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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Nikola PFivratska

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Kontrola obsahu mykotoxin ve vybranych potravnich

doplricich

Pro vyvoj metody ke stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A (OTA) v potravnich
dopliicich s obsahem extraktu z ostropestfce marianského bylo vyuZito spojeni
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s on-line extrakci na tuhou fazi (SPE).
Vzorek potravniho dopliku extrahovany do smési methanol — voda v poméru 1:9 byl
davkovan o objemu 50 pl na extrakéni kolonu Ascentis Express RP-Amide (5 x 2,1 mm,
velikost C¢astic 5 um), kde byl promyvan od interferujicich slozek matrice 20%
methanolem pfi pratoku 1 ml/min. Po 1 minuté doslo k prepnuti ventilu a OTA byl
eluovan z extrakéni kolony na analytickou kolonu Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um). Separace probihala pti 40 °C za gradientové eluce s
mobilni fazi acetonitril/0,5% kyselina octovd, ktera protékala kolonou rychlosti 1
ml/min. Fluorescencni detekce OTA byla provedena pfi vinovych délkach Ex 355 nm, Em
460 nm. Celkova analyza zahrnujici on-line Upravu vzorku a separaci trvala 9 minut.
Metoda byla validovdna pro dva typy matrice, pticemz limit kvantifikace pro potravni
doplnky ve formé tobolek/tablet byl stanoven na 1 pg/l a pro doplriky ve formé kapek

na 0,5 pg/l.

Klicova slova: HPLC, on-line SPE, ochratoxin A, ostropestfec mariansky



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Nikola Pfivratska

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Control of mycotoxin content in food supplements

Due to the growing popularity of nutraceuticals, some concerns about their
quality and safety have been expressed. The presented work describes the development
of a fast method for mycotoxin ochratoxin A (OTA) determination using high
performance liquid chromatography (HPLC) and column switching technique in
combination with on-line solid phase extraction (SPE). The method was used for direct
determination of OTA in milk thistle-based nutraceuticals. Nutraceuticals were
extracted by methanol — water solution in a ratio of 1:9. A volume of 50 pl of the
extracted sample was injected on the extraction column Ascentis Express RP-Amide (5 x
2.1 mm, 5 um particle size). The sample was cleaned from interfering compounds with
20% methanol at a flow rate of 1 ml/min. After a period of 1 minute the valve was
switched and mobile phase eluted OTA trapped on the extraction column to the
analytical column. Separation was performed by gradient elution on the Ascentis
Express Phenyl-Hexyl (100 x 4.6 mm, 5 um particle size) column using a mobile phase
consisting of acetonitrile/0.5% acetic acid at a flow rate of 1 ml/min. OTA was quantified
by fluorescence detection at wavelengths Ex 335 nm, Em 460 nm. The total run time
including on-line extraction and separation step was 9 min. The method quantification
limit was 1 pg/l for food supplements in form of tablets/capsules and 0.5 pg/| for

supplements in form of drops.

Keywords: HPLC, on-line SPE, ochratoxin A, milk thistle
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Pouzité zkratky

DLLE Disperzni kapalinova mikroextrakce

EFSA Evropsky Ufad pro bezpecnost potravin
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FLD Fluorescenc¢ni detekce

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IARC Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny
LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny

LOD Limit detekce

LoOQ Limit kvantifikace

MEPS Mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem s vyuzitim sttikacky
MIPs Molekuldrné vtisténé polymery

MS Hmotnostni spektrometrie

OTA Ochratoxin A

PTFE Polytetrafluorethylen

QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe

RAM Materialy s omezenym pfistupem

RASFF Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva
SBSE Sorpéni extrakce michadlem

SPE Extrakce na tuhou fazi

SPME Mikroextrakce na tuhou fazi

SZPI Statni zemeédeélska a potravinarska inspekce

UVv-VvIS Ultrafialové-viditelné zareni



1 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni, které patfi mezi hlavni
kontaminanty potravin. Vedle ekonomického dopadu predstavuje kontaminace
potravin plisnémi také riziko zdravotni. Za vhodnych podminek produkuji toxigenni
plisné mykotoxiny, jez mohou mit fadu toxickych ucinkl jako jsou naptiklad ucinky
hepatotoxické, neurotoxické a imunotoxické. Vzhledem k témto Skodlivym ucinkiim jsou
pro vybrané potraviny stanoveny nejvyssi pripustné limity nékterych mykotoxinl jako
jsou aflatoxiny, patulin nebo ochratoxin A (OTA).

Jednim ze zdroji mykotoxini mohou byt rostlinné potravni doplriky vyrobené
z kontaminovanych surovin. Pfi kontaminaci dopliku stravy mohou pak nad kladnymi
ucinky jeho slozek prevazit negativni ucinky toxinu. PrestoZe pro potravni doplnky
nejsou urceny limity obsahu mykotoxin(, s rostoucim trendem uzivani doplik( stravy
rostou i naroky na prokdazani jejich kvality a bezpeénosti, a proto je potfeba vyvijet pro

jejich kontrolu citlivé a pfesné analytické metody.
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2 Cil a zadani prace

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) spojené s on-line extrakci na tuhou fazi
(SPE) pro stanoveni OTA.

Ukolem bylo otestovat a vybrat vhodné podminky on-line Upravy vzorku a
nasledné separace pro analyzu OTA v potravnich doplricich ve formé tablet/tobolek
nebo kapek. Pro oba typy matrice byla metoda validovana a vyuzita pro analyzu na trhu

v CR dostupnych dopliik{ stravy s obsahem extraktu z ostropestfce maridnského.
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Vé

3 Teoreticka cast

3.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekunddrni metabolity mikromycet. Tyto
nizkomolekularni latky tvofi velmi rlznorodou skupinu, jejiz nesourodost je ddna
rozdilnou chemickou strukturou a biosyntetickym plvodem. Spole¢nym znakem
mykotoxinl je schopnost zapfiCinit onemocnéni u ¢lovéka a dalSich obratlovcl jiz v
malych koncentracich.

Klasifikace mykotoxinu je v dlsledku rlznorodosti obtizna a nejednotna. Mohou
byt usporadany dle své chemické struktury, biosyntetického plvodu (polyketidy,
namelové alkaloidy, terpeny), toxicity (hepatotoxické, nefrotoxické, neurotoxické,
imunotoxické atd.), nebo nejcastéji dle toxigennich mikroskopickych vlaknitych hub,
které je produkuji. Mezi vyznamné rody plisni produkujici mykotoxiny rfadime rody
Aspergillus, Penicillium, Fusarium a Alternaria.

V soucasnosti je zndmo okolo ¢tyf set mykotoxin(, z nichZ pres tficet je
opakované studovdno jako rizikovy toxicky nebo disruptivni faktor pro Clovéka a
zivoCichy. Mezi dulezité mykotoxiny souvisejici s lidskymi a zvifecimi nemocemi patfi
aflatoxiny, citrinin, namelové alkaloidy, fumonisiny, OTA, patulin a zearalenon. Projevy
mykotoxikéz u ¢lovéka zavisi na mnoha faktorech. Kromé druhu a koncentrace toxinu se

jedna o dobu expozice, zdravotni stav, pohlavi nebo vék [1] [2].

3.2 Ochratoxin A

OTA je bila, slabé kyseld, krystalicka latka, ktera je fazena mezi pentaketidy
spojené s fenylalaninem. Vyznacuje se stabilitou v kyselém prostredi a vysokou teplotni
stabilitou, kdy ani pfi 250 °C nedochazi ke kompletnimu zni¢eni molekuly [3] [4].

Jedna se o mykotoxin produkovany plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium, a to
predevsim druhy Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius,
Penicillium verrucosum a Penicillium nordicum. Vyskyt téchto mikroskopickych
vldknitych hub je velmi rozsifeny diky Sirokému spektru podminek, v nichz jsou schopné

rast. Rast plisni ovliviiuje druh substratu a jeho pH, teplota a také vlhkost vzduchu.
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V chladnégjsich klimatickych podminkdach prevladaji jako producenti ochratoxind plisné
rodu Penicillium, v teplejsSich oblastech naopak prevladaji producenti rodu Aspergillus.

Mykotoxiny jsou vyznamné kontaminanty potravin a krmiv, a proto predstavuji
globalni zdravotni riziko, maji ale i vyznamny ekonomicky dopad. Vyskyt mykotoxinu je
kromé klimatickych podminek ovlivnén také skladovanim, prepravou a ndaslednym
zpracovanim hospodarskych produktl. Béhem zpracovani potravin, jako je mleti,
peceni, fermentace, prazeni nebo smazeni, mize dojit k chemické Upravé toxinu, nebo
k jeho odstranéni.

OTA muUZe byt nalezen jak v potravinovych surovinach, tak ve zpracovanych
potravinarskych produktech. Nejcastéji jsou OTA kontaminovany obiloviny, kavova zrna,
hrozny vinné révy, ofechy, koreni, |ékofice, fiky a fazole. OTA je v tucich rozpustnd a
stabilni molekula, coz vede k jejimu hromadéni v tkadnich zvifat, kterd byla krmena
kontaminovanym krmivem. Proto je pro C¢lovéka zdravotnim rizikem nejen

kontaminovana rostlinna strava, ale i strava zivoc¢iSného plvodu [2] [5] [6] [7].

Cl

ZT
O

Obrazek 1: Strukturni vzorec ochratoxinu A [8]

3.2.1 Toxicita ochratoxinu A

Mykotoxikdzy jsou nejcastéji dlisledkem konzumace kontaminovanych potravin,
ale vyznamnym zdrojem expozice je také inhalace spor toxigennich hub.

OTA se vstiebava z gastrointestinalniho traktu, vaze se na proteiny plazmy a krvi
je distribuovan predevsim do ledvin, dale pak do jater, svall a tukové tkané.

Pfredpokladd se, Ze zvySenda kumulace OTA vledvinach je déana specifickymi
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transportnimi proteiny proximalnich tubull, které zvySuji vychytavani tohoto
mykotoxinu.

Na bunécné urovni OTA ovliviiuje napfiklad enzymy zapojené do metabolismu
fenylalaninu, inhibuje mitochondridlni dychani a stimuluje peroxidaci membranovych
lipidd. Ma nefrotoxicky, hepatotoxicky, teratogenni a imunotoxicky ucinek, a
Mezindrodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC, International Agency for Research
on Cancer) je zafazen jako karcinogen skupiny 2B, tedy jako pravdépodobné

karcinogenni pro ¢lovéka [6] [9] [10] [11].
3.2.2 Legislativa

Maximalni limity OTA (tabulka ¢. 1) a dalSich kontaminujicich latek v nékterych
potravinach jsou stanoveny Nafizenim Komise (EU) ¢. 2022/1370. Predchozi nafizeni,
nafizeni (ES) ¢. 1881/2006, bylo zménéno v disledku rozsifeni seznamu potravin, u
kterych byla zjisténa kontaminace OTA a u kterych byly stanoveny jeho maximalni limity.
Rozsifeni se tyka napfriklad kakaového prasku, suSenych bylinek, nékterych slozek
bylinnych ¢ajli a suSeného ovoce. V ndvaznosti na dostupné udaje o vyskytu OTA byly
zpfisnény limity v prazené a rozpustné kavé, v pekarenskych vyrobcich a také v susenych
hroznech vinné révy. Tolerovany tydenni pfijem OTA ve vysi 120 ng/kg télesné
hmotnosti z roku 2006 povazuje Nafizeni Komise (EU) ¢. 2022/1370 za neplatny ale

neurcuje vSak novou smérnou hodnotu [12].

