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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem a validaci analytické metody vyuzivajici
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s fluorescenéni detekei pro simultanni
stanoveni aflatoxinli a ochratoxinu A v bylinném a ovocném caji. Teoretickd cast
pro jejich stanoveni v potravinach. VéEtsi pozornost je vénovana zvlasté metodé HPLC
a prehledu derivatiza¢nich technik pro zvyseni fluorescencni odezvy aflatoxini B a Gi.
Praktickd ¢ast se zabyva optimalizaci extrakce a preciSténi vzorku, nastaveni parametrt
instrumentalni analyzy a sestavenim zafizeni pro fotochemickou derivatizaci. Prace se

dale vénuje stanoveni zakladnich vykonnostnich charakteristik pro uspé$nou validaci.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the development and validation of an analytical
method using high performance liquid chromatography method with fluorescence
detection for the simultaneous determination of aflatoxins and ochratoxin A in herbal
and fruit tea. The theoretical part describes the most common groups of mycotoxins
and the most important methods for their determination in food. The great attention is
devoted to HPLC method and the overview of the derivatization techniques for aflatoxins
B: and G: fluorescence response enhancement. The practical part of this study focuses
on the optimization of sample extraction and purification, the settings of the instrumental
analysis and the photochemical reactor assembly. The thesis also involves
the determination of the basic performance characteristics for the successful method

validation.

KLICOVA SLOVA
vysokoucinna kapalinova chromatografie, aflatoxin, ochratoxin A, derivatizace, validace
KEYWORDS

high performance liquid chromatography, aflatoxin, ochratoxin A, derivatization,
validation
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UVOD

Plisn¢ jsou diky své nenarocnosti na ziviny témét vSudypiitomné. Mimo jiné
velmi ¢asto napadaji potraviny a krmiva hospodatskych zvitat, které jsou pro n¢ idedlnim
zdrojem vyzivy a vldhy. Mykotoxiny, jez jsou nékterymi plisnémi produkovany,
predstavuji skupinu pomérné stabilnich toxickych metaboliti a velké riziko pro zdravi
spotiebitele. Byvaji obsazeny zvlasté v fade rostlinnych produktli, nicméné mohou byt
obsazeny i v zivociSnych produktech, jako je maso a mléko, pokud je dobytek krmen
kontaminovanym krmivem.

Pro zdravotni nezdvadnost nékterych potravin je nutna jejich kontrola v ptislusné
vybavenych laboratofich. Mezi analytickymi metodami pouzivanymi pro stanoveni
mykotoxini jasné dominuji metody chromatografické, zvlast¢ pak metoda vysoce u¢inné
kapalinové chromatografie S fluorescencni detekci. V posledni dobé dochazi rovnéz
k velkému rozvoji technik vyuzivajici hmotnostni spektrometrii. Nicméné vyznamnou
roli hraji také metody imunochemické, jako je metoda ELISA.

Stejné jako jiné potraviny mize obsahovat mykotoxiny i €aj, at’ uz se jedna o ¢aj
pravy (Camellia sinensis) nebo o ¢aj bylinny a ovocny. Stejné tak musi dochazet
ke kontrole mnozstvi téchto Skodlivych latek ve finalnim vyrobku, nebot’ ke kontaminaci
muze dojit ve vSech fazich zpracovani od péstovani po vyrobu a skladovani. Ackoliv je
Vv soucasné dob¢ jiz publikovana fada analytickych metod, stale je nutné nachazet nové
zpusoby identifikace a stanoveni pro rizné matrice a pro rizné kombinace téchto
kontaminantQ potravin.

Tato prace se vénuje vyvoji a validaci metody vysoce U¢inné kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci pro identifikaci a kvantifikaci mnozstvi aflatoxint
a ochratoxinu A, které pro spotiebitele predstavuji nejvyssi riziko ze vSech mykotoxint.
Hlavni diraz je kladen na parametry instrumentalni analyzy, extrakci a precisténi vzorku
a Vposledni fadé na stanoveni né&kterych vykonnostnich charakteristik (valida¢nich

parametrl) metody.



TEORETICKA CAST

1. Mykotoxiny a jejich charakteristika

Mykotoxiny predstavuji vyznamné riziko v oblasti zemed¢€lstvi a vyroby potravin.
Jedna se o skupinu jedovatych sekundarnich metabolit, které za danych podminek
produkuji mikroskopické vlaknité houby oznaované také jako plisné [1]. Z chemického
hlediska jsou to strukturné riznorodé nizkomolekularni organické latky nebilkovinné
povahy [2]. Vétsina mykotoxinii vznikd polyketidovou cestou, jiné pak napiiklad
z kyseliny mevalonové [3], ktera je vyznamnym intermediatem izoprenoidni drahy [4],
nebo aminokyselin. Hlavnimi producenty jsou rody Aspergillus, Penicillium a Fusarium,
které oznacujeme jako toxinogenni mikroskopické houby [3].

Ke kontaminaci potravin mykotoxiny muize dochazet jak pted sklizni,
tak v priabéhu skladovani, zpracovani i u kone¢ného spotiebitele. Schopnost hub napadat
rizné potraviny zavisi na jeji povaze, vlhkosti, teploté, mechanickém poSkozeni,
piitomnosti kysliku a dalSich faktorech [2]. Kontaminovany mohou byt taktéZ nejrizné;si
biotechnologické  produkty, jako jsou rekombinantni proteiny, enzymy,

¢i potravinaiska aditiva (aminokyseliny, vitaminy) [3].

1.1 Struény prehled mykotoxinii

V soucasné¢ dobé je zndma celd Skala nejrizngjSich mykotoxini. Ty jsou
na zéklad¢ svych fyzikalné-chemickych vlastnosti, toxicity i1 biologického producenta
rozdéleny do nékolika skupin. Mezi nejvyznamnéjsi patii aflatoxiny, ochratoxiny a fada

fusariovych toxind.

1.1.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny pfedstavuji extrémné toxickou skupinu mykotoxinli produkovanou
plisnémi rodu Aspergillus, zvlasté pak druhy A. flavus a A. parasiticus [3, 5]. Diky svym
ucinkim patfi mezi silné hepatotoxiny, karcinogeny a teratogeny. Na zakladé
fluorescenéniho zateni, které emituji pomoci budiciho zdroje UV zafeni, jsou aflatoxiny
déleny na skupinu B (blue, AFB1, AFBy) a G (green, AFG1, AFGy) [1], pticemz AFB; je

nejroz§ifenéj$im aflatoxinem a nejsilngj$im ptirodnim karcinogenem vubec [1, 5].
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Obrazek 1.1 — Zleva doprava nejvyznamnéjsi aflatoxiny By, G1, My, B2 a G2[3]

Skelet aflatoxini je tvofen kumarinem, bisdihydrofuranovym kruhem
a cyklopentanonem v piipadé skupiny B nebo 5,6-dihydropyran-2-onem u skupiny G
(Obrazek 1.1) [1, 3]. Aflatoxiny jsou pfeménovany v jatrech na fadu toxickych metabolitl
[3], znichz tada (zvlasté epoxidy) reaguje s proteiny a DNA [5]. V piipadé
kontaminovaného krmiva AFB: a AFB> dochazi u dojnic skotu k jejich metabolické
preméné na aflatoxiny tfidy M, které mohou byt poté obsazeny ve mléku a vyrobcich

zngj [3].

1.1.2 Ochratoxiny

Z plisn¢ druhu Aspergillus ochraceus byly izolovany sekundarni metabolity
znamé jako ochratoxiny. NejvyznamnéjSim reprezentantem této skupiny je ochratoxin A
(OTA), ktery je odvozen od aminokyseliny fenylalaninu a substituovaného kumarinu
Snavazanym atomem chloru (Obrazek 1.2). Vyznacuje se silnym nefrotoxickym
ucinkem. Zaroven je to vSak i hepatotoxin, imunotoxin, teratogen a karcinogen [1, 3].
Jednim z duvodu jeho toxicity muze byt schopnost porusit rovnovahu v syntéze proteinti
a metabolismu fenylalaninu [5]. Kromé zastupci rodu Aspergillus pak produkuji

ochratoxiny i nékteré druhy rodu Penicillium [1, 3].

CH,

Cl
Obrazek 1.2 — Zleva ochratoxin A [3], plisern Aspergillus ochraceus [6] a Aspergillus
flavus [7]



1.1.3 DalSi mykotoxiny

Plisen palickovice nachova (Claviceps purpurea) napadajici obiloviny pfeménuje
zrno na tvrdé utvary oznacované jako namel. V tomto utvaru vznikéa skupina metaboliti
— mykotoxini oznacovanych jako ergotové neboli namelové alkaloidy. Existuji dvé
strukturné odlisSné skupiny téchto alkaloidi, znichz jedny jsou derivaty kyseliny
lysergové, druhé ergolinu. Ergotové alkaloidy se po sklizni a zpracovani posléze dostavaji
do mouky a ceredlii. Zarovenl jsou tepeln¢ stalé, a proto se nerozkladaji naptiklad
pii vyrobé peciva. Po intoxikaci zpusobuji halucinace i1 stavy extaze, zaroven vsSak
poskozuji cévni systém [3].

Fumonisiny jsou pomérné termostabilni mykotoxiny strukturné podobné
sfingosinu, které jsou produkovany plisnémi rodu Fusarium. Jejich zdrojem je zvlasté
kontaminovana kukufice a vyrobky z ni nebo jiné obiloviny [3]. Intoxikace t€émito latkami
vedou k poskozeni jater a ledvin, coz muze vést k imrtim hospodaiskych zvifat i ¢lovéka.
Zaroven jsou tyto toxiny prokazanymi karcinogeny [1]. Krom¢ fumonisind produkuji
fusaria chemicky pestrou skupinu mykotoxint zvanou trichotheceny, které maji celou
fadu riznych G¢inkd. Typickymi zastupci jsou deoxynivalenol ¢i toxin T-2. Kromé téchto
dvou skupin mykotoxinti produkuji plisné¢ rodu Fusarium jesté zearalenon (ZEA), ktery
je dals$im vyznamnym toxinem, jez se muze vyskytovat v potravinach. Tato lipofilni
sloucenina, kterou mohou byt kontaminovany zvlast¢ obiloviny, vykazuje U¢inky
podobné Zenskym pohlavnim hormontim — estrogentim [3].

Znamymi mykotoxiny, které rovnéz tvoii rody Aspergillus a Penicillium, jsou
patulin a citrinin. Patulin je béZnym kontaminantem, ktery se nachazi v ovoci a zelening.
Casto miize byt obsazen v ovocnych §tavach a dzusech. Ze strukturniho hlediska se jedna
o lakton dobfe rozpustny ve vodé, a proto jednoduse difunduje z mista napadeni plisni do
celého objemu daného kusu ovoce €i zeleniny. Zaroveii je jednim z mala mykotoxini,
které mohou byt degradovany v prubéhu tepelného zpracovani potravin. Citrinin, ktery je
odvozen od isochromenu, miize byt obsazen v napadenych obilovinadch. Oba zminéné

toxiny maji G¢inky do jisté miry podobné G¢inkiim aflatoxint [3].

1.2 Mykotoxiny v ¢ajich

Mykotoxiny jsou zvlasté nebezpecné i pro jejich vysokou stabilitu pii skladovani
a zpracovani. Casto je nelze totiz odstranit ani varem za vyssi teploty. Kli¢ové je tedy
zabranit rastu plisni uz u vychozich surovin [5]. K tomu pfispivaji spravné zpusoby

oSetfeni zemédé€lskych plodin, hygienické zpracovani i zplsob skladovani potravin.
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V urcitych ptipadech lze uvazovat i 0 moznostech dekontaminace pomoci fyzikalnich,
chemickych i biologickych metod [3].

Jednou z vyznamnych komodit, ktera mtize byt napadena toxinogennimi plisnémi,
je také ¢aj. Vlhké a teplé klima subtropickych oblasti, kde je ¢aj bézné produkovan, je
pro rust vlaknitych hub vice nez vhodné. Proto je obsah mykotoxini v ¢ajich bedlivé
monitorovan, zvlasté pak mnozstvi aflatoxind a ochratoxinu A, které predstavuji jedny
Z nejrizikovejSich kontaminanti. Jejich obsah se vétSinou u jednotlivych druhi ¢aje (bily,
zeleny, oolong, Cerny, Pu-ehr) 1isi. Tento fakt souvisi s rozdily ve vyrobé naptiklad
zeleného a ¢erného Caje [8].

Nicméné kontaminovany byvaji ¢asto také Cajové smési, jejichz zakladem je
ovoce nebo bylinky. Ke kontaminaci sporami a jejich naslednému ristu tak maze dojit
pfi péstovani, sklizni, zpracovani i skladovani ¢aje, ovoce nebo bylin [8]. Z analytického
hlediska pak ovocné a bylinné ¢aje piedstavuji pomérné riznorodou matrici, ve které je

Casto relativné tézké nekteré mykotoxiny stanovit.
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2. Metody analyzy mykotoxint

2.1 Zpracovani a uprava vzorku
Klicovym krokem v kazdé analyze je odbér vzorkli a naslednad extrakce
a purifikace analytt, které jsou v ném obsaZeny. Zaroven je tato Cast analyzy

nejnaro¢néjsi a zabere nejvice ¢asu. Adekvatni postup je volen zvlasté dle vlastnosti

vychoziho materialu a pouzité analytické techniky [5].

