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ABSTRAKT 


Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 
 Katedra analytické chemie 


Kandidát: Mgr. Ivona Lhotská 


Školitel: doc. RNDr. Dalibor Šatínský, Ph.D. 


Název  disertační  práce:  Využití  moderních  chromatografických  technik  v  analýze 
 cizorodých a kontaminujících látek v potravinách 


V předložené disertační práci je prezentován komentovaný soubor sedmi publikací, 
 které  jsou  zaměřené  na  vývoj  chromatografických  metod  pro  stanovení  cizorodých 
 a kontaminujících  látek  v potravinách  (zejména  mykotoxiny  a  syntetická  barviva). 


Všechny metody byly plně validované, vyhovující pro dané účely a použity pro analýzu 
 reálných vzorků.  


První  část  tvoří  metody  pro  stanovení  mykotoxinů  založené  na  on-line  extrakci  
 na tuhých fázích (SPE) s využitím systému s přepínáním kolon. Při optimalizaci metody  
 on-line  SPE-HPLC  pro  stanovení  ochratoxinu  A  a  citrininu  v pivu byly  pro  extrakční 
 i analytickou kolonu vybrány reverzní fáze ve formě povrchově porézních částic. V dalších 
 metodách pro stanovení patulinu v džusech a zearalenonu v pivu byly pro on-line extrakci 
 použity  selektivnější  molekulárně  vtištěné  polymery  (MIP).  Vzhledem  k náročnosti 
 optimalizace on-line MIP SPE, byly metody pro ověření selektivity porovnány s off-line 
 MIP extrakcí a on-line extrakcí na konvenčních C18 fázích.  


Použité komerční MIP sorbenty nebyly pro on-line provedení extrakce příliš účinné 
 zejména  z hlediska  očekávané  selektivity.  Proto  byly  pro  další  dvě  práce  připraveny 
 polymerizací vlastní originální MIP sorbenty. Nejdříve byla optimalizována metoda pro 
 stanovení kumarinů v rostlinných vzorcích. Pro poslední práci založenou na on-line MIP 
 SPE  byl  připraven  vlastní  MIP  selektivní  pro  citrinin.  Po  zhodnocení  jeho  vlastností  a 
 extrakční účinnosti byl úspěšně použit pro vývoj on-line MIP SPE-HPLC pro stanovení 
 citrininu v potravních doplňcích a obilninách. 


Ve druhé části jsou uvedeny metody pro stanovení syntetických potravinářských 
barviv v nápojích a sladkostech srovnávající separaci na moderních kolonách s povrchově 
porézními částicemi a kolonách monolitního typu.  
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ABSTRACT 


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


Candidate: Mgr. Ivona Lhotská 


Supervisor: doc. RNDr. Dalibor Šatínský, Ph.D. 


Title  of  Doctoral  Thesis:  Modern  chromatographic  techniques  in  food  contamination 
 analysis 


A  compilation  of  seven  publications  dealing  with  chromatographic  methods  for 
 determination of food contamination (particularly mycotoxins and artificial food colorants) 
 is presented in dissertation thesis. All methods were fully validated, complying with the 
 requirements and applied for real samples analysis.  


The first part describes the methods for mycotoxins determination based on on-line 
 solid phase extraction (SPE) utilizing column-switching system. Reversed phase columns 
 packed with superficially porous particles were chosen for both extraction and separation 
 step  during  optimization  of  on-line  SPE-HPLC  method  for  ochratoxin  A  and  citrinin 
 determination in beer. In following work, determination of patulin in juices and zearalenone 
 in  beer,  more  selective  molecularly  imprinted  polymers  (MIP)  were  used  for  on-line 
 extraction.  Due  to  challenging  optimization  of  on-line  MIP  SPE,  the  methods  were 
 compared to off-line MIP extraction and on-line extraction using conventional C18 phase 
 to confirm the selectivity. 


The employed commercial MIP sorbents were not as selective for on-line extraction 
 as expected. For that reason, original MIP sorbents were prepared by polymerization for 
 other  projects.  At  first,  the  method  for  coumarins  determination  in  herbal  samples  was 
 optimized. Citrinin-selective MIP for the last on-line MIP SPE method was prepared. After 
 the  MIP  characterization  and  extraction  effectivity  evaluation,  it  was  employed  for 
 development  of  on-line  MIP  SPE-HPLC  method  for  citrinin  determination  in  dietary 
 supplements and cereals. 


The second part of dissertation thesis is represented by methods for synthetic food 
colorants determination in beverages and candies, comparing the separation on advanced 
stationary phases packed with superficially porous particles or monolith.  
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1.  Úvod 


Otázka zdrojů a původu potravin, jejich kvality a vlivu na lidské zdraví je velmi 
 aktuálním společenským tématem posledních let. Žijeme v době geneticky modifikovaných 
 potravin, intenzivního masného průmyslu a falšování původních receptur. Je tedy poměrně 
 náročné zajistit a kontrolovat správnou kvalitu výrobků dostupných na trhu. Pro ochranu 
 spotřebitele  je  nutné  zajišťovat  kontrolu  napříč  výrobou  a  distribucí  kvůli  záchytu 
 škodlivých či klamavých výrobků, které nemají vliv pouze na zdraví jedinců, ale také na 
 celkovou ekonomiku.  


Zdrojem  kontaminace  potravin  může  být  nešetrné  používání  pesticidů,  hnojení, 
 farmakologická  léčba  zvířat,  kontaminace  mikroorganismy, či  v neposlední  řadě  jejich 
 nevhodné  skladování.  Chemické  látky  často  perzistují  v  životním  prostředí,  a  přestože 
 nemusí být v nízkých koncentracích akutně toxické, jejich dlouhodobý vliv na lidské zdraví 
 může  být  fatální.  Některé  látky  jsou  prokázané  karcinogeny,  další  například  endokrinní 
 disruptory narušující hormonální rovnováhu těla. Nelze ani odhadovat, jaký je kumulativní 
 vliv kontaminantů na živé organismy a jaký je jejich podíl na stále vyšší incidenci alergií, 
 neplodnosti či rakoviny. 


Specifickou kapitolou je pak používání potravinářských přídatných látek tzv. aditiv 
 a  konzervantů.  Příliš  generalizovaný  strach  širší  veřejnosti z  „éček“  je  v některých 
 případech  až  nesmyslný,  jelikož mezi  ně  patří  i  funkční  látky  jako jsou  významné 
 antioxidanty  či  pouhé  kypřící  látky.  Na  druhou  stranu  ne  vždy  je  jejich  aplikace 
 opodstatněná  a  v  rozumném  množství.  Kontroverzní  je  jistě  použití  zahušťovadel  pro 
 nadstavení  objemu,  alergizujících  syntetických  barviv  či  zdraví  nepříliš  prospěšných 
 tavících solí. Bohužel náhled na věc je závislý na současném stavu poznání a z velké části 
 na módních trendech ve společnosti. Příkladem je velká kampaň proti cukru, který místo 
 aby  byl  jen  omezen,  začal  být  nahrazován  umělými  sladidly.  V  některých  evropských 
 zemích  byla  dokonce  zavedena  daň  z  cukru,  aby  byly  konzumenti  motivováni  kupovat 
 výrobky  s umělými  sladidly. Avšak  teprve  v  poslední  době  vznikají  obsáhlejší  studie 
 o vlivu jejich dlouhodobého užívání.  


Na základě aktuálních vědeckých poznatků a hodnocení odborníků jsou upravována 
doporučení mezinárodních autorit (např. Evropský úřad pro bezpečnost potravin, EFSA) 
a dále  aktualizovány legislativní  požadavky  na  kvalitu  potravin  a  přípustná  množství 
cizorodých látek. Pro znalost jejich výskytu, příjmu a zhodnocení rizika mají velký význam 
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nové analytické metody, ať už pro necílený screening nebo selektivní a citlivé metody pro 
stanovení  i  koncentrací  nižších  než  považovaných  za  rizikové.  Důraz  je  také  kladen  na 
rychlost  a  automatizaci  analytických  metod  pro  jejich  širší  zavedení  při  rutinních 
kontrolách v běžných laboratořích.  
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2.  Cíl práce 


Tato  disertační  práce,  komponovaná  jako  komentovaný  soubor  publikací, 
 představuje  několik  chromatografických  metod  pro  stanovení  cizorodých  a 
 kontaminujících látek v potravinách.  


Pro pravidelné kontroly v potravinářství jsou potřeba jednoduché spolehlivé metody 
 vhodné pro rutinní použití. Proto byly pro separaci voleny moderní stacionární fáze na bázi 
 monolitických  sorbentů  a  povrchově  porézních  částic  s  vysokou  separační  účinností 
 a zároveň  lepšími  hydrodynamickými  vlastnostmi,  které  umožňují  značné  urychlení 
 analýzy, aniž by byla snížena účinnost separace.  


