je ventil iepnut do pvodni polohy a jednotlivé kolony jsou
promyvany svymi péatenimi mobilnimi fazemi a fpravovany na dalSi n&#t

vzorku.

Co se tge instrumentalnich poZzadaykje zapotebi, aby HPLC systém &¢h
alespa dw¢ samostatné pumpy na mobilni faze a vicecestnyl\entoznosti zapojeni
alespa dvou kolon a jejich fepinani. Redkolona by rdla mit dostaténou adsorgni
kapacitu pro idealni extrakci, veliko&istic napla je treba zvolit tak, aby byla kolona
mért nachylna k ucpavanir&dkolona byv&asto vyrazs kratSi nez analyticka kolona,

¢imZ se sniZuje doba gebna na vymyvani matrice [45].

Klasicka separace na pevnych fazicltgso¥ znané narana, i na obsluhu a
spotebu rozpougdel. Nejprve je fieba aktivovat SPE kolonku, po naneseni vzorku
vymyvat matrici, eluovat analyty a teprve potom kizwat do HPLC systému.
Pri piepinani kolon dostaneme cely cyklus od hrubéhokvza? po vysledek v jednom

automatizovaném celku.
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Obr. 3: Jednotlivé polohy ventilugpinajiciho mezi kolonami

3.7 Testované kolony

Pfi optimalizaci metody byly porovnavany napVvé analytické kolony
s reverznimi fazemi, &sticemi typu fused-core (Ascentis Express firmgngi-
Aldrich) nebo monolitické (Chromolith firmy Merck)Oboji jsou vyrobeny na bazi
silikagelu, takze maji relatignomezenou chemickou stabilitu (dlouhod&@ib pH jen
3-7) a limitovanou teplotni stabilitu (do 60-70°(39].

Povrcho¥ porézni ¢astice (porous shell particles, fused-core) jsooietvy
1,7um neporéznim jadrem a slupkou o ttowes 0,5 um z porézniho silikagelu.
Vysledkem jsoucastice o velikosti 2,7 um, s velikosti 69 nm v mnozstvi 75 %
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celkového objemuastice. Toto provedeni uminie pravidelwjSi distribuci velikosti
¢astic a hustotu napini kolony. SniZzeni axialni aisé difuze a odporu protifpvodu
hmoty zvySuje kinetiku fgvodu hmoty. To ve vysledku napoméaha docilit vyssi
separéni innosti bez takového niastu zgtneho tlaku jako u klasickych poréznich
¢astic menSich nez 2 um s vyssi sefarakinnosti [39]. Jsou to robustni kolony,
pomérné rezistentni k ucpavani a poskytujici rychlou amalyVyrdbi se mnohé
varianty reverznich fazi, kraimklasickych alkylovych také polaj$i varianty jako

pentafluorphenylova nebo phenyl-hexylova [47].

Monolitické kolony jsou tveeny jednim kusem pevného porézniho materialu
naphujiciho kolonu. Vznikaji hydrolytickou polymeraaimz je dosazeno definované
struktury o dvou velikostech piarMakropéry umoiuji snadny pitok mobilni faze a
malé mezopory zajisiji velky povrch pro sepatai kapacitu. Oproti¢asticovym
kolondm maji vySSi odolnostus matrici vzorku a delSi Zivotnost kolony, coz je

s

vhodné obzvl&Su slozZigjSich bioanalytickych vzork Jsou totiz také mémachylné
dovolit vysSi rychlost gitoku. Monolitické kolony jsou prozatim limitovanénwnoZstvi
raiznych chemicky navazanych fazi. U endkapovanyctiagtarnich fazi, které nemaji
volné silanolové skupiny, nedochazi k nezadoucikarsgarnim interakcim s polarnimi

bazickymi slodgeninami [37].

3.8 Metody stanoveni ochratoxinu A a citrininu

Nejcasgji jsou tyto mykotoxiny stanovovany pomoci kapaligioh
chromatografickych metod (HPLC, UPLC) s fluorimekiou detekci. Na vybavenych
pracovistich je vyuzivana moznost detekce pomoadthostni spektrometrie. Lze je
prokazovat také tenkovrstvou chromatografii s UteKei, tato metoda je ale mnohem
mére citlivd a stanoveni obsahu obtizné. Olde@m snaha pouZivat automatizované
metody, kromt HPLC také sekveimi injekéni analyzu nebo kapilarni elektroforézu.
Pro stanoveni ochratoxinu A jsou dostupné antigenyimunoanalyzy. U ELISY vSak

byla prokazana mirné nigsnost u velmi nizkych koncentraci oproti HPLC-HLR].

V nasledujicim pehledu jsou uvedenyekteré moznosti analyzycetrg pouzité

separace a uvadych limita detekce za danych podminek.
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Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, DQ | Citace
OTA Pivo IAC OchraPrep | HPLC FLR 0,75 ngl/l,
Predkolona Zorbax SB-C18 Ex 333 nm, 2,5 ng/l
(12,5 x 4,6 mm, 5 um), Em 460 nm
Kolona Zorbax SB-C18 [9]
(250 x 4,6 mm, 5 pm)
isokraticka eluce, acetonitril/okyselena vodna faze
(20 ml kyseliny octové ledové v 1000 ml vody),
(50:50)
OTA IAC OchraPrep HPLC FLR dle matrice,
Kolona Inertsil (150 x 4,6 mm, 5 pm) Ex 333 nm, 0,004 -0,10
s predkolonou (10 x 4 mm, 5 pum) Em 443 nm na/kyg, [49]
isokraticka eluce, acetonitril/voda/kyselina octova 0,01 -10,30
(50:49:1) pua/kg
OTA Pivo (j&men, IAC OchraPrep | UPLC FLR 0,0003 pg/l,
slad, chmel, Kolona Waters ACQUITY UPLC HSS T3 Ex 335nm 0,001 pg/l
mladina) (2,1 x 100 mm, 1,8 um), Em 440nm [5]
gradientova eluce, acn/voda (40:60, 60:40),
upraveno HPQ, na pH 2
OTA Vepiové maso IAC OchraTest | HPLC MS 0,06 pg/kg,
Prekolona Waters Spherisorb ODS2 0,19 pg/kg
(10 x 4,6 mm, 5 pm),
Kolona Waters Spherisorb ODS2 (150 x 2,1 mm, [12]
3um),
isokraticka eluce acetonitril/'voda/kyselina octoya
(49,5:495:1)
OTA Koten SPE C18 HPLC MS/MS 0,024 ug/kg,
(aflatoxin B1) Iékorice, Kolona Waters XbridgeTM C18 0,095 ug/kg
cibule (150 x 2,1 mm, 3,5 pm), [53]
Fritillaria gradientova eluce acetonitril/ 5mM