2.1.1 Extrakce mykotoxini ze vzorku

V piipadé extrakce je diilezité, aby byly sledované analyty prevedeny ze vzorku
do roztoku, ve kterém mohou byt po nasledném precisténi stanoveny [9]. Volba vhodného
extrakéniho  rozpoustédla  zavisi  zvlasté na  povaze  matrice  vzorku
a vlastnostech sledovaného analytu [5]. V idealnim piipadé je cilem extrakce prevést do
pouzitého solventu veskeré mnozstvi daného mykotoxinu a co nejmensi podil ostatnich
latek z matrice, ¢emuz se v praxi muzeme pfiblizit diky vhodné volbé jeho sloZeni.
Extrakce je vétSinou provadéna za ultrasonikace, homogenizace ¢i tiepani [10].

Vétsina mykotoxinti jJSou mirné polarni slouceniny dobfe rozpustné v organickych
rozpoustédlech, jako je methanol, aceton, chloroform nebo acetonitril. Ta jsou Casto
pouzivana ve smési, kterd navic obsahuje malé urcité mnozstvi vody. Naptiklad pro
extrakci ochratoxinu spole¢né s aflatoxiny pro simultanni analyzu se obvykle pouziva
smés methanolu s vodou [11, 12], popfipadé smés acetonitrilu s vodou [13, 14]. V pripadé
vyuziti imunochemickych technik je vhodné&j$i pouzivat smés methanolu s vodou, ktery
ma mensi negativni efekt na pouzité protilatky nez ostatni uvedena rozpoustédla [15].
Chlorovana rozpoustédla jsou v posledni dobé vyuzivana méné Casto z ekologickych
divodu. Pro zlepSeni vytéznosti extrakce je v fadé piipadd navic vhodné vyuziti silné

nepolarniho solventu, jako je naptiklad hexan, pro odstranéni lipofilnich latek [5].

2.1.2 MoZznosti precisténi vzorku

Extrakty ziskané ze vzorkl zpravidla vétSinou obsahuji velké mnozstvi necistot,
a tak nemohou byt vyuzity pro pfimou chromatografickou analyzu. Vyjimkou jsou
systémy S hmotnostni detekci, které vyzaduji jen zakladni precisténi [16, 17]
a imunochemické metody, jako je ELISA [5, 17]. Pfecisténi vzorku probiha nejcastéji
dvéma zpusoby — pomoci extrakce na pevné fazi (SPE) nebo pomoci imunoafinitni

kolonky (IAC) [5, 16].
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SPE probiha na kolonce, kterd je naplnénd silikagelem nebo jinou vaznou fazi
(C-18 oktadecylsilan, fenyl, aminopropyl a dalsi). Extrakt ze vzorku v daném
rozpoustédle je nanesen na kolonku. Nasledné protéka pod snizenym tlakem ptes sorbent.
Zatimco analyty jsou zachyceny, vétSina necCistot je odstranéna. Poté jsou analyty
uvolnény pomoci jiného rozpoustédla [5, 17]. Specidlnim typem SPE je vyuziti
imunoafinitnich kolonek (IAC). IAC vyuzivaji specifické interakce protilatek s antigeny.
Diky tomu pii tomto zplsobu precisténi extraktu dochazi k minimalni ztrat€¢ analytu
a maximalni eliminaci interferenci. V pfipad¢ analyzy ¢aji vSak muze byt tato vyhoda
z diivodu vlivii matrice pon¢kud upozadéna. IAC jsou piesto nejbéznéjsimi prostiedky
pro zachyceni mykotoxinli z extraktu, nicméné¢ maji také fadu nevyhod — vyssi cena,

ktizova reaktivita nebo citlivost vi¢i organickym rozpoustédlum [10].

2.2 Chromatografické metody

Chromatografie se tadi mezi tzv. separa¢ni metody, jejichz princip spociva
Vv déleni latek na zakladé jejich rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Separacni
proces je pfitom zalozen na rozdilné distribuci analyzovanych latek mezi nepohyblivou
(stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Mobilni faze proudi pies chromatograficky
systém a unds$i analyty pfes loze se stacionarni fazi, kterou je bud’ pevna latka, nebo
kapalina zachycena Vv inertnim nosici. Pti separa¢nim procesu dochazi k opakovanym
interakcim a ustanovovani rovnovahy délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi
[18, 19].
2.2.1 Typy chromatografickych metod

Podle raznych kritérii 1ze rozlisit nékolik typti chromatografie, pti¢emz jednotlivé
pfistupy se mohou vzijemné kombinovat. Na zdklad€¢ skupenstvi mobilni faze je
rozliSovana kapalinova, plynova a superkritickd fluidni chromatografie [15].
Chromatografie muize probihat bud’ v sloupcovém (kolonovém) nebo ploSném
uspofadani (na tenké vrstvé) [19]. Dle slozeni mobilni faze pak rozeznavame eluci

1zokratickou (konstantni sloZeni) a gradientovou (proménné slozeni).
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V chromatografii se uplatiuje nékolik separacnich principt. Pokud dochazi
k sorpci latek na stacionarni fazi, je chromatografie oznacovana jako absorp¢ni [4, 19].
Lze ji provadét jako chromatografii s normalni (NP-HPLC) nebo reverzni fazi (RP-
HPLC) [18]. Rozdélovaci chromatografie je zaloZena na d¢leni latek mezi dvé vzajemné
nemisitelné kapaliny, zatimco iontovd chromatografie na elektrostatickych silach, které
pusobi mezi nabitymi skupinami. Afinitni chromatografie vyuziva specifickych interakci
latek, zvlasteé pak biomakromolekul. Pfikladem mohou byt protilatky, které cilené reaguji
s antigeny. Poslednim principem je déleni latek na zakladé velikosti, ktery vyuziva gelova
permeacni chromatografie [4, 19]. Pro lepsi piehled jsou nejcastéji pouzivana uspotradani

a jejich kombinace jsou uvedeny na obrazku 2.1.

Papirova

PloEna

Tenkovrstva ]
Chromatografie }7
Adsorpéni | | Molekulova sita |
Plynova ' -
Adsorpéni | | lontova ‘ |Ge|0vé permeatni
Kapalinova : ' '

|Rozdé.|ovaci|| Afir:itni ‘

Obrazek 2.1 — Prehled moznych usporadani v chromatografii

2.2.2 Eluc¢ni charakteristiky a i¢innost chromatografické kolony

Kvalitativnimi ukazateli, které umoznuji urcit, o jakou slou¢eninu se jedna, jsou
v chromatografii tzv. retencni parametry. Nejcastéji se pouziva reten¢ni as, coz je doba
od nastiiku vzorku po oblast maxima chromatografického piku [18]. Kvantifikace se pak
vétSinou provadi vyhodnocenim plochy chromatografického piku, ktery piedstavuje
odezvu analytu pti daném zptsobu detekce, a srovnanim (ve vétsSin€ piipadd) s externi
kalibra¢ni pfimkou [19].

Pti separaci latek je diileZité, aby od sebe latky byly dobfe oddéleny a zaroven aby
separace netrvala pfili§ dlouhou dobu. Pro hodnoceni ucinnosti separace
u chromatografické kolony (systému) byva pouZzivana veli¢ina oznacovana jako pocet
teoretickych pater (N) [19]. Zpravidla plati, ze ¢im je hodnota N vyssi, tim je kolona

ucinngjsi a separované piky jsou tak ostiej$i a méne rozmyté vlivem diftize. Veli¢ina N
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zavisi na délce a velikosti ¢astic kolony, rychlosti toku, teploté a viskozité¢ mobilni faze.
Obdobnym parametrem je vyskovy ekvivalent teoretického patra (H), ktery lze ziskat
vydélenim délky kolony parametrem N [18].

Jak jiz bylo diive uvedeno, v idedlni piipadé by mély byt piky ostré a jasné
oddélené od sebe. Na chromatografickou separaci ma vsak vliv fada dé&ji, které vedou
Kk rozmyvani zony dané¢ho analytu a celkové ovliviuji tvar piku. Tyto déje pak
z teoretického hlediska popisuje van Deemterova rovnice, z které¢ vyplyva, ze déleni

separovanych latek je ovlivnéno hned nékolika typy difaze [18, 19].

2.2.3 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie HPLC

NejcCastéji pouzivanou metodou v analyze organickych latek jako jsou
mykotoxiny je vysoce u¢innd kapalinova chromatografie v méddu s reverzni fazi
(RP-HPLC) [15]. Tato technika vyuziva dimyslny chromatograficky systém sestavajici
z n¢kolika komponent. K identifikaci a kvantifikaci latek je vyuzivana tfada detektorti
[18], pifi¢emz pro analyzu plisnovych toxinti byva nejéastéji vyuzivana UV-VIS,
fluorescenéni a hmotnostni detekce [15]. Princip HPLC a jeji vyuziti v analyze

mykotoxind bude probrano detailné v nasledujicich kapitolach.

2.2.4 Tenkovrstva chromatografie TLC

Tenkovrstvou chromatografii (TLC) lze vyuzit zvlasté pro rychly screening
vétSiho mnozstvi vzorkl, je nizkonakladova a pomérné jednoducha. Nehled¢ na to, ze je
TLC v klasickém provedeni jednou z nejvice rozsifenych laboratornich metod, od jejiho
uziti v laboratofi pro stanoveni mykotoxinii se pomalu upousti [9]. Nicméné
modifikovana verze této metody zndma jako vysokouc¢inné tenkovrstva chromatografie
(HPTLC) je vnékterych laboratofich velmi popularni [19]. U HPTLC dochazi
ve srovndni s béZnou TLC k miniaturizaci celého procesu. Dochézi k zlepSeni déleni diky
pouziti specidlnich desticek s rovhomérnou vrstvou velmi jemného silikagelu s malymi
pory. NanaSeni vzorku je automatizovano a vyvijeni desticky probihd v komorach
nasycenych parami mobilni faze [20]. Vzorek se tak rozdé€li na zony, které obsahuji
jednotlivé slozky [19]. VysuSené desti¢ky jsou poté zpravidla vizualizovany pod UV
zafenim. Identifikace mykotoxini probihd na zaklad€ porovndni s retenci standardd,

kvantifikace pak na zaklad¢ intenzity absorpce ¢i fluorescence [9, 19].
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2.3 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na specifické interakci protilatky
s antigenem. Pro detekci vzniklého komplexu biomakromolekuly s analytem byva
vyuzivano znaceni, které muze byt bud’ radioaktivni, enzymové nebo mize byt pro
imunoglobuliny pouzito zna¢eni pomoci fluoroford [21]. Mezi hlavni imunochemické
metody patii RIA (radioimmunoassay), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

a imunosenzory, které nachazeji uplatnéni hlavn¢ v terénu [15].

2.3.1 Radioimunoanalyza RIA

Metoda RIA vyuziva ke znaCeni antigent radioaktivni izotopy. Zndmé mnozstvi
takto zna¢eného antigenu soutézi o vazbu na dané mnozstvi imobilizovanych protilatek
S neznamym mnozstvim antigenu neznacené¢ho. Jednd se tedy o tzv. kompetitivni
stanoveni, kdy intenzita signdlu je nepfimo umérna mnozstvi analytu ve vzorku.
V soucasné dob¢ je tato metoda vyuzivana uz jen ziidka. Hlavnim divodem je pravé

radioaktivni zafeni, které je produkovano radioizotopy pouzivanymi ke znaceni [15].

2.3.2 Enzymova imunoanalyza ELISA

Metoda ELISA byla vynalezena na ptelomu 60. a 70. let minulého stoleti [22]
a postupné¢ nahradila star§Si imunochemickou metodu RIA z ddvodu jeji mozné
Skodlivosti vici lidskému zdravi [15].

V piipadé¢ metody ELISA je nejcastéji antigen imobilizovan na vnitini sténé
jamky na mikrotitra¢ni destic¢ce [21]. Poté dochazi k navazani primarni protilatky, ktera
je nasledné detekovana pomoci enzymaticky znacené sekundarni protilatky. Pomoci
enzymu je poté pfeménovan chromogenni ¢i fluorogenni substrat a nasledné métrena
barevna zména ¢i fluorescence indikujici pfitomnost daného analytu.

Metodu lze vyuzit jak pro kvalitativni, tak kvantitativni analyzy, pfi¢emz
fluorogenni substraty umoznuji vyssi citlivost méfeni [23]. Nespornou vyhodou je,
ze diky vysoké specifité interakce mezi protilatkou a antigenem muizeme pomoci metody
ELISA stanovit analyt ve velmi malé koncentraci s minimalnim vlivem interferenci [22].

