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1 Cil metodiky

Jednim zdil¢ich cild projektu TJ02000238 (INOVAMET - Vyvoj inovativnich
analytickych strategii vyuzitelnych pro kontrolu bezpeCnosti a autenticity potravin a
potravinaiskych surovin) zah4jeného v bieznu 2019 pod zéastitou Technologické agentury Ceské
republiky, bylo vyvinout a nasledné¢ validovat spolehlivou analytickou metodu, ktera by
kontrolnim laboratofim dozorovych organti umoznila analyzu pyrrolizidinovych alkaloidti (PA)
a Jejich N-oxidl, jez by se mély vyhledové monitorovat v ramci Evropské Unie (EU)

V potravinach.

Vyhotovena metodika je urCena pro kontrolu potravin a doplikt stravy s obsahem

lécivych bylin, zejména pak herbalnich €aji pfedevsim Vv laboratotich dozorovych organd.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

Potraviny rostlinného ptivodu predstavuji ptiblizné 60 % standardniho spotiebniho kose
Clovéka. Nejvétsi podil reprezentuji obiloviny a pekarenské vyrobky nasledovany zeleninou,
lusténinami a ovocem. Oproti témto komoditam je spotieba potravin a pochutin typu bylinnych
¢aji, jednodruhovych ¢i vicedruhovych kotfeni nebo riznych druhti doplnkl stravy na
herbalnim zéklad& relativné zanedbatelnd,! i kdyz u dnesni spoleénosti je vlivem preferenci
»zdravého* zivotniho stylu neustale s rostouci tendenci. Kromé vice ¢1 méné ,,oveéfenych*
zdravotnich benefiti vSak s sebou tato skupina potravin mize nést také toxikologicka rizika v
podobé¢ riznych druhti kontaminujicich latek. Jednou z takovych skupin mohou byt i rostlinné
alkaloidy. Jedna se velmi Casto o ,,toxicke* latky, které jsou biosyntetizovany pfimo rostlinami
(plevelnatymi rostlinami i1 zemédélskymi plodinami) jako soucast jejich sekundéarniho
metabolismu. Funkéné tyto latky pak slouzi vétSinou jako ochranny prvek ptred Skidci.
V soucasné dob¢ je znamo, ze tyto latky produkuje vice nez 4 000 riiznych rostlinnych druht.
Z fyziologického hlediska se ovSem miize jednat jak o slouceniny s pozitivnim (vyuziti
v lékafstvi — antimalarika, antinemoragika, antiarytmika, analgetika, atd.), tak i negativnim

charakterem uéinku (toxicky G¢inek, halucinogenni ti¢inek, drogy).? 3

Alkaloidy (vice nez 6 000 riznych slou¢enin) jsou obecné klasifikovany do tii skupin,

které se lisi chemickou strukturou, prekurzory vzniku i vlastni toxicitou®:
i) pravé alkaloidy
i) pseudoalkaloidy
iii) protoalkaloidy

Toxikologicky nejvyznamnéjSimi skupinami alkaloidii jsou kromé pyrrolizidinovych
alkaloidii (PA), které jsou pfedmétem této certifikované metodiky, také tropanové alkaloidy
(TA), chinolizidinové alkaloidy (QA) ¢i piperidin-pyridonové alkaloidy a mnohé dalsi.
Chemicky se jedna o pfirodni bazické slouceniny, které maji ve své molekule zabudovany 1 ¢i
2 atomy dusiku a byvaji odvozeny pfedev§im od aminokyselin. Charakteristicky je pro tyto
latky jejich lipofilni charakter a obecné dobrd rozpustnost v nepolarnich organickych

rozpoustédlech a alkoholech.®

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou prakticky celosvétové nejrozsitenéjSi skupinou toxinil

Vv rostlinach. V soucasné¢ dobé je znamo kolem 600 riznych PA, které jsou primarné
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biosyntetizovany botanickymi rodinami Boraginaceae (Celed’ brutnakovité), Asteraceae (¢eled’
hvézdnicovité) a Fabaceae (Celed” bobovité). Zpravidla se vyskytuji ve formé terciarnich bazi
¢iN-oxidi pyrrolizidinovych alkaloidi (PANO). Strukturné se jedna o estery kyseliny necinové
a hydroxylovanych methylpyrrolizidini (necinovych bézi). Rozmanitost vyuzitelnych

necinovych bazi pak miize vést k tvorbé tii riznych typti PA2®:
) 1,2-nenasycené PA — dvojna vazba v poloze 1,2
i) oteviené nebo cyklické diestery — dalsi hydroxylova skupina v poloze 7