ammoniumacetat vodna faze (20:80, 60:40)
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Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, DQ | Citace
OTA Mléko SPE Oasis HLB | UHPLC MS/MS 0,003 pg/kg,
(celkem 5 cartridge, Kolona UHPLC BEH C18 Waters 0,009 pg/kg
mykotoxini) (50 mm x 2,1 mm, 1,7 pm), [24]
gradientova eluce methanol/0,1% vodny roztok
amonia (10:90, 90:10)
OTA Orechy a QUEChERS UHPLC MS/MS 0,17 pg/kg,
semena (nasledna DLLME | Kolona Zorbax Eclipse Plus RRHD 0,57 pa/kg
pro separaci (50 x 2,1 mm, 1,8 um),
CIT aflatoxini) gradientova eluce, methanol/vodag dhze s 0.52 uglkg, [3]
(celkem 14 0.3% kvseli & a 5mM s 1,72 pg/kg
mykotoxin) 3% kyse my mraV(_a a 5mM mravetanem
amonnym, (5:95, 90:10)
OTA Cervené vino IAC OchraStar | HPLC FLR 0,01pgll,
Predkolona Symmetry® C-18 Ex 330 nm, 0,04 g/l
(3,9 x 20 mm, 5 pm), Em 460 nm
SPE C18 Kolona Waters Symmetry® C-18 0,09 ugll, [50]
(4,6 x 150mm, 5um), 0,3 g/l
isokraticka eluce acetonitril/kyselina mraw&n
voda (49,5:49,5: 1)
OTA Cervené vino IAC OchraTest | HPLC FLR 0,0025 pg/l,
Kolona Kinetex C18 Ex 333nm, 0,0083 ug/l
(4,6 x 100mm, 2,6pum core-shell), Em 477 nm [35]
isokraticka eluce, acetonitril/voda (50:50,
okyseleno 1% kyseliny mraveéiy
OTA Cervené vino IAC OchraTest | HPLC FLR LOD 5 ngl/l
Kolona LiChrospher RP-18 Merck (125 x 4,0 Ex 336 nm,
mm, 5um) s pedkolonou (4,0 x 4,0 mm, 5um), | Em 464 nm
isokraticka eluce, methanol/voda/kyselina octova [17]
(70:30:2)
LLE (chloroform) | ELISA Fotometricky pi | LOQ
450 nm 0,05 pg/l
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Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, DQ | Citace
OTA Zazvor MIP - SPE UPLC FLR 0,09 uall,
Kolona Waters Acquity UPLC HSS T3 Ex 333 nm, 0,3 pgl/l
(50 x 2,1 mm, 1,8 um), Em 460 nm [6]
isokraticka eluce, methanol/0,5% vodny roztok
kyseliny octové (65:35)
OTA Plazma LLE (chloroform), | HPLC FLR LOQ 0,05
poté IAC Ochraprep| Predkolona Phenomenex C18 Ex 333 nm ugll
(3x4,0mm, 5 um), Em 465 nm
Kolona C18 Spherisorb
ODS 2¢astice 10 um (300 x 4,6 mm),
isokratické eluce, methanol/acetonitril/ [10]
0,005M octan sodny/octova kyselina
(300:300:400:14)
ELISA Fotometricky i
(Ridascreen kit) 450 nm
OTA Pivo Precipitace protein | HPLC MS/MS 0,4 pgl/kg,
iontovymeEnna/RP | Kolona Inertsil ODS 3 0,8 pa/kg
SPE (2 x 250 mm, 5 pm) s 10mniegalkolonou, [44]
isokraticka eluce, methanol/voda/kyselina octovya,
(70:30:1,5)
OTA Vino DLLME Kapilarni HPLC LIF 5,5 ng/l,
Kolona Luna C18 Phenomenex 18,4 ng/l

(150 x 0,5 mm, Jum),

isokraticka eluce,

vodna faze

(2% kyselina octova, 0,2M SDS)/ methanol
(30:70)

[2]

26




Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, DQ | Citace
OTA Obilniny, QUEChERS SIA TSL, terbium 0,7 pall,
krmivo 2,5 pgl/l
FLR 1,5 ugll, [33]
Ex 333 nm 5 uog/l
Em 457 nm
OTA Vino LLE (chloroform), | Kapilarni elektroforéza DAD 60 pa/l
IAC OchraTest Kapilara 48,5 cm, 50 pm, 380 nm
10 mM boratovy pufr, pH 9,3
HPLC FLR 0,07 pgl/l 20]
Kolona Tracer Extrasil ODS-2 Ex 225 nm,
(250 x 4 mm, 5 pum), Em 461 nm
isokraticka eluce, methanol/acetonitril/5mM octan
sodny (29:29:42),
pH 2,2 (upravené kyselinou fosféremu)
OTA, CIT Pivo (africké, LLE TLC detekce, UV detekce OTA 0,1 pg/
(celkem 7 kukuii¢né) (acetonitril/4% KCI | Fus, fluorescetini deska, OTA 366 nm kapku
mykotoxini) (9:1), isooktan, | toluen/ethylacetat/kyselina mraver6:3:1) CIT 254 nm vzorku
chloroform) [40]
OTA HPLC stanoveni FLR 1 pall,
Kolona Lichrospher C18, Ex 333 nm,
isokraticka eluce, acetonitril/0,1% orthofosfémé | Em 470 nm
kyselina (55:45)
OTA Syry HPLC TRL, terbium 3*10M
Kolona C18 Inertsil OSD-2
(4,6 x 250 mm, 5um), g [52]
CIT isokraticka eluce, methanol/voda (70:30) 2*10°M
s hydroxidem tretrabutylamonnym (1 mM)
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Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, DQ | Citace
CIT Syry, plisiové HPLC FLR 0,9*10"M,
kultury syit Kolona C18 Nucleosil Ex 331nm 2*10'M
(250 x 4,6 mm, 5 um), Em 500 nm
isokraticka eluce, tetrabutylamonium (0,57 mM [18]
v methanolu, upraveno na pH 5,5 pomoci 1M
HCI,
po separaci okyseleni
CIT Ryze Solid-liquid extrakce Mikrofluidni elektrochemicky imunosensor elektrochemickd 0,1 pg/l,
(acetonitril/4% KCI 0,5 pgl/l [1]
(9:1), n-heptan,
chloroform)
CIT Fermentovang Solid-liquid extrakce| MFCI FLR 0,005 pagll,
ryze (,Red (70% ethanol) CIT-ovalbumin antigen na karboxylovych 0,01 pg/l [32]
yeast rice") mikrosférach
CIT Fermentovand Solid-liquid extrakce| MEKC DAD, 0,03 ng/l,
(lovastatin) ryze (,Red (methanol/voda | Uncoated fused-silica UV 216 nm 0,08 ng/l [38]
yeast rice") 80:20) Capillaries, Agilent (32,5 cm, 50 um)

Vyswétlivky: DLLME — dispersive liquid—liquid microextiion, IAC — immunoaffinity column, LIF — laser-inded fluorescence detection, MEKC - micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie, MFCI 4cnasphere-based flow cytometric immunoassay, Mifolecularly imprinted polymer, QUEChERS metodauid®,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, SIA —es&kV injekéni analyza, TRL — time-resolved luminiscence

28




4. Experimentalni ¢ast
4.1 Materialy a pomiicky
4.1.1Standardy, chemikalie a vzorky

Ochratoxin A, dodavatel Sigma - Aldrich s.r.o.,qreni standard; 98 %
Citrinin, dodavatel Sigma - Aldrich s.r.o., pracostandardy> 98 %

Acetonitril, CHROMASOL\V Plus, for HPLCz 99,9 %, Sigma - Aldrich s.r.o.
Methanol, CHROMASOLY, for HPLC,> 99.9 %, Sigma - Aldrich s.r.o.
Kyselina octovéagistota pro MS, Sigma - Aldrich s.r.o.

Ultracista vodagisténa systémem Milli-Q (Millipore)

Vzorky piva (lezaky):

Lobkowicz Premium, Platan 11° (Pivovar Protivinyd®iary Lobkowicz, a.s.)
Rycht& Premium, (Pivovar Rychtddlinsko, Pivovary Lobkowicz, a.s.)
Vévoda 11° (Pivovar Vysoky Chlumec, Pivovary Lobkcay a.s.)

KlaSter 12° (Pivovar Klaster, Pivovary Lobkowiczs.a

Jezek 11° (Pivovar Jihlava, Pivovary Lobkowicz,)a.s

Pater (Pivovaterna Hora, Pivovary Lobkowicz, a.s.)

Kounic (Pivovar Uhersky Brod, Pivovary Lobkowiczsa

KruSovice 12° (Kralovsky pivovar Kruovice, Heinekéeska republika, a.s.)
Breziak swtly lezak (Pivovar Velké Bezno, Heinekefeska republika, a.s.)
Zlaty bazant (Pivovar Hurbanovo, Heineken Slovensks.)

Staropramen LeZak, Branik Lezék (Pivovary Staroprams., Praha)
Ostravar Premium (Pivovar Ostravar, Pivovary Steaopen a.s.)

Pilsner Urquell (Pivovar Plasky Prazdroj, Plaesky Prazdroj, a.s.)
Radegast Premium (Pivovar Radegast NoSovicensiyePrazdroj, a.s.)
Budweiser Budvar, Pardal Echt (Bijolvicky Budvar, n.p.)