V případě komplexnější potravinové matrice bylo nutné věnovat pozornost úpravě 
 vzorku. Správně zvolená a optimalizovaná extrakce umožňuje selektivní izolaci analytů, 
 jejich  zakoncentrování  a  odstranění  interferencí.  Většina  uvedených  metod  se  věnovala 
 konkrétně  stanovení  mykotoxinů,  které  se  vyskytují  ve  velmi  nízkých  koncentracích, 
 a proto je zrovna pro ně extrakce klíčová. Obecně je úprava vzorku poměrně náročný a 
 zdlouhavý proces, který je náchylný ke vnesení chyb. Proto je i vzhledem k toxicitě analytů 
 vhodné extrakci automatizovat, omezit manipulaci se vzorkem, zkrátit celkový čas analýzy 
 a  zvýšit  tak  množství  analyzovaných  vzorků  v  čase.  Práce  je  také  zaměřena  na  využití 
 vysoce selektivních extrakčních sorbentů, molekulárně vtištěných polymerů (MIP). 


Cílem  mé  práce  bylo  vyvinout  nové  chromatografické  metody  pro  stanovení 
kontaminantů, optimalizace on-line extrakce na tuhé fázi (SPE) v systému s přepínáním 
kolon a aplikace molekulárně vtištěných polymerů. On-line MIP SPE není zcela rozšířená 
metodika a pro stanovení mykotoxinů byla v tomto kontextu využita poprvé. Proto bylo 
významným  cílem práce  také  srovnání  této  techniky  s  konvenčními  metodami  a  jejich 
kritické hodnocení. 
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3.  Teoretická část 


3.1  Cizorodé a kontaminující látky v potravinách 


Analýza  potravin  může  být  velmi  rozmanitá  a  to  v  závislosti  na  analyzovaných 
 látkách,  jejich  fyzikálně-chemických  vlastnostech,  ale  zejména  na  matrici  vzorku.  Pro 
 stanovení potravinářských barviv ve vodné matrici postačí jednoduchá chromatografická 
 metoda,  pro  detekci  mykotoxinů  vyskytujících  se  ve  stopových  množstvích  je  potřeba 
 přidat  prekoncentrační  krok,  extrakci  z  matrice  či  dále  zvyšovat  selektivitu  extrakce. 


Výhodné je samozřejmě využití selektivního detektoru pro danou látku (např. fluorescenční 
 vs. UV detektor) pro zvýšení citlivosti.  


Nezastupitelné  místo  v analýze  kontaminantů  mají  univerzální  širokospektré 
 metody  s hmotnostně  spektrometrickou  detekcí  (LC-MS).  Necílený  screening  pomáhá 
 odhalit  v jedné  metodě  množství  cizorodých  látek  a  identifikovat  je  pomocí  přesného 
 určení  hmoty.  Využití  selektivních  a  citlivých  LC-MS  metod  se  stává  metodou  volby, 
 přesto  značná finanční  náročnost  a  složitější  interpretace výsledků  brání  jejich  plnému 
 rozšíření  do  rutinních  laboratoří.  V posledních  letech  můžeme  sledovat  trend  metod 
 zaměřených  na  užší  požadovanou  skupinu  kontaminantů  než  necílené  širokospektré 
 metody [1, 2]. 


3.1.1  Potravinářská barviva 


Barviva jsou jednou z významných skupin potravinářských aditiv. Výběr produktu 
je  značně  ovlivněn  vzhledem,  proto  je  přibarvování  potravin  velmi  rozšířené,  obzvlášť 
v některých  oblastech  jako  jsou  cukrovinky  a  nápoje.  Použití  barviv  v potravinářství  je 
ošetřeno v evropské legislativě Nařízením 1333/2008 [3]. Zatímco používání přírodních 
barviv je neregulované, barviva syntetického původu jsou přísně kontrolována. Pro jejich 
používání  hovoří  nižší  cena,  dobrá  stálost  odstínu  při  různém  pH  a  při  dlouhodobém 
skladování. Mnohé studie ale poukazují na jejich nebezpečnost při používání ve vyšším 
množství [4, 5], a zejména problémy u citlivých osob. U těch mohou některá syntetická 
barviva vyvolat hypersenzitivní reakci či mírnější alergické reakce [6, 7] a poruchy chování 
u dětí [8]. Z legislativního hlediska je zajímavé, že existují barviva, která se smí používat 
v EU  avšak  v USA  nikoli  a  naopak.  Nicméně  jsou stanoveny  na  základě  maximálních 



(19)19 


přijatelných  příjmů  přípustné  koncentrace  jednotlivých  barviv  a  jejich  kombinací  pro 
 konkrétní potraviny.  


Tabulka 1: Schválená vybraná potravinářská barviva pro použití v EU a USA, dle Nařízení 
 Evropské unie 1333/2008 [3] a Úřadu po kontrolu potravin a léčiv v USA (CFR 21) [9] 


název  EU  USA  USA zařazení 



●  
E 102  Tartrazin      FD&C Yellow No. 5 


●  
E 104  Chinolinová žluť    x 


●  
E 110  Žluť SY      FD&C Yellow No. 6 


●  
E 131  Patentní modř V    x 


●  
E 132  Indigotin      FD&C Blue No. 2 


●  
E 133  Brilantní modř FCF      FD&C Blue No. 1 


●  
E 142  Zeleň S    x 


●
 (E 143)  Fast Green FCF  x    FD&C Green No. 3 
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 3.1.2  Mykotoxiny 


Mykotoxiny  jsou  chemicky  různorodá  skupina  sekundárních  metabolitů 
 toxinogenních vláknitých mikroskopických hub (mikromycet, plísní) [10], které ohrožují 
 zdraví  a  perzistují  v  životním  prostředí [11].  Plísně  jsou  mikroorganismy  rozšířené  po 
 celém  světě,  velmi  dobře  adaptované  pro  kontaminaci  různorodých  substrátů.  Toxiny 
 produkují pouze některé z nich, a to v závislosti na okolních podmínkách jako je teplota, 
 vlhkost, pH či obsah dalších látek v substrátu, stejně jako osídlení a množení samotných 
 plísní je výrazně ovlivněno klimatickými podmínkami daného období a během let se tak 
 různí.  Pro plísně je lákavé osídlení potravin zejména s vyšším obsahem uhlovodíků [12], 
 nejvíce ohrožené tak bývají obiloviny, oříšky, olejnatá semena, koření,  sušené i  čerstvé 
 ovoce. Častá je také sekundární kontaminace v produktech, nebo se do potravního řetězce 
 mohou dostat z živočišných produktů (maso, mléko, vejce) [13]. Typickými plísněmi, které 
 spojujeme  s kontaminací  v potravinářství,  jsou  rody Aspergillus,  Fusarium,  Penicillium, 
 Alternaria a Claviceps [14, 15].  


Mykotoxiny jsou  většinou látky menší  molekulové hmotnosti  různé struktury od 
 čtyř uhlíků až po složité komplexy [14] a tak odlišných fyzikálně-chemických vlastností 
 [16] a tím samozřejmě i působení, vyvolávaných účinků a symptomů mykotoxikózy [15]. 


Z několika set známých mykotoxinů se pouze okolo 20 vyskytuje běžně a ve významných 
 koncentracích [14], dostávají se tak do popředí zájmu a můžeme získat dostatek dat pro 
 hodnocení  jejich  nebezpečnosti  a  nastavení  regulačních  opatření.  Hodnocením  rizika 
 mykotoxinů se zabývá Evropský úřad pro kontrolu potravin (EFSA), s novými poznatky se 
 stále mění jejich doporučení, na základě nichž jsou nastavovány evropské zákony. Samotné 
 změření  koncentrace  v kontaminované  potravině  totiž  zdaleka  nestačí  ke  zhodnocení 
 rizika. Je  potřeba  také  konkrétních  toxikologických  studií,  včetně  odhalování  dalších 
 toxických  metabolitů  nebo  markerů,  které  v organismech  stanovovat  a  jejich  korelace 
 s příjmem toxinů, a statistická data o stravě populace, aby mohly být vyčísleny ohrožující 
 koncentrace. Vzhledem k rozšíření plísní je totiž téměř nemožné se toxinům vyhnout úplně. 


Dalším problematickým bodem je možnost aditivního působení mykotoxinů, která už je 
například prokázaná u ochratoxinu A a citrininu. Vzhledem k tomu, že jeden kmen plísně 
může  tvořit  i  více  mykotoxinů,  je  jejich  společný  výskyt  pravděpodobný  a  ke  vztahu 
mykotoxinů je nutno přihlédnout. 
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Obr. 1: Struktury některých mykotoxinů 


Přestože využíváme spoustu  kultivovaných mikromycet, tedy ušlechtilých plísní, 
 v potravinářství a pro biotechnologickou výrobu léčiv či enzymů, většinou vnímáme plísně 
 v negativních  konotacích.  Osídlení  plísněmi  signalizuje  zkažené  potraviny,  špatné 
 skladovací podmínky, vysokou vlhkost, samotné spóry plísní jsou významným alergenem. 


Co  se  týče  konkrétně  mykotoxinů,  akutní  toxické  účinky  bývají  popisovány  spíše 
 výjimečně, například selhání jater u kontaktu s vysokými dávkami ochratoxinu A, přesto 
 jsou známy i případy epidemií ergotismu nebo krůtího „X“ onemocnění z aflatoxinů [12].  