iii) PA bez konverze na N-oxid derivaty diky vystaveni N-methylaci

pyrrolizidinového kruhu

Cilovym organem toxického u¢inku PA u konzumentl jsou jatra a plice. Hlavnimi
piiznaky intoxikace PA byvaji zvraceni, zvétSeni jater nebo krvacivé prijmy. Tyto symptomy
ovSem provazeji spiSe akutni ¢i subakutni otravu PA, nikoliv jeji chronickou formu, ktera mtize
veést predevsim k veno-okluzivni chorobé jater (HVOD) s vysokym procentem naslednych
umrti nebo k cirhoze jater. Jako toxikologicky pro ¢lovéka nejrizikovéjsi je hodnocena skupina
1,2-nenasycenych PA. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zatadila nékolik
testovanych zastupcu této skupiny (lasiocarpine — 1987, monocrotaline — 1987, riddelliine —
2002) do kategorie 2B, tj. potencionalni karcinogeny pro c¢lovéka. Toto zafazeni bylo
provedeno na zéklad¢ zjisténi, ze tyto latky se podileji na tvorbé reaktivnich pyrrold, které
reaguji s proteiny a vytvareji adukty s DNA. Naopak je tomu u 1,2-nasycenych PA, které
nevytvareji reaktivni metabolity a jejich celkova toxicita je pro ¢loveka tedy relativné nizka. U
nékterych z ostatnich typt PA (senkirkine, retrorsine, seneciphylline, atd.) je zatim deklarovana

IARC kategorie 3, tj. neklasifikovatelné, pokud jde o karcinogenitu pro ¢lovéka.>®

Na legislativnich opatfenich ze strany Evropské Komise se v soucasné dobé vytrvale
pracuje s predpokladanym terminem schvaleni finalni verze maximalnich limit pro sumu 21
PA?v roce 2020. Tato opatieni by se méla vztahovat pravé na vyse zminéné rizikové komodity:
herbalni ¢aje a jejich nalevy, byliny a jejich nalevy a dopliiky stravy s rostlinnym ¢i pylovym

zakladem. Definitivni podoba maximalnich limit zatim neni zndma a prozatimni navrhované

& Suma 21 PA - echimidine, echimidine-N-oxide, europine, europine-N-oxide, heliotrine, heliotrine-N-oxide,
intermedine, intermedine-N-oxide, lasiocarpine, lasiocarpine-N-oxide, lycopsamine, lycopsamine-N-oxide,
retrorsine, retrorsine-N-oxide, senecionine, senecionine-N-oxide, seneciphylline, seneciphylline-N-oxide,
senecivernine, senecivernine-N-oxide, senkirkine
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hodnoty jsou aktualné¢ ptfipominkovany clenskymi staty. EFSA védecky panel pro
kontaminanty v potravinovém fetézci (CONTAM panel) dospél k zavéru, ze zavedeni hodnoty
tolerovatelné denni davky (TDI) pro genotoxické a karcinogenni 1,2-nenasycené PA by nebylo
vhodné, a proto stanovil v roce 2011 expozi¢ni limit MOE (= margin of exposure), ktery slouzi
jako referen¢ni bod pro srovnani s odhadovanou expozici v potrave, na uroven 7 ng/kg zivé

vahy.>’

Nejcastéji vyuzivanou analytickou metodou pro stanovovani PA je v soucasné¢ dobé
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS/MS). Je ovSem vSeobecné znamo, ze fada zastupci PA ma vici sobé izomerni
charakter, tzn. Ze maji tyto latky stejnou molekulovou hmotnost a pii1 vyuziti MS/MS generuji
stejnd fragmentacni spektra, tudiz je neni mozné takto detekovat. Zbyvajicim feSenim je
chromatograficka separace, ale i ta byva ¢asto u fady LC metod velmi problematicka a dochazi
ke koeluci danych latek. Piikladem jsou skupiny i) echinatine / indicine / intermedine /
lycopsamine / rinderine, stejné jako jejich PANO formy, nebo ii) integerrimine / senecionine /
senecivernine, atd. Tato skute¢nost by samoziejmé mohla vnaset fadu probléma do spravné
identifikace a nasledné kvantifikace PA a PANO a to v¢etné skutecnosti, ze pro fadu z téchto

analyt neexistuji komeréné dostupné analytické standardy.>®
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3 Vlastni popis metodiky

3.1 Pouzitelnost zvolené analytické strategie

Predlozena analytickd metoda je vhodna pro stanoveni 32 pyrrolizidinovych alkaloida
ve vzorcich potravin a dopliikii stravy s obsahem 1é¢ivych bylin a obecné herbalnim zakladem,
tj. herbalni caje, jedno-druhové ¢i vice-druhové smési kotfeni, dopliky stravy ve formé
koncentrovaného rostlinného materialu ve formé tablet, atd. Optimalizovana a validovana byla

pro matrice (i) smésny herbalni ¢aj a (ii) kofeni (oregano).

