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Nazev diplomové prace: Stanoveni mykotoxinu citrininu pomoci on-line SPE HPLC na

molekularné vtisténych polymerech

Cilem této prace bylo vytvofit rychlou metodu pro stanoveni mykotoxinu citrininu
(CIT) za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a techniky pfepinani
kolon v kombinaci s on-line extrakci na pevné fazi (SPE) na molekularné vtisténych
polymerech (MIP). Nejvhodnéjsi sorbent pro selektivni extrakci byl vybran ze Sesti
nové nasyntetizovanych MIP po vyhodnoceni jejich vazebné kapacity a selektivity.
Selektivita byla testovana porovnanim molekularné vtisténych a nevtisténych polymert
a schopnosti polymeru selektivné oddé¢lit citrinin od interferenci z testovaného vzorku.
Nejlepsim  sorbentem MIP (funkéni monomer metakrylamidu s porogenem
acetonitrilem) byla naplnéna predkolona (20 x 3 mm) a zapojena do systému pifepinani
kolon HPLC. Na tento chromatograficky systém byly davkovany tfi rizné typy matric
(extrakt z potravnich doplikd, cervené fermentované ryze a obilovin). Déavkovany
objem vzorku 50 pl byl na MIP extrakéni piedkoloné¢ promyvan od interferenci
methanolem / 0,5% vodnym roztokem kyseliny octové v poméru 25:75 (v/v), pii
pritoku 1 ml/min po dobu jedné minuty. Po pfepnuti ventilu byl analyt eluovan
z kolony MIP na chromatografickou kolonu Kinetex® Biphenyl (100 x 4,6 mm, 5 pm
¢astic) promyvanou mobilni fazi sestavajici z acetonitrilu / 0,5% kyseliny octové, ktera
protékala kolonou rychlosti 1 ml/min za gradientové eluce. Fluorimetrick4 detekce byla
nastavena na vinové délky Ex 335 nm a Em 500 nm. Celkovy cas analyzy vzorku
véetné on-line extrakce byl 9,5 minuty. Limit kvantifikace pro tuto metodu byl 5 pg/kg
pro matrici obilovin a 25 pg/kg pro matrici cervené fermentované ryze a dopliiky stravy

vyrobené z Cervené fermentované ryze. CIT byl analyzovéan celkem v 9 vzorcich, z toho



6 vzorkl byly dopliky stravy voln¢ dostupné na ¢eském trhu. Namétend mnozstvi CIT
v potravnich dopliicich byla nizka, ve vétSiné piipadi pod limitem detekce nebo limitem
kvantifikace, a proto vSechny vzorky vyhovély nejvyssimu povolenému limitu pro

vyskyt CIT v doplicich stravy.

Kli¢ova slova: HPLC, MIP, on-line MIP, citrinin, ¢ervend fermentovana ryze



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Bc. Aneta Kholova

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

Title of Diploma Thesis: Determination of mycotoxin citrinin using on-line SPE HPLC

on molecularly imprinted polymers

The aim of this work was to develop a fast method for mycotoxin citrinin (CIT)
determination using high performance liquid chromatography (HPLC) and column
switching technique in combination with on-line solid phase extraction (SPE) based on
citrinin-selective molecularly imprinted polymer (MIP). The most suitable sorbent for
selective extraction was chosen from six newly synthetized MIP after evaluation of their
binding capacity and selectivity. Selectivity was tested by comparing molecularly
imprinted and non-imprinted polymers and the ability of the MIP polymer to selectively
separate citrinin from interferences of the test sample. The best MIP (functional
monomer of metacrylamide with porogen acetonitrile) was filled into pre-column
(20 x3mm) and connected to HPLC column-switching system. Three different
matrices were injected to chromatographic system. 50 pl of the sample was injected
onto MIP extraction column and washed out of interferences with methanol / 0.5%
water solution of acetic acid in a ratio of 25:75 (v/v) at a flow rate of 1 ml min™ for
1 minute. After the valve switched, analyte was eluted from the MIP column to
a Kinetex® Biphenyl (100 x 4.6 mm, 5 pm particle) chromatographic column by
mobile phase consisting of acetonitrile / 0.5% acetic acid, which flowed through the
column at a flow rate of 1 ml min" for separation by gradient elution. Fluorimetric
detection was set at wavelengths Ex 335 nm, Em 500 nm. Total sample analysis time
including on-line extraction was 9.5 min. The method limit of quantification was
5 ng kg for cereal matrix and 25 pg kg™ for red yeast rice and food supplements based

on red yeast rice. CIT was analyzed in 9 samples of which 6 samples were food



supplements available on the Czech market. The measured amounts of CIT in food
supplements were low. In most cases even below the detection or quantification limit.

Therefore, all samples met the maximum limits for CIT in food supplements.

Keywords: HPLC, MIP, on-line MIP, citrinin, red yeast rice
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Seznam zkratek

AFBI
CIT
DAD
DLLME
EFSA
ELISA
FD
HPLC
IARC
[UPAC
LC

LLE
LOD
LOQ
MEKC
MIP
MISPE
MS

NIP
NOAEL
OTA
PP
QuEChERS
RASF

RP

Aflatoxin B1

Citrinin

Photodiode-array detector

Dispersive liquid-liquid microextraction
European Food Safety Autority

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fluorescencni detektor

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
International Agency of Research on Cancer
International Union of Pure and Applies Chemistry
Kapalinova chromatografie

Liquid-liquid extraction

Limit detekce

Limit kvantifikace

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
Molecularly imprinted polymer

Molecularly imprinted solid-phase extraction
Hmotnostni spektrometr

Non-imprinted polymer
No-Observed-Adverse-Effect Level

Ochratoxin A

Protein precipitacion

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Rapid Alert System for Food and Feed

Reverzni faze
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SDLLME

SPE

TRL

UHPLC

USE

Uuv

Single drop liquid-liquid microextraction
Solid phase extraction

Time-resolved luminiscence

Ultrata¢inna kapalinova chromatografie
Ultrazvukova extrakce

Ultrafialové svétlo
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1. Uvod

Citrinin patii mezi mykotoxiny, které jsou obecné povazovany za hlavni
kontaminanty potravin. Jedna se o sekundarni metabolity mikroskopickych hub - plisni.
Kontaminuji dlouho skladované jidlo a mohou mit velmi zavazné, avSak rozdilné
toxické ucinky jako je nefrotoxicita, hepatotoxicita a cytotoxicita. Tim jsou velmi
nebezpecné jak pro lidi, tak pro zvifata. Citrinin nalezneme hlavné v uskladnéném
obili, ale mize byt ptitomny i v nahnilém ovoci a zelening, ceredliich, ryzi, ofeSich
a daldich plesnivych potravinach. Casto se nachazi spoledné s ochratoxinem A.
Mykotoxiny jsou vSeobecné velmi stabilni a perzistentni v zZivotnim prostiedi, odkud se

mohou dostavat ptes rostlinnou a zivocisSnou produkci zpét do potravin.
Pro jejich kontrolu je nutné vyvijet citlivé, rychlé a ptfesné analytické metody,
avSak zabranit vyskytu toxin v potravindch neni mozné i pies dodrzovani veskerych

technologickych postupt. Z tohoto divodu je nutné kontrolovat, zda nejsou

piekraCovany normami nafizené limity a hranice.
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2. Cil a zadani prace

