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1. POUZITE ZKRATKY

AAS Atomova absorpéni spektrometrie

AF Aflatoxin

AFB1 Aflatoxin B1

AFB2 Aflatoxin B2

AFG1 Aflatoxin G1

AFG2 Aflatoxin G2

AFM1 Aflatoxin M1

AFM2 Aflatoxin M2

AFS Atomova fluorescencni spektrometrie

ASV Anodicka rozpoustéci voltametrie

BEN Balkanska endemicka nefropatie

CIT Citrinin

CVAAS Atomova absorpéni spektrometrie studenych par
DAD Detektor diodového pole

DLLME Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
DON Deoxynivalenol

DPP Diferencni pulzni voltametrie

EU Evropska unie

FB1 Fumonisin B1

FD Fluorescen¢ni detekce

GFAAS Atomova absorpcni spektrometrie v grafitové peci
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC-ICP-MS Kapalinova chromatografie spojena v kombinaci sindukéné

vazanym plazmatem a hmotnostni spektrometrii
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IAC

IARC
ICP-MS
ICP-OES
ICP-SFMS

LC-MS/MS-IT

LOD
LoQ
MIP
MS
NAA
OTA
oTB
oTC
PTFE

QuEChERS

RSD
SPE
TD-AAS
UHPLC

UPLC-IMS QTOF MS

XRFS

ZEA

Imunoafinitni kolona

Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Inductively coupled plasma-sector field mass spectrometer

Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostnim

spektrometrem s analyzatorem iontové pasti
Limit detekce

Limit kvantifikace

Molekularné vtistény polymer

Hmotnostni spektrometrie

Neutronova aktivacni analyza

Ochratoxin A

Ochratoxin B

Ochratoxin C

Polytetrafluorethylen

Disperzni extrakce na tuhou fazi (Quick, Easy, Cheap, Effective,

Rugged, Safe)

Relativni smérodatna odchylka

Extrakce na tuhé fazi

Atomova absorpcni spektrometrie s tepelnym rozkladem
Ultradcinna kapalinova chromatografie

Ultra-ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

vyuzivajici iontovou mobilitu a analyzator doby letu
Rentgenova fluorescencni spektroskopie

Zearalenon



2. ZADANI A CiL PRACE
Cilem této bakalarské prace bylo vyhledat a usporadat informace tykajici se mykotoxin(
a konkrétnich tézkych kov(, a popsat nékteré vybrané metody a moznosti, pomoci kterych je

mozné tyto latky stanovit v potravnich doplficich.



3. Uvop
V soucasné dobé je trh presycen pfipravky, které dle vyrobcl maji mit pozitivni zdravotni
vliv nebo maji dodat organismu Ziviny, které neziskava v adekvatni mife stravou. Potravinové
dopliiky jsou zvlastni kategorii potravin, které obsahuji ucinné latky jako jsou mineraly,
vitaminy a dalsi slozky. Casto véak mohou obsahovat ve stopovych mnoZstvich té7 nezadouci
¢i dokonce Skodlivé latky jako jsou mykotoxiny nebo tézké kovy. Ty mohou byt pfitomny
zejména u potravnich dopliikd na bazi rostlinnych extraktd, kde pfenos kontaminantd probiha

pfevaziné z rostlinné vyroby a nevhodného suseni a skladovani.

Mykotoxiny jsou toxické latky produkované vlaknitymi houbami (plisnémi). Zname vice
nez 300 druh( plisni, a vétSina z nich produkuje vice nez jeden mykotoxin. Chronicky pfijem
téchto latek muze vést k poskozeni jater, traviciho traktu, imunotoxicité, k halucinacim,

nekrdzdm i k rozvoji rakoviny.

Tézké kovy, jako je olovo, arsen, kadmium a rtut jsou béZznou soucasti pldy, a to je
divod, proc jsou také slozkou potravinového retézce. Ve vétsi mife se vsak do potravin
dostavaji plisobenim lidské ¢innosti napf. plynovymi zplodinami prdmyslu nebo odpadnimi
vodami. Pokud se vSak dostanou do lidského organismu v dostatecné velkém mnozstvi mohou
poskozovat jatra, ledviny i nervovy systém.

Kontaminace potravinovych doplnkd mykotoxiny i tézkymi kovy, ¢i dalSimi skodlivymi
Ke kontaminaci dochazi i pres dodrzovani vhodnych zemédélskych a technologickych postupt
a opatreni. Chceme-li ochranit zdravi spotrebitele, je dulezité zavedeni rychlych, spolehlivych

a citlivych metod pro stanoveni téchto kontaminant( v doplricich stravy.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Potravinové doplnky

Potravinové dopliky (téZ nutraceutika ¢i dopliky stravy) jsou potraviny, liSici se
od potravin pro béZznou spotiebu vysokym obsahem minerdlnich latek, vitaminG ¢i dalSich
latek s fyziologickym nebo nutri¢nim ucinkem. Potravinové doplriky jsou vyrabény za ucelem
doplnéni stravy jedince na potfebnou uroven, ktera bude pfiznivé ovliviiovat jeho zdravotni

stav, a tudiZ nejsou uréeny k l1é¢bé ani pfedchdzeni onemocnéni (1).

Do skupiny potravinovych doplikl muzZeme zaradit latky naprosto odliSnych skupin.
Mohou to byt vitaminy, mineraly, alkaloidy, stopové prvky, oligosacharidy, polysacharidy, také
vldknina, mastné kyseliny, aminokyseliny a latky bilkovinné povahy. Vzhledem k tomu, Ze maji
tyto latky odliSnou chemickou strukturu, maji také rozlicny ucinek na lidsky organismus.
Nejcastéji doplnuji latky, které organismus neni schopen pfijmout béZnou stravou.
Mezi dopliiky stravy mlzeme tedy fadit latky plsobici na imunitni systém, antioxidanty
a vitaminy, latky ovliviujici metabolismus tuk( a cholesterolu, latky, které plsobi na centrdlni

nervovy systém, latky ovliviiujici télesnou hmotnost, pUsobici na travici trakt a jiné dalsi (2).

Problémem s potravinovymi doplnky je, Ze ucinky, které vyrobce deklaruje nejsou nikym
ovérovany, u doplikd stravy se totiz neposuzuje ucinnost ani kvalita obsahu. Na rozdil od
lécCivych pripravkl, které posuzuje a schvaluje Statni urad pro kontrolu |éciv, potravinové
dopliky uvadi do obéhu Ministerstvo zemédélstvi, v souladu se zdkonem ¢.110/1997 Sb.
(Zdkon o potravindch a tabdkovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich
zdkonu). Pravni definici, co potravinové doplriky museji nebo naopak nesméji obsahovat nam
udava vyhlaska ¢.28/2018 Sb. (Vyhldska o doplricich stravy a sloZeni potravin). Dle téchto
pravnich predpist doplriky stravy nesméji deklarovat vlastnosti IéCby, vyléceni onemocnéni i
prevence. Vyrobci se vSak ¢asto snazi navodit dojem, Ze jejich vyrobky tyto vlastnosti maji a
na podporu svych tvrzeni se odvolavaji na klinické studie, a to zejména pres webové stranky,
které byly s danou uéinnou latkou provedeny, avsak mimo Zivy organismus nebo na studie,

které byli provadény s léCivym pfipravkem obsahujici stejnou Gcinnou latku (1).
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4.2 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity hub, tj., nejsou nezbytné pro normalni rlst
a rozmnozovani, ale jsou schopné zpUsobit fyziologické, biochemické a patologické zmény
u mnoha rozlisSnych organismi. Pozorované skodlivé ucinky mykotoxinG zahrnuji zejména
karcinogenitu, teratogenitu, imunotoxicitu, neurotoxicitu, hepatotoxicitu, nefrotoxicitu,

reprodukEni a vyvojovou toxicitu, zaZivaci potize a dalsi (3).

V dnesnich dnech je identifikovano vice nez 400 druht mykotoxin( a dalsi stale pribyvaiji.
Kolisani teploty a vlhkosti ovliviiuje rychlost rlistu hub a také typy a mnoZstvi produkovanych
toxinl. Jednotlivé houby casto produkuji nékolik rdznych mykotoxin(. Mykotoxiny jsou
produkovany rfadou plisfovych rod(, predevsim rody Aspergillus, Penicillium, a Fusarium.
Velké mnoiZstvi houbovych metabolitd je oznacovano jako mykotoxiny, avsak jen malé
procento z nich ma vliv na zdravi lidi ¢i zvifat. S mykotoxiny také souvisi pojem mykotoxikdza,

cozZ je termin oznacujici stav vyvolany pravé pozitim mykotoxinu (3,4).

Ackoli jsou vsechny mykotoxiny houbového plvodu, ne viechny toxické slouceniny
produkované houbami se nazyvaji mykotoxiny. Zasadni pro rozdéleni je cilova struktura,
na kterou toxin plsobi a jeho koncentrace. Naptiklad metabolity toxické predevsim
pro bakterie, se obvykle nazyvaji antibiotika. Na obratlovce plsobi mykotoxiny jiz v nizkych
koncentracich toxicky. Dalsi nizkomolekularni latky, které houby produkuji (napf. ethanol),
jsou toxické aZ pfi vysokych davkach, a nejsou povaziovany za mykotoxiny. Mezi mykotoxiny
nepatfi ani houbové jedy, ackoli jsou to nepochybné houbové metabolity a mohou zpUsobit
iumrti lidi ¢i zvifat. Rozdil mezi mykotoxinem a houbovym jedem je zaloZen primarné
na velikosti produkujici houby, zatimco mykotoxiny jsou produkovany mikroskopickymi

houbami plisnémi), houbové jedy produkuji makroskopické houby (3,5).

Mykotoxiny je nejen tézké definovat, ale také klasifikovat. Rozdily najdeme
v chemickych strukturach, biosyntetickém plvodu, v biologickém ucéinku a také
jsou produkovany odliSnymi houbami. Klinicti ékafi je déli podle organ(, na které plsobi, Ize
je tedy délit na nefrotoxiny, hepatotoxiny, imunotoxiny a tak dale. Bunécni biologové je radi
do generickych skupin, jako jsou teratogeny, mutageny, karcinogeny a alergeny. Organicti

chemici vyuzivaji ke klasifikaci chemické struktury, biochemici zase jejich biosyntetickych
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plvod a mykologové podle hub, které je produkuji. Ani jedna z téchto klasifikacnich tfid vsak

neni uspokojiva (3).

4.2.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou patrné védecky nejvice prozkoumanymi a nejvice znamymi mykotoxiny.
Jsou to toxické latky produkované vldknitymi houbami rodu Aspergillus, pfedevsim druhy
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Chemicky je Ize charakterizovat jako polycyklické,
nesaturované, vysoce substituované kumariny nebilkovinné povahy s difuranomarinovym
skeletem. V pfirodé se vyskytuji bézné, a také se nachazeji v potravinach a krmivech vsude

na Zemi (6,7).

