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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Adéla Uhrova

Skolitel, konzultant: Doc. RNDr. Dalibor gatinsky, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Vyvoj on-line SPE HPLC metody pro stanoveni ochratoxinu A v Tokajskych

vinech

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci a validaci chromatografické metody stanoveni
ochratoxinu A v Tokajském vinu s naslednou aplikaci na realné vzorky. Byla vyvinuta metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci za vyuziti on-line extrakce pomoci
prepinani kolon. Vzorky byly o objemu 50ul davkovany piimo na extrakéni kolonu, kde v 1. minuté
byl analyt extrahovan na pfedkoloné Ascentis® Express RP-Amide za ptitomnosti mobilni faze — 40%
MeOH ve 0,5% vodném roztoku kyseliny octové. Po extrakci doslo k pfepnuti ventilu a extrahované
latky tak byly separovany na analytické koloné YMC Triart C18 ExRS. Separace probihala za
gradientové eluce s po¢ateCnim pomeérem acetonitrilu v mobilni fazi 45%, ktery v 5. minuté¢ dosahl
koncentrace 80%. Detekce fluorimetrem byla optimalizovana na excitacni a emisni vinové délky
Kex 335 nm a Aem 463 nm. V posledni ¢asti prace byl stanovovan ochratoxin A v redlnych vzorcich,

kde byl ochratoxin A ve 45 ptipadech potvrzen.

Kli¢ova slova: ochratoxin A, Tokajské vino, ptepinani kolon,



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Bc. Adéla Uhrova

Supervisor, consultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Development of on-line SPE HPLC method for determination of

ochratoxin A in Tokaj wines

This diploma thesis deals with the optimization and validation of chromatographic method for
determination of ochratoxin A in Tokaj wine with subsequent application on real samples. A high-
performance liquid chromatography method with fluorescence detection using on-line extraction by
column switching has been developed. 50ul of sample was injected directly in the extraction column,
where at 1*'minute the analyte was extracted on the Ascentis® Express RP-Amide precolumn in the
presence of a mobile phase of 40% MeOH in 0.5% aqueous acetic acid. After the extraction, the valve
was switched and the extracted substances were separated on a YMC Triart C18 ExRS analytical
column. The separation was carried out under gradient elution with an initial acetonitrile ratio of 45%
in the mobile phase, which reached a concentration of 80% in the 5™ minute. Fluorimeter detection
was optimized for excitation and emission wavelengths Agx 335 nm and Agm 463 nm. In the last part of

the work, ochratoxin A was analyzed in real samples and was confirmed in 45 cases.

Keywords: ochratoxin A, Tokaj wine, column switching,
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UvVOoD

Tokajské vino dostalo sviij nazev podle oblasti, z které vino pochézi. Vinaiska
oblast Tokaj se nachdzi na uzemi severovychodniho Madarska a jihovychodniho
Slovenska. Od roku 2002 je soucasti Svétového dédictvi UNESCO. Podle historickych
pramenti ndzev Tokaj pochazi ze slova stokaj — tedy soutok ek Bogrodu a Tisy, ktery
tuto oblast na jihu ohranicuje. Zde vyrobena vina disponuji oznacenim plivodu a

zemepisnych oznaceni chranénych v EU [1,2,3,4,5].

Ptes tisic let stard vinafskd tradice zakladd svou jedinecnost na unikatni vyrobé,
ktera zacina uz na vinicich pied sbérem révy. Hrozny vitis vinifera jsou cilené napadany
plisni Botrytis cinerea za uelem rozvoje uslechtilé plisn€, kterd svym pulsobenim

redukuje z hroznli vodu a dodava jim typické aroma [4].

Néplni této prace je, zda se Tokajské vino miize pfi vyrobé kontaminovat i jinymi
plisnémi. Spory plisni rodu Aspergillus a Penicillium jsou téméf vSudy pfitomné a
teoretické napadeni hroznii je pravdépodobné. Riziko pro konzumenty neni v podobé
plisni, ale pfedevSim v jejich sekundarnim metabolitu — Ochratoxinu A. Dikazem o
kontaminaci vitis vinifera témito plisn¢ je pravidelné hlaseni RASFF o pfitomnosti
mykotoxind v rozinkach a také limity stanovené EU pro maximalni moznou hladinu

ochratoxinu A ve vinech.



CiL A ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace je vyvinout metodu pro stanoveni ochratoxinu A v
Tokajském vinu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenénim
detektorem za optimalnich podminek a zaroven stanovit hladiny mykotoxinu v
ziskanych vzorcich s naslednym vyhodnocenim zéavislosti hodnot na vlastnostech vina a

posouzenim souladu s platnou legislativou.



TEORETICKA CAST
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1. Tokajské vino

Tokajska vina jsou typicka svou charakteristickou sladkou chuti a vyraznym aroma.
K ziskani vyjimeénych vlastnosti pfispivd predevSim plisen Botrytis cinerea,
vieckovytrusna houba patiici do fadu voskovickotvaré a celed¢ hlizenkovité. Houba je
témet vSudyptitomnd s destruktivnimi nasledky zejména pro oslabené ovoce. Nicméné

za urcitych klimatickych podminek se na hroznech vyviji tzv. uslechtild plisen [6, 7, §8].

1.1. Uslechtila plisen

Béhem invaze houba uvoliiuje do bobule hydrolazy a oxidazy (celulazy, proteazy,
fosfolipazy), které¢ chemicky degraduji slupku a rozptyli se do duZiny, kde katalyzuji
zmény ve slozeni $tavy hroznd. Bilé bobule se tak zméni na rGzové a nasledné na
hnédé. V disledku naruseni slupky bobule se z duziny odpafuje voda a koncentruji se

ptitomné latky. Hrozny s vysuSenymi bobulemi se nazyvaji cibéby [7, 8].

Obrazek 1 — Cibéba (tokaj.org)

Ztrata vlhkosti mé zdsadni vyznam pfi rozliSovani uSlechtilé a Sedé plisné. Proto je
pro zrani botrytizovanych bobuli dilezity dlouhy, mirné vlhky, teply a vétrny podzim.
Pokud nenastanou piithodné podminky, plisen Sed4 zplisobi rozsahlé¢ hniloby hrozni,

které je znehodnoti [7, 8, 9].
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1.2. Biochemie Tokajského vina

Cukry hroznii jsou vyuzivany houbou pifi vyrobé biomasy, energie a riznych
metabolitii. Navzdory vyznamnym ztrdtdm cukru, vlivem metabolismu Botrytis, se jeho
koncentrace dramaticky zvySuje diky dehydrataci bobuli. Kone¢na koncentrace cukru
muze za ideédlnich podminek dosdhnout az 700 — 800g/l. Zajimavy je také pomér
glukozy k fruktodze, ktery je nizsi nez 1. Je to dano opét pfitomnosti uslechtilé plisné,

protoze houba selektivné metabolizuje glukozu [7].

Uslechtild plisen béhem infekce syntetizuje fadu vysokomolekularnich
polysacharidu, které miizeme rozdélit do dvou skupin podle hmotnosti. Prvni skupinu, v
rozmezi 20 000 — 50 000 Da, tvoii mandza, galaktdoza a v mensi mife glukdéza a
ramnéza. Jejich ptitomnost indukuje produkci kyseliny octové a glycerolu béhem
fermentace. Druhd skupina je zastoupena B-glukany. Molekulova hmotnost B-glukanti
je v rozmezi 100 000 — 1 000 000 Da. Jejich pfitomnost je nezadouci hlavné kvili
komplikovani priubéhu filtrace, kdy tyto linedrni makromolekuly rychle zanaseji filtry i

pii malych koncentracich a mohou se podilet i na hor§im projasnéni vina [6, 7, §].

Dalsi kosmetickou a zaroveinl jedine¢nou vlastnosti je tvorba a srazeni vépennych
soli. Houba totiZ oxiduje kyselinu galakturonovou, ktera vznikla rozkladem pektinu, na
kyselinu galaktarovou (slizovou). Ta na sebe véaze vapnik a tvoii tak nerozpustné
krystaly. Vyssi kyselost Tokajskych vin zptsobuje také kyselina glukunova. Pifima
oxidace glukdzy, za pfitomnosti glukooxiddzy, vede k akumulaci této kyseliny.
Paraleln¢ s touto reakci vznika glycerol. ProtoZe glycerol a kyselina glukonova se
prakticky nenachazi ve §taveé zdravych hroznt, jsou indikatory aktivity Botrytis cinerea.
Kyselina glukonova neni dal fermentovéana kvasinkami, a proto ve vysledném produktu
zUstava beze zmény. Pfevladajici kyselinami v hroznovych bobulich jsou kyselina vinna
a kyselina jablecnd. Ty jsou také metabolizovany plisni. Degradace kyseliny vinné

probiha piiblizné z 50% a kyseliny jableéné ze 70 - 90% [6, 7, 8].