Holba Seréak, Bertold LeZ4ak (Pivovar Holba Hanuseyics., Hanusovice)
Bernard swtly lezak (Rodinny pivovar Bernard, a.s., Humpolec)
Svijansky Maz 11° (Pivovar Svijany, a.s.)

Olivétinsky Opat (Pivovar Broumov s.r.0.)

Samson sitly lezak 12° (Pivovar Samson, aSeské Budjovice)
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Bohemia Regent Premium 12° (Pivovar Regeigp@, Bohemia Regent, a.s.)
Valdstejn (Pivovar Novéa Paka, a.s.)

Otakar 11° (MsStansky pivovar v Paice, a.s.)

Lounsky Zejdlik 11° (Rodinny minipivovar Domov, Liay)
Chogbor Prémium (Pivovar Chébor s.r.0.)

Poutnik s¥tly lezak 12° (Pivovar Poutnik Péimov)
Bakal& (Tradini pivovar v Rakovniku, a.s.)

Ferdinand (Pivovar Ferdinand s.r.0., BeneSov)
Chodovar Zlaty lezak (Rodinny pivovar Chodovar)
Vyskovské pivo (Pivovar Vyskov)

Krakono$ (Pivovar Krakono$ Trutnov)

Skalak (Pivovar Rohozec a.s., Turnov)

PSenéné nefiltrované lezaky:

Staropramen Nefiltrovany (Pivovary Staropramen &saha)

KruSovice P$ekné (Kralovsky pivovar KruSovice, Heinek€rska republika, a.s.)
Velen (PivovarCerna Hora, Pivovary Lobkowicz, a.s.)

Swetly kvasnicovy pSeriny lezak Herold (Pivovar HeroldiBznice a.s.)

Priméator Weizenbier (Pivovar Nachod, Primétor a.s.)

Fénix (Plzésky Prazdroj a.s.)

Tmava piva:

Master Tmavy 18° (Pivovar Plasky Prazdroj, Plaesky Prazdroj, a.s.)
Velkopopovicky KozelCerny (Pivovar Velké Popovice, Plgky Prazdroj, a.s.)
KruSoviceCerné (Kralovsky pivovar Kruovice, Heinek€aska republika, a.s.)
Budweiser Budvar Tmavy lezak (Bgdvicky Budvar, n.p.)

Pardubicky Porter 19° (Pardubicky pivovar a.s.)

Samson tmavy lezak 12° (Pivovar Samson, @eské Budjovice)
BernardCerny lezak (Rodinny pivovar Bernard, a.s., Humpplec
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4.1.2P¥istroje a podminky separace

Chromatograficky systém:

Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid @imaitograph

Detektor: Shimadzu RF-10AXL Fluorescence Detector

Kolony: Ascentis® Express F5, 100 x 4,6 mm, yy¢astice, (Sigma
Aldrich)

Ascentis® Express Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm,&yv¢astice,
(Sigma Aldrich)

Ascentis® Express C18, 100 x 4,6 mm, 27 ¢astice, (Sigma
Aldrich)

Chromolith® FastGradient RP-18e, 50 x 2 mm, (Mgrck

Chromolith® HighResolution RP-18e, 50 x 4,6 mm gfik)

Predkolona: Ascentis® Express C18 Guard Cartridge4® mm, Jum
(Sigma Aldrich)

Davkovani: 10Qul

Detekce: Fluoresceéni, Ex 335 nm, Em 497 nm

Mobilni faze: Acetonitril — 0,5% vodny roztok kysg/ octove

Methanol — 0,5% vodny roztok kyseliny octové
Acetonitril - methanol — 0,5% vodny roztok kysglinctové
Pratok: 1,0 ml/min
Promyvaci faze: Acetonitril — 0,5% vodny roztok &lsy octove
Methanol — 0,5% vodny roztok kyseliny octové
Pratok: 2,0 ml/min
Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution
Filtra ¢éni zafizeni na mobilni faze
Millipore, filtr ze sklerénych vlaken o velikosti pdar0,45um
Analytické vahy:

Sartorius 2004 MP, SRN
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4.2 Priprava roztoka standarda ochratoxinu A a citrininu

4.2.1Uprava standardi

Navézky 1,01 mg ochratoxinu A (OTA) a 0,99 mg aitmii (CIT) byly
rozpusény kazda v1 ml methanolu. Byly takfipraveny 1 ml roztoku

ochratoxinu A a 1 ml roztoku citrininu pro dalSapr.

4.2.2P¥iprava zasobnich roztoka

Zasobni roztok ochratoxinu A o koncentraci 5 mgyl lzhotoven
odebranim 50 pl roztoku standardtippaveného podle.2.1. a doplgnim 950

plI methanolu. Zasobni roztok citrininu vznikl st@mpostupem.

4.2.3Priprava pracovniho roztoku pro optimalizaci metody

Smisenim po 1 ul zasobniho roztoku ochratoxinu pl Zzasobniho
roztoku citrininu s 998 pl methanolu byl nachys&misny pracovni roztok

standard pro optimalizaci metody o koncentraci 5 pg/l kazdéatek.

4.2.4P¥iprava pracovnich roztokia pro kalibraci

Zakladni smisny roztok proredéni kalibranich roztok byl urcen na
koncentraci 50 pul OTA + 100 pl CIT/I. Do 25mlitky bylo napipetovano 250
ul zasobniho roztoku ochratoxinu A a 500 pl zadebmoztoku citrininu a
doplréno po rysku promyvaci mobilni fazi, tzn. 30% metilam okyselenym
kyselinou octovou (5 ml na litr mobilni faze). Poani roztoky byly pipraveny
dalSimiednim tohoto smssného zakladniho roztoku podle tabulky 8sRSny

objem byl odpipetovan do 10mliiky a dopln po rysku stejnou mobilni fazi.
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Tab. 3: Riprava pracovnich roztdkpro kalibraci do 10ml by

c OTA (ng/l) c CIT (ug/l) objem zakladniho
roztoku (ul)
1. |50 10,0 1000
2. |25 50 500
3. |1,25 2,5 250
4. 11,0 2,0 200
5. | 0,75 1,5 150
6. |05 1,0 100
7. | 0,25 0,5 50
8. |01 0,2 20
9. | 0,05 0,1 10
10. | 0,01 0,02 2

4.3 Priprava vzorki piv

Vzorky piv byly odebirany fimo z lahvi, do vialky byl nadavkovan 1 ml
piva.

VSechny vzorky, standardy a roztoky standardyly uchovavany
v lednici.

4.4 Priprava mobilnich fazi
Bylo vyuZivano vSechitpump tohoto chromatografu.

Pumpa A: organicka sloZzka mobilni fazeisty originalni acetonitril nebo

methanol bez Uprav
Pumpa B: vodna slozka mobilni faze: 0,5% vodrajak kyseliny octové

Pumpa C: namichana promyvaci faze v testovanyomwnqgeh organickd/vodna
sloZka, tzn. methanol nebo acetonitril / vodny otizkyseliny octove

(5 ml kyseliny octové na litr mobilni faze)
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4.5 Optimalizace chromatografickych podminek
4.5.1Volba mobilni faze

Nejprve byla snaha separovat latky za isokratickyodminek. ldealni
poner mobilni faze byl poté vyuzit i pro gradientovolu@ jako pa@ateni
koncentrace. Vyhodami gradientové eluce je zrydhla@malyzy a dosazeni
ostejSich pik analyti oddtlenych od matrice. Oba mykotoxiny jsou pome
lipofilni, proto je mozné % pocateini nizSi koncentraci organické faze nejprve
vymyt vodnou matrici piva a poté zvySenim gradientychlit eluci obou

analyt.

Vodna slozka mobilni faze je skabkyselena kili kyselému charakteru
analyzovanych latek. V neionizované farrdochazi k jejich vysSi retenci na
kolor¢ a lepSi separaci od interferenci z matrice. Zvmleyla kyselina octov4,
ktera je dobe dostupnd, netoxicka, organicka kyselina.