3.2 Princip analytické metody

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou ze vzorku extrahovany smési methanolu a deionizované
vody (60:40, v/v) okyselené 0,4% kyselinou mravenci. Identifikace a kvantifikace cilovych
analytu se provadi pomoci ultra-uc¢inné kapalinové chromatografie (U-HPLC) na reverzni fazi
(RP) ve spojeni s tandemovou (MS/MS) ¢i vysokorozliSovaci (HRMS) hmotnostni
spektrometrii. Analyty jsou kvantifikovany pomoci metody externi kalibrace (kalibracni

ktivky). Sledované analyty vcetné jejich piesnych hodnot m/z jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka I: P¥ehled stanovovanych pyrrolizidinovych alkaloida (PA), jejich sumarnich vzorct

a ptesnych hmot iontti pro LC-MS analyzu

Analyt Oznaceni CAS Sumarni vzorec PresEl'\z;lTlflz]lontu
Echimidine” PA1 520-68-3 C20H31NO7 398,2173
Echimidine-N-oxide* PA2 41093-89-4 C20H31NOs 414,2122
Europine” PA3 570-19-4 Ci16H27NOs 330,1911
Europine-N-oxide” PA4 65582-53-8 Ci16H22NO7 346,1860
Heliotrine™ PA5 303-33-3 Ci16H27NOs 314,1962
Heliotrine-N-oxide” PA6 6209-65-0 C16H27NOs 330,1911
Intermedine” PA7 10285-06-0 C15H2sNOs 300,1805
Intermedine-N-oxide” PA8 95462-14-9 C15H2sNOs 316,1755
Lasiocarpine” PA9 303-34-4 C21H3sNO7 412,2330
Lasiocarpine-N-oxide” PA10 127-30-0 C21H33NOs 428,2279
Lycopsamine” PAl1l 10285-07-1 CisH2sNOs 300,1805
Lycopsamine-N-oxide” PA12 95462-15-0 CisH2sNOs 316,1755
Retrorsine® PA13 480-54-6 CisH2sNOs 352,1755
Retrorsine-N-oxide™ PA14 15503-86-3 CisH2sNO7 368,1704
Senecionine” PA15 130-01-8 CisH2sNOs 336,1805
Senecionine N-oxide” PA16 13268-67-2 CisH2sNOs 352,1755
Seneciphylling” PA17 480-81-9 CisH23NOs 334,1649
Seneciphylline-N-oxide* PA18 38710-26-8 CisH23NOs 350,1598
Senecivernine” PA19 72755-25-0 CisH2sNOs 336,1805
Senecivernine-N-oxide® PA20 101687-28-9 C18H2sNOs 352,1755




VSCHT Praha Certifikovana metodika

Analyt Oznacdeni CAS Sumarni vzorec Pres?&ﬂf'z]iontu
Senkirkine” PA21 2318-18-5 C19H27NOs 366,1911
Echinatine PA22 34221-41-5 C15H2sNOs 300,1806
Echinatine-N-oxide PA23 20267-93-0 C15H2sNOs 316,1755
Erucifoline PA24 40158-95-0 C18H23NOs 350,1598
Erucifoline-N-oxide PA25 123864-94-8 Ci18H23NO7 366,1548
Indicine PA26 480-82-0 C15H2sNOs 300,1806
Indicine-N-oxide PA27 41708-76-3 C15H2sNOs 316,1755
Jacobine PA28 6870-67-3 C18H2sNOs 352,1755
Jacobine-N-oxide PA29 38710-25-7 Ci18H2sNO7 368,1704
Monocrotaline PA30 315-22-0 C16H23NOs 326,1598
Monocrotaline-N-oxide PA31 35337-98-5 Ci16H23NO7 342,1548
Trichodesmine PA32 548-90-3 C18H27NOs 354,1911

* Analyty ogekavané v sumé PA oSetfenych v budouci legislativé (pfedpokladany termin piijeti: rok 2020)

3.3 Chemikalie, spotiebni material, referencni materialy
Chemikadalie:

e Methanol (p. a., &istota 99,8 %, Penta, CR)

e Kyselina mravenéi (Cistota 98 %, Sigma-Aldrich, USA)

e Mravenéan amonny, (Cistota 99 %, Sigma Aldrich, USA)

e Deionizovana voda (piecisténa z destilované vody pomoci zatizeni Milli-Q, Millipore,

Némecko)
Spotiebni materidl

e Mikrofiltry, 0,2 um, (Ciro, USA)

e Plastové (PTFE) odmérné baiky

e Plastové vialky (PTFE) s konickym dnem, vicka, septa

e Plastové (PTFE) kyvety

e Automaticka mikropipeta, 0,5-5 ml, (TreffLab, Svycarsko)

¢ Automatické mikropipety, 20-200 ul, 100-1000 ul, 1-5 ml, 1-10 ml, (TreffLab, Svycarsko)
e Mikro-stiikacky o objemu 10, 100, 250 a 500 pl, (Hamilton, USA)

e BéZné laboratorni sklo a vybaveni
Referencni materidaly:

e Certifikované analytické standardy pyrrolizidinovych alkaloidi uvedenych v Tabulce |
(doporuceny vyrobce: Phytolab GmbH & Co. KG)
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3.4 Pristroje a zarizeni

Piiprava vzorku:

e Homogenizator, stfizny mlynek Grindomix GM200, (Retsch, Némecko)

e Laboratorni tiepacka, model HS 250 basic, (IKA Labortechnik, Némecko)
e Elektronické vahy, model HF-1200G, (A&D Instruments LTD, Japonsko)
e Analytické vahy, model GR-202, (A&D Instruments LTD, Japonsko)

e Centrifuga Rotina 35R, (Hettich, Némecko)

e Piistroj pro piipravu deionizované vody Milli-Q, (Millipore, Némecko)
Instrumentdlni systém U-HPLC-MS/MS:®

e Ultra-t¢inny kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1290 Infinity II (USA)
e Analyticka kolona Luna Omega C18 (150 x 2,1 mm, 1,6 um), (Phenomenex, USA)
e Tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP® 6500+, (SCIEX, Kanada)

3.5 Pouzity software

e Analyst, verze 1.7, (SCIEX, Kanada)
e SCIEX OS, verze 1.5, (SCIEX, Kanada)

3.6 Pracovni postup
3.6.1 Priiprava vzorkii

Uprava vzorki pied extrakei:

Laboratorni vzorek je homogenizovan pomoci laboratorniho mlynku a pted odbérem

navazky dikladn€ promichén.