Tato diplomova prace si klade za cil vytvofit citlivou a selektivni metodu pro
analyzu citrininu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s on-line extrakci na
pevné fazi (SPE). Cilem prace bylo optimalizovat podminky extrakce na nove
syntetizovanych molekularné vtisténych polymerech (MIP), vybér stacionarni a mobilni
faze pro separaci a vhodnych parametra pro detekci citrininu z riznych typt potravin,
kde se citrinin miize vyskytovat. Metoda byla vyvijena pro tfi druhy potravinovych
matric: Cistd Cervena fermentovand ryze, dopliky stravy na sniZeni cholesterolu
vyrobené z Cervené fermentované ryze a obilniny. V téchto tfech matricich se vyskyt
citrininu ocekava nejvice.

Citrinin bylo tifeba nejprve vyextrahovat z pevné matrice do organického
rozpoustédla, a pak selektivné stanovit pomoci on-line MIP-SPE-HPLC piimo v jednom
kroku, a to vlozenim extrak¢ni kolonky ptfed samotnou analytickou kolonu v systému
piepindni kolon. Tak bylo dosazeno podminek on-line extrakce, vymyti interferujicich

latek a nésledné eluce citrininu na analytickou kolonu a jeho fluorimetrické detekce.

13



3. Teoreticka Cast

3.1. Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované organismy z fise
hub. Chemicky se jedna o nizkomolekularni organické latky. Nejcastéjsim producentem
jsou mikroskopické vlaknité houby, neboli plisné. V dnesni dobé je znamo vice nez 350
druhli toxigennich plisni, které mohou tvofit jeden i vice druhi mykotoxint. Casto

1 naprosto odli$né druhy plisni mohou produkovat chemicky totoZnou strukturu toxinu.

vvvvvv

staly fenoménem 20. stoleti. Mohou se vyskytovat na riznych potravinach, ovoci,
krmivech pro zvirata, atd.. Nékteré druhy mohou byt pro zivé organismy neskodné, ¢i
uzite¢né a Clovek se je naucil vyuzivat pro svlij prospéch, jako jsou naptiklad Slechténé
syry nebo antibiotické ucinky rodu Penicillium. Jiné druhy maji ovSem rozmanité
nezadouci u¢inky na organismus. Plsobeni mykotoxinli a jejich Skodlivost zavisi na
jejich typu, dobé€ intoxikace 1 na stavu postizen¢ho. Podle mista expozice mykotoxinu se
projevuji hepatotoxické, hemoragické, neurotoxické, cytotoxické, nefrotoxicke,

imunotoxické, teratogenni, genotoxické, karcinogenni a dalsi ucinky.

Nejvyznamnéj$imi producenty mykotoxini jsou rody Aspergillus, Penicillium
a Fusarium. Plisn¢ jsou v dneSnim svété naprosto bézna soucdst okolniho prostredi
a staly se globalnim problémem. Mohou se nachdzet v krmivech a potravinach
rostlinného ptivodu, coz jsou hlavné obiloviny a vyrobky z nich. Zabranéni této
kontaminace neni jednoduché. K vyskytu mykotoxinti na zemédélskych produktech
dochazi v disledku nepfiznivych teplot a vlhkosti pti sklizni, skladovani, pfepravy

a dalsim zpracovani.

Mezi hlavni skupiny mykotoxinli patii aflatoxiny, ochratoxiny, namelové

alkaloidy, citrinin, patulin a toxiny rodu fusarium [1].
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3.2. Citrinin

Molekulova hmotnost: 250,25 g/mol
Sumarni vzorec: Ci13H1405
Nazev IUPAC: (3R,3S)-6-hydroxy-3,4,5-trimethyl-8-0x0-3,4-

dihydroisochromene-7-carboxylic acid

Strukturni vzorec:

CH, CH,

Obr. 1: Molekula citrininu [2]

Citrinin patii mezi mykotoxiny produkované rody plisni Penicillium, Aspergillus
a také Monascus. Dalsi ze starSich ndzvi jsou monascidin A, antimycin ¢i citriain. Tyto
plisné mizeme nalézt v ovoci a zelenin€, v rliznych druzich cerealii, ryzi, pSenici,
jec¢menu, kukufici, Zitu a dalSich obilovinach a vyrobcich z nich [3]. Citrinin byl jednim
z mnoha mykotoxini objevenych Hetheringtonem a Raistrickem v roce 1931. Byl
izolovan z kultury Penicillium citrinum z ryze, a proto byl spojovan s onemocnénim

zluté ryZze v Japonsku a nasledné pro svou barvu nazyvan "yellow rice" toxin [3, 4].

Citrinin je produkovan nejméné dvandacti druhy Penicillium. Jak P. citrinum, tak
také P. camembertii - pouZivany v syraiském primyslu, P. verrucosum - produkuje také
ochratoxin A. Déle je potvrzena produkce nékterymi druhy rodu Aspergillus - A. terreus
a A. niveum. Z rodu Monascus patii mezi nejvyznamnéj$i druhy Monascus purpureus

a Monascus ruber, které se pouzivaji k tvorbé cervenych pigmentt [3].
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Z chemického hlediska se jedna o derivat fenolu, polyketid s konjugovanymi
vazbami a planarni strukturou, diky které vykazuje silnou fluorescenci pod UV zafenim
(250, 331 nm) jak v roztoku, tak i v pevném skupenstvi [5, 6]. Tato sloucenina
krystalizuje pti pH 4,6 jako citronové zluta latka bez zdpachu a pti pH 9,9 jako tfesiiove
cervend. Latka je lipofilni a tepelné nestabilni. V suchém prostfedi mé teplotu tani
175 °C, ale v ptitomnosti vody je nestabilni a teplota tani se snizi na 140 °C [7]. Citrinin
je nerozpustny ve vod€, ovSem velmi dobfe rozpustny v polarnich organickych
rozpoustédlech, jako jsou methanol, acetonitril, ethanol a v fedénych roztocich

hydroxidu sodné¢ho nebo uhli¢itanu sodného [8].

Struktura je schopna vytvaret cheldtové komplexy a mlze byt degradovana
kyselym nebo alkalickym roztokem a zahfivanim. Citrinin se rozklada pii teploté
175 °C a v bezvodém prostiedi se pii této teploté zaroven detoxikuje. V piipade, Ze se
v okoli molekuly vyskytuje voda, rozklad4 se na slouceniny citrinin H1 a citrinin H2.