V soucasnosti je popsano priblizné 20 aflatoxind, z nichZ byly postupné identifikovany
jako ptirozené se vyskytujici a nejcastéjsi: AFB1, AFB2, AFG1 a AFG2. Nejvyznamnéjsi a nejvice
prostudovan je AFB1, protoZe se jedna o silny toxin, mutagen a karcinogen. Oznaceni B a G
odkazuji na vizualizaci pfi chromatografii na tenké vrstvé, kdy toxiny s oznac¢enim B vykazuji
modrou (anglicky Blue) fluorescenci pod UV zafenim a toxiny G zase zelenou (anglicky Green).
Ciselny index 1 a 2 vyjadfuji pofadi v chromatografickém poli. Vyznamné jsou také aflatoxiny
M1 a M2 (M jako Milk), které byly identifikovany pozdéji v mléce kravskych dojnic, jez byli
krmeny potravou kontaminovanou AFB1 a AFB2. Chemicky jsou AFM1 a AFM?2
hydroxy-derivaty AFB1 a AFB2 (4,6).

Aflatoxiny maji rdzné mechanismy ucinku a tim i rGzné toxikologické ucinky, z nichz
vétsina jesté neni zcela objasnéna. Vétsina aflatoxin(i jsou prokancerogeny, které podléhaji
metabolismu prvni i druhé faze v jatrech. Za jejich transformaci v prvni fazi u savcl jsou
zodpovédné predevsim cytochromy P450. Metabolismus prvni faze mGze vést k tvorbé méné

toxickych nebo naopak reaktivnéjsich molekul (4, 8).

Aflatoxiny maji karcinogenni, teratogenni, hepatotoxické, mutagenni a imunosupresivni
ucinky, pfricemzZ hlavnim postizenym orgdnem jsou jatra. Jsou spojeny s akutni toxicitou
i chronickou karcinogenitou v lidské i zviteci populaci. AFB1 je klasifikovan Mezinarodni
agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) jako karcinogen skupiny 1 s vysokym rizikem vzniku

hepatocelularniho karcinomu u jedincl vystavenych aflatoxintim (9).
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4.2.2 Ochratoxiny

Ochratoxiny jsou béZznymi kontaminanty v potravinach a krmivech. Rozdélujeme 3 tfidy
ochratoxint: Ochratoxin A (OTA), Ochratoxin B (OTB) a Ochratoxin C (OTC), které jsou
produkovany rody Aspergillus a Penicillium, zejména druhy Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus niger a Penicillium verrucosum. VSechny tfi tfidy jsou si chemicky
podobny, obsahuji fenylalaninovou slozku navdzanou na dihydroisokumarinovou skupinu

amidovou vazbou. Zhlediska zdravi lidi i =zvifat je nejdulezZitéjSi a nejbézinéjsi

ochratoxin A (4,10).

Ochratoxin A md vysokou afinitu k proteinlim, zejména k sérovym albuminim. Kdyz
zvitata konzumuji kontaminovand krmiva, napomahaji tyto proteiny bioakumulaci toxinu
v jejich organech, coZ vede ke kontaminovanym ZivocisSnym produktiim, jako jsou vejce,
mléko, jaterni produkty atd. Kontaminace OTB v potravinach i krmivech je pomérné nizsi
neZz OTA.V pripadé savcl je i nizka koncentrace OTA povaZovana za nefrotoxickou. OTA je také
zodpovédny za Balkdnskou endemickou nefropatii (BEN), jeZ se projevila v dané lokalité

selhanim ledvin i nadory.

OTA byl spojen s toxikologickymi Ucinky jako je teratogenita, karcinogenita, mutagenita,
hepatotoxicita, genotoxicita, imunotoxicita, embryotoxicita, neurotoxicita, testikularni
toxicita, poskozeni hematoencefalické bariéry a nefrotoxicita. OTA byl rovnéz klasifikovan jako

karcinogen 2B skupiny (10).

4.2.3 Trichotheceny

Trichotheceny tvori rodinu vice nez Sedesati sesquiterpenoidnich metabolitl
produkovanych fadou mykotickych rodd, predevsim rody Fusarium, Myrothecium, Phomopsis,

Stachybotrys, Trichodermo a Trichothecium.

VSechny trichocetheny obsahuji spolec¢nou 12,13-epoxytrichithenovou kostru a
alkenovou vazbu srlznymi substituenty na postrannich rtetézcich. Klasifikuji se jako
makrocyklické nebo nemakrocyklické v zavislosti na pfitomnosti makrocyklického esteru nebo
ester-etherového mostu mezi C-4 a C-15. Nemakrocyklické trichotheceny mohou byt ddle

rozdélovany do dvou skupin: typu A, které maji postranni fetézec typu vodik nebo ester na
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pozici C-8 a zahrnuji toxin T-2, neosolaniol a diacetoxyscirpenol, zatimco skupina typu B

obsahuje keton a zahrnuje fusarenon-x, nivalenol a deoxynivalenol (3).

T-2 toxin je povaZzovdan za silny cytotoxin a imunosupresivum schopné vyvolat akutni
intoxikace a chronickda onemocnéni u lidi i zvifat. Pfiznaky akutni intoxikace jsou nevolnost,
tfes, bolest bficha, prljem a ubytek na vaze. U zvifat lze pozorovat stfevni krvaceni, nizsi
produkci mléka az uhyn skotu. T-2 toxin inhibuje syntézu proteind, coZ vede k sekunddrnimu
poskozeni DNA a RNA syntézy. Navic ma nepfiznivy vliv na imunitni systém, ktery se projevuje
zménami poctu leukocytl a precitlivélosti. Vzhledem k nedostatku nespornych dlkazl o lidské
a zviteci karcinogenité, klasifikuje IARC toxin T-2 do skupiny 3 latek, které nelze klasifikovat

jako lidské karcinogeny.

Deoxynivalenol (DON) je dalsi toxin z rodiny trichothecend, a ackoli se na néj pohlizi jako
na jeden z méné toxickych mykotoxini, DON ziskdvd na vyznamu diky svému vysokému
vyskytu v potravinach po celém svété. U lidi konzumujicich kontaminované potraviny vyvoldva
akutni nevolnost, zvraceni, prijem, bolest bficha, bolest hlavy, zavrat a horecku. V roce 1993
dospéla IARC k zavéru, Ze neexistuji dostatecné duikazy o karcinogenité a zaradili toxin do
skupiny 3. OvSem synergie mezi DON a jinymi mykotoxiny vSak byla prokdzana nade vsi
pochybnost, napfiklad pokud je pfitomen soucasné s AFB1, DON vykazuje vyraznéjsi

mutagenni Ucinky (11).

4.2.4 Zearalenon

Zearalenon je nesteroidni estrogenni mykotoxin produkovany nékolika druhy plisni rodu
Fusarium, ale predevsim Fusarium graminearum, dale pak druhy Fusarium culmorum,

Fusarium cerealis, Fusarium equiseti a Fusarium verticillioides.

Zearalenon a jeho derivaty jsou jediné znamé mykotoxiny, jejichz Uc¢inky jsou primarné
estrogenni. Tyto ucinky umoznuje jejich trojrozmérna konfigurace, kterd je velmi podobna
estradiolu. Zearalenon a jeho metabolity tak mohou obsadit a nasledné aktivovat estrogenové
receptory a aktivovat genovou transkripci. Tim také muZe pusobit jako tzv. endokrinni

disruptor (4).

Zearalenon je mykotoxin s fadou toxickych ucink(. Toxicky efekt zavisi na koncentraci

a délce expozice, sdm zearalenon a jeho metabolity vSak maji nizkou akutni toxicitu.

14



Na zakladé svého estrogenniho Ucinku muzZe zpUsobovat reprodukéni poruchy a Cini ho téz
potenciondlnim karcinogenem. Mnoho studii ukazuje, Ze zearalenon indukuje genotoxicitu
fragmentaci DNA, tvorbou mikrojader, tvorbou aduktli DNA ¢i chromozomalnimi aberacemi.
Dale také inhibuje proliferaci bunék a syntézu biomolekul v riznych bunéénych liniich. Jiné
studie zjistili, Ze zearalenon indukuje léze v jatrech sndslednym rozvojem karcinomu.

Jsou také znamy imunotoxické, nefrotoxické a hepatotoxické tcinky zearalenonu (12).

4.2.5 Fumonisiny

Fumonisiny jsou mykotoxiny produkované vldknitymi houbami, predevsim druhy
Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum a dalSimi druhy rodu Fusarium. Produkce
nékterych typud fumonisinl byla zjisténa i u druhu Aspergillus niger a Tolypocladium

inflatum (4).

Fumonisiny ¢astecné vystupuji ze skupiny mykotoxinl, protoZze maji jedinecné fyzikalni
vlastnosti. Jsou rozpustné ve vodé, acetonitrilu a methanolu, dale jsou tepelné stabilni

a odolné vici zasadam (13).

Jiz bylo identifikovano vice nez 30 homologl fumonisini a jejich pocet stale roste.
Fumonisiny B1 (FB1), B2 a B3 jsou nej¢ast&jsi. Udaje o metabolismu FB1 u lidi jsou velmi
omezené. Na pokusnych zviratech byla dokdzana velmi Spatna absorpce, zato velmi rychla
eliminace. Malé mnoistvi FB1 se obvykle zadrzuje v jatrech a ledvinach. Udaje ze studii ukazuji,
ze fumonisiny mohou souviset s rakovinou jicnu u lidi, rakovinou jater u potkand, plicnim
edémem u prasat a leukoencefalomalacii u koni a osli. Vzhledem k nedostate¢nému
epidemiologickému vyzkumu u lidi, ale dostate¢nym dlkaz(im o karcinogenité u zvitat zaradila

IARC fumonisin B1 do skupiny kancerogenut 2B, tj. mozny lidsky karcinogen (4,13).

4.3 Tezké kovy

Do skupiny téZkych kov(, lze obecné zafadit kovy s hustotou vétsi neZ 5 g.cm.
Pfevaznou cast z nich fadime mezi stopové prvky. Za stopovy prvek mizeme oznacit takovy,
jehoz koncentrace nepresahuje 250 pg na gram matrice. Stopové prvky mizeme délit na tfi
skupiny, na prvky esencialni, potencidlné esencidlni a prvky potencidlné toxické a toxické.

| pfes zarazeni prvku do skupiny potencialné toxickych, muize byt ve velmi malych davkach
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pro organismus nepostradatelny. Mezi nejvice toxické prvky fadime olovo, kadmium, rtut

a arsen, dale pak hlinik, lithium a cin (14).