Metoda ELISA existuje ve ¢tyfech zakladnich typech uspofadani, z nichz kazdé
ma své vyhody i nevyhody a hodi se pro jiny typ vzorku. Je-li antigen imobilizovan
pomoci adsorpce na sténé jamky mikrotitraéni desticky a poté detekovan pomoci
protilatky zna¢ené enzymem, jedna se 0 pfimé usporadani. Tento zpiisob mtze byt vyuzit

I opacné, kdy je stanovovana protilatka pomoci enzymaticky znaceného antigenu.
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V ptipad¢ vyuziti primarni protilatky pro vazbu na imobilizovany antigen a sekundéarni
protilatky urCené pro detekci uvedeném vyse se jedna o uspofadani nepiimé.
Pii tzv. sendvicovém uspofadani je nejdfive antigen zachycen ze vzorku pomoci
protilatky imobilizované v jamce mikrotitraéni desticky. Potom je na antigen navazana
dalsi, jiz znacena protilatka, ktera slouzi k detekci (Obrazek 2.2). Ve vSech tfech
ptipadech pak plati, ze mira zmény zbarveni ¢i fluorescence je imérna koncentraci

analytu [21, 22, 23].

Piima ELISA
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Nepfimé ELISA 0 ——> mnozstvi antigenu
e ’( .{ substrat
27 ' e g
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Sendvi¢ova ELISA 0 —> mnoistvi antigenu
.{ 4 substrat
&b S £ P > '/ > & 2 §
v~ levay =l AR = 33| ¢
) A B @ ( ) '8 A & ( D@ A XYY 2

Yprotﬂitka m cilova molekula 4( enzymem nacena protilatka enzymova reakce 0 anitaty soiigeon

Obrazek 2.2 — Nekompetitivni ELISA — primé, neprimé i sendvicové usporadani [24]

Naopak v piipadé kompetitivniho uspofadani je mira zmény nepiimo umérna
koncentraci. Nejdiive je znac¢eny antigen totozny s analytem ptidan ke vzorku. Nasledné
je smeés umisténa do jamky mikrotitraéni desticky, ktera obsahuje znamé mnozstvi
imobilizované protilatky. Znaceny antigen V roztoku jamky tak soutézi S neznacenym
(analytem) o vazbu protilatky, které je nedostatek. Po promyti jamky je nasledné¢ ptidan
substrat (Obrazek 2.3). Cim vy3si je pak intenzita méfeného signalu, tim mensi je
koncentrace stanovované latky [21, 22, 23]. Jednotlivé zptisoby mohou byt v ptipadé

potieby rizné¢ kombinovany.
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Kompetitivni ELISA
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Obrazek 2.3 — Kompetitivni ELISA [24]

Metoda ELISA ma diky své specifité a senzitivité v oblasti analyzy mykotoxint
nezastupitelnou roli. V porovnani s chromatografickymi metodami, které vyzaduji
drahou instrumentaci a vyskoleny personal, je pomémé jednoducha, nenakladna,
nendro¢nd na obsluhu a vyzaduje ve vétSiné piipadii pouze minimalni upravu vzorku.
Metoda vsak neni vhodna pro piesna kvantitativni stanoveni, a to zvlasté v piipadé
komplexni matrice vzorka [5, 9]. Proto je ELISA oblibenou volbou zvlasté pro rychly
screening vétsiho mnozstvi vzorkt a hruby odhad koncentrace, ktera je v pfipad¢ nutnosti
upiesnéna pomoci instrumentalnich technik, naptiklad HPLC [25]. V soucasné dobé je
dostupnd tada komer¢nich kit, které jsou vhodné pro stanoveni jednotlivych
mykotoxinil. Casto jsou viak vyuzivany soupravy pro analyzu celych skupin chemicky
ptibuznych mykotoxinl (naptiklad aflatoxind ¢i fumonisind), které vyuzivaji kiizovou
reaktivitu nékterych protilatek [26].

Nejcastéji je vyuzivan kompetitivni ELISA format, ktery vyuziva bud’ znacenou
primarni protilatku, nebo konjugat mykotoxinu s enzymem [5, 15]. Asi nejoblibenéj$im
enzymem pro znaceni protilatek nebo standardd je kienova peroxidaza (HRP) [9, 27].
HRP rozklada peroxid vodiku na vodu a kyslik, pficemZ donory elektronti pro tuto reakci
jsou organické chromogenni substraty, které po reakci davaji charakteristické zabarveni
[28]. Druhym nejcastéji pouzivanym enzymem je alkalicka fosfataza (AP) [15], ktera je
vyuzivana zvlasté v piipadé vysoké peroxidazové aktivity vzorku [28]. Barevné zmény
jsou po ukonéeni enzymové reakce vyhodnoceny pomoci spektrofotometrie ve viditelné

oblasti v ELISA readeru [22].
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3. Princip HPLC a jeji vyuZiti v analyze mykotoxint

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se vyznacuje dobrou
spolehlivosti, citlivosti, selektivitou i opakovatelnosti. Metoda je v soucasné dob¢ uz
bézn¢ plné automatizovana vyjma zpracovani a upravy vzorku [17]. HPLC je oproti
plynové chromatografii vhodna i pro stanoveni tepelné nestalych a netékavych latek [19].
Nicmén¢ znaénym minusem je ndkladnad instrumentace a potieba dobie vyskolené
obsluhy pfistroje. Navic mohou néckteré zpiisoby detekce vyzadovat u nékterych
mykotoxind derivatizaci [17].

Mobilni faze jsou v ptipadé HPLC vodné roztoky ¢i jejich smési s organickymi
rozpoustédly, které protékaji pod vysokym tlakem kolonou obsahujici stacionarni fazi
(sorbent). Po nastfiku vzorku na kolonu jsou jednotlivé analyty oddéleny na zakladé
rozdilnych interakci se stacionarni i mobilni fazi a zaznamenény pomoci detektoru.
Retencni ¢as dané latky zavisi nejen na jeji povaze, ale i na sloZeni stacionarni a mobilni
faze [15, 19].

3.1 Kapalinovy chromatograf a jeho soucasti

Kapalinovy chromatograf je komplexni zafizeni, které¢ se zpravidla sklada
z n¢kolika soucasti — zasobniku mobilni faze, vysokotlakého Ccerpadla, systému
pro davkovani vzorku, chromatografické kolony, detekéniho a vyhodnocovaciho zatizeni

(Obrazek 3.1).

ﬁorek

davkova ! H‘h'L ]
cerpadlo . :IJ—D- deteldor
e kolona
zasobnik zisk dat
mobilni faze
odpad
Obrazek 3.1 — Schéma kapalinového chromatografu zndzornujici nejdiilezitéjsi

soucasti [29]
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3.1.1 Mobilni a stacionarni faze

Mobilni faze je umisténa v zasobni 1dhvi, odkud je do systému dodavana pomoci
vysokotlakého  cCerpadla. Nutnou operaci pfed vstupem mobilni faze
do chromatografického systému je jeji odplynéni a zbaveni se pevnych ¢astic. Uvolnéné
plyny a hrubé necistoty totiz mohou vazn¢ poskodit kapalinovy chromatograf.
K odplynéni je dnes Casto pouzivéan in-line vakuovy degaser, zatimco zanaseni systému
brani vstupni frity [18].

Pro pohyb mobilni faze jsou nejcastéji vyuzivana dvoupistova cerpadla. Obsahuji
dva proti sob& pracujici pisty, coz zna¢né snizuje kolisani tlaku [19]. Piipadné
nedokonalosti v toku jsou upraveny pomoci tltumice pulzi. Potfebny gradient je pfipraven
ve sméSovaci. Podle jeho umisténi pak rozeznavame nizkotlaky gradient, je-li umistén
pted Cerpadlem a vysokotlaky gradient, je-li umistén za Cerpadlem. Davkovani vzorku
probiha dnes b&ézné pomoci autosampleru [18].

Separace latek probiha na chromatografické koloné, coz je nejcastéji nerezova
trubice naplnéna sorbentem, ktera je ¢asto jesté chranéna predkolonou [19]. Pro analyzu
mykotoxind byva nejbéznéji vyuzivana reverzni faze [9, 17]. Stacionarni faze je v tomto
pripadé¢ nepolarni, zatimco mobilni faze je polarni. Nejbéznéjsi kolona zalozZena
na principu reverzni faze je kolona C-18. Ta je tvofena silikagelem, na kterém jsou
navazany oktadecylové fetézce zajist'ujici nepolarni interakce s analyty [18]. Castice
stacionarni faze pak mohou byt plné nebo povrchové porézni [19]. Jako mobilni faze
pro separaci mykotoxind slouzi vétsinou ternarni smés voda-acetonitril-methanol [9, 17].

Potiebné teploty pro separaci byva pak dosaZzeno pomoci termostatu [19].

3.1.2 MozZnosti detekce

Po prichodu kolonou jsou oddélené frakce zaznamenany pomoci detektoru [15],
kterych v kapalinové chromatografii existuje celd fada. Spektrofotometrické detektory
mefi absorbanci v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Nejcastéji pouzivané jsou
detektory s diodovym polem (DAD), které umoziuji proméfit absorpéni spektrum dané
latky [19]. O né&co citlivEjsi jsou detektory fluorescenéni (FLD), které snimaji zatreni
emitované latkami pfi jejich deexcitaci po predeslém buzeni pomoci svételného zdroje.

Elektrochemické detektory jsou zase zaloZeny na reakci na rozhrani elektrody
a mobilni faze. Patii mezi né napfiklad detektory ampérometrické ¢i coulometrické.

Jejich nevyhodou je, ze mohou byt vyuzity pro detekci pouze uzké skupiny latek schopné
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elektrochemické reakce. Casto jsou pouzivany také detektory vyuzivajici lom (RID)
nebo rozptyl svétla (ELSD) ¢i elektrickou vodivost prochéazejiciho roztoku [18, 19].

Rada mykotoxind, jako jsou napiiklad ochratoxin A, citrinin anebo nékteré
aflatoxiny, vykazuje pfirozenou fluorescenci [5]. Proto je pro stanoveni koncentrace
mykotoxini separovanych na koloné¢ nejCastéji pouzivan fluorescencni detektor
v kombinaci s RP-HPLC kvuli nizké citlivosti UV-VIS detektorti pouzivanych v rezimu
NP-HPLC [30].

Aflatoxiny maji V neutrdlnim prostiedi polarniho rozpoustédla tii excitacni
(absorpéni) pasy s maximy ptiblizné ve 225, 265 a 360 nm. Fluorescence pak dosahuje
maxima pfiblizné v oblasti okolo 450 nm, nicméné vlivem nékterych rozpoustédel miize
dochazet k cervenému (bathochromnimu) posunu. V kyselé oblasti pak dochéazi k mirné
zméng absorpcnich vlastnosti, nebot’ maxima pii 225 a 265 nm jiz nejsou tak vyrazna
aVvptipadé pasu s maximem 360 nm dochéazi k hypochromnimu efektu, nicméné
fluorescenéni maximum v 450 nm je zachovano [31].

V pfipad€ ochratoxinu A ma hodnota pH jak na excitacni, tak fluorescencni
spektrum jesté¢ vétsi vliv, za coz vdééi OTA pravdépodobné svym acidobazickym
vlastnostem. V neutralni oblasti je maximum pro excitaci pfiblizné ve 380 nm, pro
fluorescenci pak ve 440 nm, zatimco v kyselé pro excitaci ve 330 nm a pro fluorescenci

ve 460 nm [32].
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Obrazek 3.2 — Excitacni a emisni spektrum aflatoxinu (vlevo) [31] a ochratoxinu A

(vpravo) [32] (upraveno)
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V kapalinové chromatografii je vyuziti hmotnostniho spektrometru. Ten na rozdil
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od fluorescen¢niho detektoru nevyzaduje pro detekci zaddnou derivatizaci. Navic
se vyznacuje velmi nizkym limitem kvantifikace a schopnosti podat strukturni informaci
o dané molekule, zvlasté v systému tandemové hmotnostni spektrometrie [15, 17]. Diky
témto vlastnostem je hmotnostni detekce vhodnd pro simultdnni analyzu chemicky
odlisnych latek, ktera by se systémy HPLC-DAD a HPLC-FLD nebyla mozna [10].

V soucasné dobé dochazi k rozvoji vysokorozliSovacich systémti (HRMS),
které¢ umoznuji identifikaci n¢kolika typti mykotoxinti najednou vcetné jejich metabolitti.
Pravé metabolity mykotoxinii byly dfive az do pfichodu HRMS instrumentace z dtivodu
nedostatku vhodnych technik ptehlizeny [17].

Nicméné vybaveni pro hmotnostni spektrometrii je v porovnani s oStatnimi
metodami nesmirné ndkladné. Pro svlij chod navic vyZaduje Setrné zachdzeni a zkuSeného

operatora [15, 17].

3.2 Zpisoby derivatizace

StéZejnim krokem chromatografické analyzy je nutnost derivatizace nékterych
mykotoxind [30]. Jako derivatizace se oznacuji chemické reakce urcitého cinidla
s analytem, které vedou k zlepSeni jeho separacnich vlastnosti nebo zvySeni citlivosti
pouzitého zpusobu detekce [33]. Toto plati zvlasté v piipadé fluorescenéni detekce pii
stanoveni aflatoxinti. BéZné uZivané mobilni faze v systémech HPLC-FLD totiz zhaseji
fluorescenci AFB;1 a AFGy, a ty tak musi byt nejdiive pfevedeny na slouceniny, jejichz
odezva neni zhasena [30].