Extrakce:

1 g homogenniho vzorku je navazen do 50 ml PTFE kyvety. Ke vzorku je ptidano 10 ml
extrakéniho rozpoustédla (0,4% HCOOH v MeOH/H20 (60:40, v/v)) a smés je intenzivné
ttepana 30 min na laboratorni tfepacce pti 240 ot/min. Poté nasleduje centrifugace po dobu

5 min pti 10 000 ot/min. Nasledné je extrakt zfiltrovan pfes mikrofiltr (0,22 pm) a pteveden do

b Kromé pristroje a zavizeni uvedenych dodavatelii, které byly pouzity pro tuto metodiku, Ize pouzit instrumentaci
i od alternativnich dodavatelii, pokud jsou pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi byt dokumentovina pri
implementaci metody v konkrétnich podminkach.

10
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sklenéné vialky. 1 ml vzorku pfipraveného timto zptisobem obsahuje ekvivalent 0,1 g piivodni

matrice. Pied analyzou PA je extrakt vzorku skladovan v mrazicim zafizeni pfi teploté -18 °C.

3.6.2 Priprava smésného kalibracniho roztoku PA

Analytické standardy jsou od vyrobcti dodavany jako pevné latky. Pevné standardy jsou
pted pouzitim navazeny s presnosti na 4 desetinnad mista pomoci analytickych vah a nasledné
rozpustény v methanolu v odmérnych bankach. Nafedéné zasobni standardy individualnich PA

I zbylé pevné standardy jsou skladovany pii teploté -18 °C.

Pokud jsou pevné analytické standardy od vyrobcti dodany ve formé vazané na
anorganickou sul (hydrobromid/hydrochlorid), je v disledku toho nutné, aby pfitvorbé
smésného pracovniho roztoku standardu PA, bylo kalkulovano nejen s Cistotou analytického

standardu, ale také s piepocitavacimi faktory na jejich volné formy.

Smésny pracovni roztok PA o koncentraci 10 000 ng/ml je ptipraven odebranim
vypocitaného objemu z kazdého zasobniho roztoku individualnich PA obsazenych v dané
pracovni smési a doplnén methanolem do findlniho objemu 10 ml. Nasledné je roztok

skladovan pii teploté -18 °C v mrazicim zatizeni.

3.6.3 Priprava pracovnich smési kalibracniho roztoku PA vyuZivanych pro tvorbu
kalibracnich rad

Ze smésného pracovniho roztoku PA jsou postupnym fedénim (vzdy 1 ml pracovniho
roztoku PA doplnén do objemu 10 ml methanolem) pfipraveny fedéné pracovni smési
kalibra¢niho roztoku PA o koncentracich 1 000 ng/ml, 100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 ng/ml a 0,1
ng/ml. Tyto roztoky jsou dale pouzity k ptipravé kalibra¢nich fad matriénich a
rozpoustédlovych standardl a pro cilenou kontaminaci vzorkil za Gcelem zjiSténi validacnich
charakteristik vyuzitych metod, konkrétné vytéznosti a opakovatelnosti. VSechny pracovni

roztoky standardl jsou skladovany pti teploté -18 °C.

3.6.4 Priprava kalibracnich roztokit rozpoustédlovych a matri¢nich standardii PA —
externich kalibraCnich Fad
Jednotlivé kalibracni standardy (body externi rozpoustédlové kalibracni fady) o
pozadovanych koncentracich (0,01 az 50 ng/ml) jsou pfipraveny odebranim vypocitanych
objemil zfedénych pracovnich smési kalibracniho roztoku PA do vialek, odfoukanim

methanolu jemnym proudem dusiku a rozpusténim v 1 ml findlniho rozpoustédla.

11
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Matri¢ni kalibracni standardy (body externi matri¢ni kalibra¢ni fady) o pozadovanych
koncentracich (0,01 az 50 ng/ml) jsou pfipraveny odebranim vypocitanych objemu z fedénych
pracovnich smési kalibra¢niho roztoku PA do vialek, odfoukanim methanolu jemnym proudem
dusiku a rozpusténim v 1 ml extraktu vzorku prostého kontaminace PA piipraveného dle

postupu uvedeného v kapitole 3.6.1.

Externi rozpoustédlové i matri¢ni kalibra¢ni fady jsou uchovany v mraznicce pti teploté

-18 °C.

