Zavérecna zprava projektu specifického vyzkumu- zakazka €. 2105

Nazev projektu:
Ochratoxin A v kave.
Studium ptechodového faktoru ochratoxinu A (OTA) ze zrnkové mleté kavy do napoje

Specifikace FeSitelského tymu:

Odpovédny tesitel: doc. RNDr. FrantiSek Malir, Ph.D.

Studenti magisterského studia na PiF UHK:

Bc. Jakub Toman

Bc. Marketa Dvorackova (ptipadny zastup za Bc. Jakuba Tomana)

Dalsi vyzkumni spolupracovnici:

doc. MVDr. Vladimir Ostry, CSc., vedouci Narodniho referen¢niho centra pro mikroskopické houby a
jejich toxiny, Statni zdravotni Gstav v Praze, Centrum zdravi, vyzivy a potravin v Brn¢, Palackého 3a,
612 42 Brno

Ing. Tomas Roubal, vedouci Narodni referen¢ni laboratofe pro biomarkery mykotoxinii a mykotoxiny
v potravinach, Zdravotni ustav se sidlem v Hradci Kralové, Centrum hygienickych laboratofi,
Nezvalova 958, 500 02 Hradec Kralové

Celkova castka pridélené dotace: 169 100,- K¢

Strucny popis postupu pri FeSeni projektu:

mykotoxind. OTA patii mezi mykotoxiny s vyznamnymi nefrotoxickymi, hepatotoxickymi,
imunosupresivnimi, dale embryotoxickymi, teratogennimi, genotoxickymi a karcinogennimi, u¢inky-
dle IARC WHO, skupina 2B- mozny lidsky karcinogen. Do organismu ¢lovéka se dostava piedevsim
tzv. dietarni expozici- a to potravinami a surovinami rostlinného ptivodu, jako jsou vyrobky z obili,
dale kdvou, kakaem, c¢okoladou, kofenim, rozinkami, grepovou stavou, vinem, pivem, lékofici aj.
Proto je obsah OTA vV potravinach legislativné regulovan — a to Natizenimi Komise ¢. 1881/2006 ES,
¢. 105/2010 ES a ¢. €. 594/2012. Kava je pokladana za jeden z hlavnich zdroji denniho pfivodu OTA
— a to az vrozsahu 1-10 %. Cilem prace bylo proto stanoveni OTA v kave a dale experimentdlni
zjisteéni, jaké mnozstvi OTA prejde z kavy do vlastniho napoje, tj. zjisténi prechodového faktoru- u
riznych typt napoji. Vysetfeni vzorki kavy a napoju z kavy na obsah OTA bylo provedeno na HPLC
Spectra System s vysoce citlivym fluorescenénim detektorem Jasco (model 920 FP) po vycisténi a
zkoncentrovani na imunoafinitnich kolonkach — a to standardnim opera¢nim postupem, metodou
akreditovanou u CIA pod ndzvem: ,,Stanoveni ochratoxinu A metodou HPLC-FLD* v Narodni

referenéni laboratofi pro biomarkery mykotoxinii a mykotoxiny v potravinach, pii ZU v Hradci
Kralové. Pozn.: ZU je akreditovan u Ceského institutu pro akreditaci (CIA) pod &. 1388.

Pro tuto préci byli studenti fadn€ pouceni v souladu s platnymi zdsadami bezpecnosti prace a
vnitinimi predpisy narodni referen¢ni laboratofe (NRL), jak s témito vzorky pracovat, ale nakonec
zastup za studenta Bc. J. Tomana nebyl nutny. Student se naucil, jak zachazet a bezpetné pracovat
s t¢mito materidly a vypomohl pracovnikim NRL s ¢asové naroénymi separacemi ochratoxinu A



z kavy a napoji a kone¢né se také prakticky naucil, jak OTA stanovit vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii.

Postup prace:

Casovy harmonogram analyz OTA v kavé a napojich, uvedeny v navrhu projektu byl dodrzen.

1.

Nejprve bylo zméfeno pH vody pied pfipravou kavy a dale pH uvafené vody a pH

pfipravené kavy.