Zatimco v ptipadé¢ metod predkolonové derivatizace je reakeni ¢inidlo pfidano
do roztoku, ktery obsahuje analyty, jesté pted vstupem na chromatografickou kolonu,

Vv ptipadé postkolonové derivatizace dochazi k derivatiza¢ni reakci az za kolonou [33].

— Predkolonova |— Chemicka — .I{ysellna .
trifluoroctova
1éd
Derivatizace [~ ] Chemicka _|:
Pyridinium bromid
'+ Postkolonova m
—| Elektrochemicksd |— Brom
—| Fotochemicka

Obrazek 3.3 — Schéma s nejbéznéji pouzivanymi zpiisoby derivatizace aflatoxinu
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3.2.1 Predkolonova chemicka derivatizace

Dvojna vazba dihydrofuranové skupiny mize byt v kyselém prostiedi jednoduse
hydratovana za vzniku AFB2s a AFGaa (Obrazek 3.4), které ve vodnych roztocich
vykazuji stejnou intenzitu fluorescence jako AFB, a AFG». Na zaklad¢ této reakce byla
navrzena metoda predkolonové derivatizace vyzivajici jako Ccinidlo standardné
trifluoroctovou kyselinu (TFA). Ta je spole¢né se vzorkem zahfivana po urcitou dobu
aaz poté je vzorek nastfiknut na kolonu. Reakce je zvlasté ucinna, jsou-li nejdiive
ze vzorku odstranéna lipidickd rezidua pomoci hexanu. Nevyhodou tohoto zplisobu
derivatizace je nestabilita AFB2a a AFG2a, zvlasté je-li v dané mobilni fazi pfitomen
methanol. Tuto metodu tak nelze doporucit zvlaste pro rutinni analyzy s vysokym poctem

vzorkd vyuZzivajici autosampler [30].

0 0 OCH, HO 0 0 OCH,

Obrazek 3.4 — Princip derivatizacni reakce aflatoxinii B1 a G1 pomoci TFA [15]

3.2.2 Postkolonova chemicka derivatizace

Pro on-line analyzu vétstho mnozstvi vzorkli je jednoznacné vhodnéjsi
postkolonova derivatizace. Jednou z moznosti je vyuZziti jodu, které je také uvedeno
v norm& CSN EN ISO 16050 [34], jako derivatizaniho ¢inidla. Jeho vyuziti ma jednu
zasadni vyhodu. Na rozdil od TFA, kterd ma vysoce korozivni t¢inky a mize tak poskodit
chromatograficky systém [35, 36], je nasyceny roztok jodu pfidavan pomoci ,,técka‘
k eluatu vystupujicimu z kolony. Vysledna smés pak prochdzi pfes nerezovou
¢i teflonovou reakéni spirdlu umisténou v termostatu (Obrazek 3.7), kde probiha
derivatiza¢ni reakce (Obrazek 3.5). Nasleduje kvantifikace jednotlivych analytt pomoci
fluorescen¢niho  detektoru. Citlivost se diky tomuto zpiisobu derivatizace
nékolikanasobné zvysi [30].

Roztok jodu je nutné pfipravovat dennodenné Cerstvy, navic musi byt zbaven
nerozpusténého zbytku jodu. I presto vSak miize dochdzet k zanaSeni kapilar a celkové

vétSimu opotiebeni nékterych komponent chromatografického systému. Kvili pouZiti
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reakéni spiraly mize pak dochazet k rozsifovani piku, ale tento efekt lze castecné
eliminovat vhodnou upravou délky a teploty termostatu [30]. Nicmén¢ dal$im problémem
tohoto zpiisobu derivatizace je fakt, ze pfidanim roztoku reagentu dochéazi k natedéni
eluatu. Pro davkovani roztoku obsahujiciho ¢inidlo je navic potfebna dalsi HPLC pumpa,
coz muze byt z ekonomického hlediska nakladné [36].

Jednou z moznosti je 1 pouziti malé kolonky naplnéné pevnym jodem jako
derivatiza¢niho reaktoru. Po rozdé€leni toku pred nastiikem vzorku je mala cast mobilni
faze vedena reaktorem, kde je nasycena jodem. Nasledn¢ je op€tovné spojena s vystupem
z chromatografické kolony a jod tak mize reagovat s eluovanymi aflatoxiny. Pro toto

uspofadani je nutna pouze jedna pumpa, navic neni eluat fedén roztokem reagentu [37].

0 0 OCH4 0 0 OCH,

Obrazek 3.5 — Princip derivatizacni reakce aflatoxinii B1 a G1 pomoci jodu [15]

Pro postkolonovou derivatizaci mize byt rovnéz pouzit brom (Obrazek 3.6).
Ten je zaroven reaktivnéjsi nez jod, a tak je reakce aflatoxinl s nim rychlejsi. Tento
zpiisob derivatizace rovnéz popisuje norma CSN EN 14123 [38]. Kviili své vysoké
reaktivité vSak nemulze byt brom piidavan k eluatu ve své volné formé. Musi byt
elektrochemicky generovan on-line napfiklad zbromidu draselného piidaného
do okyselené mobilni faze [30]. Zatizeni pro elektrochemicky vyvoj bromu a derivatizaci
aflatoxinti je dostupné pod obchodnim nazvem Kobra Cell™ a umistuje se zpravidla
za chromatografickou kolonu (Obrazek 3.7) [39].

Derivatizace pomoci elektrochemicky generovaného bromu ma hned nékolik
vyhod. Zaprvé je systém levnéjsi, jelikoz neni nutnd Zadna dal§i pumpa pro dodavani
reagentu. Zaroven je velkou vyhodou, Ze neni potieba pfipravovat kazdy den nové

roztoky roztoku jodu [30].
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Brom nebo
PEFE
—  w EBr

o o) OCH., Brr O ol CCH,

Obrazek 3.6 — Princip derivatizacni reakce aflatoxinii B1 a G1 pomoci bromu [15]

Pro derivatizaci aflatoxind bromem muze byt kromé elektrochemického reaktoru
vyuzito také Cinidlo pyridinium bromid perbromid (PBPB) (Obrazek 3.6). Stejné jako
Vv ptipad¢ derivatizace jodem je roztok obsahujici ¢inidlo ptidavan pies ,,té¢ko* k vystupu

z kolony, poté nasleduje reakéni smycka (Obrazek 3.7) [40].

nastiik
1-r
o P vzorkn kolona
mobilni — O detektor
faze
U avAvaVae —l
termostatovana smycka

reage:ntu
(jod ¢i PEPB)

nastiik

PPP® vzorkn 4y elektrochemicka cela dStekdtor

mobilni faze I—! )
+ KBr + HNO:s zdroj napéti

Obrazek 3.7 — Usporadani chromatografického systému s postkolonovou derivatizaci
[30]

K derivatizaci aflatoxind je mozné vyuzit i a- a B-cyklodektriny [30]. Jedna se
0 cyklické oligomery tvofené z 6-8 glukdzovych jednotek, které vznikaji enzymatickou
degradaci Skrobu. Uvniti cyklického fetézce se nachdzi tzv. kavita, do niz mohou
interkalovat jak anorganické, tak organické molekuly vcetné aflatoxinti. Nekteré
cyklodextriny a jejich derivaty lze tedy také vyuzit pro derivatizaci za Gelem zvyseni

intenzity fluorescence [41]. Tato metoda se vSak pro bézné a rutinni analyzy nepouziva.
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Je totiz nakladnd a nenabizi Zadné vyhody oproti ostatnim uvedenym zplsobim

derivatizace [42].

3.2.3 Postkolonova fotochemicka derivatizace

Nejunikatnéj$im zptisobem upravy struktury aflatoxinti pro detekci je nepochybné
fotochemickd derivatizace. Nejjednodussi bézné pouzivany fotochemicky reaktor
(PHRED) obsahuje dlouhou a tenkou PTFE kapilaru opletenou a obtoCenou okolo
lesklého kousku plechu. Ten je spolecné s nizkotlakou rtutovou vybojkou umistén uvnitt
zafizeni, pfiCemz jeden konec kapiléry je napojen na vystup z kolony, druhy na detektor
[36].

Vlivem ptisobeni UV zaieni o vinové délce 254 nm vydavaného vybojkou dochézi
k adici vody na dvojnou vazbu dihydrofuranového kruhu AFB: a AFGi:. Vysledkem
interakce jsou stejné jako v piipadé derivatizace TFA derivaty oznacované jako AFBa2a
a AFGa,, jejichz intenzita fluorescence je srovnatelna s AFB2 a AFG, (Obrazek 3.3) [42].

V porovnéni s derivatizaci elektrochemicky generovanym bromem je tato metoda
stejné G¢inna pro stanoveni aflatoxind v nejriznéjsich matricich [42]. Muscarella a kol.
metodu zalozenou na fotochemické derivatizaci Uspé$né validovali a potvrdili,
ze dosahuje srovnatelnych vysledku s ostatnimi zptisoby [25]. Metoda nachazi uplatnéni
1 pro simultanni analyzy vicera typti mykotoxind, jako jsou aflatoxiny, ochratoxin A

a zearalenon [43].

3.3 Simultanni analyza aflatoxinii a ochratoxinu A

V praxi se ¢asto vyuziva simultanniho stanoveni nékolika mykotoxinti najednou
pomoci HPLC-FLD. Kli¢ové je nastaveni parametrti extrakce a purifikace, ktera Casto
vyuziva imunoafinitni chromatografii. Na trhu je v souc¢asné dobé dostupna fada kolonek
od n¢kolika rtiznych vyrobceil, které umoZznuji zachyceni cilové skupiny mykotoxini.
Naptiklad firma Vicam nabizi mimo jiné kolonky AflaOchra HPLC pro sou€asnou izolaci
aflatoxinu a ochratoxinu, kolonky AOZ HPLC, které navic umoziiuji izolaci zearalenonu,
kolonky DON-NIV WB pro deoxynivalenol a nivalenol nebo kolonky T-2/HT-2 HPLC
pro stejnojmenné toxiny [44]. Dal§imi vyznamnymi vyrobci IAC jsou pak naptiklad
R-Biopharm Rhone [45] nebo Romer Labs [46].

Nejcasté&ji sledovanymi mykotoxiny v potravinach jsou aflatoxiny a ochratoxin A,
nebot’ predstavuji pro spotiebitele nejvetsi riziko. Dosud jiz bylo vyvinuto a validovano

nékolik metod pro rizné matrice, vV uvahu vsak pfipadaji zvIasté potraviny rostlinného
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pivodu. Mezi nimi dominuji zvlasté suché potraviny, jako jsou cerealie nebo kofeni.

Piehled vybranych metod a podminek analyzy se nachazi v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 — Prehled analytickych metod (HPLC) pro stanoveni aflatoxinii vedle

ochratoxinu A a dalsich mykotoxinii

Typ Analyty Extrakce Precisténi | Derivatizace | LOQ Ref.
matrice [ng/kg]
Cerealie, MeCN:W IAC Postkolonova | vSechny
ar. maslo | T2 OTA 1 "(60:40) | AflaOchra PBPB 02 | [#71]
Ceredlic AFL, OTA, MeCN:W IAC Piedkolonova | 0,25;0,5; [48]
ZEA (60:40) AOZ TFA 5
, MeCN:0,5% .
Zazvor, ! IAC Fotochemicka
Zensen AFL, OTA NaHCO3 AflaOchra PHRED i [49]
(70:30)
Ceredlic AFL, OTA, MeOH:W IAC Fotochemicka 06%0142__ [43]
ZEA (80:20) AOZ PHRED 0,05: 0.5
Kakao, MeOH:W IAC Fotochemickd | B 0,07;
sokolada | ATHOTA | "80:20) | AflaOchra UVE oTAa016 | [0
, MeOH:W IAC Fotochemicka | 0,1 -0,6;
Zazvor | AFL,OTA | 000y | AflaOchra i 09 | 1
“ . MeOH:W IAC Fotochemicka | 0,2 -0,4;
Kofeni | AFL, OTA | “a5.90) AflaOchra PHRED 05 [51]
PSenicéné nékolik , ., . Fotochemicka 0.38 —
otruby mykotox. vicestupiiova | Myco6inl+ UVE 1,08: 1.20 [52]
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4. Validace analytické metody

Validaci se rozumi proces, pii kterém dochazi k ziskani né¢kolika vykonnostnich
charakteristik dané¢ metody, které slouzi k vyhodnoceni, zda je tato metoda vhodna
pro ur¢ené pouziti. Pro validaci je nutné ziskat dostatek dat, aby bylo mozné prokazat
vhodnost jejiho uziti v praxi [53]. Jedna se 0 posledni fazi vyvoje metody a je nezbytné
ji provadét dle soudobych natizeni a ptredpisi. Dobfe provedend validace pak hraje
klicovou roli naptiklad pii akreditovani metody vyvinuté ve zkuSebni laboratofi

dle CSN EN ISO/IEC 17025 [54].