3.6.5 Priprava cilené kontaminované matrice za ucelem zjist' ovani a ovéiovani validacnich
charakteristik vyuZitych metod, konkrétné vytéZnosti a opakovatelnosti

Do vhodné zvoleného rostlinného materidlu prostého kontaminace PA se pied extrakci
piida smésny roztok pracovniho standardu (objem dle zvolené koncentra¢ni hladiny). Po
pridavku roztoku standardu do matrice se vzorek promicha a necha minimalné 30 min stat pti
laboratorni teploté za ucelem inkorporace cilovych analytd do matrice. Nasledné je vzorek
extrahovan piislusnym extrakénim postupem jako ostatni analyzované vzorky (viz. kapitola
3.6.1.).°

3.7 LC-MS analyza pyrrolizidinovych alkaloida

Separace PA je provadéna za podminek dale popsané ultra-tc¢inné kapalinové
chromatografie na koloné sreverzni fazi Luna Omega C18 (150 x 2,1 mm, 1,6 um),
Phenomenex (USA) v Tabulkach Il a Ill. K detekci PA je vyuzito spojeni U-HPLC
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Parametry MS/MS detekce jsou uvedeny
v Tabulce IV. Sledované analyty jsou identifikovany na zakladé charakteristickych
fragmentacnich pfechodl prekurzorovych iontii na ionty produktové (jednotlivé SRM piechody
byly pfi vyvoji metody optimalizovany pomoci individualnich standardi PA). Jednotlivé SRM
ptechody jsou uvedeny spolu s optimalnimi koliznimi energiemi v Tabulce V. Méfeni se pak
rutinné provadi v rezimu MRM (multiple reaction monitoring). Pro kazdou slouceninu je

sledovan jeden kvantifika¢ni a dva konfirmac¢ni ionty.

¢ Uroveit kontaminace stanovovanymi rostlinnymi alkaloidy v matrici, kterd je v pripadé ,, prostého stavu* vyuzita
k pripravé cilené kontaminované matrice, je zjisténa prostiednictvim piedbéiného provéieni (,screening) s
vyuzitim rozpoustédlovych kalibracnich roztokii standardii.
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Tabulka I1: Podminky U-HPLC separace

LC

Kolona

Luna Omega C18 (150 x 2,1 mm, 1,6 um)

Teplota kolony

50 °C

Teplota autosampleru

Objem nastriku

Mobilni faze

2 mM mravenc¢an amonny v 0,2% HCOOH v H,O

2 mM mravenc¢an amonny v 0,2% HCOOH v MeOH

Doba analyzy

Tabulka I11: Gradient mobilni faze U-HPLC-(ESI+)-MS/MS

Cas Prutok A B
[min] [ml/min] [%%6] [%%6]
0 0,25 90 10

8 0,25 70 30
16 0,25 40 60
18 0,25 100
20 0,25 100
20,5 0,25 90 10
22 0,25 90 10

Tabulka 1V: Podminky MS detekce

MS

Ionizac¢ni technika

Elektrosprej v pozitivnim modu ionizace (ESI +)

Teplota iontového zdroje

500 °C

Ionizacni potencial + 5500V
Tlak zmlzovaciho plynu (GAS 1) 50 psi
Tlak susiciho plynu (GAS 2) 60 psi
Tlak cloniciho plynu (CURTAIN GAS) 35 psi
Tlak kolizniho plynu (CAD) medium

13
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Tabulka V: Sledované fragmenta¢ni ptechody iontd (SRM, selected reaction monitoring) a

optimalni hodnoty kolizni energie pii tandemové hmotnostni spektrometrii

Echimidine* 398,2 120 31 220 23 7 93 76
Echimidine-N-oxide* 4142 254,1 41 396,1 33 352,1 33 71
Europine* 330,2 172,1 37 79,9 83 110,9 51 106
Europine-N-oxide* 346,2 172,1 41 328,1 31 80 91 71
Heliotrine* 314,2 138,1 27 156,1 37 120 41 81
Heliotrine-N-oxide* 330,2 138 31 254,1 25 156 39 66
Intermedine* 300,2 138 27 94 33 156 39 111
ntenmedine N- 316,2 172 37 | 1379 | 37 9 59 121
Lasiocarpine* 412,2 120 35 336 25 220,1 25 126
Lasiocarpine- 4282 410,1 31 254,1 39 93,9 7 126
Lycopsamine* 300,2 94 33 156,1 37 138,1 27 126
t‘)’dcggfami”e'”' 316,2 172,1 37 138 37 93,9 59 126
Retrorsine* 352 120 39 324,1 37 93,9 41 126
Retrorsine-N-oxide* 368,2 1191 43 118 39 94 71 141
Senecionine* 336 308,1 37 120 39 138 39 141
Seneconine - 352 1191 43 118 39 94 73 136
Seneciphylline* 334 306,1 35 120 37 94 39 141
senechyline-- 3502 120 37 138 37 77 81 126
Senecivernine* 336,2 120 37 308,1 37 138 37 146
cenecyerminet 3522 1191 43 118 41 9% 69 %
Senkirkine* 366 168,1 39 150 37 122 41 111
Echinatine 300,2 138 29 156 37 120 39 1