Největší  problém  mykotoxinů  je  však  těžko  identifikovatelná  pozdní  toxicita  po 
požití  i  nízkých  koncentrací,  které  nevyvolají  okamžitý  účinek.  V převážné  většině 
mykotoxiny  působí (ostatně  jako  jiné  chemické  látky)  jako  modulátory  karcinogenního 
rizika,  které  se  s věkem  kumuluje.  Na základě  dostupných  dat  a  výzkumů  stanovuje 
Mezinárodní  agentura  pro  výzkum  rakoviny  (IARC,  součást  Světové  zdravotnické 
organizace)  jako  prokázané  karcinogeny  pouze  aflatoxiny  [17].  Jako  podezřelé 
z karcinogenity „možné karcinogeny pro člověka“ s nedostatečnými či omezenými důkazy 
jsou  uvedeny  ochratoxin  A,  sterigmatocystin  a  fumonisiny.  Poslední  riziková  skupina 
zahrnuje látky, u kterých není dostatek poznatků u lidí i zvířat, sem spadají patulin, citrinin, 
zearalenon  a  trichotheceny  (T-2  toxin,  nivalenol,  deoxynivalenol).  Druhým  závažným 
aspektem  chronického  příjmu  i  stopového  množství  mykotoxinů  je  imunomodulace  až 
imunosuprese,  již  prokázaná  například  u  ochratoxinu  A  [15,  18].  Další  toxické  účinky, 
postižení  konkrétních  orgánových  soustav  a  jiné  bližší  informace  budou  uvedeny 
v kapitolách vybraných mykotoxinů.  
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Protože  se  toxicita  mykotoxinů  projevuje  i  při  požití  nízkých  koncentrací,  jejich 
 účinky mohou být aditivní a kumulativní, je zapotřebí citlivých a přesných metod pro jejich 
 kvantifikaci.  Data  ukazující  míru  a  rozšíření  kontaminace  potravin  jsou  podkladem  pro 
 další studium rizika mykotoxinů a kontrolu bezpečnosti potravin.  


3.1.2.1  Ochratoxin A 


Ochratoxin  A  (OTA)  je  nejvýznamnější  ze  skupiny  ochratoxinů,  jako 
 nejrozšířenější a nejtoxičtější z nich, další strukturní analoga se vyskytují  méně nebo se 
 jedná  o  metabolity.  OTA  může  být  produkován  mnoha  druhy  plísní  rodu Aspergillus a 
 v našich mírných klimatických oblastech zejména Penicillium [19, 20]. Primárně ohrožuje 
 cereálie  a  obilné  produkty [21],  sledován  je  také  v sušeném  ovoci,  ořeších,  semenech, 
 koření,  kávě.  Možná  je  také  kontaminace  živočišných  produktů  zvířat  konzumujících 
 nakaženou stravu. OTA se kumuluje v tukových tkáních a má velmi pomalý metabolismus 
 [15].  Jako  takový  bývá  běžně  popisován  i  v lidském  organismu  (záchyt  v  moči [22], 
 v plazmě [23, 24]), kde může jeho eliminace trvat až několik týdnů díky vazbě na bílkoviny 
 plasmy a enterohepatálnímu oběhu [25]. 


Obr. 2: Ochratoxin A 


Cílovým  orgánem  toxicity  OTA  jsou  ledviny,  pravděpodobně  protože  jsou 
eliminačním  orgánem  OTA,  ale  zároveň  dochází  k jeho  reabsorpci  a  částečně  tak  další 
kumulaci  [24].  K poškození  dochází  nekrózou  proximálních  tubulů, zejména  narušením 
mitochondriálních  funkcí  vedoucím  k apoptóze  buněk [25].  Prokázaná  mykotoxikózová 
etiologie je u nefropatie prasat [26, 27], podobnost je popisována u Balkánské endemické 
nefropatie  člověka.  Zde  nejsou  názory na příčinu jednoznačné, vědci  se spíše přiklánějí 
k současnému  působení  více  mykotoxinů  (citrinin,  fumonisin  B1)  či  dalších  toxinů 
(kyselina aristolochová) [21, 28]. Zvýšená je také incidence tumorů močového traktu [28].  
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Po  vyšších  než  nefrotoxických  dávkách  OTA  byla  popsána  také  teratogenita  a 
 imunosuprese [18, 29] a genotoxicita tvorbou DNA aduktů [30, 31].   


Evropská legislativa upravuje maximální přípustné koncentrace OTA pro jednotlivé 
 potraviny a jejich kontrolu v Nařízení Komise (ES) č. 1881/2006 [32], dále rozšířené o další 
 položky  koření  či  lékořice  v Nařízeních  Komise  (EU)  č.  105/2010,  č.  594/2012  a 
 č. 2015/1137.  Ke stanovení  nízkých koncentrací  mykotoxinů  bývají často voleny citlivé 
 a rychlé  imunochemické  metody  využívající  značené  protilátky  ([33,  34]),  pro  které  je 
 potřeba malé množství vzorku, který nevyžaduje další úpravy. Místo protilátek byly také 
 aplikované  snáze  připravitelné  aptamery [35].  Nevýhodou  imunochemických  metod  je 
 možnost falešně pozitivních výsledků (zkřížená reaktivita a interference) a jejich selektivita 
 je zároveň omezením pro množství stanovitelných analytů (nedá se využít pro stanovení 
 více mykotoxinů zároveň). Pro stanovení OTA byly publikovány také metody založené na 
 průtokových metodách [36], kapilární elektroforéze [37] a v poslední době vznikají nové 
 biosensory  pro  elektrochemické  metody  [38,  39].  Ve  většině  laboratoří  je  však  zlatým 
 standardem  pro  stanovení  OTA  kapalinová  chromatografie  s fluorescenční  detekcí  (LC-
 FL) případně hmotnostně spektrometrickou detekcí (LC-MS) [2].  


Zejména při stanovování více mykotoxinů a MS detekci je preferován jednoduchý 
 přístup prostého naředění („dilute and shoot“) pro snížení vlivu matricových efektů [40]. 


Přesto je většinou potřeba odstranění koelujících interferencí složitější matrice (obzvlášť 
u fluorimetrické  detekce).  Pro  multimykotoxinové  aplikace  je  často  metodou  volby 
univerzální QuEChERs [41, 42], pro jednotlivé analyty (skupiny) je vhodná selektivnější 
extrakce  pro  účinnější  odstranění  interferencí.  Pro  selektivní  SPE  extrakci  OTA  jsou 
k dispozici  i  komerční  imunoafinitní  sorbenty  (IAC)  a  molekulárně  vtištěné  polymery 
(MIP). Byla publikována řada prací využívající pro extrakci MIP [43-46], imunoafinitní 
extrakci [47-49], Zhao et al. [50] navíc dosáhli on-line zapojení provedení s HPLC. Dalšími 
využívanými  sorbenty  jsou  aptamery  (krátké  oligonukleotidy)  [51,  52]  s vysoce 
specifickou  afinitou  a  materiály  typu  MycoSep,  které  naopak  na  kombinovaný  materiál 
(aktivní uhlí, iontoměniče) adsorbují interference z matrice a mykotoxin projde neovlivněn 
[53]. 
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 3.1.2.1  Zearalenon 


Dalším významným mykotoxinem zejména pro své estrogenní účinky je zearalenon 
 (ZEN,  F-2  toxin),  produkovaný  fusariovými  plísněmi.  Jako  kompetitivní  substrát 
 a modulátor  estrogenních  receptorů  působí  jako  endokrinní  disruptor [54].  Jeho  toxické 
 účinky, narušení hormonální rovnováhy, defekty pohlavních orgánů či neplodnost již byly 
 popsány u hospodářských zvířat zkrmujících množství kontaminovaného krmiva (zejména 
 u prasnic) [55, 56]. Další studie popisují vliv na člověka a je otázkou, do jaké míry mu lze 
 přisuzovat  problémy  dnešní  doby,  jako  jsou  neplodnost  [57] či  rakovina  prsu [58,  59]. 


Ve vysokých dávkách byly popsány také genotoxické [60] a imunotoxické účinky [61, 62]. 


Obr. 3: Přirozený hormon 17-β-estradiol (vlevo) a estrogenní mykotoxin zearalenon (vpravo) 


Současná  evropská  legislativa  stanovuje  limitní  množství  ZEA  ve  vybraných 
 potravinách,  zejména  ohrožených  cereáliích,  v Nařízení  (EC)  1126/2007  [63].  Pro 
 stanovení zearalenonu bývají využívány imunochemické [64] a elektrochemické metody 
 [65],  včetně  moderních  selektivních  imunosensorů [66].  Nejrozšířenější  je  stanovení 
 HPLC/UHPLC  metodami  s fluorimetrickou  [67, 68] nebo  hmotnostně  spektrometrickou 
 detekcí [69,  70].  Kromě  univerzálních  extrakčních metod  jsou  pro  selektivní  extrakci 
 zearalenonu a tím efektivní eliminaci interferencí matrice dostupné imunoafinitní sorbenty 
 [71, 72] i molekulárně vtištěné polymery [73, 74]. Extrakce na obou těchto sorbentech byly 
 také úspěšně automatizovány v on-line SPE-HPLC systému s přepínáním kolon [50, 75].  


3.1.2.2  Patulin 


Patulin,  nebo  také  klavacin,  expansin  či  myocin,  je  mykotoxin  produkovaný 
plísněmi rodu Penicillium, Aspergillus a Byssochlamys [12]. Bývá spojován s kontaminací 
jablek,  jablečných  produktů,  případně  dalšího  ovoce [76].  Příjem  patulinu  způsobuje 
chronickou  kumulativní  cytotoxicitu  převážně  tvorbou  aduktů  s enzymy  a  proteiny  se 
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sulfhydrylovou  skupinou  [77],  navíc  zvyšuje  hladinu  volných  radikálů [78],  což  má 
 společně za následek smrt buněk. Kontrola kontaminací potravin patulinem je také zahrnuta 
 v evropském Nařízení (EC) 1881/2006 [32]. 