Na obsah OTA byly vySetteny 2 typy vzorka kavy- a to pfed zapocetim analyz napoju:

a) prvni typ byla mleta zrnkova kava prirozené kontaminovana OTA o0 koncentraci
0,92 ug/kg;

b) druhy typ byla mleta zrnkova kava uméle kontaminovana OTA, teoreticky na Grovni
maximalniho limitu (dle Natizeni EK ¢. 1881/2006) — a to 5 pg/kg - s cilem ovéfit
realnou koncentraci vzorkl u obou typt.

Pro vypocet ptechodového faktoru byly vyuzity oba 2 typy vzorki a zakladni statistické

vyhodnoceni bylo pfipraveno Vv ¢etnosti z jednoho druhu mleté zrnkové kavy - vzdy

pouze 6 modelovych ndpoji misto pivodné piedpoklddanych 10 (6 je pro statistické
hodnoceni dostatecné a navic doslo k rozsiteni vySetfeni — byly analyzovany 2 typy kavy,
oproti piivodné uvazovanému 1 typu).

Ze vzorku kavy (z kazdého ze 2 typt) byly piipraveny modelové napoje, vzdy 6 x:

Modelovy napoj & 1 (v CR nejéastéji konzumovany — jako tzv.,, turek“- nepravy)

7 g mleté prazené zrnkové kavy bylo pielito 100 ml vafici pitné vody. Kavu jsme nechali

5 min vyluhovat a nasledné ochladili. V napoji (kaveé) byl analyzovan OTA a zjistovan

pfechod z kavy do napoje v %.

Typ 1: 66,1 %

Typ 2: 63,2 %

Zavér: Modelovy napoj €. 1 - ¢im déle se necha voda pohromad¢ s kavou- tim je vetsi

koncentrace OTA.

Modelovy napoj €. 2

Prava turecka kava: 7 g mleté prazené zrnkové kavy bylo ptelito 100 ml vody studené

vody a svafeno a v dzezvé celkem 3 x po sob¢€ postupné zpénéno-svareno.

Typ 1: 52,2 %

Typ 2: 53,2 %

Zavér: Modelovy napoj €. 2 — ¢im déle se necha voda pohromad¢ s kavou- tim je vétsi

koncentrace OTA. OTA je vsak ¢astecné degradovatelny za normalnich — béznych
podminek vafeni. V porovnani s napojem ¢.1 jsou tyto koncentrace niZsi.

Tab.1 - Dalsi modelové napoje s vyuZitim presovace — tzv. Espresso- ¢.3, Ristretto-¢.4,
Lungo-¢.5, Doppio-¢.6, Americano- ¢.7.

Nazev Mnozstvi kavy Mnozstvi vody vysledky t.1 | vysledky t.2
. Espresso 74 20-30ml 32,2 % 32,4 %
. Ristretto 79 max. 20 ml 223% 245 %
. Lungo 79 max. 80 ml 54,5 % 53,4 %
. Doppio 14 ¢ 50 ml 30,1 % 30,2 %
.Americano | 79 espressso 40 - 80 ml + voda 20-60 ml 50,8 % 49,8 %




Zaver: Na presovaci pripravena kava - ¢im mensi objem vody a kéva prosata pod tlakem,

v

Splnéni kontrolovanych vysledki FeSeni

Analyzy vzorki byly teprve dokonceny do 5. listopadu 2013.

Tab.2 Sumar vystupt ieSeni projektu

Typ vystupu Plan Skutecnost | Poznamka

Pocet dizertacnich praci 0 0

Pocet diplomovych praci (NMgr.) 1 1 v r.2014

Jimp - vystup v impaktovaném casopisu 1(mozna2) |0 zrealizovano do
konce r. 2014

Jneimp — vystup v databazich Scopus a WOS | 0 0

Jrec-vystup v recenzovaném ¢asopisu 1 0 prJe_ference
v Jimp

B — odborné kniha 0 0

C — kapitola v odborné knize 0 0

D — ¢lanek ve sborniku (s ISBN) (nebo 1) 0 konference
Mykotoxiny-
2014

F — uzitny vzor aj. 0 0

Poster na zahranicni akci 1 1 na Mycotoxin
Workshop
Gottingen, 2014

Pocet vysledkli celkem 4 0

*Vysledky ziskané v ramci FeSeni tohoto projektu budou moci byt realizovany aZ v prib&hu roku 2014,
podobné jako to bylo u pfedchoziho projektu, kdy byly publikovany 2 impaktované publikace.

