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Diagnosticky klicici test pro stanoveni celkové kontaminace zrna obilovin fusariovymi
mykotoxiny

Abstrakt: Predlozena metodika slouZi k objektivnimu posouzeni celkové mykotoxinové
kontaminace obilovin pro potravinarské vyuziti. Vlastni kli¢ici test spociva v ptipravé vzorkd a
uvolnéni vazanych forem mykotoxin( v zrnu. Druhou ¢&asti je stanoveni DON, D3G, 3-/15-
ADON v pfipraveném vzorku nakliceného zrna pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni detekci (U-HPLC-HRMS). Obé casti
metodiky tvofi jeden celek, lze je ale vyuZit i samostatné pro stanoveni ve dvou naslednych
krocich v rliznych laboratofich.

Klicova slova: mykotoxiny, kliceni, DON, D3G, LC-MS

Diagnostic germination test for evaluation of total fusarium mycotoxins in cereal grains

Abstract: The aim of presented methodology is an objective evaluation of total mycotoxin
contamination of cereals intended for further food processing utilization. The intrinsic
germination test consists firstly of samples preparation part, within which conjugated
mycotoxins are released from the matrix of grains. The second part is represented by the
analytical determination of DON, D3G and 3-/15- ADON in prepared samples of germinated
grains using the U-HPLC-HRMS method. Both of these parts represent the entire methodology,
but it is possible to use them separately and subsequently in two different laboratories.

Keywords: mycotoxins, germination, DON, D3G, LC-MS
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Prokinov3, E., Janovska, D., Honsova, H. (2013). Diagnosticky klicici test pro stanoveni
celkové kontaminace zrna obilovin fusariovymi mykotoxiny. CZU v Praze, 28 s., ISBN 978-
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I. Cil metodiky

Metodika je uréena pro laboratore obchodnich a zpracovatelskych organizaci,
zabyvajicich se kvalitou a jakostnim hodnocenim cerealnich potravinafskych a
krmnych surovin. Dale je vyuzitelnd i pro laboratore Slechtitelskych firem, v ramci
komplexniho hodnoceni genotypld a Slechtitelskych materidld obilnin.
Pfredpoklada se také vyuziti metodiky pti studiu potravinarskych, pfipadné i
zemédélsky orientovanych obord.

Cilem metodiky je nabidnout vySe uvedenym organizacim a institucim
pracovni postup stanoveni celkové Urovné fusariovych mykotoxinG v zrnu obilovin
(zejména psSenice a jeCmene, prip. Zita), vCetné potencidlné pritomnych
maskovanych forem mykotoxinl, které predstavuji riziko zvysené kontaminace
mykotoxiny zejména pro spotiebitele konecnych produktd. Sledovani zmén
poméru volnych a vazanych forem mykotoxin(, zjistovanych v prabéhu kliciciho
testu, by soucasné mohlo napomoci charakterizovat Uroven rezistence genotypu

obilnin vadi fusariu.



I1. Popis metodiky

1. Uvod

Obiloviny péstované v klimatickych podminkdach mirného pasu jsou casto
kontaminovany fusariovymi mykotoxiny, coZ jsou sekunddrni toxické metabolity
produkované mikroskopickymi vldknitymi houbami rodu Fusarium. K jejich rozvoji
dochazi v pribéhu péstovani plodin na polich. Kontaminace zrna obilovin je
vyznamné ovlivnéna pocasim — zejména mnozstvim srazek a priabéhem teplot v
obdobi, které je rizikové pro vznik a rozvoj infekce. Potencidlni infekci
mikromycetami a naslednou kontaminaci mykotoxiny lze do urcité miry omezit
vhodnymi agrotechnickymi zasahy, jako je napfiklad dodriovani spravného
stfidani plodin v osevnim postupu, ¢i volbou odolnéjsich odridd (Champeil et al.,
2004).

Mykotoxiny v obilovindch jsou diky vysoké teplotni a fyzikdlni a chemické
stabilité velmi zdvainym problémem, a ani podminky pfi technologickém
zpracovani potravin nedokdzi vyznamné redukovat jejich mnozstvi.

