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ABSTRAKT
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Ucel této prace spocival ve vyvoji a srovnani UHPLC a UHPSFC analytické metody ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro ctyfi béiné ochratoxiny.
Experimenty byly provedeny na UHPLC systému ACQUITY UPLC a UHPSFC systému
ACQUITY UPC?, hmotnostni spektrometr XEVO TQ-XS byl totozny.

Na pocdatku byla provedena optimalizace parametr( iontového zdroje a SRM prechodd.
Pro UHPLC byly testovany ve smési s ACN 3 vodné slozky mobilni faze — kyselina
mravenci, octova a amoniak, pti pritoku 0,4 ml/min, gradientové eluci od 2 % do 95 %
ACN v 5. minuté, teploté 40 °C a koloné Acquity UPLC BEH C18. Pro UHPSFC bylo
testovano ve smési s CO; celkem 6 organickych modifikator: MeOH a MeOH s vodou,
kyselinou mravenci, amoniakem a mravenéanem amonnym, pfi pritoku 1,5 ml/min,
gradientové eluci od 2 % do 45 % MeOH v 5. minuté, teploté 40 °C a tlaku 2000 psi. Déle
byl proveden screening 13 kolon. Optimalizace hmotnostni detekce byla provedena v
SFC testovanim 8 pridavnych kapalin: MeOH, EtOH a MeOH s pfidavkem vody, kyseliny
mravenci, amoniaku a mravenéanu a octanu amonného. Finalni podminky pro UHPLC
byly: kolona Acquity UPLC BEH C18 a mobilni faze v obou médech: ACN + H,0 + 0,01 %
kyselina octova. Findlni podminky pro UHPSFC byly: kolona Acquity UPLC BEH Amide,
mobilni faze CO2 + MeOH + 10 mM mravencan amonny + 2 % H,0 a pfidavna kapalina
MeOH + 5 % H,0 v pozitivnim modu a CO, + MeOH + 10 mM mravencan amonny a MeOH
v negativnim modu. Vyslednd UHPSFC-MS/MS metoda poskytla vyrazné uzsi kalibraéni

rozsah a vyssi dolni limit kvantifikace oproti UHPLC-MS/MS.
Kli¢ova slova: ochratoxiny, UHPLC-MS/MS, UHPSFC-MS/MS, vyvoj metody, optimalizace

Podékovani: Tato prace vznikla za podpory projektu EFSA-CDN, Reg. No.
Cz.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000841.



ABSTRACT
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Title of the diploma thesis: Development of UHPLC-MS/MS and UHPSFC-MS/MS

methods for determination of selected ochratoxins

The purpose of this work was development and comparison of UHPLC and UHPSFC
analytical methods coupled to tandem mass spectrometry for four common ochratoxins.
The experiments were performed using UHPLC system ACQUITY UPLC and UHPSFC
system ACQUITY UPC?, mass spectrometer XEVO TQ-XS was the same in both cases.

First, optimization of ion source parameters and SRM transitions was done. For UHPLC
along with ACN, 3 additives of the water-based component of mobile phase were tested
— formic, acetic acid and ammonia, with flow rate 0,4 ml/min, gradient from 2 % to 95 %
ACN in 5th minute, temperature 40°C and column Acquity UPLC BEH C18. For UHPSFC 6
organic modifiers along with CO; were tested: MeOH and MeOH with addition of water,
formic acid, ammonia, and ammonium formate, with flowrate 1,5 ml/min, gradient from
2 % to 45 % MeOH in 5th minute, temperature 40°C and BPR pressure 2000 psi.
Screening of 13 columns was also conducted. Optimization of MS detection in SFC was
done by testing 8 make-up solvents: MeOH, EtOH, MeOH with addition of water, formic
acid, ammonia and ammonium formate and acetate. The final UHPLC conditions were:
column Acquity UPLC BEH C18 and mobile phase in both modes: ACN + H,0 + 0,01 %
acetic acid. The final UHPSFC conditions were: column Acquity UPLC BEH Amide, mobile
phase CO; + MeOH + 10 mM ammonium formate + 2 % H,0 and make-up solvent MeOH
+ 5 % H,0 in positive mode and CO; + MeOH + 10 mM ammonium formate and MeOH
in negative mode. The final UHPSFC-MS/MS method achieved far narrower calibration

range and higher lower limit of quantification compared to UHPLC-MS/MS.
Keywords: ochratoxins, UHPLC-MS/MS, UHPSFC-MS/MS, method development,
optimization
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Seznam zkratek

1-AA 1-aminoantracen

2-EP 2-ethylpyridin

2-PIC 2-pikolylamin

ACN acetonitril

AcA kyselina octova

AFB; aflatoxin B

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
AmAc octan amonny

AmF mraven¢an amonny

ATP adenosintrifosfat

BEA beauvericin

BEH hybridni sorbent zesitovany ethylenem
BPR regulator zpétného tlaku

CE kolizni energie

Ccv napéti na vstupnim kuzelu

CSH hybridni povrchové nabitd ¢astice

DEA dietylamin

DON deoxynivalenol

EnA, EnB enniatin A, B

ESI ionizace elektrosprejem

EtOH etanol

FA kyselina mravenci

FD fluorescenc¢ni detekce

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IsoP isopropanol

LC kapalinova chromatografie

LC-MS/MS kapalinova chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni detekci
LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

LLOQ spodni limit kvantifikace



MeOH metanol

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
MW molekulova hmotnost

N/A nedostupné

NDH nejnizsi detekovatelna hladina

oM organicky modifikator

OP-0OTA ochratoxin A s otevienym laktonem
OTA ochratoxin A

OtaA polyketid syntaza

OtaB neribozomalni protein syntetaza

OtaC monooxygenaza cytochromu P450
OtaD halogendza

OTB ochratoxin B

oTC ochratoxin C

OTa ochratoxin alfa

OTB ochratoxin beta

PFP pentafluorofenyl

Q kvadrupdl

QgQ trojity kvadrupdl

Q-trap tandemové spojeni trojitého kvadrupélu s linearni iontovou pasti
RSD relativni smérodatna odchylka

SIM selektivni monitorovani iontu

SF stacionarni faze

SFC superkriticka fluidni chromatografie
SPE extrakce na tuhou fazi

SRM monitorovani vybrané reakce

TOF analyzator doby letu

tr retencni ¢as

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie

uLoQ horni limit kvantifikace



UHPSFC
UVv/VvIS
ZEN

ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie
ultrafialovo-viditelna oblast

zearalenon
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1. Uvod

Ochratoxiny predstavuji jednu ze skupin mykotoxint, toxickych latek produkovanych
plisnémi. Toxicky Ucinek téchto latek je multifaktoridlni a vede zejména k poskozeni
ledvin a jater. Latky jsou potencidlné karcinogenni a imunotoxické. NejvyznamnéjSim
zastupcem je ochratoxin A, jenz je nejbéznéjsi a zaroven se také zda byt nejtoxictéjsi.

Vétsina ochratoxin(l vSak stdle nebyla dostatec¢né prozkoumana.

Ochratoxin A je béZznym kontaminantem potravin na celém svété. V disledku potieby
spliovat podminky stanovované autoritami na kvalitu potravin v rlznych zemich byly
vyvinuty metody pro stanoveni téchto toxind. Jen mdalo metod bylo ale vyvinuto pro
analyzu biologickych materialQ. Jelikoz ale probiha vyzkum vlivu ochratoxint na lidské
zdravi, je potfeba takové metody také vyvijet a mit k dispozici. Jednotlivé latky skupiny
ochratoxinl se v potravinach i v biologickych vzorcich vyskytuji obvykle ve velice nizkych
koncentracich, pfi kterych ale jiz mohou byt toxické. Proto je potfeba vysoce citliva
detekéni technika, kterd pri takovychto podminkach zajisti spolehlivé stanoveni. Toto
spliuje tradi¢ni fluorescenéni detektor. Dalsi moZnosti je hmotnostni spektrometrie,
kterd v publikovanych pracich v soucasnosti previada. Navic, kvili sloZitosti matrice
biologickych vzorkd je optimalni vyuzZiti chromatografickych separacnich metod, pro

zlepSeni kvality dat.

Kapalinova chromatografie v systému reverznich fazi s vyuzitim tandemové hmotnostni
spektrometrie pro detekci je v soucCasnosti metodou volby pfi analyze ochratoxin(
v biologickych vzorcich. Jiné metody byly v databazich zastoupeny jiz velmi omezené.
Moznou alternativou kapalinové chromatografie je superkriticka fluidni chromatografie,
kterd pfinasi zménu v mechanismu separace a mUze byt pfinosnd pti analyze nejen

lipofilnich latek.

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem, optimalizaci a srovnanim metod pro analyzu
ochratoxinl s vyuzitim kapalinové chromatografie a superkritické fluidni chromatografie

ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
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2. Cil a popis zadani prace

Hlavnim cilem této prdce je vyvinout rychlou a citlivou metodu pro stanoveni vybranych
ochratoxinl s vyuzitim kapalinové chromatografie a superkritické fluidni chromatografie
ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii. DalSim cilem je porovnat tyto

techniky.

Pfed experimenty bylo potfeba vyhledat potfebné informace v literature, tedy:
fyzikdlné-chemické vlastnosti analytli, monoizotopické molekulové hmotnosti,
schopnosti pfijimat nebo poskytovat elektrony a také informace o strukture a potencialni

fragmentaci latek.

V prvnich experimentech byla vyvinuta a optimalizovana UHPLC-MS/MS metoda pfi niz
byly také ziskdny nejvhodnéjsi SRM prechody jednotlivych sloucenin. V ramci
optimalizace chromatografické separace v UHPLC bylo pouze testovdno slozeni mobilni

faze, a to kyselina mravenci (FA), octova (AcA) a amoniak v koncentracich 0,1 a 0,01 %.

Dalsim cilem byl vyvoj UHPSFC-MS/MS metody. Nejprve byly optimalizovany parametry
MS detekce a to: parametry iontového zdroje a sloZeni pridavné kapaliny, kde bylo
testovano celkem 8 moznych slozeni, EtOH, MeOH a MeOH s aditivy kyselinou mravenci,
amoniakem, mravenanem amonnym (AmF) a octanem amonnym (AmAc), vidy
v koncentraci 10 mM. Testovan byl také pridavek vody v MeOH, a to v koncentracich 2 a
5 %. Dale bylo potreba optimalizovat chromatografickou separaci v SFC. To zahrnovalo
provedeni screeningu celkem 13 kolon a testovani sloZzeni organického modifikatoru, kde
bylo testovdno celkem 6 alternativ, Cisty MeOH a MeOH s aditivy kyselina mravendi,
amoniak a mravenfan amonny v koncentracich 10 mM. S aditivem AmF byl také

testovan pridavek vody v koncentraci 1 a 2 %.

Na zavér bylo zdmérem srovnat hotové metody pomoci kalibrac¢nich zavislosti. Ovéreni

opakovatelnosti nastfiku bylo provedeno pouze v pripadé UHPLC metody.
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3. Teoreticka cast

3.1 Moderni HPLC

Moderni pfistupy k HPLC umoznily zvySeni separacni Ucinnosti, selektivity a urychleni
analyz. U ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) je vyuZito castic
sorbentu mensich nez 2 um. Diky tomu je mozné poutzit kratsi kolony s malym priimérem
(obvykle 100 x 2,1 mm), coz vede ke zkraceni analyz za soucasného zvyseni separacni
ucinnosti. Vyhodou je také vyrazné snizeni spotfeby mobilni faze i vzorku. Zakladnim
aspektem UHPLC instrumentace je minimalizace mimokolonovych prostorl jako jsou:
spojovaci kapilary, detekéni cely, injekéni systémy. V dlisledku malych ¢astic sorbentu je
totiz UHPLC systém mnohem vice nachylny k rozmyvani elu¢nich zén. Mensi ¢astice
kladou na zakladé Darcyho zdkona prltoku mobilni faze vétsi odpor. Proto UHPLC
vyzaduje oproti HPLC specidlni instrumentaci odolnou proti vysokému tlaku. Nutna jsou
Cerpadla schopna konzistentné a stabilné Cerpat pfi takto vysokych tlacich a detekéni
systémy schopny sbirat data pfti rychlych analyzach. Alternativou mize byt vyuZiti ¢astic
s pevnym jadrem a poréznim povrchem (core-shell ¢astic), u nichz k separaci dochazi
pouze na poréznim povrchu o Sifi obvykle cca 0,5 um. Zbytek ¢astice neni porézni, coz
umozni rychlou a ucinnou separaci, pficemz nardst zpétného tlaku je oproti UHPLC
vyrazné mensi. | zde je zakladnim poZadavkem na instrumentaci minimalizace prispévk(

mimokolonovych prostora [1-3].
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3.2 Superkriticka fluidni chromatografie
Mobilni fazi v superkritické fluidni chromatografii je nadkriticka kapalina. Je to specidlni
stav kapalné latky, ve kterém se nachdzi, kdyz dojde k pfekonani kritické teploty a tlaku.
Takova tekutina ma potom zvlastni vlastnosti nachazejici se na pomezi kapaliny a plynu,
pficemz spojuje vyhodné vlastnosti obou. Oproti bézné kapaliné, viskozita nadkritické
tekutiny je nizsi a difuzivita naopak vyssi, a tak jsou umoznény rychlejsi separace s nizSim
zpétnym tlakem v systému. Oproti plynu ma nadkriticka kapalina vSak vyssi solvatacni

silu a Ize ji pouzit i pro latky netékavé a termolabilni [4].