Tabulka 1: Maximdlni limity OTA v potravindch [12]

Maximalni limit
OTA (ug/ks)
Nezpracované obiloviny 5,0

Vsechny produkty ziskané/zpracované z nezpracovanych obilovin | 3,0

Obiloviny uvadéné na trh pro kone¢ného spotrebitele
Pecivo, svacCinky z obilovin a snidanové cerealie — vyrobky 2,0
neobsahujici olejnata semena, ofechy nebo susené ovoce
— vyrobky obsahujici nejméné 20 % susenych hrozn( révy vinné | 4,0
a/nebo susenych fikl

Potravina

— ostatni vyrobky obsahujici olejnata semena, ofechy a/nebo 3,0
susené ovoce

Nealkoholické sladové napoje 3,0
PSenicny lepek neuvadény na trh pro konecného spotiebitele 8,0
Susené ovoce 8,0
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— susené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) a 2,0
susené fiky

— ostatni suSené ovoce

Datlovy sirup 15
Prazena kava 3,0
— prazena kdvova zrna a mletd prazena kdva kromé rozpustné

kavy 5,0
— rozpustna kdva (instantni kava)

Vino (v€etné Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina a vina s 2,0
obsahem alkoholu nejméné 15 % objemovych) a ovocné vino
Aromatizované vino, aromatizované vinné napoje a 2,0
aromatizované vinné koktejly

Hroznova $tava, rekonstituovana koncentrovana hroznova stava, | 2,0
hroznovy nektar, rekonstituovany hroznovy most a

rekonstituovany koncentrovany hroznovy most uvadéné na trh

pro koneéného spotrebitele

Obilné ptikrmy a ostatni pfikrmy urcené pro kojence a malé déti 0,50
Dietni potraviny pro zvlastni Iékarské ucely uréené pro kojencea | 0,50
malé déti

Kofeni, véetné suseného koreni, kromé Capsicum spp. 15
Capsicum spp. (suSené plody, celé nebo mleté, véetné chilli, 20
mletého chilli, kayenského pepre a papriky)

Smési kofeni 15
Lékotice (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflata a dalsi druhy) 20
— koren lékofice, mimo jiné jako slozka bylinnych ¢aju

— vytazek z |ékotice pro poutZiti v potravinarskych vyrobcich, 80
zejména v napojich a cukrovinkach

— cukrovinky z lIékofice obsahujici > 97 % vytazku z |ékofice v 50
susiné

— ostatni cukrovinky z |ékotice 10,0
Susené byliny 10,0
Kofeny zazvoru pro pouziti v bylinnych ¢ajich 15
Kofeny proskurniku lékarského, kofeny pampelisky (smetanky)a | 20
kvéty pomerancovniku pro pouziti v bylinnych ¢ajich nebo v

nahrazkach kavy

Slunecnicova semena, dynnova semena, semena melounu 5,0
(vodniho), konopna semena, séjové boby

Pistacie, které musi byt pfed uvedenim na trh pro koneéného 10,0
spotrebitele nebo pfed pouZitim jako slozka potravin vytfidény

nebo jinak fyzikdlné oSetfeny

Pistacie uvadéné na trh pro koneéného spotrebitele nebo jako 5,0
slozka potravin

Kakaovy prasek 3,0
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3.3 Potravni doplnky

Potravni doplriky jsou potravinové substituenty, jejichZ cilem je doplnéni bézné
stravy. Jednd se o koncentrované zdroje minerall, vitamin( a dalSich latek, kterym je
pfisouzen fyziologicky nebo vyZivovy ucinek. Vedle minerdl(i a vitamini mohou byt
slozkou potravnich doplnkl napfiklad esencidlni mastné kyseliny, vlaknina,
aminokyseliny nebo bylinné vytazky [13] [14].

Potravnim doplikim nesmi byt pfisuzovdna vlastnost prevence nebo |écby
onemocnéni a také nesmi naznacovat, Ze by pestra strava nebyla dostatecna k ziskani
vSech Zivin. Pfed uvedenim nového dopliku stravy na trh musi byt informovano
Ministerstvo zemédélstvi a doplnék musi byt registrovan u statniho dozorového organu,
kterym je Statni zemédélskd a potravindrska inspekce (SZPI). Na rozdil od lécivych
pfipravkd neni u doplnk( stravy posuzovdna jejich ucinnost a notifikacni povinnost
neznamena potvrzeni Udaju na etiketé vyrobku. Na etiketé je povinné uvadét vedle
doporucené denni davky také varovani pred prekroéenim této davky, ndzvy Zivin,
upozornéni, Zze vyrobek neslouzi jako nahrada pestré a vyvazené stravy a doporuceni na

jeho uchovani mimo dosah déti [13] [15] [16].
3.3.1 Kontaminanty potravnich doplniku

Vzhledem k rostoucimu trendu uzivani potravnich doplnkl je zapotrebi zvysena
kontrola jejich bezpecnosti a kvality. K nepfiznivym Gc¢inkim na lidské zdravi mGze vést
nejen nadmérné a dlouhodobé uzivani, ale i pfitomnost rdznych kontaminantd, jelikoz
velkd ¢ast potravnich doplik( je zaloZena na pfirodnich rostlinnych extraktech. Mezi
vyznamné kontaminanty potravnich doplnka patfi kovy, toxiny, pesticidy,
polychlorované bifenyly a dioxiny [13] [17] [18].

V Evropské unii (EU) jsou doplriky stravy povazovany za potravinu a neexistuje
pro né specialni kontrola prfed uvedenim na trh. V ramci EU a Evropského sdruzeni
volného obchodu je mozné rychlé sdileni informaci ohledné rizika pochdzejiciho
z potravin nebo krmiv pomoci Systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF,
Rapid Alert system for Food and Feed). Jedna z kategorii RASFF, a to kategorie dietické
potraviny, potravinové dopliky a obohacené potraviny, poskytuje hlaseni ohledné

doplnk{ stravy [18] [19].
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3.4 Rostlinné potravni doplrky

Rostlinné potravni dopliky mohou obsahovat mykotoxiny v dlsledku
kontaminace rostlinnych plodin toxigennimi houbami. K producentim mykotoxinU
napadajicim |écivé byliny a dalsi rostlinné suroviny patfi predevsim plisné rodu
Penicillium a Aspergillus.

Ke kontaminaci surovin muze dojit jiz pred sklizni, béhem sklizné s vyuzitim
nevhodnych zemédélskych postupl, nebo béhem skladovani a distribuce za
nevyhovujicich podminek, zejména tepla a vlhka. Jiz vicedenni skladovani plodin zvysuje
jejich nachylnost vici ristu plisni, a tim se zvySuje riziko produkce mykotoxin{. Obsah
mykotoxinl byl prokazan v doplficich stravy z hrozn(i vinné révy, z ginkgo biloby, ze
zelené kdvy a v doplficich se zelenym ¢ajem nebo s ostropestfcem maridnskym.

Pfestoze byly mykotoxiny v doplficich stravy prokazany, mnohokrat jsou
detekované hladiny velmi nizké a nepredstavuji riziko pro lidské zdravi. Vzhledem
k rozsahlému vyskytu toxigennich hub neni moZné se pfitomnosti mykotoxinl zcela
vyhnout, ale je dulezité dodrzovat vhodné podminky péstovani a skladovani surovin a

kontrolovat findlni produkty z nich vyrobené [17] [18] [20].
3.4.1 Potravni doplnky z vinné révy

Po vylisovani hrozn(, zejména ve vinafském primyslu, vznika vedlejsi zbytkovy
produkt tzv. matolina, kterd je bohatym zdrojem vlakniny a polyfenolld jako jsou
flavonoidy. Pravé matoliny a hroznova semena jsou Casto vyuzivany pti vyrobé
potravnich doplnkd. Z flavonoidd, které jsou obsazeny predevsim ve slupce a semenech
plodd, prevladdaji flavonoly, katechiny a antokyany a jsou zndmy pro svlj vysoky
antioxidacni ucinek, ktery je ndsobné vyssi nez u vitamini C a E. Vedle polyfenold
obsahuje extrakt z hroznovych semen také kyseliny a-linolenovou a y-linolenovou. Tyto
nenasycené mastné kyseliny maji protizanétlivy uéinek a podili se na snizeni celkového
krevniho cholesterolu. Pro své pozitivni ucinky maji potravni doplriky z hroznd vinné révy
kladny vliv na fadu civiliza¢nich chorob soucasnosti jako je ateroskleréza, hypertenze a
obezita [21] [22] [23].

Nejcastéji je vinna réva napadana plisni Aspergillus carbonarius, ktera je za
vhodnych podminek producentem OTA. Pfi vyrobé vina zGstava OTA predevsim ve
vedlejsich produktech, a to zejména ve slupkach hroznli. OTA byl detekovan v radé
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potravnich doplnik(, které obsahovaly r(izné procento extraktl z vinné révy, pricemz
mezi detekovanymi hladinami OTA a obsahem extraktl nebyla zjisténa korelace.
Pfedpoklada se proto, Ze hladina mykotoxinu je dana rozdilnou kontaminaci surovin
k vyrobé téchto pfipravkd, jako je matolina, nebo pripadné kontaminaci dalSich sloZzek
potravniho doplnku. Pravé kontrola kontaminace matoliny mykotoxiny by mohla slouzit
jako parametr kvality surovin pro vyrobu potravnich doplfikl z hrozn( vinné révy [24]

[25] [26].
3.4.2 Potravni doplriky z ginkgo biloby

Jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba) je dvoudomy strom z celedi jinanovitych
(Ginkgoaceae) a jedinym Zijicim druhem zrodu jinanu. Listy a plody jinanu byly
vyuzivany jiz v tradi¢ni ¢inské mediciné, a to predevsim pro Ié¢bu astmatu.

V soucasnosti se pro doplniky stravy a |éCivé pripravky vyuziva extrakt z typickych
dvoulaloénych listl, ktery podporuje kognitivni funkce mozku a dusevni rovnovahu,
mikrocirkulaci krve a prokrveni akralnich ¢asti téla, ma antioxidacni uc¢inky a napomaha
udrzet normalni hladinu cholesterolu. K Ié¢ebnym ucelim je vyuZivany standardizovany
extrakt, oznadovany EGb 761, pro jehoz ziskani byla v 70. letech 20. stoleti vyvinuta
metoda némeckou spolecnosti Dr. Willmar Schwabe Pharmaceutical. Tento vysoce
koncentrovany extrakt obsahuje 6 % terpenoid(, 24 % flavonovych glykosidd a 5-10 %
organickych kyselin a je soucasti 1€kl pro Iéc¢bu kognitivnich poruch a lehké demence
[27] [28] [29] [30].