Mezi nejfrekventovanéjsi fusariové mykotoxiny patti trichotheceny. V nasich
klimatickych podminkach jsou produkovany trichotheceny typu A a B.
Trichotheceny A (HT-2 toxin a T-2 toxin) jsou toxiCtéjsSi nez typ B. NejCastéji se
vyskytujicim trichothecenem typu B je deoxynivalenol (DON), povaZovany za
markerovy fusariotoxin, indikujici uUroven kontaminace F. culmorum a F.
graminearum (Tutelyan, 2004). Maximalni limity pro kontaminaci vybranymi
fusariotoxiny jsou v CR a EU stanoveny Nafizenim komise (ES) ¢ 1126/2007. Pro
deoxynivalenol (DON) plati limit 200 pg.kg™ pro zpracované cerealni produkty pro
kojeneckou vyZivu, u nezpracované suroviny (péenice, je¢men) je to 1250 ug.kg™
u nezpracované pienice tvrdé, ovsa a kukufice az 1750 pg.kg™.

Vedle volného deoxynivalenolu se v cerealnich produktech vyskytuji také
konjugované maskované formy DON, napi. deoxynivalenol-3-glukosid (D3G),
ktery byl v ceredlnich produktech opakované prokazan. D3G vznikd pfirozenou
cestou vrostlinach a semenech napadenych fusariem jako dekontaminacni
produkt metabolismu toxického DON. Nase vysledky naznacuji, Ze tyto

konjugované formy se mohou vyskytovat vsemenech v mnoistvich dokonce



prevysujicich obsah toxického DON. Navic, se zménou klimatickych podminek
(stridani teplych obdobi a obdobi intenzivnich srazek) jsou stdle castéji
detekovany také dalsi fusariotoxiny, jako jsou napt. enniatiny, jejichz hladiny
v pdenici, jeémeni a Zitu ¢asto presahuji i 1000 pg.kg™ suroviny. Z tohoto pohledu
by zavedeni kontrolnich systém( do laboratofi mlyn( a pekaren bylo vyznamnych

Doporuceni sledovat vSechny tyto ,,nové“ prirodni toxiny a ziskat tak data pro
odhad dietarniho prijmu lidmi i zvifaty deklaruje dokument EFSA (Battilani et.al,
2008) a jako prioritu tuto oblast specifikuje i Evropska komise, DG Consumers and
Health (Verstraete, 2009).

Jak jiz bylo uvedeno, vedle volnych mykotoxinl, které se béiné analyticky
stanovuji, se mohou v ceredliich vyskytovat také maskované (konjugované)
mykotoxiny. Konjugované formy mykotoxinU vznikaji pti detoxikacnich procesech
obilovin (Berthiller et al., 2005). Detoxikacni reakce rostlin pfi napadeni fuzarii
chrani rostliny pred toxickymi latkami, které rostliny samy tvofi.
NejfrekventovanéjSimi zménami jsou tzv. transformacni reakce a konjugace
(deepoxidace, deacetylace a isomerie), kdy reaktivni funkéni skupiny latek jsou
redukovany i vazany na jiné latky tak, aby se snizila nebo Uplné eliminovala
toxicita pavodniho metabolitu (Engelhardt, 1999). Vzniklé produkty jsou nasledné
ukladany do bunécénych vakuol (Berthiller et al., 2005). Pokud je mistem infekce
fusariem klas, jsou detoxikované metabolity ukladany také do zrn, kde je pak
nasledné mlzeme detekovat jako maskované mykotoxiny. Narlst maskované
formy D3G byl zjistén také napt. v prabéhu technologického procesu sladovani,
kdy v plvodnim zrnu jeCcmene byl detekovan pouze DON. V pridbéhu sladovani
(kliceni) byly pozorovany nejen narlsty D3G, ale také acetylovanych forem DON a
HT-2 (Lancova et al.,, 2008). Maul et al. (2012) uvadi transformaci DON na D3G
jako pfirozenou detoxikaéni reakci u klicicich (Zivych) zrn obilnin (graf 1). Je tedy
zfejmé, Ze hodnoceni samotného primarné produkovaného DON je nedostacujici
pro posouzeni celkové kontaminace, jak u nezpracovanych surovin, tak u

zpracovanych produktd.
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Graf 1. Pfeména DON na D3G u klicicich vzorkt psSenice

Stanoveni mnoiZstvi DON v rostlindch nebo semenech vyuZivaji také Slechtitelé
odrld pro selekci rezistentnich genotypu. Jako rezistentni genotypy jsou chapany
genotypy akumulujici méné DON (Lemmens et al., 2005; Chrpova et al., 2008).
Shin et al., 2012 a Gardiner et al., 2010 uvazuji jako kli¢ovou schopnost pro
rezistenci genotypu k fusariové infekci pravé transformaci DON na D3G.
Jak ale uvadéji Bollina et al. (2011), problematika akumulace DON v rostlinach (a i
v semenech) je slozitéjsi. U nékterych genotypll je tvorba primarniho DON
redukovana diky antioxidacnim schopnostem jejich metabolitd (fenolické
kyseliny, flavonoidy). U jinych genotypl byla detekovdna vyssi schopnost
glukosyltransferdzy transformovat vznikajici DON na D3G. Oba mechanismy jsou
zdkladem rezistence odrdd vici infekci k fusariu, bohuzel konjugované formy
mykotoxinl jsou netoxické pouze pro rostlinu, pfi hydrolyze v procesu traveni u
zivoCichl se z konjugovanych forem m{iZze opét uvolfiovat toxicky DON (Berthiller
etal., 2011).

