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ABSTRACT

Barley, as well as others cereals, can be contaedinby mycotoxins which are produced by
filamentous fungi as secondary metabolites underfifid conditions. The highest health risk for
costumers is that these toxins can survive durawg fprocessing and thus they pass into final
products, such as beer. The aim of the presentely stas to evaluate the transfer of Fusarium
mycotoxins, namely deoxynivalenol (DON), deoxyneradl-3-glucoside (D3G) and enniatins
(ENNSs), into malt, beer, and their intermediateduets. Concerning the fate of DON a D3G during
malting, their levels are decreased during thepstgestage, however, rapid increase of their levels
was observed within the germination process. Fimet contained approx. 80% of DON and 260%
of D3G levels compared to the initial barley. Fertincrease of DON and D3G levels was proven
during mashing of malt, their levels increased @0 and 800%, respectively, when comparing
with starting malt.. This phenomenon can be attébuto releasing of mycotoxins from their
masked forms. Worth to notice, that spent grainstained undetectable concentration of both
DON and D3G. As regards enniatins, during the mgltiechnology their levels significantly
decreased. Further decline was observed duringrdweing technology. Due to their low solubility
in water, they do not pass almost into beer and $tay in spent grains.
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uvoD

Vyroba piva, stejét jako produkce surovin pro jeho vyrobu, m&eské republice mnohasetletou
tradici (1). Nespor# je pivo i celosétové velmi oblibenym napojem, kdy jeho sfmiia v mnoha
zemich dosahla n&pv roce 2004 az 100 | na osobu za (@k Zakladni surovinou pro vyrobu
sladu je jémen, ktery byva velmicasto kolonizovan, stejnjako mnoho jinych obilnin,
mikroskopickymi vlidknitymi houbami rodBusariumijiz v pribéhu vegetace. Jednim z negativnim
dopad: piitomnosti fusariovych mikromycet je, Ze mohou pramtat Siroké spektrum toxickych
sekundarnich metabalit- mykotoxini. V sowasnosti je znamo vice nez 150 fusariovych
mykotoxini, z nichZ nejvyznamijSi a také nejprostudovsi skupinou jsou trichotheceny. Mezi
trichotheceny seéadi také doposud nejvice sledovany mykotoxin delwsyenol (DON), ktery

z divodu velmicastého vyskytu byva povazovan za marker mykotoxrimntaminace a je také
jedinym trichothecenem, pro ktery bylo Evropskounisi ustanoveno nejvysstipustné mnozstvi
v riznych surovinach a potravina€B). Mykotoxiny nejsou toxické pouze pro konzumently a
také pro napadené rostliny, proto je mohou podofako jin4 xenobiotika metabolizovat
navazanim malé polarni molekuly (glukosy, sulfétglutathionu), za vzniku pro rostlinu ,mé&n
toxickych* latek — vznikaji tzv. maskované mykotayi Prvni zminky o&chto latkach se objevili
jiz v poloviré 80. let 20. stolet{4), ale teprve od roku 2007, kdy byl uveden na trhalyitky
standard maskovaného deoxynivalenol-3-glukosidu QP3mohly byt zahajeny intenzivni
vyzkumy v této oblasti. Nef¥Si riziko pro konzumenty potravin kontaminovany@BG sp@iva

v jeho pravdpodobném $peni v gastrointestindlnim traktu sévoa pivodni ,nemaskovany*

DON, a tim k navySeni expozice tomuto toxinu.

V souvislosti se z#énami klimatu dochazi k roz&ivani dive mér béznych druli mikromycet
jako jsou nap F. subglutinangi F. proliferatum které jsou zodpadné gedevsim za produkci
enniatiri. Tyto toxiny byly dive &zné spiSe v chladjSich oblastech, ale v stasné dobjiz byl
reportovan jejich vyskyt také v ceredliickisfovanych ve Spatsku a Itlii (5,6). Na rozdil od
trichothecen se jedna o latky, o kterych je doposud nedostatiekmaci, proto vydal v letoSnim
roce Evropsky fad dozorujici nad bezfeosti potravin (European Food Safety Autority — BFS
vyzvu tyto mykotoxiny sledovat a poskytovat dafejeh vyskytu(7).