Volba organickéhocinidla je dana lipofilitou analyzovanych latek.
ZkouSeny byly acetonitril, methanol a jejich komdue. Methanol se ale ukazal
jako slabé eleni ¢inidlo pro tyto latky nevhodny, i ve sisi s acetonitrilem
nedostatény. DalSi pokusy tedy byly zaffeny na zminy pongru acetonitril -
0,5% vodny roztok kyseliny octové. Tatoéifani probihala na monolitické
kolon¢ High Resolution RP-18e, 50 x 4,6 mm.

Optimélni porgr byl 45:55 (obr. 5). Méh organické slozky zbyteg
prodluzujecas analyzy, pik ochratoxinu zaostava za pikemnaitui (obr. 4),
naopak p zvySeni podilu acetonitrilu na 50 % nejsou pikgtaténe rozlisené
(obr. 6).
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Obr. 4: Mobilni faze 40:60 acetonitril - 0,5% vodmgztok kyseliny octové
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Obr. 5: Mobilni faze 45:55 acetonitril - 0,5% vodmgztok kyseliny octové
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Obr. 6: Mobilni faze 50:50 acetonitril - 0,5% vodmztok kyseliny octove

4.5.2Vybér kolony

Monoliticka kolona High Resolution

Parametry: Chromolith® HighResolution RP-18e, 5046 mm, monolit,
makropory 15 nm, mezopory 1,15 pum (Merck)

m
cnDetector ABCIENMEMATINm

OTA
2570

CIT
1,640

0 DIE 0.!!0 07‘5 1.4:'0 12‘5 15) 1.7"5 2&0 255 2..;0 2"!5 3&0 3'25 3\'&) 37‘5 min
Obr. 7: Monoliticka kolona HighResolution

(mobilni faze 45:55 acetonitril — 0,5% vodny roztglseliny octové)

Na této kolog byla hledana idealni mobilni fazegetné moznosti
pouziti methanolu samostétmebo v kombinaci s acetonitrilem. Samotny
acetonitril byl nejdinngjSi elwni ¢inidlo, na dalSich kolonach se uz pracovalo

pouze s nim, pro tuto kolonu byl nejlepsi @o5:55 organicka — vodna slozka.
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petector ABREMMEmF nm

Tato kolona by se dala pouZzit pro analyzu ochratox citrininu, ob
latky byly detekovatelné, rozliSeni fikylo vyhovujici, navic # nizkém tlaku

na kolorg. Nebyla vybrana ki chvostovani piku citrininu.

Monolitick&a kolona C18

Parametry: Chromolith® FastGradient RP-18e, 50mr2, monolit, makropoéry
1,5 um, mezopory 13 nm, porosita > 80 % (Merck)

OTA
1469

CIT
0,692

Obr. 8: Monoliticka kolona C18

(mobilni faze 35:65 acetonitril — 0,5% vodny roztglseliny octové)

Tato kolona je oproti ostatnim testovanyasticovym kolonam kratSi a
uzsi, diky menSimu mnoZzstvi sorbentu bylo moznozigomnohem méh
organickeé slozky v mobilni fazi, vyhodou je takaktldvakrat nizsi nez u delsi

¢asticové C18 kolony.

Pentafluorfenylova kolona

Parametry: Ascentis® Express F5, 100 x 4,6 mm,u2n/fused-coretéstice
(Sigma Aldrich)

175 elector ABxcEBNMEmFTIm

QTA
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0. 02 0@ 078 10 125 A& 478 200 235 280 275 a0 335 30 375 A0 43 48  4® S0 58 GW  A®  mn

Obr. 9: Pentafluorfenylova kolona

(mobilni faze 50:50 acetonitril — 0,5% vodny roztglseliny octové)
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Byla provedena analyza s mobilni fazi v gom acetonitril —
vodné okyselena faze 45:55, 50:50 a 55:45. Na v&azhamech chybi pik
citrininu, prava@podobre se nezachytil na kolén nebo byl piliS dlouho

zadrzovan. Tato kolona je tedy nevhodna k sepanatdZ ke kvantifikaci obou
mykotoxini.

Kolona C18

Parametry: Ascentis® Express C18, 100 x 4,6 mmuBy7/fused-coretastice,
(Sigma Aldrich)

et REEE AT
CTA
175 2697

cIT
2,078

T T
EL 325 min

Obr. 10: Kolona C18

(mobilni faze 55:45 acetonitril — 0,5 % kyselindma)

| na této koloa byly obs latky separovany, ze zkouSenych poin
mobilnich fazi nejlépe vychazela 55:45 ve pemsp organické slozky. Pik
citrininu ale neni dostata¢ Gzky.

Phenyl-hexylova kolona

Parametry: Ascentis® Express Phenyl-Hexyl, 1006xmm, 2,7um fused-core
castice (Sigma Aldrich)

m
etector ABCBBNMETANm

OTA
3568
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Obr. 11: Phenyl-hexylovéa kolona

(mobilni faze 50:50 acetonitril — 0,5 % kyselindama)
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Nakonec byla zvolena z poslednich dvou testovahgbbn tato kolona,
obe latky se na kolot separuji, piky maji dobré rozliSeni, vyréamechvostuiji,

tlak do 15 MPa je vyhovuijici.

4.5.3Parametry detekce

Po prongieni emisnich a excitaich spekter obou standérdoyly
vybrany hodnoty pro fluorescé&mi detekci Em 335 nm a Ex 497 nm, na kterych
byla odezva obou stand&rdzarovén co nejtSi. Spektra byla wfena
v koncentraci 0,05 mg/l v mobilni fazi 50:50 acetoh— 0,5% vodny roztok
kyseliny octové. Emisni spektrum citrininu je vymazauzsi nez ochratoxinu A,
proto je poteba nastavit excitai z&eni podle & okolo 337 nm, kdy je pro
citrinin nejvyssi citlivost, a také volba detekamieniho zéeni @i 497 nm byla
ucinéna podle hodnot citrininu. Excitai spektra obou latek jsou si blizka.
Vzhledem ktomu, Ze odezvy citrininu jsou zhrubaaldat slabSi nez
ochratoxinu, @ validaci metody bylo vyuZivano dvojnasobné koricace

citrininu oproti ochratoxinu, aby jejich hodnotytémzity bylyradow stejné.

150,000

100,000

Intensity

50,000F

0,000
250 300 400 500 600 B30
Wavelength (nm.)

Obr. 12: Emisni spektrum citrinindgrnd) aochratoxinu A(modra kivka), Ex = 337 nm
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4.5.4Vliv teploty

Vhodna teplota byla vybrana porovnavanim réméch casi standard
pii raznych teplotach. Pro &eni byla pouzita kolona Phenyl-hexyl, ktera ge p
piedchozich réenich jevila nejvhod#jsi. Byly srovnavany reténi ¢asy obou
pikia a sledovano zda dochazi k separaci s d@state rozliSenim obou pikod
sebe a piku citrininu od mrtvého objemu. Cilemobyluzit zngny teploty
k dosaZzeni co nejkratSi doby analyzy s dostgtm rozliSenim. DalSim
sledovanym parametrem byl tlak na kalo® rostouci teplotou se dosahovalo
kratSihoc¢asu analyzy a nizSiho tlaku. Ze zkouSeného roz@@£f0°C je tedy
optimalni teplota 50°C, vysSi teplota uz neni viodmili destrukini zagzi

kolony a filiSnému giblizeni piki.

Tab. 4: Srovnani reténichéadi a tlaku na kolo# pri riznych teplotach analyzy

30°C | 40°C | s0°C | 60°C
t CIT (min) | 2,225 | 2,178 | 2,129 | 2,064
tr OTA (min)| 3,593 | 3,309 | 3,057 | 2,796
tlak (MPa) | 14,5 12,9 | 115 | 10,0

4.5.5Volba promyvaci faze

Prepinanim kolon je dosaZzeno podminek extrakce naépizi zapojené
do systému on-line. Po né&ku vzorku gedkolonou protéka mobilni faze se
slabSim eltnim potencidlem, aby byla vymyta balastni matris&sleduje
piepnuti ventilu, kdy je fepojena naigdkolonu pumpa se s#j$i mobilni fazi,
kterou jsou eluovany i dosud zadrZzené analytynp na vlastni analytickou
kolonu. Na ni se latky dale separuji touto &8h mobilni fazi. Volba slabsi
promyvaci faze je tedy kriticky krok z hlediska mgjlepSiho odstrami balastni
matrice a interferujicich pik pii souwasném dostateém zadrzeni

analyzovanych latek nagukolore.