Vyskyt tézkych kovl a jejich koncentrace v Zivotnim prostiedi ma velky dopad
na potravinovy fetézec. Ohrozeno je zdravi nejenom ¢lovéka, ale i dalSich Zivych organismu,
protoze tézké kovy nejsou biologicky odbouratelné, jejich organické slou¢eniny maji dlouhy
polocas rozpadu a casto se akumuluji v rlznych organech ¢&i tkanich, coz mize vést
k nezddoucim ucinkiim. Kovy uZivané v primyslu a procesy jejich zpracovani, zpUsobuji
uvolnéni velkého mnoZstvi potencidlné toxickych kovl do vodniho a zemského prostiedi a do
atmosféry. DalSim zdrojem kontaminace potravin mize byt jejich kontakt s kovem béhem

procesu vyroby a skladovani (15).

Obecné muzeme fici, Ze maji tézké kovy negativni vliv na zdravi ¢lovéka. Jejich Gcinky
na lidsky organismus mohou byt hepatotoxické, neurotoxické, nefrotoxické, imunotoxické,

karcinogenni, mohou ovliviiovat fertilitu a vyvoj plodu u téhotnych Zen a stavbu kosti (14).

4.3.1 Olovo

Olovo je béiny kontaminant Zivotniho prostredi, ktery se nachazi ve formé prvkd
¢i sloucenin ve vodé a pidé a ve stopovém mnozstvi i v potravinach. Velky podil na znecisténi
Zivotniho prostfedi olovem, ma pouzivani olovnaté barvy na natirani budov. V soucasné dobé
mulzZeme stale najit vice nez 900 povolani (v oborech rafinace, tézby, taveni, svarovani,

malovani, vyroby vitrazi a keramického skla) vystaveno olovu, coZz muze vést k otravé olovem.

Anorganické slouceniny olova a elementarni olovo, ve formé olovnatého prachu, mohou
byt absorbovany travicim a dychacim systémem. Organické slouceniny olova zaloZené
na kovalentnich vazbach maji odlisSné toxikologické ucinky neZ anorganické. Mohou byt
absorbovany kzi, a poté dale pronikaji az do centralniho nervového systému. Skrze plazmu

se olovo také dostava do dalSich mékkych i tvrdych tkanich, kde se akumuluje (16).

Akutni intoxikace se projevuje predevsim problémy v travici soustavé jako je nauzea,
bolest bricha, zvraceni a anorexie, ddle potom poruchou jater a ledvin, hypertenzi,
neurologickymi projevy jako encefalopatie ¢i ospalost, to vie mlze vyustit ve smrt jedince.
Casté&jsi je oviem chronickd intoxikace, kterd zpGsobuje bolest hlavy, letargii, svalovou slabost,

krece, podrazdéni, tfes, paralyzu, ataxii a anémii.
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Toxické ucinky olova jsou zaloZzené na schopnosti nahrazovat v molekulach polyvalentni
ionty (Ca%* a Zn?*), coZ ovliviiuje energeticky metabolismus, intracelularni a intercelularni
signalizaci, bunécnou adhezi, apoptdzu, transport kovd, rGzné enzymatické procesy,
genetickou regulaci a syntézu protein(i. Buriky maji vyvinutou vazebnou selektivitu pouze

pro bézné endogenni ionty, pro ty exogenni neni vyvinuty zadny regulaéni mechanismus (14).

4.3.2 Rtut

Rtut je dalsi pomérné bézny kontaminant Zivotniho prostredi. Vyskytuje se ve trech
formach, a to velementdrni, anorganické a organické, kazdd ma jinou toxicitu,
pricemzZ nejméné toxicka je elementdrni rtut. Tato elementarni neboli kovova rtut je leskly
sttibrny kov, ktery se za pokojové teploty vyskytuje v kapalné fazi. V praxi se vyuziva
v elektrickych spinacich, barometrech, katalyzatorech a bateriich, v zubnich vyplnich, pfi tézbé

zlata z rudy a v fadé dalSich vyrobnich proces( (14,16).

Ackoli se rtut vZivotnim prostfedi vyskytuje v malé mife, jeji toxicita, odolnost
a bioakumulace mohou predstavovat vaznou zdravotni hrozbu pro ¢lovéka i dalsi organismy.
Kovova rtut se na vzduchu oxiduje na anorganickou, také se ve formé par vstfebava dychacim
ustrojim. Diky svym rozpustnym vlastnostem rtut snadno prochazi bunéénou membranou

a prostrednictvim krve se dostava do dalSich orgdn( a tkani.

Ve srovnani s organickou formou, kterd postihuje hlavné centralni nervovy systém,
anorganicka forma rtuti se distribuuje nepravidelné, predevSim vSak v ledvinach,
kde zpUsobuje akutni selhani ledvin. Rtut je také jedna z hlavnich pfi¢in autoimunitnich
onemocnéni, dle studii je také pfi¢inou vzniku Alzheimerovy choroby a Parkinsonovy

choroby (16).

Mechanismem toxického plsobeni rtuti je predevSim inhibice enzymq,
jejimz disledkem je poskozeni bunék. V organismu maji ionty rtuti vysokou afinitu
k biomolekulam, které obsahuji -SH skupinu (Alb, GSH, Mt, N-acetyl cystein, homocystein
a Cys). Po absorpci do organismu, ionty rtuti vytvori konjugdty s thioly, které jsou velmi
podobné endogennim I[atkdm, a tak snadno dochazi kjejich transportu do bunék,
¢imz ovliviuji intracelularni procesy. Jako dalsi toxické mechanismy se uplatiuji vyvolani

oxidacniho stresu a autoimunitnich procest (14).
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4.3.3 Kadmium

Kadmium je tézky kov, ktery se pfirozené vyskytuje vrudach. Spolu se svymi
slouceninami je to dalsi kontaminant Zivotniho prostiedi. Za zvySené mnozstvi kadmia v pudé
muzZe pouzivani fosfatovych hnojiv s obsahem Cd, jeho ukladani z atmosféry a sedimentace
kalll v odpadnich vodach. Takto zvySeny obsah prvku v pidé md za nasledek jeho vstup
do rostlin. Obvykle se vyuziva jako stabilizator pro rizné produkty. Profesni expozice kadmiu
zahrnuje vdechovani koure, pramysl nikl-kadmiovych baterii, elektropokovovani a barevné

pigmenty (14,16).

Dlouhodoba expozice kadmiu vdechovanim mlZe mit za nasledek obstrukéni
onemocnéni dychacich cest. Pokud bude hladina expozice vysokd dochdazi k akutni
pneumonitidé, kterou doprovazi plicni edém, jehoz nasledkem je smrt. Polovina télesné zatéze
kadmiem se ukldda v ledvinich a vjatrech. Cast kadmia se také uklada v krevnim recisti
do erytrocytl. U pacient(, ktefi byli vystaveni kadmiu byla také pozorovana vyssi Cetnost

vyskytu rakoviny ledvin, varlat a prostaty a plic (14).

Nejvyznamnéjsi z toxikologického hlediska jsou ionty Cd?*. Ackoli se kadmium 3$patné
absorbuje z gastrointestindlniho traktu i pfesto je u ¢clovéka nejvétsi pfijem alimentdarni cestou.
Kadmium se v krevnim fecisti vaze na metalothionein, alfaglobuliny, albumin nebo krevni
bunky. Jednim z mechanismu toxického ucinku je inhibice sulfhydrylovych enzymd, ke které

dochazi, kdyz kadmium vytésni zinek, méd' ¢i Zelezo z jejich vazebnych mist (15).

4.3.4 Arsen

Arsen je jednim z nejtoxic¢téjSich kov(i ziskanych z pfirodniho prostredi. Jedna se
o prirozené se vyskytujici prvek s vSudypritomnym rozlozenim v zemské kire a podzemnich
vodach. Za uvolnovani arsenu do Zivotniho prostfedi mohou predevsim tézebni procesy,

ale i pfirodni jevy jako je vulkanickd ¢innost.

Arsen je vedlejSim produktem pfi taveni mnoha rud, véetné zlata, olova, kobaltu, niklu
a zinku. Arsenovy plyn se pouZiva pfi vyrobé arsenidu galia, ktery se dodnes pouziva jako
nedilna soucdst polovodicu, laserl, svételnych diod, fotoelektrickych ¢lankd a mikrovinnych
zatizeni. Jednou z nejvyznamnéjsich pficin toxicity arsenu je kontaminovand pitna voda

v dlsledku eroze pldnich zdroji a kontaminovanych studni.
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Akutni toxicita se projevuje gastroenteritidou nasledovanou hypotenzi. Davky jiz
pod 5 mg maji za nasledek nauzeu, zvraceni, prljem a bolesti bficha. Hypotenze je nasledek
dehydratace a ztraty objemu. Chronickd expozice se ¢asto projevuje dermatologickymi
pfiznaky jako je hyperpigmentace a hyperkeratéza, ekzématoidni léze, bradavice a alopecie.
Dlouhodoba expozice arsenu mlze mit také za ndsledek bazoceluldrni karcinom,
spinoceluldrni karcinom, rakovinu kiZze, angiosarkom, hepatomegalii, rakovinu plic

a mocového méchyre (17).

Arsen se vyskytuje prevdiné ve dvou oxidacnich stavech: trivalentni forma, arsenit
(As203, As 1) a pentavalentni forma, arsenat (As,0s, As V). Trivalentni forma je 60x vice toxicka
nez pentavalentni. Zejména As lll vaZe thiolové nebo sulfhydrylové skupiny v tkanovych
proteinech jater, plic, ledvin, sleziny, gastrointestinalni sliznice a keratinovych tkadnich. Ddle
jsou rozdily mezi organickym arsenem, ktery je netoxicky a anorganickym, ktery je toxicky.
V dusledku arsenové toxicity dochdzi kinaktivaci az 200 enzymu, zejména téch, které
se podileji na bunécnych energetickych drahach a replikaci a opravé DNA. Také nevazany
arsen je toxicky, je schopen generovat reaktivni kyslikové molekuly, které zpUsobuji peroxidaci

lipidl a poskozeni DNA (18).

4.4 Kontaminace potravinovych doplrikii mykotoxiny

VlIadknité houby, které mykotoxiny produkuji, mohou rist na rostlinach pfimo na poli,
béhem sklizné, pfipravy zpracovani ¢i skladovani. Pfitomnost toxikogennich hub nemusi nutné
znamenat produkci mykotoxinl. Tato produkce je ovlivnéna mnoha aspekty,
véetné genetickych faktord, podminek rlstu, pocasi, zemépisné oblasti, vlhkosti, poméru
C02:0; apritomnosti fungicidd nebo jinych kompetitivnich mikrobidlnich druhd.

Nicméné pfitomnost toxigennich plisni predstavuje riziko kontaminace mykotoxiny.

Kontaminace surovin mulZe mit za nasledek vyskyt mykotoxinl v rostlinnych
potravinovych dopliicich. Vzhledem k tomu, Ze toxigenni houby jsou v Zivotnim prostredi

velmi rozsifené, nelze se zcela vyhnout pritomnosti mykotoxina (19).