Obr. 4: Patulin 


Na rozdíl od předchozích dvou mykotoxinů, OTA a ZEA, které jsou oba lipofilní, 
 tedy  s vysokou  retencí  v chromatografii  na  reverzních  fázích,  a  vykazují  přirozenou 
 fluorescenci, což umožňuje citlivější detekci, patulin je malá polární hydrofilní molekula, 
 kterou  je  těžko  oddělit  z hydrofilní  cukernaté  matrice  ovoce  a  džusů.  Publikovaná 
 multimykotoxinová stanovení málokdy zahrnují také patulin, vzhledem k tomu, že leží na 
 okraji spektra vlastností mykotoxinů [16] a je tak odlišný od ostatních, což stěžuje jeho 
 stanovení  [76].  Stejně  tak  vzhledem  k jeho  malé  molekulové  hmotnosti  není  příliš 
 imunogenní,  pro  tvorbu  protilátek  pro  imunochemické  metody  je  třeba  připravovat 
 konjugáty  s albuminem  [79,  80],  imunoafinitní  extrakce  není  rozšířená.  Standardní 
 metodou  pro  stanovení  patulinu  přijatou  jako  oficiální  metoda  AOAC  International 
 (mezinárodní  asociace,  která  se  věnuje  standardům  v analytické  praxi)  je  kapalinová 
 chromatografie  s UV  detekcí.  Té  předchází  extrakce  do  ethylacetátu  a  přečištění 
 hydrogenuhličitanem sodným [81]. Tato poměrně specifická kombinace rozpouštědel se 
 osvědčila  také  v některých  extrakčních  metodách  využívajících  molekulárně  vtištěné 
 polymery  (MIP)  [82,  83].  Právě  s využitím  MIP  může  být  dosaženo díky  specifickým 
 vazbám účinné extrakce i malé polární molekuly.  


3.1.2.3  Citrinin 


Citrinin,  mykotoxin  produkovaný  rody Monascus a Penicillium [19],  bývá  často 
opomíjený,  protože  je  méně  stabilní,  rozkládá  se  varem  a  zpracováním  potravin  se 
degraduje [84, 85]. Zprávy o jeho výskytu nejsou alarmující, ani není potvrzen jako lidský 
karcinogen. Přestože  se  běžně  vyskytuje  v obilninách,  do  popředí  zájmu  ho  dostalo  až 
v poslední době rozšíření hypolipidemických potravních doplňků na bázi extraktu červené 
fermentované rýže. Ta vzniká fermentací kvasinkou Monascus purpureus, která je zároveň 
producentem citrininu. Vzhledem k nekontrolované tvorbě tohoto vedlejšího produktu byl 
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ustanoven požadavek na kvalitu potravních doplňků obsahujících červenou fermentovanou 
 rýži na maximální přípustné množství citrininu v Nařízení (EU) 212/2014 [86]. Citrinin je 
 především  nefrotoxický,  cytotoxické  účinky  byly  popsány  také  ve  střevě  [87]  či 
 reprodukčním systému [88] indukcí oxidačního  stresu a narušením funkce mitochondrií 
 [89, 90].  


Obr. 5: Citrinin 


Pro stanovení  citrininu lze využít jeho nativní  fluorescenci  ideálně neionizované 
 molekuly  v kyselém prostředí,  ať  už  s využitím  selektivních  senzorů [91,  92],  nebo 
 k detekci po chromatografické separaci komplexních vzorků [93, 94]. HPLC-FD metoda 
 s imunoafinitní extrakcí (IAC) je ustavena také jako oficiální metoda AOAC International, 
 selektivní  extrakce  je  vhodná  pro  zvýšení  citlivosti  metody.  Jako  stabilnější  a  levnější 
 varianta  se  nabízí  MIP,  některé  výzkumné  skupiny  připravují  vlastní  citrinin  selektivní 
 sorbenty [95-97], komerční MIP ale není dostupný.  


3.1.2.4  Stanovení mykotoxinů 


Kromě specifik jednotlivých skupin toxinů uvedených v předcházejících kapitolách 
 bývá  v přehledových  pracích  věnována  kapitola  také  možnosti  analýzy  více  toxinů 
 současně.  Ideální  multimykotoxinové  metody  mohou  být  využity  pro  stanovení  všech 
 regulovaných  mykotoxinů  v jednom  kroku, případně  také  jejich  strukturních  analog, 
 metabolitů  (konjugovaných  forem)  či  méně  častých  toxinů.  Moderní  vývoj  co 
 nejkomplexnějších  metod  je  výhodný  pro  rutinní  kontrolu  v potravinách,  případně 
 v biologických  matricích  pro  hodnocení  intoxikace,  příjmu  mykotoxinů  a  vyhodnocení 
 rizika [2]. 


LC-MS(/MS) metody mají potenciál díky univerzální detekci analyzovat současně 
různorodé  skupiny  mykotoxinů  a  umožňují  identifikaci  pomocí  přesného  určení  hmoty 
[98].  Použití  MS  s vysokým  rozlišením  a  zejména  tandemové  zapojení  MS  detektorů  a 
ověřování  iontů  vzniklých  produktů  zajišťuje  vyšší  selektivitu [99].  Nevýhodou  MS 
detekce  je  problematika  dosažení  citlivosti  a  přesnosti  stanovení  vlivem  interferující 
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matrice  vzorku,  koeluující  látky  mohou  ovlivňovat  ionizaci  analytů [100,  101].  Je  tedy 
 potřeba  jednak  matricové  efekty  korigovat  pomocí  matricové  kalibrace  či  izotopově 
 značeného  vnitřního  standardu,  ideálně  ale  také  redukovat  jejich  vliv  efektivní  úpravou 
 vzorku.  Validovat  metodu pro  všechny  možné  matrice,  které  se  navíc  svým  složením 
 mohou  lišit, není  vždy  úplně  reálné.  Nejpřesnějším  přístupem  je  pak použití  izotopově 
 značeného  vnitřního  standardu [99,  100],  který  je  však  v případě  analýzy  mykotoxinů 
 finančně velmi nákladnou záležitostí. Velmi účinná v omezení matricových efektů může 
 být zejména selektivní extrakce analytu z matrice pomocí MIP či imunoafinitních sorbentů. 


Jednoduchá, levná a hlavně univerzální pro široké spektrum analytů je metoda QuEChERS 
[102, 103], ale i prosté zředění vzorku a tedy i interferencí z matrice může vhodně omezit 
vliv na ionizaci [104].  
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 3.2  Analytické techniky 


3.2.1  Moderní trendy v kapalinové chromatografii 


Kapalinová  chromatografie  je  velmi  rozšířená  analytická  metoda  pro  svou 
 univerzálnost, vhodnou pro většinu analytů a matric díky vhodně zvoleným variabilním 
 podmínkám  a  detekci,  schopná  separovat  interference.  S využitím  různých  retenčních 
 mechanismů  chromatografických  módů  a  také  na  jednotlivých  stacionárních  fázích  je 
 možné dosáhnout požadované selektivity a separační účinnosti.  


Pro analýzu kontaminantů potravin a životního prostředí jsou vyžadovány metody 
 pro  velké  množství  různorodých  látek  stanovovaných  v často  komplexních  matricích, 
 robustní,  citlivé  a  provedené  v co  nejrychlejším  čase  [105].  Rychlejší  separace  při 
 zachované  účinnosti  může  být  dosaženo  pomocí  nových  technologií  výroby  stacionární 
 fáze  s výhodnějšími  hydrodynamickými  vlastnostmi,  jako  jsou  monolitní  sorbenty  a 
 povrchově porézní částice [106]. Snížení zpětného tlaku je výhodné také při vývoji on-line 
 SPE-HPLC metod [107]. 


3.2.1.1  Povrchově porézní částice 


Povrchově  porézní  částice  jsou  tvořeny  pevným  jádrem  potaženým  vrstvou 
 porézního materiálu, která tvoří asi 60-75 % objemu částice, což poskytuje velký povrch 
 pro adsorpci a dobrou permeabilitu [108]. Díky tomu mají nižší odpor proti převodu hmoty, 
 analyzované látky v mobilní fázi nepronikají tak hluboko do stacionární fáze díky pevnému 
 jádru a difundují pouze  porézní  vrstvou. Příprava povrchově porézních částic s pevným 
 jádrem  umožnila  zlepšit  průtok  mobilní  fáze  skrz  částice  s menším  odporem  a  vyšší 
 účinností,  protože  dochází  k menšímu  rozšíření  zóny  v porézní  vrstvě  kratší difuzí,  než 
 bývá v plně porézní částici [109]. Vykazují účinnost částic menších než 2 µm používané 
 v ultra vysokoúčinných (vysokotlakých) systémech, ale negenerují tak vysoký tlak [106], 
 dají se tedy použít i v běžných chromatografech. Jejich další výhodou je úzká distribuce 
 velikosti částic a tím účinnější plnění kolon [109]. 