3.2.1 Specifika mobilni faze v SFC

V soucasnosti je jedinym prakticky pouzivanym zakladem mobilni faze oxid uhlicity.
Tento netoxicky, nevybusny plyn ma snadno dosazitelné hodnoty kritické teploty i tlaku
(31 °C, 7,4 MPa) a je snadno dostupny v dostatecné kvalité pro SFC analyzu. Jako takovy
ma vSak nedostacujici elucni silu pro své vysoce lipofilni vlastnosti odpovidajici hexanu.
Problém byl vyfeSen pfidanim organického modifikatoru jako druhé slozky mobilni faze.
Castym prikladem modifikatoru je metanol. PouZit Ize také dali rozpoustédla bézna pro
HPLC jako acetonitril nebo etanol. PouZitim organickych modifikatord dochazi
k vyraznému zesileni eluéni sily mobilni faze, a mlze byt dosazeno zkraceni analyz a
zlepseni tvaru pik(l. Organicky modifikdtor miZe ddle obsahovat aditiva obvykle
charakteru kyselin, zasad nebo soli. DalsSim moZznym aditivem je voda, kterd v nizké
koncentraci mlzZe vylepsit tvar pik(, i podpofit eluci latek. ProtoZe organicky modifikator
predstavuje slozku s vyssi eluéni silou, pfi gradientové eluci je zvySovan jeho podil na
ukor oxidu uhli¢itého. S tim je ovSsem spojend také zména kritickych hodnot teploty a
tlaku pro vzniklou smés, a tak se systém m{iZze béhem analyzy dostat do podkritického
stavu. ProtozZe ale pfechod mezi vlastnostmi nadkritickych a podkritickych systému neni
narazovy, ale postupny, zachovava si i tak své vyhodné vlastnosti [5, 6]. Fazovy diagram

typické mobilni faze v SFC je uveden na Obr. 1.
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Obr. 1: Fazovy diagram mobilni faze na bdzi CO, vyuzivané v SFC. Tlusté ¢ary vyjadfuji hranice
fazového diagram Cistého oxidu uhli¢itého, svétlé ¢ary ukazuji izochory s konstantni hustotou
mobilni faze, cerveny bod je kriticky bod Cistého oxidu uhli¢itého, prazdné krouzky jsou pak
kritické body mobilni faze s pfidavkem od 14 do 38 % metanolu, smérem zleva se pfidavek

metanolu zvysuje. Upraveno dle [4].
3.2.2 Rozdily v SFC instrumentaci oproti HPLC

V SFC je potreba regulator zpétného tlaku (BPR), ktery presné reguluje tlak v systému, a
zajisti tak opakovatelnost retencnich c¢ast a stabilitu zdkladni linie. Kolony se
stacionarnimi fazemi vyvinutymi pro HPLC jsou poutzitelné i v SFC, i kdyZz existuji i
specidlni sorbenty vyvinuté pro SFC (napt. 2-ethylpyridin). Vyhodou je, Ze odpada vybér
chromatografického mdédu, vzhledem k tomu, Ze charakter mobilni faze se neméni, méni
se pouze faze staciondrni. Lze takto separovat jakékoli latky, které se rozpusti v mobilni
fazi na bazi oxidu uhlicitého. Oproti HPLC ovSem neexistuje jednoznacny univerzalni
vyuzit paprskovy diagram zobrazeny na Obr. 2, vyvinuty skupinou Caroline West,

zamérenou na studium a charakterizaci stacionarnich fazi pro SFC. Tento diagram bere
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Obr. 2: Paprskovy diagram stacionarnich fazi v SFC. Jednotlivé paprsky reprezentuji parametry
interakce sorbentu s analyty, pficemZ staciondrni faze jsou posouvany ve sméru Sipky na zakladé
toho, jak moc se projevi dana interakce. Velikost bublin pak udava silu interakce pro dany

sorbent [8].

v potaz sedm zakladnich deskriptor(i popisujicich interakci analytu s chromatografickym
systémem a to: interakce elektronovych pard, interakce dipdél-dipdl, donor nebo
akceptor vodikovych vazeb, disperze a koheze a také naboj zaporny nebo kladny. Pfi
poutziti kolon s ¢asticemi mensimi nez 2um, je mozné hovofit o analogii UHPLC — o ultra-
vysokoucinné superkritické fluidni chromatografii (UHPSFC). Takovy systém ptindsi dalsi
zkraceni analyzy a zvySeni separacni uéinnosti, navic oproti UHPLC také s nizSim zpétnym
tlakem v systému diky specifikim mobilni faze. V UHPSFC je ale vhodné pouzit kolony
svySsSim prlmérem - obvykle 3,0 mm, zddvodu instrumentace s vy$Simi
mimokolonovymi objemy, které zatim neodpovidaji standarddm uzivanym pfi UHPLC.
Vlastnosti kolon testovanych v této praci jsou shrnuty v Tab. 1. Mezi detektory v SFC patfi
UV/Vis detektor, jehoZ konstrukce musi zahrnovat detekéni celu odolnou vidi tlaku,

naopak fluorimetricka detekce je v SFC prozatim problematicka. Tak jako u HPLC, i zde je

stdle vice vyuzivand hmotnostni detekce [1,4,7,8].
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SFC predstavuje zajimavou alternativu k HPLC. Moderni SFC systémy jsou dostatecné
spolehlivé, citlivé a robustni i pro stanoveni necistot v 1éCivych pfipravcich a jiné stopové
analyzy. Tradi¢ni vyuZiti pro separaci nepoldrnich latek typu lipidd ¢i vitamin(
rozpustnych v tucich uZ zdaleka neni jedinou moZnosti. S pridavkem organickych
modifikatora ¢i aditiv se spektrum analyzovatelnych latek velmi rozsifuje. Metoda SFC
byla vyuZita pro analyzy pfirodnich latek, napf. obsahovych latek lécivych rostlin,
environmentalnich polutantl a ropnych produktl nebo farmaceutik se zaméfenim na

l[atky chirdlni i achirdlni [9,10].
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Tab. 1: Vlastnosti kolon pouzitych pro screening v SFC.

kolona Viridis HSS C18 SB Viridis BEH 2-EP CORTECS HILIC Cosmocore Cholester Torus DEA
ligand Cis 2-ethylpyridin N/A cholesteryl dietylamin
velikost a typ ¢astic 1,8 um 1,7 um 2,7 um, povr. porézni | 2,6 um, povr. porézni 1,7 um
rozméry 3x100 mm 3x100 mm 3 x100 mm 3 x100 mm 3 x100 mm
tlakovy a teplotni limit 415 bar 415 bar 1240 bar, 45 °C 650 bar, 60 °C 415 bar, 60 °C
velikost pér(i, mérny povrch 130 A, 185 m?/g 130 A, 185 m?/g 90 A, 100 m?/g 90 A, 150 m?/g 130 A, 185 m?/g
endcapping ne ne N/A ano ne
pokryti uhlikem 8,5% 9% N/A N/A N/A
vyrobce, zdroj Waters, [11] Waters, [11] Waters, [11] Nacalai Tesque, [12] Waters, [11]
kolona Acquity UPC? CSH Acquity UPC? Torus Acquity UPLC BEH Kinetex Biphenyl Torus Diol
Fluoro-Phenyl 1-AA Shield RP18
ligand pentafluorofenyl 1-aminoanthracen Cis bifenyl diol
velikost a typ ¢éstic 1,7 um 1,7 um 1,7 um 2,6 um, povr. porézni 1,7 um
rozmeéry 3 x 100 mm 3 x 100 mm 3 x100 mm 3x 100 mm 3 x100 mm

limitni tlak, teplota

1240 bar, 60 °C

415 bar, 60 °C

1240 bar, 50 °C

600 bar, 60 °C

415 bar, 60 °C

velikost porl, mérny povrch

130 A, 185 m?/g

130 A, 185 m?/g

130 A, 185 m?/g

100 A, 200 m?%/g

130 A, 185 m?/g

endcapping ne ne ano N/A ne
pokryti uhlikem 10% N/A 17% 11% N/A
vyrobce, zdroj Waters, [11] Waters, [11] Waters, [11] Phenomenex, [13, 14] Waters, [11]
kolona Acquity UPC? Torus Viridis BEH Acquity UPLC BEH Acquity UPLC BEH
2-PIC Amide Amide
ligand 2-pikolylamin N/A amid amid
velikost a typ ¢astic 1,7 um 1,7 um 1,7 um 1,7 um
rozmeéry 3 x 100 mm 3 x 100 mm 2,1 x 100 mm 3 x 100 mm
limitni tlak, teplota 415 bar, 60 °C 415 bar 1240 bar, 90 °C 1240 bar, 90 °C
velikost pord, mérny povrch 130 A, 185 m?/g 130 A, 185 m?/g 130 A, 185 m?/g 130 A, 185 m?/g
endcapping ne N/A ne ne
pokryti uhlikem N/A N/A 12 % 12 %

vyrobce, zdroj

Waters, [11]

Waters, [11]

Waters, [11]

Waters, [11]
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3.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie predstavuje analytickou techniku, pfi niz dochazi ke vzniku
iontd v plynné fazi a k jejich separaci a nasledné detekci na zakladé poméru molekulové
hmotnosti k ndboji (m/z). Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze zakladnich tfi ¢asti:
iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. loniza¢ni techniky Ize rozdélit
na tvrdé a mékké na zakladé predavané energie. Pfi mékkych ionizacnich technikach
dochdzi k minimalni fragmentaci a k funkci nevyZzaduji vakuum. Jednim z hlavnich
zastupcu je elektrosprej (ESI). Hmotnostni analyzator pouzity v této praci byl trojity
kvadrupdl. Jedna se o tandemové spojeni tti kvadrupdl(i za sebou. Prostfedni muze byt
vyuzit jako kolizni cela, kde za pritomnosti kolizniho plynu dochazi k fragmentaci iont0.
Ve zbylych ¢lancich dochazi k vybéru iontl na zdkladé m/z a kjejich separaci. Tato
konstrukce umozniuje MS/MS experimenty, s vyhodou uZivané pro identifikaci a zejména
kvantifikaci analytu. Typy skend v hmotnostni spektrometrii jsou shrnuty v Tab. 2. Trojity
kvadrupdl ma nizké rozliseni, Siroky linedrni rozsah a vysokou citlivost. Casté je spojeni
hmotnostni spektrometrie jako detekéni techniky se separaéni metodou, napf.:

kapalinovou, plynovou nebo superkritickou fluidni chromatografii [15-17].

Tab. 2: Typy skenli v hmotnostni spektrometrii a jejich zakladni charakteristiky, vytvoreno podle

[1].

iontovy
2droj —» MS1 —b%ﬂ MS2 | —» | data
mMsS1 fragmentace | MS2 typ skenu
MS sken skenuje - - kvalitativni
SIM fixni m/z - - kvantitativni
sken produktovych ionta fixni m/z + skenuje | kvalitativni
SRM fixni m/z + fixni m/z | kvantitativni
sken prekurzorovych iontd | skenuje + fixni m/z | kvalitativni
sken neutrélnich ztrat skenuje + skenuje | kvalitativni (kvantitativni)
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3.3.1 Spojeni LC-MS

Oproti samotnému pouziti hmotnostni spektrometrie, separace v kapalinovém
chromatografu umozni, mimo jiné, oddéleni izobarickych a izomernich latek (tedy latek
o shodné molekulové hmotnosti), omezeni interferenci (napf. potlaovani signalu),
zlepSeni podminek pro kvantitativni analyzu a potvrzeni identity na zakladé retencnich
¢asl. Diky rozvoji mékkych ionizacnich technik fungujicich za atmosférického tlaku je
spojeni LC s MS jiz pomérné snadné a rutinni. Nej¢astéji vyuzivané jsou elektrosprej (ESI)
a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCIl). NejbéZnéjSi hmotnostni analyzatory
predstavuji kvadrupdl, iontova past, analyzator doby letu (TOF) a orbitrap; ¢asté jsou
také hybridni analyzatory. Spojeni kapalinové chromatografie s analyzatorem na bazi
iontové cyklotronové rezonance je vzhledem k nizké skenovaci rychlosti naro¢né a neni
bézné vyuzivano. Zasadnim rozdilem LC-MS oproti bézné kapalinové chromatografii je
nutnost vyuZziti pouze tékavych aditiv do mobilni faze, napfiklad kyseliny mravenci nebo
octové, amoniaku ¢i mravenanu amonného. Nevhodné je poufZiti iontové pdrovych
¢inidel. Tyto latky charakteru silnych kyselin nebo zasad zlepSuji retenci pfi separaci na
reverznich fazich, ale extenzivné také kontaminuji systém a mohou vést k potlaceni
signalu pfi MS detekci. Rozpoustédla pouZivana pfi spojeni LC-MS musi byt tékava a
snadno ionizovatelna. Silné nepoldrni rozpoustédla typu hexanu, vyuZivana ¢asto pfi
chromatografii na normalnich fazich, nemaji dostate¢nou schopnost pfijimat ndboj a
nejsou proto pfilis vhodna. Z tohoto pohledu je snazsi spojeni hmotnostni spektrometrie
s HPLC v systému reverznich fazi, s rozpoustédly typu acetonitril nebo metanol a voda. |
pres vysokou selektivitu LC-MS je zejména pFi bioanalyze obvykle nutné pfed samotnou
separaci zaradit Upravu vzorku. Jinak by kromé kontaminace systému mohlo dojit
k vyraznym matricovym efektlim, které ovliviiuji odezvu iontl v dlsledku koeluce
s matrici vzorku a narusuji tak reprodukovatelnost, spravnost, linearitu a presnost pfi

kvantitativni analyze [1,18].
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3.3.2 Spojeni SFC—MS

| spojeni SFC s hmotnostni spektrometrii je v soucasné dobé jiz rutinni a vyuZivané
v mnoha analytickych laboratofich. Zasadni rozdil oproti LC-MS spocivd zejména
v charakteru mobilni faze — pfi pfechodu mobilni faze z prostiedi SFC o vysokém tlaku
s BPR do prostiedi s atmosférickym tlakem viontovém zdroji dochdzi ke zménam
vlastnosti nadkritické kapaliny. Problémem je dekomprese oxidu uhli¢itého spojend s
moznosti rozdéleni fazi a snizenim obsahu rozpoustédla vedoucim k precipitaci analytu.
Tento problém byl vyfeSen zavedenim pridavného toku kapaliny. Existuje nékolik
konstrukénich feSeni, pfiéemZz v soucasnosti jsou vyuzivany hlavné dva: cerpadlo
pridavné kapaliny s délicem toku pred BPR a systémy bez déli¢e toku. Prvni pfistup za
kolonou ptivadi pfidavnym cerpadlem pridavnou kapalinu a pak ¢ast priitoku odvede na
hmotnostni detektor, zatimco zbytek pokracuje pres BPR do odpadu. Toto provedeni je
vyuzivano spole¢nostmi Waters a Agilent. PFi vyuziti celkového toku nedochazi
k rozdéleni a cely pratok mobilni faze i s pfidavnou kapalinou je sméfovan do iontového
zdroje. V dlsledku vysokého obsahu oxidu uhli¢itého zpuUsobujiciho ochlazeni pfi
dekompresi je zde dllezitéjsi zahrivani spojovacich ¢lanku SFC a MS. Toto feSeni lze
nalézt v pfistrojich spole¢nosti Shimadzu a Agilent. ProtoZe pfidavna kapalina ovlivni
odezvu pfistroje pro rGzné analyty, pfinasi jeji sloZzeni dalsi proménnou do vyvoje SFC-
MS metody, kterou je nutno optimalizovat. MozZnosti jsou velmi podobné jako u
organického modifikatoru, nejéastéji je vyuzivdn metanol nebo etanol, pfipadné

s vhodnym aditivem [19-21].
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3.4 Ochratoxiny

3.4.1 Uvod

Ochratoxiny predstavuji skupinu béZnych mykotoxinl Fadicich se mezi sekundarni
metabolity nékterych druhl rodu Aspergillus a Penicillium. Svij nazev ziskaly od druhu
jako prvni popsan. Kromé A. ochraceus byly ochratoxiny objeveny i u dalSich zastupct
rodu jako A. niger, A. carbonarius a tady dalSich. Zastupci rodu Aspergillus jsou
povazovani za hlavni zdroj ochratoxin( v oblastech subtropl a trop(. Typicky napadaji
zemédélské plodiny jako je vino, kdva, kakaové boby. U zastupcl rodu Penicillium, jako
je napt.: Penicillium verrucosum nebo P. nordicum, to plati u chladného pasma, zejména

u obilnin, P. nordicum typicky napada stravu bohatou na proteiny (maso, syry) [22-24].