Kontaminace potravin mykotoxiny je trvaly celosvétovy problém. Dochazi k ni i tam,
kde jsou zavedeny spravné zemédélské, skladovaci a zpracovatelské postupy. Mnohé

mykotoxiny nelze eliminovat ani zpracovanim, diky jejich vysoké tepelné stabilité. DalSim
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moznym nebezpecim je kontaminace krmiv, touto cestou mulzZe dochazet k pfenosu

mykotoxin(l do produktl ZivociSného pavodu (9).

Vétsina studii zabyvajicich se osudem mykotoxini béhem zpracovani, se zaméruje
na snizeni koncentrace puvodniho (materského) mykotoxinu v surové plodiné a v kone¢ném
produktu. Tento pfistup se uplatiiuje u potravin, které nezpulsobuji rozklad materského
mykotoxinu. PFfi zpracovani mlze dojit k degradaci mykotoxinu na rozkladné produkty,
které vS8ak mohou mit odlisné toxikokinetické a toxikodynamické vlastnosti nez pavodni
mykotoxin. Takto ziskané znalosti o osudu mykotoxin( pfi zpracovani potravin jsou nezbytné

pro uplné posouzeni rizika konzumace potravin (20).

4.5 Kontaminace potravinovych doplrikii téZzkymi kovy

Kontaminace kovd byla zjisténa u rGznych typl potravinovych doplrikd. Tento druh
kontaminace muZe nastat vdUsledku jediného faktoru nebo kombinaci vice zdroju,
které se mohou lisit podle typu konkrétniho doplriku. Naptiklad u rostlinnych doplfikd stravy
mlze byt za kontaminaci zodpovédné chemické sloZeni pudy, vlastnosti rostliny a jeji
podminky pfi péstovani, pfipadné dalsi aspekty souvisejici s nedostatecnou Cistotou extrakéni

techniky, vyroba, preprava a skladovaci podminky (19).

Znecisténi tézkymi kovy je rozsifeno po celé zemékouli, vazné narusuje Zivotni prostredi
a predstavuje zavaina zdravotni rizika pro C¢lovéka. Za hlavni pfi¢iny tohoto problému
se povazuje rychlé tempo zmén ve vyuzivani ptd a industrializace, zejména pak v rozvojovych

zemich s extrémné vysokym poctem obyvatel.

Pada je zdkladni vyZivovou slozkou potravinarskych plodin a tézké kovy ji znacné
narusuji. Knaruseni muZe dochazet bud z bodovych zdroji, tj. energeticky narocna
pramyslova odvétvi jako jsou tepelné elektrarny a uhelné doly, chemicky priimysl zalozeny
na praci s chlorem nebo alkalickymi hydroxidy, taveni, elektropokovovani, textilni a kozedélny
pramysl, nebo z nebodovych zdroju, napt. tézké kovy nepfiznivé ovliviiuji pidni biotu
prostfednictvim mikrobialnich procesu a interakci pldnich mikrobd, takto je ovlivnén nejen

padni hmyz, ale i mali ¢i velci savci (21).
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5. ANALYTICKA CAST

5.1 Analyza mykotoxinii

Stanoveni maximdlnich pfipustnych limitd v mnoha zemich svéta vyZaduje pouZiti
technik schopnych poskytovat presné a spolehlivé vysledky v analyze mykotoxin(. Prevladajici
analytickou technikou je chromatografie, kterd se vyuZziva pfi analyze mykotoxinu
v potravinach a krmivech. Prostfednictvim chromatografickych separaci jsme schopni
dosahnout kvalitativniho i kvantitativniho stanoveni. Nicméné chromatografické techniky maji
i své nevyhody, protoZe se jednd o techniky vyZadujici ¢asto naro¢nou Upravu vzorku,
k odecteni vysledkl je vyZadovan zkuseny analytik, poZaduji nakladnou instrumentaci
a znacny cas na zpracovani vysledku. Dalsi potize pro stanoveni mykotoxinul jsou zplsobeny
pfitomnosti mykotoxinl ¢asto ve velmi nizkych koncentracich, koexistenci mnoha mykotoxin(

ve stejné potravinové matrici a jejich rozdilnou chemickou strukturou (22).

Volba analytické  techniky  primarné  souvisi s povahou mykotoxinu.
Mezi chromatografickymi technikami je tenkovrstva chromatografie povazovana za nejstarsi
a vyuziva se krychlému screeningu mykotoxind. Jde o levnou techniku, ale méreni nelze
povaZovat za presna a citlivd. Plynova chromatografie se pfi analyze mykotoxinl pouZiva
zfidka, protoZe prevaina vétSina mykotoxinU jsou netékavé a polarni latky a pro jejich

preménu je vyzadovan derivatizaéni krok.

Soucasné trendy v analyze mykotoxinll jsou zaméreny predevsim na aplikaci robustni,
rychlé, snadno pouzitelné a levné technologie, které jsou schopny detekovat a kvantifikovat
rdzné mykotoxiny s vysokou citlivosti v jedné analyze. Pro splnéni téchto potreb byli vyvinuty
metody vyuZzivajici vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) predevsim ve spojeni
s detektorem diodového pole (DAD), fluorescenénim detektorem (FLD) a v poslednich letech

prevaziné s hmotnostnim spektrometrem (MS) (9,22).

Dalsimi vyuZivanymi technikami pro analyzu jsou rychlé screeningové testy, zalozené
na imunologickych reakcich. Obecné jsou tyto testy kvalitativni, prokazujici pritomnost
¢i nepfitomnost mykotoxinl. Screeningové testy maji vyhodu predevsim v rychlosti, s jakou se
analyza provadi, v jednoduchosti pfipravy vzorku a v nizkych nakladech. Maji také radu

nevyhod, z nichZ nejpozoruhodnéjsi je spolehlivost, protoze ¢asto poskytuji faleSné pozitivni
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vysledky. Stale se vSak rdzné typy imunologickych technik v praxi pouZivaji a jsou dale

vyvijeny (23).

Kromé vyse popsanych metod mad potencidlni vyuziti nékolik dalSich analytickych metod.
Pro své omezené pouziti vSak nebyli Siroce pouzivané mimo vyzkumné prostredi a vyZaduji tak
dalsi ovéreni a validaci. Mezi takovéto metody spadaji biosenzory, nuklearni magneticka

rezonance, kapilarni elektroforéza a infraCervena spektroskopie (9,22).

5.2 Moznosti stanoveni mykotoxinii

5.2.1 Rychla analytickd metoda pro stanoveni aflatoxini v rostlinnych
doplncich stravy a v kosmetickych olejich
Pro stanoveni aflatoxin( v rostlinnych olejich byla vyvinuta metoda vyuZzivajici extrakce

na tuhé fazi (SPE) nasledovana chromatografii s fluorescen¢ni detekci (HPLC-FD).

Vzorky olejli byly rozpustény v6 ml hexanu a aplikovany do kolonky pro SPE,
kterd obsahovala 30 mg kiremicité tuhé faze. S pouZitim vakuového systému byla provedena
extrakce a nasledné promyti hexanem a kombinovanymi hexany v poméru 2:1 ml. Aflatoxiny
byly eluovany pfimo do vialek v autosampleru spolecné s1,0 ml MeOH/H;0 (9:1 v/v).
Chromatograficka separace probihala na koloné Inertsil ODS-3 (250 mm x 4,6 mm) s velikosti
Castic 5 um. Pocatecni sloZeni mobilni faze H,0/CH3sCN/MeOH (45:25:30, v/v/v) bylo
udrzovéano po dobu 2 minut, nasledoval gradient na 100 % MeOH béhem 8 minut, toto slozeni

mobilni faze zlstalo po dalsi 1 minutu. Pritokova rychlost byla 1,0 ml/min.

Metodou bylo analyzovano 20 vzork(i, které obsahovaly 8 rostlinnych olejli béiné
pouzivanych v doplricich stravy a v kosmetice. Stanovovanymi aflatoxiny byli B1, B2, G1 a G2.
VytéZnost metody se u aflatoxini B1, B2 a G2 blizila 100 % u vSech olejovych matric, vytézky
aflatoxinu G1 byli nizsi, zpravidla 90 %. Maximalni nalezené hladiny mykotoxint byly 0,9 ppb
pro AFB1 a AFG1 a 0,2 ppb pro AFB2 a AFG2, coZ jsou hodnoty vyrazné nizsi, nez vyzaduji
predpisy EU (24).

22



5.2.2 Screening vice mykotoxinii vovoci metodou UHPLC vkombinaci
s hmotnostni detekci vyuzivajici kvadrupdlovy analyzator s iontovou
mobilitou a analyzator doby letu

Pro screening ovoce a suseného ovoce vyuzivaného v tradi¢ni mediciné na pfitomnost

20 mykotoxinG (konkrétné Alternaria toxiny, ochratoxin, patulin, aflatoxiny a trichoceteny)

byla vyvinuta metoda skladajici se z QUEChERS extrakce (Quick, Easy, Cheap, Effective,

Rugged, Safe) a ultra-ucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci vyuZivajici

iontovou mobilitu a analyzator doby letu.

Analyzované ovoce bylo homogenizovdno a umisténo do centrifugacnich zkumavek
s pfidanim 10 ml vody a 10 ml acetonitrilu sobsahem 1% kyseliny octové. Smés byla
protfepana pfi 2500 otdckach za minutu po dobu 5 minut. Nasledné byly pfidany 4 g
bezvodého MgSOsa 1 g NaCl za prudkého protfepdvani. Po centrifugaci 5 minut pfi 5000 x g
byl supernatant témér odparen do sucha pod proudem dusiku pfi 40°C. V poslednim kroku byl
ke vzorku pfidan 1 ml kombinovaného roztoku acetonitril/metanol/kyselina mravenci
(70:29:1, v/v/v) a po fadném  promichani doSlo  k prefiltrovani  pres
polytetrafluorethylenovy (PTFE) filtr 0,22 um a naddvkovani do systému UPLC-IMS QTOF MS.
Chromatografickd separace probihala pfi 40 °C na koloné Acquity UPLC HSS T3 (100 x 2,1 mm)
s velikosti ¢astic 1,8 um. Mobilni faze sestavala ze slozky A obsahujici acetonitril s kyselinou
mravenci 0,1 % (v/v) a slozky B obsahujici ultradistou vodu s kyselinou mravenci 0,1 % (v/v).
Byla pouzita gradientova eluce, zpocatku bylo pouzito 5% mobilni faze A, linearné navysena
na 80 % do 2,5 minut a 90 % do 2 minut, poté udrZzovano po dobu 1,5 minuty. Pritokova

rychlost byla 0,3 ml/min.