Také v naSich experimentech, predchazejicich této metodice, byla zjisténa

transformace volného DON na konjugovany D3G v prUbéhu naklicovani zrna



pSenice a je€mene. Vyznamny je predevSim fakt, Ze u kliéeni nedochazi
k vyraznému snizeni celkové hladiny mykotoxin, jen se méni jejich forma. Proto
je tfeba vzrnu obilnin sledovat nejen plvodni, béZznymi metodami snadno
detekovatelny DON, ale také jeho maskovanou formu D3G a dalsi transformované
produkty 3-ADON a 15-ADON. (viz grafy 2 a 3). Kromé D3G byly v cereadliich
detekovany i vySe glukosilované formy jako deoxynivalenol- di-glukosid a a

deoxynivalenol-tri-glukosid (Zachariasova, et al., 2012).
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Graf 2. Zmény obsahu mykotoxinu v klicicich obilkdch pSenice
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Graf 3. Zmény obsahu mykotoxinu v klic¢icich obilkach jecmene



V ptipadé prirozené a uméle kontaminovanych vzork( pSenice a jecmene se
tedy DON i D3G (a dalsi transformované 3-/15-ADON) mohou vyskytovat
v rllzném mnoZstvi, v zavislosti na odridé a jeji schopnosti transformovat toxicky
DON v pro rostliny netoxické formy. Celkova kontaminace mykotoxiny se ovsem
na zakladé nasich vysledkd ziejmé vyrazné neméni a potencidlni toxicita tak
zUstava prakticky stejna.

K predikci celkové kontaminace zrna obilovin mykotoxiny (v€éetné mykotoxin(
obsaZenych v konjugovanych formach) mize napomoci jednoduchy diagnosticky
klicici test s naslednou analyzou pritomnych mykotoxini pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni detekci (U-

HPLC-HRMS).
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2. Vlastni metodika
2.1 Kliéici test

Materialové vybaveni pro klicici test
e Analytické vahy

e Pipety pro davkovani motidla
e Plastové misky pro ru¢ni moreni nebo laboratorni mofticka
e  Plastové misky pro kliceni semen

e Susarna pro vysuseni naklicenych semen

Odbér zakladniho vzorku

Odbér vzorku semen pro KkliCici test je shodny spravidly pro odbér
rostlinného materidlu CSN EN 1SO 24333, kdy cilem je zajistit maximalni moZnou
vérohodnost a reprezentativnost vzorku. Pocet dil¢ich vzork( se fidi velikosti
zpracovavané partie, zplsobem uloZeni a poc¢tem oballl. Minimalni pocet odbér(
je 5. Zasadou je odebirat vzorky zvice mist partie. Ze souhrnného vzorku
vzniklého z téchto dil¢ich vzork( musi byt naslednym délenim (kvartaci nebo

pouzitim délidla) pripraven vzorek o velikosti 200 g uréeny k namofreni.

Tab I. Pocet dilcich vzorki podle velikosti partie

Hmotnost [t]

Druha odmocnina

Pocet dil¢ich vzorka

25 5 5
50 7,1 5
100 10 5
500 22,5 12
1000 31,6 16
Movieni semen

Namoreni semen pred vlastnim naklicovanim slouZi k potlaceni dalSiho

rozvoje fuzérii v prabéhu kli¢eni a tim zamezeni sekundarni tvorby mykotoxin(.
Souhrnny vzorek o velikosti 200 g se namoti vhodnym pfipravkem v davce 10 x
vy$Si neZ je doporucend davka pro moreni osiva obilnin pro vysev. Pro mofeni je
mozZné pouzit kterékoliv z mofidel z Katalogu pfipravkli na ochranu rostlin

povolenych pro moreni pSenice a jeCmene proti fuzariézam. Po namoreni se
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semena nechaji zpétné vyschnout na vlhkost 14 %, uroven obvyklou pro
skladovani obilnin.
Pfi mofeni a manipulaci s namofenymi vzorky je nutno dodrzovat pravidla

bezpecnosti prace s moridly.

Klicici test

Pro stanoveni celkové urovné kontaminace se semena obilovin nechaji
vyklicit.