Echinatine-N-oxide 316,2 172,1 39 138 37 155 35 61
Erucifoline 350 1191 39 118 39 94 67 106
Erucifoline-N-oxide 365,8 118 39 118,9 37 119,9 39 91
Indicine 300,2 138 27 94 33 156 39 91
Indicine N-oxide 316,2 172 37 138 37 93,9 61 91
Jacobine 351,8 280,1 31 155,2 39 120 37 31
Jacobine-N-oxide 367,9 296 33 120 43 118 41 71
Monocrotaline 326 120 45 121 39 94 73 141
Monocrotaline-N- 341,7 137 39 119 41 120 43 156
Trichodesmine 3539 2221 39 120 45 308,1 33 151

“ Analyty ogekavané v sumé PA oSetfenych v budouci legislativé (pfedpokladany termin piijeti: rok 2020)
Cervené zvyraznéné analyty vykazuji viiéi sobé R/S izomerii a zaroveii u nich nebylo dosazeno chromatografické
separace s vyuzitim LC-MS podminek uvedenych v kapitole 3.7. Problematika jejich LC-MS analyzy je zevrubné
popsana v kapitole 3.7.1.
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3.7.1 LC-MS analyza izomernich zdastupciui pyrrolizidinovych alkaloidii

Pii vyuziti LC-MS podminek uvedenych vyse v kapitole 2.7 byly zaznamenany
komplikace s chromatografickou separaci nékterych zastupc pyrrolizidinovych alkaloidu,
které vici sobé maji R/S izomerni charakter, tzn. jedna se o vzajemné stereoisomery, které maji
stejnou molekulovou hmotnost a generuji stejné kvantifikaéni a konfirmaéni ionty. Tito
zastupci jsou v Tabulce V vyznaceni ¢ervené. Chromatograficka separace téchto latek i po
dikladné optimalizaci analytické metody (testy vyuziti riznych mobilnich fazi, dikladna
optimalizace gradientové eluce, atd.) nebyla Gspés$na a je tedy nutné tyto analyty kvantifikovat
jako sumu danych latek. Konkrétné se jedna o sumu 1) echinatine + indicine + lycopsamine (1
chromatograficky pik) a ii) indicine-N-oxide + intermedine-N-oxide (1 chromatograficky pik).
Ukazky chromatografickych zaznamt problematickych skupin PA jsou uvedeny na Obrazcich
laz2.

,E 1 - Intermedine
fh ‘;»‘. 2-4 2 — Lycopsamine
' 3 — Echinatine

4 — Indicine

Retention time [min]

Obrazek 1: Extrahovany iontovy chromatogram izomerni skupiny PA: echinatine + indicine

+ intermedine + lycopsamine (pracovni smes, 100 ng/ml); surova (nevyhlazena) data.

5 — Echinatine-N-oxide

y i 6 — Intermedine-N-oxide
it | i 7 — Indicine-N-oxide

i f ‘ " 8 8 — Lycopsamine-N-oxide

Retention time [min]
Obrazek 2: Extrahovany iontovy chromatogram izomerni skupiny PA: echinatine-N-oxide +
indicine-N-oxide + intermedine-N-oxide + lycopsamine-N-oxide (pracovni smés PA,

100 ng/ml); surova (nevyhlazena) data.
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3.8 Pracovni charakteristiky metody

3.8.1 Sprdvnost metody (charakterizovina vytéZnosti)

Vzhledem ke komercni nedostupnosti certifikovanych referen¢nich materiald (CRM)
pro pyrrolizidinové alkaloidy v rostlinnych matricich, je spravnost metody charakterizovana a
ovétovana analyzou cilené kontaminované matrice minimalné v Sesti opakovanich. Primérné
vysledky valida¢nich pracovnich charakteristik metody stanoveni PA v herbalnim ¢aji a kofeni,
véetné vytéznosti [%], ziskanych z 6-ti opakovani analyzy matri¢nich kalibracnich standardt

na hladiné 10 pg/kg, jsou uvedeny v Tabulce VI.

3.8.2 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody lze charakterizovat relativni smérodatnou odchylkou (RSD)
vypocitanou z minimaln¢ Sesti opakovanych analyz Sesti uméle kontaminovanych vzork.
Primérné vysledky validacnich pracovnich charakteristik metody stanoveni PA v ¢ajich a
koteni, v€etné RSD [%], ziskanych z 6-ti opakovani analyzy matri¢nich kalibracnich standardt

na hladiné 10 pg/kg, jsou uvedeny v Tabulce V1.

3.8.3 Selektivita metody

Kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickym detektorem umoziuje

velice selektivni detekei jednotlivych sledovanych analytt.

3.8.4 Rozsah metody a linearita

Vzhledem k tomu, ze se analyzované kontaminanty mohou vyskytovat v redlnych
vzorcich v §irokém rozsahu koncentraci, je nutné volit kalibracni rozsah koncentraci standardfi
V dostatecné Sirokém rozmezi odpovidajicim redlnym ndleztim. Linearita kalibrace se
kontroluje vynesenim odezev jednotlivych analyti vaci koncentraci do grafu a pomoci
koeficientu determinace (R?). Pro analyty v ramci dané metody se hodnoty R? pohybuji od
0,9950 do 0,9999. Odezvy detektoru pro PA jsou linearni pro dany analyt v rozsahu koncentraci
LOQ-1000 pg/kg pro ob¢ validované matrice.