Pro vyhodnoceni uc¢innosti vyvinuté metody byli ziskany uspokojivé validacni parametry,
jako linearita (R? = 0,9992), preciznost (relativni smérodatna odchylka < 9,8 %), vytéZnost
(81,2 - 99,2 %), limit detekce (LOD) (0,06 — 2,22 ug.kg!) a limit kvantifikace (LOQ) (0,2 — 7,39
ug.kg?). Vysledky také ukdzaly, Ze v analyzovanych vzorcich byly zjistény vSechny cilené
mykotoxiny s vyjimkou ZEN. Nejrozsifenéjsim mykotoxinem byl alternariol monomethyl ether
(AME) (69,23 %) a v Cerstvém ovoci byla vnejvyssi koncentraci zastoupena kyselina
tenuazonova (7830,19 pg.kg?). Ze vzorkd suseného ovoce byly u vice nez 50 % vzorkd zjistény

¢tyri mykotoxiny (AFB2, AME, tentoxin, enniatin B), pfiCemz nejrozsifenéjsi byl AFB2 (25).
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5.2.3 Vyskyt aflatoxinli v potravinovych dopliicich s obsahem ostropestice
marianského

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni aflatoxind v potravinovych doplncich obsahujicich

ostropestifec mariansky, sestavajici z extrakce acetonitril/voda, procisténi na imunoafinitni

koloné (IAC), separace kapalinovou chromatografii, postkolonové derivace a fluorescencni

detekce.

K pfipravkiim s obsahem ostropestice byl pridan roztok acetonitril/voda (84:16, v/v) a
0,4 g NaCl. Po promichani na tfepacce doslo k centrifugaci pfi 7000 otackach/min po dobu
10 minut. Ndsledné doslo k smichani 10 ml supernatantu a 90 ml fediciho roztoku (10 mM PBS
obsahujiciho 0,1 % Tween 20), tato smés byla filtrovdna pres filtracni papir s mikrovlakny.
Na IAC bylo naneseno 50 ml filtratu. K eluci byl pouzit methanol. Chromatografickd separace
probihala na koloné YMC C18 (150 x 4,6 mm) s velikosti ¢astic 3 um. Mobilni faze byla sloZzena

ze smési methanol/acetonitril/voda (25:15:60, v/v/v). Pratokova rychlost byla 0,8 ml/min.

Primérna vytéznost metody byla 76 %. Prlmérna relativni smérodatnd odchylka (RSD)
byla 5,10 %, mez detekce 0,01 mg.kg? a mez kvantifikace 0,03 mg.kg?. Vysledky ukazaly,

Ze 19 % testovanych vzork( obsahovalo aflatoxiny v hodnotach 0,04-2,04 mg.kg™ (26).

5.2.4 Stanoveni toxickych latek, pesticidi a mykotoxinli v potravinovych
dopliicich sginkgo biloba metodou kapalinové chromatografie
s hmotnosti detekci vyuzivajici Orbitrap
Byla vyvinuta metoda pro stanoveni a kvantifikaci vice nez 250 toxickych Ilatek
v produktech s obsahem ginkgo biloba. Pro extrakci byl vyuZit postup ,,zfedéni a davkovani“,
nasledované c¢isténim za pouziti smési riznych sorbentl. Separace vyuZivd kapalinové

chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci s vysokym rozlisenim.

Vyvoj extrakéni metody byl proveden metodou ,,zfedéni a ddvkovani“ v nékolika krocich,
kdy nejprve doslo k smichani 2,5 g vzorku s optimalnim mnoiZstvim smési standard(
pro dosazeni cilové koncentrace 100 pg.kg? k uréeni extrakéni Uéinnosti na této hladiné.
V dalsim kroku doslo k pfidani 2,5 ml vody a fddnému protfepani po dobu 30 s, dale doslo
k pfidani 7,5 ml acetonitrilu okyseleného kyselinou mravenci (1 %, v/v), protfepani po dobu
1 hod a centrifugaci pfi 2755 x g po dobu 10 min. Pro chromatografickou separaci byla vyuzita

kolona Hypersil GOLD aQ (100 x 2,1 mm) s velikosti ¢astic 1,9 um. Jako mobilni faze byla
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pouZzita smés vodného roztoku mravenc¢anu amonného 4mM a kyseliny mravenci 0,01 % (v/v)
(eluent A) a methanolovy roztok mraventanu amonného 4mM a kyseliny
mravenci 0,01 % (v/v) (eluent B). Gradient pro analyzu byl nastaven pro zacatek na 95 %
eluentu A. Po 1 minuté bylo toto procento linearné snizeno na 0 % za 7 minut, toto usporadani
zGstalo zachovano po 4 minuty a ndsledné se znovu zvysilo na 95 % za 0,5 minut. Teplota

kolony byla nastavena na 30 °C a prutokova rychlost byla 0,3 ml/min.

Extrakéni vytéZznost metody se pohybovala v rozmezi 70 a 120 % s hodnotami RSD
niz8imi nez 20 %. Byly ziskany meze detekce a kvantifikace nizsi nez 5, respektive 10 pg.kg™.
V6 wvzorcich byly nalezeny vrlznych koncentraénich rozmezich mykotoxiny
AFB1 (5- 54 pg.kg?), AFB2 (4 - 300 pg.kg?) a T-2 toxin (18-20 pg.kg?). Je tfeba zminit, Ze tyto
hodnoty jsou velmi vysoké, zejména hodnoty pro AFB2, pficemz tolerované limity definované

v evropskych pravnich pfedpisech pro ostatni matrice jsou niz3i nez 2 pg.kg™* (27).

5.2.5 Stanoveni aflatoxin, deoxynivalenolu, ochratoxinu A a zearalenonu
v doplncich na bazi psSenicnych a ovesnych otrub, prodavanych na
Spanélském trhu.

V dnesni dobé se setkavdme snarlstem konzumace potravinovych doplikd
obsahujicich otruby, pro jejich vysoky obsah vlakniny. Cilem studie bylo stanoveni koncentraci

vybranych mykotoxina ve vzorcich doplnkl stravy na bazi otrub urcenych k primé spotrebé.

Pro stanoveni aflatoxini a OTA byl zvolen nasledujici postup. Vzorek otrub byl smichan
s extrakénim roztokem (60 % acetonitrilu, 40% vody), prefiltrovan pres filtr Whatman ¢.1.
Nasledné byli 2 ml filtrdtu zredény PBS a aplikovany na I|AC. Separace probihala
na chromatografické koloné Water Spherisorb (250 x 4,6 mm) s velikosti ¢astic 5 um. Mobilni
faze sestavala z methanolu (27 %), acetonitrilu (14 %) a kyseliny octové 0,1 % (59 %),
toto sloZeni bylo udriovdno po dobu 16 minut a pak zménéno na methanol (50 %) a
acetonitril (50 %). Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,8 ml/min. Pro stanoveni aflatoxin(

byla jesté tfeba postkolonova derivatizace a nasledna detekce fluorescenénim detektorem.

Pro stanoveni DON byl zvolen nasledujici postup. Vzorek otrub byl smichan s 40 ml
destilované vody a centrifugovan po dobu 8 minut pfi 1780 x g. Supernatant byl prefiltrovan

pres mikrovlaknovy filtr a 5 ml filtratu bylo naneseno na IAC. Vycisténé vzorky byli promichany
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s roztokem mobilni faze ve sloZzeni voda/acetonitril/methanol (92:4:4). Pro chromatografickou

separaci byla vyuZita HPLC ve spojeni s UV detektorem. Pritok mobilni faze byl 1,2 ml/min.

Pro stanoveni ZEA byl zvolen nasledujici postup. Vzorek otrub byl smichan s 25 ml
extrakéniho roztoku ve sloZeni acetonitril/mili-Q voda (75:25) a profiltrovan pres filtr
Whatman ¢.1. zfiltratu bylo odebrano 10 ml a zfedéno PBS a aplikovdano na IAC.
Chromatografickd separace probihala na stejné koloné jako v pfipadé aflatoxin(i a OTA.
Mobilni faze sestavala z acetonitrilu a vody (60:40), nastavené na pH 3,2 kyselinou octovou.

Pratokova rychlost byla 1 ml/min.

Tfi ze ctyr studovanych mykotoxini (ZEA, DON, AF a OTA) byly ¢asto detekovany
vmnoha vzorcich. VZddném vzorku nebyli zjistény AF (limit detekce 0,55 ug.kg?).
Analyzovanym mykotoxinem svelkou incidenci byl DON, ktery byl pfitomen
v 28 vzorcich (42 %) v rozsahu koncentraci od LOD (100 pg.kg?') do hodnot 6178 pg.kg™.
TFindct vzork( (19 %) vykazovalo hodnoty DON nad legislativnim limitem EU (750 pg.kg?). ZEA
byl pfitomen v 10 vzorcich (15 %), koncentrace se pohybovala v rozmezi od LOD (2 pug.kg?) do
25 pg.kg™. OTA byl pfitomen v 17 vzorcich (25 %) v rozmezi koncentraci LOD (0,2 ug.kg?) a
2,3 ug.kgl. DON byl jediny analyzovany mykotoxin, ktery byl zjistén v koncentracich
nad zdkonnymi limity EU (28).

5.2.6 Vyskyt mykotoxinti v infaznich ndpojich vyuzivanych jako dopliiky stravy

Cilem studie bylo stanoveni mykotoxini metodou kapalinové chromatografie spojenou
s hmotnostni spektrometrii s analyzatorem iontové pasti (LC-MS/MS-IT) po disperzni liquid

mikroextrakci (DLLME).

Pro postup DLLME bylo nadavkovano 5 ml predem pfipraveného caje do koénické
zkumavky a pridan 1 g NaCl. Po 1minutovém michani byla pfidana smés disperze (CH3CN)
a extrakéniho rozpoustédla (EtOAc) a vzorek byl nasledné dalsi minutu protfepavan. Byla
provedena centrifugace pti 4000 otackach/min a odebrana organicka faze. Ke zbytku byla
pridana smés disperze (MeOH) a extrakéniho rozpoustédla (CHCI3) a po protfepdani a oddéleni
byla organicka faze opét priddna k oddélené prvni organické fazi, tyto dvé faze byly
pod proudem dusiku odparovany témér do sucha. Ziskany vzorek byl rekonstituovan
v mravenc¢anu amonném (20mM) a prefiltrovan nylonovym filtrem. Chromatograficka

separace probihala na koloné Gemini-NX C18 (150 x 4,6 mm) s velikosti ¢astic 5 um
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pfiteploté 40 °C. Mobilni fdze sestavala zeluentu A: voda okyselend mravencéanem
amonnym (5mM) a kyselina mravenci 0,1 % a z eluentu B: methanol okyseleny mravencanem
amonnym (5mM) a kyselina mravenc¢i 0,1 %. Elu¢ni gradient zacinal 0 % eluent B,
po 10 minutdch doslo ke zvySeni na 100 %, dale po dobu 5 minut doslo ke sniZzeni na 80 %

eluentu B a nakonec k poklesu na 70%. Priitokova rychlost byla 0,25 ml/min.