Test se provadi ve 3 opakovanich, po 50 g semen. Jednotliva opakovani jsou
odvaZena z namoreného 200 g vzorku, vloZzena do plastovych misek pro kliceni a
zalita vpoméru 1:1 vodou, tak aby =zacala kli¢it. Je moZné pouZit vodu
z vodovodniho fadu.

Kliceni probiha po dobu 8 dn, pri teploté mistnosti 20-22 °C.

Vykli¢ené vzorky jsou neprodlené vysuseny v susarné (105°C, 3 hodiny).

2.2 Stanoveni mykotoxini

Bezpecnost prace
S kontaminovanymi vzorky a standardy mykotoxin( je tfeba pracovat jako s

toxickymi latkami (tj. latkami, které po vdechnuti, poZiti nebo proniknuti k{zi
mohou i v malém mnozstvi zpUsobit akutni nebo chronické poskozeni zdravi nebo
smrt). Od pfipravy vzork(l az po U-HPLC-HRMS méfeni je nutno pracovat v
gumovych rukavicich. VSechny pracovni pomucky véetné skla, které prisly do
styku se standardy nebo roztoky mykotoxinl musi byt dekontaminovany
v roztoku chlornanu sodného (0,25% NaClO / 0,025 M NaOH). Zbytky
standardnich roztok(i a vzorkd po analyze jsou uklddadny samostatné a po

dekontaminaci roztokem chlornanu sodného likvidovany.

Pfistroje a zafizeni
e homogenizator RETSCH GM200, Retsch GmbG (Némecko)
e elektronické vahy HF-1200 G, A&D Instruments LTD (Japonsko)
e automaticka pipeta 10 ml, Transferpette (Némecko)
e centrifuga Eppendorf 5430, Eppendorf (Némecko)

12



e pfistroj pro pripravu deionizované vody Milli-Q, Millipore (Francie)
e sklenéné mikrostrikacky (25, 100, 250 a 500 pl), Hamilton (USA)

Zatizeni pro kapalinovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem

LC-MS instrumentace

- ultra-ucinny kapalinovy chromatograf ACQUITY UPLC®, Waters (USA)

- hmotnostni spektrometr s analyzatorem typu Orbitrap, Exactive Orbitrap MS, Thermo

Fisher Scientific (USA)

- kolona: Hypersil Gold (100 mm x 2,1 mm, 1,9 um)

Sbér a zpracovani dat pomoci softwaru Xcalibur®

Pozndmbka: pristroje a zarizeni uvedenych dodavatelii byly pouZity pfi vyvoji a validaci této

metody, Ize ale pouZit poloZky od alternativnich dodavateld, pokud jsou pro dany ucel
vhodné. Vhodnost musi byt dokumentovdna pfi implementaci metody v konkrétnich

podminkdch.

Chemikalie a pomuicky’
methanol, HPLC gradient, Merck (Némecko)
mravencan amonny, p.a., Sigma-Aldrich (USA)
chlornan sodny, Penta, Chrudim, (CR)
automatickd mikropipeta, 0,5-5 ml, TreffLab (Svycarsko)
automatické mikropipety, 100 — 1000 a 20-200 ul, 10 ml, Biohit (Némecko)
mikrostfikacky o objemu 10, 100, 250 a 500 pl, Hamilton (USA)
bézné laboratorni sklo a vybaveni
sklenéné plastové vialky (PTFE) s konickym dnem, vicka, septa
plastové (PTFE) kyvety o objemu 50 ml
technické plyny: dusik, Linde Technoplyn (CR)
certifikované standardy jednotlivych mykotoxina (Tab. Il)
laboratorni sklo, Simax (CR)
mikrofiltry (0,2 um), Alltech (USA)
inserty, Alltech (USA)

13



Tab. II: Seznam pouZitych standardi’

Mykotoxin CAS Vyrobce Kéd produktu Mnoizstvi dodaného std.
DON 51481-10-8 Biopure BRM 001001 1mg

D3G 131180-21-7 Biopure BRM S02046 1 ml, MeCN, 100 pg/ml
3-ADON 50722-38-8 Biopure BRM 001003 5mg

15-ADON 88337-96-6 Biopure BRM 001006 5mg

! validace metody byla provedena s uvedenymi chemikéliemi; Ize viak poutzit i jiného dodavatele za

predpokladu, Ze kvalita bude odpovidajici.