3.2.1.2  Monolitní sorbenty 


Alternativou k částicovým stacionárním fázím jsou kolony tvořené silikagelovým 
nebo polymerním monolitem. Přítomnost větších pórů (makropóry okolo 2 µm) umožňuje 
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menší odpor proti toku mobilní fáze, díky dobré permeabilitě mohou být používány vysoké 
 průtoky (až 10 ml/min) a dosáhnout vyšší separační účinnosti. Tu zajišťuje také dostatečné 
 velký povrch díky menším pórům (mesopóry okolo 13 nm) [105]. Další výhodou je krátký 
 čas potřebný pro ekvilibraci kolony. Monolitické kolony lze snadno zapojovat za sebe pro 
 další zvýšení kapacity separace. Vzhledem k tomu, že není potřeba používat koncových frit 
 jako u částicových kolon, jsou vhodnější pro miniaturizaci, zejména v případech, kde by 
 bylo náročné plnit částicemi např. kapilární kolony. Jsou také méně náchylné na ucpávání 
 než  částicové  kolony  a  jsou  odolnější  vůči  dávkování  méně  přečištěných  vzorků [110]. 


Jejich limitací je menší množství modifikací chemicky vázaných fází a rozměrů, a vykazují 
 vyšší vířivou difuzi přispívající k rozmývání a rozšiřování eluční zóny [108]. 


3.3  Úprava vzorku 


Úprava  vzorku  před  vlastní  analytickou  metodou  je  často  nezbytná  pro 
 zakoncentrování  analytu  vyskytujícího  se  v nízkých  koncentracích,  přečištění,  redukci 
 vlivu matrice eliminací interferujících látek, případně změnu media a úpravu podmínek pro 
 další analýzu [111]. I nejlepší separační metoda a detekce nenahradí nedostatečnou úpravu 
 vzorku [112]. Při vývoji těchto metod je obecně snaha co nejvíce proces minimalizovat co 
 do  složitosti,  trvání  či  spotřeby  vzorku  a  rozpouštědel.  Z toho  vyplývají  také  trendy  při 
 vývoji  nových  metod:  jejich  automatizace  (ideálně  spojení  on-line),  miniaturizace  a 
 zvýšení selektivity. V rámci disertační práce byly využity techniky na bázi extrakce na tuhé 
 fáze, proto budou dále diskutovány pouze tyto extrakční přístupy.  


3.3.1  Extrakce na tuhou fázi (SPE) 


Extrakce na tuhou fázi (SPE) je jednou z nejvíce využívaných metod pro úpravu 
vzorku.  Podle  množství  sorbentu  má  poměrně  velkou  extrakční  kapacitu,  je  možné 
dávkovat velké objemy vzorku, částečně vymýt interference a nakonec eluovat analyty do 
menšího  objemu.  Pokud  eluát  dále  odpařujeme  a  rekonstituujeme,  můžeme  získat  i 
několikanásobné zakoncentrování. Oproti extrakci z kapaliny do kapaliny se také snižuje 
spotřeba rozpouštědel a je snáze automatizovatelná. 
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Obr. 6: Schéma extrakce na tuhou fázi 


Pro extrakci na tuhé fázi se dnes nabízí široká škála sorbentů, silikagelové reverzní 
 fáze,  hybridní  (polymerní),  iontovýměnné,  ale  také  vysoce  specifické  imunoafinitní  a 
 molekulárně  vtištěné.  Výrazným  trendem  v poslední  době  je  využití  miniaturizovaných 
 forem extrakce [113]. Mikroextrakcí na tuhé fázi existuje mnoho modifikací, například jako 
 malé množství plněného sorbentu (MEPS, Microextraction by Packed Sorbent), na vlákně 
 (SPME, Solid Phase Microextraction), na míchadle (SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction) 
 či  v pipetovacích  špičkách  (DPX,  Disposable  Pipette  Tips  Extraction)  [114]. 


Miniaturizované  formáty  jako  MEPS  a  DPX  mají  velký  význam  u  vzorků,  kterých  je 
 k dispozici pouze malý objem, tedy zejména v bioanalýze. Zároveň je pro extrakční postup 
 využit  menší  objem  rozpouštědel.  Přes  nesporné  výhody  nejsou  mikroextrakce  příliš 
 rozšířené  do  běžné  praxe  ani  využívány  pro  automatizované  systémy  on-line  spojené 
 s HPLC. 


3.3.2  Molekulárně vtištěné polymery (MIP) 


Molekulárně  vtištěné  polymery  (MIP)  vznikly  snahou  uměle  vytvořit  selektivně 
rozpoznávací  materiál.  Podobně  jako  v živých  systémech  hovoříme  o  systému  zámku  a 
klíče, kdy specifický enzym reaguje na jediný (případně strukturně podobný) substrát díky 
prostorové  a  vazebné  kompatibilitě,  MIP  mohou  fungovat  stejně.  Avšak výhodou 
syntetických polymerů oproti bílkovinám je odolnost, robustnost a nízká cena. Vznikají tak 
na  míru  připravené  umělé  receptory  pro  požadované  molekuly  vtištěním  templátové 
molekuly. Tento templát, vzor pro specifické kavity (póry), je buď přímo cílená molekula, 
nebo strukturně podobná látka svou prostorovou orientací a funkčními skupinami.  
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Otisk  templátové  molekuly  v  MIP  a  jeho  schopnost  rozpoznání  cílené  molekuly 
 vzniká  polymerizací  komplexu  templátu  s  funkčním  monomerem.  Dále  polymerizační 
 směs  tvoří  síťovací  činidlo,  radikálový  iniciátor a  porogenní  rozpouštědlo.  Po extrakci 
 templátu ze vzniklé zesíťované 3D struktury zůstávají zachovány jak prostorové struktury 
 vhodné pro danou látku, tak vazebná místa kde  spolu byly původně navázány. Je proto 
 potřeba již při výběru složek polymerizační směsi vybírat monomer podle možnosti vzniku 
 vazby s templátovou molekulou. 


Pro  navázání  templát-monomer  komplexu  většinou  bývají  využívány  snadno 
 vznikající  nekovalentní  vazby  (hydrofobní  п-п  interakce,  vodíkové  vazby,  iontové  a 
 dipólové interakce, van der Waalsovy síly) [115], selektivitu mohou zajišťovat zejména 
 prostorově  orientované vodíkové  vazby.  Protože  jsou  tyto  interakce  slabší,  přidává  se 
 monomer v nadbytku, aby se podpořil jejich vznik. Dochází však ke tvorbě různorodých 
 komplexů monomer-templát a vazebná místa tak vznikají nejednotná [116]. U kovalentní 
 syntézy je výhodou kontrolovaná stechiometrie mezi monomerem a templátem a vazby tak 
 vznikají homogenněji. Protože vazba může vzniknout pouze s funkční skupinou templátu 
 (na rozdíl od méně specifických iontových interakcí a vodíkových vazeb), vazebná místa 
 jsou  umístěna  pouze  v kavitách.  Nevýhodou  tohoto  přístupu  je  ale  náročnější  přerušení 
 vazeb při extrakci templátu z polymeru (např. hydrolyticky) a také jejich vznik, je vhodná 
 jen pro omezené typy sloučenin (dioly, karboxylové kyseliny, aldehydy, ketony) [117]. Pro 
 větší jednoduchost a univerzálnost je tak nejvíce využíván nekovalentní přístup. 


Porogenní rozpouštědlo  zajišťuje  několik  úloh.  Jednak  podle  názvu  podporuje 
 fázovou  separací  vznik  pórů  a  tím  morfologické  vlastnosti  a  velikost  povrchu [115]. 


Z rozpouštědel s nižší rozpustností se polymer dříve separuje a vznikají větší póry a tím 
 nižší  celkový  povrch.  Porogenní  rozpouštědlo  je  však  také  důležité  jako  prostředí 
 umožňující interakce a stabilizující komplex templát-monomer [118]. Aprotické solventy 
 (acetonitril,  aceton) bývají preferovány, protože se neúčastní vodíkových vazeb a je tak 
 podpořena  interakce  výhradně  mezi  templátem  a  monomerem.  Naopak  polární  protická 
 rozpouštědla (methanol, voda, kyselina octová) potlačují existenci vodíkových vazeb, jsou 
 podpořeny spíše hydrofobní a iontové vazby a ztrácí se tak selektivita MIP [119]. 


Na  funkci  MIP  má vliv  také  míra  zesítění.  Vysoké  zesítění  tvoří  příliš  rigidní 
polymer  s nízkou  porozitou,  povrchem  a  možností  dávkování  většího  objemu vzorku,  a 
tedy nižší  sorpční  kapacitou. Na druhou stranu  málo zesítěný polymer nemá dostatečné 
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množství struktur a vazebných míst a jeho extrakční kapacita je také snížená. Velmi dobré 
 vlastnosti jako síťovací činidlo má ethylen glykol dimethakrylát [120]. Ve většině případů 
 je  polymerizace  radikálová,  volné  radikály  vznikají  z radikálového  iniciátoru  (např. 


azobisisobutyronitril) termálně nebo fotolyticky (UV). 