Potravni dopliky z ginkgo biloby jsou jedny ze svétové nejprodavanéjsich
rostlinnych doplnkd stravy. Na rozdil od IéCivych pfipravk(l neni vyuZivany extrakt
standardizovany a koncentrace latek se v jednotlivych produktech lisi. Stejné jako u
jinych rostlinnych surovin miZe dojit ke kontaminaci listd ginkgo biloby napfiklad
pesticidy nebo mykotoxiny. V potravnich doplficich z ginkgo biloby byly detekovany
aflatoxiny B1 a B2, které jsou IARC fazeny mezi genotoxické karcinogeny, a T-2 toxin,
ktery je se svymi cytotoxickymi a genotoxickymi Uc€inky nejnebezpeclnéjsim
mykotoxinem z trichothecenl. U nékterych potravnich doplnk( byla zjisténa pritomnost
mykotoxinl a zaroven pesticidli, proto by bylo vhodné v ramci jejich kontroly vyuzit

metody pro stanoveni vice typl kontaminant( [31] [32] [33].
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3.4.3 Potravni doplriky ze zelené kavy

Kavova zrna jsou semena plodld kavovniku neboli kavovych tresni. Mezi
vyznamné plodiny patfi kdvovnik arabsky (Coffea arabica) a kavovnik statny (Coffea
canephora), které jsou péstované asi v Sedesati zemich v tropickych a subtropickych
oblastech. Kvalitu kdvy kromé genetiky rostliny a enviromentdlnich faktor( ovliviuji
zhruba z60 % procesy, které nasleduji po sklizni plod(. Suseni a loupani plodd,
skladovani a prazeni zrn maji vliv na chemické sloZeni zelenych kavovych zrn a také na
jejich barvu, tvar a velikost. K nejvice fyzikalné-chemickych zménam dochazi béhem
prazeni, kdy Maillardova reakce ovliviiuje aroma, barvu a chutovy profil kavy [34].

Zelend kdva oproti prazené obsahuje vice bioaktivnich latek jako jsou fenoly a
methylxantiny. Antioxida¢ni Ucinky kdvy zdavisi zejména na obsahu fenolickych latek,
pricemz kli¢ovou slouceninou je kyselina chlorogenova. Zelend kavova zrna obsahuji az
14 % kyseliny chlorogenové a jeji zastoupeni je vysSi u kdvy robusta v porovnani
s arabikou. Kromé kavy je bohatym zdrojem kyseliny chlorogenové napfiklad caj,
bobulovité ovoce, citrusy, jablka a broskve. Vedle antioxidacniho ucéinku ma tato
fenolickd latka ucinky protizanétlivé, hepatoprotektivni, neuroprotektivni, stimuluje
centralni nervovou soustavu a ovliviiuje metabolismus lipidi a glukdézy. Kyselina
chlorogenova inhibuje absorpci glukdzy z tenkého stfeva a také snizuje aktivitu enzymu
glukdza-6-fosfatdzy, a tim ovliviiuje glukoneogenezi a glykogenolyzu. Pfestoze je znamo,
Ze kyselina chlorogenova snizuje hladinu glukézy v krvi a riziko inzulinové rezistence,
presny mechanismus plsobeni neni doposud objasnén [34] [35] [36].

Pro své ucinky je extrakt ze zelené kavy s vysokou koncentraci kofeinu a kyseliny
chlorogenové pouzivan v fade potravnich doplrk(, které podporuji hubnuti. S rostoucim
poctem lidi trpicich nadvahou a obezitou roste i uzivani pripravk( s extraktem ze zelené
kavy, a proto je vhodné kontrolovat jejich kvalitu a bezpecnost. Z procesll, které
nasleduji po sklizni kavy, je zdsadnim krokem ovliviiujicim kvalitu zrn dostatecné suseni,
které brani vzniku plisni a kontaminaci kdvy mykotoxiny. Nejcastéji identifikovanym
mykotoxinem kontaminujici zelenou i prazenou kavu je OTA, pro néjz jsou stanoveny
limity jen v kavé prazené a rozpustné. V potravnich doplnicich s extraktem ze zelené kavy
byl detekovan kromé OTA také ochratoxin B, fumonisin B1 a kyselina mykofenolova,

ktera ma silné imunosupresivni Ucinky [34] [37].
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3.4.4 Potravni doplriky z ostropestice marianského

Ostropestfec mariansky (Silybum marianum), znamy také jako bodlak volcec, je
az 1,5 metru vysokad rostlina zceledi hvézdnicovitych (Asteraceae) s vyraznymi
ostnatymi listeny okolo fialového kvétenstvi. Nazky ostropestice se v Evropé vyuzivaly
jiz v 1. stoleti naseho letopoctu, kdy se vérilo, Ze zlepsuji tok Zluci [38].

Potravni dopliiky obsahuji silymarin, bioaktivni komplex latek z ostropestice
marianského, a uZivaji se pro podporu normalni funkce jater. Silymarin je obsazen ve
vSech Castech rostliny, ovsem jeho nejvyssi koncentrace se nachazi v semenech rostliny,
z nichZ se extrakt ziskdva nejcastéji. Hlavni aktivni latky extraktu jsou silymarinové
flavonolignany, mezi které patfti silybin, isosilybin, silidianin a silychristin, a dale pak
povazovan silybin, ktery tvofi 50-60 % silymarinu [38] [39].

Prestoze je silymarin nejcastéji vyuzivan pro svlj hepatoprotektivni ucinek, bylo
studiemi prokdazano mnoho dalSich pfiznivych Gc¢inkd, a to ucinek antimikrobidlni,
protizdnétlivy, regenerativni, protinddorovy, kardioprotektivni a neuroprotektivni.
Extrakt z ostropestifce se pouZiva zejména pti zanétlivych onemocnénich jater, virové
hepatitidé, toxickém poskozeni jater a pfi alkoholové a nealkoholové steatdze. Pri
dochazi k abnormalnimu hromadéni lipid{ v hepatocytech. Mezi poruchy metabolismu,
které vedou ke ztuénéni jater, patfi také zvysené vstrebavani volnych mastnych kyselin,
které je inhibovadno silybinem, jenz zeslabuje expresi proteinového transportéru
mastnych kyselin. Silymarin mimo jiné zvySuje hladinu glutathionu, vyznamného
antioxidantu, chraniciho hepatocyty pred ucinky reaktivnich forem kysliku, a tim snizuje

oxidativni stres [38] [39] [40].

Obrazek 1: Strukturni vzorec silybinu [41]

20



Stejné jako u jinych doplikd stravy neni pro produkty z ostropestice
marianského uréena referenéni hodnota pfijmu, a tak je mezi produkty zna¢na variabilita
v doporucené denni davce. Rozdilné jsou také definovany obsahy ucinnych latek.
Vétsina doplikd stravy vyuZiva ve sloZeni pojmu ,extrakt z plodd“, nékteré definuji
mnoistvi obsazeného silymarinu a vyjimecné je uvedena hodnota zastoupeni
jednotlivych flavonolignan.

Dal$im problémem je potencidlni pfitomnost kontaminantd, jejichz Skodlivé
ucinky by mohly prevazit nad kladnymi ucinky silymarinu. Kvalita potravnich doplnkd je
dana predevsim kvalitou surovin, z nichZ jsou dopliky vyrabény. U ostropestice
marianského je nejrizikovéjSim faktorem kontaminace rostlinného materidlu
mykotoxiny vlihkost vzduchu, ktera je v prabéhu sklizné Zadouci. BEhem vlhkého pocasi
jsou kvétenstvi rostlin uzaviena a nedochazi tak ke ztrdtam nazek, zdroven se tim ale
zvySuje riziko rastu plisni, které za vhodnych podminek mohou byt producenty
mykotoxint [42] [43].

Nejcastéji stanovenymi mykotoxiny kontaminujici potravni  doplnky
z ostropestice maridnského jsou sekundarni metabolity plisni rodu Alternaria a
Fusarium (tabulka ¢. 2). DalsSimi vyznamnymi kontaminanty ostropestfce marianského
jsou plisné rodu Penicillium a Aspergillus a jejich metabolit kyselina mykofenolova.
V testovanych vzorcich byly prokazany i mykotoxiny, jejichz nepfiznivé ucinky muze
silymarin zmirfiovat, jako deoxynivalenol a zearalenon. Rada detekovanych
sekundarnich metabolitd plisni ma hepatotoxické ucinky, které jsou klinicky vyznamné
vzhledem ktomu, Ze tento druh potravniho dopliku uZivaji hlavné osoby
s onemocnénim jater [44] [45].

Zdravotnim rizikem nejsou pouze vysoké koncentrace mykotoxind, ale také
soucasna kontaminace vice druhy mykotoxinl, které mohou mit aditivni nebo
koncentrace jednotlivych mykotoxinU. Zaroven je dlleZité si uvédomit, Ze fada lidi uziva
vice druh( doplnk( stravy, které mohou byt rdzné kontaminovany, a Ze doplriky stravy
nejsou jedinym zdrojem celkového prijmu mykotoxin( [43] [46].

Vzhledem k tomu, Ze potravni doplriiky netvofi samostatnou skupiny potravin,
pro kterou by byly uréeny maximalni limity koncentrace mykotoxinQ, jsou ¢asto ziskané

hodnoty v rdmci studii porovnany s maximalnimi limity mykotoxin( pro jiné potraviny.

21



Napfiklad v rdmci studie hodnotici kvalitu potravnich doplikd je uvedeno, Zze 92 %
testovanych produktll na bazi ostropestice maridnského obsahovalo nasobné vyssi
koncentrace T2 a H-2 toxin(, nez je maximalni limit pro obiloviny uréené k pfimé lidské
spotrebé (200 pg/kg). Tento zpUsob srovnani je ale pouze teoreticky, protoZe stanové
maximalni limity berou v Uvahu kromé toxicity mykotoxinu také béziné konzumované
mnozstvi potravin. Vhodnéjsi zplsob vyjadreni rizika spojeného s konzumaci
kontaminovanych doplfik( stravy je porovnani tolerovaného denniho pfijmu toxinu,
stanoveného Evropskym uradem pro bezpecnost potravin (EFSA, European Food Safety
Authority), a vypocitaného redlného pfijmu v zavislosti na doporucené denni davce
pripravku. Ne pro vSechny mykotoxiny jsou ale tolerované denni ptijmy EFSA stanoveny

[43] [45].

Tabulka 2: Nejcastéjsi mykotoxiny kontaminujici potravni doplriky z ostropestice

maridnského
Rod | Mykotoxin Ucinek
s} alternariol monomethylether
~ . ’ . ,
g alternariol genotoxmky,,hepatoxmky,,
9 imunotoxicky, mutagenni [45]
< tentoxin
beauvericin
enniatin A
enniatin Ay cytotoxicky [45]
s enniatin B
S I
§ enniatin By
2 deoxynivalenol
HT-2 toxin cytotoxicky, ,hepatotoxick{/,,
neurotoxicky, imunotoxicky [45]
T2 toxin
zearalenon reprodukéni a vyvojova toxicita [45]

3.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC patfi mezi separacni chromatografické metody, které jsou zalozeny na

rovnovazné distribuci délenych latek mezi mobilni a staciondrni fazi. V pripadé HPLC je
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mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi je bud kapalina ukotvena na nosici, nebo pevna
latka, ktera tvofri sorbent v chromatografické koloné.