Cilem pekladané studie bylo sledovat osud vySe Zmjoh mykotoxiri v pribéhu sladéské
a pivovarské technologigigpouziti pirozert kontaminované vstupni suroviny.
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MATERIAL A METODIKA

Popis experimentu

Jako modelova odda pro sladovani a ¥eni piva byla pouZita sladovnicka éde j&mene jarniho
Radegast. Zrno bylo vyptovano na experimentalni vyzkumné stanici Mendelamiverzity

v Brn¢ (MENDELU) v Zalzicich. Sladovani bylo provedeno v mikroslad@enpivo bylo uvéeno

v minipivovaru Vyzkumného Ustavu pivovarského adaiského, a.s. (VUPS).i®sné podminky
obou technologickych prociesyly publikovany jiz dive (2). V pribéhu obou technologickych
proces byly odebirany meziprodukty: i)tpsladovani — vstupni §enen, j€men po 1., 2. a 3. dni
m&eni, zeleny slad, slad a sladovygkii) pii vareni piva — pedek, sladina, mladina, mladé pivo,
pivo a mlato, které byly potom vydehy na obsah vybranych fusariovych mykotdxira Ustavu
chemie a analyzy potravin Vysoké $koly chemickdwertogické v Praze (VSCHT Praha).

Standardy a chemikalie

Standardy deoxynivalenolu (DON) a deoxynivalenah3kosidu (D3G) byly dodany firmou
Biopure (Tulln, Rakousko) a standardy enniatinlEA (A), enniatinu B (EN B), enniatinu A1 (EN
Al) a enniatinu B1 (EN B1) byly dodany firmou AlsxiBiochemicals (New York, USA).
Organicka rozpouétlla ucena pro hmotnostrspektrometrickou detekci (acetonitril, methanol)
a mravetian amonny byly dodany firmou Sigma-Aldrich (Tautkien, Nmecko). Deionizovana
voda pouzivand praipravu extrakni snesi a mobilni faze bylaifpravena pomociifstroje Milli-

Q zakoupeného od firmy Millipore (Molsheim, Frarjcie
Analytickd metoda

Analytickd metoda pro stanoveni mykotakine¢meni, sladu, pivu a meziproduktech obou
technologickych procés se sklada zefit kroka: (i) extrakce vzorku azeotropni 8si —
acetonitri:voda (84:16, v/v), (ii) odpeni a zahushi alikvotniho podilu extraktu na raét
vakuové odparce a (iii) rozpési ziskaného odparku ve &sh methanol:voda (50:50, v/vj2).

K vlastni separaci analyta rezidudlnich slozek matrice je vyuzivana ulitemia kapalinova
chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci mosini spektrometrii typu orbitélni iontova

past.

Vytéznosti vSech analigtpro jednotlivé matrice se pohybovaly v rozmezid®4% s RSD do 10%,
detekni limity (LOD) nepgekratily 5 pg/kg.
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VYSLEDKY A DISKUSE

Osud trichothecenovych mykotoxini v priibéhu pivovarstvi a sladastvi

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole Materidl a metodik&echny vzorky odebrané wipthu
pivovarské a sladské technologie byly vyS@ny na obsah DON a jeho maskované formy D3G.
Dynamika hladin obou mykotoxinje zndzoréina naObr. 1. Vstupni j€men obsahoval 560g/kg
DON a 151pg/kg D3G. Po pti hodinach méeni (po 1. mé&eni) doSlo v dsledku vyluhovani do
m&eci vody k poklesu DON i D3G na 40 %wvpdnich hodnot. V dalSich dvou dnech tento trend
pokratoval. Po dalSichstyfech dnech kéeni byl odebran meziprodukt zeleny slad, ktery jiz
obsahoval oft vysSi hladiny obou toxin nez v ptibéhu mé&eni. Hladina maskovaného D3G
narostla na 398ig/kg, coz je térr o 260 % vice nez bylo vipodnim j€meni. Tento jev rize
souviset s rychlym nastupem enzymatické aktivithdm kigeni. Ze zeleného sladu byl potom
hvozdnim, dotahovanim a odkEnim ziskan jako finalni produkt celé technologitkdy swtly
slad plzésského typu. V porovnani se zelenym sladem doSlomitnému snizeni (o cca 10 %)
hladiny D3G a naopak ke zvySeni hladiny DON o 30v3#soké hladiny D3G (725fg/kg) i DON
(580pug/kg) byly detekovany ve sladovémdskw, ktery se vyuziva ke krmivgkym Eelam.