Ochratoxin A je povaZovan za jeden z nejdulezitéjsich mykotoxind. Jeho zakladni
struktura je tvorena dihydrokumarinovym zdkladem spojenym amidovou vazbou s L-
fenylalaninem. Ostatni ochratoxiny jsou strukturné velmi podobné. Zakladni zastupci
jsou ochratoxin B (OTB, dehalogenovany derivat OTA), ochratoxin C (OTC, etylester OTA).
Ochratoxiny a a B (OTa a OTP) jsou analoga OTA a OTB, u kterych doslo k rozstépeni
amidové vazby. Struktury zakladnich ochratoxin(i jsou na Obr. 3. Byla popsdna rada

dalsich metabolitl, ale mnoho z nich bylo pfipraveno prozatim pouze synteticky [24].
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Obr. 3: Struktury vybranych ochratoxin(, vytvofeno pomoci ChemDraw.

Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych ochratoxin( jsou shrnuty v Tab. 3.
Ochratoxiny jsou latky dobfe rozpustné v polarnich organickych rozpoustédlech a ve
vodé o alkalickém pH, ale jen slabé rozpustné ve vodé o kyselém nebo neutrdlnim pH.
Ve velmi nepoldrnich rozpoustédlech (jako jsou nasycené uhlovodiky) se nerozpousti.
DuleZitou vlastnosti je silnd schopnost fluorescence, ¢ehoz se vyuziva pro detekci. Dalsi
charakteristikou, spiSe negativniho razu, je vysoka stabilita OTA (a zfejmé i dalSich
ochratoxint), a to vlci teploté, acidité i radiacnimu zareni. OTA se nepodafilo zcela
eliminovat ani pfi sterilizaci v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 3 hod. Pfi zahtati pfi
rdznych uUrovnich vlhkosti na 200 °C také nedoslo k termalnimu rozkladu. Pouze pfi
zahratinad 100 °Cv alkalickém prostredi zfedéného roztoku NaOH doslo k rozkladu latky
i poklesu cytotoxicity. Je oCekavano, Ze pokud je potravina kontaminovana ochratoxiny,

je velmi obtizné ji opét dekontaminovat [24-26].
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Tab. 3: Fyzikdlné-chemické vlastnosti vybranych ochratoxin(.

poEeto pocet ) MW? MW?

Mw? PK.2 LogP* don:::ru2 akcel|-:;foru2 [M+H]* [M-H]

OTA 403,0823 3,29 4,7 3 7 404,09 402,08
OTB 369,1212 3,4 4,1 3 7 370,13 368,11
oTC 431,1136 7,62 5,4 2 5 432,12 430,11
OTa 256,0139 2,13 3,4 2 7 257,02 255,01
OTB 222,0528 2,61 2 2 5 223,06 221,05

1: ziskdno z PubChem [27]

2: ziskano ze SciFinder [28]

3: vypocitdno pomoci ChemDraw

NejcastéjsSim zplUsobem expozice ochratoxinlm je poziti kontaminované potraviny.
Zejména OTA je povaZzovan za velmi casty kontaminant, a to predevsim obilnin a
produktl z nich pfipravovanych, ale také napt. kavy, kakaa, vina, séji, ofech(, koreni
nebo piva. V ptipadé pozieni krmiva s obsahem ochratoxin( ¢asto dochdzi k akumulaci
v rliznych organech a mohou tak byt kontaminovany produkty ziskavané ze zvirat jako je
mléko nebo maso. Primérny prijem OTA byl v EU odhadnut na 15-60 ng/kg télesné
hmotnosti za tyden u dospélého ¢lovéka. Tolerovatelny tydenni pfijem byl nastaven na

120 ng/kg [29, 30].

Ochratoxiny jsou pro ¢lovéka velice toxické. Jako nejvice toxicky se stale jevi OTA. Jeho
ucinek byl prokdzan na mnoha Urovnich jako je: nefrotoxicita, hepatotoxicita,
imunosupresivni Ucinek, teratogenita. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny jej
fadi do kategorie 2b, tedy mezi potencidlni karcinogeny. ProtoZe se jedna o béiny
mykotoxin, jeho koncentrace v potravinach je regulovana Evropskou unii. Tyka se to
pfedevsim obilnin, vina, susenych plod( a dalSich. Ostatni ochratoxiny jsou také toxické.
Jejich toxicita je ale obvykle povazovana za vyrazné slabsi. Riziko pro ¢lovéka mohou
predstavovat pfi dlouhodobé expozici, popfipadé ve smésich potencujicich toxicitu. Dle

soucasnych poznatk( Ize odhadnout, Ze toxicita klesa v radé: OTA > OTC > OTB [31,32].
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3.4.2 Biosyntéza ochratoxint

Pavodni predpoklad byl, Ze syntéza ochratoxin(i za¢ina skrz polyketidovou cestu od
acetyl CoA. V roce 1979 predstavili Huff a Hamilton model, ktery vychazel z chemické
struktury ochratoxinu. Podle nich byl meziproduktem v syntéze OTA mellein, sekundarni
metabolit s podobnou strukturou. OTA vznika biosyntézou dle teorie jako konecny
produkt z OTB, OTa a OTC. Tato hypotéza byla popfena, kdyz Harris a Mantle
experimentalné dokazali, Ze kolonie A. ochraceus pro syntézu OTA mellein nevyuzila.
Zaroven zpochybnili vyznam OTC jako meziproduktu, z néhoZ vznikd OTA. Naopak pfisli
s ndvrhem odlisné biosyntetické cesty, vedouci pres OTB a OTa s moZnou alternativou
pres OTP a OTB. S rozvojem molekularni biologie na fadu postupné pfrisli dalsi védci a
v roce 2018 Wang et al. predstavili svou vlastni biosyntetickou cestu pro ochratoxiny,
kterd byla potvrzena rozsdhlou studii svyuzZitim genetického zakladu proteinG
Ucastnicich se této cesty. Jejich prace upravila a doplnila pfedchozi studie. Dle Wang et
al. jsou zakladnimi prekurzory ochratoxint acetyl CoA a malonyl CoA, které enzymy
polyketid syntdza (OtaA) a monooxygendza cytochromu P450 (OtaC) preméni na
ochratoxin beta, ktery je nasledné propojen amidovou vazbou s L-fenylalaninem pomoci
neribozomalni protein syntetazy (OtaB) na ochratoxin B. Nakonec je OTB halogenizovan
enzymem halogendaza (OtaD) na chloroderivat ochratoxin A, jako zdkladni produkt
biosyntetické cesty. Popsana biosyntetickd cesta je zndzornéna na Obr. 4. Na zakladé
posledniho vyzkumu OTC ani OTa nejsou prekurzory pfi syntéze OTA. Dle zatim
dostupnych informaci lze ocekdvat, Ze se jednd o metabolity OTA, popfipadé pribuznych

latek [33-36].
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Obr. 4: Biosynteticka cesta produkce ochratoxind, zacinajici acetyl CoA a malonyl CoA a koncici
ochratoxinem A, nakresleno v programu Chemdraw podle [35].

3.4.3 Toxikokinetika a toxikodynamika ochratoxint

OTA je rychle absorbovan pres gastrointestinalni trakt. Diky kyselému charakteru se
pasivni difusi vstiebava zejména ze zaludku a také z tenkého stfeva. V krevnim obéhu se
vice nez 90 % procent vaze na krevni bilkoviny, zejména albumin. Biologicky polo¢as OTA
se u zivocisnych druhl velmi lisi, u ¢lovéka byl zjistén velice dlouhy biologicky polocas az
23,5-35,5 dne. Eliminace je velmi pomala diky extenzivni vazbé na albumin, reabsorpci
v proximalnich tubulech a enterohepatalni cirkulaci. Ochratoxiny jsou metabolizovany
strevni mikroflérou, typické je to zejména u prezvykavcu. Bylo zjisténo, Ze u rady druh
véetné Clovéka; OTA prostupuje placentdrni bariéru a mize pronikat také do materského
mléka. Z hlediska metabolismu se zd3a, Ze ochratoxiny jsou metabolizovany pouze
¢aste€né a metabolity OTA maji nizsSi nebo Zadnou toxicitu. [32,37-39]. Zdakladnim
metabolitem je OTa (OTP u OTB), ktery ¢aste¢né vznikd rozstépenim amidové vazby jiz
v GIT. Oxidaci mikrosomalnim systémem cytochromi vznikd obvykle 4-hydroxyOTA,
malo toxicky metabolit. V alkalickych podminkdch muazZe vzniknout otevienim
laktonového kruhu OTA s otevienym laktonem (OP—OTA). Vzhledem k vyssi polarité se
zda byt méné toxicky, je vsak potfeba dalsich studii k tomu, aby toxicita metabolitd OTA
byla dostatec¢né popsdna. V modci, krvi i tkdnich zvifat nebo lidi byly objeveny také
metabolity druhého stupné metabolismu, tedy konjugaty s glukuronovou kyselinou

nebo napf. glutationem [38,40-42]. Mozné metabolity OTA jsou shrnuty na Obr. 5.
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Obr. 5: NavrZené biotransformacni cesty ochratoxinu A. Metabolicka transformace u ¢lovéka
zahrnuje vznik OTa a hydroxylovanych derivati a také konjugatll s glukuronovou kyselinou.
Upraveno dle [38].

Hlavnim znamym ucinkem ochratoxinG je nefrotoxicita. Tento ucinek byl zkoumam u
zvifat i lidi. Ochratoxiny jsou povazovany za moZnou pfi¢inu balkdnské endemické
nefropatie, chronického smrtelného onemocnéni postihujiciho populaci jihovychodni
Evropy. Karcinogenita OTA u lidi je oéekavand vzhledem k prokazané karcinogenité u
zvirat. Bylo provedeno nékolik studii na laboratornich mysich, kde pfijem OTA ve stravé
vedl k rozvoji hepatocelularnich a renalnich karcinomi. Mechanism( ucinku u fady
toxickych efekt(l ochratoxin( je vice a podileji se zfejmé spole¢né. Radi se sem potlaceni
proteosyntézy, snizeni produkce ATP spojené s mitochondrialni dysfunkci. Velmi dllezita
je zfejmé indukce oxidacniho stresu. Tento ucinek je spojen se zvySenou produkci
kyslikovych a dusikovych radikald a snizenou obranyschopnosti buriky vici nim. Dochazi
tak k rychlé peroxidaci lipidd a poskozeni DNA. Karcinogenita mUlzZe byt ale zplisobena
také, mimo jiné, pfimym genotoxickym ucinkem zplUsobenym tvorbou aduktld s DNA,

indukci apoptdzy nebo ovlivnénim mitdzy [38,43-45].
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3.4.4 Analytické metody pro stanoveni ochratoxinti

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o zndmé toxické latky kontaminujici potraviny jiz pfi nizké
koncentraci, je tfreba mit k dispozici rychlé, citlivé a robustni metody pro rutinni analyzu.
Typickym uplatnénim je analyza potravin, a to predevsim se zaméfenim na OTA. Pro
analyzu ochratoxin(l v biologickém materialu Ize nalézt pouze mensi mnozstvi ¢lanku, a
to zejména experimentalnich studii zamérenych na monitorovani expozice populace
mykotoxinlim. Takové studie obvykle analyzuji desitky mykotoxini soucasné v jedné
nebo dvou separacich, pficemZz metodou volby je UHPLC ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Lze také nalézt metody svyuZitim HPLC sfluorescencni detekci,
pouzitelnou s vyhodou bez derivatizace, diky vlastnostem ochratoxinl. Pro analyzu

ochratoxinU s vyuZitim SFC nebyla v databdzich nalezena zadna prace [46-59].