Polymerizace  může  probíhat  jednoduše  blokově  (ve  zkumavce),  kdy  vzniká 
 monolit. Vzniklý blok je nadrcen a oset na požadovanou velikost částic. Tato příprava je 
 stále nejrozšířenější pro svou jednoduchost, vzniklé částice polymeru ale nejsou pravidelné 
 a  při  drcení  a  osívání  dochází  k velkým  ztrátám  [117,  121].  Velmi  častá  je  také 
 polymerizace in situ, kterou je možné připravit monolitní kolonku přímo v plášti.  


Zejména pro chromatografické aplikace nejsou vhodné nepravidelné částice, které 
 se  navíc  nedají  ideálně  plnit  do  kolony,  kvůli  snížené  separační  účinnosti  a  vyššímu 
 zpětnému  tlaku.  Nabízí  se  množství  metod  pro  přípravu  jednotlivých  částic,  jako  jsou 
 suspenzní  polymerizace  pro  větší  částice  (až  desítky  mikronů) [122,  123],  precipitační 
 [124,  125]  a  její  modifikací  disperzní  polymerizací  vznikají  mikročástice  [126]. 


Publikovány  byly  také  práce  využívající  postupné  vícekrokové  bobtnání  (multi-step 
 swelling)  [127] a  emulzní  polymerizaci  core-shell  částic [128].  Volba  polymerizace  by 
 měla záviset na zamýšleném použití MIP a požadavcích na vlastnosti MIP částic. 


Nedílnou součástí přípravy MIP je extrakce templátu pro uvolnění kavit, která musí 
 být  kvantitativní.  V opačném  případě  může  docházet  stále  k uvolňování  analytu  a  tím 
 k nepřesným navýšeným výsledkům. Vhodné je intenzivní vymývání elučním solventem 
 (typicky  protická  rozpouštědla  s kyselinou,  např.  methanol  s kyselinou  octovou) 
 s hodnocením poklesu koncentrace templátu, často bývá využívána Soxhletova extrakce. 


Použitím strukturního analogu jako templátu místo analyzované molekuly se dá předejít 
falešně pozitivním výsledkům z uvolňovaného templátu [119]. Díky této inovaci mohly být 
připraveny  také  první  MIP  pro  mykotoxiny,  které  jsou  ve  stopových  množstvích  a 
uvolňování  templátu  by  poskytovalo  nepřesné  výsledky.  První  MIP  pro  OTA  připravil 
v roce 2001 Baggiani a kol. [129]. 
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Obr. 7: Příprava molekulárně vtištěného polymeru 


3.3.2.1  Hodnocení a charakterizace MIP 


Pro hodnocení vlivu vtištění a získané schopnosti rozpoznání požadované molekuly 
 se zároveň se vtištěným polymerem připravuje kontrolní polymer bez templátové molekuly 
 a tím jejího otisku, tzv, nevtištěný (NIP). Při studii vlastností a selektivity získaného MIP 
 je vždy test proveden paralelně s NIP, díky čemuž jsou odlišeny obecné vlastnosti a afinita 
 samotného polymeru a získané vlastnosti vtištěním. 


MIP  definuje  jeho  selektivita  daná  přítomností  kavit  a  vazebných  míst  po 
 templátové molekule. Pro kontrolu navázání templátové molekuly a následně dostatečné 
 extrakce  může  být  využito  porovnání  IČ  spekter,  kde  jsou  sledovány  pásy  templátové 
 molekuly při přípravě MIP a jejich zmizení po účinné extrakci. Pro zjištění míry selektivity, 
 tedy zvýšení afinity a sorpční kapacity v porovnání s NIP jsou prováděny vazebné studie. 


Podle  požadavků  na  extrakční  sorbent  je  volen  statický  adsorpční  test  nebo  dynamický 
 průtokový test. Míra vtištění, zvýšení selektivity a síly vazeb, určená jako poměr retenčních 
 faktorů za daných podmínek na MIP a NIP, je vyhodnocena jako „imprinting factor“ [130]. 


Pomocí adsorpčních izoterm (Freundlichova, Langmuirova) je popsána kinetika extrakce. 


Dále se také selektivita určuje porovnáním afinit ke strukturním analogům či podobným 
 interferencím cíleného analytu. MIP tak díky svým vlastnostem mohou velmi selektivně 
 vázat analyt z interferující matrice nebo být použity jako skupinově selektivní pro celou 
 skupinu látek. 


Další  důležitou  vlastností pro  každý  extrakční  sorbent  je  jeho  sorpční  kapacita 
udávaná v množství analytu zadrženého na hmotnost MIP. Ta je závislá také na pórovitosti 
(měření metodou sorpce plynu) a bobtnavosti polymeru v různých rozpouštědlech. Co se 
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týče  charakteru polymeru  a  morfologie  částic,  pomocí  elektronového  mikroskopu  je 
 pozorován povrch částic. Udávaná bývá také distribuce velikosti částic.  


3.3.3  Technika přepínání kolon (column-switching) 


Nevýhodou  klasického  manuálního  provedení  SPE  je  značná  časová  náročnost, 
 obsluha, spotřeba rozpouštědel a materiálu. Použití jednorázových kolonek sice zamezuje 
 přenosu z předchozí extrakce a je možné provádět paralelně desítku extrakcí, stále je však 
 zdlouhavá a náchylná k chybám.  


Na druhou stranu automatizované provedení SPE umožňuje vyšší opakovatelnost a 
 preciznost procesu, obzvlášť u velkého množství vzorků a rutinních analýz. Při vhodném 
 extrakčním  sorbentu  a  jeho  čištění  můžeme  extrakční  kolonku  používat  opakovaně 
 (podobně  jako  analytickou  kolonu),  v závislosti  na  náročnosti  vzorku.  Automatizace  je 
 možná  buď  pomocí  průtokového  systému [131,  132]  jako  on-line  provedený  nástřik 
 nashromážděného extraktu do dávkovací smyčky [133], nebo přímo on-line zapojením do 
 chromatografu a přepínáním mezi extrakční a separační kolonou.  


HPLC systém s přepínáním kolon vyžaduje kromě vícecestného selekčního ventilu 
 většinou také dvě pumpy, dávkovací a analytickou (podle vedení toku příslušné mobilní 
 fáze na extrakční kolonu nebo kolonu analytickou). Takový systém je více flexibilní než 
 použití pouze jedné binární pumpy, kdy tvorbou gradientu ze dvou složek zajišťujeme jak 
 promývací, tak separační mobilní fázi [110]. 


Nejběžněji využívanou extrakční metodou, vhodnou pro on-line zapojení, je SPE 
[133].  Nejčastěji  používané  sorbenty  pro  on-line  SPE  jsou  s reverzními  fázemi  jako 
analytická kolona, typicky C18. Vhodné je také zvážit použití slabší reverzní stacionární 
fáze než v separační dimenzi (např. C8 vs. C18), což může refokusací snížit rozmytí eluční 
zóny a chvostování píku.  
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Obr. 8: Off-line vs. on-line provedení SPE 


Optimalizace takového systému přináší spoustu komplikací a nových problémů ke 
 zvažování.  Hlavními  problémy  jsou  nepravidelnost  průtoku  během  tlakování  systému, 
 pulzace průtoku mobilní fáze po přepnutí ventilu, tzv. ghost pík (systémový) způsobený 
 přepnutím  ventilu, anebo oscilace  základní  linie  a  zkřížená  kontaminace  vzorků [134]. 


Primárně je potřeba často nadstandardní instrumentace, chromatografický systém s další 
 pumpou  pro  promývací  mobilní  fázi  a  selekčním  ventilem  pro  přepínání  toku  mezi 
 kolonami.  Dále  je  potřeba  zvažovat  výběr  kolon,  zejména  co  se týče  jejich  rozměrů, 
 mrtvého objemu a velikosti částic. Při přepínání ventilu dochází střídavě k průtoku mobilní 
 fáze jen jednou kolonou a propojení obou dimenzí, a tak toků mobilních fází. Pokud má 
 promývací mobilní fáze vysokou eluční sílu či SPE kolonka větší průměr než analytická 
 kolona, může docházet  k rozšiřování  elučních zón, a tak  rozmývání  separovaných píků. 


Příliš vysoký průtok či mrtvý objem extrakční kolonky zase způsobuje systémové píky.  


On-line  SPE-HPLC  pomocí  přepínání  kolon  je  oblíbená  technika  pro  zvýšení 
kapacity píku, preciznosti a citlivosti [12]. Je efektivní metodou pro přečištění vzorku od 
komplexních  matric.  Nabízí  také  nižší  spotřebu  rozpouštědel,  omezení  kontaktu  a 
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manipulace  s potenciálně  infekčním vzorkem,  zkrácení  času  přípravy  vzorku  a  tím  celé 
 analýzy. 


3.3.4  On-line MIP SPE 


MIP  jsou  ideální  pro  on-line  zapojení  v HPLC  díky  chemické  stabilitě  a  vysoké 
 extrakční  kapacitě  [119,  135].  Na  druhou  stranu  jsou  považovány  za  poměrně 
 komplikované, co se týče možnosti zapojení a dosažení kompatibility [110]. Extrakce na 
 MIP je vysoce optimalizovaný a selektivní postup, aby bylo dosaženo využití selektivních 
 interakcí  pro  analyt  a  potlačení  nespecifických  interakcí  přitahujících  také  interference 
 matrice.  Bohužel  při  automatizování  extrakce  na  MIP  a  on-line  propojení 
 s chromatografickou  metodou  dochází  k omezení  některých  kroků  kvůli  kompatibilitě 
 používaných  rozpouštědel  a  dostupné  instrumentaci.  Zpravidla  je  limitován  počet 
 promývacích  kroků  (rozpouštědel)  a  odpadá  vysušování  sorbentu  a  následná  aplikace 
 organického elučního rozpouštědla. Obecně je vývoj on-line MISPE-LC metody poměrně 
 komplikovaný proces, který ne vždy vede k požadované selektivitě extrakčního kroku [75, 
 136]. 