V infikovanych bobulich je 30 — 80% z celkového obsahu aminokyselin
degradovano. Exocelularni proteazy a aminooxiddzy piisobi na proteiny. Uvolnéné
aminokyseliny a nitroslouc¢eniny metabolizuje Botrytis cinerea. Mezi degradované

slou€eniny patii také vitaminy, jako je thiamin a pyridoxin [8].
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Lakazy, pfitomné v cibébach, jsou jednim s nejvyznamnéjSich enzymi
produkovanych B. cinerea. Jejich funkce neni zcela objasnéna, avSak predpoklada se
spojitost s eliminaci fungicidnich fytoalexinii (resveratrol, pterostilben). Hrozny reaguji
na napadeni houbami produkci zminovanych fenolt. Védci se tedy domnivaji, ze lakazy
umoznuji houb¢ kolonizovat bobule Vitis vinifera i ptes jeji obranné mechanismy [6, 7,

10].

Mezi poznavaci znak Tokajskych vin patii bezpochybné typické aroma. Terpenoly,
primarni aromatické slouceniny v hroznech, jsou v pribéhu infekce oxidovany, coz
vede ke snizeni typické odriidové viin€é. Pivodni aroma je nahrazeno prostfednictvim
Botrytis cinerea aromatickymi aldehydy (benzaldehyd, fenylacetaldehyd), furfuralem,
laktony (sotolon) ¢i hranolem [6, 7, 8].

1.3. Druhy

Produkce hodnotnych vin zélezi na mnoha faktorech. Jednim z nich je odrida
hroznd, jehoz vybér je omezeny ze zdkona na mistni odridy Furmint, Lipovina, Muskat
zluty, Zéta, Kovérszolo a od roku 2006 také Kabar. Rozmanitost Tokajskych vin je ale

dana predevsim rozdilnym zpracovanim cibéb [7, 9].
Tokajska essence (Eszencia)

Tokajska essence se ziskava z vyrobniho procesu Tokajského vybéru. Pii skladovani
hroznd v malych nadrZich se bobule vlastni vahou stlacuji a produkuji §tavu, ktera je
sbirana do dievénych sudl k nésledné fermentaci a zrani. Z jedné nadrze, kterd obsahuje
priblizné 30 litrG hrozni urc¢enych k produkci Tokajského vybéru (oznacovana také jako
1 putna), dostaneme 1-1,5 litru essence. Kvuli vysokému obsahu cukru probiha
fermentace velmi pomalu a vysledné koncentrace alkoholu se pohybuje v rozmezi 5-8%

[6, 9].
Tokajsky vybér (Aszu)

Dalsi typ vyroby spocivd ve smichani vina, ¢i moStu ze zdravych hroznl a
rozmélnénych cibéb. Podle mnozstvi ptidanych cibéb se rozliSovaly 2-6 putnové vina.
Rozhodovalo tedy, kolik puten cibéb bylo dodéno k 135 litrovému goncskému sudu
moStu nebo vina stejné odrady. V roce 2013 byla tato klasifikace zruSena a nahradila ho

kategorizace dle zbytkového cukru 60, 90, 120 a 150 g/l, coz by mélo odpovidat 3, 4, 5

13


https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=K%C3%B6v%C3%A9rsz%C3%B6l%C3%B6&action=edit&redlink=1

a 6 putnovému tokajskému vinu. Zménou prosel také nazev Aszu, ktery se muze
pouzivat jen pro tokajsky vybér se 150 - 450 g/l zbytkového cukru. Vyssi hodnoty
odpovidaji Tokajské essenci [6, 9, 11].

Tokajské samorodné (Szamorodni)

Jak uz napovidd nézev, hrozny se pfti sklizni sbiraji “tak jak se urodily”, tedy se
neroztiid’uji zdravé bobule a cibéby. Smés bobuli se dale jemné rozmélni tak, aby
nedoslo 1 k rozdrceni semen. Vznikla kase se necha nasledné stat, takze se maximalni
mnozstvi cennych latek extrahuje do mostu. Po vylisovani smési nasleduje fermentace v
sudech. Kvalita samorodnych vin zavisi pfedev§im na rozsahu kontaminace Bortyris
cinerea a mnozstvi vysusenych bobuli, tedy ve velké mife zalezi na klimatickych

podminkach béhem podzimu [9,11].
Forditas

Fakt, ze jsou Tokajskd vina a hlavné hrozny napadené uslechtilou plisni cené¢na,
dokazuje vyrobni proces dalsiho druhu vina, pti kterém se zpracovava vedlejsi produkt
lisovani, matolina. Ta je spolu s moStem nebo Tokajskym vinem 24 hodin macerovéana a

dava tak vinu vyraznéjsi aroma a buket [9,11].
Maslas

Druhym ptikladem dokonalé¢ho vyuziti vedlejSich produkti je Maslas. Na rozdil od
ForditdSe se misto matoliny pouzivaji kvasni¢né kaly tokajskych vybéra a
samorodného. Sedimenty kvasinek se zaliji Tokajskym vinem stejné sklizn€ a po dobu

4-6 tydnti se nechaji louhovat [9,11].

Seznam moZnych postupll zpracovani tokajskych cibéb timto ale nekonci. Tokajskeé
suché vino se tykd odridovych vin, vyrdbi se také sldmové, ledové ¢i piivlastkové

tokajskeé [11].
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2. Ochratoxin A

Sumarni vzorec: C20H1sCINOg

Molarni hmotnost: 403,815 g/mol

Cl

Obrazek 2 — Struktura Ochratoxinu A

Ochratoxin A (OTA) se fadi mezi nejvyznamnéj$i mykotoxiny. Casto kontaminuje
rizné potraviny jako obiloviny, kavu, vino, susené ovoce, ofechy a také se objevuje v
masnych vyrobcich. Neékteré studie dokazuji jeho vyskyt v 1é¢ivych piipraveich,
potravinaifskych barvivech nebo v balené vodé [12]. Prvnim identifikovanym
producentem byl v roce 1965 stanoven Aspergillus ochraceus. Postupem casu byla
produkce OTA prokazana i u dalSich druhti rodu Aspergillus a Penicillium (viz Tab. 1)
[13].

Tabulka 1 - Plisné, u kterych byla prokazana produkce OTA

Rod Druh Rok nalezu
ochraceus 1965
niger 1994
carbonarius 1996
foetidus 1996
Aspergillus steynii 2004
westerdijkiae 2004
lacticoffeeatus 2004
sclerotioniger 2004
tubingensis 2005
Penicillium verrucosum 1969
nordicum 2001
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Ve skupiné ochratoxini je pravé zkoumany OTA nejtoxictéjsi. Podle Mezinarodni
unie pro Cistou a uzitou chemii (IUPAC) je piesny systematicky nazev OTA (2S)-2-
[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-0x0-3,4-dihydroisochromene-7-
carbonyl]amino]-3-phenylpropanoic acid. Strukturni zaklad molekul ochratoxinii tvoii
isokumarin, ktery na patém a devatém uhliku, obsahuje rozdilné funk¢ni skupiny. OTA

ma paty uhlik obsazeny chloridem a devaty fenylalaninem [14,15].

Cisty ochratoxin A je bily krystalicky prasek odolny vii¢i vysokym teplotam (teplota
tani 169°C). OTA, jako slaba kyselina, je rozpustny v organickych rozpoustédlech —

xylenu, metanolu, chloroformu nebo etanolu [15,16].

Hlavni metabolické drahy zahrnuji hydrolyzu, hydroxylaci ¢i konjugaci. Hydrolyzou
OTA vzniké Ochratoxin a, ktery miiZzeme nalézt v moc¢i exponovanych jedinct spole¢né
s pivodni latkou. Pravé tu nachazime v moc¢i nékolik dni po expozici v nizkych
koncentracich (20-80 ng/l) v zavislosti na pfijaté davce a mnozstvi volného OTA, tedy
nenavazaného na krevni albumin. Vylu¢ovani Ochratoxinu A mo¢i ndm dava informaci
o nedavné expozici, naopak koncentrace v plasmé ¢i séru svéd¢i o dlouhodobé

intoxikaci [12,13,17].