4.1 Valida¢ni parametry

Prvnim z valida¢nich parametrti je preciznost (dfive piesnost). Ta slouZzi jako idaj
o mife shodnosti mezi vzajemné nezavislymi vysledky a nema tedy vztah k referenéni
hodnoté. Bézn€¢ se vyjadiuje jako smérodatna odchylka jednotlivych vysledkd,
ktera popisuje rozptyleni namétenych hodnot okolo priméru. Preciznost vysledkii
ziskanych v kratkém casovém intervalu za stejnych podminek oznacujeme jako
opakovatelnost [55]. Mezilehla preciznost pak vyjadiuje miru shody mezi vysledky
v ramci jedné laboratoie (rtizni lidé, zafizeni, Cas, ...) a reprodukovatelnost zase mezi
riznymi laboratofemi [56].

Spravnost urcuje tésnost shody mezi naméfenou a ptijatou (skute¢nou) referencni
hodnotou. Tou mohou byt napiiklad vysledky ziskané ovéfenou metodou, referencni
materidly nebo vysledky z referen¢ni laboratotfe. Spravnost byva obvykle posuzovana
pomoci statistickych testti na shodnost [55].

Pomér koncentrace analytu k pfijaté referencni hodnoté se nazyva vytéZznost a je
rovnéZ vyznamnym parametrem pii validaci analytické metody. VytéZnost mlize byt
vyjadiena jako zlomek, ale vétSinou se vyjadiuje jako procenta [55]. Vysledky ziskané
béhem analyzy jsou korigovany na vytéznost, aby byla urfena piesnd hodnota
koncentrace analyzované latky v daném vzorku.

Linearita a pracovni rozsah metody udavaji, v jakém rozsahu je mozné prolozit
hodnoty dvou zavislych proménnych, obvykle odezvy zatizeni a koncentrace, linearni
zavislosti. Ta je obvykle uvadéna ve tvaru y = ax + b, kde a je smérnice (souvisi
s citlivosti) ab je bod na ose y (isek), kterym piimka prochazi [56]. Tésnost této zavislosti
pak udava tzv. korelaéni  koeficient [55], ktery nabyva  hodnot

od -1 do +1. Cim vice se jeho hodnota blizi +1, tim je zavislost t&sn&jsi.
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Mezi detekce (LOD) se rozumi koncentrace, kterd je statisticky vyznamna
od Sumu. Jinymi slovy je to nejmensi mozné mnozstvi analytu, které 1ze jesté rozpoznat.
za danych podminek s danou pfesnosti zmétit. Obvykle je pro LOD pouzivan pomér
signalu k Sumu 3:1 a pro LOQ pomér 10:1 [55].

Schopnost spravné urcit cilovy analyt i v pfitomnosti interferujicich latek
nazyvame selektivita. Ta se zpravidla uruje porovnanim vysledki analyzy vzorka
obsahujicich pouze standardy se vzorky obsahujicimi redlnou matrici [55]. Schopnost
vyjadiujici stabilitu metody v pfipadé urcitych odchylek od danych parametri této
metody se oznaCuje jako robustnost. VéEtSinou se robustnost ovétuje tak, Ze jsou

do daného postupu vnaseny malé zmény a je sledovan jejich dusledek [56].
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PRAKTICKA CAST

G2, G1, Bz, B1 a ochratoxinu A v bylinném a ovocném caji. Pfitom byla zvazovana
ekonomickéd a prakticka stranka vCetn¢ moznosti laboratofe. Pro analyzu vybranych

mykotoxinii byla zvolena metoda vysoce UuU¢inné kapalinové chromatografie

Cilem této prace byl vybér metody vhodné pro simultdnni stanoveni aflatoxinti

S fluorescen¢ni detekci.

aflatoxinii vcetné¢ zplsobu extrakce a precisténi vzorku. Pro zhodnoceni vhodnosti
metody byla metoda validovdna. K tomu byly pouzity jako vzorové matrice ovocny

a bylinkovy ¢aj, ke kterym bylo pfidano znamé mnozstvi standardlii stanovovanych

Pro spravnou funkci bylo nutné vymyslet nenakladny zpuisob derivatizace

analytu.

5. Material

5.1 Pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series vybaveny:

Kvartérnim ¢erpadlem 1100 Quaternary Pump
Autosamplerem 1100 Autosampler
Termostatem 1100 Thermostat
Chromatografickou kolonou

A) Kinetex C18 150 x 4,6 mm, 5 pm

B) Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm, 5 um
Detektorem 1100 Fluorescence detector

Softwarem ChemStation, Clarity

UV zafizeni pro derivatizaci aflatoxinti B1 a G1 sestavajici z:

Germicidni UV-C lampy 254 nm
PTFE kapilary o vnitini svétlosti 0,25 mm a délce 25 m (vnitini objem 1,2 ml)
Ventilatoru

Plechového krytu na elektrozatizeni
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Ttepacka Heidolph Promax 2020

Laboratorni centrifuga Neya 8 s pfisluSenstvim
Stolni pocita¢

Kuchynsky mlynek na kdvu

Zarizeni na ptipravu demineralizované vody
Analytické vahy

pH metr

Chladnicka s mrazni¢kou

5.2 Pomicky a dalsi vybaveni

Konické plastové zkumavky se Sroubovacim vickem 50 ml
Pipety délené i nedélené 1 — 25 ml

Pipetovaci nastavce

Odmérné banky 5 — 500 ml

Odmérné valce 50 — 2000 mi

Sklenéné zkumavky 5 ml

Mikrostiikacky Hamilton 25 — 250 pl

Filtr skladany, primér 10 cm

Filtr ze skelného mikrovlakna s velikosti port 1,2 pm, pramér 90 mm (Whatman)
Filtra¢ni nalevky

Stojan s drzaky

Injekéni stiikacky s pistem (10 ml) a bez pistu (25 ml)
Hadicka z m€k&eného plastu o priméru 5 mm

PryZova zatka s otvorem pro hadicku

Imunoafinitni kolonky AflaOchra HPLC (Vicam)

Vialky s vickem pro HPLC

5.3 Chemikalie

Demineralizované voda

Methanol 99,9% (Sigma-Aldrich)

Acetonitril 99,9% (Sigma-Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat NazHPO4.2H20 99% (PENTA)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH2PO4.2H>0 98% (PENTA)
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Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2PO4.2H20 99% (PENTA)
Chlorid sodny 99,9% a chlorid draselny 98% (PENTA)
Hydrogenuhli¢itan sodny 99% (PENTA)

Polysorbat 20 (Tween 20, Sigma-Aldrich)

Kyselina octova 99% (PENTA)

Smeésny standard aflatoxint v acetonitrilu — Aflatoxin Mix 4 Solution (Sigma-Aldrich)
koncentrace AFG2, AFB2 = 0,5 ng/ml a AFG1, AFB1 = 2 pg/ml

Zasobni standard ochratoxinu A v acetonitrilu — Ochratoxin A Solution (Sigma-Aldrich)

koncentrace OTA = 10 pg/ml

5.4 Popis pouzitych vzorovych matric
Loyd Jablko a $ipky (MOKATE) — ovocny ¢aj aromatizovany — slozeni: jablko, Sipky,

ibisek, aromata, regulator kyselosti — kyselina jable¢na

Babi¢ka Riuzenka Sedmero bylin (MOKATE) — bylinny ¢aj smésny — roiboos
(Aspalanthus linearis), mata peprna list, ostruzinik list, plod fenyklu, sporys 1ékaisky,

skofice, 1ékofice

™ \'«‘4' -
oYD -
my 38 ®
) ,;*.WI g '
N S[PKEM
R ABLKEM

Obrazek 5.1 — Produkty, které slouzily jako testovaci matrice pro optimalizaci a validaci
metody

6. Metody

6.1 Priprava potiebnych roztoku
Pro zpracovani a analyzu vzorku byly pfipraveny nésledujici roztoky — extrakéni
rozpousStédlo, fedici a promyvaci roztok (pufr), smésny standard aflatoxind

a ochratoxinu A a mobilni faze.
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6.1.1 Priprava extrakéniho rozpoustédla

Pro extrakci aflatoxinti a ochratoxinu A ze vzorki ¢aju byl pfipraven vodny roztok
sestavajici z 800 ml methanolu a 200 ml 0,5% vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu
draselného, ktery byl piipraven rozpusténim 3 g NaHCO3 ve 200 ml demineralizované

vody.

6.1.2 Piiprava potifebnych pufra

Pro fedéni extrakti vzorkd pied jejich aplikaci na imunoafinitni kolonku byl
ptipraven 0,1M fosfatovy pufr s 0,5 % Tweenu 20 navazenim 10,90 g Na2HPO4.2H20
a6,06 g NaH2PO4.2H.0 do 1000 ml demineralizované vody a piidavkem 5 ml

Tweenu 20, pticemz pH bylo upraveno na 7,4.

Pro promyvani imunoafinitnich kolonek po aplikaci vzorku byl pfipraven roztok
0,5% Tweenu 20 v PBS (pufrovany fyziologicky roztok) z 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,24 ¢
KH2POg4, 1,81 g NazHPO4.2H20, 5 ml Tweenu 20 a 1000 ml demineralizované vody

s naslednou tpravou pH na 7,4.

6.1.3 Priprava smésného standardu

Pro spikovani a ptipravu fady kalibracnich roztoki byl pfipraven smésny zasobni
standard smichanim 250 pl Aflatoxin Mix 4 Solution a 250 pl Ochratoxin A Solution
a 4,5 ml methanolu. Vysledné koncentrace pak byly 25 ng/ml pro AFG, a AFBy,
100 ng/ml pro aflatoxiny AFG; a AFB1 a 500 ng/ml pro ochratoxin A.

6.1.4 Priprava mobilni faze
Mobilni faze A byla pfipravena z 5 ml kyseliny octové, 50 ml acetonitrilu a 945 ml
demineralizované vody. Mobilni fazi B byl Cisty methanol a mobilni fazi C cisty

acetonitril.

6.2 Priprava vzorki

K'5 g rozemletého vzorku v 50 ml centrifugaéni zkumavce byl pfidan 1 g NaCl
a 25 ml extrakéniho roztoku. Vzorek byl pii 300 RPM/min tfepan na horizontalni tiepacce
po dobu 15 min. Po nasledné centrifugaci pti 1600 RCF po dobu 5 minut byl supernatant
prefiltrovan pies skladany filtr do kadinky. Sest mililitrti filtratu bylo pak zfedéno 24 ml
0,5% Tweenu 20 v PBS. Takto ziedény extrakt byl opét filtrovan pfes filtr ze skelného

vldkna do 25 ml odmérné baiiky.
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Injekeni stiikacka bez pistu o objemu 25 ml slouZzici jako rezervoar byla upevnéna
pomoci drzaku na stojan. Ze spodu byla pies redukci nasazena IAC kolonka
AflaOchra HPLC firmy Vicam. Pétadvacet mililitrd filtratu bylo nadavkovano
do rezervoaru a nechano volné prokapat ptes kolonku. Poté byla kolonka promyta 5 ml
0,5% Tweenu 20 v PBS a 5 ml demineralizované vody.

Na kolonku byla poté ptipojena pryzova zatka s hadi¢kou, na jejimz druhém konci
byla nasazena injek¢ni stiikacka. Pomoci stfikacky byla opatrné vytlacena zbyla kapalina
v kolonce. Nasledné bylo na kolonku piidano 0,75 ml methanolu a ten byl pomoci tlaku
prokapan pies kolonku max. rychlosti 1 kapka za sekundu do tmavé vialky. Po jedné
minuté bylo pfidano na kolonku opét 0,75 ml methanolu, ktery byl stejnym zptisobem
prokapan. Nakonec bylo kolonkou ponechano prokapat jest¢ 1,5 ml 0,5% kyseliny

octové.
zatka s dirou

\

TeZervoar =

T
<|=|

extralkt

AC”

kolonka

\ njekéni stiikacka
s pistem

|
hadicka

Obrazek 6.1 — Doporuceny postup pri pouziti IAC kolonek [57]

6.3 Sestaveni zarizeni pro fotochemickou derivatizaci

Z teflonové kapilary byla pletenim vytvotena trubice okolo UV lampy. UV lampa
byla i sopletenou kapilarou uchycena do otvoru vyfiznutého do plechového krytu
a pripojeni do elektrické sité¢ bylo vyvedeno ven. Naproti otvoru pro lampu byl do vyifezu
v krytu umistén ventilator slouzici pro chlazeni UV lampy, jehoz zapojeni do elektrické

sité€ bylo rovnéz vyvedeno ven. Jeden konec PTFE kapilary byl pomoci fitinkl pfipojen
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na vystup z kolony a druhy konec byl pfipojen na vstup do fluorescenéniho detektoru.

Nakres zatizeni pro fotochemickou derivatizaci je schematicky zobrazen na obrazku 6.2.

/ vystup z kolony
x p zapletend teflonova kapilara

r 4
» 4

ra 2L L IVA
Fara

|
kryt z plechu

ventilator._ [ | zdroj napéti
~

amAt

zdroj napéti

I
UV vybojka 254 nm

‘-E

4
vstup do detektoru

Obrazek 6.2 — Schéma zarizeni pro postkolonovou fotochemickou derivatizaci

6.4 Instrumentalni analyza a jeji parametry

Piecisténé vzorky obsahujici pfidany standard aflatoxini a ochratoxinu byly

zméfeny pomoci vysoce U¢inné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci.