První  on-line  extrakci  na  MIP  v HPLC  publikoval  Bjarnason  et  al.  v roce  1999 
(stanovení  triazinových  herbicidů) [137].  Nicméně  v dostupné  literatuře  najdeme  pouze 
omezené množství aplikací on-line MISPE-HPLC, zejména těch, co se týkají mykotoxinů.  
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4.1  Komentář č. 1: Vývoj on-line SPE-HPLC metody pro stanovení mykotoxinů 
 ochratoxinu A a citrininu 


Cílem této práce bylo vyvinout jednoduchou a rychlou metodu vhodnou i pro rutinní 
 analýzu piv pro stanovení kontaminace mykotoxiny ochratoxin A (OTA) a citrinin (CIT), 
 které jsou produkovány stejnými druhy plísní a jejich společný výskyt je tak poměrně častý 
 [19]. Účinky obou jsou převážně nefrotoxické a navíc aditivní, problematika endemických 
 nefropatií způsobena kontaminovanou úrodou byla již dříve popsána [28].  


Pro analýzu mykotoxinů v komplexní matrici jako je pivo, které i při volbě citlivější 
 fluorescenční  detekce  obsahuje  množství  nativně  fluoreskujících  látek  (aminokyseliny, 
 vitamíny B a fenolické látky), bylo žádoucí zařadit krok izolace analytů z matrice. Dále je 
 vhodné mykotoxiny zakoncentrovat, protože se běžně vyskytují ve stopových množstvích 
 a například legislativní limit pro maximální povolený obsah OTA v alkoholických nápojích 
 je 2 µg/l [32]. Všechny tyto požadavky splňuje on-line provedení SPE pomocí systému 
 přepínání kolon. Na rozdíl od dávkování vzorku do HPLC přímo na chromatografickou 
 kolonu, kde by mohlo dojít k překročení kapacity, může být na extrakční kolonku dávkován 
 větší objem vzorku. Zde se analyty zakoncentrují a částečně oddělí od balastu matrice, než 
 jsou eluovány na vlastní separační kolonu. 


Oba mykotoxiny byly poměrně lipofilní a slabě kyselé látky, pro jejich extrakci tak 
 byla  zvolena  extrakční  kolonka  s  reverzními  fázemi  (Ascentis  Express  RP-C-18  guard 
 column, 5 × 4,6 mm s fused-core částicemi 2,7 µm) a okyselená mobilní fáze pro potlačení 
 jejich  ionizace.  Lipofilní  analyty  vykazovaly  vysokou  retenci  na  extrakční  kolonce  a 
 interferující látky z piva mohly být vymývány i 30% MeOH, aniž by byla snížená výtěžnost 
 analytů.  Následně  byly  zadržené  látky  eluovány  na  separační  kolonu  (Ascentis  Express 
 Phenyl-Hexyl,  100  ×  4,6  mm  s  fused-core  částicemi  2,7  µm),  kde  došlo  k  jejich  další 
 separaci od polárnějších interferencí matrice.  


Při  optimalizaci  metody  spojení  dvou  kolon  bylo  důležité  zajistit  kompatibilitu 
mobilních  fází  a  vlastnosti  samotných  kolon,  aby  nedocházelo  k  nestabilitě  toku  a 
turbulencím. Z toho důvodu mají obě kolony stejný průměr a velikost částic, které jsou 
povrchově porézní a oproti klasickým částicím vykazují nižší zpětný tlak. Díky tomu mohl 
být použit vyšší průtok v extrakční fázi (2 ml/min) pro urychlení analýzy. Optimalizována 
byla také promývací mobilní fáze, volba organické složky a její množství, doba promývání 
a naprogramování gradientu pro efektivní separaci interferencí a analytů, v celkovém čase 
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6 min. Vzorek piva mohl být  dávkován bez dalších úprav, při velikosti  nástřiku  100 µl 
 mohly být mykotoxiny značně zakoncentrovány. Vzhledem k použitému fluorescenčnímu 
 detektoru bylo potřeba nastavit excitační a emisní vlnové délky pro obě stanovované látky 
 společně, jako kompromis mezi maximy jejich spekter. Citrinin měl však asi dvakrát nižší 
 signál, proto také jeho limit detekce a lineární rozsah byl validován pro vyšší koncentrace. 


Validací  metody  byla  ověřena  opakovatelnost  a  preciznost  metody  (RSD  <  5  %), 
 s výtěžností 98,5-102,1 %.   


Metoda byla v praxi použita pro stanovení OTA a CIT ve 49 vzorcích piv, kromě 
klasických  ležáků  byla  v  zastoupení  také  tmavá  a  pšeničná  piva.  V  závislosti  na  jejich 
přípravě a surovinách byly pozorovány určité podobnosti. Například v tmavých pivech byly 
nižší hodnoty kontaminace, pravděpodobně kvůli pražení sladu při vyšších teplotách došlo 
k rozkladu, ke kterému při rmutování světlého sladu nedochází. Na druhou stranu u vzorků 
s vyšší stupňovitostí, tedy s vyšším obsahem sladu, který bývá do tmavých piv dodáván 
navíc jako světlý, byly  kontaminace opět  vyšší.  OTA byl  detekován ve všech vzorcích, 
i když většinou ve velmi nízkých koncentracích, CIT byl přítomný pouze ve 4 vzorcích, 
což odpovídá jeho nižší odolnosti vůči zahřívání. Přesto ani CIT není evidentně při vaření 
piva  degradován  kompletně.  Bohužel  kontrole  piv  není  věnována  dostatečná  pozornost, 
většinou jsou kontrolovány pouze vstupní suroviny a při vaření piva se předpokládá již jen 
snížení případné kontaminace. 
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4.2  Komentář  č.  2:  Využití  extrakce  na  molekulárně  vtištěném  polymeru  pro 
 stanovení mykotoxinu patulinu: srovnání off-line a on-line provedení  


Patulin  je  jedním  z  nejproblematičtěji  stanovovaných  mykotoxinů.  Jako  malá  a 
 velmi  polární  molekula  je  těžko  separovatelná  od  hydrofilní  matrice  ovoce  a  džusů. 


Konkrétně je pak potřeba separace od interferujícího 5-hydroxymethylfurfuralu, který jako 
 nežádoucí produkt degradace cukrů bývá u džusů také hodnocen jako známka kvality.  


Obr. 9: Mykotoxin patulin a jeho strukturně podobná interference 


Proto byl pro extrakci patulinu zvolen sorbent s odlišným retenčním mechanismem 
 než  běžně  využívané  reverzní  fáze  poskytující  nespecifické  hydrofobní  interakce. 


Molekulárně  vtištěné  polymery  (MIP)  za  optimálních  podmínek  selektivně  váží  pouze 
 analyt, ostatní nespecifické vazby s matricí jsou potlačeny.  


Tabulka  2:  Limitní  obsah  patulinu  pro  jednotlivé  jablečné  produkty  dle  evropské 
 legislativy, převzato z EC 1881/2006 [32] 


Patulin  Maximální limity 


(µg/kg) 
 Ovocné šťávy, rekonstituované koncentrované ovocné šťávy a 


ovocné nektary  50 


Lihoviny, jablečné víno a jiné fermentované nápoje získané z 


jablek nebo obsahujících jablečnou šťávu  50 
 Pevné výrobky z jablek, včetně jablečného kompotu a 


jablečného pyré určené k přímé lidské spotřebě  25 
 Jablečná šťáva a pevné výrobky z jablek, včetně jablečného 


kompotu a jablečného pyré, pro kojence a malé děti  10 
Jiné než obilné příkrmy pro kojence a malé děti  10 
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Cílem této práce bylo automatizovat SPE na selektivním MIP (MISPE) zapojením 
 extrakční  kolonky  naplněné  sorbentem  do  chromatografického  systému  s  přepínáním 
 kolon. Pro vývoj nové on-line MISPE-HPLC metody byl využit komerčně dostupný MIP 
 sorbent  selektivní pro  patulin  s  optimalizovaným  extrakčním  postupem.  Pro  srovnání 
 extrakční  účinnosti  a  zachování  selektivity  při  on-line  provedení  byla  paralelně 
 optimalizovaná  off-line  referenční  metoda,  která  zachovala  manuální  provedení  MISPE 
 podle  doporučeného  postupu  následované  HPLC  analýzou.  Vzhledem  k rozdílným 
 podmínkám byla chromatografická separace optimalizována pro každou metodu zvlášť. 