Ochratoxin A je zafazen IARC do skupiny pravdépodobné karcinogennich latek —
2B. A to na podklad¢ dikazl provedenych na pokusnych zviratech a nedostate¢ném
prikkazu karcinogenity u ¢lovéka. (IARC) Za kliCového spoustéce nadorového bujeni je
pokladan oxidativni stres indukovany OTA. Déle se uvadi v mnoha zdrojich jako
neurotoxicka, hepatotoxicka, teratogenni a imunotoxicka latka. Casto byva spojovana

s Balkanskou endemickou nefropatii [12,18].

Jako antidotum proti akutni otravé OTA se podle studie Edmonda E. Creppy jevi
fenylalanin. V rdmci vyzkumu bylo myS$im podano i.p. 1 mg fenylalaninu spolu s
0,8 mg OTA (davka, ktera je letalni pro 100% mysi za 24 hodin). Pfi podani obou latek
soucasné¢ bylo zachranéno 100% sledovanych zvitat. V ptipadé¢ Ze fenylalanin byl podan

az po 30 minutach a davka se zvysila na 20 mg ptezilo 92% [19].

16



2.1. Legislativa

Narizenim komise (ES) ¢. 1881/2006 ze dne 19. prosince 2006 jsou stanoveny
maximalni limity kontaminujicich latek v potravinach. Toto Nafizeni se zabyva také
ochratoxinem A a stanovuje jako nejvyssi tolerovany tydenni piijem (TWI) 120 ng/kg
télesné hmotnosti. Kromé obecného stanoviska byly ur€eny i maximalni limity pro

konkrétni potraviny (tab.2).

Tabulka 2 - Limity OTA v potravinach

Maximalni limity
(neg/ke)
Nezpracované obiloviny 5,0

nezpracovanych obilovin, v¢etné
zpracovanych vyrobkt z obilovin a obilovin 3,0
urcenych k pfimé spotiebé

Susené hrozny révy vinné 10,0
Prazené kévova zrna a mleta prazend kava 5,0
Rozpustna kava 10,0
Vino (véetné Sumivého vina s vyjimkou

likérového vina a vina s obsahem alkoholu 2,0

nejméné 15%) a ovocné vino

Aromatizovana vina, aromatizované vinné

. . ., . 2,0
napoje a aromatizované vinné koktejly

Hroznova §t'ava, rekonstituovana
koncentrovana hroznova stava (nektar, most a 2,0
most uréeny pro lidskou potiebu)

Obilné ptikrmy a ostatni piikrmy urc¢ené pro

kojence a malé déti 0.5

Dietni potraviny pro zvlastni [éCebné tucely,

« a1 . 0,5
urcené specialné pro kojence

K upozornéni vetejnosti byl na zakladé ¢lanku 50 Natizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 178/2002 ztizen Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva
(RASFF), ktery podava ctyfi druhy oznameni: Varovani, Informace, Odmitnuti na
hranicich a Novinky. V tabulce 2 jsou shrnuta vydana varovani pied vysokym obsahem

OTA v potravinach v dobé od biezna 2018 do tnora 2019 [20].
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Tabulka 3 - Varovani RASFF pfed vyskytem OTA v potravinach

ZDaZIE;I:; Zemé zachytu Produkt (L?g]/ﬁg )
2.3.2018 Nizozemsko SuSené meruiiky z Turecka 21
5.3.2018 Slovensko Susené rozinky z Uzbekistanu 14,48
14.3.2018  [Ceska republika |Rozinky z franu 29
12.42018 |Belgie Snidanové ceralie z Belgie 7,5
2442018 |Némecko Rozinky z Turecka 38,8
1452018 |Ceska republika |Rozinky z Iranu 20,1
22.5.2018 |Polsko Rozinky z Turecka 15,2
2452018 [Ceska republika |[Bylinny ¢aj ze Slovenska 27,57
30.5.2018 |Némecko Mleta paprika z Ciny 114,2
31.5.2018 |Litva Mleta sladka paprika ze Spanélska 40,6
11.6.2018  |Finsko Pohankova krupice z Litvy 11
25.6.2018  [Nizozemsko So6jové boby z Indie 36
25.6.2018  [Nizozemsko Sojové kousky z Indie 66
27.6.2018  |Finsko Organicka bezlepkova pohankova mouka ze Spojeného kralovstvi 6
6.7.2018 Nizozemsko Pistaciové ofisky z Nizozemska 430
19.7.2018  [Svycarsko Chilli kofeni z Indie 28
19.7.2018  |Polsko Mileta sladka paprika z Ciny 34
20.7.2018  [Finsko Prazené a solené pistacie ze Spojenych statl americkych 17
22.8.2018 |Némecko Organicky oves z Ceské republiky 69
13.9.2018 [Nizozemsko Solené pistacie ze Spojenych statd americkych 35
21.9.2018 |Némecko Mleta paprika z Némecka 36
12.10.2018 |Polsko Prazena zrnkova kava z Polska 5,9
6.11.2018  |Nizozemsko Su$end moruse z Turecka 47
2.1.2019 Finsko PraZené a solené pistacie 96
4.1.2019 Ceské republika  [Rozinky z Uzbekistanu 66,5
11.1.2019  |Rumunsko Potravinovy doplnék z Indie 54,81
11.1.2019  [Slovinsko Organické ito z Ceské republiky 6,4
22.2.2019 |Belgie Organicka hnéd4 ryze z Italie 14,1
27.2.2019 |Dansko Organicka bezlepkova kukufi¢na pasta z Rumunska 7,8
1.3.2019 Nizozemsko Sojové kousky z Indie 44

2.2. Analytické metody stanoveni OTA

K nejcastéji pouzivanym a tradicnim analytickym metodam stanoveni ochratoxinu A

se fadi tenkovrstevna chromatografie (TLC), HPLC a ELISA. VSechny chemické

metody analyzy OTA tvoii n€kolik zakladnich kroki — Extrakei, purifikaci, separaci,

detekeci, kvantifikaci a konfirmaci [13].

Nejcastéji pouzivanou formou extrakce je SPE , zavadi se i imunoafinitni kolony

(IAC) ¢i molekularne vtisténé polymery (MIPs) s anti-OTA protilatkami a prostorove

specifickymi cilovymi molekulami. Tyto metody jsou vysoce specifické, piesto s

podstatnym nedostatkem. V alkalickém prostiedi OTA méni svou strukturu (cyklicky

lakton se méni na acyklicky). IAC a MIPs tak nerozeznaji ochratoxin. K detekci

zkoumané latky se, pro jeji fluorescencni vlastnosti, v minulosti pouzivalo ptevazné
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TLC. Zdokonalovani metod analyzy vedlo také k vyssi citlivosti detekce. Pravé HPLC s

fluorescencnim detektorem se v soucasné dobé poklada za nejvhodnéjsi volbu metody

stanoveni ochratoxinu A [13,21].

Tabulka 4-Stru¢ny piehled vybranych HPLC metod stanoveni OTA ve viné

Extrakce

Kolona/Separace

Detekce

LOD
LOQ

Zdroj

QuEChERS

ZORBAX RRHD Eclipse
Plus C18 (50 x 2,1 mm;
1,8um)

Gradientova eluce

MF-A vodny roztok 0,1%
kys. mravenci; MF-B ACN
s 0,1% kys. mravenci

MS/MS

0,1 pg/l
0,3 pg/l

[22]

LLE

Sonoma C18 (250 x

4,6 mm; 5 um; 100 A)
Isokraticka eluce

Voda/ ACN /2% kys.
octova ledova (49,5/49,5/1)

FD
Ex 333 nm
Em 460 nm

0,1 pg/l
0,3 pg/l

[23]

DLLME

Luna C18 Phenomenex
(150 x 0,5 mm; 5 pm)
Isokraticka eluce

2% kys. octova + 0,2M
SDS/metanol (30/70)

LIF

5,5 ng/l
18,4 ng/l

[24]

IAC (Ochraprep)

Ptedkolona

Zorbax SB-C18 (12,5 x
4,6mm; 5 um)
Analyticka kolona
Zorbax SB-C18 (250 x
4,6mm; 5 pum)
Isokraticka eluce

ACN /2% kys.octova
(50/50)

FD
Ex 333 nm
Em 460 nm

0,1 pg/l
0,3 ng/l

[25]

IAC (Ochraprep)

Eurospher RP C18
(150 x 4,6 mm; 5 pm)
Isokraticka eluce

48% ACN + 52% octan
sodny/ kys.octova (19:1)

FD
Ex 330 nm
Em 460 nm

0,03 pg/l
0,05 pg/l

[26]
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2.2.1. Systém piepinani kolon

Jak jiz bylo vyse uvedeno, k extrakci analytu z matrice se obvykle pouziva extrakce
na pevné fazi. Tato G¢inna metoda je ale ¢asové a manualné naro¢néjsi, proto byla
snaha tuto metodu automatizovat. On-line SPE extrakce nabizi feSeni - zapojenim
extrakéni kolony pied analytickou kolonu se systémem piepinani kolon pomoci

vicecestného ventilu.