600
®mDON

0O D3G

7

je€men po 1. po 2. po 3. zeleny slad slad
maceni maceni maéeni

Obr. 1: Dynamika DON a D3G v fo¢hu sladovani
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Ziskany slad byl poté vyuzit v navazujicim expenmioe jako vstupni surovina. Standardni
pivovarskou technologii bylo vyrobeno pivo. DynamilOON a D3G v pibéhu vaeni piva je
shrnuta n@br. 2, ze kterého je patrné, Ze vipghu rmutovani, kdy dochazi k rozkladu dexirima
monosacharidy, doslo k népgimu naiistu DON (o 470 %) a D3G (o 670 %) oprofivpdnim
hladinam detekovanym ve sladu. Vysoké hladiny doaini v meziproduktu fedek oproti dalSim
intermediabm sladiré, mladirg, mladém pivu a pivu jsou dany vysokou koncentextiaktu, ktery
je dale redovan.Cinnosti kvasinek jiz dale nedochazi k vyraznymeéaém a hladiny DON i D3G
v mladém pivu i a pivu jsou téhidentické. V odpadnim produktu miawyuzivaném stefhjako
sladovy ket ke krmiv&skym @elim, byly hladiny obou sledovanych andlypod deteknim
limitem 5pg/kg.

800%

i = DON
700% \ O D3G
600% %
500%
400%
300% 1 "N
200% - §
100% -

slad pfedek sladina  mladina mIagé pivo mlato
pivo

Obr. 2: Dynamika DON a D3G v fo¢hu pivovarstvi

Osud enniatini v priibéhu pivovarstvi a sladdstvi

Dynamika enniatifa v pribéhu sladéstvi a pivovarstvi nebyla doposud v lited&yopsana. Jedna

se tedy o prvni pilotni experiment, ktery se budgsledujicim roce v ramci probihajiciho projektu

opakovat. Ve srovnani s dynamikou DON a jeho mashékio analogu D3G se enniatiny chovaji

v pribéhu sladovani naprosto odl&rfviz Obr. 3). V pribéhu prvnich ti dni m&eni dochéazi
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k pomalému snizovani koncentraci vSech enniatitN B, EN B1, EN A, EN Al), coz fite byt
vyswétleno jejich nizsi polaritou ve srovnani s trichethny. Markantni pokles byl zaznamenan az
po ukorgeni m&eni a nastartovani procesucklii. V zeleném sladu doSlo k poklesu 0 20 % EN A
a EN A1l oproti j€émenu po ftetim dni mé&eni. Naopak hladiny EN B a EN B1 se zvySily o 30 %
a 0 20 %. Hvoz¢him, dotahovanim a odBnim jiz k velkym zninam hladin nedochézi s vyjimkou
EN B1, ktery poklesl o dalSich 20 %. Vysledny stdiahoval v porovnani se vstupnirnenem
mnohem niz§i hladiny, proto Ize usuzovat, Ze nalitoad trichothecein pravdpodobré nejsou
enniatiny vazany do maskovanych forem nebo se rgctiapodminek z maskovanych forem

neuvohuji. Vysoké hladiny enniatinbyly opst detekovany ve sladovémdu (Tab. 1)

1000 O ENB
_ O ENB1
900 1 ] mENA

800 | 0O ENAL

700 H = 1

600 _—l

500

ng’kg

400 —

300 + —

200 + —

0 T T

je€men po 1. po 2. po 3. zeleny slad slad
macéeni maceni méacéeni

Obr. 3: Dynamika enniatihv pribehu sladovani

Tab. I: Hladiny enniatini detekované ve sladovémékw

varianta mykotoxiny (_ug/kg)
EN A EN Al ENB EN B1
sladovy kv ét 416 451 397 497
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100% DENB
DENB1
04 —+—|
90% BENA
80% -+ D ENAL
70% +

60% -

50% - —

40% + —

30% - —

20% -
10% 1

0% I:l

slad pfedek sladina mladina  mladé pivo mlato
pivo

Obr. 4: Dynamika enniatihv pribéhu pivovarstvi

Pti zhodnoceni festupu enniatindo piva (vizObr. 4) je nutné konstatovat, Ze do kéného piva
nepgechazeji, coz je patrné z vysokych hladin detekgefarv mlatu. EN A a EN Al nebyly

detekovany v Zadném meziproduktu sladovani a ENEBI&81 byly stanoveny na nejvyssi hlagin

v predku.

ZAVER

Kontaminace ceredlii mykotoxiny je zavaznym cettsvym problémem. NejtSim rizikem pro

konzumenty jsou maskované formiclito toxiri, které se uvdluji v pribéhu enzymatickych
proces probihajicich fi sladovani a vi@ni piva. To znamena, Ze i pouziti j&mene s velmi

nizkymi koncentracemi trichotheaenmohou byt hladiny &hto latek ve vysledném pivu
mnohonasobh vysSi. Opany jev byl pozorovan i sledovani enniatin v pribéhu ®chto

technologii. Vstupni surovina byla kontaminovanaohomasobé vice nez slad a zpvyrobené

pivo.
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