Pro analyzu byla pouzita kolona Kinetex C18 150 x 4,6 mm, 5 um, jejiz termostat byl

nastaven na teplotu 40 °C. Gradient mobilni faze byl nastaven podle tabulky 5.1 a pratok

byl nastaven na 1 ml/min. Fluorescenéni detektor byl nastaven dle tabulky 5.2. VVzorky

byly nastiikovany pomoci autosampleru z vialek s teflonovym septem, pii¢emz nastiik

byl 40 pl.

Tabulka 6.1 — Nastaveni gradientu mobilni faze

Cas [min] A [obj. %] B [obj. %] C [obj. %]
0 65 30 5
15 50 50
20 50 50
25 65 30
30 65 30

A: 0,5% kyselina octova a 5% acetonitril ve vodé, B: metanol, C: acetonitril

Tabulka 6.2 — Nastaveni fluorescencniho detektoru

Cas [min] Excita¢ni A [nm] Emisni A [nm] PMT - Gain
0 364 455 14
15 330 455 14
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6.5 Stanoveni valida¢nich parametru

6.5.1 Stanoveni opakovatelnosti

Opakovatelnost byla ziskana opakovanym méfenim spikované matrice vzorku.
Z vybrané matrice byla vytvofena Sestkrat navazka po 5,0 g. Ke kazdé replice vzorku byl
pfidan smésny standard mykotoxint tak, aby vysledna koncentrace ve vybrané matrici
byla 0,5 png/kg pro aflatoxiny G2 a Bz, 2,0 pug/kg pro aflatoxiny B1 a G1 a 10 ug/kg pro
ochratoxin A. Po nasledné analyze téchto replik byl ze ziskanych hodnot vypoéten

aritmeticky pramér x (1),

1)

x|
Il
S|m

smérodatna odchylka s (2),

n—1

s = ! Z(xi — X)? )

a relativni smérodatna odchylka sr (3),

3)

kde n je pocet opakovani a x; jednotlivé vysledky.

6.5.2 Stanoveni vytéZnosti metody
Pro stanoveni vytéznosti metody byly pouZzity data ziskana dle postupu uvedeného
v kapitole 5.9.1. Hodnoty vytéznosti byly vypocteny pro jednotlivé matrice dle vztahu

(4),

n
R, = —£.100 4)
ny

kde Re je vytéznost vyjadiena v procentech, ni je naméfena hodnota a nj je piijata

referenéni hodnota.
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6.5.3 Stanoveni linearity

Linearni zavislost byla ovéfena sestrojenim kalibra¢ni kiivky s rozsahem
0,5 — 200 pg pro aflatoxiny G2 a Bz, 2 — 400 pg pro aflatoxiny Gi: a Bz
a 10 — 4000 pg pro ochratoxin A. Redénim smésného standardu smési methanol a 0,5%
kyselina octova 50:50 dle tabulky ¢islo 6.3 bylo pfipraveno Sest kalibra¢nich standardu,
jejichz opakovanym métfenim (6x) byly sestaveny kalibracni piimky pro jednotlivé
analyty vynesenim pramérné plochy pika proti jejich koncentraci. Kalibra¢ni bod 1 byl

pripraven fedénim 10 pl bodu ¢islo 2 do 990 ul fediciho roztoku. Nastiik byl 20 ul.
Kalibra¢ni pfimka byla poté vyjadiena ve tvaru (5),

y=a+ bx (5)
kde y je koncentrace, a tsek, b smérnice a x koncentrace analytu.

Tabulka 6.3 — Priprava kalibracnich roztokii

Kalibra¢ni bod Red'. zas. standard [pl] Redici roztok [ul]
1 - -
2 10 990
3 40 960
4 100 900
5 200 800
6 400 600

6.5.4 Stanoveni meze detekce a meze kvantifikace

Pro vypocet mezi detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byl integrovan Sum
zakladni linie chromatogramu spikované matrice. Nasledn¢ bylo z chromatogramu
odecteno maximalni kolisani zakladni linie. Ze ziskanych dat byly nésledné vypocteny

koncentraéni limity detekce xp a kvantifikace xqo pomoci vztahu (6) a (7) v pg/kg,

3hmax . 100
Xp = b k. R, (6)
10h,,,, = 100
= k. 7
xo = —p e ™

kde hmax je maximalni kolisani zakladni linie vyjadfené jako plocha, K je prepocetni

koeficient zahrnujici upravu vzorku a piepocet jednotek a Re je vytéznost.
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VYSLEDKY A DISKUSE

7. Vyvoj a optimalizace metody HPLC

Vyvoj metody spocival zvlasté ve vybéru vhodného zplisobu derivatizace,
kdy byla zvazovana ucinnost, ekonomicka dostupnost i jednoduchost pfi vyuziti v praxi
pii pouziti daného zptsobu derivatizace. Nasledné byla provedena optimalizace mobilni

faze. Nejtézsi fazi byla optimalizace extrakce a precisSténi vzorku.

7.1 Instrumentalni analyza

7.1.1 Vybér vhodné kolony

Pro analyzu mykotoxint byly vyzkouSeny dvé kolony vyrobce Phenomenex —
Kinetex C18 a 150 x 4,6 mm, 5 pum a Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm, 5 um. Jedna se
o kolony vyuzivajici technologii CORE-SHELL. Staciondrni faze je slozena z Castic
Spevnym jadrem a poréznim povrchem, a proto se oproti béZnym kolondm
s celoporéznimi ¢asticemi vyznacuji vyssi ucinnosti [58]. V nasem piipadé se ukazalo,
ze pouziti této technologie je zvlast¢ vyhodné. Kapilara derivatiza¢niho zafizeni totiz
vytvaii urcity mrtvy objem a i pfes to, Ze je navrzeno spravng, dochdzi k mirnému
rozsifovani pikl, coz uziti kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi do urcité miry

vyvazuje.

Lo o i,

R W W T AV A

2
<

Obrazek 7.1 — Stacionarni faze kolon Kinetex C18 a XB-C18

Kolony Kinetex C18 a XB-C18 maji tzv. TMS-endacapping, coz v praxi
znamena, ze zbylé volné silanolové skupiny silikagelu po ptipojeni oktadecylovych
fetézcl jsou deaktivovanany reakci s trimethylsilylchloridem. Cilem této modifikace je
potlacit nespecifické polarni interakce nekterych analytl se staciondrni fazi a zabranit tak

tailingu jejich pikl. Endcapping rovnéZ zvySuje odolnost kolony za méné Setrnych
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podminek [59], napiiklad pifi uziti kyselych mobilnich fazi pfi analyze aflatoxind
a ochratoxinu A.

Vyrobce kolon Kinetex C18 a XB-C18, firma Phenomenex, deklaruje u kolony
XB-C18 nizsi retenci pro bazické latky a vyssi retenci pro latky kyselé pii pouziti
okyselené mobilni faze nez v piipadé kolony C18 [60]. Z toho divodu byla metoda
testovana na obou kolonach s predpokladanym snizenim retencniho ¢asu ochratoxinu A
pii pouziti kolony C18, coz by mohlo vést ke zkraceni analyzy. Nicméné pii porovnani
obou chromatogramui byl pozorovan minimalni rozdil mezi t¢émito kolonami a teoreticky

je mozné pro danou metodu pouzit obe¢.

7.1.2 Vybér mobilni faze a nastaveni gradientu

Ochratoxin A je slaba kyselina s pKa1 = 4 a pKa2 = 7 [61]. Diky acidobazickym
vlastnostem ochratoxinu A lze tak volit mezi dvéma elu¢nimi mody. V nasi analyze byla
pouzita okyselena mobilni faze (napt. 0,1 — 0,5% kyselina mravenci, octova,
¢i fosforeéna), kdy nastava eluce v potadi AFGz, AFGi, AFB;, AFB; a OTA,
nebot’ U ochratoxinu A tak nedochazi k disociaci kyselych vodikti karboxylové
a fenolické skupiny. OTA ma tedy v ptipad¢ pouziti reverzni faze v kombinaci s kyselou
mobilni fazi vyssi retenci nez aflatoxiny [11, 43, 51].

Nicméné Irakli a kol. pouzili opacného principu, kdy se kyselina do mobilni faze
nepiidava. Kyselé skupiny ochratoxinu A tak v neutrdlnim roztoku disociuji a zaporny
naboj zpusobi, Ze vsystému sreverzni fazi dochazi vtomto piipadé k eluci
ochratoxinu A pted aflatoxiny — tedy v pofadi OTA, AFGz, AFG1, AFB2 a AFB; [52].
Vyhodou tohoto zplisobu je moZné zkraceni doby chromatografické analyzy. BohuZel pti
vy$§im mnozstvi interferenci S nizkou retenci z ¢ajovych smési, které se n€kdy dostanou
az do finalniho extraktu, mize dojit k piekryvu téchto piki se signalem OTA. Nakonec
bylo tedy rozhodnuto dat pfednost prvnimu pfistupu.

Celkové se podatilo gradient pomémé dobie nastavit a jednotlivé analyty byly
od sebe dostateéné oddéleny do 20 minut. Celkova délka analyzy pak byla 30 minut.
Retenéni casy AFG,, AFG:, AFB., AFB: a OTA byly 6,17 min, 6,89 min, 7,56 min,
8,38 min a 16,98 min.
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7.1.3 Derivatizace

Pro zvyseni fluorescencni odezvy aflatoxini B; a Gi: byla zvolena moznost
fotochemické derivatizace. Tento postup ma nckolik vyhod — neni nutno denné
pfipravovat roztoky, které obsahuji zdravi Skodlivé reagencie a neni ani poticba dalsi
specialni vybaveni (pumpy ¢i elektrochemické cely) [36]. Na rozdil od chemické
ptedkolonové derivatizace ji 1ze provadét on-line a nedochéazi pii ni k fedéni eluatu
roztokem s Cinidlem jako v ptipad¢ chemické postkolonové derivatizace. K rozmyvani
jednotlivych zén analytu dochazi tedy pouze vlivem diftze v kapilafe [62], coz vede
k vyssimu rozliSeni. Zafizeni pro tento zptisob derivatizace je navic z hlediska konstrukce
pomérné jednoduché, a tak jej neni nutné pofizovat komercni vyrobek, ale Ize si jej
sestavit piimo v laboratofi.

Pro potlaceni nezaddouci difuze je nutné, aby kapilara, kterou protéka eluat
Z kolony byla vhodn¢ dlouha a byla spletena, nikoli pouze obtocena okolo UV lampy.
V rovné kapilare totiz kapalina proudi laminarné a ma tzv. parabolicky proudovy profil.
V podélném sméru pak dochdzi k axidlni disperzi, kdy Castice jedné latky putuji kapiladrou
riznou rychlosti. Tento difizni tok mé vyznamny vliv na rozmyti piki separovanych
latek. Vlivem opleteni vSak dochazi v jednotlivych zahybech k michdni, coz ma

za nasledek potlac¢eni laminarniho proudéni [63].

ventilator PTFE kapilara

vystup do FLD

UV lampa vstup z kolony

Obrazek 7.2 — Zarizeni pro fotochemickou derivatizaci aflatoxinii B1 a G1
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V nasem ptipad¢ se podatilo dosdhnout kyzeného vysledku — zvysSeni intenzity
fluorescence u aflatoxin Bi a Gi pfi zachovani pozadovaného rozliSeni
chromatografickych piki jednotlivych analyti. Na obrazku 7.3 jsou srovnany

chromatogramy bez derivatizace a po derivatizaci.
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Obrazek 7.3 — Porovnani dvou chromatogramii standardi aflatoxinii @ ochratoxinu A

stejné koncentrace pred a po derivatizaci pomoci UV zareni
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7.1.4 Detekce

Fluorescen¢ni detekce je bézné pouzivana pfi stanoveni mykotoxint. Jednd se
0 pomeérné citlivy zpusob detekce umoznujici stopové analyzy. Excitacni a emisni vinova
délka byla zvolena na zaklad¢ znalosti ptislusnych spekter a ptedchozich publikovanych

metod [51].

7.1.5 DalSi podminky

Teplota termostatu byla stejn¢ jako v dostupné literatuie [43, 51, 52] nastavena
na 40 °C. Pii nizs$i teploté dochazelo k ristu tlaku, stejné tak k hor§imu rozliSeni piku
na 1 ml/min.

Dal$im dtlezitym parametrem, ktery bylo potieba nastavit, byl objem nastiiku
vzorku. U stopovych analyz, kde je mnohdy nutné jit na limity detekce a kvantifikace
pod 1 ppb (napf. 1 pg/kg), je pro sniZeni téchto limitdi na poZzadovanou mez Casto
dosazeno zvySenim nastiiku vzorku. V ptipadé analyzy mykotoxinll jsou do systému
davkovany velké objemy vzorku az do 100 ul [51, 64]. V naSem ptipadé vsak nebylo
mozné s dostupnym vybavenim a za danych podminek davkovat tak velké objemy,
a tak byly postupné davkovany objemy 20, 40 a 80 ul. V naSem piipadé bylo mozné
davkovat az 40 pl bez negativnich vlivli na separaci, nicméné pii 80 pl jiz dochazelo
ke zhorSeni rozliSeni a symetrie pikd.