Pumpa C | Pumpa & | | Putnpa B I
/
Smeésovad

| Davkovad vzorku |

Analyticks
kolona
Extrakéni
lkolona —_
Odpad
Odpad pa

Obrazek 3 - Vicecestny ventil v poloze 1[27]

Vicecestny ventil umoziiuje dvé rozdilné polohy s odlisSnymi cestami toku mobilni
taze se vzorkem. V prvni poloze pumpa C pohéni vzorek na prekoncentrac¢ni extrakéni

kolonu, kde se analyt zachytava a balastni latky pokracuji dale do odpadu [27].
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Pumpa C

sméioval

Analyticka

kolona

Extrakéni

kaolona ¢ Odpad

Odpad

Obriazek 4 - Vicecestny ventil v poloze 2 [27]

V druhé poloze ventilu pumpa A a B (v pfipadé gradientové eluce) pohani mobilni
fazi opacnym smérem pies extrakéni kolonu, ze které se analyt vymyva do separacni

analytické kolony a nésledné do detektoru.

Dulezitou vlastnosti extrakéni kolony je dostate¢na adsorp¢ni kapacita. V opa¢ném
pripadé by se mohl hledany analyt uz v prvni poloze ventilu vymyvat do odpadu a

snizila by se tak vytéZnost metody.
2.2.2. HPLC s fluorescenénim detektorem

Podstata chromatografickych metod je zaloZzena na rozdilné migraci latek mezi
dvéma nemisitelnymi fazemi. Stacionarni faze je tvofena nejcastéji silikagelem
s navazanym vhodnym ligandem. Mobilni fazi v pfipadé reverzniho systému pak
zastupuji roztoky vody s organickymi polarnimi rozpoustédly. Zakladni instrumentace
HPLC systému je tvofena vysokotlakym ¢erpadlem, autosamplerem, separacni kolonou

a detektorem.

Fluorescen¢ni detektor pracuje na principu méfeni emisniho zafeni, které analyt
vyda po absorpci excitaéniho elektromagnetického zafeni. Molekuly latek prechazeji
absorpci elektromagnetického zatfeni ze zékladniho vibraéniho stavu do rdznych

vibra¢nich hladin excitovaného singletového elektronového stavu. Ztratou vibraéni
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energie prejde molekula do zdkladniho vibracniho stavu a emituje fluorescencni zateni,
které ma vétSinou vyssi vinovou délku nez absorbované zareni z divodu vibraéni

relaxace [28].
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EXPERIMENTALNI CAST

23



3. Materialy a pomiicky

3.1.Standardy a chemikalie

e Ochratoxin A, >98%, Sigma-Aldrich s.r.o.
e Methanol, pro HPLC >99.9%, Sigma-Aldrich s.r.o.
e Acetonitril, pro HPLC >99.8%, Sigma-Aldrich s.r.o.

e Kyselina octova, Sigma-Aldrich s.r.0.

e Ultracista voda ¢isténa Merck / Millipore Milli-Q

3.2. Vzorky Tokajského vina

Rocnik |Vyrobce
1|Archivné vino 5-Put 1983|Zlaty Strapec
2| Archivné vino 3-Put 2003|Ostrozovic
3|Tok. Archivné vino 6-Put 1972|Zlaty Strapec
4|Archivné vino 5-Put 2004|Ostrozovic¢
5|Archivné vino 5-Put 1989|Ostrozovic¢
6|Archivné vino 6-Put 2002]Ostrozovic¢
7|Tok. Archivné vino 6-Put 1983 |neuveden
8| Archivné vino 6-Put 1993|Zlaty Strapec
9| Archivné vino 4-Put 2004|Ostrozovic¢

10| Archivné vino 4-Put 2002]Ostrozovic
11| Archivné vino 3-Put 1995|Ostrozovic
12| Archivné vino 4-Put 1999|Ostrozovic
13| Tokaj 4-Put 2016|Ostrozovic¢
14|Supkac-90 dni Furmint 2017|Supkac
15|Archivné vino 6-Put 1997|Zlaty Strapec
16| Archivné vino 5-Put 1993|Zlaty Strapec
17| Archivné vino 3-Put 1999|Ostrozovié¢
18] Archivné vino 4-Put 1995|Tokaj&Co
19| Archivné vino 6-Put 1993|Ostrozovic
20|Tokajsky vybér, 4-Put 1993|Zlaty Strapec
21|Furmint-Supkac 30 dni 2017|Supkac
22|Tokajsky vybér, 6-Put 2003|Ostrozovic¢
23| Archivné vino 3-Put 1988|Zlaty Strapec
24| Archivné vino 5-Put 2003|Ostrozovic
25| Archivné vino 6-Put 1993|Tokaj&Co
26| Archivné vino 6-Put 1989|Ostrozovic
27|Tokajsky vybér, 3-Put 1995|Zlaty Strapec
28| Tok. Archivné vino 5-Put 1959|Zlaty Strapec
29[(Muskat zlty, Cibébovy vybér 2012|Ostrozovic¢
30[Archivné vino samorod¢ sladké 1997|Tokaj&Co
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31|Archivné vino Esencia 2000|Ostrozovi¢
32|Archivné vino Esencia 1999|Tokaj&Co
33|Archivné vino 5-Put 1993|Ostrozovic
34[Samorodné suché 1997|Zlaty Strapec
35|Tok. Archivné vino 5-Put 1972|Zlaty Strapec
36[(Muskat zIty, Slamové vino 2010|Ostrozovi¢
37|(Muskat Zlty 2015]Ostrozovi¢
38| Archivné vino 6-Put 1999|Ostrozovic
39| Archivné vino 2-Put 1990| Tokaj&Co
40| Archivné vino 6-Put 1989|Tokaj&Co
41|Tokajsky vybér 4-Put; L1 2000|Zlaty Strapec
42| Tokajsky vybér 3-Put 2000(Zlaty Strapec
43|Furmint, Cibébovy vybér 2013|Ostrozovic
44|Furmint, Cibébovy vybér 2012 |Ostrozovic¢
45]|Archivné vino 5-Put 1990|Tokaj&Co
46| Archivné vino 3-Put 1990(Tokaj&Co
47| Archivné vino 2-Put 1989|Tokaj&Co
48|Samorodné suché 2016|0Ostrozovi¢
49| Tokajsky vybér 5-Put 2000(Zlaty Strapec
50[4-P vybér 2009|Tokaj&Co
51|6-P vybér 2006|Tokaj&Co
52|3-P vybér 2009|Tokaj&Co
53|Tok. Forditas 2011|Tokaj&Co
54|Tok. Esencia 2009|Tokaj&Co
55[Samorodné sladké 2006|Tokaj&Co
56|Lipovina 2015|Ostrozovic
57|5-P vybér 2003|Tokaj&Co
58|Furmint 2014|Ostrozovic
59[Samorodné suché 2009|Tokaj&Co

Vsechny vzorky Tokajského vina byly ziskany ve spolupraci s Technickou Univerzitou

Bratislava, Fakultou chemické a potravinaiské technologie. Kazdy v objemu cca 8 ml.
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3.3. Pristroje a podminky separace

Chromatograf Kapalinovy chromatogram LC Prominence, Shimadzu
Kinetex Phenyl Hexyl 100 x 4,6; 2,6 um (Phenomenex)
Ascentis® Express C18 100 x 4,6; 2,7um (Supelco)

Kolony Ascentis® Express RP-Amide 100 x 4,6; 2,7um

(Supelco)
Triart C18 ExRS 100 x 4,6;5,0 um (YMC)

Extrakéni kolona

Ascentis® Express RP-Amide 5 x 4,6; 2,7um (Supelco)

Detektor Fluorescen¢ni detektor Schimadzu RF10A XL
Ex 335nm / Em 497nm

Detekce
Ex 335nm / Em 463nm

Mobilni faze

A - Acetonitril

B - 0,5% vodny roztok kyseliny octové

C - 0,5% vodny roztok kyseliny octové + Metanol
(70/30)

Prutok A+B=1 ml/min; C= 1 ml/min
Davkovani

vzorku S0l

Teplota 50°C

Vyhodnoceni .

visledki Program LC Solutions

3.4. Piiprava roztoku standardu

Vychézelo se z pfedem pfipraveného standardu ochratoxinu A o koncentraci 1ppm.