Z hlediska analyzovanych latek jednoznacné prevlada OTA, nasledovan OTa. Okrajové je
mozné se setkat také s OTB a metabolity OTA — 10-OH-OTA a 2’R-OTA. Pro analyzu OTC
a OTP v biologickém materiadlu nebyl nalezen v databazich zadny ¢lanek. Mezi nejcastéji
analyzované biologické materidly patfi pfedevsim moc¢ a krevni plazma, dalSimi jsou
krevni sérum, materské mléko (zajimavé pro studium expozice kojencl mykotoxinim)
nebo napriklad homogenizované tkané. Vzhledem ke komplexnosti biologickych
material( je potfeba pred samotnou analyzou provést Upravu vzorku. V literatufe jsou
vyuzivany nejriznéjsi metody, jako je extrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce na tuhou
fazi, deproteinace i moderni metody online Upravy vzorku. Ochratoxiny se v organismu
metabolizuji pomoci glukuronidace, proto je ve studiich také vyuzivano enzymatické

hydrolyzy glukuronida [46-59].

V souladu s modernimi trendy v souéasnosti prevlada vyuziti UHPLC nad HPLC, zejména
diky rychlejsim a G¢innéjSim separacim. Metody nalezené v literatufe vyuzivaly vyhradné
stacionarni faze na bazi C18 substituovaného silikagelu, jako univerzalni stacionarni faze.
Separacni podminky byvaji standardni, s vyuZitim gradientové eluce pfi kombinaci
mobilni faze vodné (s tékavym aditivem obvykle kyselého charakteru) a organické
(typicky ACN nebo MeOH). Pti fluorescencni detekci bylo mozné vyuzit i netékava aditiva

typu kyseliny fosforecné [46-59].
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V pracich zamérenych na studium ochratoxinl nalezenych v reserSi byly vyuzity
vyhradné hmotnostni analyzatory s nizkym rozliSenim, konkrétné: trojity kvadrupdl a Q-

trap [46-59].

Pro ziskani ¢lankd a odbornych studii bylo vyuZito vyhleddvani v databazich Science
Direct, PubMed, Wiley a ACS. Do vyhledavate bylo postupné zaddvano spojeni
,ochratoxin/s“ a ,,mass spectrometry“, ,,HPLC, ,SFC“ a dalsi vidy spojeno spojovnikem
AND. Nasledné byly ¢lanky filtrovdny na originalni studie a manualné prostudovany pro
identifikaci ¢lankd zamérenych na biologické materidly. Z vysledku byly nakonec vybrany

ty, které byly vydany v poslednich cca deseti letech a byly shrnuty v Tab. 4.
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Tab. 4: Vybrané soucasné metody pro analyzu ochratoxinu.

. , i o e ¢ k,
technika analyty materidl | Gprava vzorku analyticka kolona mobilni faze detekce caf ro .
analyzy zdroj
Nucleosil 100 C18 A: AcA 2%/MeOH (66:34) . 2014
HPLC TA, Ot | LLE FD 4
OTA, Ota plazma (3,0 x 250 mm), 5 um) B: MeOH/IsoP (90:10) SRULL P
kapka .
extrakce z filtr. Nucleodur C18 ISIS A: MeOH + 0,1 FA MS/MS . 2015
HPLC TA, 2'R OTA hé ! 14
OTA, 2R O Slt’rcvee papiru (2,0 x 150 mm, 5 um) B: voda + 0,1 FA (Qtrap) M a7
OTA, 2'R OTA, 10- kaoka
HPLC OH-OTA, Ota, AFB1, SU(F:hé extrakce z filtr. | NUCLEODUR C18 Gravity SB A: ACN + 2% AcA MS/MS 11,5 2017
ZEN, celkem 27 krve papiru (2,0 x 100 mm, 3 um) B: voda + 0,1% AcA (Qtrap) min [48]
latek
krysi mikrodialyza Eclipse Plus C8 ACN : voda : HsPO 2019
HPL TA k ’ ‘ e FD 10 mi
uHPLC 0 MOZEL, 1 Jeproteinace (3,0 x 150 mm, 1,8 um) (50:50:0,1) omin 1 49)
plazma
OTA, 2'R OTA, 10-
HPLC OH-OTA, Ota, DON, sérum, LLE/zfedéni a NUCLEODUR® C18 Pyramid A: ACN +0,1% FA MS/MS | 11,5/13 2019
EnB, AFB1, celkem mo¢ nastrik (2,0x150 mm, 3 um) B: voda + 0,1% FA (Qtrap) min [50]
35 a 27 latek
moc,
plazma, . Poroshell EC-C18 A: MeOH + 5 mM AmAc MS/MS . 2019
UHPLC OTA, Ota tkans | deproteinace (3,0 x 100 mm, 2,7 um) B:voda+5mMAmAc | (Qg@) | T™" | [51]
skotu
A: MeOH : voda : AcA
OTA, Ota, DON, ZEN . HSS T-3 (94:5:1) MS/MS . 2019
UHPLC celkem 37 latek moc¢ QUECHERS (2,2 x 100 mm, 1,8 um) B: MeOH : voda : AcA (QgQ) 18 min [52]
(97:2:1)
UHPLC OTA, Ota, Don, Zen, plazma, deproteinace Poroshell 120 EC-Cys A: MeOH + 5 mM AmAc MS/MS 10 min 2019
celkem 26 latek moc P (3,0 x 100 mm, 2,7 um) B: voda + 5 mM AmAc (Qtrap) [53]
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Tab. 4: Vybrané soucasné metody pro analyzu ochratoxinl — pokracovani

. . . o s ¢ k,
technika analyty materidl | aprava vzorku analyticka kolona mobilni faze detekce caf ro .
analyzy zdroj
OTA, OTB, A:voda + 5mM AmF +
HPLC aflatoxiny, ZEA, lazma Captiva EMR- Ascentis Express C18 0,1% FA MS/MS 30 min 2019
celkem 12 latek na P lipid clean up (2,1 x150 mm), 2.7 um) B: MeOH : voda 95:5 + (QgQ) [54]
nastrik 5mM AmF + 0,1 FA
TA, OTB, Ot
UHPLC fuzon'is(i)n 'czll?e’m Mo SPE CORTECS C18 UPLC A:voda + 0,2% AcA MS/MS 9 min 2020
Y (2,1 x 100 mm, 1,6 pm) B: ACN : MeOH (50:50) (QqQ) [55]
18 latek
LLE,
enzymaticka Poroshell 120 EC-C18 A: MeOH + 5 mM AmAc MS/MS . 2020
UHPLC OTA plazma hydrolyza (2,1 mm x 100 mm, 1,9 um) B: voda + 5 mM AmAc (Qtrap) 9 min [56]
glukuronidd
OTA, Ota, BEA, EnA, matefské HSS T-3 A:voda + 5mM AmAc + MS/MS . 2020
UHPLC EnB, celkem 29 miéko SPE (2,1 x 100 mm, 1.8 um) 0,1% AcA (Qtrap) 19 min 57]
latek ’ oM B: MeOH P
OTA, OTB, .
UHPLC aflatoxiny, matefské | Agilent C-18 A:voda J ;(S"AEAAAmAC T Ms/Ms yy i | 2020
fumonisin, celkem 8 mléko P (2,1 x100 mm, 1,8 um) 13 ;CN (Qtrap) [58]
latek ’
UHPLC 2;3’ S;ﬁ(.eﬁ:?.]]:' moc online SPE Accucore RP-MS A:voda +0,1% FA MS/MS 13 min 2021
’ lstek (2,1 x150 mm, 2,6 um) B: ACN +0,1% FA (Qtrap) [59]

OTA — ochratoxin A, OTB — ochratoxin B, OTa — ochratoxin alfa, DON — deoxynivalenol, AFB1 — aflatoxin B1, ZEN — Zearalenon, BEA — beauvericin, EnA — enniatin A, EnB —
enniatin B, LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny, SPE — extrakce na tuhou fazi, ACN — acetonitril, AcA — kyselina octovd, FA — kyselina mravenci, MeOH — metanol, AmAc —
octan amonny, AmF — mravenéan amonny, IsoP — isopropanol, FD — fluorimetricka detekce, MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
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4. Experimentalni cast

4.1 Pristrojové vybaveni

- hmotnostni spektrometr: Xevo TQ-XS trojity kvadrupdl, Waters, UK

HPLC systém: ACQUITY UPLC I-Class PLUS system, Waters, USA

SFC systém: ACQUITY UPC?, Waters, USA

pracovni program: MassLynx 4.1, Waters, USA

vyhodnocujici program: UNIFI, Waters, USA

analytické vahy: Sartorius ME5-0C, Sartorius, Némecko

trepacka: IKA Vortex 3, Sigma-Aldrich, Ceska republika

automatické pipety: Eppendorf Reference 2, Eppendorf, Ceska republika

4.2 Analytické kolony
1. Kolony spole¢nosti Waters, Milford, USA:

- ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 x 50 mm, LOT: 0298371531

- Torus Diol 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0106390221

- Viridis HSS C18 SB 1,8 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0108373061

- Viridis BEH 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0119372961

- Viridis BEH 2-EP 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0114382831

- Acquity UPC? Torus 1-AA 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0105353441

- Acquity UPC? CSH Fluoro-Phenyl 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0103331691
- Torus DEA 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0105372021

- Acquity UPLC BEH Shield RP18 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0172380331
- Acquity UPLC BEH Amide 1,7 um, 2,1 x 100 mm, LOT: 0126332201

- Acquity UPC? Torus 2-PIC 1,7 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 0104360431

- CORTECS HILIC 2,7 pm, 3,0 x 100 mm, LOT: 0110372691
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2. Kolona spole¢nosti Phenomenex, Torrance, USA:
- Kinetex Biphenyl 2,6 um, 3,0 x 100 mm, LOT: 5715-0065
3. Kolona spolecnosti Nacalai Tesque Inc., Kyoto, Japonsko:

- Cosmocore Cholester 2,6 um, 3,0 x 100 mm, LOT: Y20323

4.3 Chemikalie

voda LC-MS grade, Millipore, destilovana v pfistroji Milli Q RG, Burlington, USA

mravencan amonny, Riedel-de Haén, Seelze, Némecko, Cistota: 98%

metanol LC-MS grade: VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Francie

octan amonny, SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Némecko, Cistota: 299,99%

amoniak 25%: Merck, Darmstadt, Némecko

kyselina mravenci: VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Francie

4.4 Standardy ochratoxini

- OTA: Dr Ehrenstorfer, LOT: 5184712, Augsburg, Némecko, 5 mg, Cistota: 99%

- OTB: Cayman Chem. Comp., LOT: 0597956-2, Ann Arbor, USA, 5 mg, Cistota: 298%

- OTC: Cayman Chem. Comp., LOT: 0531987-2, Ann Arbor, USA, 1 mg, Cistota: 295%

- OTa: HPC standards GmbH, LOT: 780762, Borsdorf, Némecko, 10 mg, ¢istota: 99,9%

4.5 Pracovni postup pro UHPLC-MS

4.5.1 Priprava roztoki standardu
Navazky standard( vrozsahu 0,100 — 0,300 mg byly rozpustény v odpovidajicim
mnoZstvi acetonitrilu na koncentraci 1 mg/ml a nafedény vodou na koncentraci 10
ug/ml.

4.5.2 Pfiprava pracovniho roztoku standardt

Roztoky standardl byly smiseny a déale nafedény vodou na koncentrace 1 ug/ml a 100

ng/ml.
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4.5.3 Priprava mobilni faze a oplachovych kapalin

Organickou slozkou mobilni faze byl Cisty acetonitril. Vodné slozky mobilni faze byly

ptipraveny nasledujicim zptsobem:
1. 0,1 a0,01% kyselina mravenci ve vodé

Odmérna bartka o objemu 500 ml byla témér naplnéna vodou a do vody se $pickou
pipety pod hladinou bylo pipetovano 500 ul (0,1% roztok) nebo 50 pl (0,01% roztok)

kyseliny mravenci. Poté byla doplnéna vodou po rysku.
2. 0,1a0,01% kyselina octova ve vodé

Odmérna barika o objemu 500 ml byla témér naplnéna vodou a do vody se $pickou
pipety pod hladinou bylo pipetovano 500 ul (0,1% roztok) nebo 50 ul (0,01% roztok)

kyseliny octové. Poté byla doplnéna vodou po rysku.
3. 0,1a0,01% amoniak ve vodé

Odmérna barika o objemu 500 ml byla témér naplnéna vodou a do vody se $pickou
pipety pod hladinou byly pipetovany 2 ml (0,1% roztok) nebo 200 ul (0,01% roztok) 25%

amoniaku. Poté byla doplnéna vodou po rysku.

Slabou oplachovou kapalinou byl roztok 10% acetonitrilu ve vodé (450 ml vody a 50 ml
acetonitrilu) a silnou oplachovou kapalinou byl Cisty acetonitril. Jako oplachova kapalina
pro pisty Cerpadla byl pouzit 10% roztok metanolu ve vodé (450 ml vody a 50 ml

metanolu).
Mobilni faze s aditivy byly pouzivany maximalné 24 hod.

4.6 Pracovni postup pro UHPSFC-MS

4.6.1 Priprava roztoki standardu

Zasobni roztoky standard( pripravené dle 4.5.1 byly nafedény acetonitrilem na

koncentraci 10 pg/ml.
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4.6.2 Priprava pracovniho roztoku standardi

Roztoky standard( byly smiseny a dale nafedény acetonitrilem na koncentrace 1 pg/ml

a 100 ng/ml.

4.6.3 Priprava mobilni faze, pridavné kapaliny a oplachovych kapalin

Testované mobilni faze a ptridavné kapaliny jsou uvedeny v Tab. 5 a 6.