Pracovni postup

Piiprava zasobnich roztoku standardi

Standardy jsou od vyrobce dodavany jako pevné latky nebo v roztoku
acetonitrilu, viz. Tabulka Il. Pevné standardy jsou pred pouzitim rozpustény
v acetonitrilu a spolu s kapalnymi standardy jsou skladovany pfi teploté -18 °C.
Zakladni roztoky standard(i 3-ADON a 15-ADON maji koncentraci 500 pg/ml (5 mg
rozpusténo v 10 ml MeCN) a zakladni standard pro DON ma koncentraci 100
pg/ml (1 mg rozpusténo v 10 ml MeCN). Z téchto zakladnich roztokl standard( je
pripraven pracovni roztok o koncentraci 10 000 ng/ml a nasledné jeho fedénim
pracovni roztok o koncentraci 1000 ng/ml, ktery je ddle pouiZit k pfipravé
kalibraéni fady matric¢nich standard( a pro cilenou kontaminaci vzorkd za ucelem

zjisténi validacnich charakteristik vyuzité metody.

Priprava kalibra¢nich roztoki matri¢nich standardu

Matri¢ni smésné standardy sledovanych analyt (body kalibracni kfivky) o
koncentracich 0 az 1000 ng/ml jsou pfipraveny odebranim vypocitanych objemf
z pracovniho standardu o koncentraci 1000 ng/ml obsahujictho vsechny
mykotoxiny do vialek, odfoukdanim acetonitrilu jemnym proudem dusiku a
rozpusténim v 1 ml ,blankového” extraktu (tj. extraktu vzorku, ktery neobsahuje
mykotoxiny).

Kalibraéni roztoky cCistych i matri¢nich standardd byly uchovany v mrazaku pfi

teploté -18 °C.

Homogenizace vzorki

Laboratorni vzorek naklicenych ceredlii je homogenizovan elektrickym

mlynkem a pfed odbérem navazky dikladné promichan.
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Extrakce

Postup spociva v navazeni 40 g homogenizovanych naklicenych cerealii do
500 ml Erlenmeyerovy banky, které jsou extrahovdny 200 ml deionizované vody
po dobu 60 minut pfi 240 rpm na tfepacce. Nasledné je ¢ast extraktu prevedena
do centrifugaéni kyvety a extrakt je centrifugovan po dobu 5 min pfi otackach
10000 rpm. Po centrifugaci je z horni vodné vrstvy odebran vzorek pro precisténi
pomoci mikrofiltru (centrifugace 2 min pfi 5000 rpm).

1 ml vzorku pripraveného k LC-MS analyze obsahuje 0,2 g plivodni matrice.
Takto pripraveny vzorek je preveden do vialky. Vzorky jsou analyzovany vidy ve
stejny den, kdy jsou extrahovany.

Identifikace, kvantifikace a detekce

Pro kvantitativni stanoveni sledovanych analytll je pouZita metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci
hmotnostni detekci (U-HPLC-HRMS) s vyuZitim kapalinového chromatografu
Acquity UPLC (Waters) a vysokorozliSovaciho hmotnostniho spektrometru
Exactive Orbitrap MS, Thermo Fisher Scientific (USA).

Chromatografické podminky U-HPLC

Separace analytl je provadéna za podminek dale popsané kapalinové
chromatografie na koloné Acquity Hypersil Gold. Pro analyty ionizujici
v negativhim mddu elektrospreje (ESI-) je pouzito sloZzeni mobilni faze a gradient

uvedené nize.

Mobilni faze
- redestilovand voda je ziskana precisténim z destilované vody pomoci

zatizeni Milli-Q
- 5 mM vodny roztok mravencanu amonného se ziska rozpusténim 0,3125 g
mravencanu amonného v 1 | redestilované vody

- Cisty methanol je do systému Cerpan pfimo z originalni |lahve od vyrobce
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Stabilizace systému
- promyti kolony po dosazeni nastavené teploty startovacim pomérem

mobilni faze alespon 15 minut
Pozn.: Prvni dva aZ tfi ndstriky standardu v sekvenci jsou pouze orientacni a

pouZivaji se k verifikaci systému, zejména k ovéreni stability retencnich casd.

Kapalinova chromatografie

Pristroj Acquity UPLC

Kolona Hypersil GOLD (100mm x 2,1 mm, 1,9 um)
Teplota kolony 40 °C

Objem nastfiku 10 pl

Pritok 0,3 ml/min

SloZzeni mobilni faze A: 5 mM mravenéan amonny ve vodé

B: 100 % methanol

Teplota autosampleru 10°C
Doba analyzy 18 min
Gradient mobilni faze Tabulka llI

Tab. lll: Gradient mobilni faze

. SloZeni mobilni faze
Cas (min) Pratok (ml/min)
A (%) B (%)
0 0,300 95 5
6 0,300 50 50
12 0,300 0 100
15 0,300 0 100
15,1 0,300 95 5
18 0,300 95 5
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Hmotnostni spektroskopie
Identifikace analytd je provadéna na zdkladé méreni presné hmoty

mykotoxinl m/z (viz. Tab IV) a také sledovanim retencnich ¢asd analytl ve
vzorcich a kalibraénich standardech. Ke zpracovani namérenych dat se pouziva
program Xcalibur® (Thermo Fisher Scientific, USA).