Nejdiive byl pfipraven roztok (2x) o koncentraci 100 ppb a to odebranim 100 pl

pfipraveného standard a doplnénim 900 pl metanolu.

V nasledujicich tabulkach je upfesnén postup piipravy pracovnich roztokli pro
kalibraci. Pracovni roztoky o koncentraci 2 ppb a 0,2 ppb byly pfipraveny 2-krat, aby se
mohly déle pouzit pro dals§i fedéni. Roztoky se fedily 40% metanolem okyselenym

0,5% kyselinou octovou.
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Tabulka 6 - Piiprava standardu z roztoku OTA o koncentraci 100ppb

Pozadovana Objem roztoku| Doplnéni 40%
koncentrace 100ppb (pl) [metanolem (ul)
OTA (ppb)

50 500 500

25 250 750

15 150 850

10 100 900

5 50 950

2 20 980

Tabulka 5 - PFiprava standardi z roztoku OTA o koncentraci 2 ppb

Pozadovana Objem roztoku| Doplnéni 40%
koncentrace 2 ppb (ul) | metanolem (ul)
OTA (ppb)
1 500 500
0,5 250 750
0.2 100 900

Tabulka 7 - Pfiprava standardi z roztoku OTA o koncentraci 0,2 ppb

Pozadovand Objem roztoku| Doplnéni 40%
koncentrace 0,2 ppb (pl) [metanolem (pul)
OTA (ppb) ’

0,1 500 500

0,05 250 750

Pro optimalizaci metody se pouzivaly roztoky ochratoxinu A o koncentraci 10 ppb.
Ten se ptipravil smisenim 100 pl zasobniho roztoku (100ppb) a 900 pl metanolu. Déle
byla metoda optimalizovdna s roztokem ochratoxinu A v matrici o koncentraci 2 ppb
ptipravenym z 20ul zasobniho roztoku (100 ppb) a 980 ul tokajského vina Harslevelt.

OTA v tomto viné nebyl obsazen (potvrzeno absenci piku na chromatogramu).
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3.5. Piiprava vzorki

Vzorky vina byly skladovany v lednici pii cca 5°C v tmavych vialkach. Vybrané
vzorky, které po métfeni vykazovaly vyssi koncentrace OTA, byly fedéné metanolem

(2x/4x).
3.6. Priprava mobilnich fazi

Pii analyze bylo pracovéno se tfemi pumpami s rozdilnymi mobilnimi fazemi.
Pumpa A do systému pohanéla ¢isty acetonitril, pumpa B 0,5% vodny roztok kyseliny
octové, pripraveny smisenim 995 ml ultracisté vody z Millipore Milli-Q a 5ml kyseliny
octové. Tyto pumpy vytvarely gradient na analytické koloné. Pumpa C slouzila
k ¢erpani metanolu nebo acetonitrilu v 0,5% vodném roztoku kyseliny octové v riizném

pomeru pro extrakci a precisténi vzorkil na extrak¢ni piredkoloné.
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4. Optimalizace

Stanoveni Ochratoxinu A bylo optimalizovéano na tiech Grovnich. V prvni fadé byly
modifikovany podminky gradientové eluce spolu s parametry detekce. Nasledné byla

vybrana nejvhodnéjsi kolona a mobilni faze, kterou pohénéla pumpa C.

4.1. Modifikace gradientové eluce
Pro optimalizaci gradientové eluce byla vybrana kolona Kinetex Phenyl Hexyl

100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2.6 um, (Phenomenex, USA).

4.1.1. Metoda 1
Prvni testovand metoda zapocala nastfikem roztoku OTA (10ppb)
v matrici vina na extrakéni kolonu apromyvanim 30% metanolem
pohanéného pumpou C. Po piepnuti ventilu, acetonitril (pumpa A) a vodny
roztok kyseliny octové (pumpa B), vymyvali pomoci gradientu z extrakéni
kolony analyt (viz tabulka). Detektor, nastaveny na 335 nm excitacniho a
497 nm emisniho zafeni, zachytil OTA po 5. minuté s odezvou okolo 85

mV. Na chromatogramu se nevyskytovaly vyraznéjsi balastni piky.

o Cas Procentudlni zastoupeni MF B
] v eluénim roztoku
2 min Prepnuti ventilu
" 3 min 55%
N 55min | 25%
:_ 6 min 55%
o 6,01 min | Konec méfeni

L e e s e e e e B B e e e B L o e e B e B e e e o e e
0.0 05 1.0 15 20 25 30 35 4.0 45 50 55 min

Obrizek 5 — Chromatogram metody 1

4.1.2. Metoda 2
Druha metoda byla prodlouZena o minutu a také poméry mobilnich fazi
v eluénim roztoku se lisily. Po dvouminutové extrakci organicka slozka
tvotila 40%, ale v 6. minuté dosahovala 90%. Podminky extrakce a detekce

se nezménily.
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Ze zédznamu je patrné, zZe odezva detektoru je sice vétsi, ovSem zacaly

se objevovat balastni piky.

mV.
%_m
% Cas Procentualni zastoupeni MF B
704 v elu¢nim roztoku
o 2 min Pfepnuti ventilu
. 2,01 min | 60%
“3 6 min 10%
307 .
6,5 min 60%
o
7,01 min | Konec méfeni
104
0
0.0““0,‘5““1‘0....‘LISIIIIZ.IOIIIIZ,ISIII.3.I0....3vI5....4,I0. .4f5 510 5?5 610 6‘5 .min

Obrazek 6 - Chromatogram metody 2

4.1.3. Metoda 3

Pti této metod¢ organicka slozka dosahovala maximalné 80%. Ani v tomto

ptipadé se nedosahlo lepsi odezvy.

B A EraT
»{ | Cas Procentuélni zastoupeni MF B
7] v elu¢nim roztoku
*1 | 2 min Prepnuti ventilu
112,01l min | 55%
“1 | 6 min 20%
1 [esmin | 55%
ol | 7,01 min | Konec méfeni
0
00 05 10 1 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 min

Obrazek 7 - Chromatogram metody 3
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4.1.4. Metoda 4

Metoda 4 byla stejn¢ organizovana jako Metoda 3. LiSila se pouze v detekci.
VInova délka excitacniho zafeni byla ponechdna, zménila se u emisniho zafeni

na 463 nm.

Za téchto podminek se docililo vyssi odezvy, potiebné k dostatecné citlivé

kvantifikaci ochratoxinu A v matrici.

m

V.
Detector A:Ex:335nm,Em:463nm

o] Cas Procentuélni zastoupeni MF B
v elu¢nim roztoku
b 2 min Pfepnuti ventilu
751 2,01 min | 55%
6 min 20%
1 [65min | 55%
*7 7,01 min | Konec méfeni

L e e e e B B e e e B L B e e B A e e o e B L LI B ey B e
0.0 05 1.0 15 20 25 30 35 4.0 4.5 50 55 6.0 65 min

Obrizek 8 - Chromatogram metody 4

Dalsi modifikace méla za cil zkraceni doby analyzy. Toho se docililo

pfepnutim ventilu jiz po 1 minuté.

53

Cas Procentualni zastoupeni MF B
v elu¢nim roztoku

1 min Piepnuti ventilu

1,01 min | 55%

5 min 20%

5,5 min 55%

6,01 min | Konec méieni
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4.2. Vybér kolony

V predeslé ¢asti bylo zjisténo, ze jako nejvhodnéjsi se jevila metoda 4 (pozdéji
zkracena o 1 minutu). Ta byla aplikovana na Ctyfi druhy kolon. Pfi kazdém méteni byl

analyzovan ochratoxin A o koncentraci 10 ppb.