Citrinin H1 vznika reakci dvou molekul citrininu pfi teploté 100 °C. Citrinin H2 vzniké

Citrinin Citrinin H,
. i '
OIS (5
H H
O o ? J
C} .-..‘_“‘I D 5 HG "-'.-,‘

Citrinin H,

Obr. 2: Schéma rozpadu citrininu [9]
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3.2.1. Toxikologie citrininu

Po objeveni byl citrinin studovan jako antibiotikum, ale pro znacné vedlejsi
toxické ucinky bylo od jeho dalsiho zkoumani pro farmaceutické vyuziti upusténo [9].
Mezi hlavni obory studia toxicity citrininu patii akutni toxicita, nefrotoxicita,
hepatotoxicita, genotoxicita a karcinogenita. Dale v mensi mife i teratogenita

a mutagenita.

NejvyznamnéjSim cilovym orgdnem pro citrinin jsou ledviny. Tam probiha
zaroven 1 eliminace cizorodé¢ latky a proto je az 75 % citrininu vylouc¢eno moc¢i. Akutni
toxicita se projevuje dusnosti, snizenim krevniho tlaku ¢i akutni myokarditidou. Dal§imi
cilovymi organy jsou jatra a kostni dien. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny
(IARC) fadi citrinin do tfeti skupiny karcinogenli, tedy mezi karcinogeny

neklasifikované [11].

Mechanismus U¢inku toxicity citrininu neni jesté zcela objasnén, na rozdil od
ostatnich mykotoxinti. V jedné studii bylo potvrzeno, Ze toxicita citrininu probihd na
bunééné urovni, kdy je spustén obranny mechanismus bunky. Citrinin vyvolava rychlou
aktivaci promotort GRE2 a SOD2 reagujicich na stres. Reakce je zavislda na davce
a koncentraci latky. Citrinin tedy zplisobi expresi antioxida¢nich kédujicich gent
a bunka aktivuje obranné drahy oxidacniho stresu a zacne produkovat reaktivni formy
kysliku, které nasledn¢ plsobi na organismus toxicky a miize zpisobit az nekrozu

epitelu [12].

V jinych studiich byl citrinin zkouméan z odliSného pohledu. Béhem své
pfitomnosti v ledvinach naruSuje propustnost membran proximdlnich tubuli a tim
ovliviiuje prichod vépennych iontl v mitochondriich. Tento mechanismus mize byt
ptfi¢inou vzniku adenomd, histopatologickych zmén i1 nekrdzy rendlnich tubult. Dale
miliZze inhibovat syntézu DNA a RNA v bunééném jadru nebo stimulaci uvoliiovani

cytochromu c a aktivaci kaspaz indukovat apoptozu bunky [13, 14].

3.3. Legislativa a kontrola

V Ceské republice ma na starosti kontrolu piftomnosti mykotoxini
v potravinach Statni zemédélska a potravinaiska inspekce (SZPI), ktera své vzorky

posild k analyze do Nérodni referencni laboratofe pro mykotoxiny. Laboratof se musi
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fidit zdkony vydanymi Evropskou unii, pfesnéji Evropskym ufadem pro bezpecnost
potravin (EFSA): ¢.1881/2006, ¢.1126/2007, ¢.105/2010, ¢. 165/2010, ¢.219/2014.
Pokud se objevi nadlimitni mnozstvi mykotoxinu v né¢jakém vzorku, musi podat
laboratot hlaseni do Systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF: Rapid
Alert System for Food and Feed). Tento systém slouzi k ohlaseni rizikovych potravin za

ucelem stazeni z ob&éhu a spoleéného evropského trhu [15].

Pro mykotoxiny plné prostudované jiz existuji podrobné limitni koncentrace
v riznych potravinach a napojich. AvSak pro citrinin zatim neexistuji pfesné krajni
hodnoty. EFSA ma pouze pro latky s genotoxickymi a karcinogennimi G¢inky obecné
ptedpisy z roku 2012 o mife vystaveni dané latce a charakteristice miry rizika. Pro
citrinin jsou ale velmi omezend data, a proto mohl byt spoCitdn pouze orientacni
maximalni denni pfijem. Citrinin je nefrotoxicky a z 90denni studie na krysach byla
zjisténa hladina orientacniho maximalniho denniho piijmu, u které¢ho jesté¢ nebyly
pozorovany zadné nezadouci ucinky (NOAEL), tedy 20 pg/kg télesné hmotnosti u krys.
Po piepocitani na clovéka vychdzi tento limit na 0,2 pg/kg télesné hmotnosti denné

[15, 16].

V roce 2014 doslo k posunu a byly vydany maximalni limity pro citrinin
v dopliicich stravy na bazi ryze fermentované Cervenymi kvasnicemi Monascus

purpureus [17].

Tabulka 1: Maximalni limit pro citrinin [17]

Citrinin Maximalni limity (pg/kg)

Dopliky stravy na bazi ryze fermentované
pInky Y Yy 5 000

cervenymi kvasnicemi Monascus purpureus

3.4. Uprava vzorku

U témet kazdého biologického ¢i potravinového vzorku je tfeba pfed analyzou
provést upravu a selektivni izolaci analytu z matrice. Pii upravé dojde
k zakoncentrovani, izolaci a ptreciSténi od balastnich latek. Tato uprava je nejrizikovejsi

casti celé analyzy vzorku a velice Casto zplsobuje chyby a ztraty analytti. OvSem tento
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krok mize velmi zvysit selektivitu analyzy. K Upravé vzorku se nejcastéji pouzivaji
ruzné extrakéni metody, u kterych je vyhoda, ze je lze z velké ¢asti automatizovat.
Konvenéni techniky tipravy vzorku na principu Liquid-Liquid Extraction (LLE), Solid-
Phase Extraction (SPE) a Protein Precipitation (PP) jsou stdle nejcastéji pouzivané

metody v rutinnich laboratofich.

PP je tradi¢ni technika pro upravu vzorkll biologickych materiali. Jde
o nejrychlejsi, nejjednodussi a nejlevnéjsi techniku. Je vhodnd pro hydrofilni 1 pro
hydrofobni latky. Principem metody je vysrdzeni proteind, které by naruSovaly
naslednou separaci. OvSem nevyhodami jsou nizka selektivita a Castd pfitomnost

matricovych efektti u LC-MS [18].

LLE je jedna z prvnich popsanych extrakénich metod. Extrakce analytu probiha
z vodného roztoku vzorku do rozpoustédla nemisitelného s vodou. Vyhodami jsou sice
jednoduchost a nenaro¢nost na provedeni, ale tato technika je velmi ¢asové ndrocna
a s vysokou spotfebou organickych rozpoustédel. Ta se vSak d& pomoci
mikroextrakénich postupii zna¢né redukovat az na mikrolitrové objemy jako napf.

u techniky ,,single drop liquid-liquid microextarction” (SDLLME).