3.8.5 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je nejmensi mnoZzstvi stanovované latky (analytu) ve vzorku, které

muiZze byt kvantitativné stanoveno s predem definovanou ptesnosti. VétSinou se stanovuje jako
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trojnasobek meze detekce. Pro uvazované aplikace je mez stanovitelnosti (LOQ = limit of

v v

0 nejnizsi koncentraci). Meze stanovitelnosti PA v ¢ajich a kofeni, vyjadiené jako nejnizsi

hladina kalibra¢ni k¥ivky (LOQ [ug/kg])?, jsou uvedeny v Tabulce VI.

3.8.6 Robustnost metody

Béhem zavadéni metody byly identifikovany takové faze pracovniho postupu, které
mohou vyrazné ovlivnit vysledek stanoveni. Jedna se o operace souvisejici s instrumentalni

koncovkou. Pro omezeni nezadoucich vlivti je doporuceno respektovat nasledujici opatieni:

e Pred vlastni analyzou vzorkli nechat promyt analytickou kolonu a vyc¢kat na dosazeni

pozadovanych parametra (teplota, tlak pratok, slozeni mobilni faze) systému, cca 30 min.

e Analyzu zahdjit opakovanym néstfikem téhoZ vzorku (min. tfikrat), prvni nastfik slouzi

Kk provozni verifikaci systému.

4 AktudIni hodnota LOQ je déna stavem chromatografického systému LC-MS (opotiebenost kolony, &istota
systému, atd.).

17



VSCHT Praha Certifikovana metodika

Tabulka VI: Valida¢ni pracovni charakteristiky metody pro stanoveni pyrrolizidinovych
alkaloidii v herbalnich cajich (hladina 10 pg/kg, n = 6) a v koteni (hladina 10 pg/kg, n = 6)

Echimidine* 94 10 1 109 12 1
Echimidine-N-oxide* 94 10 1 99 14 2
Europine* 98 11 2 113 10 5
Europine-N-oxide* 103 6 2 102 4 10
Heliotrine* 94 9 1 99 18 1
Heliotrine-N-oxide* 86 13 1 97 6 1
Intermedine* 105 17 1 98 12 1
Intermedine N-oxide* 95 8 2 119 11 2
Lasiocarpine* 90 8 2 99 11 1
Lasiocarpine-N-oxide* 97 7 10 103 8 10
Lycopsamine* 97 7 1 94 12 10
Lycopsamine-N-oxide* 101 13 1 85 16 10
Retrorsine* 86 10 5 83 7 5
Retrorsine-N-oxide* 85 14 2 91 4 10
Senecionine* 90 7 2 117 9 10
Senecionine N-oxide* 110 8 2 118 2 10
Seneciphylline* 93 11 5 128 6 5
Seneciphylline-N-oxide* 112 16 10 102 10 5
Senecivernine* 80 8 2 98 7 10
Senecivernine-N-oxide* 87 13 2 103 9 5
Senkirkine* 94 9 1 111 14 1
Echinatine-N-oxide 96 10 5 100 14 10
Erucifoline 83 19 10 94 8 10
Erucifoline-N-oxide 106 7 5 95 7 5
Jacobine 84 12 10 103 11
Jacobine-N-oxide 98 11 5 103 14
Monocrotaline 112 8 2 99 7 10
Monocrotaline-N-oxide 87 8 5 - - 20
Trichodesmine 98 8 2 91 8 2

* Analyty otekdvané v sumé PA oSetfenych v budouci legislativé (pfedpokladany termin piijeti: rok 2020)
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4 Srovnani novosti postupt

Vzhledem k pfedpokladu zavedeni novych maximalnich limitd minimalné pro sumu 21
PA v tad¢ rostlinnych matric (viz Gvodni kapitola pojedndvajici o soucasném stavu feSené
problematiky) v prib&éhu roku 2020, je vhodné, co nejdiive zacit sledovat v ramci rutinnich
analyz Siroké spektrum téchto kontaminanti a jejich vyskyt v danych matricich pomoci
presnych, rychlych a efektivnich analytickych metod jako je metoda ptedlozena v této

metodice.

Z hlediska dostupnosti je technika U-HPLC-MS/MS v kontrolnich laboratotich jiz

béZné pouZzivanou instrumentaci.