4.2.1. Kinetex ®Phenyl Hexyl 100x4,6 mm, 2.6 pm, 100 A (Phenomenex)
Phenyl-hexylova kolona s technologii Core shell o velikosti Castic
2,6 um a velikosti pért 100A vykazovala dobrou odezvu. Pfitomnost OTA

potvrzoval dostatecné uzky a vysoky pik. Na konci analyzy se objevovaly

nezadouci balastni piky.

mV.
Detector A:Ex:335nm,Em:463nm

1254
100
754
50
25+

)

L e B e e e o L e e B e e L B e e e o e e e S L e e e B e e e ey B
0.0 0.5 10 15 20 25 30 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5

Obriazek 9 -Phenyl-hexylova kolona

4.2.2. Ascentis® Express C18 10cm x 4.6mm, 2.7pum (Sigma-Aldrich)
Analytickd kolona C18 s Fused-Core® c¢asticemi o velikosti 2,7pum
poskytovala obdobny vysledek, ovSem bez balastnich pikd.

m

4
Detector A:Ex:335nm,Em:463nm

1254
100
75
50

25

[4)

T T T T T T T T T T
0.0 0.5 10 15 20 25 30 35 4.0 4.5 50 55 6.0 6.5

Obrazek 10 - Kolona C18
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4.2.3. Ascentis® Express RP-Amide 10cm x 4.6mm, 2.7um (Sigma-Aldrich)
Ve srovnani s kolonou C18 stejné firmy, RP-Amide podle vyrobce
vynikd zvySenou selektivitou pro poldrni slouceniny. Vysledny

chromatogram vsak neposkytl lepsi vysledky.

m

V.
Detector A:Ex:335nm,Em:463nm

1254

754

25

)

T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25 30 35 4.0 45

50 55 6.0 6.5 min
Obrazek 11 - Kolona RP-Amide

4.2.4. Triart C18 ExRS 100mmx 4.6mm, 3pm , 80A (YMC)
Posledni testovanou kolonou byla opét CI18 fiaze na bazi
organickych/anorganickych hybridnich castic silikagelu. Za optimélni
kolonu byla vybrana pravé kolona Triart C18. A to z divodu nejveétsi

odezvy detektoru a minimu balastnich piku.
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2004Detector A:Ex:335nm,Em:463nm

g L e B e e e L B e e s B e e B
00 0.5 10 15 20 25 30 35 4.0

4v5. o .570. o .575. o .670. o .615. o .rnin
Obriazek 12 - Kolona Triart C18
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4.3. Modifikace mobilni faze

Mobilni faze C (promyvaci faze) byla testovana na kolon¢ Triart C18 (YMC)za
podminek gradientové eluce podle metody 4. Snahou optimalizace bylo ziskat takovou
promyvaci fazi, kterd vzorek ptfed analyzou zbavi balastni matrice a zaroven na

predkoloné udrzi hledany analyt s maximalni vyslednou vytéznosti.

Postupné byly méteny vzorky ochratoxinu A o koncentraci 2ppb v matrici (Tokaj
Harslevelii) a vzorky samotné matrice s osmi rozdilnymi mobilnimi fazemi. Jednalo se
0 10%, 20%, 30% a 40% metanol a 10%, 15%, 20% a 30% acetonitril v 0,5% kyseliné

octove.

Acetonitril v nizkych koncentracich nedostate¢né vymyval matrici. Pti pouziti 10%
ACN se na analytickou kolonu dostalo pfiblizné 10x vice matrice nez OTA, v piipadé
15% uz jen 2x. Organickd faze zastoupend z30% ACN kromé¢ matrice vymyla
z extrakéni kolony také analyt. Kompromis v podobé 20% ptedstavoval idedlni pomér,
ktery vzorku zbavil vétSiny balastnich pikd a OTA poskytl dostatecnou odezvu
detektoru.
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100 N \ (
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Obrazek 13 - Chromatogram matrice za pouziti extrakce 20% ACN v 0,5% kyseliné octové
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Obrazek 14 - Chromatogram matrice s 2ppb OTA za pouziti extrakce 20% ACN v 0,5% kyseliné octové

Stejn¢ jako ACN v nizkych koncentracich nedokazal dostate¢né vzorku zbavit
matrice z extrakéni kolony, tak i 10% a 20% metanol poskytoval mnohonasobné vyssi
odezvy matrice naproti OTA. Nejlepsiho vysledku dosahl 40% MeOH. 30% MeOH,
pouzivany u vybéru kolony a spravné gradientové eluce, vyhovoval, ale vyssi

koncentrace organické faze dokédzala z chromatogramu odstranit vice balasta.

4
Petector AExIFEhm Em:d63nm

Obrazek 15 - Chromatogram matrice za pouziti extrakce40%MeOHyv 0,5% kyseliné octové
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Obrazek 16 - Chomatogram matrice s 2ppb OTA za pouziti extrakce40% MeOHyv 0,5% kyseliné octové

PrestoZe s 20% ACN poskytoval OTA nejvyssi odezvu, pritomnost balastnich pika
v blizkosti hledaného analytu by v redlnych vzorcich mohly komplikovat identifikaci ¢i

kvantifikaci. Proto byl jako optimalni promyvaci faze vybran 40% MeOH v 0,5%

kyselin€ octové.

36



5. Validace

Podle ISO 9000:2001 je validace definovana jako: ,,Potvrzeni prostiednictvim
poskytnuti objektivniho dikazu, ze pozadavky na specifické zamyslené poziti nebo

specifickou aplikaci byly splnény.*

Validace stanoveni OTA v Tokajském vin€, podle parametri optimalizovanych
v predeslé kapitole, byla stanovena pomoci Ctyi parametrii — linearitou, opakovatelnosti,
vytéznosti a citlivosti metody. Byl také proveden test vhodnosti chromatografického
systému, kde byl hodnocen reten¢ni ¢as hodnotou 4,07, symetrie piku hodnotou: 1,201,
pikova kapacita pti gradientové eluci hodnotou: 15,85 a rozliSeni od piku balastni

matrice hodnotou: 13,247.

5.1. Linearita

Podstatou linearity je stanovit zavislost mezi body uréenymi koncentraci analytu a
odezvou detektoru[29]. Vysledkem byla kalibra¢ni kiivka, zkteré byly odvozeny
statistické parametry. Pro ziskdni tohoto parametru bylo pfipraveno 10 roztokit OTA
ruzné koncentrace v 40% MeOH s 0,5% vodnym roztokem kyseliny octové a 10
kalibracnich roztokli v matrici tokajského vina. Kazdy vzorek se zméfil tiikrat a
z vyslednych ploch pikit byla do kalibracni kiivky zapsdna primérnd hodnota

k odpovidajici koncentraci.
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5.1.1.0chratoxin A —kalibraéni kfivka na standardech

¢ (ppb) | Plocha piku
0,1 33781
0,2 42736
0,5 58755
1 93639
2 195916
5 266449
10 578609
15 811767
25 1761340
50 3197044

4000000
2 3000000
2
& 2000000
3
[-%

1000000

0 ; ; |

0 20 40 60
koncentrace ( ppb)

Obrazek 17 - Kalibra¢ni kfivka pro OTA v 40% MeOH

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu n= |10 Odhad chyby
Smérnice k= | 64057,53 + | 1835,585
Abs. Clen q= | 7057,407 + | 34243,88
Korelacni koef. r= | 0,996732

Rezidualni odch. s= | 87965,65
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5.1.2.0chratoxin A - kalibraé¢ni kfivka v matrici

39

¢ (ppb) | Plocha piku
0.1 35357 4000000
0.2 43590 O
2000000
0,5 57293 x;_ 1000000
1 84631 £ 0 : ; |
2 118503 =1000000. 20 40 0
5 577993 Koncentrace (ppb)
10 586843
15 696337 Obrizek 18 - Kalibratni kiivka pro OTA v matrici
25 1490293
50 3022305
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodu =110 Odhad chyby
Smérnice k= 1| 59508,03 + | 1548,709
Abs. ¢len q= | -6132,889 + | 28892,04
Korela¢ni koef. r= 10,997302
Rezidudlni odch. | s= | 74217,85




5.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost méfeni ochratoxinu A byla zjiSténa u koncentraci standardii - 2ppb,
Sppb a 50 ppb v 7 opakovanich. Vysledkem opakovatelnosti je relativni smérodatna

odchylka, ktera ukazuje variabilitu vysledki méteni.