Pfi pouZiti acetonitrilu jako organické slozky dochlr ke ztratam
citrininu, maximalni koncentrace, ktera by se dadazit na kratké fiedkolorg
s reverzni fazi C-18 (5 x 4,6 mmuhn), byla do 5 % acetonitrilu ve vodné fazi.
Vhodrgjsi se proto jevil methanol, pokud mozno v co nggiykoncentraci, aby

se co nejvice zredukovala balastni matriiezachovani dobrého rozliSeni fiik
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a jejich separace od matrice. Slabsi promyvaci imioldize je kwli povaze latek
také okyselena kyselinou octovou. Vyslednd koneeetrbyla uwfena na
okyseleny 30% methanol (5 ml kyseliny octové na nitobilni faze). Obsah
methanolu vysSi nez 30% tgoboval jiz vymyvani citrininu z extraki

predkolony.

OTA

:

Obr. 13: Promyvaci faze okyseleh§% methano{modra kivka) a 30% methanokerna)

Pro dosazenidinngjSiho promyvani byl nastavenipok promyvaci faze
na 2 ml/min. S delSitlasem promyvani az 5 minuistavajici balastni pikifis
nezmensoval odezvu natatku chromatogramu, byl proto ponechén kréasi2

minuty do repnuti ventilu a z&tku separace pro Uspafasu analyzy.

Tato optimalizace on-line SPE extrakce probihalavg®e vybranych
podminek na phenyl-hexylové kokbrs mobilni fazi 45:55 acetonitril — 0,5%
vodny roztok kyseliny octovéipteplog 50°C, gicemz byla zapojenaies
vicecestny ventil fedkolona sreverzni fazi C18 a dalSi pumpa seislab$
promyvaci mobilni f4zi pro on-line Gpravu vzorkutepinani ventilu bylo
nastaveno po 2 minutach po nadavkovani vzorkuredkplonu, kdy se uka@in

promyvani a zéne vlastni separace na phenyl-hexylové kaélon

4.5.60ptimalizace gradientové eluce

Patateini koncentrace mobilni faze byla nastavena na 4&cgfonitril —
0,5% vodny roztok kyseliny octové.uRé koncentrace acetonitrilu byly
srovnavany § isokratické eluci a nasku 100 pl vzorku (pivo s ifidavkem
standard), pro promyti byl pouzit 30% okyseleny methanolyS$i podil
acetonitrilu snizuje rozliSeni piku citrininu &piz balastni matrice, nizsi podil

celou analyzu zase zbyte& zpomaluje (obr. 14)
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Obr. 14: Srovnanitizného poriru organické/vodné slozky v mobilni fazi
Mobilni faze acetonitril — 0,5% vodny roztok kysslioctové v porgru 40:60(modra kivka),
45:55(¢ervena kivka), 50:50 ¢ernd kivka).

K prepnuti ventii dochazi ogt ve 2. minug, kde z&ina vlastni analyza.
Nejprve protékd stadla mobilni faze o koncentraci585acetonitril — 0,5%
kyselina octova. DalSi pokusy vedly Kani¢asu, kdy ma zdt nafistat podil
acetonitrilu v mobilni fazi. Jeho maximalni % vyBgla odhadem nastavena
k ristu do koncentrace 80:20 a testovany bidgy z#&atku nafistu gradientu
2,5 minuty a 3 minuty (respektiveilpminuty a minuta od igpnuti ventilu).
K lepSimu rozliSeni pik dochazelo $ poz&jSim nafistu koncentrace
acetonitrilu, tedy ke zvySovani podilu organickéef@az od 3. minuty (obr. 15).

o
00 Bt ciorA e asenm Emag Tm

OTA
19003

CIT

Obr. 15: Srovnani zZatku nafistu gradientu viznémc¢ase
Zacatek gradientu od 3. minutydrnd) a od,5. minuty(modra kivka)

Nasledujicim krokem byla optimalizace strmostituséu gradientu, do
jaké koncentrace a v jakéasovém intervalu by se &a linearre zvySovat
organicka sloZzka mobilni faze. Maximalni mobilnzé¢a80:20 acetonitril — 0,5%

vodny roztok kyseliny octové se zdala dosjeci, testovana byla také kaimé
koncentrace 90:10.
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Obr. 16: Na#st procentualniho podilu acetonitrilu v mobilniifag 45 na 90 %.

Jak je vidt na obrazku 16, z experimé@nbylo zjiS€no, Ze Wase 5,5
minuty byly jiz oba standardy eluovany aifwk vtéto dob na pumpach
odpovidal poréru 75:25 acetonitrilu k vodné fazi. Vicasu a zvySovani podilu
acetonitrilu jiz tedy nebylo nutné. Proto byl vydhy gradient nastaven na
konenou koncentraci 75:25 acetonitril — 0,5% kyselictowa, naiist gradientu
probiha wase 3 — 5,5 minut line&m v 6. minu je cela analyza uk@ena.

Pritok mobilni faze na analytické koldtyl po celou dobu nastaven na hodnotu
1,0 ml/min. Rehled viz tabulka 5.

Tab. 5: Pitbéh analyzy, finalni podminky gradientu

%
0, )
. (0,5% kys. 30% Koment&
(acetonitril) octova) metanol

néstik 100 pl vzorku
. , na extrakni kolonu,
do 2. min - - 2 ml/min L, .
promyvani balastni

matrice

piepnuti ventih ve 2.
minuté, zaina eluce
2.-3. min 45 55 - analyti na analytickou
kolonu, isokraticky,
pratok 1 ml/min

3555 min linearni linearni i linearni naist
R narist do 75 pokles na 25 gradientu
do 6. min —
5,5.-6,0 min 45 55 i kOﬂdICIOQa,CEi kolony
na pgateni
podminky
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Obr. 17: Konény gradient pro validaci
Procentuélni ndst podilu acetonitrilu 45 -> 75 %dase 3 - 5,5 minuty.
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5. Vysledky a diskuze
5.1 Souhrn optimalnich podminek pro HPLC analyzu

Chromatograficky systém:

Chromatograf:
Detektor:

Kolona:

Predkolona:

Davkovani:
Detekce:

Typ eluce:
Mobilni faze:
Narnist gradientu:
Pratok:
Promyvaci faze:

Pratok:

Shimadzu 20AD Prominence Liquid @iaitograph
Shimadzu RF-10AXL Fluorescence Detector

Ascentis® Express Phenyl-Hexyl, 100 x @@, 2,7um castice,
(Sigma Aldrich)

Ascentis® Express C18 Guard Cartridge4® mm, 2,7um
(Sigma Aldrich)

10Qul

Fluoresceéni, Ex 335 nm, Em 497 nm

Gradientova

Acetonitril — 0,5% vodny roztok kysg/ octove, 45:55 az 75:25
2. - 3. min isokraticky, 3. — 5,5nrinearni naist gradientu

1,0 ml/min
Methanol — 0,5% vodny roztok kysebictove, 30:70

2,0 ml/min

Cas epnuti ventilu: 2. min

Celkovycas analyzy: 6 min

Teplota:

Vyhodnoceni:

50°C

Chromatograficky software LC Solution
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5.2 Test vhodnosti chromatografického systému

Vhodnost chromatografického systému &ntost chromatografické
separace byla prokazovanaismim smdsného pracovniho roztoku standard
pro kalibraci o koncentraci 1 pg/l OTA a 2 pg/l Giipravenym podle kapitoly
4.2.4. Roviz byla prokazovana pro tyto koncentrace naspikovangatrici

piva.