Optimalizace on-line MISPE vycházela z doporučeného extrakčního postupu. Pro 
 promývání a odstranění interferencí byly testovány také další pufry, 1% hydrogenuhličitan 
 sodný byl potvrzen jako nejlépe odstraňující interference matrice z MIP, nezvyšoval také 
 šum základní linie (zejména v oblasti eluce patulinu). Pro eluci patulinu z MIP sorbentu 
 nemohl být použit předepisovaný 100% ethylacetát, protože v chromatografickém systému 
 je eluční činidlo zároveň mobilní fází na analytické koloně. Ethylacetát má navíc vlastní 
 vysokou odezvu a i v menší koncentraci zvyšoval šum základní linie. Běžnou mobilní fází 
 obsahující  acetonitril  však  nebyla  eluce  patulinu  kompletní.  Experimentálně  byl  po 
 optimalizaci vybrán jako organická složka mobilní fáze 20:80 (v/v) ethylacetát – acetonitril 
 jako  kompromis.  Program  gradientové  eluce  pro  chromatografickou  separaci  byl 
 optimalizován  zvlášť  pro  off-line  i  on-line  metodu  vzhledem  k odlišenému  získanému 
 extraktu.  Současně  bylo  provedeno  porovnání  tří  různých  komerčních  MIP  sorbentů 
 extrakcí  jablečného  džusu  a  srovnáním  výsledných  záznamů.    Chromatogramy 
 přečištěného  džusu  vypadaly  vcelku  podobně,  nebyly  pozorovány  větší  odchylky, 
 selektivita MIP tří různých výrobců byla obdobná.   


Přes  jednoznačné  výhody  on-line  provedení  jako  je  plná  automatizace,  zkrácení 
 času analýzy vzorku, úspora rozpouštědel či omezení lidských chyb a kontaminace, přináší 
 tento  systém  své  limitace  jako  je  omezené  množství  kroků  promývání,  tedy  různých 
 rozpouštědel, které musí být navíc v uzavřeném systému kompatibilní, vynechání kroku 
 vysoušení sorbentu stejně jako odpaření a rekonstituce eluátu. V našem případě tak byla 
 částečně ztracena selektivita extrakce, při on-line provedení zůstávalo na MIP sorbentu více 
 interferencí  pravděpodobně  nepotlačenými  nespecifickými  hydrofobními  interakcemi. 


Nevýhodou  také  bylo  navýšení  limitu  detekce,  protože  eluát  nebyl  zakoncentrován 
odpařením a rekonstitucí v menším objemu, také dávkovaný objem pro analýzu byl nižší. 
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Správnost  metody  definovaná  jako  výtěžnost  byla  u  on-line  metody  také  horší, 
 pravděpodobně vlivem neodstraněné matrice. 


Pro  účinnější  odstranění  matricových  interferencí  byly  testovány  další  úpravy 
 vzorku  před  dávkováním  na  MIP  jako  okyselení  džusu,  precipitace  flavonoidů  pomocí 
 FeCl3, extrakce do diethyletheru. Žádný z těchto směrů nepomohl výrazně zlepšit účinnost 
 extrakce on-line MISPE. 


Obr. 10: On-line MISPE po přečištění patulinu a jablečného džusu extrakcí do diethyletheru 


Po  validaci  obou  metod  byla  pro  analýzu  reálných  vzorků  vybrána  metoda  
s off-line MIP extrakcí, protože měla lepší výtěžnost a citlivost, a byla tedy vhodnější pro 
přesná  stanovení  nižších  hladin  případné  kontaminace.  Automatizací  nebylo  docíleno 
očekávané  účinnosti  MISPE,  specifické  interakce  byly  částečně  potlačeny  nedodržením 
všech kroků optimálního postupu pro daný MIP. Vhodným řešením pro on-line provedení 
by  mohlo  být  připravit  nový  MIP,  testovaný  a  optimalizovaný  přímo  on-line 
v chromatografickém systému. 




    
  




      
      
        
      


            
    
        Odkazy

        
            	
                        
                    



            
                View            
        

    


      
        
          

                    Stáhnout nyní ( PDF - 70 Stránka - 1.34 MB )
            

      


      
      
        
  Související dokumenty

  
    
      
          
        
            Zobrazit Determination of Silybin in Blood Plasma Using High Performance Liquid Chromatography with Solid Phase Extraction
        
      

        Chromatogram sta- novenÌ celkovÈho silybinu (jednotliv˝ch diastereomer˘) ve vzorku plazmy dobrovolnÌka A po 2 hod od pod·nÌ jednÈ tablety Silymarinu (Favea) po

    
      
          
        
            View of “PI OF THE SKY” OFF-LINE EXPERIMENT WITH GLORIA
        
      

        This contribution summarizes the implementation and results from the first research level off-line demonstrator experiment implemented in GLORIA, which was based on data collected

    
      
          
        
            View of RESULTS FROM THE XENON100 EXPERIMENT
        
      

        XENON100 is the current phase of the XENON program, which aims to improve the sensitivity to dark matter interactions in liquid xenon (LXe) with two-phase (liquid/gas) time-

    
      
          
        
            Jakub Dolejˇs´ı
        
      

        Critical quench length (the quench ends on the ESQPT borderline) is marked with a black dotted line and the Heisenberg time is marked with a thick blue line.. The Heisenberg time is

    
      
          
        
            A hypoplastic constitutive model for clays
        
      

        The positions of the isotropic normal compression line and the critical state line correspond to the Modified Cam clay model, the Matsuoka–Nakai failure surface is taken as the

    
      
          
        
            AGGREGATION AND INTERMEDIATE PHASES IN DILUTE SPIN SYSTEMS L. Chayes Department of Mathematics UCLA R. Koteck´y Center for Theoretical Study Charles University, Prague and S.B. Shlosman Department of Mathematics, UCI
        
      

        Thus, if part of the phase boundary is ﬁrst order, we can envision a critical line of the uniform type of transition emanating from the uniform critical point and joining up with

    
      
          
        
            CLASSIFICATION OF VEGETATION ABOVE THE TREE LINE IN THE KRKONOŠE MTS. 
        
      

        Thus, our study aims at evaluation and comparison of  selected multispectral data with various spatial and spec- tral resolutions for land cover classification above the tree 

    
      
          
        
            Úplná strukturovaná bibliografie pro habilitační řízení Mgr. Zbyněk Heger, Ph.D. ResID-1973-2013, ORCID 0000-0002-3915-7270
        
      

        (2014)  Preconcentration  based  on  paramagnetic  microparticles  for  the  separation  of  sarcosine  using  hydrophilic  interaction  liquid  chromatography  coupled  with

      



      

    

    
            
                        
             Nahrajte své studijní materiály ke stažení všech dokumentů.

            
              

                        
  

                
            
            
        
        Nahrát
                

            Váš dokument bude obohacen, sdílen na 9PDF CZ, aby vám pomohl při studiu.

          

                    
      
  Související dokumenty

  
          
        
    
        
    
    
        
            complex impedances
        
        
            
                
                    
                    5
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            Application of pyrolysis process in processing of mixed food wastesBarbora Grycová, Ivan Koutník, Adrian Pryszcz, Miroslav Kalo
        
        
            
                
                    
                    5
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            1. Introduction AUTOMATICRECONSTRUCTIONOFROOFMODELSFROMBUILDINGOUTLINESANDAERIALIMAGEDATA
        
        
            
                
                    
                    10
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            EXTRACTION PROPERTIES OF 4-TETRA(HYDROXYPHENYL)BTPHEN IN LIQUID-LIQUID EXTRACTION SYSTEMS WITH CYCLOHEXANONE/OCTANOL OR IN A SOLID-PHASE EXTRACTION SYSTEM Ashfaq Afsar,
        
        
            
                
                    
                    12
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            CZECH TECHNICAL UNIVERSITY IN PRAGUE
        
        
            
                
                    
                    86
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            Estimation of Single-Gaussian and Gaussian Mixture Models for Pattern Recognition
        
        
            
                
                    
                    8
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            Czech Technical University in Prague
        
        
            
                
                    
                    314
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

          
        
    
        
    
    
        
            Dispersion errors for wave propagation in thin plate due to the finite element method
        
        
            
                
                    
                    4
                

                
                    
                    0
                

                
                    
                    0
                

            

        

    


      

      


              
          
            
          

        

          

  




  
  
  
    
      
        Společnost

        	
             O nás
          
	
            Sitemap

          


      

      
        Kontakt  &  Pomoc

        	
             Kontaktujte Nás
          
	
             Feedback
          


      

      
        Legal

        	
             Podmínky Použití 
          
	
             Zásady Ochrany Osobních Údajů
          


      

      
        Social

        	
            
              
                
              
              Linkedin
            

          
	
            
              
                
              
              Facebook
            

          
	
            
              
                
              
              Twitter
            

          
	
            
              
                
              
              Pinterest
            

          


      

      
        Získejte naše bezplatné aplikace

        	
              
                
              
            


      

    

    
      
        
          Školy
          
            
          
          Témy
                  

        
          
                        Jazyk:
            
              Čeština
              
                
              
            
          

          Copyright 9pdf.info © 2024

        

      

    

  




    



  
        
        
        
          


        
    
  
  
  




     
     

    
        
            
                

            

            
                                 
            

        

    




    
        
            
                
                    
                        
                            
  

                            

                        
                            
  

                            

                        
                            
  

                            

                        
                            
  

                            

                        
                            
  

                            

                    

                    
                        

                        

                        

                        
                            
                                
                                
                                    
                                

                            

                        
                    

                    
                        
                            
                                
  

                                
                        

                        
                            
                                
  

                                
                        

                    

                

                                    
                        
                    

                            

        

    