Tabulka 8 - Opakovatelnost méieni

Koncentrace
OTA

Nastiik 1 44137 250622 | 3220646
Nastiik 2 42150 277511 | 3243639
Nastrik 3 41019 271215 |3227061
Nastrik 4 41335 274022 3216579
Nastrik 5 44298 274022 3178731
Nastrik 6 43698 277040 |3174535
Nastrik 7 42514 275092 |3118115

0,2 ppb |Sppb 50 ppb

Pramér 42736 271361 |3197044
Smérodatna

1232 8687 39790
odchylka
RSD 2,88% 3,20% 1,24%

5.3. VytéZnost

Obdobné jako v rdmci ovéfovani opakovatelnosti méfeni se vytéZnost ur¢ovala u
koncentraci 0,2ppb, Sppb a 50ppb. Vytéznost byla ziskdna z primérné plochy piku
OTA v matrici danou do poméru k ploSe standardi OTA. Diky vysledné vytéznosti
mohla byt také urcena spravnost metody prostfednictvim vypoctu relativni smérodatné

odchylky ze tfi riznych koncentraci.
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Tabulka 9 -VytéZnost méfeni a urceni spravnosti metody

Ié%rz:entrace 4?()]:’2 k r?th?ici v Vytéznost
MeOH
0,2ppb 42736 43590 102%
Sppb 271361 276682 102%
50ppb 3197044 2919909 |91%
Pramér 98%
SD 0,0502
RSD 5%

5.4. Presnost

Presnost metody byla urcena u koncentrace Spbb OTA piidané k Tokajskému vinu

na zéklad¢ Sesti méfeni, z kterych byla ziskana relativni smérodatna odchylka.

Tabulka 10 - Pfesnost metody stanoveni OTA ve viné

Vzorek I}:ill(zlclha
1 279673
2 278280
3 276025
4 273336
5 276193
6 274782
7 278488
Promér |276682
SD 2078
RSD 0,75%

5.5. Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)

cvwr

prohlésit, Ze hledana latka se ve vzorku vyskytuje a je dostatecné rozpoznatelna od
Sumu. Pfi limitu (mezi) stanovitelnosti je nutno danou latku i pfesné kvantifikovat. LOQ
je definovanad jako odezva desetkrat vétsi nez Sum. V praxi byla experimentalné ziskana
pomoci postupného fedéni a nésledné z ni teoreticky vypocitand nejnizsi detekovatelna

koncentrace.
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3*LOQ
10

LOD =

Nejnizsi kvantifikovatelnd koncentrace standardd OTA byla urcena 20krat nizsi
hodnota, nez kterou nafidila Evropska komise jako nejvyssi piipustnou pro vino. Ze

vztahu LOD a LOQ, vyjadieny rovnici vyse, byla ur¢ena mez detekce na 0,03ppb.

Tabulka 11 - Limit kvantifikace standardu OTA

Koncentrace \% o
McOH 40% Plocha 1 |Plocha2 |Plocha 3 |Pramér RSD
0,1 ppb 33704 32759 34880 33781 2%

Pro stanoveni OTA v matrici platily totozné podminky, které sebou pfinesly i stejné
vysledky, tedy nejnizsi detekovatelnd koncentrace 0,03ppb a nejnizsi kvantifikovatelna
koncentrace 0,1ppb. V tabulkdch 6 a 7 jsou zaznamenany plochy pikii Ochratoxinu A

pfi nejnizsi stanovitelné koncentraci.

Tabulka 12 -Limit kvantifikace pro OTA v matrici

Koncentrace \%

.. Plocha 1 |Plocha?2 |Plocha3 |Praumér RSD
Tokaji

0,1ppb 35552 34797 35723 35357 1%

42



6. Stanoveni Ochratoxinu A ve vzorcich Tokajskych vin

Pro potieby této diplomové prace bylo ziskdno59 vzorkl Tokajskych vin rtznych
ro¢niki, druht a také od rtiznych vyrobceti. Nejstarsi je Archivni vino 5-putnové z roku
1959. Pfed métenim byla vina pouze piepipetovana (1ml) do vialek. Koncentrace OTA
byla vypoctena na zakladé matricové kalibra¢ni kiivky. Po ziskani prvnich vysledkt
musely byt nékteré vzorky, z divodu silné odezvy, nafedény a znovu preméieny.
Dvakrat byly fedény vzorky s ¢islem 1, 6, 10, 15, 16, 19, 23, 25, 28, 32, 33, 35, 45, 46,
47 a ctytikrat 5, 7, 18, 26 a 40.

W
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Obrazek 19 - Chromatogram vzorku49 - Tokajsky vybér 5-Put (2000)
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Obrazek 20 - Chromatogram vzorku 59 - Samorodé suché (2009)
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Obrazek 21 - Chromatogram vzorku 5 - Archivné vino 5-Put (1989)
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Seznam a nalezené kontaminace ochratoxinu A v archivnich Tokajskych vinech je uvedeny
v nize prilozené tabulce 13.

Tabulka 13 - Koncentrace OTA ve vzorcich Tokajského vina (podle ro¢niku)

Szlf)lr(l)m Ro¢nik | Vyrobce Konceg;jc)e OTA
14 Supkaé-90 dni Furmint 2017 | Supkag 1,207
21 Furmint-Supka¢ 30 dni 2017 | Supkag 0,682
13 Tokaj 4-Put 2016 | Ostrozovic¢ 0,320
48 Samorodné suché 2016 | Ostrozovi¢ 7,879
37 Muskat zlty 2015 | Ostrozovic¢ 0,000
56 Lipovina 2015 | Ostrozovic¢ 1,593
58 Furmint 2014 | Ostrozovic 1,511
43 Furmint, Cibébovy vybér 2013 | Ostrozovié¢ 1,751
29 Muskat zIty, Cibébovy vybér 2012 | Ostrozovié 1,007
44 Furmint, Cibébovy vybér 2012 | Ostrozovi¢ 1,418
53 Tok. Forditas 2011 | Tokaj&Co 7,878
36 Muskat zIty, Slamové vino 2010 | Ostrozovic 0,196
50 4-P vybér 2009 | Tokaj&Co 6,722
52 3-P vybér 2009 | Tokaj&Co 1,426
54 Tok. Esencia 2009 | Tokaj&Co 6,956
59 Samorodné suché 2009 |Tokaj&Co 1,291
51 6-P vybér 2006 | Tokaj&Co 16,503
55 Samorodné sladké 2006 |Tokaj&Co 2,556
4 Archivné vino 5-Put 2004 | Ostrozovi¢ 21,235
9 Archivné vino 4-Put 2004 | Ostrozovi¢ 9,946
2 Archivné vino 3-Put 2003 | Ostrozovi¢ 2,635
22 Tokajsky vybér, 6-Put 2003 | Ostrozovié¢ 21,513
24 Archivné vino 5-Put 2003 | Ostrozovi¢ 4,471
57 5-P vybér 2003 | Tokaj&Co 7,760
6 Archivné vino 6-Put 2002 | Ostrozovi¢ 41,820
10 Archivné vino 4-Put 2002 | Ostrozovi¢ 29,078
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31 Archivné vino Esencia 2000 | Ostrozovic 15,810
41 Tokajsky vybér 4-Put;L.1 2000 | Zlaty Strapec | 11,087
42 Tokajsky vybér 3-Put 2000 |Zlaty Strapec | 7,995
49 Tokajsky vybér 5-Put 2000 | Zlaty Strapec |20,326
12 Archivné vino 4-Put 1999 | Ostrozovic 16,412
17 Archivné vino 3-Put 1999 | Ostrozovic 5,637
32 Archivné vino Esencia 1999 | Tokaj&Co 41,443
38 Archivné vino 6-Put 1999 | Ostrozovic 7,483
15 Archivné vino 6-Put 1997 | Zlaty Strapec | 42,775
30 Archivné vino samorodé sladké 1997 | Tokaj&Co 9,016
34 Samorodné suché 1997 | Zlaty Strapec | 0,868
11 Archivné vino 3-Put 1995 | Ostrozovic 17,941
18 Archivné vino 4-Put 1995 | Tokaj&Co 114,087
27 Tokajsky vybér, 3-Put 1995 | Zlaty Strapec | 18,033
8 Archivné vino 6-Put 1993 | Zlaty Strapec | 15,036
16 Archivné vino 5-Put 1993 | Zlaty Strapec |30,307
19 Archivné vino 6-Put 1993 | Ostrozovic 28,666
20 Tokajsky vybér, 4-Put 1993 | Zlaty Strapec | 6,204
25 Archivné vino 6-Put 1993 | Tokaj&Co 45,194
33 Archivné vino 5-Put 1993 | Ostrozovic 0,750
39 Archivné vino 2-Put 1990 | Tokaj&Co 19,618
45 Archivné vino 5-Put 1990 | Tokaj&Co 124,562
46 Archivné vino 3-Put 1990 | Tokaj&Co 76,666
5 Archivné vino 5-Put 1989 | Ostrozovi¢ 230,039
26 Archivné vino 6-Put 1989 | Ostrozovic 190,535
40 Archivné vino 6-Put 1989 | Tokaj&Co 127,005
47 Archivné vino 2-Put 1989 | Tokaj&Co 70,499
23 Archivné vino 3-Put 1988 |Zlaty Strapec | 54,245
1 Archivné vino 5-Put 1983 | Zlaty Strapec |40,099
Tok. Archivné vino 6-Put 1983 neuveden 115,008
3 Tok. Archivné vino 6-Put 1972 | Zlaty Strapec | 24,728
35 Tok. Archivné vino 5-Put 1972 | Zlaty Strapec | 47,294
28 Tok. Archivné vino 5-Put 1959 | Zlaty Strapec |30,669