Parametry U-HPLC-HRMS
Hmotnostni analyzator

Ptistroj Exactive Orbitrap MS, Thermo Fisher Scientific (USA)

lontovy zdroj

lonizace ESI-

Zmlzovaci plyn N, 35 (arb. jednotky)
Pomocny plyn N, 10 arb. jednotky)
Teplota kapilary 250°C

Teplota zahfivace 250 °C

Napéti na kapilare -50V

Napéti na elektrospreji -3,3 kV

RozliSeni 50 000 FWHM
Akviziéni rychlost 2 spektra/s

Sledované analyty byly kvantifikovany metodou vnéjsi kalibrace. Byla
pripravena matri¢ni pseni¢na kalibracni fada na hladinach 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000 ng/ml. Sledované matefské ionty a jejich vytéZznosti jsou uvedeny
v Tabulce IV. Ke zjisténi vytéznosti byly pouzity vzorky blankové pSenice (pSenice
svelmi nizkym nebo Zaddnym pfirozenym obsahem mykotoxind) s pfidavkem
kfivce (LOQ — the limit of quantification) byl pro DON, DON3G a ADONs 1 ng/ml (5
ng/g).
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Tab. IV: Sledované materské ionty a pracovni charakteristiky metody

Analyt Sumarni [M] [M-H] [M+HCOO]
vzorec
D3G Co1H30011 | 458,1788 | 457,1704 503,1770
DON C15H2006 296,126 | 295,1176 341,1242
ADONSs C17H2,07 338,1366 | 337,1282 383,1348
DON-diglukosid Co7HaO016 | 620,2316 | 619,2234 665,2298
DON-triglukosid CasHsoO21 | 782,2845 | 781,2761 827,2827

Identifikace a kvantitativni vyhodnoceni analyta

Identifikace analytl je provadéna na zdkladé méreni presné hmoty
mykotoxinl (viz. Tab 1V) a také sledovanim retencnich ¢asl analytd ve vzorcich a

jejich porovnanim s analyty v kalibracnich standardech.

Kvantifikacni postup pro LC-HRMS data

Kvantifikace je provdadéna metodou vnéjsi kalibrace pomoci matricnich
kalibrac¢nich standardl v koncentracnim rozsahu 0 az 1000 ng/ml. V pfipadé
velkych sérii vzorkl je fada kalibracnich standardd analyzovana opakované vzdy po
nastriku 15-20 redlnych vzork(. Kalibrace je zpracovavana v programu Micorsoft
Excel; linearity kalibracnich zavislosti jsou kontrolovany pomoci regresniho
koeficientu (R?). PFi sestavovani kalibraénich zavislosti pro jednotlivé analyty je
nutno pouzivat takové koncentrace standardd, aby odezvy analytd ve vzorcich
zavislosti). V pripadé, Ze odezva analytld je vyssi a neni v rozsahu kalibrace, je
nutné vzorek naredit.

Kromé DON, D3G a ADONs lze detekovat i dalS$i maskované formy DON-
diglukosid a DON-triglukosid. Pro tyto mykotoxiny vSak nejsou komercéné dostupné
standardy a neni je proto moiné kvantifikovat. Lze pouze vyjadfit jejich

procentudlni pomér plochy oproti DONu.
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Vypocet koncentrace analyti ve vzorku

C = _(ggﬁs_l A

M X r x (Vext)

Cuz veeerrenns koncentrace analytu ve vzorku (ug/kg)

Cuzl verenenns koncentrace analytu vypocitana z kalibracni zavislosti (ng)

Col vrvrrrnnn koncentrace slepého pokusu vypocitana z kalibracni zavislosti (ng)

(1 JT navazka vzorku (g)

Vext eeeveens objem extraktu (ml)

Koo, korekce na skutecny obsah analytu ve standardu (deklarovana cistota (%/100))
[ eereeneeeens zpétna vytéznost postupu (%/100)

Pracovni charakteristiky metody
Spravnost metody
V soucasné dobé neni komeréné dostupny certifikovany referencni material
obsahujici celé spektrum sledovanych analytl. Spravnost metody je pravidelné
ovérovana opakovanou analyzou uméle kontaminovaného materidlu (smésny
standard pridany ke vzorklm ceredlii bez pfitomnosti nebo s minimalni
pritomnosti analyzovanych mykotoxin(). Po pfidavku roztoku se vzorek promicha
a nechd minimalné 60 min stat pfi laboratorni teploté. Nasledné se extrahuje
prislusnym extrakénim postupem. Vytéznosti jednotlivych analytd v psenici jsou

uvedeny v Tabulce V.