Tato metoda zaznamenava velmi dobrou linearitu (R? v rozmezi 0,993 a 0,999). Hodnoty
pro LOD se pohybovaly vrozmezi od 0,05 pg.I't do 10 pg.It. Ziskané vysledky ukazaly,
Ze ve vzorcich byly zjistény nasledujici mykotoxiny: AFB2 v koncentracich 19,1-134,7 pg.l?,
aAFG2 vkoncentracich 2,2-13,5 pg.l? Také byl vjednom vzorku detekovan
15- acetyldeoxynivalenol v hodnoté 112,5 pg.I"* a enniatin B byl detekovéan ve dvou vzorcich,
ale ve velmi nizkych koncentracich. Evropska komise nestanovila Urovné koncentrace
mykotoxin( v bylinnych infuzich, ale v podobnych produktech, jako je kofeni. Maximalini limity
jsou nastaveny pro AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 v pepfi (15 pg.kg'), muskatovy ofisek, zazvor
a kurkuma (20 pg.kg?) a pro smési téchto kofeni (15 pg.kg). Pro AFB2 a DON byly tedy tyto

limity u testovanych doplnk( nékolikrat prekroceny (29).

5.2.7 Vyvoj a validace metody LC-MS/MS pro soucasné stanoveni citrininu a
ochratoxinu v riznych krmivech a potravinach

Byla vyvinuta metoda UHPLC standemovou hmotnostni spektrometrii vyuzivajici

elektrosprej pro soucasnou analyzu citrininu (CIT) a ochratoxinu A v krmivech s potravinach

(obilné vyrobky, ovoce, zeleninové stavy, ofechy, semena, bylinky, kofeni, sdjové vyrobky,

alkoholické napoje, kojenecka vyziva a doplriky stravy).

Mykotoxiny byli z téchto matric extrahovany metodou zaloZenou na QUEChERS
bez dalSiho precisténi. Vzorky byli pétindsobné koncentrované. Chromatograficka separace
probihala na koloné Acquity UPLC HSS T3 (100 x 0,1 mm) s velikosti ¢astic 1,8 um, pfti teploté
40 °C. Mobilni faze sestavala z eluentu A: kyselina octova 0,05 % (v/v) a 5 mM vodny roztok
octanu amonného, a zeluentu B: MeOH. Separace byla zahdjena linedrnim narlstem
eluentuB z30 % na 90 % béhem 6,5 min, s okamzitym ndarlstem eluentu B na 100 %

a zachovanim téchto podminek po dalsi 2,5 min. Pratokova rychlost byla 0,4 ml/min.

Tato metoda zaznamenava u vétSiny matric hodnotu korela¢niho koeficientu

(R2>0,995), coz znadi dobrou linearitu. VytéZnost se pohybovala v rozsahu u CIT 70-120 % a
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u OTA 70-110 %. VSechny hodnoty RSD byly nizsi nez 20 %. Limit detekce u CIT se pohyboval
v hodnotach 0,1-2,5 pg.kg™?, v zavislosti na matrici, a u OTA v hodnotach 0,1-1,0 pg.kg. LOQ
u CIT byl v rozsahu 0,3-5,0 ug.kg* a u OTA v rozsahu 0,3-1,9 pg.kg™.

Metoda pro kvantitativni analyzu CIT a OTA byla validovana v souladu s poZadavky
evropské legislativy, pro kazdou matrici (prasec¢i krmivo, pSeni¢nd mouka, jablecny dzus,
vlasské orechy, pivo, slune¢nicova semena, muskatovy ofisek, tofu, potravinové doplriky
na bazi Cervené ryze a détské susené mléko). V soucasné dobé jsou nastaveny pouze limity
maximalnich koncentraci v krmivech a vybranych potravindch pro OTA, avsSak nejsou
stanoveny pro CIT, s vyjimkou potravinovych doplnkl na bazi cervené ryze, kde je definovany

limit 2 mg.kg™* (30).

5.2.8 Priprava citrinin-selektivniho molekularné vtisténého polymeru a jeho
pouziti pro on-line extrakci na tuhou fazi ve spojeni s kapalinovou
chromatografii

Byla vyvinuta pIné validovana metoda, pro kterou byl pfipraven selektivni molekularné
vtistény polymer (MIP), pouZity pro extrakci v on-line systému SPE-HPLC, aby se dosdahlo
selektivniho stanoveni citrininu. Metoda byla nasledné pouZzita pro analyzu doplnkd stravy na
bazi ervené ryie.

Polymeracni smési pro pripravu MIP a jejich nevtisténych analogli se skladaly

z funkéniho monomeru (akrylamid nebo 4-vynilpyridin), porogenniho rozpoustédla (aceton

nebo acetonitril), sitovadla (ethylendimethylakrylat) a inicidtoru volnych radikald

(azobisisobutyronitril). Do smési pro pfipravu MIP byla také pridana 1-hydroxy-2-naftoova

kyselina, ktera je strukturné velmi podobna citrininu. Smési byly polymerovany ve sklenénych

zkumavkach umisténych v olejové lazni zahtaté na 60 °C po dobu 24 hodin. Takto vytvorena

polymerova tyc¢inka byla rozdrcena a proseta, aby byli ziskany ¢astice o velikosti 32-80 um.

Do extrakéni kolony byl viniciacni promyvaci fazi dévkovan vzorek sestavajici
225 % MeOH ve vodné 0,5 % kyseliné octové. Po jedné minuté doslo k prepnuti ventilu
a pomoci mobilni faze obsahujici 30 % acetonitrilu ve vodné 0,5 % kyseliné octové, doslo
k uvolnéni slouéenin na analytickou kolonu v systému HPLC. Chromatograficka separace
probihala na koloné Kinetex Biphenyl (100 x 4,6 mm) v velikosti ¢astic 5 um. Separace byla

provedena za pouziti acetonitrilového gradientu linearné stoupajiciho z 30 do 75 % béhem
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4 minut. V zavéru byly obé kolony proplachovany 100 % acetonitrilem po dobu 1 minuty

pro odstranéni necistot. Pritokova rychlost byla 1ml/min.

VytéZznost metody pro potravinové doplriky na bazi ¢ervené ryze byla 75,6 %, korelacni
koeficient byl v hodnotdch 0,9998, limit detekce byl stanoven pro hodnotu 7,5 pg.I* a limit
kvantifikace pro hodnotu 25 pg.I''. Bylo analyzovdno 6 doplfik( stravy z nichz 2 byly

kontaminovany citrininen ve velmi malych koncentracich neprekracujicich limity dané EU (31).

5.2.9 Stanoveni vice toxinl v dopliicich stravy obsahujicich extrakty ze
zelenych kavovych zrn za pouziti ultra-ucinné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii
Byla vyvinuta metoda UHPLC metoda standemovou hmotnostni spektrometrii
pro stanoveni 34 mykotoxinG v dopliicich stravy obsahujicich extrakty ze zelenych kavovych

zrn.

Pro izolaci analyt( byl pouZit postup podobny QUEChERS. Chromatograficka separace
probihala na koloné Acquity UPLC HSS T3 (100 x 2,1 mm) s velikosti castic 1,7 um,
pfi teploté 40 °C. V zavislosti na nastaveni polarity elektrospreje byli pouzity rizné mobilni
faze. U analyz provedenych v pozitivnim iontovém rezimu byl eluent A sloZzen z 5 mM vodného
roztoku mravencanu amonného a kyseliny mravenci 0,2 %, u zaporného iontového rezimu byl
eluent A slozen z5 mM octanu amonného. Eluent B byl tvofen methanolem. Gradient
pro separaci byl nastaven ndasledovné: 5 % eluentu B s narlistem na 50 % béhem 1 min, dalsi
narlst eluentu B na 100 % béhem dalSich 7 min a toto slozeni udrzovano po dalsi 2 min.

Pratokova rychlost byla nastavena na 0,4 ml/min.

Pfesnost metody vyjadfena RSD byla niZsi nez 12 %. Primérna vytéZznost analytl
se pohybovala v rozmezi 75-110 %. Meze detekce byly v rozmezich 1,0-50,0 ug.kg*. Meze
kvantifikace byly v hodnotach 2,5-100 pg.kg™. Bylo testovano 50 komeréné dostupnych
potravinovych doplnk( a v nich nalezeny 4 mykotoxiny: OTA (v 36 % vzorkd), OTB (32 %),
fumonisin B1 (10 %) a kyselina mykofenolova (16 %). Tyto mykotoxiny se vyskytovaly
v nasledujicich koncentracnich rozmezich: OTA (<1,0-136,9 pg.kg?), OTB (<1,0-20,2 pg.kg?),
fumonisin B1 (<50,0-415,0 ug.kg?') a kyselina mykofenolova (<5,0-395,0 ug.kg'). Pfestoze
pro extrakty ze zelenych kavovych zrn neni v EU stanoven zadny limit, suma fumonisin(i B1 a

B2 je v obilovindch regulovana v koncentracich 800-4000 pg.kg™*. TaktéZ i pro OTA, kde norma
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pro vétsinu potravin a produktl z nich je nastavena v rozmezi 2-20 pg.kg* byla nékolikrat

prekrocena (32).

5.2.10 Multiplexovani dat nezavislych a necilenych pracovnich postupt pro
screening mykotoxini na platformé hmotnostni spektrometrie
(kvadrupol-Orbitrap) s vysokym rozliSenim

Byla vyvinuta nova multianalyticka strategie pro screening mykotoxin( a jejich produktt

v potravinovych doplficich ze zeleného ¢aje. Bylo stanovovano 7 tfid mykotoxinG za pouZiti

plné automatizované on-line extrakce nasledované ultraucinnou kapalinovou chromatografii

spojenou s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim.

Pouzity extrakéni postup byl zaloZzen na metodé ,zfedéni a pfimého nastfiku®.
Precistujici krok byl proveden metodou d-SPE (disperzni extrakce na pevné fazi).
Chromatograficka separace probihala na koloné Hypersil Gold AQ C18 (100 x 2,1 mm)
s velikosti ¢astic 1,9 um, pfi teploté 30 °C. Mobilni faze A a B byly voda a MeOH, obé obsahuijici
4 mM mravenc¢an amonny a okyselené kyselinou mravendi 0,1 % (v/v). Gradient byl zahdjen
100 % eluentu A po dobu 1 min, nasledné doslo k navyseni eluentu B na 100 % béhem 7 min,

toto sloZeni zlstalo po nasledujici 2 min. Pratokova rychlost byla 0,3 ml/min.

Analyzované mykotoxiny vykazovaly vytéZznost v rozmezi 82-108 %. Linearita urCena
korelacnim  koeficientem se pohybovala vrozmezi 0,9920-0,9999. RSD byly
v hodnotéch 3,2- 14,9 %. Limit kvantifikace se pohyboval v rozmezi 0,022-0,50 pg.kg*. Z 89
analyzovanych vzork( bylo 7 kontaminovano mykotoxiny. AFB1 byl nalezen ve dvou vzorcich
(v koncentracich 0,97 pg.kg? a 0,95 pg.kg?). V nejvyssi koncentraci byl nalezen T-2 toxin
(7,92 ug.kg) a dva vzorky byly pozitivni na pfitomnost vice neZ 2 mykotoxin(. Pro potravinové
doplnky ze zeleného caje nejsou nastaveny limity maximalnich ptipustnych koncentraci
mykotoxin(i, ale vjinych potravinach existuji urcité limity tolerance, které jsou nizsi

nez 5 pg.kg* pro AFB1 (33).