5.2.1U¢innost chromatografického systému — zdanlivy peet teoretickych
pater (N)

Vhodnost kolony byla asfena pro analyzované latky samotné i

v matrici. Vypaet byl proveden z gméru i méfeni podle vzorce:

2
N =554 (t—R) . kde:

Wo,5

tr je reterni cas,

Wos je Stka piku v polovig jeho vysky.

Tab. 6: &innost chromatografického systému

analyzovana latka tr (Min) Wo,5(min) N
ochratoxin A 4,631 0,093 16654
citrinin 5,320 0,112 8343

Tab. 7: Winnost chromatografického systému v matrici

analyzovana latka tg (Min) Wo,s5(mMin) N
ochratoxin A 4,617 0,093 16558
citrinin 5,316 0,110 8760
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5.2.2Faktor symetrie chromatografickych piki (Ag)

Vypocet faktoru symetrie byl proveden zZipwru i meéieni podle

vzorce:

Wo,05

Wo,05
Ag =22
S od '

je Stka piku ve vzdalenosti 5 % vysky piku,

kde:

je vzdélenost mezi kolmici spaBbu z vrcholu piku a

vzestupnouwasti piku v 5 % jeho vysky.

Tab. 8: Symetrie chromatografickych pik

analyzovana latka & (min) Wo 05(min) As
ochratoxin A 4,617 0,191 1,157
citrinin 5,316 0,287 1,414
Tab. 9: Symetrie chromatografickych pik matrici
analyzovana latka & (Min) W ,05(mMin) As
ochratoxin A 4,631 0,189 1,143
citrinin 5,320 0,260 1,336

Faktor symetrie piku ma byt vrozmezi 0,8 az 1/ &ba standardy

pozadavek vyhovuje, i v matrici.

5.2.3RozliSeni chromatografickych pili (Rs)

RozliSeni pik analyti bylo vypaiteno z paméru i mereni podle

vzorce:

trra ke

Wh1 @ Wh2

1,18+(tgz—tR1)
R, = ————= , kde
Whi1tWh3

jsou retetini ¢asy latek, kdyg, > try;

jsou Siky piki v polovicni vySce piki.
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Obr. 18: Separace standémh optimélnich podminek

Tab. 10: RozliSeni chromatografickych pigtandard

analyzovane latky| Rs
OTA-CIT 3,745

RozliSeni chromatografickych pilbylo experimentak ovérovano i pro
separaci standaids matrici piva.
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Obr. 19: Separace za optimalnich podminek v magine

Tab. 11: RozliSeni chromatografickych pitandard v matrici

analyzovaneé latky Rs
OTA - CIT 3,854
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5.3 Validace analytické metody
5.3.1Linearita
Pro ugeni linearity byla vyhodnocovana kalibr kiivka vysledki
pracovnich roztok pro kalibraci pipravenych v koncentracich podle 4.2.4.
Kazda koncentrace byla préfena tikrat a pro hodnoceni byla pouzita
pramérna hodnotagchto i méreni. Analyza byla prov&ta na deseti sésnych

roztocich, vlastni kalibrace je vyjéha pro kazdou latku zvigstaké v matrici

piva.
Ochratoxin
c (ug/) | plocha piku
0,01 13341
0,05 66769
9.19 119658 8000000
0,25 319878 _
0,50 673406 E_ BO0000O0
0,79 1074918 £ 4000000
1,00  151816p = 2000000
1,25 179741y 0 : , ,
2,50 35744583 d 2 4 5
500 6972424 o (pa )

Statistické parametry proregresi : y=kx +q

Patet bodi n= 10 Odhad chyby
Smeérnice k = 1401977 +£11425,65
Abs.¢len g = 13386,25 +21283,66
Korelani koef. r= 0,999734

Rezidualni odch. s =53201,45

Obr. 20: Linearita r¥eni pro ochratoxin A
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Ochratoxin v matrici

c (ug/) | plocha pikuy
0,01 15531
0,05 91456
0,10 141230
10000000
0,25 384378 < 6000000
0,50 779199 = B000O00o
= 400000
0,79 114751p 2 Sooi-
1,00 1638684 = 0 : : |
1,28  194148p -2000000 2 4 B
2,50 3791813 ¢ (ba/l
500 7971228
Statistické parametry pro regresi : y =Kk x + q
Patet bod n= 10 Odhad chyby
Smernice k= 1583837 +14173,88
Abs.¢len g= -16906,6 +26403,04
Korelani koef. r=0,99968
Rezidudlni odch. s= 65998,07
Obr. 21: Linearita ré¥eni pro ochratoxin A v matrici
Citrinin
c (ug/l) | plocha piku
0,02 9065
0,10 5335%
0,20 9154% 5000000
0,50 256531 = 5000000
1,00 554913 = 4oooooo
2,00 1131359 = 1000000
b 0 : : |
2,50 128481 2 0 : 0
500 2963856 ¢ (/)
10,00  548011p &

Statistické parametry pro regresi : y=kx +q

Patet bodi n= 10 Odhad chyby
Smeérnice k = 555590,4 +8724,606
Abs.¢len g = -4410,77 +32504,33
Korelatni koef. r= 0,999015

Rezidualni odch. s =81249,06

Obr. 22: Linearita m¥eni pro citrinin
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Citrinin v matrici

c (ug/) | plocha pikuy
0,02 8200
0,10 5419%
0,20 80654
0,50 307250 .
1,00 657800 ‘:%
1,50 100512f =5
2,00 1437586 =
250 1711656
500 3413134
10,0  719765p

8000000
FO00000
4000000
2000000
0 f f {

-2000000 ] 10 15

C (Hg/)

Statistické parametry pro regresi : y=kx +q

Patet bodi
SnErnice

Abs. ¢len
Korelani koef.

n= 10 Odhad chyby
k= 718529,2 6367,612
g= -52358,6 +23723,13
r= 0,999686

Rezidualni odch. s= 5929924

Obr. 23: Linearita r¥eni pro citrinin v matrici

5.3.20pakovatelnost

Pro owteni opakovatelnosti byly sfené pracovni roztoky standaérgro

kalibraci #i koncentranich hladin opakovandavkovany do systému. Z ploch

piki se vyhodnotily relativni s#nodatné odchylky jednotlivych latek pro

piislusné koncentrace.

Ochratoxin A byl vyhodnocovanfipkoncentracich 5 pg/l, 1 pg/l a

0,05 pgl/l, citrinin pi koncentracich 10 pg/l, 2 pg/l a 0,1 pg/l.

50



Tab. 12: Gikaz opakovatelnosti metody

ochratoxin citrinin

plocha piku plocha piki
nastik 5 g/l 1pg/ll 0,05ug/f 10 g/l 2ug/| 0,1 pgl/l
1 633612:| 1521997 66330 4932179 112175! 54045
2 627827:| 1517102 66670 4968170 112213: 54456
3 621115(| 1508759 64789 4895949 112206l 53828
4 631268(| 1506336 65232 48818835 112249 53658
5 624588:| 1507394 65218 4861904 112171 53739
6 625112(| 1509079 65547 4828155 111456: 53717
N 6 6 6 6 6 6
i 627253¢| 1511777 65631 4894707 112078 53907
SD 4609’ 6292 723 49944 3063 301
RSD (%) 0,7: 0,42 1,10 1,02 0,217 0,56

5.3.3Presnost

Presnost mireni byla vypdéitana :praméra tii nastikt Sesti vzork,
které byly gipraveny napipetovanim po 20 ul zakladniho¢smého roztoki
(50 g/l OTA + 100 pg/l CIT) do Sesti vialel 980 pul s¢tleho piva do vysledn
koncentrace 1,0 pg/l OTA + 2,0 ug/l CIT. Stejiylo pipraveno Ses
naspikovanych vzorkk tmavého piva, a do vyptu pouzit pimér tii nastika

kazdého vzorkt

Tab. 13: Pesnost v matrici stlého piva

vzorek |pramérna plocha piku CI| pramérna plocha piku OT
1 1018191 144929!
2 967020 142733l
3 1027523 148475
4 1000463 142641.
5 960597 141026:
6 977508 141845t
pramer 991884 143608!
SD 27711 27171

RSD (%) 2,79 1,89
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Tab. 14: Pesnost v matrici tmavého piva

Vzorek | paimérna plocha piku CIT primérna plocha piku OTA
1 1106175 1457385
2 1113249 1453061
3 1020544 1425265
4 1021867 1450638
5 1143685 1479838
6 1098615 1478076
Pramér 1084023 1457377
SD 51010 20140
RSD (%) 4,71 1,38

Vysledky jsou vyhovuijici, plati, Ze RSD < 5%.