7.2 Optimalizace extrakce a preciSténi vzorku

Vibec nejobtiznéjsi ¢asti vyvoje metody byla optimalizace extrakce a preciSténi
vzorku. VSechny parametry musely byt nastaveny tak, aby bylo dosazeno
akceptovatelnych hodnot vytéZnosti, jez jsou uvedeny v Natizeni komise (ES)
¢. 401/2006 [65], a to u vsech stanovovanych parametrii. Prvnim krokem pfi analyze,
ktery bylo nutné doladit, byla extrakce smési rozpoustédel. U bylinného i ovocného ¢aje
extrakéni rozpoustédlo osvédcila smés 80% methanolu s vodou, kterd je zéaroven
nejbéznéji pouzivanou pro extrakci zminovanych mykotoxinti z riznych matric [8].
Pro redukci acidity nékterych vzorkid (zvlasté ovocny Caj) se stejné jako v piipadé
Trucksess a kol. [49] osvédcil piidavek uhli¢itanu sodného do extrakéniho roztoku,

ktery ji ¢astecné redukoval.
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K extrakci byly rovnéz pouzity smési acetonitrilu s vodou. Nicméné pouziti smési

vvvvvv

nevedlo. U aflatoxinu B a ochratoxinu A byly pozorovany podobné hodnoty vytéznosti,
jako pfi pouziti 80% methanolu, avSak znatelné hor$i vytéZnost pro aflatoxiny Gz, B2
a G1. Podobnych vysledkd dosahli i Rahmani a kol. [43]. Piehled pouzitych rozpoustédel

a hodnoty vytéznosti jsou uvedeny v tabulce 7.1.

Tabulka 7.1 — Hodnoty vytéznosti ziskané pri pouziti riznych rozpoustédel

Pouzité extrakéni rozpoustédlo
MeOH:W MeOH:0,5%NaHCO3 MeCN:W MeCN:W

Pomér 60:40 80:20 60:20 80:20

AFG2 54,95 % 54,58 % 9,42 % 5,73 %
AFG; 56,38 % 72,76 % 64,78 % 45,88 %
AFB> 62,57 % 71,59 % 61,45 % 51,24 %
AFB:1 58,78 % 70,20 % 78,71 % 69,19 %
OTA 71,08 % 78,46 % 79,33 % 45,24 %

Dulezitym krokem upravy vzorku pfed imunoafinitnim pfeciSténim je jeho fedéni
vodou. Organickd rozpoustédla pouzitd pro extrakci totiz denaturuji pfitomné protilatky
a funguji tak zarovei jako eluent. Nicméné pfi prechodu z organické faze do vodné faze
béhem fedéni dochazi ke srazeni nékterych ve vod€é nerozpustnych slozek z roztoku
a vytvari se okem viditelny zakal. Latkami, které jsou takto vylouceny z roztoku, mohou
byt i cilové analyty, coZ se stalo v naSem piipadé ochratoxinu A, jehoz vytéznost byla
Vv pfipadé ovocnych ¢ajii téméf nulova. Nicméné po Upravé pH ziedéného extraktu
pomoci roztoku hydroxidu na hodnotu 7,5 doslo k vyraznému zlepSeni vytéznosti. Proto
byl pro fedéni extraktu vzorkt ¢aju pouzit stejné jako v podobné studii [49]
0,1M fosfatovy pufr, jehoz pufra¢ni kapacita je ptiblizné v rozmezi pH od 6 do 7,5 [66].

Nizkou vytéznost OTA V piipadé nékterych vzorkl lze ptisoudit pravdépodobné
jeho acidobazickym vlastnostem, nebot’ se jedna o kyselinu s pKa1 = 4 (karboxylova
skupina) a pKa2 = 7 (fenolova skupina) [61]. Pii nizkém pH, které je u extraktu ovocného
¢aje dano obsahem pfirozené se vyskytujicich nebo ptidanych kyselin (acidulanti),
nejsou kyselé skupiny OTA disociovany a molekula je z hlediska naboje neutralni,

coz muze vést k jeho zhorSené rozpustnosti ve vodnych roztocich. To se nezménilo ani
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po fedéni vodou, které melo na vyslednou hodnotu pH maly vliv [8]. Navic mtze nizké
pH extraktu rovnéz zhorSovat vazbu protilatky v imunoafinitni kolonce na cilovy toxin
[67], nebot’ pracovni rozsah vétsiny téchto bilkovin je ve fyziologickém rozmezi pH [21].
Ptidanim vhodného pufru k extraktu vSak Ize extrémni hodnoty pH vyrovnat.

V pribéhu experimentl byla ve srovnani s ostatnimi analyty pozorovana nizsi
vytéznost V ptipadé AFG,. Ackoliv nemizeme uplné vyloudit vliv matrice, zptisobu
extrakce, nebo oboji, nizs§i vytéznost U AFG,2 muze byt zplisobena i sniZzenou afinitou
protilatky k tomuto analytu, ktera mtze za urcitych podminek nastat [68]. Mtze k tomu
pfispivat i vy$si nachylnost AFG2 k chemickym zménam, jelikoz G izomery maji oproti
jednomu laktonovému kruhu izomeri B kruhy dva [69]. Nizsi vytéznosti obou zminénych
toxinti mohou byt ovlivnény i tim, Ze pro spikovani vzorkl byl pouzit smésny standard,
ve kterém jsou oproti AFG2 a AFB> obsazeny v nizsi koncentraci, pficemz koncentra¢ni
uroven mize mit na vyslednou hodnotu vytéznosti vliv [65]. Nicméné v ptipadé¢ AFGy
vyrazné€ nizsi hodnota vytéznosti pozorovana nebyla.

Ovocné a bylinné ¢aje vétSinou predstavuji smési, které obsahuji nékolik riznych
komponent. Diky tomu se jedna o komplexni matrici obsahujici fadu zvlasté fenolickych
latek [3], které mohou ovliviiovat prubéh extrakce a ovliviiovat tak vytéznost,
ale i analyzu pomoci kapalinové chromatografie. Nicmén¢ i pies velké mnozstvi latek,
jez by potencialné mohly ve vzorku pusobit jako nezddouci interference a branit tak
efektivni analyze, se jich do finalniho extraktu diky uziti specifickych imunoafinitnich
kolonek dostalo pomérné malo, jak mizeme vidét na obrazcich 7.4 a 7.5. K tomu pfispél
i ptidavek neionogenniho detergentu Tween 20 do promyvaciho roztoku pro kolonky.
Pti pouziti jeho 0,5% roztoku v PBS byl jak okem, tak na vysledném chromatogramu
pozorovatelny zfetelny vliv na odstranéni nezadoucich interferenci, napiiklad vétSiny
rostlinnych barviv.

Na rozdil od doporuceni firmy Vicam [57] se pro eluci (desorpci) aflatoxind
a ochratoxinu A z kolonky osvéd¢ilo pouzit dva podily methanolu o objemu
750 pl, které byly na kolonku davkovany s minutovym rozestupem a ponechany pomalu
prokapat a nasledné bylo pies kolonku jesté¢ prokapano 1,5 ml 0,5% kyseliny octové,

coz mélo pozitivni vliv na vytéznost vSech analyti.
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8. Validace metody HPLC

Pozadavky na vykonnostni charakteristiky analytickych metod pro stanoveni
ruznych mykotoxinil jsou uvedeny v Natizeni komise (ES) ¢. 401/2006 ze dne 23. inora
2006, kterym se stanovi metody odbéru vzorkt a metody analyzy pro ufedni kontrolu
mnozstvi mykotoxini v potravinach. Cilem toho nafizeni je zajistit, aby laboratoie
povéfené kontrolou pouzivaly metody se srovnatelnou G¢innosti  [65].
kontaminanty Vv potravinach [70]. Vysledky ziskané v prubéhu validace metody V této

diplomov¢ praci byly porovnany s témito natizenimi.

8.1 Vykonnostni charakteristiky metody

8.1.1 Opakovatelnost
Dle Naftizeni komise (ES) ¢. 401/2006 (dale jen ,nafizeni”) ze dne musi byt
akceptaéni kritérium, které slouzi pro posouzeni opakovatelnosti pfi stanoveni aflatoxint,

stanoveno vypo¢tem jako nasobek kritéria pro posouzeni reprodukovatelnosti (8),
RSD, = 0,66 .RSDg 8

kde RSDr je smérodatna odchylka ziskana za podminek pro opakovatelnost a RSDr je
smérodatnd odchylka ziskand za podminek reprodukovatelnosti, ktera se ziska z tzv.

Horwitzovy rovnice (9),
RSDR — 2(1—0,510gC) (9)

kde C je hmotnostni pomér mnoZstvi analytu k mnozstvi matrice (napt. 1 = 100 g/100 g

atd.) [65]. Akceptacéni kritéria vypocétena dle nafizeni jsou uvedena v tabulce 8.1.

Tabulka 8.1 — Nejvyssi pripustné hodnoty RSDrx pro jednotlivé aflatoxiny.

¢ [ng/kg] C RSDR [%] RSDr [%]
AFG; 0,5 0,5 x 10720 <50,23 <33,15
AFG; 2,0 2,0 x10° < 40,77 <2691
AFB; 0,5 0,5 x 10710 <50,23 <33,15
AFB; 2,0 2,0 x10°° < 40,77 <2691
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V natizeni jsou dale uvedena akceptacéni kritéria pro opakovatelnost pii stanoveni
obsahu ochratoxinu A. Na koncentra¢ni arovni do 1 ug/kg by hodnota RSDr méla byt
<40 %, zatimco na trovni od 1 pg/kg do 10 pg/kg <20 % [65].

Relativni smérodatna odchylka ziskand méfenim spikovaného vzorku bylinného
¢aje pomoci smésného standardu za podminek opakovatelnosti byla 9,97 % pro aflatoxin
G2, 4,61 % pro aflatoxin G1, 9,58 % pro aflatoxin B>, 8,25 % pro aflatoxin By a 6.26 %

pro ochratoxin A.

Tabulka 8.2 — Opakovatelnost stanovena pro bylinné caje

Naméfena koncentrace [pg/kg] RSD; | Kritérium
SDr o o
1| 2 | 3| 4| 5 | 6 |Pams [%] | [%]

AFG, | 0,28 | 0,29 | 0,23 | 0,31 | 0,25 | 0,28 0,27 0,03 | 997 | <33,15

AFG: | 144 | 150 | 1,37 | 1,39 | 1,48 | 1,54 1,46 0,07 | 461 | <2691
AFB; | 031 | 0,34 | 0,38 | 0,34 | 0,40 | 0,38 0,36 0,03 | 958 | <33,15
AFB; | 1,30 | 1,35 | 1,41 | 131 | 1,44 | 161 1,40 0,12 | 825 | <2691
OTA | 7,75 | 858 | 7,07 | 800 | 795 | 7,71 7,85 0,49 | 6,26 <20

V piipadé ovocného ¢aje byly ziskany RSDy 10,10 % pro aflatoxin G, 6,86 % pro
aflatoxin G, 5,93 % pro aflatoxin B2, 6,38 % pro aflatoxin By a 7,59 % pro ochratoxin A.
Lze tedy fict, Ze uvedené hodnoty Vv obou piipadech spliuji nejen dané akceptacni
kritérium, a tak vyhovuji pozadavkim na vykonnostni charakteristiky analytickych
metod, jez jsou uvedeny v nafizeni, ale rovnéz garantuji pomérné dobrou preciznost

za podminek opakovatelnosti.

Tabulka 8.3 — Opakovate/nost stanovend pro ovocné caje

Nameétena koncentrace [ug/kg] RSD; | Kritérium
SDr o o
1 | 2| 3| 4| 5 | 6 |Prim [%] | [%]

AFG2 | 0,28 | 0,33 | 0,30 | 0,29 | 0,32 | 0,25 0,29 0,03 | 10,10 | <33,15

AFG; | 1,38 | 157 | 1,48 | 1,66 | 1,40 | 1,51 1,50 0,10 | 6,86 | <2691
AFB, | 0,36 | 0,37 | 0,34 | 0,38 | 0,34 | 0,32 0,35 0,02 | 593 | <33,15

AFB: | 144 | 148 | 1,38 | 1,65 | 1,49 | 1,43 1,48 0,09 | 638 | <2691
OTA | 8,01 | 903 | 9,17 | 846 | 7,82 | 7,67 8,36 0,63 | 7,59 <20
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8.1.2 VytéZnost

Vytéznost pro aflatoxiny by se dle ptisluSného natizeni EU méla pohybovat
v rozmezi 50 — 120 % pii koncentraci do 1 pg/kg, 70 — 110 % pro koncentrace vV rozmezi
od 1 do 10 pg/kg a 80 — 110 % pro koncentrace nad 10 pg/kg. V ptipadé ochratoxinu A
by pak vytéznost méla byt vrozmezi 50 — 120 % pro koncentrace do 1 pg/kg
a 70 — 110 % pro koncentra¢ni Groven od 1 do 10 pg/kg [65]. Vytéznosti ziskané pro
bylinné caje byly 54,58 % pro AFGz a 70,20 — 78,46 % pro AFG1, AFB2, AFB: a OTA.