Tab. 5: Testované mobilni faze v UHPSFC. Tab. 6: Testované pridavné kapaliny.
slozka A | slozka B pridavna kapalina
1. |co; MeOH 1. EtOH
2. |co; MeOH + 10 mM NH4OH 2. MeOH
3. MeOH + 2% H,0
3. CO; MeOH + 10 mM AmF
4, MeOH + 5% H.0

MeOH + 10 mM AmF +

4, CO; 5. MeOH + 10 mM NH4OH
1% H,0
6. MeOH + 10 mM AmF
MeOH + 10 mM AmF +
5. CO;
29% H,0 7. MeOH + 10 mM AmAc
8. MeOH + 10 mM FA
6. CO; MeOH + 10 mM FA

Roztoky metanolu s aditivy byly pfipraveny ndsledujicim zplsobem:
1. metanol + 10 mM amoniak

Odmeérna barnka o objemu 500 ml byla témér naplnéna metanolem a do metanolu se
Spickou pipety pod hladinou bylo pipetovano 377 ul 25% amoniaku. Poté byla doplnéna

metanolem po rysku.
2. metanol + 10 mM mravencan amonny

V kadince s metanolem bylo rozpusténo 315,3 mg mravencanu amonného. Roztok byl
kvantitativné preveden do 500 ml odmérné barnky s metanolem. Barika byla poté
doplnéna metanolem po rysku. Pfidavek 5 ml (1%) nebo 10 ml (2%) vody byl pfidan do

kadinky pfi rozpousténi.
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3. metanol + 10 mM kyselina mravenci

Odmeérna barika o objemu 500 ml byla témér naplnéna metanolem a do metanolu se
Spickou pipety pod hladinou bylo pipetovano 189 ul kyseliny mravenci. Poté byla

doplnéna metanolem po rysku.
4. metanol s pfidavkem vody

Odmérna barnka o objemu 500 ml byla témér naplnéna metanolem a do metanolu se
Spickou pipety pod hladinou bylo pipetovdno 10 ml (2% ptidavek) nebo 25 ml (5%

pridavek) vody. Poté byla doplnéna metanolem po rysku.
5. metanol + 10 mM octan amonny

V kaddince s metanolem bylo rozpusténo 385,4 mg octanu amonného. Roztok byl
kvantitativné preveden do 500 ml odmérné bariky s metanolem. Poté byla doplnénd

metanolem po rysku.

Slaba oplachova kapalina, silnd oplachova kapalina, oplachova kapalina pistu cerpadla

organického modifikatoru i pfidavné kapaliny byly 100% metanol.

Mobilni faze s aditivy byly pouzivany maximalné 24 hod.

37



4.7 Vyvoj UHPLC — MS metody

4.7.1 Vychozi UHPLC podminky

Pocatecni ekvilibrace kolony trvala 10 min. Prlbéh gradientové eluce je zndzornén na

Obr. 6.

Kolona: ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 x 50 mm
Teplota kolony: 40 °C

MF: 0,1% HCOOH (A) : ACN (B)

Pritok mob. faze: 0,4 ml/min

Gradientova eluce: Omin—-95%A,5%B
5min-5%A,95%8B
5,1min—-95%A,5%B
7min—-95%A,5%B

Davkovany objem: 1l

Teplota autosampleru: 10 °C

Zastoupeni
organické slozky
[%]
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% oo 5%
0%
0 1 2 3 4 5 6 7

95%

5%

Cas [min]

Obr. 6: Pribéh gradientové eluce pti UHPLC analyze.
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4.7.2 Vyvoj MS metody

Pro MS sken byl vyuZit roztok smési ochratoxin o koncentraci 1 pg/ml, OTC byl
v koncentraci 10 pg/ml s nastfikem 10 pl. Méfeni bylo provedeno v negativnim i
pozitivnim médu ESI. Dale bylo optimalizovano nastaveni iontového zdroje v médu SIM,
kdy bylo vyuZito stejnych roztokl ochratoxin(, nastfik 2 ul. Optimalizovdny byly
parametry: napéti na kapilare (v rozmezi 0,5-4,0 kV), napéti na vstupnim kuzelu (10-55
V), pratok plynu na vstupnim kuZelu (150-300 L/h), pritok desolvacéniho plynu (400—
1200 L/h) a desolvacni teplota (250-500 °C). Kvali horsi dostupnosti a vyssi cené
standardu OTC byla optimalizace parametr( iontového zdroje provedena kompletné
pouze pro OTA, OTB a OTa. Pro OTC bylo provedeno pouze testovani napéti na vstupnim
kuzelu. Dale byly proméfeny skeny produktovych iontl pro jednotlivé latky pfi tfech
koliznich energiich — 10, 20 a 30 eV. Vyuzito bylo stejného roztoku s nastfikem 1 pl pro
negativni mod, 5 pl pro pozitivni méd a 10 pl v obou ptipadech pro OTC. Nasledné byla
provedena optimalizace kolizni energie pro tfi vybrané fragmenty v rozsahu 5-50
eV, davkované objemy byly 1 ul pro smés latek a 1 pl pro OTC v negativnim mdodu a 3 pl
v pozitivnim maddu. Pfi testovani jednotlivych parametrl byly pfi kazdé hodnoté
provedeny dva nastfiky a pouzit byl primér vyslednych hodnot. Opakovatelnost nastriku

byla ovérena vypoctem relativni smérodatné odchylky (RSD).

4.7.3 Optimalizace slozeni mobilni faze

Testovana byla tfi aditiva ve dvou koncentracich 0,1 a 0,01 %: kyselina mravenci, kyselina
octova a amoniak, vSe ve vodé. Pro kazdé aditivum byly provedeny tfi nastriky v obou
ionizac¢nich modech. Vysledna hodnota byla ziskana priimérem. Organicka slozka byla
100% acetonitril. Nasttik byl 2 pl o koncentraci 10 pg/ml pro OTC a 1 pg/ml pro ostatni

ochratoxiny pro pozitivhi méd a 1 ul s koncentracemi 1 a 0,1 pg/ml pro negativni méd.

4.7.4 Kalibracni zavislost a opakovatelnost méreni

Byly méreny vidy tfi ndstfiky roztoku se smési ochratoxinl o postupné rostouci
koncentraci v rozsahu od 0,001 do 1000 ng/ml. V pfipadé negativhiho médu byla

maximalni koncentrace ponechana na 100 ng/ml vzhledem kvyssi citlivosti.
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Opakovatelnost nastfiku byla ovéfena na tfech koncentraCnich hladinach, kdy bylo

provedeno vidy 10 ndstfik(i, koncentrace byly vybrany na zakladé vysledku kalibrace.

4.8 Vyvoj SFC—-MS metody

4.8.1 Vychozi SFC podminky

Pocatecni ekvilibrace kolony trvala 10 min s 40 % organického modifikatoru a 5 min s 2
% organického modifikdtoru, jako na pocatku gradientu. Pribéh gradientové eluce je

znazornén na Obr. 7.

Kolona: Torus Diol 1,7 um, 3,0 x 100 mm
Teplota kolony: 40 °C

MF: CO2 (A) : MeOH (B)

Pritok mob. faze: 1,5 ml/min

Gradientova eluce: Omin—-98%A,2%B
5min—-55%A, 45 % B
51min—-98%A,2%B

7min—98%A,2%8B

Prid. kapalina: 100% MeOH
Pratok prid. kap.: 0,3 ml/min
Davkovany objem: 1l

Teplota autosampleru: 15 °C
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Zastoupeni
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modifikatoru [%]

50%
45%

40%
30%
20%

10%
2% 2% 2%
0%
0 1 2 3 4 5 6 7
€as [min]

Obr. 7: Pribéh gradientové eluce pfi UHPSFC analyze.

4.8.2 Screening stacionarnich fazi

Bylo otestovano celkem tfinact kolon, z toho 10 kolon s plné poréznimi ¢asticemi o
velikosti 1,7 nebo 1,8 um a 3 kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi o velikosti 2,6 nebo
2,7 um. Na kazdé koloné byly vidy testovany organické modifikdtory metanol bez
aditiva, metanol s 10 mM mravenéanem amonnym a metanol s 10 mM amoniakem. Na
ziskanych chromatogramech byla hodnocena zejména separace jednotlivych latek a tvar
pikd. Davkovany byly vidy 2 pl smési ochratoxinli o koncentraci 1 ug/ml, testovani bylo
provedeno v negativnim mddu. Pfi testovani kolon Acquity UPLC BEH Shield RP18 a
Acquity UPC Torus 1-AA bylo pro vysoky tlak v systému nutno snizit BPR na 1700 psi a
gradient na maximum 40 % organického modifikatoru. V pfipadé kolony Acquity UPLC
BEH Amide bylo nutné snizit BPR na 1700 psi a pritok mobilni faze na 1,0 ml/min pfi

zachovani gradientu.

4.8.3 Optimalizace parametri iontového zdroje

Analyzy byly provedeny analogicky jako u UHPLC v 4.7.2. Koncentrace byla 0,1 pg/ml pro
OTC a 1 pg/ml pro ostatni ochratoxiny, nastfik byl 2 pl. Pro méreni byla pouZita kolona

Acquity UPLC BEH Amide.
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4.8.4 Optimalizace slozeni pridavné kapaliny

Screening byl proveden v médu SRM. Testovano bylo celkem osm kapalin, Cisty etanol
a metanol a metanol s aditivy: s 2 % pridavkem vody, s 5 % pfidavkem vody, s 10 mM
mraven¢anem amonnym, s 10 mM octanem amonnym, s 10 mM amoniakem, s 10 mM
kyselinou mravenci. Provedeny byly vidy tfi nastfiky, z nichZ byla vysledna hodnota
ziskana primérem. Opakovatelnost nastfiku byla ovéfena pomoci relativni smérodatné

odchylky.

4.8.5 Optimalizace slozeni organického modifikatoru

Optimalizace byla provedena pro organicky modifikator metanol cisty a s 5 rdznymi
aditivy: 10mM mravenanem amonnym, 10mM mravenanem amonnym s pridavkem
1% H,0, 10mM mravenanem amonnym s pfidavkem 2 % vody, 10mM kyselinou
mravenc¢i a 10mM amoniakem. Méreni bylo provedeno v negativnim mddu s roztokem
o koncentraci 1 pg/ml pro OTA a OTC a 3 pg/ml pro OTB a OTa s nastfikem 2 ul a
v pozitivnim maédu s roztokem o koncentraci 30 pug/ml pro OTA, OTBa OTa a 3 pug/ml pro
OTC s nastfikem 3 ul. Provedeny byly vidy tfi nastfiky, z nichz byla vysledna hodnota
ziskana primérem. Opakovatelnost nastfiku byla ovéfena pomoci relativni smérodatné

odchylky.

4.8.6 Kalibracni zavislost

Kalibraéni zavislost byla méfena jako v 4.7.4. Maximalni koncentrace byla 1000 ng/ml

v pfipadé obou ionizac¢nich moda.
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5. Vysledky a diskuse
5.1 Vyvoj UHPLC-MS metody
5.1.1 MS sken

Prvnim krokem pro vyvoj metody bylo provedeni MS skenu v rozsahu 90 az 500 Da, tedy
pokryvajici rozmezi hodnot mérenych analytl. Skenovani bylo provedeno v pozitivnim i
negativnim maédu. Pfi méreni smési ochratoxinu byly ziskany jednotlivé hmoty namérené
pfistrojem. Ziskané hodnoty jsou shrnuty v Tab. 7. Nastfikem kazdé latky jednotlivé byly
potvrzeny retencni Casy jednotlivych analytli a ovérena Cistota standardd. Po ovéreni

byla extrahovana spektra jednotlivych latek, ta jsou zobrazena na Obr. 8 a Obr. 9.

Generické podminky chromatografické separace byly vybrany na zdkladé LC metod
nalezenych v literature, jednalo se o bézné, univerzalni podminky v UHPLC-MS v systému
reverznich fazi. Z hlediska ionizace byly pfitomny a také prevladaly ve viech pfipadech
protonované molekuly vzaznamu kladnych iontll nebo deprotonované molekuly
v zaznamu zapornych iont(, tedy molekulové ionty snadno vyuZitelné pro dalsi analyzu
¢i kvantifikaci. V pozitivnim modu byly u vSech analyt(l patrné také adukty se sodikem.
Jejich intenzita byla vsak niz$i oproti molekulovym iontim. Pfi ndstfiku roztoku
standardu ochratoxinu C bylo v dlisledku nizké odezvy nutno zvysit koncentraci na 10
ug/ml oproti 1 pug/ml u ostatnich ochratoxinl. Pfi¢inou mohla byt nizsi schopnost
ionizace této latky. Standard OTC byl také kontaminovany OTA, s odezvou pro tento
analyt vyrazné prevysujici odezvu pro OTC. Chromatogramy Ccistych standard(

s extrahovanymi iontovymi proudy jednotlivych ochratoxin( jsou uvedeny na Obr. 10.

Tab. 7: Namérené hodnoty m/z v pozitivnim a negativhim mddu pro jednotlivé ochratoxiny a
retencni Casy ziskané pti generickych podminkach LC separace.

Ty teoretickda | naméfena | teoretickd | naméfenda | retencni
SClel 202t [M+H]* [M+H]* [M-H] [M-H] ¢as

1. OTA 404,09 404,04 402,08 401,98 3,07

2. OTB 370,13 370,08 368,11 368,03 2,71

3. OTC 432,12 432,05 430,11 430,02 3,87

4. OTa 257,02 256,99 255,01 254,91 1,92
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Obr. 8: MS spektra pro jednotlivé ochratoxiny v pozitivnim mddu s vyznacenymi ionty a adukty.
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patrna kontaminace ochratoxinem A.
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5.1.2 Optimalizace parametri iontového zdroje

Pro optimalizaci bylo vyuZito hodnot m/z ziskanych z MS skenu. Méreni probihalo
v selektivnim médu SIM. Méreni vSech parametrd bylo provedeno se smési standard(
OTA, OTB a OTa. Standard OTC byl ziskan pozdéji, ale protoZe latky jsou si znacné
strukturné podobné, byl pro tento standard optimalizovan pouze parametr napéti na
vstupnim kuZelu. Optimalizace byla u vSech latek provedena jak v negativnim, tak

v pozitivnim mddu, a to ve shodném rozsahu dle Tab. 8.