SPE extrakce je jedna z nejpouzivangjSich technik v analytickych laboratotich
vSech zaméieni. Jedna se o univerzalni metodu s dobrou vytéznosti a nizkou spotiebou
organickych rozpoustédel. Pfi prvnim kroku dochédzi soucasné¢ k zakoncentrovani
a preCisténi extraktu. Selektivita metody zavisi na rozdilné afinité¢ matrice a analytu
k pouzité SPE kolonce. Velkou vyhodou této metody je moznost jeji automatizace. Lze

jiprovadet jak v off-line, tak 1 v on-line zapojeni.

3.5. On-line SPE HPLC

Techniky on-line extrakénich metod umoznuji nastiik neupravovaného vzorku
pifimo na predkolonu chromatografického systému. Tento moderni trend spojeni
extrakéni techniky a chromatografické separace do jednoho kroku je ve vysledku jedna
z nejrychlejSich a nejptesnéjSich metod. Diky pfimému davkovani na kolonu odpada
rizikovd manipulace s nebezpecnym a toxickym materidlem a riziko ztraty vzorku.
Dalsi vyhodou je zvySend produktivita, a proto i niz§i naklady ptfipadajici na jeden

vzorek.
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V této praci byla pouzita technika pfepinani kolon k vyvoji metody on-line SPE
ve spojeni s HPLC (viz obr. 3).
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EXTRAKCNI PREDKOLONA EXTRAKENT PREDKOLONA
Ventil - poloha A Ventil - poloha B

Obr. 3: Schéma ptepinani kolon [19]

Ventil v poloze A: V prvni poloze je vzorek davkovéan na extrakéni prfedkolonu v on-
line SPE zapojeni spolecné s elucné¢ slabou mobilni fazi. Analyt se na piedkoloné
zachyti, zakoncentruje a piecisti od interferujicich slozek matrice. Vyhodou je, ze lze
davkovat velké objemy vzorki, az do doby, nez bude napIlnén objem davkovaci smycky
¢1 sorpcni kapacita kolony. Pfi ddvkovani mililitrovych objemt je pak mozné ziskat

znacné zakoncentrovani analytu v porovnani s klasickym mikrolitrovym davkovanim.

Ventil v poloze B: Po pfepnuti ventilu dochézi ve druhé poloze k eluovani zachyceného
analytu pomoci eluéné silné mobilni faze z predkolony na analytickou kolonu. Zde

dochazi k vlastni separaci a dale je signal zachycen na detektoru.
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3.6. Molekularné vtisténé/otisténé polymery (MIP)

Mezi moderni techniky pro upravu vzorku pfed analyzou na bazi SPE patii
vysoce selektivni, jednoduchd a robustni metoda molekularné vtisténych polymera
(MIP), ptedurcend pro analyzu ur€ité latky nebo skupiny strukturnich analogii. MIP jsou
stabilni a vhodné k odd¢leni a analyze komplikovanych vzorkl jak chemickych, tak
biologickych, a proto jsou povazovany za vSestrannou a slibnou moderni technologii.
Jejich moZzné vyuziti je na biologické tekutiny obsahujici aminokyseliny, proteiny,
nukleotidové kyseliny, dale vzorky zivotniho prostfedi, polutanti, drog a potravin

[20, 21].

Princip syntézy je zalozen na nekovalentnich vazbach mezi analytem
(templatem) nebo latkou strukturné podobnou analytu, dile mezi funkénim monomerem
a sitovacim ¢inidlem. Kritickym bodem pro vyslednou selektivitu pii vyrobé polymerta
jsou spravné zvolené pomery mezi templatem a monomerem. Nekovalentni vazby jsou
zodpovédné za vyvazani templatu ze sit¢ MIP. Po odstranéni templatu z polymerni
matrice se na vazebnd mista selektivné vaze jen testovany analyt, nebo jemu strukturné

podobné latky.

*®> s — %
Funkéni

monomery Komplex templat-monomer

Muolekula
templatu

Polymeracni

A j proces
| Odstranéni

. templétu
(9 PR ; A j
“-\.__‘___‘_
% s
Polymerni matrice

Obr. 4: Schéma molekularniho vtisténi [20]



Existuji rGzné zpasoby ptipravy MIP sorbentd. Nckteré z téchto
polymeriza¢nich metod jsou: objemové, suspenzni, precipitacni, in situ ¢i vicestupfiové

bobtnani [21] (viz tab. 2).

Vzhledem k vysoké selektivité jsou MIPs vyuzivany v riznych oblastech
analytické chemie jako jsou senzory, kapilarni chromatografie, separace enantiomeri
a zejména v piipravé vzorkl. V dne$ni dobé se MIP zacinaji pouzivat do on-line SPE
zapojeni v chromatografickych predkolonach [21], avSak pocet téchto praci je prozatim

pomérné maly.

Tabulka 2: Stru¢né shrnuti metod vyroby MIP [21]

Typ polymerizace Vyhody Nevyhody
Blokova (Bulk) Jednoduché, bez potteby Casové naroéné kvuli
specialni instrumentace drceni, prosévani a plnéni

kolon. Nepravidelné tvary
a velikosti ¢astic. Nizka

ucinnost.

Suspenzni (Suspension) | Kulové Castice, Neslucitelnost s vodou,
reprodukovatelnost, rozsdhlé¢ | vyzaduje specifické

vyuziti povrchové aktivni latky

Vicestupiiové bobtnani Monodisperzni kapky Slozité postupy a reakcni

(multi-step swelling) s kontrolovanym primérem. | podminky, vyzaduje

Vynikajici ¢astice pro HPLC. | vodnou emulzi

Precipitace Vtisténé mikrokulicky, Spotieba velkého mnozstvi

(Precipitation) jednotné velikost, vysoké templatu a vysoky fedici
vytézky. faktor

Povrchova (Surface) Monodisperzni vytézek, Slozity systém, zdlouhavy
tenka vrstva proces
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In situ Jednokrokové, in situ proces, | Vyzaduje rozsahlou

relativné levna a porézni optimalizaci pro rtizné
struktura. druhy templatu

Sol-gel PohodIné a vSestranna Obtizné a pomalé
metoda pro stejné porézni navazovani

povrchy, vysoka tepelna a

chemicka stabilita

Hodnoceni uspéSnosti zachytu analytu na sorbentu MIP se provadi pomoci

selektivity, koeficientu selektivity, sorp¢ni kapacity a specifické sorp¢ni kapacity.