Podrobné zdtivodnéni vydaji a dolozeni dodateénych zadosti o zménu rozpoctu:

a)
b)

9)

osobni naklady — 0: nebyly pozadovany polozka nebyla ménéna;

stipendium- bylo navrzeno a vyplaceno ve vysi 3 500,- K¢ —a to v souladu s navrhem
SV ¢.2105 — studentovi Be. Jakubu Tomanovi, IC 24 612, obor studia Systematicka
biologie a ekologie, PfF- UHK;

materialové naklady-zahrnuji kolonu chromatografickou 1 x, typ Phenomenex
Kinetex 2.6 um, C18, 100A, dale sklenénou silnosténnou odsavaci aparaturu ke
kompletaci prosavaciho zafizeni (22 321,- K¢), dale osobni ochranné pomicky
(2013,- K¢) a kancelaiské potieby (6 842,- K¢).

dalsi naklady- z SV piispévek na investici : 50 000,- K¢
(odsttedivku s vykyvnym 4-mistnym rotorem a 4 zavésnymi kyvetami DPH)

vydaje (naklady) na sluzby - za provedeni komplexnich analyz ochratoxinu A v kavé
a napojich z kavy - v thrnné cené véetné DPH ve vysi 84 700,- K¢ na akreditovaném
pracovisti ZU HK (pozn.: tato cena v porovnani s celkovou bézné uétovanou cenou
169 400,- K¢ za uvedeny pocet vzorkl je polovicéni, tj. 50 %).

dopliitkové (rezijni) naklady nebo vydaje v souladu s piislusnym fidicim aktem
UHK: 0
cestovné a jeho stru¢né zdivodnéni: Pozadovano cestovné na mezinarodni seminaf
Mykotoxiny v Bratislavé ve vysi 3 500,- K¢&. Na zakladé e-mailu z 27.9.2013, ze
seminat odpadé, byl pozadan dopisem dne 30.10. 2013 pan docent Ttima, prod¢kan



PiF pro védeckou ¢innost, o povoleni zmény ve struktufe rozpoctu SV- a to s cilem
uvedenou ¢astku vycerpat na zakoupeni kancelafského materialu.

Vysledek cerpani finan¢nich prostiedkli uved’te v jednotné ptehledné tabulce 3.

Tab. 3 Cerpani finanénich prostiedki v K¢&

Polozka Plin ZAadost 0 zménu rozpo&tu | Skute&nost
Pocet ¢lenu fesitelského tymu 0 0
Cerpajicich mzdové prostiedky
Pocet studenti Cerpajicich 1 1
mzdové prosttedky
Stipendia 3500,- K¢ 3 500,-K¢
Odmény a DPP, DPC 0 0
Zakonné zdravotni a socialni 0 0
pojisténi
Celkem osobni niaklady 3500,- K¢ 3 500,- K¢
Spotieba materidlu celkem 23 879,10 K¢ 31176,- K¢
Drobny hmotny majetek 21 729,10 K¢ 22 321,- K¢
Sluzby celkem 84 700,-K¢ 84 700,-K¢
Cestovné celkem 3500,- K& | (e-mail z 27.9.2013)- 0,-K¢&
30.10.2013 — zadost o
kancelaiské potieby
Naklady (ca.) 119 100,- K¢ 119 376,-K¢
Investice (prispévek) 50 000,- K¢ 50 000,-K¢
Celkové naklady 169 100,- K¢ 169 376,-K¢

Zaver: Z tabulky je ziejmé piekroceni celkovych planovanych financénich prostiedkit 0 276,- K¢..
Prilohy : a) Kopie publikac¢nich vystupt (zatim pouze za minuly projekt ¢. 2119/2012)-
2.impaktované vystupy — doloZeno publikacemi
Pozn.: vzhledem k terminu dokon¢eni projektu a ziskani vysledki, bude projekt
SV ¢&. 2105 opét publikovan az v prubéhu roku 2014.
b) Vypis z OBD- vysledky publikaé¢ni ¢innosti (podpofené minulym projektem SV 2119).
c) Vysledovka z ekonomického informa¢niho systému MAGION- vyuctovani dotace.

3.1.2014 doc. RNDr. Frantisek Malif, Ph.D.