Pokud mezi témito nemisitelnymi fazemi existuje fazové rozhrani, pak mezi nimi
pfi déleni slozek smési dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy separovanych
latek. Aby doslo k separaci jednotlivych latek, musi se latky liSit svymi distribu¢nimi
konstantami Kp. Distribu¢ni konstanta je ddna pomérem koncentrace slozky ve
staciondrni a koncentraci slozky v mobilni fazi a ¢im vyssi je jeji hodnota, tim delsi dobu
je latka zadrZzovana ve stacionarni fazi. Nasledna eluce slozek smési je uskutec¢néna bud’
mobilni fazi s konstantnim sloZzenim, nebo pomoci mobilni faze, jejiz sloZzeni se méni tak,
Ze roste jeji elu¢ni sila. Isokraticka eluce s neménnym sloZzenim mobilni faze je vhodna,
pokud maji separované latky podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, a tedy i distribu¢ni
konstanty Kp. Gradientovou eluci, pfi které se slozeni mobilni faze méni, je vhodné
vyuzit, pokud se jednotlivé slozky svymi vlastnostmi vyrazné lisi a isokraticka eluce by

neumeérné prodluzovala dobu analyzy [47] [48].
3.5.1 Instrumentace v HPLC

Mezi zakladni ¢asti kapalinového chromatografu patfi zasobniky mobilnich fazi,
odplynovac, smésovac, vysokotlaké cerpadlo, davkova¢ vzorku, chromatograficka
kolona, detektor a pocita¢ s ovladacim programem.

Ze zasobnikl mobilnich fazi odtéka kapalina pres filtry do HPLC systému, kde je
odplynéna pomoci vakua, nebo probublanim heliem. Smésovac slouzi k miseni slozek
mobilni faze dle nastaveni programu u gradientové eluce. Stabilni pritok mobilni faze,
kterd je dale vytlacovana pres davkovaci zafizeni, zajistuje vysokotlaké cerpadlo. Pro
davkovani vzorkd jsou v soucasnosti vyuzivané predevSim automatické ddavkovace.
Vzorek je z ddvkovaci smycky vymyvan mobilni fazi a veden do chromatografické kolony
v termostatovaném prostoru, ktera je spojena s detektorem. Detektor zaznamenava
jednotlivé separované slozky, které jsou graficky zobrazeny jako piky v odliSnych

retencnich ¢asech pomoci chromatogramu [47] [48] [49].
3.5.2 Fluorescencni detekce
Chromatografické detektory zaznamenavaji chemické nebo fyzikalni vlastnosti

eluovaného analytu jako elektricky signdl. Od detektorl je poZadovana fada vlastnosti
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jako je napriklad univerzadlnost, vysoka citlivost, specifita, linearita nebo
nedestruktivnost, pficemz nejobtizné;si je dosahnout kombinace univerzalnosti a vysoké
citlivosti. V soucasné dobé prevlada vyuziti hmotnostni spektrometrie jako pokrocilé
detekéni techniky, dale pak UV-VIS a fluorescencnich detektord.

Fluorescencni detektor zaznamenava sekunddarni zareni emitované analytem,
ktery nejprve absorboval primdarni excitacni zafeni a tim presel do excitovaného stavu.
Pfi fluorescenci se excitovand molekula latky vraci z excitovaného singletového stavu
zpét do zdkladniho singletového stavu pomoci emise elektromagnetického zareni.
Detektory jsou vysoce citlivé a selektivni, ale jejich vyuZiti je omezené pro pfirozené
fluoreskujici latky nebo latky schopné fluoreskovat po derivatizaci. Derivatizacni reakce
mUze byt v HPLC u pivodné nefluoreskujici latky provedena jiz pfed separaci nebo aZ po
separaci pred vstupem eluatu do detektoru. Nevyhodou derivatiza¢ni reakce vsak ¢asto
byva vznik dalsSich vedlejSich fluorescencnich produkt( reakce, které komplikuji detekci.

Zdrojem excitacniho zareni absorbovaného analytem v pritokové cele byva
xenonova nebo rtutova vybojka a excitaéni vinova délka je vybrana excitacnim
monochromatorem. Pokud je l|atka schopnd fluorescence, je mozné nastavit
pozadovanou vinovou délku emitovaného zareni pomoci emisniho monochromatoru.
Vznikajici fluorescenéni zareni je zachyceno fotondsobic¢em, ktery je umistén kolmo ke

zdroji excitacniho zareni [47] [48] [49].

DATOVA STAMICE

ZASOBNIKY
MOBILNICH
FAZI

ODPLYNOVAC

ODPAD |

DETEKTOR

DAVKOVAC
VZORKU

VYSOKOTLAKE
CERPADLO

ANALYTICKA KOLONA

Obrazek 3: Schéma standardniho HPLC systému
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3.6 Uprava vzorki

Pro vétsSinu vzork( je uprava pred chromatografickou analyzou nezbytna,
abychom ziskali vzorek reprezentativni, reprodukovatelny, homogenni a vhodny pro
nastfik do HPLC systému. Cilem Upravy vzorku je izolovani a zakoncentrovani analytd,
precisténi extraktd a ziskani vzorku relativné bez interferujicich balastnich latek. Uprava
vzorku ma velky vliv na selektivitu, presnost a spravnost analytické metody a zaroven je
dllezitd pro ochranu HPLC systému, zejména chromatografické kolony.

Na rozdil od rychlé automatizované chromatografické analyzy je pfiprava vzorku
Casové narocnd a Casto provadéna manudlné. Klasické zpusoby Upravy vzork( jako je
srazeni proteinl,, extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) nebo SPE jsou vicekrokové
procesy, pfi kterych je pomérné vysokd spotieba rozpoustédel a pfi manudlnim
provedeni je také moZnost chyby lidského faktoru. Na moderni metody pro Upravu
vzorkd, jakozto klicového kroku celé analyzy, je kladeno mnoho poZadavkd, a to snizeni
Casové ndrocnosti, sniZzeni spotieby rozpoustédel i samotného vzorku a moZnost

automatizace [49] [50].

3.7 On-line SPE

Moderni metody mohou vyuZivat také automaticka on-line usporadani, kde je
Uprava vzorku pfimou soucdsti HPLC systému. Pro analyzu kapalnych vzork( je nejcastéji
vyuzivano on-line spojeni SPE s kapalinovou chromatografii. Mezi nejbéznéjsi techniky
na principu SPE zapojované do on-line systému patfi SPE s vyuzZitim kolon a
miniaturizované techniky jako mikroextrakce na tuhou fazi (SPME), mikroextrakce
plnénym tuhym sorbentem s vyuzitim stfikacky (MEPS) a sorpcni extrakce michadlem
(SBSE). Zminéné techniky jsou v soucasnosti vyvijené a zdokonalované, a proto jejich

vyuziti prevlada ve vyzkumnych laboratofrich [51] [52].
3.7.1 Systém prepinani kolon

K zapojeni extrakéni predkolony do separaéniho systému se vyuziva vicecestny
selekéni ventil. Pti davkovani vzorku do systému je ventil v poloze A (obr. 4), kdy je
vzorek unasen mobilni fdzi na extrakéni predkolonu. Zde dochazi k extrakci
vzorku, retenci pozadovaného analytu a jeho zakoncentrovani. Zbylé komponenty

matrice, které nebyly zachyceny na extrakéni predkoloné, jsou vymyty do odpadu.
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Nasleduje prepnuti ventilu do polohy B, analyt je eluovan silnéjsi mobilni fazi na
analytickou kolonu a zde dochazi k vlastni separaci sloZzek vzorku. K eluci na analytickou
kolonu se Castéji vyuziva zpétny tok mobilni faze, ktery umoznuje snadnou eluci analytu
s vysokou retenci z ,Cela” extrakéni kolony na kolonu analytickou, coz minimalizuje
rozmyvani jejich pikd.

Oproti klasické SPE technice je on-line provedeni rychlejsi a pfesnéjsi, zaroven je
minimalizovand manipulace se vzorkem a jeho ztraty. Vyhodou je také opakované vyuziti
extrakéni predkolony oproti jednorazovym SPE kolonkdm a moznost davkovani vétsiho
objemu vzorku do chromatografického systému, coZz umoznuje dosaZeni vyssi citlivosti

stanoveni [49] [52].
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Obrazek 4: Schéma HPLC systému prepindni kolon
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3.7.2 Sorbenty SPE kolon

Uginnost precisténi vzorku a zakoncentrovani analytu je dana predeviim
selektivitou sorbentu vyuZzivaného pfi SPE. V on-line SPE systému jsou sorbenty vybirany
dle své efektivity, ale také musi byt extrakéni predkolony kompatibilni s analytickou
kolonou, jejiz staciondrni faze by méla poskytovat stejnou nebo vétsi retenci analytu.
Vyuzivané extrakéni predkolony by mély byt co nejkratsi, aby se zabrdnilo rozmyvani
elucnich zoén [53].

Nejcastéjsi délky komercné dostupny SPE kolon pro on-line systém se pohybuiji
mezi 10 a 20 mm. V propojeni SPE a HPLC prevlada propojeni extrakce a separace na
reverznich fazich. Dostupnych je mnoho sorbentll extrakénich kolon jako silikagel
s vazanymi alkyly (Cs, Cis), silikagel s vdzanou kyanopropylovou skupinou, polymerni
sorbenty, nebo sorbenty na bazi grafitového uhliku.

Pro svou vyssi selektivitu oproti silikagelovym sorbentiim se jako extrakéni
materialy vyuzivaji materidly s omezenym pfistupem (RAM) zejména pfi analyze vzorku
z proteinovych matric (plazma, sérum, mléko), imunosorbenty a molekuldarné vtisténé
polymery (MIPs) [52].

RAM jsou porézni sorbenty, které umoznuji pfimy nastfik biologickych vzorkd do
chromatografického systému. RAM castice na zakladé fyzikalni nebo chemické bariéry
zamezuji vstupu makromolekularnich latek, vétSinou protein( a lipoproteind. U latek
s vysokou molekulovou hmotnosti, jako matricovych protein biologickych vzorkd,
dochdzi pouze kpovrchové interakci a jejich adsorpce je minimalizovang,
makromolekuly rychle prochazeji kolonou a jsou vyplavovany do odpadu. Malé molekuly
vstupuji do por(i ¢astic RAM, kde dochazi k hydrofobnim interakcim [54].

Imunoafintni SPE se fadi mezi vysoce selektivni extrakéni techniky, které
umozniuji precisténi slozitych matric a zakoncentrovani analytu. VyuZivaji se sorbenty,
na jejichz povrch je navdzana protilatka specificky interagujici s analytem. Propojeni
imunoafinitni SPE a chromatografické metody umoznuje separaci strukturné podobnych
analytl, u kterych muZe béhem extrakce dochazet ke kfizovym reakcim s protilatkou
navdzanou na imunosorbentu. Omezenim pro vyuziti imunosorbentld je nakladna
pfiprava protilatek, obzvlast pokud se jedna o protilatky monoklonalni a jejich horsi

chemicka stabilita zejména v organickych rozpoustédlech [50] [52].
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Jako ,syntetické analogy protilatek” jsou popisovany MIPs materialy, které
interaguji s cilovym analytem na principu zamku a klice. MIPs patfi mezi vysoce
selektivni extrakéni materidly urc¢ené pro izolaci cilové latky nebo skupiny latek. Vyroba
MIPs materidld zahrnuje vtisténi templdatu do monomeru a naslednou polymeraci, pfi
niz vzniknou dutiny pro selektivni rozpoznani otisténého templdtu. Vyhodou oproti
specifickym protilatkdm jsou mensi ndroky na skladovani, Siroky teplotni rozsah, ve
kterém mohou byt polymerni materiadly vyuzity a také moznost vyroby MIPs sorbentu
pro Sirsi spektrum latek [55] [56].