Sorp¢ni kapacita se testuje za pouziti riznych rozpoustédel a vyjadiuje jaké
maximalni mnoZstvi analytu je schopen sorbent zadrzet na 100 mg polymeru.
Specifickd sorpéni kapacita je parametr popisujici rozdil sorp¢nich kapacit mezi MIP
aNIP. Typ rozpoustédla, které je pouzito pii piipravé muize ovliviiovat bobtnani

polymeru a tim i jeho sorp¢ni kapacitu.

Selektivita MIP se zjistuje za pomoci strukturné podobnych latek. Pokud dojde
k zachytu cilového analytu, ale jina, strukturou podobna latka zachycena nebude, jedna

se o velmi selektivni MIP. Koeficient selektivity se spocitda pomoci vzorce:

sorpcni kapacita MIP L, L.
= — - o>1 udava selektivitu
sorpcni kapacita NIP

3.7. Vyuziti on-line MISPE HPLC v analyze

mykotoxinu

Vyuziti on-line zapojeni MISPE do HPLC k analyzovani mykotoxind neni zatim
ptili§ casté. Jsou vyvinuty komeréni MIP sorbenty pro patulin, fumonisin, ochratoxin
A, zearalenon a jiné dal$i mykotoxiny. OvSem Zadné z téchto komerc¢nich sorbentl
nejsou bézné pouzivany v on-line zapojeni. Pouze na Farmaceutické fakulté v Hradci

Kralové byla pouzita tato technika ve studii on-line MISPE pro stanoveni patulinu
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v jablecnych napojich [19] a on-line MISPE pro stanoveni zearalenonu v pivu [22].
Mal¢é rozsiteni on-line MISPE-HPLC techniky je pravdépodobné zpiisobeno slozitou
optimalizaci extrakéniho kroku, a také pouzivanim extrak¢nich ¢inidel nutnych pro
zachovani selektivity MIP, kterd jsou hife kompatibilni s HPLC systémem

(napf. ethylacetat, aceton, uhli¢itan sodny aj.).

3.8. Metody stanoveni citrininu

Vyvoj analytickych metod pro stanoveni mykotoxinli a také 1 citrininu je
predmétem neustalych inovaci. Cilem je vyvijet metody, které jsou rychlé, jednoduché,
spolehlivé a vysoce citlivé 1 pro stopové koncentrace. Duraz je kladen na cenu,
automatizaci a na multi-rezidualni metody pro stanoveni n¢kolika analyti najednou,

protoze v ptirod¢ je vétSina potravin kontaminovéana né€kolika toxiny najednou.

Obecné¢ Ize metody pro stanoveni citrininu rozdélit na imunochemické
a chromatografické. = Mezi  imunochemické  metody patii  Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) a Radio Immunosorbent Assay (RIA).
Chromatografické metody, které se vyuzivaji ke stanoveni citrininu jsou: tenkovrstva
chromatografie (TLC), plynova chromatografie (GC), vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) a ultra Gi¢inna kapalinova chromatografie (UPLC).

Ptred dvaceti lety byla nejCastéjsi metodou stanoveni citrininu metoda HPLC.
Avsak od té doby doSlo v analyze citrininu k velkému posunu. Tyto metody byly
postupné¢ nahrazovany piesnéjSimi metodami. Nejprve se dostaly na vrchol
imunochemické metody jako ELISA, ale nyni i ony ustupuji pfed modernimi
biosenzory. Mezitim se modernizovala 1 HPLC na UHPLC a ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii patii nyni k nejcitlivéj§im metodam. Pro stanoveni citrininu
zistdvd dominantni fluorescencni detektor z divodu velmi vyrazné ptirozené
fluorescence citrininu. K velkému posunu doslo i1 ve vyvoji elektromigra¢nich metod,

kde je velmi pfinosné spojeni s chromatografii, a toho vyuZiva nova metoda MEKC.
Velkym vyvojem proSly 1 moZnosti v nejrizikovéjsi ¢asti celé analyzy vzorku -
metody extrakce a upravy vzorki. DoSlo k vylepSeni imunoextrakci, enzymovych

extrakci a mikroextrakci, vcetné¢ velmi selektivni metody molekuldrné vtisténych

polymerti.
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V nasledujicim prehledu (tabulka 3) jsou uvedeny nékteré moznosti stanoveni
citrininu véetné¢ pouzité separace a limith detekce, které byly pouzity za danych

podminek.
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Tabulka 3: Pfehled metod stanoveni mykotoxinu citrininu

Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, LOQ | Citace
CIT Syry - HPLC TRL, terbium 2%10°M [23]
(OTA) Kolona C18 Inertsil OSD-2 (4,6 x 250 mm, Sum),
isokraticka eluce, methanol/voda (70:30)
s hydroxidem tretrabutylamonnym (1 mM)
CIT Kukufice LLE RP-HPLC FD 200 ng/g [24]
(dichlormethan a kys. Kolona —LiChrospher RP-18 column (250 X 4 mm Ex 333nm
fosforeéna, methanol- Id, 10 um id.) Em >405 nm
voda)
Isokraticka eluce, ACN/voda s 2% kys. mravenci
EIA (SLT 400 AER, Crailsheim, Germany)
CIT Vyrobky z LLE GC MS LOQ: 1 mg/kg [25]
Monascus (chloroform) Kolona kapilarni (30 m x 0,25 mm i.d.) s ¢astmi z HP-
SMS Nosny plyn: Helium
CIT, OTA Snidanové LLE HPLC FD 0.5 ug/kg [26]
ceredlie Kolona C18 spherisorb (3 um C18, 0,46 - 25 cm) CIT:Ex331nm | 1.5 pg/ke
Isokraticka eluce Em 500 nm
Faze 1: methanol/ACN/acetat sodny (SmM)/kys. octova | OTA: Ex 335 nm
(300/300/400/28)
Em 465 nm

Faze 2: H; PO, (0,33 M)/ACN/propan2-ol (600/400/50)
Faze 3: H; PO, (0,33 M)/ACN/propan2-ol (700/300/50)