Jednoznacéné vysledky byly ziskany u desolvacni teploty, kdy odezva vsSech analytu
stoupala v pfimé radé a vybrdna tak byla nejvyssi optimalizovand hodnota, tedy 500°C.
Obdobny pribéh byl pozorovan pro pratok desolvacniho plynu, u kterého se ale u
poslednich dvou hodnot odezva stabilizovala, a tudiz byla pouZita druhd nejvyssi
hodnota 1000 L/h. Vliv pratoku plynu na vstupnim kuZelu byl slaby a vybrana byla
vysledky pro jednotlivé analyty, byl tedy zvolen kompromis, ktery zachoval co nejvyssi
odezvu pro vsechny analyty spolec¢né. Zvolena byla hodnota 1,5 kV pro oba ionizaéni
mady. Optimalni hodnota individudlniho parametru napéti na vstupnim kuzelu byla
vybrana pro kazdy analyt zvlast. Rozsahy testovanych parametr( a vybrané hodnoty jsou
uvedeny v Tab. 8. Grafy znazornujici vliv jednotlivych parametri v obou mdédech jsou

zobrazeny na Obr. 11 a Obr. 12.

Tab. 8: Rozsah testovanych parametr(l pfi optimalizaci nastaveni iontového zdroje a vybrané
findlni hodnoty.

mad parametr rozsah findlni hodnota
napéti na vst. kuZelu: 10-55V 25V (OTA, OTB), 15V (OTC), 20 V (OTa)
napéti na kapilare: 0,5-4,0 kV 1,5 kv

+ desolvacni teplota: 250-500 °C 500 °C

prutok desolvaéniho plynu: | 400-1200 L/h | 1000 L/h

prutok plynu na vst. kuzelu: | 150-300 L/h 150 L/h

napéti na vst. kuzelu: 10-55V 25V (OTA, OTB), 30 V (OTC), 20 V (OTa)
napéti na kapilare: 0,5-4,0 kV 1,5 kv
- desolvacni teplota: 250-500 °C 500 °C

prutok desolvaéniho plynu: | 400-1200 L/h | 1000 L/h

prutok plynu na vst. kuzelu: | 150-300 L/h 150 L/h
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Obr. 11: Relativni odezva analytl pfi zméné parametr(i optimalizovanych v pozitivnim médu pfi UHPLC podminkach. Hodnoty byly vztaZzeny na odezvu pfi
pratoku plynu na vstupnim kuZelu 250 L/h, pritoku desolvacniho plynu 1000 L/h, desolvacéni teploté 400 °C, napéti na kapilafe 3,0 kV a napéti na vstupnim
kuZelu 25 V.
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Obr. 12: Relativni odezva analytl pfi zméné parametr( optimalizovanych v negativnim moédu pfi UHPLC podminkach. Hodnoty byly vztazeny na odezvu pfi
pritoku plynu na vstupnim kuzelu 250 L/h, pratoku desolva¢niho plynu 1000 L/h, desolvacni teploté 400 °C, napéti na kapilare 3,0 kV a napéti na vstupnim

kuzelu 25 V.
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5.1.3 Sken produktovych iontl a optimalizace kolizni energie

Cilem tohoto experimentu bylo ziskat informace o fragmentaci latek a o pomérném
zastoupeni jednotlivych fragment(. Skenovani bylo provedeno pfi tfech rlznych
hodnotach kolizni energie, 10, 20 a 30 eV. Spektra produktovych iontl jsou uvedena na
Obr. 13 a Obr. 14. Po porovnani intenzit jednotlivych fragment( byly nasledné vybrany
tfi fragmenty s nejvyssi odezvou. Pfi srovnatelné odezvé byla prednost udélena
fragmentu o vyssi molekulové hmotnosti. Nasledné experimenty pro optimalizaci uz byly
provedeny v SRM pro tfi jednotlivé prechody pro kazdou latku, dle Tab. 9 a Tab. 10. Do
grafi na Obr. 15 a Obr. 16 byly zadany plochy jednotlivych pikd v absolutnich hodnotach,
aby bylo moZné srovnavat v ramci ménici se kolizni energie i vramci jednotlivych
prechodud. Vysledkem byl jeden prechod pro kazdou latku se svoji hodnotou kolizni
energie, pfi které poskytoval nejvyssi odpovéd pfistroje ze vSech.

Tab. 9: Shrnuti jednotlivych fragmentt vyuZitych pro optimalizaci SRM prechodd a kolizni energie
v pozitivnim ionizacnim madu.

naméfena | fragment fragment fragment B[R
poradi analyt N & g 8 vst. kuzelu
[M+H] 1 2 3

vl
1 OTA 404,04 358,0 239,0 221,0 25
2 OTB 370,08 205,0 324,1 187,0 25
3. oTC 432,05 238,95 357,99 285,96 15
4 OTa 256,99 239,0 221,0 193,0 20

Tab. 10: Shrnuti jednotlivych fragment( vyuZitych pro optimalizaci SRM prechod( a kolizni
energie v negativnim ionizacnim madu.

namérena | fragment fragment fragment DE[I
poradi analyt N & g & vst. kuzelu
[M+H] 1 2 3

vl
1 OTA 401,98 358,0 211,0 166,9 25
2 OTB 368,03 324,0 280,0 220,0 25
3. OTC 430,02 248,97 339,95 295,98 30
4 OTa 254,91 211,0 166,9 122,9 20
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Obr. 13: Spektra produktovych iontl pro jednotlivé latky pri tfech riznych hodnotach kolizni energie v pozitivnim mdédu. Fragmentace je naznacena ¢ervenou

¢arou. Fragmenty byly identifikovany s pomoci vyhodnocovaciho programu UNIFI a [60].

51



30 eV MS/MS OTA eV . MS/MS OTB
100 100- a o o 1,34e7

6,58¢6 ] Q\I
ES 166,90 210 98 ES N .
‘ =Y 357 95 ‘ 220,02 280 01 324 03
0 : 0 e : : :

20 ¢ 20eV
100 357,95 100°
9 ] 324,03

S R
21‘0,93 4°|1'96 ] 220,01 280 01 36?,01
Qe : e e TR T 0+ —_— — —
10 V HO. o o /OH o 10 EV HO. o *
e ] OH Q
oy 401,94 e @\/X\ 368,01
u e | N 0
3&’ ag H
357,92 ]
e S e L2 0— b myfz
100 150 200 250 300 350 400 450 100 150 200 250 300 350 400
30eV_.cuco MS/MS OTC MS/MS OTa
] o 248,96 100, o o
29598 339 oo ES 166,94 v
0 ! ' ! ! rrrmmmm—m— e 12?.95 210,99 a
20 eV O
100, 1&? eV
" 248,97 429,99 . 166,95 210,99
339,96 °
O e ———— e o \
10 eV CH,CO. 0 \ i 'DH f
' L N P 10 eV
100 @j{ 429,98 100 . . 254,97
®] N ° %]
211,00
100 150 200 250 300 350 o 400 450 100 150 200 250 300

Obr. 14: Spektra produktovych iontt pro jednotlivé latky pti tfech riznych hodnotach kolizni energie v negativnim médu. Fragmentace je naznacena ¢ervenou
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Obr. 15: Srovnani absolutnich hodnot pridmérné plochy pik( reprezentujici tfi rlzné prechody pro kazdy analyt pfi rznych koliznich energiich, v pozitivhim
ioniza¢nim maodu. Z grafu byl vybran jeden konkrétni SRM prechod pti konkrétni ioniza¢ni energii s nejvyssi plochou pro kazdou latku.
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Obr. 16: Srovnani absolutnich hodnot priamérné plochy pik( reprezentujici tfi rizné prechody pro kazdy analyt pti rlznych koliznich energiich, v negativnim
ioniza¢nim maodu. Z grafu byl vybran jeden konkrétni SRM prechod pti konkrétni ioniza¢ni energii s nejvyssi plochou pro kazdou latku.
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5.1.4 Vysledné SRM prechody

Finalni SRM prechody s kolizni energii a napétim na vstupnim kuZelu jsou uvedeny v Tab.
11 aTab. 12.

Tab. 11: SRM prechody jednotlivych ochratoxin( v pozitivnim médu.

., napeéti
. , kolizni
oradi — namérena | vybrany S na vst.
P [M+H]* fragment kuzelu
[eV]
vl
1. OTA 404,04 239,0 20 25
2. oTB 370,08 205,01 20 25
3. OTC 432,05 238,95 25 15
4, OTa 256,99 239,0 10 20
Tab. 12: SRM prechody jednotlivych ochratoxinl v negativnim médu.
., napéti
o . kolizni
ofadi il naméiena | vybrany Srare na vst.
P [M-H] fragment kuzelu
[ev]
(vl
1. OTA 401,98 358,0 25 20
2. oTB 368,03 324,0 25 20
3. OTC 430,02 248,97 30 25
4, OTa 254,91 211,0 20 15

5.1.5 Optimalizace slozeni mobilni faze

Vyvoj chromatografické metody byl omezen na optimalizaci aditiv mobilni faze, protoze
jiz pfi generickych podminkach doslo k dostatecné separaci latek a piky byly uzké a
relativné symetrické. Cilem bylo tedy pouze zvysit MS odezvu. Testovana byla aditiva z
nejéastéji vyuzivanych v hmotnostni spektrometrii, a to: kyselina mravenci, octova a
amoniak na dvou koncentracnich hladinach, pridana do vodné slozky mobilni faze.
Organickou sloZzkou byl acetonitril, ktery poskytnul vhodnou selektivitu separace a je

silnym eluénim cinidlem. Diky nizké viskozité navic umoznil vyssi separacni ucinnost a
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uzsi piky dle van Deemterovy teorie. Méreni bylo provedeno v pozitivnim i negativnim
modu. Jednotlivé mdody byly méfeny zvlast vramci jednoho dne pro zachovani
porovnatelnosti odezvy, vzhledem k nizsi robustnosti hmotnostni spektrometrie, ve

srovnani napf. s UV/Vis detekci. Experimenty probihaly v médu SRM.

Zména aditiva mobilni faze se ukazala jako komplikovana, zejména z kyselého na bazické
a naopak. Klasicka ekvilibrace kolony trvajici 10 minut pfi vymeéné aditiva nestacila a bylo
nutné ji rozsifit na alespoi 15 minut. V opacném pfipadé dochdazelo k nizsi
opakovatelnosti odezvy, kterd byla monitorovdna s vyuZitim relativni smérodatné

odchylky z tfi méreni. Pfi hodnotach prevysujicich 10 % byla méreni opakovana.

V prabéhu meéreni doslo, v pfipadé mobilni faze s amoniakem, ke ztraté selektivity
separace. OTA a OTB byly eluovany dfive nez plvodné prvni OTa. Pficinou byla
pravdépodobné ionizace kyselych analyt(i v bazickém prostredi. Pfi vyuZziti mobilni faze
s kyselinou octovou oproti kyseliné mravenci poradi latek zUstalo zachovano, doslo
pouze k mirnému posunu retencénich casl  jednotlivych latek smérem
k chromatografickému pocatku. Stejné malé rozdily byly patrné na chromatogramu
v pfipadé zmény koncentrace aditiva, coz platilo pro vSechna tfi aditiva. Chromatogramy
pfi pouziti rdznych aditiv jsou srovndny na Obr. 17. Zasadni rozdil mezi plochami pik(
v jednotlivych mddech se projevil pfi pouZiti amoniaku. Zatimco v pozitivnim mdédu doslo
k zesileni odezvy jednotlivych analytl s vyjimkou OTa, kde zlstala stejna, v negativnim
modu doslo k vyraznému poklesu odezvy oproti plvodni kyseliné mravenci. U vSech
aditiv v obou mddech obecné platila vyhoda méné koncentrované mobilni faze (0,01 %)
oproti koncentrované;jsi (0,1 %). Grafy zavislosti relativni odezvy na pouzitém aditivu jsou
znazornény na Obr. 18 a Obr. 19. V obou mddech doslo k ziskani nejvyssi odezvy pfi

vyuZziti kyseliny octové v koncentraci 0,01 % jako aditiva ve vodné sloZzce mobilni faze.
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Obr. 17: Chromatograficka separace ochratoxin( s pridavkem jednotlivych aditiv pfi UHPLC podminkach. Piky jsou Gzké s mirnou Urovni chvostovani. Pti poutziti
amoniaku doslo ke ztraté selektivity separace. Pro ukazku byla pti kazdém aditivu vybrana koncentrace s lepsimi vysledky.
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Obr. 18: Vliv aditiv mobilni faze na relativni odezvu latek v pozitivnim mddu pfi UHPLC

podminkach, vztazeno na odezvu pfi FA 0,1%.
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Obr. 19: Vliv aditiv mobilni faze na relativni odezvu latek v negativnim médu pfi UHPLC

podminkach, vztaZzeno na odezvu pfi FA 0,1%.
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5.1.6 Kalibracni zavislost a opakovatelnost UHPLC-MS/MS metody

Kalibraéni zavislost byla mérena v rozsahu 0,001 ng/ml az 1000 ng/ml v pozitivnim médu
a 0,001 ng/ml aZz 100 ng/ml v negativnim mddu vzhledem k vyssi odezvé v negativnim
modu u predchozich méfeni. V ramci obou mdédi byl za posledni nastfik nejvyssi
koncentrace zarazen slepy vzorek pro vypocet procentudlni hodnoty pfenosu analytd.
Pro vyslednou kalibraci bylo vyzkouSeno nékolik typu kalibraénich zavislosti. Jako
optimalni byla zvolena vazena kalibrace (1/x) pro OTA v negativnim maddu, v ostatnich

pfipadech byla zvolena nevaZzena kalibrace s funkci pfirozeného logaritmu In.

evvs

0,05 ng/ml pro OTA, 0,02 ng/ml pro OTB a 0,1 ng/ml pro OTa. V pozitivhim mdodu byly
spodni limity kvantifikace 1 ng/ml pro OTA 0,5 ng/ml pro OTB a 2 ng/ml pro OTa.
Korela¢ni koeficient kalibracnich krivek byl ve vSech pripadech vyssi nez 0,999. Nejvyssi
hodnota prenosu byla 0,22 % v pfipadé OTB v pozitivnim mdédu. V Tab. 13 a Tab. 14 jsou

uvedeny parametry kalibracnich zavislosti v jednotlivych moédech.