5.3 Analyza tézkych kovi

Odhaduje se, ze 70-80% svétové populace se spoléhda na medicinu, predevsim
rostlinného plivodu. Vzhledem k povaze zdrojl rostlinnych IéCivych pfipravk(, dochazi nékdy

ke kontaminaci tézkymi kovy, jako je olovo, arsen, kadmium a rtut, které pfedstavuji vazna
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zdravotni rizika pro spotfebitele. Zasadni vyznam ma analyza vychozich material(i pro tézké
kovy, aby se zajistilo, Ze jejich koncentrace spliiuje souvisejici normy omezujici jejich
koncentrace v |éCivych pfipravcich ¢i suplementech. Nicméné i ve findlnich produktech
se mohou objevit kontaminanty. Dle nafizeni 629/2008/ES jsou pro Ceskou republiku
stanoveny limity pro obsah olova (3,0 mg.kg!), rtuti (0,10 mg.kg?) a kadmia (1,0 mg.kg?)
v potravinovych doplncich (34, 35).

Pro stanoveni t&zkych kov( v rliznych matricich je moino vyuzit mnoho technik. Casto
se vanalyze pouzivaji optické metody. Jednou ze zdakladnich analytickych technik
pro stanoveni tézkych kovl a defacto zlatym standardem je obecné atomova absorpéni
spektrometrie (AAS), kterd vyuziva vlastnosti atomU absorbovat svétlo specifické vinové délky,
a toto pohlcené mnoiZstvi energie je Umérné koncentraci atomud pritomnych ve vzorku.
Metoda umozniuje stanovit az 70 prvkd, avSak je pomérné pristrojové narocna. V dnesni dobé
ma tato technika jiz nékolik variaci, jako je atomova absorpcni spektrometrie v grafitové peci
(GFAAS), kterd dosahuje vyssi citlivosti nebo atomova absorpéni spektrometrie studenych
par (CVAAS), kterd se vyuZiva pro stanoveni rtuti, nebot ta se vyskytuje ve volné formé pri
pokojové teploté. Atomova fluorescencni spektrometrie (AFS) se od AAS lisi ve zpUsobu
excitace atoml a v detekci emitovanych signal(l. Rentgenova fluorescencni spektroskopie
(XRFS) vyuziva silné rentgenové nebo gama zareni k ionizaci atom, v disledku ¢ehoZ dochazi
v zavéru kvyzareni fluorescence, ktera je vsak jedinecnd pro kazdy prvek, kvuli jeho
specifickému usporadani energetickych hladin. Proto XRFS umoziuje méfit elementarni

sloZzeni vzorku nedestruktivné.

V poslednich letech se masové pouZivanou analytickou technikou stala emisni
spektrometrie sindukéné vdzanym plazmatem (ICP-OES), jde o techniku pouzZivanou ke
stanovené predevsim stopového mnozstvi kovovych prvki méfenim charakteristické vinové
délky specifického svétla, které kovy vyzaruji pfi vystaveni elektrickym prouddm, které vznikaji
elektromagnetickou indukci. Také se mizZeme setkat s usporddanim, kde vyboj indukéné

vazané plazmy slouzZi jako zdroj iontd pro hmotnostni spektrometrii (IPC-MS) (34,36).
HPLC se bézné pouziva k separaci molekul na zdkladé jejich polarity ¢i lipofility. Samotné
tézké kovy nemohou byt stanovovany pomoci HPLC, protoZe jako ionty postradaiji lipofilitu.

JevSak moZné vyuzit predkolonovych derivatizacnich krokl s chelataénimi Cinidly,

které jiz umoZni separaci vzniklych komplexu.
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Jako vysoce citliva, levnd a spolehlivd technika pro stanoveni stopovych mnozstvi se
v mnoha podobach vyuZivd anodickd rozpoustéci voltametrie (ASV). Dalsi podtfidou
voltametrie je také diferencni pulzni polarografie (DPP), ktera pouziva jako pracovni elektrodu

rtutovou kapku a umoznuje detekéni limity v fadech 108 mol.I2.

Neutronova aktivacni analyza (NAA) je metoda, ktera umoziiuje stanoveni koncentrace
prvk ve velkém mnoZstvi materidlu, protoZe nebere v Uvahu chemickou podstatu vzorku,
ale zaméruje se pouze na jadra atoml. Vzorek je bombardovadn neutrony, ¢imz vznikaji
radioaktivni izotopy a drahy téchto radioaktivnich rozpadd jsou pro vétSinu prvkd dobre

znamé. Vyhodou této techniky je, Zze nedochazi k destrukci vzorku (34).

5.4 MozZnosti stanoveni tézkych kovii

5.4.1 Vyvoj a validace spektrometrické metody pro stanoveni kadmia a olova
u zeolitli a vyhodnoceni bezpecnosti

Pro stanoveni stopovych mnoiZstvi Cd a Pb v zeolitech pouzivanych jako doplfiky stravy

byla vyvinuta a validovana analytickd metoda zaloZena na mikrovinné diges¢ni spektrometrii

a atomové absorpcni spektrometrii s grafitovou peci jako atomizatorem (GF-AAS).

Mikrovinnd digesce vzorku byla provedena smési 65 % HNOs, 37 % HCl a 40 % HF.
Program ohfevu zahrnoval tfi kroky: ohfev na 160 °C, 200 °C a chlazeni na 100 °C v celkové
dobé 30 min. Po ochlazeni na pokojovou teplotu bylo pfidano 20 ml nasycené H3BOs a vzorky
byly znovu zahfivany na 160 °C v mikrovinném systému po dobu 15 min. Vzorky byly zchlazeny
na pokojovou teplotu a prefiltrovany pres celulézové filtry pomoci trychtyil z PTFE do
odmérnych banék o objemu 50 ml a ziedény do konecného objemu ultradistou vodou.

Vysledné stanoveni Cd a Pb bylo provedeno metodou GF-AAS.

VytéZznost metody pro Cd i Pb se pohybovala v rozmezi 80-110 %. Ziskané hodnoty
LOD (0,03 mg.kg* pro Cd a 0,13 mg.kg* pro Pb) a LOQ (0,10 mg.kg* pro Cd a 0,43 mg.kg™*
pro Pb) byly nizsi nez limity stanovené pravnimi predpisy. V analyzovanych doplricich stravy
byla nalezena pramérna koncentrace Pb 2,4 mg.kg™, co? je smérnicemi tolerovana hodnota.

Kadmium se ve vSech hodnocenych vzorcich nachazelo pod limitem kvantifikace (37).
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5.4.2 Soucasné stanoveni a speciacni analyza arsenu a chromu v doplnicich
zeleza pouzivanych k Iécbé anémie pomoci HPLC-ICP-MS

Tato metoda navrhuje pouziti vysoce ucéinné kapalinové chromatografie spojené

v kombinaci sindukéné vdzanym plazmatem a hmotnostni spektrometrii pro simultanni

stanoveni arsenu a chromu v doplncich Zeleza.

Jako extrakéni proces byla zvolena mikrovinna digesce, provedena se smési 69,0 % HNO3
a 30,0 % H;0,. Ohfevny program sestaval ze ¢tyt krokud: zahtivani pfi 90 °C po dobu 2 min,
140 °C po dobu 5 min, 200 °C po dobu 5 min a udrzovani pfi 200 °C po 11 min. Nasledné byly
vzorky ochlazeny na pokojovou teplotu a zfedény do 25 ml ultradistou vodou.
Chromatograficka separace probihala na koloné Phenomenex Kinetex C18 (100 x 4,6 mm)
s velikosti ¢astic 2,6 um. Mobilni faze obsahovala 1,0 mM tetrabutylamonium hydroxid,
0,7 mM EDTA a 5 % MeOH pfi pH 7,2. Analyza probihala v izokratickém reZimu. Pratokova

rychlost byla 0,7 ml/min. Stanoveni koncentraci bylo provedeno metodou ICP-MS.

Metoda vykazovala dobrou vytéZznost v rozmezi 81-119 %. Preciznost dana relativni
smérodatnou odchylkou byla 5 % pro arsen a 4 % pro chrom. LOD a LOQ byly 0,009 a
0,027 pg.g* pro arsen a 0,029 a 0,089 ug.g* pro chrom. Bylo analyzovano 15 doplriku stravy,
u osmi byl obsah As nizsi nez LOQ a u dalSich vzorkd se nachazela koncentrace
As od 0,04- 1,5 pg.g*. U Cr byly koncentrace ve tfech vzorcich nizsi nez LOQ a v ostatnich
vzorcich se koncentrace nachdzela v rozmezi 0,18-62,3 pg.g. Pouze u jednoho vzorku byla

prekrocena hladina As stanovend US Pharmacopeia (38).

5.4.3 Mikrovinna digesce s pouzitim zfredéného roztoku kyseliny dusicné a
zkoumani kalibracnich strategii pro stanoveni As, Cd, Hg a Pb v doplncich
stravy pomoci ICP-MS

Metoda navrhuje analyticky postup pro pfipravu vzorkl doplnk( stravy pro sportovce
mikrovinou digesci s pouzitim roztoku ziedéné kyseliny dusi¢né nasledovany stanovenim

kontaminant( (As, Cd, Hg, PB) pomoci ICP-MS.

Pro optimalizaci pfipravy vzorku byla pouZita upravena Doehlertova faktoridlni metoda
ve tfech Urovnich pro variabilni koncentraci HNOj3 a ve ¢tyfech Urovnich pro variabilni objem
H20,. Do jednoduché reakéni komory byly napipetovany objemy 150 ml vody a 5,0 ml

koncentrované HNOs. Komora byla pretlakovana plynnym dusikem na 40 bar(. Ohrevny
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program byl aplikovan takto: 2,5 min do dosazeni 180 °C, 2,5 min pfi 180 °C, 2,5 min do
dosazeni 210 °C, 2,5 min pfi 210 °C, 10 min do dosaZeni 220 °C a 10 min pfi 220 °C. Nasledné
byly vzorky zfedény destilovanou deionizovanou vodou na 20,0 ml a alikvotni ¢ast kazdého

roztoku byla vhodné dvojndsobné nafedéna. Nasledovala kvantifikace pomoci IPC-MS.