26




Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, LOQ | Citace
CIT Cerné olivy LLE HPLC FD 0.2 ng/kg [27]
(OTA, Predkolona a kolona C18 (4 um C18, 25 x 0,46 cm) Ex 331nm 0.5 pg/kg
AFB)) H5PO,4(0,33 MY/ ACN/propanol 2-ol ((700/300/50) Em 500 nm
CIT Ryze LLE HPLC FD 0,11 ng/g [28]
(n-hexan, chloroform) | Kolona C18 spherisorb (3 um C18, 25 x 0,46 cm) Ex 331nm 0,35 ng/g
(0,33 M) H3PO, /acetonitril/propan-2-o01 (650/400/50) Em 500 nm
CIT Jecn;zgicz;to, SPE HPLC FD 0.6-0.9 ng/ke, [29]
p Predkolona MetaGuard Polaris C18 A Ex 331nm
1.7- 3.3 pg/kg
Kolona Polaris C18 A, 5 um, (250 x 4,6 mm) Em 500 nm
Gradientova eluce
A: 50% acetonitril, 50% 0,6M kys. ortho fosforecna
B: 100% acetonitril
CIT Ryze Solid-liquid extrakce Mikrofluidni elektrochemicky imunosensor elektrochemicka | 0,1 pg/l, [30]
(acn/4% KCI1 (9:1), 0,5 pg/l
n-heptan, chloroform)
CIT Dopliky stravy Ultrazvukova extrakce | RP-HPLC FD 0,6 ng/mL, [31]
(Monascus- (USE) Kolona Aichrombond-AQ C18 Ex 33Inm 0,187 ng/mL
fermentované (toluen-ethylacetat-kys.
produkty) mravend, 7:3:1) (250 mm % 4.6 mm, 5 pm) Em 500 nm

Gradientova eluce ACN/voda

(53.5:46.5 ; 100:0 ; 53.5:46.5) okys. H;PO4 na pH 2,5
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Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, LOQ | Citace
CIT Fermentovana Solid-liquid extrakce MFCI FD 0,005 ng/l, [32]
ryze (,,Red (70% ethanol) CIT-ovalbumin antigen na karboxylovych 0,01 pg/l
yeast rice™) mikrosférach
CIT Ofechy a semena QuEChERS UHPLC MS/MS 0,52 pg/kg, [33]
(15 dalsich (DLLME Kolona Zorbax Eclipse Plus RRHD 1,72 pg/kg
mykotoxind) pro separaci (50 x 2,1 mm, 1,8 um),
aflatoxint) gradientova eluce, methanol/voda, obé faze s
0,3 % kyseliny mraven¢i a SmM mraven¢nanem
amonnym, (5:95, 90:10)
CIT Fermentovana Solid-liquid extrakce MEKC DAD, 0,03 ng/l, [34]
ryze (,,Red (methanol/voda Uncoated fused-silica UV 216 nm 0,08 ng/l
yeast rice™) 80:20) Capillaries, Agilent (32,5 cm, 50 um)
CIT Cervena Ultrazvukova extrakce | RP-HPLC FD - [35]
fermf;;gvana (USE) Kolona C18 ZORBAX Eclipse XDB C18, 5 um, Ex 331nm
(toluen-ethylacetat-kys. (250 mm x 4.6 mm) Em 500 nm

mravenci, 7:3:1)

Vodna faze, ACN/voda s H;PO, pH 2,5 (50:50)
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Analyt Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOD, LOQ | Citace
CIT Rajcata, SPE HPLC MS/MS 2 nug ’kg [36]
rajcatovy dzus Strata-XL, (200 mg, Kolona Ascentis Express C-18 (100 x 2,1 mm), 2,7 um) 5 ng kg
6 ml, 100 pm) Gradientova eluce, 10 mM mraven¢nan amonny
s 0.05% kys. mravenc¢i ve vodé (pH 3)/Cisty methanol
(10:90; 100:0; 10:90)
CIT Kukutice, obili MIP-SPE HPLC FD [37]
0.01 pg/g
Kolona Phenomenex Luna 5 p C18 100A Ex 331nm
0.03ug/g
(250 x 4.60 mm) Em 500 nm
Acetonitril/voda (50:50) okys. 0,03% trifluoroctova kys.
CIT Hnéda, bila QuEChERS UHPLC FD K [38]
a Cervena ryze 1.5 ngfke,
Kolona Zorbax Eclipse Plus RRHD Ex 331nm 5,0 ng/kg
(50 x 2,1 mm, 1,8 pm) Em 500 nm

Gradientova eluce, voda/MeCN + 2% kys. mravenci
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4. Experimentalni ¢ast
4.1.  Material a pomicky

4.1.1. Standardy, chemikalie a vzorky

Citrinin > 98 %, dodavatel Sigma - Aldrich s.r.o., pracovni standard

1-hydroxy-2-naftoovad kyselina >97 %, dodavatel Sigma - Aldrich s.r.o., pracovni

standard

Acetonitril, CHROMASOLV® Plus, for HPLC, > 99,9 %, Sigma - Aldrich s.r.o.
Methanol, CHROMASOLV®, for HPLC, > 99.9 %, Sigma - Aldrich s.r.o.
Kyselina octova, Cistota pro MS, Sigma - Aldrich s.r.o.

Ultracista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore)

Vzorky:

Psenice (ZD Chmelovice)

Je¢men (ZD Chmelovice)

LipiControl (Brainway inc. s.r.0.)

Cervena fermentovana ryze

MycoCholest (TCM Point s.r.0.)

Cholesten (Advance nutraceutics s.r.0.)

Sibyl - Cervena fermentovana ryze (Imunotop CZ s.r.0.)

Reduchol (Edenpharma)

Arterin (Fine Foods Pharmaceutical n.t.m. s.r.0.)

4.1.2. Pristroje a podminky separace
Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Detektor: Shimadzu RF-10AXL Flourescence Detector
MIP kolona: Drzék Mercury MS holder, 20 x 3 mm
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Kolony: Ascentis® Express RP-Amide, 100 x 4,6 mm, 5 um
castice, (Sigma Aldrich)

Kinetex® Biphenyl, 100 x 4,6 mm, 5 um ¢astice, (Sigma
Aldrich)

Kinetex® XB-C18, 100 x 4,6 mm, 5 pm ¢astice, (Sigma
Aldrich)

Kinetex® PFP, 100 x 4,6 mm, 5 pm Castice, (Sigma Aldrich)

YMC® Triart C18 ExRS, 100 x 4,6, 3 um castice, (Sigma

Aldrich)
Ptedkolona: KrudKatcher Ultra in-line filtr, 0.5 pm
Dévkovani: 50 ul
Detekce: Flourescen¢ni, Ex 331 nm, Em 500 nm
Mobilni faze: Acetonitril - voda

Methanol, methanol/acetonitril - voda
Tetrahydrofuran/acetonitril - voda
2-propanol/acetonitril - voda
Ethylacetat/acetonitril - voda

Prutok: 1,0 ml/min

Promyvaci faze: Acetonitril - 0,5% roztok kyseliny octové
Methanol - 0,5% roztok kyseliny octové

Prutok: 1,0 ml/min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

Filtra¢ni zafizeni na mobilni faze:

Millipore, filtr ze sklenénych vldken o velikosti p6r 0,45 um a 0,22 pm

Analytické vahy:

Sartorius 2004 MP, SRN
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4.2. MIP sorbent

4.2.1. Priprava MIP

Templatovou molekulou byla kvili cené a dostupnosti zvolena 1-hydroxy-2-
naftoova kyselina, kterda ma strukturu molekuly nejpodobnéjsi s citrininem. Pouziti
standardu citrininu pro pfipravu MIP neni z ekonomického hlediska kviili jeho vysoké
spotifeb¢ redlné. Testovany byly 3 funkéni monomery: MAAM (methakrylamid),
MAA (kys. metakrylovd), 4-VP (4-vinylpyridin). Iniciatorem reakce byl zvolen AIBN
(azobisisobutyronitril) a jako sitovaci ¢inidlo EGDMA (ethylenglykol dimethakrylat).
MIP byly pfipraveny v poméru 1:4:16 (templadt - monomer - sitovaci Cinidlo).
Ke kazdému MIP byl syntetizovan i NIP. Pii syntéze NIP nebyl pouzit templat a tato

sloucenina se pouZziva pro test selektivity pfisluSného MIP. Souhrn v tabulce 4.