Na zakladé vysledkl kalibracni zavislosti byly pro kazdy mod vybrany 3 koncentracni
hladiny v oblasti nizké, stfedni a vysoké koncentrace v kalibra¢nim rozmezi a to: 2, 20 a
200 ng/ml pro pozitivni méd a 0,5, 5 a 50 ng/ml pro negativni mod a pri kazdé
koncentraci byla mérena opakovatelnost nastfiku. RSD ploch pik(i byly nejvyssi pro
samotnych ploch. Nejvyssi hodnota byla 4,35 %. Pozadavek Evropské lékové agentury na
validaci bioanalytickych metod je maximalné 15 %, coz ale zahrnuje i metodu Upravy

vzorku [62]. Vysledky mérfeni opakovatelnosti jsou uvedeny v Tab. 15.

Tab. 13: Parametry kalibracni kfivky pro jednotlivé ochratoxiny v pozitivnim mdédu v UHPLC
podminkach.

pozitivni méd
LLOQ uLoQ . v korelacni prenos
analyt [ng/ml] | [ng/mi] funkce rovnice primky koeficient %]
OTA 1 500 In 1,04068x+6,6569 0,99975 0,08
oTB 0,5 500 In 1,04537x+7,2923 0,99988 0,22
OTa 2 1000 In 1,0505x+6,1895 0,99983 0,10
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Tab. 14: Parametry kalibracni kfivky pro jednotlivé ochratoxiny v negativnim

moddu v UHPLC

podminkach.
negativni mad
analyt LLoQ utoQ funkce rovnice pfimk SRR FEEE
Y [ng/ml] | [ng/ml] P v koeficient [%]
OTA 0,05 100 Vaha 1/x | 8775,42x+99,5181 0,99986 0,14
OTB 0,02 100 In 0,989529x+9,4505 0,99991 0,16
OTa 0,1 100 In 0,998933x+9,2333 0,99984 0,07

Tab. 15: Vysledky méreni opakovatelnosti nastriku pro jednotlivé analyty a koncentracni hladiny
v obou mdédech.

ionizacni koncen.traénl' RSD t; RSD
méd hladina analyt %] odezvy

[ng/ml] [%]

OTA 0,00 2,52

2 OTB 0,20 2,80

OTa 0,18 4,35

OTA 0,00 3,07

pozitivni 20 OTB 0,16 1,33

OTa 0,24 2,73

OTA 0,00 0,94

200 OTB 0,18 1,31

OTa 0,27 1,15

OTA 0,00 1,67

0,5 OTB 0,00 1,20

OTa 0,24 2,50

OTA 0,00 0,91

negativni 5 oTB 0,00 0,69

OTa 0,29 0,90

OTA 0,00 0,67

50 OTB 0,00 0,98

OTa 0,27 0,68
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5.2 Vyvoj UHPSFC—MS metody

ProtoZe byl pouzit stejny hmotnostni spektrometr, mohly byt podminky optimalizace
SRM prechodl prfevzaty z vyvinuté UHPLC-MS/MS metody. Provedena byla pouze

optimalizace parametr(i iontového zdroje, kvuli odliSnym vlastnostem mobilni faze.

5.2.1 Screening stacionarnich fazi

ProtoZze v SFC neni kdispozici univerzalni stacionarni faze jako v pfipadé HPLC na
reverznich fazich, byl proveden screening stacionarnich fazi. Testovano bylo celkem 13
kolon. Na kazdé bylo provedeno testovani se tfemi rlznymi organickymi modifikatory.
Podminky analyzy odpovidaly generickym podminkam s vyuzitim SRM prechod( z LC

metody. Screening byl proveden v negativnim mddu kvali vyssi citlivosti.

Na zakladé selektivity separace a tvaru pikQ vyslednych chromatogram( byly kolony
rozdéleny do tfi skupin, které jsou shrnuty v Tab. 16. Do skupiny jedna byly zafazeny
kolony s nejhorSimi tvary pikd a separaci latek, do skupiny dvé pak kolony
s nedostatecnou separaci kritického paru OTA a OTB. Tyto dvé latky jsou strukturné
velmi podobné a ¢asto u nich dochdzelo ke koeluci. T¥i kolony s nejlepsimi vlastnostmi
pro analyzu ochratoxind v ramci screeningu byly zarazeny do skupiny tfi. Z jednotlivych

skupin byl vybrdn jeden nebo dva ptiklady chromatogram.

Skupina &islo jedna zahrnovala nejvétsi pocet kolon ze vSech skupin, tedy osm a to:
Viridis HSS C18, Viridis BEH 2-EP, Cosmocore Cholester, CORTECS HILIC, Acquity UPC?
CSH Fluoro-Phenyl, Acquity UPLC BEH Shield RP18, Acquity UPC? Torus 1-AA a Torus DEA.

vvvvvv

zadrzovani latek na koloné a piky byly velmi rozmyté. Nastfiky casto nebyly
opakovatelné. Nejvice to bylo patrné u ochratoxinu alfa. Separace kritického paru
ochratoxinu A a ochratoxinu B v tomto pfipadé nebyla sledovatelnd, protoze piky byly
pfili§ rozmyté a dochazelo k pfenosim. Vyjimku tvofila kolona Torus DEA v pfipadé
pouZiti 10 mM AmF jako aditiva. Chromatogramy pro kolony Acquity UPC? CSH Fluoro-
Phenyl a Viridis HSS C18 ze skupiny jedna jsou uvedeny na Obr. 20.
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Tab. 16: Shrnuti vysledk( separace analytd na jednotlivych kolonach s rozdélenim kolon do 3 skupin.

separace kritického paru OTA a OTB tvary pikd
skupina kolony MeOH 10 mM AmF 10 mM NH,OH
MeOH 10 mM 10 mM
AmF NH,OH
OTA | OTB | OTC | OTa | OTA | OTB | OTC | OTa | OTA | OTB | OTC | OTa
Viridis HSS C18 - - - - - - - - + + - - - + -
Viridis BEH 2-EP - - - - - - - - - - - - - -
Acquity UPC? Torus
1-AA
Acquity UPC? CSH
- - - - - - - - - + - - - - -
1 Fluoro-Phenyl
Torus DEA - + - - - - - - + + - - - - -
Acquity UPLC BEH + + +
Shield RP18 - - = - - - - - - - - -
CORTECS HILIC - - - - - - - - + + - - - - -
Cosmocore Cholester - - - - - + - - - + - - - + -
Torus Diol - - - + | + | + - + |+ |+ |+ |+ | + | + -
2
Kinetex Biphenyl - - - - - + - + + + - - - + -
Viridis BEH + + + -+ |+ -+ ]+ - -+ |+ ] -
Acquity UPLC BEH
3 . + + + + |+ [+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
Amide
Acquity UPC? Torus 2-
PIC + + + -+ |+ | -+ |+ |+ -+ |+ -
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Chromatogramy separace latek s jednotlivymi organickymi modifikatory pro kolony Acquity UPC? CSH Fluoro-Phenyl a Viridis HSS C18 ze skupiny 1.
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Druha skupina zahrnovala pouze dvé kolony a to: Torus Diol a Kinetex Biphenyl.
Charakteristikou této skupiny byly piky uzsiho a symetric¢téjSiho tvaru oproti skupiné
jedna, problémem nicméné byla koeluce ochratoxinu A a B. Typické to bylo zejména pro
prvni jmenovanou kolonu, kterd byla testovdna hned jako prvni. Piky byly na této koloné
velmi uzké a symetrické, zejména pak pfi pouziti AmF jako aditiva organického
modifikatoru. Navic byly vSechny latky eluovany jiz pfed koncem gradientu, coz bylo
vyhodné oproti kolonam ze skupiny tfi. Pfi vyuZziti Cistého metanolu doslo k rozmyti piku
ochratoxinu a, tak jako u predchozich kolon. Chromatogram pfi pouziti kolony Torus Diol
je uveden na Obr. 21. Kolona Kinetex Biphenyl pfinesla dalsi posun eluce latek smérem
k nizsim retencnim ¢asiim. Problémem byla opét Spatna separace kritického paru a také

asymetricky pik OTa u vSech aditiv organického modifikatoru.

Do skupiny &islo 3 byly zahrnuty tfi kolony: Viridis BEH, Acquity UPC? Torus 2-PIC a
Acquity UPLC BEH Amide. Zde byla dosazena dostate¢na separace kritického paru OTA a
OTB. Problémem byl opét tvar piku pfedevsim u OTa a do jisté miry také OTA.

Kolona Viridis BEH poskytla dostate¢nou separaci paru OTA a OTB a tvary pika byly uzké
a symetrické, zejména pfi pouziti AmF, s opétovnou vyjimkou OTa. Navic, pfi pouziti

tohoto modifikatoru dochazelo ke koeluci OTB a OTa.

U kolony Acquity UPC? Torus 2-PIC nejlepsi vysledky poskytovalo aditivum NH4OH.
Problémem byla zejména pozdni eluce OTa a OTB pfi pouZiti tohoto aditiva; zejména u
prvniho jmenovaného ochratoxinu pak nebyly tvary pikd pfi dvou nastficich po sobé
opakovatelné. Pravdépodobné zde dochdazelo k nedostate¢nému vymyti latky z kolony.

Tento problém byl patrny pfi pouZiti vsech aditiv.

Dalsi kolonou ze skupiny 3 byla kolona Acquity UPLC BEH Amide. Na této koloné byla
umoznéna dostatecnd separace vsech analyt( véetné kritického paru OTA a OTB a tvary
pikd byly relativné Gzké a symetrické. Problémem byla pouze pozdni eluce OTa, jehoz
retenéni ¢as se nachdzel az za koncem gradientu. Tvar piku se tak vyznacoval
chvostovanim. Chromatogramy separace latek na kolonach Acquity UPC Torus 2-PIC a

Acquity UPLC BEH Amide jsou uvedeny na Obr. 22.
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Obr. 21: Chromatogramy separace latek s jednotlivymi organickymi modifikatory pro kolonu Torus Diol ze skupiny 2.
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Obr. 22: Chromatogramy separace latek s jednotlivymi organickymi modifikatory pro kolony Acquity UPC? Torus 2-PIC a Acquity UPLC BEH Amide ze skupiny

3.
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5.2.2 Optimalizace parametri iontového zdroje

Experimenty byly provedeny ekvivalentnim zplsobem k experimentiim provedenym pfi
vyvoji LC metody. VyuZita byla kolona Acquity UPLC BEH Amide, ktera poskytovala
nejlepsi vysledky ve srovnani kolon. Organickym modifikatorem byl 10 mM mravencan

amonny v metanolu.

Vysledky pro parametry desolvacni teplota, priitok desolvaéniho plynu a pritok plynu na
vstupnim kuZelu vykazovaly obdobné trendy jako u LC: odezva se u desolvacni teploty a
u pritoku desolvaéniho plynu se zvysujici se hodnotou proménné priabézné zvysovala,
zvoleny byly nejvyssi hodnoty tedy 500 °C pro teplotu a tentokrat 1200 L/h pro pritok
plynu. Pratok plynu na vstupnim kuzelu mél i zde minimalini vliv na odezvu analytl a
odezva v pozitivnim mddu nizsi pti vysSich hodnotach, zatimco v negativnim maddu
zGstavala stabilni. Dalo by se tedy fici, Ze chovani v jednotlivych mdédech bylo ve srovnani
s kapalinovou chromatografii analogické. Zvolena byla tentokrat jednotna hodnota pro
vSechny analyty a to 30 Vv pozitivnim mdédu a 20 V v negativnim mddu. Posledni
parametr napéti na kapilafe prinesl oproti LC jiz vyraznéjsi zmény, pribéh zavislosti
odezvy na parametru mél spisSe rostouci charakter. Pro vyssi opakovatelnost byla zvolena
kompromisni hodnota 2,0 kV v obou médech. Rozsahy testovanych parametru a vybrané
hodnoty jsou uvedeny v Tab. 17. Grafy zndazornujici vliv jednotlivych parametrd

v jednotlivych mddech jsou zndzornény na Obr. 23 a Obr. 24.

Tab. 17: Rozsah testovanych parametrl pfi optimalizaci nastaveni iontového zdroje a vybrané
finalni hodnoty v UHPSFC-MS/MS.

mod parametr rozsah finalni hodnota
napéti na vst. kuZelu: 10-55V 30V
napéti na kapilare: 0,5-4,0 kV 2,0 kV

+ desolvaclni teplota: 250-500 °C 500 °C
pratok desolvacniho plynu: | 400-1200 L/h 1200 L/h
pratok plynu na vst. kuzelu: | 150-300 L/h 150 L/h
napéti na vst. kuzelu: 10-55V 20V
napéti na kapilare: 0,5-4,0 kV 2,0 kV

- desolvacni teplota: 250-500 °C 500 °C
pratok desolvacniho plynu: | 400-1200 L/h 1200 L/h
pratok plynu na vst. kuzelu: | 150-300 L/h 150 L/h
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Obr. 23: Grafy znazornujici relativni odezvu analyt(l pfi zméné parametr( optimalizovanych v pozitivnim médu pfi UHPSFC podminkach. Hodnoty byly vztazeny
na odezvu pfi pratoku plynu na vstupnim kuzelu 250 L/h, pratoku desolvaéniho plynu 1000 L/h, desolvacni teploté 400 °C, napéti na kapilare 3,0 kV a napéti

na vstupnim kuzelu 25 V.
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Obr. 24: Grafy znazorfujici relativni odezvu analytl pti zméné parametr(i optimalizovanych v negativnim médu pfi UHPSFC podminkach. Hodnoty byly
vztazeny na odezvu pfi pratoku plynu na vstupnim kuzelu 250 L/h, pritoku desolvaéniho plynu 1000 L/h, desolvacni teploté 400 °C, napéti na kapilare 3,0 kV

a napéti na vstupnim kuzelu 25 V.
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5.2.3 Optimalizace slozeni pfidavné kapaliny

Slozeni pridavné kapaliny jiZz neovlivni proces separace analytd ani tvar pik{. Vliv tohoto
parametru puUsobi na proces ionizace v iontovém zdroji a ovliviiuje tak odezvu, a tedy
citlivost hmotnostni detekce jednotlivych latek. Optimalizace byla provedena s vyuzitim
celkem osmi rdznych kapalin, a to sedmi kapalin s metanolem, ¢istym nebo s aditivy
kyselého a bazického charakteru, osmou kapalinou byl pak Cisty etanol. Vyzkousen byl
také pridavek vody v Cistém metanolu. Samoziejmosti byla kompatibilita vSech aditiv
s MS systémem. Méreni bylo provedeno zvlast pro pozitivni i negativni méd, a to vidy
v ramci jednoho dne pro maximalizaci srovnatelnosti odpovédi pfistroje pro jednotliva

aditiva.