VytéZnosti metody se pohybovaly v rozmezich 82-125 % v zavislosti na pouzité kalibracéni
metodé. Preciznost byla nizsi nez 10 % RSD. Limity kvantifikace se nachazeli v rozmezi
0,020- 0,034 pg.gt pro As, 4,8-5,3x103 pg.gt pro Cd, 0,30-0,37 upg.g' pro Hg a
0,026- 0,038 ug.g* pro Pb. Korelaéni koeficient byl vy3si nez 0,9991. V3echny analyty
se nachdzely v koncentracich pod pfisluSnymi LOD a LOQ, s vyjimkou As v jednom vzorku, Cd
v sedmi vzorcich a Pb ve tfech vzorcich. AvSak vSechny analyzované sportovni doplfky

vykazovaly koncentrace pod maximalnimi povolenymi limity (39).

5.4.4 Stanoveni rtuti v prirodnich zeolitech metodou atomové absorpcni
spektrometrie stepelny rozkladem. Validace metody v souladu
s poZzadavky na poutziti zeolitd jako dopliikl stravy

Byla vyvinuta metoda pro pfimé stanoveni celkové Hg ve vzorcich zeolitu zaloZzena

na atomové absorpcni spektrometrii s tepelnym rozkladem (TD-AAS).

Metoda sestava ze dvou ¢asti. V prvni ¢asti dochazi k tepelnému rozkladu, kdy se vzorek
s obsahem rtuti umisti do niklovych nadob a zavede se do pece, kde se vzorek susi a rozklada
pfi teploté, ktera zajistuje uvolfiovani Hg spolu s ostatnimi slou¢eninami. VSechny uvolnéné
slouéeniny jsou dale pfendseny katalyzatorovou trubici proudem kysliku, kde se Hg?* oxiduje
na kovovou rtut (Hg®). V této trubici také dochdzi k zadrZeni rusivych slouéenin jako jsou
halogeny a oxidy dusiku a siry. V zadvéru prochazi tok rtuti zlatym amalgatorem, ktery kovovou
rtut vychyta. Po této fazi se amalgator zahreje, ¢imz se rtut uvolni a je dal unasena do méfici

¢asti pristroje, ve které se nachdazi atomovy absorpéni spektrometr.

Metoda vykazuje vytéZznost v hodnotach 85-115 % a preciznost nizsi nez 20 %. Limit
detekce rtuti byl 0,45 pg.kg? a limit kvantifikace 0,90 pg.kg'. Celkové koncentrace Hg
ve zkoumanych vzorcich se pohybovaly vrozmezi 36,0-152 pg.kg®. Navzdory tomu,
Ze ve vétsiné vzorkd (80 %) byla koncentrace Hg nizsi nez 100 pg.kg?, ve tfech vzorcich byla
prekrotena maximalni povolend hodnota pro celkovou rtut v doplricich stravy, stanovena

pravnimi predpisy (40).
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5.4.5 Stanoveni toxickych kovi pomoci ICP-MS v asijskych a evropskych
Iécivych rostlinach a doplncich stravy

Pro stanoveni koncentraci tézkych kovu (Cd, Pb, Al, As, Ba, Ni a Sb) byla pouzita metoda

indukéné vdzana plazmaticka hmotnostni spektrometrie s extrakénim postupem mikrovinné

digesce vyuzivajicim HNOs.

Pro nasledné stanoveni metodou ICP-MS byly vzorky rostlin i doplrik( stavy vysuseny a
pfeneseny do teflonovych nadob. Po pfidani 65 % HNOs byly podrobeny mineralizaci
mikrovinou digesci po dobu 30 min. V zdvéru byly vzorky kvantitativné preneseny do 50 ml
odmeérnych banék a doplnény deionizovanou vodou. Analyza byla provedena podle schématu,
které by se dalo stru¢né popsat ndsledovné: zavedeni vzorku, nebulizace, fragmentace
slouéenin s charakteristickych iontovym ndbojem, ionizace prvkd ve vysokoteplotnim
argonovém plazmatu, hmotnostni separace ve kvadrupélovém analyzdtoru a detekce

na zakladé poméru m/z.

VytéZnost metody byla vice nez 95 %. Limity detekce bylo pro Cd 0,9x10° pg.ml?,
Pb 1,3x10% pg.ml?, Sb 0,8x10° pg.ml?, Ni 5,1x-10® pg.ml?, Ba 3,5x10° pg.ml?,
Al 11,510 6 pg.mlt a As 9,4x® pg.mlt. Analyza vzork( rostlin a doplfik( stravy ukézala,
Ze obsah Pb a Cd neprekracuje hladiny stanovované pravnimi predpisy, vyjimku tvofi doplriky
stravy z rostliny Bacopa monnieri, kde byla nalezena koncentrace Pb 9,27 pg.ml* (maximalni
povolend hodnota 3,00 pg.ml?). Pro dal$i analyzované toxické kovy nejsou stanovené

maximalni limity (41).

5.4.6 Vyvoj, validace a aplikace metody ICP-SFMS pro stanoveni kovl ve
vzorcich proteinovych prasklu pochazejicich z Irska, s hodnocenim rizik
pro irské spotrebitele

Byla vyvinuta a optimalizovdna metoda ICP-SFMS (inductively coupled plasma-sector
field mass spectrometer) pro analyzu potravinovych suplementli ve formé proteinovych
praskl. Tato metoda byla pouZita pfi hodnoceni 21 prvkil (Al, Au, Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

Hg, Li, Mg, Mn, Mo, Pb, Pt, Sn, Ti, Tl, V).

Pro pfipravu vzorku byla vyuZita metoda mikrovinné digesce. Proteinovy prasek byl
smichan s67 % HNO3 a 34 % HCl a deionizovanou vodou. Ohrevny program probihal

nasledovné: béhem 15 minut zvySeni na 170 °C, udrzeno zde po 1 min, zvySeni na 190 °C
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béhem 10 min a pfi této teploté udriovdano po 20 min pfed ochlazenim. Vzorky byly
skladovany pfi -24 °C a pred ICP-SFMS analyzou ponechany ekvilibrovat pfi pokojové teploté
a fedény roztokem 2,82 % HNO3/0,24 % HCl v poméru 1:5.

Vytéinost metody se nachazela v rozmezi 85-115 %. Mnoho z testovanych vzorkd mélo
koncentrace nizsi nez mez detekce u Li, Be a Sn, zatimco mnoho vysledk(i Al a Fe se nachazelo
nad kalibracnim rozmezim. U vSech testovanych vzorkud byl také prekrocen kalibraéni rozsah
Mg. Koncentrace Cd se nachdzely vrozmezi 0,6-58,1 pg.kg?, Hg <0,2-18,4 pg.kg?! a
Pb 0,8- 88,4 ug.kg?, coZ jsou hodnoty tolerované pravnimi predpisy (42).
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6. ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo sesbirat informace o nejéastéjSich kontaminantech
potravinovych dopliiki, konkrétné o mykotoxinech a tézkych kovech, seznamit se se zplsoby
kontaminace i s efekty na lidsky organismus a sepsat analytické metody, které umoznuji

stanoveni téchto latek v potravinovych doplncich.

Teoretickd cast prace je uvedena definici pro potravinové dopliky a legislativou,
kterd stanovuje hladiny a druhy kontaminantd v nich. Dalsi kapitola shrnuje informace
o nejéastéjSich skupindch mykotoxin( a jejich nejvyznamnéjsich zdstupcich, strucné je zde
uvedena chemicka podstata a pavod, stejné jako jejich ucinky na lidské zdravi. Stejnym
zplGsobem jsou dale rozebirany tézké kovy, konkrétné Ctyfi zastupci arsen, kadmium, olovo a

rtut. Jsou zde uvedeny mechanismy kontaminace a podstata jejich toxicity.

Analyticka ¢ast je rozdélena na dva sektory, kdy prvni ¢ast je vénovana metodam,
zamérenym na stanoveni mykotoxinl v potravinovych doplficich. Je zde sepsan struény vycet
analytickych technik k tomuto Ucelu vyuzivanych, nasledovany konkrétnimi, v praxi pouzitymi
metodami, které byli vyvinuty pro stanoveni konkrétniho mykotoxinu (¢i skupiny mykotoxin().

Analogicky je druhy sektor vénovan metodam, stanovujicich tézké kovy.

Pro stanoveni mykotoxinl je nejcastéji pouzivdna metoda HPLC, respektive UHPLC
v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem, ¢i fluorescen¢nim detektorem, nebot velka ¢ast
mykotoxini vykazuje schopnost fluorescence. Vétsi variabilita se nachdzela v pouZitych
extrakénich technikach, které zahrnovaly rizné variace SPE, mikroextrakce, disperzni extrakce
(QUEChERS) a dalsi, v on-line i off-line usporadani. Metody pro stanoveni tézkych kovu byly
pouzity predevsim dvé, a to atomova absorpéni spektrometrie a hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem. Extrakéni technika zde byla jednotnd: metoda mikrovinné
digesce. Obecné se vsak da fict, Ze problematika stanoveni kontaminant( v potravnich
doplncich neni v odborné literature zatim Sifeji publikovdna a pocet odbornych praci teprve

narasta (43).

Nejcastéji analyzovanymi mykotoxiny byly aflatoxiny (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2),
ochratoxin A, pfipadné ochratoxin B, dadle deoxynivalenol, zearalenon, citrinin a fumonisiny.
Nékteré z nich jsou vazany svym vyskytem, ke konkrétnimu typu potravinach doplnkd, napfr.

produkty na bazi Cervené ryze Casto obsahuji citrinin, dopliky z ostropestfce marianského
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zase ochratoxin A. Takovéto charakteristiky umoznuji nastaveni maximalnich povolenych
limitd v danych doplricich. V souc¢asné dobé jsou pro vybrané mykotoxiny nastaveny limity
v potravinach, pred jejich uzitim jako potravinovou slozkou, nikoli vSak ve finalné
produkovanych doplicich. Jak je v3ak vidét z citovanych praci, u velké ¢asti analyzovanych
nutraceutik byla zjiSténa v nemalo pripadech kontaminace mykotoxiny pfevysujici standardni
normy pro potraviny ¢i produkty z nich. Nas trh, a obecné i celosvétovy trh je vsak prehlcen
rdznymi variacemi nutraceutik, a legislativa nestihd doplfiovat pfipustné hladiny mykotoxind
v nich. S tézkymi kovy je situace jednodussi, zde jsou limity nastaveny souhrnné pro viechny
dopliky stravy, vyjimkou je vSak arsen, pro ktery zatim maximalni pfipustnou hodnotu

nemame.

ZpUsoby stanoveni kontaminant( v doplficich stravy se v poslednich letech vyvijeji velmi
rychle. Jsou zde snahy nejen o co nejkvalitnéjsi instrumentalni separaci ale i o i¢inné metody
extrakce a nasledné detekce. Vzhledem k tomu, Ze na trhu pfibyvaji nové a nové potravinové
doplriky, mGZeme predpokladat, Ze se metody budou déle vyvijet. ProtoZe jsou nutraceutika
jiz findlnim produktem, je cilem téchto metod, predevsim selektivni a rychld analyza, kterd

umozni v€asné upozornéni na pritomnost kontaminace.
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