MIPSE sorbenty byly pfipraveny pomoci blokové polymerizace.
Po 24hodinové polymerizaci v olejové lazni (60 °C) je polymer nadrcen a prosit sitem
s velikosti Castic < 80 um. Prosety prasek byl 24 hodin extrahovan v Soxhletové
aparatufe smési kys. octové a methanolu v poméru 1:9. Pii této extrakci dojde
k odstranéni templatu. Pfed plnénim do kolonky byla provedena jesté nékolikanasobna
flotace v acetonu, pfi které se odstranily velmi malé castice, které mohly ucpavat
a tlakovat stroj. Syntéza MIP nebyla soucasti této diplomové prace. MIP byly
piipraveny ve spolupraci s Fakultou chemie a potravinaiské technologie STU

Bratislava v rdmci pgs staze Mgr. Ivony Lhotské.
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Tabulka 4: Rozpis latek pouzitych k polymerizaci

Funk¢éni
MIP Templat Porogen
monomer
1-hydroxy-2-
MIP 1 MAA Acetonitril
naftoova kys.
1-hydroxy-2-
MIP 2 MAA Aceton
naftoova kys.
1-hydroxy-2-
MIP 3 MAAM Acetonitril
naftoova kys.
1-hydroxy-2-
MIP 4 MAAM Aceton
naftoova kys.
1-hydroxy-2-
MIP 5 4-VP Acetonitril
naftoova kys.
1-hydroxy-2-
MIP 6 4-VP Aceton
naftoova kys.

4.2.2. Vybér MIP sorbentu

Pro vybér nejvhodnéjsiho sorbentu k analyze se srovnava selektivita a sorpcni
kapacita jednotlivych MIP pro porovnani s ptisluSnym NIP. Tyto parametry byly

spocitany z méfeni kalibracni fady standardu.

Po proméfeni sorpcni kapacity ve vzrlstajicich koncentracich byly porovnany
vysledky pro vSechny MIP a NIP. Citrinin se na monomeru 4-vinylpyridinu zadrzoval
velmi pevné, Spatné se vymyval a podobné siln€ byl zadrzovan i na NIP. Rozdil byl
u kys. metakrylové, ktera citrinin zadrZovala slabé a velmi podobné vysledky mél
i ptislusny NIP. Vysledky funkéniho monomeru methakrylamidu byly mnohem lepsi.
MIP s methakrylamidem zadrZoval citrinin pevné, ale u NIP tomu tak nebylo.
Shrnujici porovnani ploch pikli vSech MIP a NIP v nésledujici tabulce je pfi

koncentraci standardu citrininu 2 mg/I.
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Tabulka 5: Porovnani mnozstvi zachyceného CIT na MIP a NIP (2 mg/l) vyjadiené jako plochy piku

MIP (plocha) NIP (plocha)
MAAM + ACN 853450 511099
MAAM + AcOH 676188 441860
4-VP + ACN 581495 332749
4-VP + AcOH 544294 320728
MAA + ACN 697438 803819
MAA + AcOH 460399 938968

Graf 1: Porovnani retence testovanych MIP a NIP pii koncentraci standardu CIT 2 mg/1 vyjadiené jako
plochy piku
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Z ptilozeného grafu vyplyva, Ze pro dalsi analyzy byl vybran MIP s funkénim
monomerem metakrylamidem a porogenem acetonitrilem, kdy byl citrinin na MIP

zadrZovan nejvice a na MIP dochézi i k pomérné selektivnimu zadrZovani citrininu.
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Nasledujici graf zobrazuje kalibracni kiivku méfeni sorpéni kapacity pro

vybrany polymer. Nejvy$si méfend koncentrace byla 10 mg/l, ovSem ani v této

koncentraci nebyla sorpéni kapacita MIP ptekrocena. Testovani vysSich koncentraci

bylo bezpredmétné z divodu legislativni hranice koncentrace citrininu 2 mg/l

v potravinovych doplicich.

Graf 2: Testovani sorpéni kapacity pro MAAM s ACN
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4.3.
4.3.1.

Priprava roztoki standardu citrininu

Priprava standardu

Navazka 0,503 mg citrininu (CIT) byla rozpusténa v 1 ml methanolu. Byl tak

ptipraven 1 ml roztoku citrininu o koncentraci 500 mg/1 pro dalsi praci.

4.3.2.

Priprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Zakladni roztoky pro fedéni kalibracnich fad byly ureny na koncentrace

I mg/l a 100 mg/l a nésledujici roztoky se fedily z téchto dvou koncentraci. Pro

ptipravu 1 ml roztoku o koncentraci 100 mg/l bylo napipetovano 200 pl standardu

a800 ul 35% methanolu. Pro pfipravu druhé koncentrace o objemu 1,5 ml

o koncentraci 1 mg/l byly napipetovany 3 pl standardu a 1497 pl 35% methanolu.
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Pracovni roztoky byly pfipraveny dal$im fedénim téchto smésnych zakladnich roztokt

podle tabulky 6.

Tabulka 6: Priprava pracovnich roztokt ke kalibraci

¢ CIT (pg/) | Objem pracovniho roztoku CIT | Objem vody/ vzorku (pul)
1. 5 5 ul (c prac. roztok 1 mg/l) 995
2. 25 25 pl (¢ prac. roztok 1 mg/1) 975
3. 50 50 pl (c prac. roztok 1 mg/l) 950
4. 100 100 pl (c prac. roztok 1 mg/l) 900
5. 250 250 pl (¢ prac. roztok 1 mg/l) 750
6. 500 5 ul (c prac. roztok 100 mg/1) 995
7. 1000 10 pl (c prac. roztok 100 mg/1) 990
8. 2000 20 ul (c prac. roztok 100 mg/l) 980
0. 4000 40 pl (c prac. roztok 100 mg/1) 960
10. 8000 80 ul (c prac. roztok 100 mg/1) 920

4.3.3. Priprava pracovniho roztoku pro validaci

Zasobni roztok citrininu o koncentraci 5 mg/l byl zhotoven odebranim 10 pl

roztoku standardu pfipraveného podle 4.3.1. a doplnénim 990 pl 35% methanolem.