Tabulka 8.4 — Vytéznost stanovend pro bylinné caje

Primérnd nam. hodnota | Pfijata ref. hodnota Vytéznost Kritérium

[ng/ke] [ng/kg] [%] [%]
AFG:2 0,27 0,5 54,58 50-120
AFG; 1,46 2,0 72,76 70-110
AFB: 0,36 0,5 71,59 50-120
AFB; 1,40 2,0 70,20 70-110
OTA 7,85 10 78,46 70-110

Vytéznosti ziskané pro ovocné ¢aje byly 58,91 % pro AFG2 a 69,99 — 83,60 %
pro AFG1, AFB2, AFB1 a OTA. Lze tedy fict, Ze v obou piipadech ziskana data spliuji
pozadavky kladené na vykonnostni charakteristiky analytickych metod dané evropskou
legislativou. Mozné piic¢iny niz§i hodnoty vytéznosti pro AFG2 jsou diskutovany

jiz v kapitole 7.2.

Tabulka 8.5 — Vyteznost stanovend pro ovocné caje

Primérnd nam. hodnota | Ptijata ref. hodnota Vytéznost | Kritérium
[ng/ke] [ng/kg] [%] [%]
AFG2 0,29 0,5 58,91 50-120
AFG; 1,50 2,0 74,98 70-110
AFB: 0,35 0,5 69,99 50-120
AFB; 1,48 2,0 73,95 70-110
OTA 8,36 10 83,60 70-110
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8.1.3 Linearita

Linearita byla ovétfena sestrojenim Sestibodové kalibracni kiivky, kde na osu y
byla vynesena odezva analytu vyjadiena jako plocha piku a na osu X pak exaktni mnozstvi
analytu v nastfiku v pikogramech. Tento postup je vhodné vyuzit z divodu mozné
budouci zmény objemu nastiiku vzorku.

Linearita metody byla ovéfena v rozsahu 0,5 — 200 pg pro AFG: a AFBy,
2 — 400 pg pro AFG: a AFB;1 a 10 — 4000 pg pro OTA. V ptipadé vSech kalibraci byl
koeficient determinace (R?) roven 0,999 demonstrujici dobrou korelaci odezvy detektoru

s mnozstvim analytu. Parametry kalibracnich zavislosti jsou shrnuty v tabulce 8.7.

Tabulka 8.6 — Data pro externi kalibracni primku

m A[LU] m A [LU] m A [LU]
[pgl |  AFG; AFB: | [pg] | AFG; AFB: | [pd] OTA
0.5 4,09 635 |2 6,13 825 |10 7,78
5 30,43 46,49 | 20 46,67 61,14 | 100 64,39
20 11962 | 182,86 |80 184,14 | 240,17 | 400 254,61
50 297,60 | 45552 |200 | 457,36 | 607,43 | 1000 639,73
100 | 617,51 | 962,33 [400 | 971,00 | 1286,15 | 2000 1373,26
200 | 123759 | 190525 | 800 | 194662 | 2549,49 | 4000 2643,12

Poznamka — m — exaktni mnozstvi (hmotnost) latky v nastiiku,
A — primérna plocha chromatografického piku.

Tabulka 8.7 — Parametry kalibracnich zavislosti (shrnuti)

Hmotnostni . . Korela¢ni

rozpéti [pg] Shansies g A0 determinace R?
AFG; 0,5-200 6,20 -3,31 0,999
AFG; 2,0 -800 2,44 -8,77 0,999
AFB> 0,5-200 9,56 -5,01 0,999
AFB: 2,0 - 800 3,20 -8,79 0,999
OTA 10 — 4000 0,67 -2,22 0,999
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8.1.4 Limit detekce a kvantifikace

Ackoliv minimalni pozadavky na LOD a LOQ nejsou v Nafizeni komise (ES)
¢. 401/2006 uvedeny, lze je odvodit z nafizeni Natizeni komise (ES) ¢. 1881/2006 ze dne
19. prosince 2006, které stanovuje maximalni limity nékterych kontaminujicich latek
Vv potravinach. BohuZzel v tomto zafizeni nejsou uvedeny limity pro bylinkové ani ovocné
¢aje, a tak bylo v nasem ptipadé€ rozhodnuto vzit do tivahy nejnizsi stanovené limity.

v

Nejptisnéjsi limity jsou stanoveny pro obiloviny, skofapkové plody nebo susené

vvvvv

AFG;1a AFG:2 4,0 ng/kg. Nicméné u nékterych potravin uréenych jako vyziva pro kojence
jsou tyto limity jesté piisnéjsi, kdy je maximalni povolené mnozstvi AFB1 0,10 pg/kg

[70]. Vypocet pro piepocetni koeficient byl proveden dle tabulky 8.8.
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Tabulka 8.8 — Vypocet pro prepocetni koeficient k

Néstiik Objem po | Objem Redéni Objem Mnozstvi
IAC pro IAC extraktu vzorku
Data 40 pl 3ml 25 ml 5% 25 ml 5¢
Vypocet k = 25/1000*3/25*5*25/5 = 0,075

Cilem pfi vyvoji a validaci analytické metody je dostat se pod tyto legislativni
limity. Pro bylinny ¢aj byly pro aflatoxiny LOD v rozmezi 0,02 pg/kg a 0,07 pg/kg
a LOQ v rozmezi 0,06 ng/kg a 0,22 ng/kg, zatimco pro ochratoxin A byly LOD a LOQ

0,22 pg/kg a 0,75 pg/kg.

Tabulka 8.9 — LOD a LOQ stanoveny pro bylinné caje

Nmax b k Re [%] xo [ng/kg] Xq [ng/kg]
AFG2 0,53 6,20 0,075 54,58 0,04 0,12
AFG, 0,53 2,44 0,075 72,76 0,07 0,22
AFB; 0,53 9,56 0,075 71,59 0,02 0,06
AFB1 0,53 3,20 0,075 70,20 0,05 0,18
OTA 0,53 0,67 0,075 78,46 0,22 0,75

b — smérnice kalibra¢ni ptimky,
k — koeficient zahrnujici Gpravu vzorku a piepocet jednotek,
Re — vytéznost,
Xp — koncentrace odpovidajici limitu detekce,
Xo — koncentrace odpovidajici limitu kvantifikace.

Poznamka — hmax — maximalni kolisani zakladni linie vyjadiené jako plocha piku,

Podobné jako v ptipadé bylinného €aje byly stanoveny vyhovujici limity detekce
a kvantifikace v pfipadé ovocného ¢aje. LOD pro aflatoxiny se pohybovaly v rozmezi
od 0,02 do 0,07 nug/kg, LOD pro ochratoxin A byl 0,22 pg/kg. LOQ pro aflatoxiny pak
byly v rozmezi od 0,06 do 0,23 pg/kg a LOQ pro ochratoxin A byl 0,74 pg/kg. Bylo tedy

dosazeno podobnych vysledkt jako v ptipadé ovocného Caje.
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Tabulka 8.10 — LOD a LOQ stanoveny pro ovocné caje

himax b k Re[%] | xo[ug/kg] | Xq[ng/ke]
AFG: 0,56 6,20 0,075 58,91 0,03 0,11
AFG, 0,56 2,44 0,075 74,98 0,07 0,23
AFB: 0,56 9,56 0,075 69,99 0,02 0,06
AFB: 0,56 3,20 0,075 73,95 0,05 0,18
OTA 0,56 0,67 0,075 83,60 0,22 0,74

Poznamka — hmax — maximalni kolisani zakladni linie vyjadiené jako plocha piku,
b — smérnice kalibra¢ni ptimky,
k — koeficient zahrnujici Gpravu vzorku a piepocet jednotek,
Re — vytéznost,
Xp — koncentrace odpovidajici limitu detekce,
Xq — koncentrace odpovidajici limitu kvantifikace.

Metodu vsak nelze pouzit pro kontrolu kojenecké vyzivy, nebot’ nebylo dosazeno
potiebnych limitd detekce a kvantifikace. Nicméné pti vhodné upravé mnozstvi vzorku,
pfipadné¢ mnozstvi fedéného extraktu aplikovaného na imunoafinitni kolonku a dalsi

optimalizaci 1ze uvazovat i o tomto vyuziti.

8.1.5 Ovéreni spravnosti metody
Spravnost metody nebylo moZzné ovéfit z divodu nedostupnosti vhodnych

certifikovanych referencnich materidli ¢i mezilaboratorniho porovnani.

54



ZAVER

Tato diplomova prace se vénuje vyvoji a validaci analytické metody vysoce
ucinné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci pro stanoveni aflatoxinil
a ochratoxinu A v bylinném a ovocném ¢aji. V ramci praktické ¢asti byla optimalizovana
faze extrakce a preciSténi vzorku vcetné¢ volby podminek instrumentdlni analyzy
a derivatizace.

Jako vzorové matrice byly vybrany smésny bylinny a ovocny ¢aj. Pro extrakci
spikovanych vzorkl téchto ¢ajii se nejvice osvédcila smés methanolu a 0,5% vodného
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Pfed aplikaci na imunoafinitni kolonku byly vzorky
fedény fosfatovym pufrem, ktery snizil procentudlni obsah organického rozpoustédla
a vyrovnaval kyselé pH nékterych vzorkd. Pro ptecisténi vzorkd byly pouzity
imunoafinitni kolonky obsahujici specifické protilatky proti zmiflovanym analytiim.

Vzorky byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie. Pro separaci byla
zvolena nepolarni kolona Kinetex C18 a pouzita okyselena mobilni faze umoznujici eluci
ochratoxinu A az za vSemi ¢tyimi aflatoxiny. Pro zvySeni odezvy aflatoxinti B; a G
zvolena technika fotochemické derivatizace, jelikoZz se jednd o ekonomicky
nejvyhodnéjsi zpusob derivatizace, jehoZ praktické provedeni je pomérné jednoduché
a nevyzaduje zadné specialni vybaveni ani chemikalie.

Posledni fazi pti vyvoji metody byla jeji validace. Opakovatelnost byla stanovena
ze Sesti spikovanych replik vzorki ¢ajli. Pro bylinny ¢aj byla smérodatnd odchylka RSDy
v rozmezi 4,61 — 9,97 % a pro ovocny ¢aj v rozmezi 5,93 — 10,10 %. VytéZnost Re
se u vSech analyti pohybovala Vvrozmezi 54,58 — 78,46 % pro bylinny d¢aj
a 58,91 — 83,60 % pro ¢aj ovocny. Linearita byla ovéfena sestrojenim kalibracni piimky
s rozsahem 0,5 — 200 pg pro AFB2, AFG2, 2 — 800 pg pro AFB1, AFG1 a 10 — 4000 pg
pro OTA. Limit detekce byl v obou ptipadech v rozmezi 0,02 — 0,07 pg/kg pro aflatoxiny
a 0,22 pg/kg pro ochratoxin A. Limit kvantifikace pak byl v rozmezi 0,06 — 0,23 pg/kg
pro aflatoxiny a 0,75 pg/kg pro ochratoxin A.

Metoda splituje pozadavky na vykonnostni charakteristiky analytickych metod
dané evropskou legislativou, a tak 1ze povazovat jeji validaci za uspé$nou. Metoda byla
ispésné akreditovana dle normy CSN EN ISO/IEC 17025. Volba matrice i dalSich
analytll (mykotoxinll) vV ramci analyzy potravin a krmiv na rostlinné bazi je dle této
akreditace flexibilni, a tak 1ze do budoucna po upravé nékterych parametra a validaci

uvazovat uziti metody pro kontrolu dalSich komodit, jako je ¢erny nebo zeleny ¢aj.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AFB; (B1) — aflatoxin B,

AFB: (B>) — aflatoxin Bx

AFB2a — derivat aflatoxinu B

AFG; (G1) — aflatoxin G

AFG: (Gy) — aflatoxin G2

AFG2, — derivat aflatoxinu G

AP — alkaline phosphatase — alkalicka fosfataza

DAD - diode array detector — detektor s diodovym polem

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay — enzymova imunoanalyza

ELSD — evaporative light scattering detector — odpatrovaci detektor rozptylu svétla
FLD — fluorescence detector — fluorescen¢ni detektor

HPLC — high-performance liquid chromatography — vysokou¢inna kapalinova

chromatografie

HPTLC — high-performance thin layer chromatography — vysokot¢inna kapalinova

tenkovrstva chromatografie

HRMS — high-resolution mass spectrometry — vysokorozlisovaci hmotnostni

spektrometrie

HRP — horseradish peroxidase — kienova peroxidaza

NP — normaln¢ fazova

IAC — immunoaffinity column — imunoafinitni kolonka

OTA — ochratoxin A

PBPB — pyridinium bromid perbromid

PBS — phosphate buffered saline — pufrovany fyziologicky roztok

RIA — radioimmunoassay — radioimunoanalyza
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RID - refractive index detector — refraktometricky detektor

RP — reverse phase — reverzné fazova

SPE — solid phase extraction — extrakce na pevné fazi

TFA — trifluoracetic acid — trifluoroctova kyselina

TLC — thin layer chromatography — tenkovrstva chromatografie

ZEA — zearalenon
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