Z vysledkl je patrné, ze 45 vzorkli z 59 méfenych presahlo hranici 2ppb uréenou
Evropskou komisi jako limitni koncentraci Ochratoxinu A pro vina. Z toho 14 piesahlo
hranici 20ppb (tmavé Sedd) a dalSich 9 dokonce 50ppb (Cervend). Pouze v jednom

pfipadé Ochratoxin A nebyl detekovan.
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DISKUSE A ZAVER

Prvni ¢ast experimentalni ¢asti diplomové prace se zabyva optimalizaci metody, ze
které byla navrzena nejvhodnéjsi gradientova eluce pro separaci, analytickd kolona a

mobilni faze pti extrakci a promyvani béhem extrakéniho kroku.

Vytvofend metoda byla celkové nastavena na 6 minut po redukci procesu extrakce
z2minut na 1 minutu. Mobilni faze v poméru 55:45 ve prospéch vodného roztoku
zaCala analytickou c¢ast separace v Case 1,0lminuty po pfepnuti ventilu. Nejvyssi
koncentrace organické faze protékala kolonou v 5. minuté a o 30 vtefin pozdéji se
kolona ekvilibrovala opét na puvodnich 45% organické faze. Pik OTA na

chromatogramu vykazoval reten¢ni ¢as 4,1 min.

Tabulka 14 - Organizace gradientu mobilnich fazi

~

Cas Procentualni zastoupeni MF B
v elu¢nim roztoku

1 min Ptepnuti ventilu

1,01 min | 55%

5 min 20%

5,5 min 55%

6,01 min | Konec méfeni

Vsechny testované kolony mély stejné rozméry a jejich staciondrni faze byly na bazi
silikagelovych c¢astic. Nejlepsi vysledek vSak poskytovala kolona Triart C18 ExRS
100mmx 4.6mm, 3um , 80A (YMC) s nejvyssi odezvou a minimem rusivych balastnich

pikd.

Jako posledni modifikovany parametr byla upravovana mobilni faze, ktera byla
pouzivana pii extrakci analytu z matrice. Acetonitril ani metanol v nizkych
koncentracich do 10-15% nebyly vibec vhodné jako promyvaci faze, protoze
v extrakéni koloné krom& OTA bylo zachyceno i velké mnozstvi interferujici matrice.
20% acetonitril a 40% metanol poskytl poZzadované vysledky pfi odstranéni interferenci.
Pro zavedeni do praxe byl nakonec vybran metanol. Piestoze s 20% acetonitrilem
detektor déaval lepsi odezvu, pfi testovani na redlnych vzorcich se v blizkosti OTA
objevoval balastni pik, ktery znemoznoval spravnou kvantifikaci a v ptipadé nizkych

koncentraci OTA by zvySoval mez detekce.
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Optimalizovana metoda byla v dal$i ¢asti validovana. Metoda poskytla vhodné
vysledky v oblasti linearity s korelacnim koeficientem pro standard 0,9967 a matrici
0,9973. V rdmci opakovatelnosti se relativni smérodatna odchylka pohybovala pod 5%,
stejn¢ jako pfesnost, ktera pro koncentraci Sppb neptesdhla 1%. VytéZnost pro
koncentrace 0,2 a Sppb dosahovala uspokojivych 102%, pti koncentraci 50ppb vSak
vytéznost dosahovala jen 91%. Z toho diivodu byly realné vzorky Tokajskych vin, které
vykazovaly v prvnim méteni koncentrace vyssi nez 20ppb, fedény. Limit kvantifikace

byl stanoven na 0,1ppb a limit detekce na 0,03ppb.

Pro potieby této diplomové prace bylo ziskano celkem 59 vzorki Tokajského vina.
Jednalo se ptedevsim o archivni vina. Z celkového poctu pouze 13 vzorkl obsahovalo
méné ochratoxinu nez je déno legislativou. VSechny vina, ktera ptfesdhla hranici 50ppb,
byly archivni putnové vina, pficemz se vysoké hodnoty nevztahovaly pouze na jednoho

vyrobce.

V tabulce 13 je ale patrna navaznost vysledné koncentrace na stafi vzorku. Primérna
koncentrace OTA ve vzorcich z let 2017-2000 je 8,5ppb, naproti tomu starsi ro¢niky
z obdobi 1999-1959 vykazuji primérnou koncentraci 53,5ppb. Jako vysvétleni je mozné
pokladat vyssi pozornost vyrobct téchto vin vici rozdilu mezi uslechtilou, Sedou plisni
a jinymi houbovymi ndkazami vitis vinifera srostoucim povédomim o moznych
kontaminacich a se zpfisnénim legislativy po roce 2006. Nabizi se také otdzka, zda
koncentrace OTA muzZe byt ovlivnéna zranim vina. Zajimavym fenoménem je také

vyssi koncentrace sledovaného analytu u putnovych vin.

Nejvyssi koncentrace OTA byla zaznamendna u archivniho 5-putnového vina z roku
1989 firmy Ostrozovi¢. Koncentrace dosahovala 230ppb, tedy 115-krat ptekrocila limit.
Pokud tuto hodnotu pifevedeme na maximalni tydenni pfijem (120ng/kg/tyden), tak pro
70 kg ¢loveka je Evropskou komisi povolené mnozstvi tohoto vina 36,5 ml. Svétova
zdravotnické organizace tydenni limit jesSté snizila na 112ng/kg/tyden [30], to znamena,

ze na tyden je doporuceno zkonzumovat nanejvys 34 ml.

Nicméné je potieba zminit Ze takto vysoké vysledky kontaminace ochratoxinem A
je nutné potvrdit komparativni metodou zaloZzenou na jiném zplsobu extrakce c¢i
detekce. Jako metoda prvni volby se nabizi technika LC-MS. Nejvice kontaminované

vzorky byly mimo rédmec této diplomové prace zméfeny pomoci LC-MS. Vysoka
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kontaminace ochratoxinem A vSak zatim nebyla potvrzena. V nékterych ptipadech se
tedy mtize jednat o faleSné pozitivni hodnotu, ktera je zpiisobena neznamou interferenci
nachazejici se pouze u urcitych typu tokajskych vin. Nabizi se také otdzka, zda se
nejednd o falesné pozitivni vysledek ziskany jinou interferenci napt. z latek uvolnénych
pti dlouhodobém zrani v sudech. V nékolika pouzitych matricich pfi validaci metody
(Tokaj Furmint, Tokaj Harslevelil) vSak nebyla tato interference nalezena. Proto byla
metoda za téchto podminek validovana. Nicméné, vyvoj selektivni metody pro takto
Siroké spektrum vzorki tokajskych vin s riznym obsahem dalSich matricovych latek je
tedy znaén¢ problematicky a vyvinutou metodu bude nutné dale optimalizovat
z hlediska identifikace a odstranéni interference, tak aby bylo mozné povazovat

vysledky za jednoznacné spolehlivé.

Zavérem je dulezité upozornit na fakt, ze s archivnim Tokajskym vinem, pfedevsim
kvili vysoké cené, nesetkdme Casto a je spi§ soucasti vyjimecnych pfilezitosti. Vice
pozornosti $iroké vetejnosti si v tomto ohledu zaslouzi kontrola kontaminace potravin,

které konzumujeme denné — obiloviny, ofisky, suSené ovoce a zejména také rozinky.
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