5.3.4Spravnost

Byla pouzita metoda standardnihdidavku. Vy€Zznost byla ufena
z poéru teoretické vypéitané koncentrace ve vzorku ku znamé koncentraci
realré pridaného standardu 1,0 pg/l OTA + 2,0 pg/l CIT. Bgbuzity hodnoty
meéiené pro pesnost, Sest vzoikswtlého piva s fidavkem znamé koncentrace
a steji tak Sest vzork tmavého piva, od kazdého vzorkuimer téi nastiki.
Respektive vysledna plocha potivkou kazdého ze Sesti vzdrks matrici pro
swtlé a pro tmavé pivo ziskanad aipwru ti nastika byla dana do po#nu
s ptimérnou plochou pod ikvkou standartl o koncentraci 1,0 pg/l OTA + 2,0
pg/l CIT, které byly mifeny dva vzorky porech nagicich.

Tab. 15: Vytznost z matrice s¥ého piva

vzorek vyeznost CIT (%) vyEZznost OTA (%)
1 104,81 99,44
2 99,55 97,94
3 105,77 101,88
4 102,99 97,87
5 98,88 96,77
6 100,62 97,33
prameér 102,10 98,54
SD 2,85 1,86
RSD (%) 2,79 1,89
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Tab. 16: Vy€znost z matrice tmavého piva

vzorek vyeznost CIT (%) vyEZznost OTA (%)
1 103,75 100,66
2 104,41 100,37
3 95,72 98,45
4 95,84 100,20
5 107,27 102,21
6 103,04 102,09
prameér 101,67 100,66
SD 4,78 1,39
RSD (%) 4,71 1,38

Vytéznost je v rozmezi 95-105% a RSD < 5%.

5.3.5Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)

Limit kvantifikace byl stanoven jako odezva desétkwtSi nez Sum. Pro
relevantni vypoet koncentrace analytu je tedy mozno pouzit poudty rovné
nebo vysSi dnto limitnim. Jeho weni bylo dosazeno postupnybednim a

experimentalnim astenim hodnot.

Pro moznost &bec utit, zda se dany analyt ve vzorku vyskytuje, tedy pr
vyjadieni citlivosti metody, je stanoven limit detekcen ftery plati, Ze hledany pik
v daném retefmim ¢ase musi byt statisticky vyznammodliSny od Sumu, abychom
mohli mluvit o jeho pitomnosti. Za takovy je povaZzovan piiktat vétSi nez linie
Sumu. V nasSem ffpact byl dopa@ten z experimentan zjisSttnych hodnot podle

vztahi:

LoQ==22 a  LoD=>,

kdehy, je Sum na zakladni linii i smérnice kalibr&ni kiivky.

Mezi nimi pak plati vztah:

10«LOD

LOQ =
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Obke hodnoty byly o¥ieny jak prccisté standardy, tak v matrici piva. Roztok
o koncentraci 0,05 pg/l OTA + 0,1 pg/l CIT byl déekn, vysky piki jednotlivych
vystupi byly porovnavany s linii SumuiiRdesetinasobnémiedni uz byly piky na
chromatogramu ite detekovatelné vizuain oproti Sumu. Chromatograficky
zaznam koncentrace rovné limitu kvantifikace, té1 g/l OTA a 0,02 pg/l CIT,
ukazuje obr. 24. Tato koncentrace je zatpvetanovena nejnizSim bodem
kalibratnich Kivek obou standafd Metoda je dostate¢ citliva, aby zaznamenala i
stopové mnozstvi daleko pod (cca 200 krat) regul@cautorit. Zarove je tak
moZzno prokazat, Ze se oba mykotoxiny vyskytujikidanalych koncentracich bez

nutnosti obav z chybné kvantifikace vysledku.

/\ClT
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e
™ S0 5% S5 57 min

v
P REE AT

OTA

L o -

]

i 19

Obr. 24: Analyza standaid koncentraci rovné LOQ
(OTA v koncentraci 0,01 pg/l a CIT 0,02 pg/l)

Tab. 17: Limit kvantifikace standaid

koncentrace

(ng/l)

1. nastik
(plocha)

2. nastik
(plocha)

3. nastik
(plocha)

pramer
LOQ

OTA

0,01

15426

12590

12008

13341

CIT

0,02

11046

8200

7950

9065

Tab. 18: LOD standafd

Teoreticky vypdtena
koncentrace LOD (ug/l)

OTA

0,003

CIT

0,006
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Tab. 19: LOQ v matrici

koncentrace 1. nastik | 2. nastik | 3. nasiik | pramer
(nall) (plocha) | (plocha) | (plocha) | LOQ
OTA 0,01 15507 15768 15319 | 15531
CIT 0,02 8644 7897 8059 | 8200
Tab. 20: LOD v matrici
Teoreticky vypétena
koncentrace LOD (ug/l)
OTA 0,003
CIT 0,006
OTA
CIT

T
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Obr. 25: Analyza v matrici vzorku v koncentraci névLOD
(OTA v koncentraci 0,003 pg/l a CIT 0,006 pg/l)
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5.4 Stanoveni obsahu ochratoxinu A a citrininu ve vzorich vybranych druhi

piv

K analyze bylo sesbirano 48 vzarpiv na ceském trhu, z toho 6 piv
pSenénych a 7 piv tmavych. Vzorky jednotlivych piv bylydebirany fimo
z lahve, 1 ml byl gepipetovan do vialky. Nask pti jednotlivych analyzach byl
100 ul. Od kazdého piva byla provedeng awieni, z jejich pimérné hodnoty
ploch piki byla vypdtena z matricové kalibéai kivky koncentrace.
Ochratoxin A byl detekovan ve 43 vzorcich, citrini@ 4 ze 48 progtovanych

piv.

cI

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0o 0z 0@ 075 100 125 150 175 20 23 zm 2% 30 3B 3: 375 am 4z am 475 50 525 59 575 min

Obr. 26: Chromatogram reélného vzorku: KruSovic#lgvezak.

Tab. 21: Stanoveni ochratoxinu A a citrininu v p8eych pivech

c OTA (ug/l)| c CIT (ung/l)
Staropramen Nefiltrovany 0,024
KruSovice PSerné 0,029 0,092
VelenCerna Hora 0,038
PSentny lezak Herold 0,045
Primator Weizenbier 0,028
Fénix 0,048

Tab. 22: Stanoveni ochratoxinu A a citrininu v tyelv pivech

c OTA (ug/l)| ¢ CIT (ng/l)
Master Tmavy 18° 0,031
Kozel Cerny 0,011
KruSoviceCerné 0,011
Budvar Tmavy lezak 0,011
Pardubicky Porter 19° 0,102
Samson tmavy lezak 12° 0,011
BernardCerny leZak 0,011
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Tab. 23: Stanoveni ochratoxinu A a citrininu veétkich lezacich

c OTA (ug/l)| ¢ CIT (ng/l)
Lobkowicz Premium 0,045
Platan 11° 0,035
Rycht& Premium 0,091
Vévoda 11° 0,034
Klaster 12° 0,025
Jezek 11° 0,034
Pater 0,043
Kounic 0,024
KruSovice 12° 0,032 0,089
Breznak swtly lezak 0,054
Zlaty bazant 0,019
Staropramen Lezak 0,038
Branik Lezak 0,033
Ostravar Premium 0,016
Pilsner Urquell 0,077
Radegast Premium 0,024
Budweiser Budvar 0,060
Pardal Echt 0,040
Holba Serak 0,022
Bertold Lezak 0,036
Bernard swtly lezak 0,058
Svijansky Maz 11° 0,044
Olivétinsky Opat 1,201
Samson sitly lezak 12° 0,021
Bohemia Regent Premium 0,028
Valdstejn 0,047
Otakar 11° 0,041
Lounsky Zejdlik 11° 0,022
Chotbor Prémium 0,030 0,126
Poutnik s¥tly lezak 12° 0,024
Bakal& 0,019
Ferdinand 0,024
Chodovar Zlaty lezak 0,028
Vyskovské pivo 0,046
Krakono$ 0,030
Skalak 0,026 0,192