V soucasnosti roste vyvoj chromatografickych metod vyuZivajicich pro on-line
Upravu vzorku extrakéni kolony plnéné nanovldkny. Nanovldkna jsou plnéna do
cartridge, kterd je vloZzena do kovového plasté a zapojena chromatografického systému.
Rada metod prokézala stabilitu nanovlaken a moznost opakovaného poufiti extrakénich
kolonek. Vedle stability nanovlaken je vyhodou také jejich velky povrch, ktery mize mit

pozitivni vliv na rychlost extrakce a zvySeni extrakéni kapacity [57] [58].

3.8 Stanoveni ochratoxinu A

Vzhledem k celosvétovému rozsifeni mykotoxind s fadou toxickych ucinkud je
kladen dliraz na vyvoj citlivych, rychlych a jednoduchych analytickych metod pro jejich
stanoveni v rliznych druzich potravin.

Pro stanoveni nizkych koncentraci OTA ve slozitéjSich matricich potravin je
klicovym krokem analyzy Uprava vzorku. Drfive vyuzivana extrakce kapalinou byla
povétsinou nahrazena SPE. Pro zachyt OTA se vedle nespecifickych SPE sorbentd,
zejména hydrofobnich a iontovyménnych, rozsitilo vyuzivani selektivnéjsich materialQ
jako jsou MIPs, imunoafinitni a aptamerové sorbenty.

NejcastéjsSimi metodami stanoveni OTA jsou metody imunochemické a
chromatografické. Mezi imunochemické metody patfi Enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA), kterd poskytuje rychlou analyzu a nevyzaduje slozZitou instrumentaci.
Nevyhodou ELISA a jinych imunochemickych metod je riziko zkfizenych reakci u
strukturné podobnych mykotoxin(. Vyrazné prevladajici instrumentalni metodou je
HPLC, dale se v mensim meéfitku vyuziva také plynovd chromatografie a kapilarni
elektroforéza. Diky pfirozené fluorescenci OTA se pro stanoveni nejcastéji vyuZiva

fluorescencni detektor. Vyvoj metod je také zaméfen na mozZnost analyzovani vice
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mykotoxint/druhl kontaminantl najednou. Pro takovd stanoveni je vyuZiti
fluorescencni detekce omezené a prevldda vyuziti HPLC ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (MS) [59] [60] [61] [62].

Nasledujici tabulka ¢. 3 popisuje 10 praci, které se zaméruji na stanoveni OTA a
dalsich mykotoxind v potravnich doplricich, nebo surovindch, které se k vyrobé

potravnich doplnik{ vyuZivaji.
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Tabulka 3: MoZnosti stanoveni OTA

mykotoxin()

mariansky, jetel lucni,
Inéna seminka, mlady
je€men)

x 2,1 mm, 1,8 um)

Gradientova eluce

ESI (+) 5 mM mravencan amonny
s 0,2% kyselinou mravendi ve
vodé / v methanolu

ESI (-) 5 mM octan amonny ve
vodé/cisty metanol

Analyt Vzorek Uprava Separace Detekce LOD, LOQ Citace
vzorku
OTA Rostlinné potravni QUEChERS HPLC MS/MS-IT - [18]
(aflatoxiny, doplnky (boldovnik Kolona Gemini-NX C18
zearalenon, | vonny, ginkgo biloba, (150 x 4,6 mm, 5 um)
enniatiny, ostropestrec Gradientova eluce
beauvericin) | maridnsky, artycok, 5 mM mravencan amonny s 0,1%
mucenka pletni, kyselinou mravenci ve vodé / v
presli¢ka rolni, hloh methanolu
jednosemenny)
OTA Potravni doplriky a SPE HPLC FLD LOD [25]
potravinova barviva (imunoafinitni | Kolona Synergi Hydro-RP (150 x 3 | Ex333 nm | 0,5 pg/kg
z vinné révy sorbent) mm, 4 um) Em 460 nm | LOQ
Acetonitril / voda / kyselina 1,16 pg/kg
octova (99:99:2)
OTA Rostlinné potravni QUEChERS UHPLC MS/MS LOQ [42]
(celkem 57 doplriky (ostropestiec Kolona Acquity UPLC HSS T3 (100 10 pg/kg
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Analyt Vzorek Uprava vzorku | Separace Detekce LOD, LOQ Citace
OTA (celkem Ostropestiec DLLME UHPLC MS/MS LOD [61]
15 mykotoxint) | maridnsky (pro nékteré Kolona Zorbax Eclipse Plus 0,59 pg/kg
(extrakt/semena) mykotoxiny HHRD C18 (50 mm x 2,1 mm, LOQ
QUEChERS) 1,8 um) 1,95 pg/kg
Gradientova eluce
5 mM mravenc¢an amonny
s 0,3% kyselinou mravenci ve
vodé / v methanolu
OTA Indické lécivé byliny SPE HPLC MS/MS LOQ [62]
(aflatoxiny, (chebule srdcita — (imunoafinitni | Kolona BEH C18 (50 x 2,1 mm, 0,5 pg/kg
zearalenon, guduchi, vitanie sorbent) 1,7 um)
deoxynivalenol, | snodarna — Gradientova eluce
T-2 a HT-2 ashwagandha, musli, Voda / methanol okyselené FLD LOQ
toxiny) bazalka posvatn3, 0,1% kyselinou octovou Ex 333 nm | 20 pg/kg
chfest hroznovity — Em 460 nm
shatavari)
OTA Pivovarnické kvasnice | SPE HPLC FLD LOD [63]
(imunoafinitni Kolona YMC Triart C18 Ex 335nm 0,01 pg/kg
sorbent) (150 x 3,0 mm, 3,0 um) Em 460 nm

acetonitril / voda s 1%
kyselinou mravenci (70:30)
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Analyt Vzorek Uprava vzorku | Separace Detekce LOD, LOQ Citace
OTA Zelena kava a SPE HPLC FLD LOD [64]
potravni doplfiky (imunoafinitni | Pfedkolona RP-18 (4 x4 mm, 5 Ex330nm | 0,11 ng/g
s extraktem ze zelené | sorbent) pum), kolona LiChrospher 100 RP- | Em 460 nm | LOQ
kavy 18 (250 x 4 mm, 5 um), 0,36 ng/g
acetonitril / 2% kyselina octova
(70:30)
OTA (celkem Cinské datle — jujube, | QUEChERS UHPLC MS/MS LoQ [65]
43 ¢insky kastan Gradientova eluce 0,1 pg/kg
mykotoxin() 0,1% kyselina mravenci /
acetonitril-methanol-kyselina
mravenci (50%/50%/0,1%)
OTA (celkem Rostlinné potravni LLE HPLC MS/MS LOD [66]
23 doplniky (maca, SPE Pfedkolona Sentry (10 x 2,1 mm, 0,3 ng/g
mykotoxin() tfezalka, ginkgo 3,5 um), kolona Symmetry C18 LOQ
biloba, fedkev ¢erna, (150x 2,1 mm, 5 um) 1 ng/g
¢esnekovy olej, Gradientova eluce
séjové isoflavony) Voda-methanol-kyselina octova
(95:4:1) / methanol-voda-
kyselina mravenci (97:2:1) s 5
mM octanem amonnym
OTA Potravni doplnky z SPE HPLC FLD LOD [67]
tfapatky nachové Kolona LiChropsher 100 RP-18 Ex330nm | 0,13 ng/g
(extrakt z korene (250 x 4 mm, 5 um) Em 460 nm | LOQ
nebo naté) Acetonitril / 2% kyselina octova 0,4 ng/g

(70:30)
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4 Experimentalni ¢ast

4.1

Pouzité pristroje a pomucky

chromatograf Shimadzu Prominence LC-20AD

fluorescencni detektor Shimadzu RF-10AXL

Analytické kolony

ACE 3 C4-300, 150 x 4,6 mm, 3 um

ACE 3 Phenyl-300, 150 x 4,6 mm, 3 um
Ascentis Express C18, 100 x 4,6 mm, 2,7 um
Ascentis Express Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm, 5 um
Ascentis Express ES-CN, 100 x 4,6 mm, 5 um
ASTRA DM, 150 x 4,6 mm, 5 um

ASTRA C18-HE, 150 x 4,6 mm, 5 um

Kinetex Biphenyl, 100 x 4,6 mm, 5 um
Kinetex Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm, 5 um
Kinetex PFP, 100 x 4,6 mm, 5 um
YMC-Triart, C18, 100 mm x 4,6 mm, 5 um
YMC-Triart C18 ExRS, 100 x 4,6 mm, 3 um

Predkolony:

4.2

Ascentis Express RP-Amide, 5x 2,1 mm, 5 um
Ascentis Express C18,5x 4,6 mm, 2,7 um

analytické vahy Sartorius 2004 MP

ultrazvukova digitalni [azen Bandelin Sonorex Digitec

automatické pipety Transferpette S, Brand
Pouzité chemikalie
ochratoxin A, Cistota = 98 % (Sigma-Aldrich)
methanol pro HPLC, > 99,9 % (Biosolve)
acetonitril pro HPLC-MS CHROMASOLV®, > 99,9 % (Honeywell)

kyselina octova ledova, 2 99,9 % (VWR Chemicals)

ultracista voda, systém Milli-Q (Millipore)
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4.3 Pouzité vzorky

GS Ostropesttec mariansky (Green—Swan Pharmaceuticals CR, a.s.)

- Dr. Max Silymarin Premium (CESKA LEKARNA HOLDING, a.s.)

- Terezia Ostropestiec + Reishi Forte (TEREZIA COMPANY, s.r.o0.)

- Farmax Ostropestrec Plus (Neuraxpharm Bohemia, s.r.0.)

- LIVSANE Silymarin&Cholin FORTE (PHOENIX Iékarensky velkoobchod, s.r.o.)
- NatureVia Ostropestiec Forte (BIOVIT IMPEX CO. CR, S.R.0.)

- Lagosa (MAUERMANN-ARZNEIMITTEL FRANZ MAUERMANN OHG, POCKI)
- TOPVET Ostropestfec mariansky (Green idea, s.r.o.)

- APOROSA Ostropestrec (VitaObchod, s.r.o0.)

- Jamieson Ostropestiec maridnsky (BENEPHARMA CZ, spol. s r.0.)

- Hermeopa Ostropestiec (MedinTerra)

- Dr. Popov Ostropestiec mariansky bylinné kapky (Dr. Popov, s.r.0.)

- TOPVET Ostropestfec mariansky extrakt (Green idea, s.r.o.)