Rozsah metody a linearita
Vzhledem k tomu, Ze se analyzované kontaminanty mohou vyskytovat ve

vzorcich v Sirokém rozsahu koncentraci, je nutné volit kalibra¢ni rozsah
koncentraci standard(l v dostatecné Sirokém rozmeazi.

V pouzivaném kalibraénim rozsahu 1 — 1000 ng/ml pro jednotlivé analyty je
odezva detektoru za podminek metody linearni. Linearita kalibrace se kontroluje

vynesenim odezev jednotlivych analytd vici koncentraci do grafu a pomoci
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regresniho koeficientu (R2). Pokud je odezva nékterého analytu v nezndmém
vzorku nad nejvy$sim kalibra¢nim bodem, je nezbytné vzorek naredit tak, aby se
vysledna koncentrace dostala do kalibraéniho rozsahu. Ve stejném poméru je

nezbytné naredit rovnéz ,blankovy” extrakt pouzity pro matri¢ni standardy.

Mez stanovitelnosti (LOQ)

evvs

kalibra¢ni bod, ve kterém je mozné analyt stanovit s pfijatelnou presnosti. Je treba
zdUraznit, Ze aktudlni hodnoty LOQ jsou zavislé na konkrétnim stavu LC-MS
systému (napf. stav chromatografické kolony, Cistota iontového zdroje) a hodnoty
LOQ uvedené v tabulce V jsou tedy pouze orientacni.

Tab. V: Pracovni charakteristiky metody U-HPLC-HRMS pro stanoveni DON a jeho
konjugovanych forem v naklicenych ceredliich (spiky na hladiné 100 ug/kg, n=6)

Analyt Sumarni t LOQ [pug/ke] VytéZnost RSD

vzorec [%] [%]

D3G C21H30011 4,50 5 93 1,3

DON Ci5H2006 4,39 10 121 6,6

ADONs Ci7H3204 6,67 25 64 13,1
DON-diglukosid Cy7H40016 - - - -
DON-triglukosid Cs3H50021 - - - -

Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody Ize charakterizovat relativni smérodatnou odchylkou
(RSDr, CVr), kterd se ziska z opakovanych analyz vzorku. Vykonnostni kritéria
metod jsou uvedeny v Nafizeni komise (ES) ¢. 401/2006. Hodnoty RSDr (%), které

byly ziskany pro validované matrice, jsou uvedeny v Tabulce V.
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2.3 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ESI ionizace elektrosprejem

3-ADON 3-acetyl-4-deoxynivalenol

15-ADON 15-acetyl-4deoxynivalenol

DON deoxynivalenol

D3G deoxynivalenyl-3-glukosid

FHB Fusarium Head Blight

MS hmotnostni spektrometrie

LOQ mez kvantifikace

U-HPLC extrémné vysokotlakd kapalinova chromatografie
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2.4 Zakladni informace o projektu

Zakladni informace o projektu:

Cilem projektu NAZV Ql111B154 "Bezpecnost cerealnich bioproduktli z pohledu
vyskytu alternariovych a fusariovych mykotoxin(" je zvySeni bezpelnosti
ceredlnich bioproduktd z pohledu vyskytu alternariovych a fusariovych
mykotoxinl, diagnostika a moznosti minimalizace rizik v ramci celé produkéni

spiraly (farmar - zpracovatel - vyrobce).

Doba feSeni projektu: 1.1. 2011 - 31.12. 2014

Projektovy tym:

Vyzkumny Ustav potravinarsky Praha, v.v.i.
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze
Ceska zemédélska univerzita v Praze
Jiho€eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.
PRO-BIO, obchodni spolec¢nost, s.r.o.
GOODMIILLS a.s.
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I11. Srovnani novosti postupt

Predkladana metodika nabizi dosud nepouzivany pristup k hodnoceni
celkového obsahu mykotoxinl vzrnu obilovin. Ukazuje se, Ze kromé
deoxynivalenolu (DON) mohou obilky v rzném stavu nakliceni obsahovat také
velké mnozZstvi maskovanych mykotoxinl jako je DON-3- glukosid (D3G), které po
nastépeni uvoliuji volny, pro organismus toxicky DON.