U vétSiny analyzovanych vzotkbyl zjiS€&n ochratoxin A porérné tésné nad
hladinou kvantifikace metody a v hodnotach 40-2@&t kizSich nez uvadi povoleny
limit pro alkoholické napoje 2 pg/l. Citrinin seskytoval ve vzorcich veliceilka, coz
koreluje s teorii jeho rozkladwhem procesu vani piva i teplotach blizkych 100°C.
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6. Zavér

Byla vytvorena metoda pro stanoveni mykotakinchratoxinu A a citrininu
v pivu. Pro extrakci analytz matrice byla viozenaired samotnou analytickou kolonu
kolona extrakni a jejich pepinanim bylo docileno on-line Upravy vzorku a arel
analyti. Z péti ruznych kolon, monolitickych i¢asticovych, byla vybrana phenyl-
hexylova kolona s porézniméasticemi s pevnym jadrem technologie fused-core,
kompatibilni s C18 fedkolonou. Experimentarbyly urteny nasledujici mobilni faze a
podminky separace. Vlastnosti analyzovanych latakoanily pouZziti citlivé

fluorimetrické detekce.
Promyvaci faze: methanol — 0,5% vodny roztok kpyebctove, 30:70
Délka promyvani: 2 minuty
Mobilni faze: acetonitril — 0,5% vodny roztok klisg octové

Isokraticka eluce: mobilni faze v pém 45:55,

2. — 3. minuta

Gradientova eluce: linearni ri&t na 75:25,

3. —5,5. minuta
Teplota: 50°C

Po optimalizaci separace byla metoda validovanabr® chromatograficka
separace byla prokadzana vyhovujici symetritipjgjich rozliSenim, fesnosti metody
s RSD < 5 %, vyiZnosti mezi 98 - 102 %. Dale bylasgsena linearita pro ochratoxin
v koncentracich 0,01 - 5 ug/l, pro citrinin 0,020 pg/l s korelgnim koeficientem
vétSim nez 0,9990. Limit kvantifikace této metody(g@®1 pg/l pro OTA a 0,02 pgl/l
pro CIT.

Byly stanoveny oba mykotoxiny ve 48 vzorcich pivgetre tmavych
a pSeninych. NejvysSi mnozstvi ochratoxinu A bylo nalezemmvu Olivétinsky Opat,
a to 1,201 pg/l. Tato hodnota vSak statestavd pod povolenym limitem 2 ugl/l.
NejcastjSi vyskyt se vSak pohybuje okolo 0,03 pg/l pivaZse shoduje s vysledky
Statni zersdelské a potravingké inspekce, Daska et al., Skarkové et al. aal@lsi

Podle ¥deckého stanoviska EU je dopoéem maximalni fjem 120 ng/kg dlesné
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hmotnosti za tyden, coz je promitnuto do evropsé@islativy. RisngjSi kritéria

americké FDA a SMtové zdravotnické organizace séikfani pouze k 100 ng/kg
bw/tyden. | k pekrateni €chto hodnot by vSak bylo zagebi vypiti mnoha piv, jak

ilustruji orient&ni propd@ty v nasledujicich tabulkach zahrnujici vysledkytote

diplomové prace.

Tab. 24: Vypget mnozstvi piva, které obsahuje limitni mnozsthratoxinu A

nejvy3si nar&keny obsah OTA

1,2 ug/l

tzn. v jednom pivu

0,6 ug OTA

limitni ptijem podle JECFA

100 ng/kg bwi/tyden

pramérny 80kgclovek 8 uagltyden
to by bylo kontaminovanych piv 13,3tyden
primérny obsah OTA 0,03 pg/l

tzn. v jednom pivu 0,015ug OTA
to by bylo kontaminovanych piv 533,3tyden

Citrinin byl zjiSt€n pouze ve 4 vzorcich, jeho nejvysSi hodnota byl@2 pg/l,
pramérna se pohybovala okolo 0,125 pg/l. Pro citrinirsutb neexistuji legislativni
opateni, pouze dopoteni pro latku coby podézlou z karcinogenity. Za bezfrey
z hlediska nefrotoxicity je povazovan dentiijgm do 0,2 pg/kgétesné hmotnosti. Zde

jsou obavy jegtmensi: aby gimérny 80kgclovek presahl tuto hranici, musel by za den

vypit pres d s piv.

Tab. 25: Vypéet mnozstvi piva, které obsahuje limitni mnozsttririnu

pramérny obsah CIT

0,125 ug/l

tzn. v jednom pivu

0,0625ug OTA

doporieny max. pijem dle EFSA

0,2 ng/kg bw/den

pramérny 80kgclovek

16 pg/den

to by bylo kontaminovanych piv
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Riziko konzumace nadlimitniho mnoZstvi ochratoxfuaebo citrininu z piva je
tedy velmi malé. U chronického piti vySSiho mnoZgtiva jsou nasnadzdravotni
komplikace spiSe z nadinmého pozivani alkoholu. Pivo ale sarfga¢ neni jediny ani
nej\etsi zdroj @ijmu ochratoxinu nebo citrininu, za rizik&gi je pokladano i p&vo
nebo snid&ové cerealie. Pro vyjédni ukité miry expozicedchto mykotoxir z piva
muZe byt pouzita statistika ¢ni konzumace piva na obyvatele.

Tab. 26: Piimérny piéijem OTA a CIT podle statistické konzumace piva

v porovnani s danymi limity

spoteba pimérnéhoCecha [7] 148,6 litru piva/rok 2012
tzn. za den 0,8 piv
pramérny prijem OTA z piva 0,086 ug OTA/tyden

piipadré ze silré kontaminovaného 3,429ug OTA/tyden (limit max. 8 pg/tyden)

pramérny prijem CIT z piva 0,051 pg CIT/den (limit max. 0,2 pg/den)

Z vysledk je také patrné, Ze citrinimigtava v pivu v mnohem menSimminez
ochratoxin, protoZe je tepelmére stabilni. V tom pipact je ovSem riziko fitomnosti

jeho rozkladnych produiktvéetns toxictéjSiho citrininu H1. V budoucnosti by bylo

vhodné zaniit se také na jeho detekci v pivu.

Ochratoxin A se tést nevyskytuje v tmavych pivech, prajmbdobré diky
prazeni sladu, kdy by mohl byt eliminovan k velmgzkym poditim jako je tomu
u kavovych zrn. | do tmavych piv se vSakidava podil setlého sladu, ktery je
enzymaticky aktivjSi a nabizi tak vyuZite#jsi sacharidovy zéklad pro vyrobu
alkoholu. Pravépodobré z tohoto dvodu byla tmava piva s vyznagjgim obsahem
ochratoxinu pré¥ Master 18° a Porter 19°, které s#ippavuji z mladiny s vysSSim
procentualnim obsahem extraktu nez klasické 12&klgzéehoz se docili vySSim
podilem sladu na hektolitr piva, coZ s sebtingsi takeé vice mykotoxin

Byla vyvinuta a validovana velmi citliva metoda dm& pro soéasnou analyzu
dvou mykotoxiri rovnou z matrice piva bez slozitych Gprav, vSegimié je dosazeno
automaticky v jednom kroku dikyfgpinani kolon. Je tak uma&ro rutinni jednoduché
pouziti pro kontrolu spilovani sodasnych kritérii a zarowe pro ziskavani udaj
pro dalSi posouzeni expozice mykotaxjotravou.
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