4.4 Priprava roztoka a vzorkd

4.4.1 Priprava mobilni faze

Organickou slozkou mobilni faze (pumpa A) byl Cisty acetonitril cerpany pfimo ze
zasobni lahve. Vodna slozka (pumpa B) byla tvorena 0,5% vodnym roztokem kyseliny
octové, ktery byl pfipraven okyselenim 900 ml ultracisté vody 4,5 ml ledové kyseliny
octové. Promyvaci fazi (pumpa C) byl 20% methanol pfipraveny v 900 ml zasobni |ahvi

smisenim 180 ml 100% methanolu a 720 ml ultracisté vody.
4.4.2 Priprava zasobniho extrakéniho roztoku

PFi pfipravé zasobniho extrakéniho roztoku bylo smiseno 50 ml methanolu a
450 ml ultracisté vody. Timto byl pfipraven 10% methanol, ktery slouzil pro pfipravu

vzorkU potravnich doplnkl a také pro pripravu pracovnich roztokd OTA pro kalibraci.
4.4.3 Priprava zasobniho roztoku standardu OTA

Pro pfipravu zdsobniho roztoku OTA bylo navazeno 0,498 mg standardu, ktery

byl rozpustén v1 ml methanolu. Byl tak pfipraven zdsobni roztok o koncentraci
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0,498 mg/ml, ktery byl nasledné vyuZivan pro pfipravu pracovnich roztok( standardu

pro optimalizaci a validaci metody. Zasobni roztok byl uchovavan pfi -18°C.
4.4.4 Priprava pracovnich roztokl standardu OTA pro kalibraci

Ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml byl nafedénim 10% methanolem
pripraven roztok o koncentraci 1 mg/l. Z tohoto pracovniho roztoku byly pfipraveny
roztoky standardu OTA pro kalibraci o koncentraci v rozmezi 10-100 pg/I. Nizsi hladiny
kalibrac¢nich roztokd OTA byly pripraveny z roztoku o koncentraci 100 ug/l. Pfipravu
pracovnich roztoku pro kalibraci popisuje tabulka ¢. 4.

Stejnym zplsobem byly pfipraveny roztoky o koncentraci 5 pg/l, 10 pg/l a 15 pg/I

pro méreni opakovatelnosti.

Tabulka 4: Pfiprava pracovnich roztok( OTA pro kalibraci

Koncentrace OTA Objem pracovniho )
pe/l rozjtokupom () Objem 10% MeOH (pl)
cOTA=1mg/l
1 |100 100 900
2 |50 50 950
3 |25 25 975
4 |15 15 985
5 |10 10 990
¢ OTA =100 pg/l
6 |5 50 950
7 |2 20 980
8 |1 10 990
9 |0,5 5 995

4.4.5 Priprava vzork( potravnich doplrikl ve formé tablet/tobolek

Vsechny pevné vzorky ve formé tablet byly nejprve rozdrceny v tfence pomoci
térky, vzorky ve formé tobolek byly pouze vysypany. Nasledné byla u kazdého vzorku
potravniho dopliku navazena 1/10 hmotnosti tablety/obsahu tobolky a rozpusténa
v 10 ml extrakéniho roztoku, tedy v 10% methanolu, v 15 ml centrifugacni zkumavce.
Poté byly vzorky na 20 minut vloZeny do ultrazvukové lazné s destilovanou vodou.

Poslednim krokem byla filtrace vzorku pfes 0,22 um PTFE filtry.
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Pfiprava vzorkd pevnych potravnich doplnkd byla téméf shodnd pro vzorky
vyuZivané pfi vyvoji metody a pti finalnim méreni pro kontrolu obsahu OTA v doplficich.
Rozdilem bylo pouze mnoiZstvi pouzitych tablet/tobolek, kdy se pro stanoveni obsahu
mykotoxinu smisily 3 rozdrcené tablety/tobolky a odvaZena byla 1/10 této homogenni
Smesi.

4.4.6 Ptiprava vzork( potravnich doplrik( ve formé kapek

Potravni dopliiky ve formé kapek byly pfipraveny taktéZz v centrifugacnich
zkumavkach ze 2 ml extrakt(, ke kterym bylo pfidano 8 ml 10% methanolu. Vzorky byly

nasledné prefiltrovany pres membranovy 0,22 um PTFE filtr.
4.4.7 Priprava vzork( potravnich doplikd pro matricovou kalibraci

Pro oba typy matric (pevnou, kapalnou) byly pro matricovou kalibraci pfipraveny
»Spike” vzorky s pfidanym obsahem OTA v 8 nebo 9 koncentracnich hladinach dle 4.4.5
a 4.4.6, ke kterym byl pipetovan pracovni roztok standardu OTA o koncentraci 1 mg/I,

nebo 100 mg/l. Pfesné objemy jednotlivych slozek vzorkl zobrazuje tabulka ¢. 5.

Tabulka 5: Priprava vzorku potravnich doplriki pro kalibraci

Koncentrace OTA Objem pracovniho | Objem extraktu vzorku
pg/l roztoku OTA (pl) potravniho doplitku (ul)
cOTA=1mg/l
1 |100 100 900
2 |50 50 950
3 |25 25 975
4 |15 15 985
5 110 10 990
¢ OTA =100 pg/|
6 |5 50 950
7 (2 20 980
8 |1 10 990
9 (0,5 5 995

4.4.8 Priprava vzorkd potravnich doplikd pro vytéZznost a presnost

Pro uréeni vytéinosti a presnosti metody byly od kazdého typu matrice
pripraveno 6 vzork( s pridavkem pracovniho roztoku OTA o koncentraci 1 mg/l. Vzorky

byly ptipraveny dle tabulky ¢. 6. OTA byl vyvhodnocovan jen na koncentraéni hladiné
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15 pg/| pro snizeni spotfeby standardu OTA. Ze stejného dlvodu byla sniZzena navazka

tablet a objem kapek.

Tabulka 6: Priprava vzorkt potravnich doplriku pro vytéZnost a presnost

Objem pracovniho . .
Typ matrice | Navazka/objem | roztoku OTA :\)/lt::;r: (1‘1)4
c = 1mg/I (W) -
kapky
(Dr. Popov) 1000 pl 75 3925
tablety _
(NatureVia) 1/20 hmotnosti | 75 4925

Vzorky z potravnich doplikl ve formé tablet byly nasledné vloZzeny na 20 minut do

ultrazvukové lazné. Poslednim krokem bylo prefiltrovani vzorka pres 0,22 um PTFE filtr.

4.5 Parametry méreni

Pro analyzy byl vyuzivan kapalinovy chromatograf Shimadzu Prominence LC-
20AD se systémem prepinani kolon a fluorescenéni detekci (Shimadzu RF-10AXL, Ex 335
nm, Em 460 nm). Na extrakéni ptedkolonu Ascentis Express RP-Amide (5 x 2,1 mm, 5
pum) bylo davkovdno 50 pl vzorku. Promyvaci faze byla tvofena 20% methanolem pfi
pratoku 1 ml/min. Po 1 minuté byl pfepnut ventil a vzorek byl zpétnym tokem eluovan
z extrakéni pfedkolony na analytickou kolonu. Separace probihala pfi teploté 40 °C na
analytické koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5 um) pfi gradientové
eluci s mobilni fazi acetonitril/0,5% kyselina octova. Pro vyhodnoceni dat byl vyuZivan

chromatograficky software LC LabSolutions.

4.6 Optimalizace metody

Cilem optimalizace bylo vyvinuti citlivé metody pro stanoveni obsahu OTA
v potravnich doplncich, separace analytu od ostatnich sloZzek matrice a ziskani vhodné
symetrie piku OTA po extrakci. Mezi optimalizované podminky patti vybér extrakéni

predkolony, analytické kolony, vybér vhodné mobilni faze a priibéh gradientové eluce.
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4.6.1 Parametry detekce

Na zakladé excitacniho a emisniho spektra standardu OTA byly vybrany pro
detekci vinové délky Ex 335 nm a Em 460 nm. Vybrané vinové délky odpovidaji nejcastéji

zvolenym vinovym délkdam pro fluorescenéni detekci OTA v fadé zvefejnénych studii.
4.6.2 Volba mobilni faze

Pro on-line propojeni Upravy a separace vzorku bylo vhodné vyuzit gradientovou
eluci, kdy pfi nizSich koncentracich organické faze dojde k vymyti polarnéjsich slozek
matrice a silnéjsi mobilni faze eluuje analyt zakoncentrovany na extrakcni predkoloné.
Pro lepsi retenci neionizované formy slabé kyselého OTA na analytické koloné byla jako
vodnad slozka mobilni faze zvolena 0,5% kyselina octova. Jako organicka slozka mobilni

faze byl zvolen acetonitril.
4.6.3 Optimalizace gradientové eluce

Se véemi 12 kolonami byly testovany dva gradienty o délce 8 minut, které jsou
uvedeny v tabulkdch ¢. 7 a 8. Cilem optimalizace gradientové eluce bylo dosahnout
separace OTA od sloZzek matrice tobolek a kapek ostropestfce marianského. Pocatecni
miseni organické a vodné faze bylo u obou testovanych gradientl v poméru 45:55.
Tento pocatecni pomér mobilni faze byl také nastaven vzavéru gradientl pro
kondicionaci extrakéni kolony, kterd byla v nasledném kroku zapojena do on-line
systému. Pfi testovani gradientld s celkovym pratokem 1 ml/min byl nastfik vzorkd

potravnich doplrikd 10 pl a nastfik standardu OTA o koncentraci 1 mg/I 1 pl.

Tabulka 7: Podminky gradientu 1

Gradient 1 SloZeni mobilni faze (%)

Cas (min) Vodna faze Organicka faze
0-3,5 55 45

5,5 25 75

6—8 55 45
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Obrazek 5: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5

um), gradient 1

Tabulka 8: Podminky gradientu 2

Gradient 2

Slozeni mobilni faze (%)

1100000 4%

Cas (min)

Vodna faze

Organicka faze

0-0,5

55

45

5,5

25

75

6-8

55

45
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Obrdzek 6: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5
um), gradient 2
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Pfedchozi chromatogramy zobrazuji separaci vyuzivajici gradient 1 a 2. Pfi vyuZiti
gradientu 2, u kterého byl kratsi isokraticky krok, dochazelo u vétsiny testovanych kolon
k eluci OTA v retenénim case, pti kterém eluovaly také interference matrice. Byl proto
vyuZit gradient 1, pfi némz doslo k dostatecnému oddéleni OTA od sloZzek matrice.

U zvoleného gradientu bylo nasledné v on-line SPE spojeni testovano prepnuti
ventilu v ¢ase 1 minuty, 2 minut a 3 minut. Pfi prodlouzeni promyvaci faze nedoslo
ke zlepseni, a proto bylo prepnuti ventilu nastaveno na 1 minutu pro co nejkratsi trvani
celé analyzy. Byl otestovan také celkovy pritok pumpy A a B nastaveny na 1,5 ml/min,
pfi kterém ale nedoslo k zuZeni piku OTA, a tak byl zachovan pritok 1 ml/min. Findlni

podminky gradientové eluce zobrazuje tabulka C. 9.