Navrhovand metodika umoznuje stanoveni nejen DON, ale i D3G a
3-/15-ADON. Stanoveni obsahu transformovanych mykotoxind spolecné s DON tak
pomUzZe nakupnim a zpracovatelskym organizacim zpresnit mnozstvi potencialné
nebezpecnych mykotoxind v pouzité obilni suroviné nebo meziproduktech a snizit
tak riziko pro spotrebitele. Test je pouzitelny také pfi Slechténi novych odrld pro
hodnoceni genotypll na rezistenci k fuzariové infekci, resp. bude moziné presnéji
specifikovat, zda je rezistence dana vice nizsi primarni produkci DON nebo pouze
vysokou schopnosti genotypu transformovat pritomny DON na pro rostliny

netoxickou formu D3G.
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IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je vysledkem feseni vyzkumného projektu ¢. Q1111B154 Bezpecnost
ceredlnich bioproduktli z pohledu vyskytu alternariovych a fusariovych
mykotoxinli. Vzhledem k tomu, Ze obsah maskovanych mykotoxin( v cerealiich
neni dosud legislativné regulovan, popisovana metoda a jeji uplatnéni v praxi by
vyznamné prispélo k ziskani dostatecného mnozstvi relevantnich dat. Na zakladé
vysledkl by mohlo byt posouzeno potencidlni zdravotni riziko pro populaci a
zavedena prislusna legislativni opatfeni.

Smluvnim uZivatelem certifikované metodiky je spole¢nost PRO-BIO obch.
spol. s.r.o., ktera se dlouhodobé zabyvd zpracovanim a obchodem s obilninami (a
vyrobky) v bio kvalité. Certifikovanou metodiku bude vyuZivat pfi hodnoceni
ceredlnich potravinarskych surovin, které nakupuje a zpracovava. VyuZiti
metodiky bude opodstatnéné zejména pfi hodnoceni cerealni bioprodukce z
rocnikd, resp. regionli s vysSim vyskytem mykotoxinli. S ohledem na to, Ze
provozni laboratofe vétSinou nedisponuji potfebnym analytickym vybavenim,
predpokladd se pro analytickou ¢ast metodiky spoluprace s VSCHT ¢&i
instrumentalné odpovidajicim zplsobem vybavenymi komerénimi laboratofemi
(formou sluzby) - tim by soucasné byla zajistovana i distribuce metodiky a
informovanost komercénich laboratofi o dané problematice (metodika je
samoziejmé vyuZitelnd nejen pro hodnoceni ceredlnich bioproduktd, ale i

produktl béZzného konvencéniho zemédélstvi).
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V. Ekonomické aspekty

Pfesné vycisleni ekonomického pfinosu certifikované metodiky je velmi
obtizné. Jeji vyuZziti v praxi zatim nevychdzi z zadné legislativni opory, lze ale
ocCekavat, Ze perspektivné budou legislativné upraveny limity i pro konjugované
formy mykotoxinG. Prvofadym ukolem je tedy zajistit Sifeni metodiky v praxi -
zejména do sféry instrumentalné kvalitné vybavenych komercnich laboratofi,
pfipadné i do laboratofi Slechtitelskych firem. Smluvnimu uzivateli - spole¢nosti
PRO-BIO, s.r.o., soucasné vyuziti metody (zejména v pripadé potravinarskych
surovin ceredlniho plvodu, které by se obsahem mykotoxinG blizily stdvajicim
limitdm) napom(iZe lépe posoudit potencidlni zdravotni riziko pro konzumenty.

Naklady na potfebné vybaveni pro zajisténi kliciciho testu jsou zanedbatelné.
Implementace analytické ¢asti metodiky zahrnuje zjiSténi aktudlnich pracovnich
charakteristik, zejména zjisténi limita kvantifikace, linearity, ale také verifikaci
metody pomoci pfidavku mykotoxinli na predem znamou hladinu (napf. 100
ug/kg) a zjisténi vytéinosti, pripadné i opakovatelnosti metody (napr. n=6). Za
predpokladu, Ze by bylo provedeno 20 verifikacnich a kontrolnich analyz, pficemz
provozni naklady na jednu analyzu by byly 2105 K¢, celkové naklady na
implementaci by se rovnaly 42,1 tis. K¢. Pokud laboratof U-HPLC-MS/MS zafizeni
nevlastni, pohybuji se celkové naklady na zavedeni vySe uvedené metody ve vysi

cca 8.000 tis. K¢.
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