Novost popsané metodiky spociva predev§im ve vyrazném zkraceni doby analyzy,
dosazeném jednoduchou piipravou vzorku bez nutnosti zdlouhavé extrakce analytl a nasledné
purifikace extraktu. Aplikace tohoto piistupu je umoznéna zapojenim vysoce citlivého systému
pro separaci a detekci analytii, jakym je spojeni ultra-u¢inné kapalinové chromatografie s
tandemovou hmotnostni detekci typu QTRAP® 6500+ a vyuzitim 15 cm dlouhé analytické
kolony. Vyuzitim této instrumentace je dosazeno nizkych limit kvantifikace pyrrolizidinovych
alkaloidli 1 bez ptedchoziho pieciSténi a zakoncentrovani analytl. Otazkou samoziejmé
zustava, jak nizké maximalni limity budou v chystanych novych nafizenich schvaleny, aby bylo
jasné jak nizkych limiti kvantifikace (za ptedpokladu, ze LOQ pro sumu PA se rovna souctu
LOQ pro kazdou individualni slouc¢eninu zastoupenou v dané sum¢) bude muset byt dosazeno,
aby mohla byt tato metoda bez problému aplikovana i po jejich zavedeni. Do metody je
aktualn¢ zahrnuto 32 zastupcu PA, jejichz souhrnna LOQ odpovidaji 100 pug/kg pro matrici
koteni a 179 pg/kg pro matrici herbalni ¢a;.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

PredloZena cilova analyticka metoda, vyuzivajici instrumentaci typu U-HPLC-MS/MS,
je vysoce vhodna pro ziskani relevantnich kvantitativnich vysledkd reflektujicich piesné
zastoupeni jednotlivych pyrrolizidinovych alkaloidii primarné v herbalnich cajich a kofeni
(celkem 32 stanovovanych analytd). Vysledky ziskané aplikaci této metodiky prispéji
k posouzeni potencidlniho zdravotniho rizika pro populaci a pomohou pii zavadéni

zminovanych novych legislativnich opatfeni.

Metodika byla vyvinuta jako vysledek projektu TJ02000238 (Vyvoj inovativnich
analytickych strategii vyuzitelnych pro kontrolu bezpe€nosti a autenticity potravin a

potravinaiskych surovin), za ucelem vyuZiti organti statniho dozoru.

Smluvnim uzivatelem metodiky je Statni zemédélska a potravinatska inspekce (SZPI).
Uvedenou metodiku je vzhledem k jednoduchosti a rychlosti postupu mozné aplikovat ve

smluvnich statnich i soukromych laboratotich, ale téz pro dalsi vyzkumné a vyvojové ucely.
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6 Ekonomické aspekty

Zhodnoceni z hlediska ekonomickych aspektti bylo provedeno na zékladé predpokladu,
ze laboratof, kterd chce uvedenou metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s LC-MS analyzou, tzn. jiz
disponuje instrumentaci typu kapalinovy chromatograf a hmotnostni spektrometr a nemusi
zaméstnavat a zaskolovat novy odborny personal. V ptipadé, ze laboratot U-HPLC-MS/MS
zatizeni nevlastni bylo by nutné do celkovych nakladd zahrnout samoziejmé také potizovaci

naklady na dané vybaveni, které se pohybuje v fadech milionti K¢&.

Uvedena metoda ma poskytovat komplexni informaci o vyskytu 32 pyrrolizidinovych
alkaloidti v analyzovanych vzorcich. Implementace metody zahrnuje tudiz pofizeni
analytickych standardt PA a dale pak také verifikaci pracovnich charakteristik metody (limity
kvantifikace, linearita, vytéznost a opakovatelnost metody vyjadiena jako RSD v minimalnim
poctu vyhotoveni Sesti opakovani). Celkova pofizovaci cena analytickych standardt zavisi na
vybéru akreditované¢ho dodavatele a vysi poplatkil za dovoz. V piipade této metodiky byly
analytické standardy pofizeny od némecké firmy Phytolab s katalogovou potizovaci cenou
konkrétnich analytd cca 200 000 K¢& (véetné dopravy do CR). Za predpokladu, e by bylo
provedeno 20 verifikacnich a kontrolnich analyz, pticemz provozni naklady na jednu analyzu
byly orienta¢né vykalkulovany na 1 000 K¢, pak celkové naklady na implementaci metody by
se rovnaly 220 000 K¢.

Vyhoda vySe popsané metodiky piimé analyzy methanolicko-vodného extraktu
testovanych vzorkt herbalnich c¢aji, kofeni, apod. metodou U-HPLC-MS/MS spoéiva
ptedevsim v jednoduché piipravé vzorku bez nutnosti pouziti zdlouhavych postupi, jako napf.
zatazeni kroku pieciSténi a zakoncentrovani pomoci extrakce na tuhou fazi (solid phase
extraction, SPE), kdy se cena komer¢né dostupnych SPE kolonek pohybuje v fadu desitek, ale
i stovek korun za kus. Tento krok zna¢né prodluzuje dobu ptipravy vzorku a navysuje finan¢ni
naroky na analyzu nejen prostfednictvim jednordzového pofizovani nového laboratorniho
vybaveni (sklenény vakuovy manifold cca 25 000 K¢, membranova vyvéva cca 10 000 K¢,
rotaéni vakuova odparka cca 70 000 K¢, atd.), ale i prostfednictvim vysSich nakladi na
obsluhujiciho odborného pracovnika, ktery pfipravou vzorki strdvi mnohonasobné vice ¢asu
v fadech desitek minut a je i vice limitovan mnozstvim vzorkd, které je schopen zpracovat
simultanné v jednom pracovnim dni. Cena nejcastéji vyuzivanych SPE kolonek Oasis MCX a

Oasis HLB je piiblizn¢ 80 — 120,- K¢&/ks (zavisi na dodavateli a vysi prepravnich nakladu).
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