Tabulka 9: Podminky gradientu 1 SPE

Gradient 1 SPE SloZeni mobilni faze (%)

Cas (min) Vodna faze Organicka faze

Prepnuti ventilu 1 min

1-4,5 55 45
6,5 25 75
7-9 55 45

4.6.4 Vybér kolony

Bylo testovano nékolik kolon s velikosti ¢astic 2,7 um, 3 pum a 5 um. Cilem bylo
vybrat analytickou kolonu, na které dojde koddéleni piku OTA od ostatnich
interferujicich slozek matrice. VSechny kolony uvedené v kapitole 4.1 byly otestovany
s gradientovou eluci pred zapojenim do on-line systému. Pfi vybéru kolony byl nastrik
standardu OTA o koncentraci 1 mg/l 1 pl a objem nastfiku vzorkd potravnich doplrikd 10
ul. Bylo vybrano 5 analytickych kolon, u kterych dochdazelo k nejlepSimu oddéleni analytu
od interferujicich latek matrice vzorku: ACE 3 C4-300 (150 x 4,6 mm, 3 um), ACE 3
Phenyl-300 (150 x 4,6 mm, 3 um), Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5 um),
Kinetex Biphenyl (100 x 4,6 mm, 5 um) a Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5 um). U
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ostatnich testovanych kolon interferovaly ve shodny retencni Cas slozky matrice a

standard OTA.
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Obrazek 7: Zdznam separace OTA na koloné ACE 3 C4-300 (150 x 4,6 mm, 3 um), gradient 1
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Obrazek 8: Zdznam separace OTA na koloné ACE 3 Phenyl-300 (150 x 4,6 mm, 3 um),
gradient 1
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Obrazek 9: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5
um), gradient 1
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Obrazek 10: Zdznam separace OTA na koloné Kinetex Biphenyl (100 x 4,6 mm, 5 um),

gradient 1
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Obrdzek 11: Zdznam separace OTA na koloné Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm, 5 um),

gradient 1
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Vybrané analytické kolony byly nasledné zapojeny do on-line SPE systému
s vybranou extrakéni pfedkolonou Ascentis Express RP-Amide. Pfi testovani téchto kolon
byl objem nastfiku na extrakéni predkolonu opét 1 ul standardu OTA o koncentraci 1
mg/| a vyuZzivana byla promyvaci faze tvorena 5% acetonitrilem. K nejlepSimu precisténi
vzorku a zaroven zachytu OTA, jehoZ pik byl dostate¢né uzky a oddéleny od slozek
matrice, dochdazelo v propojeni extrakce na predkoloné Ascentis Express RP-Amide (5 x
2,1 mm, 5 um) a nasledné separace na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um). Nasledujici graf (obrdzek ¢. 12) zndzornuje plochu piku OTA po on-line SPE

a separaci na testovanych kolonach.

3000000
2500000
<
5 2000000
3
£
‘a 1500000
[0
S
© 1000000
o
500000 .
0
Ascentis  ACE 3 Phenyl-ACE 3 C4-300 Kinetex Kinetex
Express 300 Phenyl-Hexyl  Biphenyl
Phenyl-Hexyl

Analyticka kolona

Obrazek 12: Retence OTA na riznych typech kolon, gradient 1 SPE, promyvaci
faze 5% acetonitril

4.6.5 Volba promyvaci faze

Pfed optimalizaci promyvaci faze byla vybrana extrakéni pfedkolona. Testovany
byly dvé komeréné dostupné predkolony Ascentis Express RP-Amide (5 x 2,1 mm, 5 um),
Ascentis Express C18 (5 x 4,6 mm, 2,7 um) a také extrakéni kolonky, kde byla cartridge o
velikosti 10 x 4,6 mm naplnéna rlznymi typy nanovlaken (poly-e-kaprolakton,
semiaromaticky polyamid 6-3-T, polyamid 6/12 sdelsim alifatickym fetézcem).
K nejlepsSimu precisténi matrice a zaroven kretenci standardu OTA dochdzelo na
predkoloné Ascentis Express RP-Amide, ktera byla ddle vyuZivana pfi optimalizaci

promyvaci faze.
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Pfi optimalizaci promyvaci faze byl nastfik standardu OTA o koncentraci 1 mg/I 1
pl a objem nastfiku vzork( potravnich doplriikd 10 pl. Jako promyvaci faze byly testovany
rostouci koncentrace methanolu, acetonitrilu a jejich rostouci koncentrace okyselené
kyselinou octovou. Pfi nizsich koncentracich methanolu a acetonitrilu nedochazelo
k dostateénému vymyti interferujicich latek, pfi vyssich koncentracich naopak dochdazelo
k vymyvani OTA. Srovnatelné promyvaci ucinky mély faze tvofené 15% acetonitrilem a
20% methanolem, pfi jejichz pouziti dochazelo k dostateCcnému zachytu analytu.
Z dlivodu lepsiho oddéleni piku OTA od sloZzek matrice potravniho dopliiku byl jako
vysledna promyvaci faze zvolen 20% metanol. Promyvaci fdze nakonec nebyla
okyselena, jelikozZ pfi okyseleni nedoslo k narlstu plochy OTA, a tedy ani zlepSeni retence
analytu. Chromatografické zaznamy vybranych analyz pfi optimalizaci promyvaci faze
zobrazuji nasledujici obrdzky ¢.13-20.

Optimalizovdna byla také délka promyvani a rychlost pratoku promyvaci faze.
Konkrétné byla testovdna doba promyvani 1 minuta, 2 a 3 minuty. Pti prodlouzeni
promyvani na 2 minuty nedoSlo k Zddnému zlepSeni, pfi 3 minutach jiz dochazelo
k vymyvani OTA. Zachovana byla tedy doba promyvani 1 min. Nasledné byla testovana
rychlost prdtoku promyvaci faze 1 ml/min, 2ml/min a 3 ml/min. Opét nedoslo ke

zlepseni, a proto byla zachovana promyvaci faze dlouha 1 minutu pfi pratoku 1 ml/min.

44



uv

fzzzzz Matrice kapky

8000007 Matrice tablety
7000001
6000007
5000007
4000007
30000017
2000007

o L\

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 min

Obrazek 13: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um), gradient SPE 1, promyvaci fdze 5% acetonitril
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Obrdzek 14: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um), gradient SPE 1, promyvaci fdze 15% acetonitril
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Obrazek 15: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um), gradient SPE 1, promyvaci fdze 20% acetonitril
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Obrazek 16: Zaznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um), gradient SPE 1, promyvaci faze 10% methanol
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Obrdzek 17: Zaznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um), gradient SPE 1, promyvaci fdze 20% methanol
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Obrdzek 18: Zdznam separace OTA na koloné Ascentis Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6
mm, 5 um), gradient SPE 1, promyvaci faze 25% methanol
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Obrdzek 19: Porovndni separace OTA pri vyuZiti 15% acetonitrilu/okyseleného 15%
acetonitrilu jako promyvaci faze
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Obrazek 20: Porovndni separace OTA pri vyuZiti 20% methanolu/okyseleného 20%
methanolu jako promyvaci faze
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4.7 Optimalni podminky pro HPLC analyzu

Kolona
Pfedkolona
Davkovani
Detekce
Mobilni faze
Typ eluce

Pribéh gradientu

Prutok

Promyvaci faze

Cas prepnuti ventilu
Pritok

Délka analyzy
Teplota

Ascentis Express Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm, 5 um
Ascentis Express RP-Amide, 5x 2,1 mm, 5 um

50 ul

Fluorescencni, Ex 335 nm, Em 460 nm

Acetonitril/0,5 kyselina octova

Gradientova

1-4,5 min isokraticky priibéh (45:55), 4,5-6,5 min linedrni
narust gradientu (75:25), 6,57 min rychly pokles
gradientu, 7-9 min isokraticky pribéh pfi plvodnich
podminkach (45:55)

1 ml/min

20% methanol

1 min

1 ml/min

9 min

40 °C
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Nasledujici chromatogramy zobrazuji separaci blank vzork( obou typt matrice a
zaznamy separace jejich spike vzorkl o koncentraci 5 pg/l OTA za vySe popsanych

separacnich podminek.
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Obradzek 21: Zdznam separace matrice kapek a spike OTA o koncentraci 5 ug/l za optimdlnich
podminek
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Obrdzek 22: Zdznam separace matrice tablet a spike o koncentraci 5 ug/l za optimdlnich
podminek
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5 Vysledky

5.1 Test zpusobilosti chromatografického systému (SST)

ZpUsobilost chromatografického systému pred jeho pouzitim byla ovérovana
mérenim pracovniho roztoku OTA o koncentraci 15 g/l pripraveného dle kapitoly 4.4.4.
Pracovni roztok OTA byl méfen ve tfech nastficich o objemu 50 ul, nasledné byl
hodnocen faktor asymetrie piku, jehoZ doporucena hodnota pro SST je < 2. Faktor

asymetrie As je vyjadfen vztahem:

kde t je Sirka sestupné ¢asti piku a f Sitka ¢asti vzestupné v 5 % vysky piku. Vedle faktoru
asymetrie je mozné symetrii piku popisovat pomoci faktoru chvostovani T (tailing

factor), pro ktery plati:

Wo,05
T =—
2f

kde Wo,05 je Sitka piku v 5 % jeho vysky. Faktor chvostovani byl automaticky vyhodnocen

chromatografickym softwarem LC Solutions a byl vyuzit pro vypocet faktoru symetrie
dle vztahu:
A, =2T -1

Soucasné byla v ramci SST hodnocena i opakovatelnost nastfiku pro 6 analyz.

Tabulka 10: Vysledky testu chromatografického systému

Analyt tr (Min) | Wo,05 T As Opak. (RSD, %)

OTA 5,010 0,300 1,157 | 1,314 0,93
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Obradzek 23: Zéznam analyzy OTA o koncentraci 15 ug/l pro SST

5.2 Validace metody

5.2.1 Linearita

Pro urceni linearity byly pfipraveny vzorky dle kapitol 4.4.4 a 4.4.7 v 8 nebo 9
koncentracnich hladinach v rozmezi 0,5-100 ug/I. U kazdé koncentrace byly provedeny
tfi nastriky a nasledné byla stanovena priimérnad plocha piku z téchto 3 méreni. Linearita
OTA byla uréena pro roztok standardu v 10% methanolu, ve vzorcich matrice tobolek

NatureVia Ostropestiec Forte a matrice kapek Dr. Popov Ostropestiec maridnsky.

Tabulka 11: Priimérné plochy piki OTA v 10% methanolu

Koncentrace OTA (ug/l) Plocha piku OTA
0,5 27577

1 66962

2 133863

5 358546

10 665044

15 1055618

25 2199555

50 4184039

100 8141768
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Obradzek 24: Graf linedrni regrese — OTA v 10% methanolu

Tabulka 12: Parametry linedrni regrese — OTA v 10% methanolu

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu n=19 Odhad chyby
Smérnice k= | 82431,18 + 1162,652
Abs. clen q= | -39325,45 + 44996,36

Korelacni koef. r= | 0,999304

Rezidudlni odch. | s= | 108132,9
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Tabulka 13: Primérné plochy pikii OTA v matrici tobolek

Koncentrace OTA (ug/l) Plocha piku OTA
1 63888
2 152374
5 108131
10 624574
15 856005
25 1705030
50 3376171
100 6251642
9000000
8000000 e
~ 7000000
= 6000000
® 5000000
S 4000000 -+ .
= 3000000 :
2000000 *-
1000000 + @
0 @° . ‘ . ‘ .
0 20 40 60 80 100 120
c (ng/l)

Obrazek 25: Graf linedrni regrese — OTA v matrici tobolek

Tabulka 14: Parametry linedrni regrese — OTA v matrici tobolek

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= | 63802,08 * 1550,975
Abs. ¢len q=|-16627,29 * 63665,59

Korelaéni koef. r= 1|0,998232

Rezidualni odch. | s= | 139346,3
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Tabulka 15: Prumérné plochy pikii OTA v matrici kapek

Koncentrace OTA (ug/l) Plocha piku OTA
0,5 30061
1 61401
2 91644
5 260230
10 639365
15 846509
25 1759767
50 3428969
100 6169071
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& 2000000 - °

1000000 .
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c (ue/l)

Obrazek 26: Graf linedrni regrese — OTA v matrici kapek

Tabulka 16: Parametry linedrni regrese — OTA v matrici kapek

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu n= 1|9 Odhad chyby
Smérnice k= |63027,28 * 1523,396
Abs. clen g= |16203,24 * 58957,7
Korelacni koef. r= |0,997962

Rezidualni odch. s= | 141684
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5.2.2 Opakovatelnost

K ovéfeni opakovatelnosti byly vyuZity pracovni roztoky standardu OTA
pfipravené dle kapitoly 4.4.4. Byly vybrany pracovni roztoky standardu na
koncentracnich hladinach 5 pg/l ,15 pg/l a 50 pg/l, které byly méreny v 8 nastficich o
objemu 50 pl. Ze ziskanych ploch piku OTA byly vypocteny relativni smérodatné
odchylky.