V pozitivnim mdédu byly vysledky jednoznacné: se zvySujicim se pridavkem vody
dochazelo k vyraznému zvySovani odezvy vSech analytd bez vyjimky. U ostatnich kapalin
nedoslo k vyrazné zméné s vyjimkou OTC, kde odezva ochratoxinu C vyrazné klesala u
viech kapalin oproti metanolu. Jako optimalni pfidavna kapalina byl zvolen metanol

s pfidavkem 5 % vody. Vliv aditiv na odezvu v pozitivhim mddu je zobrazen na Obr. 25.

relativni odezva MeOH

[%]

600 - u EtOH

500 - H MeOH +
2% H20

400 - E MeOH +
5% H20

300 - m AmF

200 - = NH40H

100 - mFA

0- = AmAc
OTA oTB OTa OoTC

Obr. 25: Vliv pfidavné kapaliny na relativni odezvu latek v pozitivnim mddu, vztaZzeno na odezvu
pfi pouziti MeOH.
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V negativnim mddu se s pfidavkem 5 % vody odezva rovnéz zvysila v pripadé OTA, OTB
a OTa, nicméné doslo k vyraznému poklesu v pfipadé OTC. S vyjimkou etanolu byl u
vSech ostatnich kapalin patrny vyrazny pokles odezvy u vSech analytl oproti Cistému
metanolu. Jako optimalni pfidavna kapalina byl zvolen 100% metanol. Vliv aditiv na

odezvu v negativnim médu je zobrazen na Obr. 26.

relativni odezva MeOH
[%]
160 - = EtOH
140 - u MeOH +
120 - 2% H20
H MeOH +
100 - 5% H20
80 = AmF
60 - = NH4OH
40 -
20 4 mFA
0 - ® AmAc
OTA oTB OTa OoTC

Obr. 26: Vliv pfidavné kapaliny na relativni odezvu latek v negativnim mddu, vztaZzeno na odezvu
pfi pouziti MeOH.

5.2.4 Optimalizace sloZeni organického modifikatoru

Experimenty probihaly analogicky k testovani sloZeni mobilni faze v pfipadé LC.
Testovano bylo celkem Sest organickych modifikator(, zakladem vsech byl metanol,
pricemz aditiva byla vybirdna ze skupiny kyselin, zasad a soli kompatibilnich
s hmotnostnim spektrometrem. Pfi vyuziti aditiva mravencanu amonného, které se
v pfedchozich mérenich jevilo jako slibné, byl navic testovan pridavek vody, a to
v koncentraci 1 a 2 %. Testovani bylo provedeno v pozitivnhim i negativnim mddu, vidy

v ramci jednoho dne. Jako pridavné kapaliny byly vyuzity kapaliny vybrané podle 5.2.3.

Na rozdil od LC, se separace latek a tvar pik(i ukazaly jako problematické. Pfi pouZiti
modifikatord cistého metanolu a 10 mM kyseliny mravendi v metanolu doslo
k vyraznému rozmyti piku ochratoxinu alfa. Proto byla tato aditiva z grafu pro OTa
vyfazena. | zde byl problém snedostatenou opakovatelnosti, coz vyZadovalo

dostatecné dlouhou ekvilibraci kolony.
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Jako optimalni aditivum organického modifikatoru pro pozitivni moéd byl zvolen 10 mM
AmF s 2 % pridavkem vody. Alternativou by byl Cisty AmF, kvili lepSi odezvé pro OTC,
nicméné nebyl zvolen, protoze pridavek vody zlepsil separaci kritického paru OTA a OTB.
V rdmci negativniho médu poskytovalo velmi zajimavé vysledky aditivum 10 mM FA, a
to zejména pro OTA a OTB. BohuZel toto aditivum nemohlo byt pouzito kvali zminénym
problémuim s OTa. Jako optimalni byl zvolen 10 mM AmF bez pfidavku vody. Vliv aditiv

na relativni odezvu v pozitivnim mddu je zndzornén na Obr. 27 a v negativnim médu na

Obr. 28.
relativni odezva AmF
[%]
500 - uAmMF +
1% H20
400 -
u AmF +
300 - 2% H20
= MEOH
200 -
100 mFA
0 - m NH40H

OTa OTA oTB oTC

Obr. 27: Vliv aditiv organického modifikdtoru na relativni odezvu latek v pozitivnim maddu,
vztazeno na odezvu pti pouZiti AmF.

relativni odezva AmF
[%]
600 - = AmF +
500 - 1% H20
mAmMF +
400 2% H20
300 - = MEOH
200 -
= FA
100 -
0 in I m NH40H
OTa OTA oTB oTC

Obr. 28: Vliv aditiv organického modifikatoru na relativni odezvu latek v negativnim maédu,
vztazeno na odezvu pri pouZiti AmF.
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Vysledky v pozitivnim modu ukazaly postupné zvySovani odezvy se zvysujicim se
pfidavkem vody. PFi dalSim vyvoji metody by bylo moZzné dale otestovat pridavky vody

s jinymi aditivy nez jen AmF, a pokusit se vyresit problém s rozmyvanim piku OTa.

5.2.5 Kalibraéni zavislost v UHPSFC-MS/MS

Kalibracni zavislost byla mérena ve stejném rozsahu jako pfi LC metodé, tedy od 0,001
do 1000 ng/ml v obou médech. Zaroven byl uren pfenos analytl do slepého vzorku,
ktery nasledoval po ndstfiku maximalni koncentrace. Kvuli vysokému prfenosu vzorku a
také nizké citlivosti metody nebyla stanovena rovnice kalibracni kfivky. Byla urcena
k alespon dvojnasobnému narlistu odezvy oproti predchozi koncentraci nebo slepému
vzorku. Mensi narUst odezvy signalizoval pouze prenosy analytu z pfedchozich nastrika.

Vysledky jsou v shrnuty v Tab. 18.

Jak je patrné ztabulky, vysledny pfenos byl velice vysoky, v fadech desitek procent.

evvs

vzorku byly patrné piky analytl a pfi nizkych koncentracich tak vyrazné interferovaly
s detekci. Kvantitativni hodnoceni tak bylo zcela znemozinéno. ProtoZe metoda
poskytovala nedostatecné vysledky pro stanoveni ochratoxini na nizkych

koncentracnich hladindch, méreni opakovatelnosti nebylo provedeno.

Tab. 18: Shrnuti vysledku z kalibrace ochratoxint v UHPSFC-MS/MS metodé.

negativni mod pozitivni méd
sl NDH prenos NDH prenos
[ng/ml] [%] [ng/ml] [%]
OTA 100 11,21 200 11,77
oTB 500 20,95 200 22,97
OTa 1000 16,67 1000 31,03
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5.3 Srovhani UHPLC-MS/MS a UHPSFC-MS/MS metod

Ve finalni UHPLC metodé byly piky uzké, ale vyznacovaly se mirnym chvostovanim,
stfedni hodnoty faktoru symetrie pik( jednotlivych [atek byly v rozsahu 1,6-2,4. VSechny
analyty byly eluovdny vramci gradientu. Separace byla dosazena snadno jiz pfi
generickych podminkach a vyvoj metody byl proto relativné jednoduchy. Naproti tomu
dosaZzena separace pfi UHPSFC metodé nebyla idedlni ani po provedené optimalizaci.
Piky byly oproti UHPLC S$irSi a uroven chvostovani byla vyssi, s faktory symetrie pika
v rozsahu 2,2-3,1. Separace kritického paru OTA a OTB byla dosazena pouze ¢aste¢né
s hodnotou rozliseni 0,6 v negativnim médu a 1,8 v pozitivnim médu. Rozdil v selektivité
separace byl zpuUsoben odliSnym organickym modifikdtorem s nejvyssi odezvou
v jednotlivych mdédech. Latky byly eluovany pomérné pozdé, zejména problematicky
OTa az za koncem gradientu. Optimalizace chromatografické metody byla také mnohem
narocnéjsi. Vzhledem k tomu, Ze v literature nebyla nalezena zadna publikace, kterd by
se separaci ochratoxin(i v SFC zabyvala, vybér podminek byl ztizen. Srovnani vysledné

chromatografické separace v obou metodach je ukazano na Obr. 29.

Pfi srovnani kalibracnich zavislosti bylo v UHPLC-MS/MS metodé dosazeno citlivé
detekce se spodnimi limity kvantifikace 0,02-0,1 ng/ml. Tyto hodnoty fadové odpovidaji
limitdm ziskanym v literature z Tab. 4. V UHPSFC metodé bylo kvantifikacni rozmezi
chovani vykazoval OTC, ktery pfi vyvoji UHPSFC metody poskytoval vyrazné vyssi odezvu
vzhledem k ostatnim ochratoxinlim. Bohuzel, kv(li nevyhovujici kvalité standardu, nebyl
vyvoj ani jedné metody pro tuto latku dokoncen. Vzhledem k potrebé citlivého stanoveni
ochratoxinl v biologickém materidlu je tedy vyvinutd UHPSFC metoda v soucasné
podobé pro dalsi vyzkum nepouzitelnd. Pro dalsi vyuziti by bylo potfeba UHPSFC metodu

dale optimalizovat a pokusit se zvysit citlivost detekce, popfipadé dale zlepsit tvar pik(.
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Obr. 29: Srovnani vyslednych chromatogramd s SRM prechody v negativhim mddu pfi UHPLC-MS/MS metodé a v pozitivhim médu pfi UHPSFC-MS/MS
metodé, pro UHPSFC byl pro srovnani zvolen méd s vy$sim rozliSenim kritického paru OTA a OTB.
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6. Zaveér

V rdmci této diplomové prace byly nejprve méreny MS skeny standardl vybranych
ochratoxinl a ziskany hodnoty m/z jednotlivych iont. Nasledné byla v metodé SIM
provedena optimalizace parametr(i iontového zdroje v pozitivnim i negativnim médu.
Skenovanim produktovych iontll pro kazdy analyt byla ziskana fragmentacni spektra,
z nichz byly vybrany fragmenty pouzité dale pro optimalizaci parametru kolizni energie.
Ziskana data byla vyuzita pro ziskani SRM prechodu pro kazdy analyt v obou ionizacnich

maodech.

Optimalizace UHPLC chromatografické separace byla snadnd a primocara diky
informacim z literatury a pouZiti univerzalni staciondarni faze C18. Provedeno bylo pouze
testovani sloZzeni mobilni faze. Testovana byla aditiva vodné slozky mobilni faze, a to AcA,
FA a NH4OH v koncentracich 0,1 a 0,01 %. Nejlepsim aditivem byla kyselina octova o

koncentraci 0,01 %, a to v obou mddech.

Pfi  vyvoji UHPSFC-MS/MS metody byla nejdfive provedena optimalizace
chromatografické separace testovanim 13 kolon s rdznymi typy castic i ligandd.
Optimalni separace bylo dosazeno na koloné Acquity UPLC BEH Amide. Na této koloné
byla provedena optimalizace parametrd iontového zdroje ve shodném rozsahu jako
v pfipadé LC metody. Dale bylo optimalizovano sloZeni pfidavné kapaliny. Testovano
bylo celkem osm kapalin a to: EtOH, MeOH, MeOH + 2 a 5 % H,0 a MeOH s aditivy: 10
mM FA, 10 mM AmF, 10 mM AmAc a 10 mM NH4OH. Jako nejvyhodnéjsi se ukazal 100%
MeOH v negativhim mdédu a MeOH s 5% pridavkem vody v pozitivnim mddu. Testovani
organickych modifikator( bylo provedeno v rozsahu 6 kapalin: MeOH a MeOH s aditivem
10 mM NH4OH, 10 mM FA, 10 mM AmF Cistym a s pridavkem 1 a 2 % vody. Jako optimalni
byl zvolen pfidavek 10 mM AmF v negativnim mdédu a 10 mM AmF + 2 % H,0 v pozitivnim

maodu.

Vyvinuté metody byly vyuzZity pro urceni kalibracni zavislosti. V UHPLC-MS/MS metodé
bylo ziskano kalibra¢ni rozmezi 0,05-100 ng/ml pro OTA, 0,02—100 ng/ml pro OTB a 0,1—
100 ng/ml pro OTa v negativnim mddu a 1-500 ng/ml pro OTA, 0,5-500 ng/ml pro OTB
a 2-1000 ng/ml pro OTa v pozitivhim mdédu. Spodni limit kvantifikace byl tedy u vSech

analyt nizsi v negativnim maddu, horni limit kvantifikace naopak vyssi v pozitivnim
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médu. Pro UHPLC-MS/MS metodu byla stanovena opakovatelnost, kdy nejvyssi
namérend RSD byla 4,35 %. V UHPSFC-MS/MS metodé bylo docileno uzkého kalibra¢niho
a 1000 ng/ml v negativnim médu a 200, 200 a 1000 ng/ml v pozitivhim modu. Tyto velice
vysoké hodnoty znamenaji nemoznost vyuZiti vyvinuté UHPSFC metody pro dalsi vyzkum
v této podobé. Ve srovndni metod pro analyzu ochratoxin( lepsi vysledky poskytla

UHPLC metoda.

PFi dalSim vyzkumu v oblasti UHPSFC by bylo potfeba dale vylepsit chromatografickou
separaci latek, a predevSim zvysit citlivost detekce. DalsSim krokem bude vyvoj a
optimalizace metody upravy vzorku, pro umoznéni analyzy konkrétnich vzork
biologického materidlu. Pokud by se podafilo ziskat kvalitni standardy ochratoxinu C,
popripadé dalSich ochratoxin( ¢i jejich metabolitl, mohla by analyza téchto latek pfinést

dalsi rozmér do vyvoje metody.
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