Tabulka 17: Stanoveni opakovatelnosti metody

Plocha piku standardu OTA

Nastrik
cOTA=5pug/l | cOTA=15pug/l | cOTA =50 pg/l

1 390661 1120030 4236702
2 389722 1105952 4211349
3 397305 1107645 4191882
4 397926 1108520 4189297
5 399553 1101940 4190497
6 393673 1099186 4179691
7 390633 1089853 4161245
8 390976 1085475 4157843
Pramér 393806 1102325 4189813
SD 3656 10264 24000
RSD (%) 0,93 0,93 0,57

5.2.3 Presnost

Pro stanoveni presnosti byly pfipraveny vzorky dle kapitoly 4.4.8. VyuzZity byly
potravni doplriky NatureVia Ostropestiec Forte (tobolky) a Dr. Popov Ostropestiec
mariansky (kapky). Od obou typl matrice bylo pfipraveno 6 vzorkd s obsahem OTA,

které byly proméreny ve 3 nastficich o objemu 50 pl.
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Tabulka 18: Stanoveni presnosti metody

Pramérné plochy piku OTA
Cisl k
Cislo vzorku NatureVia Ostropestiec | Dr. Popov Ostropestiec
Forte tobolky maridnsky bylinné kapky
1 924486 919647
2 915234 897791
3 881537 928490
4 922481 978027
5 908292 948324
6 885593 949770
Primér 906271 937008
SD 16923 25447
RSD (%) 1,87 2,72

5.2.4 Vytéinost

Hodnoty namérené pro uréeni presnosti byly vyuZity také pro stanoveni
vytéZnosti metody, kdy byly do poméru dany primérné plochy piku OTA ve vzorku

matrice a primérné plochy piku OTA o koncentraci 15 pg/I.

Tabulka 19: Stanoveni vytéZnosti metody v tobolkdch

Koncentrace | Priimér plochy
OTA (png/l) piku OTA

Vytéinost (%)

Standard OTA 15 979222
NatureVia
Ostropestiec 15 906271 92,55

Forte tobolky
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Tabulka 20: Stanoveni vytéZnosti metody v kapkdch

Koncentrace | Primér plochy
OTA (png/l) piku OTA

Vytéinost (%)
Standard OTA | 15 995454
Dr. Popov
Ostropestrec |, . 937008 94,13

mariansky
bylinné kapky

5.2.5 Limit detekce a limit kvantifikace

Limit kvantifikace (LOQ) odpovida koncentraci analytu, kterou je mozné stanovit
s pfijatelnou presnosti a spravnosti a byva vyjadren jako desetinasobek Sumu zakladni
linie. LOQ byl stanoven postupnym fedénim standardu OTA a vzorkd obou typl matric

Jako trojndsobek Sumu zakladni linie je vyjadien limit detekce (LOD), ktery
odpovidd koncentraci analytu, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
odlisny od Sumu. LOD pro standard a oba typy matrice byly spocitany z experimentalné
zjisténych hodnot LOQ. LOD byl vypocitdn pomoci vztah(:

3h
LOD = —=
m

10h
LOQ = "

kde hn predstavuje Sum zakladni linie a m je smérnice kalibracni kfivky. Mezi LOD a LOQ

plati:
3L0Q
LOD = ——
10
Tabulka 21: Limity detekce a kvantifikace
LOD (ug/l) LOQ (ug/1)
Standard 0,15 0,5
NatureVia Ostropestiec 0,3 1
Forte tobolky
Dr. Popov Ostropestiec 0,15 0,5
mariansky bylinné kapky
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Obrazek 27: Zéznam analyzy standardu OTA o koncentraci 0,5 ug/|
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Obrdzek 28: Zdznam analyzy OTA o koncentraci 1 ug/l v matrici tobolek
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Obradzek 29: Zaznam analyzy OTA o koncentraci 0,5 ug/l v matric kapek

5.3 Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich potravnich doplnki

Pro stanoveni OTA ve vzorcich bylo vyuZito celkem 13 potravnich doplnkd, z nichz
2 byly ve formé kapek a 11 ve formé tablet/tobolek. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny

dle kapitoly 4.4.5 a 4.4.6. Od kazdého potravniho doplriku byly pfipraveny tti vzorky,
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které byly do systému davkovany o objemu 50 ul a méreny tfikrat. Ze tfech méreni byla
vypocitdna primérna plocha piku, ze které byla vypoctena koncentrace OTA pomoci
matricové kalibra¢ni krivky. U vSech analyzovanych vzork( byla hodnota OTA pod
limitem detekce metody. Chromatografické zaznamy téchto analyz zobrazuji nasledujici

obrdzky ¢. 30-42.

Tabulka 22: Stanoveni OTA v potravnich doplricich

Vzorek Koncentrace OTA (pg/l)
GS Ostropestiec mariansky < LOD
Dr. Max Silymarin Premium < LOD
Terezia Ostropestrec + Reishi Forte <LOD
Farmax Ostropestrec Plus <LOD
LIVSANE Silymarin&Cholin FORTE <LOD
NatureVia Ostropestfec Forte <LOD
Lagosa <LOD
TOPVET Ostropestiec mariansky <LOD
APOROSA Ostropestrec <LOD
Jamieson Ostropestfec mariansky <LOD
Hermeopa Ostropestiec <LOD
Dr. Popov Ostropestiec mariansky bylinné kapky < LOD
TOPVET Ostropestfec mariansky extrakt <LOD
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Obrazek 30: Zdznam analyzy OTA v tabletdch GS Ostropestiec maridnsky
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Obrdzek 31: Zaznam analyzy OTA v tobolkdch Dr. Max Silymarin Premium
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Obrdazek 32: Zaznam analyzy OTA v tobolkdch Terezia Ostropestiec + Reishi Forte
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Obrazek 33: Zdznam analyzy OTA v tobolkdch Farmax Ostropestrec Plus
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Obradzek 34: Zdznam analyzy OTA v tobolkdch LIVSANE Silymarin&Cholin FORTE
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Obrazek 35: Zdznam analyzy OTA v tobolkdch NatureVia Ostropestifec Forte
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Obrazek 36: Zaznam analyzy OTA v tabletdch Lagosa
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Obrazek 37: Zdznam analyzy OTA v tobolkdch TOPVET Ostropestiec maridnsky
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Obrdzek 38: Zaznam analyzy OTA v tabletach APOROSA Ostropestfec
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Obrazek 39: Zaznam analyzy OTA v tabletdch Jamieson Ostropestrec mariansky
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Obrdzek 40: Zdznam analyzy OTA v tabletdch Hermeopa
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Obrazek 41: Zaznam analyzy OTA v kapkdch Dr. Popov Ostropestfec maridnsky
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Obrazek 42: Zaznam analyzy OTA v kapkdch TOPVET Ostropestiec maridnsky
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6 Zaveér a diskuse

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit a optimalizovat metodu pro stanoveni
mykotoxinu OTA v doplficich stravy. Byla vyvinuta HPLC metoda vyuZivajici systém
prepinani kolon pro on-line spojeni SPE Upravy vzorku a nasledné separace. Soucasti
optimalizace metody byl vybér extrakéni a analytické kolony, volba promyvaci faze,
optimalizace jeji délky a rychlosti pritoku, volba mobilni faze, uréeni podminek
gradientové eluce a stanoveni parametru citlivé fluorescencni detekce.

Po optimalizaci byla metoda validovdna pro potravni dopliky ve formé
tablet/tobolek a ve formé kapek. Vzorky potravnich dopliikd byly do systému davkovany
o objemu 50 pl. Precisténi vzorku od interferujicich latek probihalo po dobu 1 minuty na
predkoloné Ascentis Express RP-Amide (5 x 2,1 mm, 5 um) pomoci promyvaci faze
tvorené 20% methanolem. Nasledné doslo k prepnuti ventilu a analyt byl mobilni fazi
tvorenou acetonitrilem a 0,5% kyselinou octovou eluovan na analytickou kolonu.
Separace probihala za reZimu gradientové eluce na koloné Ascentis Express Phenyl-
Hexyl (100 x 4,6 mm, 5 um) pfi 40 °C. Analyt byl detekovan pomoci fluorescenéniho
detektoru nastaveného na vinové délky Ex 335 nm, Em 460 nm.

Pti validaci metody byla ovéfena linearita OTA v roztoku standardu a v matrici
kapek v koncentra¢nim rozmezi 0,5-100 pg/l. Ve vzorcich z pevné matrice potravnich
doplnkd byla linearita OTA ovérena v rozmezi 1-100 pg/l. Pfi testovani linearity metody
bylo dosazeno korelacnich koeficientd o hodnotach 0,999 (OTA v 10% methanolu), 0,998
(OTA v matrici kapek) a 0,998 (OTA v matrici tobolek). Opakovatelnost metody byla
mérena na tfech koncentracnich hladinach pracovniho roztoku standardu ( 5 pg/l, 15
ug/l, 50 pg/l) a vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky, ktera byla u viech
koncentraci < 1 %. Presnost a vytéZnost metody byla uréena na jedné koncentraéni
hladiné OTA 15 pg/l. Presnost byla popsana relativni smérodatnou odchylkou
s vysledkem 1,87 % pro matrici tobolek a 2,72 % pro matrici kapek. U matrice tobolek
byla dosazena vytéznost metody 92,55 % a u matrice kapek 94,13 %.

Celkem bylo analyzovano 13 vzork( potravnich doplnk( s obsahem ostropestice
marianského, které jsou dostupné na ceském trhu. Stanovené mnoizstvi OTA bylo u
vSech doplnkll pod LOD metody. U zadného z potravnich doplikd nebyl v okoli

retenéniho ¢asu OTA identifikovan zadny vyrazny pik, ktery by odpovidal koncentraci
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OTA na hladiné 12 pg/l, kterd odpovida maximalnimu pripustnému dennimu limitu pfi
béZném davkovani potravnich doplikd. Limit z roku 2006 byl stanoven 120 ng/kg OTA
za tyden. U ¢lovéka hmotnosti 70 kg odpovida tento limit davce 1,2 mikrogramu/den.
To pfi pfepoctu na roztok analyzované tablety odpovida vyse uvedené koncentraci 12
ug/l. Zavérem byly mimo tuto diplomovou praci vzorky predany ke srovnavaci MS
analyze a negativni vysledky u vSech vzork( byly potvrzeny. Lze tedy konstatovat, Ze
predpoklad vyskytu OTA v doplficich s obsahem ostropestifce marianského, ktery byl
nékolikrat potvrzen ve dfivéjsich studiich, nebyl potvrzen v této diplomové préci a
potravni dopliiky zakoupené zacdtkem roku 2023 na trhu v CR nepiedstavuji

bezpecénostni riziko.
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