4.4. Priprava vzorki

Vsechny pevné vzorky byly nadrceny a poté odvaZeny navazky po 2,0 g.
K navézce bylo pfiddno 10 ml 70% methanolu a 30 minut ultrazvukovéno. Po
ultrazvukové extrakci byly vzorky centrifugovany 6 minut ptfi 3000 rpm. Ziskany

extrakt byl odebran a zfedén stejnym mnozstvim vody.

Vsechny vzorky, standardy a roztoky standardli byly uchovavany v lednici.
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4.5. Priprava mobilnich fazi

Bylo vyuzivano vsech tfi pump tohoto chromatografu.

Pumpa A: organicka slozka mobilni faze: ¢isty originalni acetonitril bez tiprav
Pumpa B: vodna slozka mobilni faze: 0,5% vodny roztok kyseliny octové
Pumpa C: namichand promyvaci faze v testovanych pomérech organické/vodna

sloZka, tzn. methanol nebo acetonitril / vodny roztok kyseliny octové

(5 ml kyseliny octové na litr mobilni faze)

4.6. Optimalizace chromatografickych podminek

Pro nejleps$i chromatografické podminky je nutno otestovat nejvhodné;si
podminky pro separaci v on-line zapojeni. Cilem je dosahnout co nejuzSich pika
citrininu, spravného oddéleni analytu od matrice bez interferenci a dosdhnout co
nejvyssi citlivosti stanoveni na detektoru. Mezi faktory, které byly optimalizovany
patii: vybér vhodné mobilni faze, nasledné¢ analytické kolony a gradientové eluce.
Pted optimalizaci byl HPLC systém zapojen s kolonou Kinetex C18, 100 x 4,6 mm,
5 um. Organickou mobilni fazi byl 100% acetonitril a vodnou mobilni fazi byla ¢ista

voda.

4.6.1. Volba mobilni faze

Vzhledem k principu extrakce pii on-line zapojeni nebyla separace citrininu za
podminek isokratické eluce testovana (pro eluci z testovanych MIP sorbentli byla
nutna vzristajici koncentrace organické faze). Byla tedy pouzita gradientova eluce,
kde se vyuZiva zmén idealnich pomérti mezi organickou a vodnou fazi v Case pro
urychleni analyzy a docileni osttejSich pikli analyzovanych vzorkd. Citrinin je lipofilni
latka, proto je mozné nejprve pii nizSich koncentracich organické faze vymyt balast

a polarni matrici vzorki a poté zvySenim gradientu urychlit eluci analytu.

Byla pouzita slabé okyselend vodnd slozka mobilni fadze kvili lipofilnim

vlastnostem analyzované latky. V neionizované formé dochdzi k vyssi retenci na
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kolon¢ a tim k lepsi separaci od interferenci z matrice. Zvolena byla kyselina octova,

ktera je dobfe dostupnd, organické a netoxicka.

Volba organického cinidla je dana lipofilitou citrininu. Z diivodu on-line
zapojeni, kdy je nutné vymyvat také extrakéni predkolonu, byl zdkladni organickou
slozkou zvolen acetonitril. ZkouSen byl methanol, tetrahydrofuran, 2-propanol,
ethylacetat a jejich smési s acetonitrilem do 20 %. Methanol a dal§i organické
slouc¢eniny se ukazaly jako nedostate¢né elu¢ni ¢inidlo nebo v zaznamu nebyl velky
rozdil od ¢istého acetonitrilu, a proto byl déale pro zjednodusSeni vyuzivan pouze 100%

acetonitril.

4.6.2. Optimalizace promyvaci faze

Po optimalizaci prvotnich podminek separace bylo nutné soucasné
optimalizovat 1 krok extrakce na pevné fazi zapojené do systému on-line. V prvni fazi
po nastiiku na pfedkolonu probihd vymyvani balastni matrice. Poté nasleduje prepnuti
ventilu, kdy je k predkoloné zapojena pumpa se siln€¢jSi mobilni fazi a dochazi
k eluovani zakoncentrovaného analytu z piedkolony na analytickou kolonu. Teprve na

analytické kolon¢ se latky separuji pomoci této siln€jsi mobilni faze.

Testovany byly nartistajici koncentrace methanolu a acetonitrilu. Pfi pouziti
acetonitrilu dochazelo uz pti nizké koncentraci k rychlému vymyvani citrininu. Lepsi
volbou byl methanol, ktery pii vysSich koncentracich vymyva balastni matrici
a citrinin je stale zadrZzovan na pfedkoloné. Vysledna koncentrace promyvaci faze byla
tedy urcena na 25% methanol okyseleny kyselinou octovou (5 ml na 1 litr mobilni
faze). Promyvaci faze s vySSim obsahem methanolu nez 25 % zplsobovala jiz

vymyvani citrininu z extrakéni predkolony.
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Graf 3: Naristajici koncentrace methanolu zobrazuje procentualni zachyt citrininu na predkoloné
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Graf 4: Narustajici koncentrace acetonitrilu zobrazuje procentualni zachyt citrininu na pfedkoloné

V ramci optimalizace byla testovana i doba promyvani. Prvni volbou byla doba
promyvani 1 min. Déle byla testovana i 1,5 min a 2 min, ale k Zddnému zlepSeni

nedoslo, a proto doba promyvani zistala zachovana na 1 minuté¢ z divodu co
nejkrat$iho celkového Casu analyzy.
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4.6.3. Optimalizace gradientové eluce

Na zacatku testovani gradientové eluce bylo nastaveno miseni mobilnich fazi
z pumpy A (acetonitril) a pumpy B (okys. voda) v poméru 50:50. Jako promyvaci faze
byl pouzit 25% methanol s kyselinou octovou upraveny na hodnotu pH 2,5. Kazdy
z gradientd byl testovan pii prepnuti ventilu v 1 minuté po nastiiku 50 pl vzorku
matrice na extrakéni ptredkolonu naplnénou MIP sorbentem, ktery byl vyroben
z metakrylamidu a acetonitrilu. Bylo testovano i pfepnuti ventilu v ¢ase 1,5 min a ve
2 min, ale nebyl zaznamenan rozdil, a proto byla ponechdna 1 minuta pro kratsi Cas
celé analyzy. Doba pocatecniho testovan¢ho gradientu byla 12 minut, kdy z poméru
50:50 v prvni minuté rostl postupné az na pomér 100:0 (acetonitril - 0,5% kyselina
octovd) v desaté minuté az jedendcté minuté. Tento gradient ndm ukdzal, jak probiha
eluce matrice z extrak¢éni pfedkolony. Spole¢nou casti vSech testovanych gradientt
byla posledni zména koncentraci mobilnich fazi, kdy obéma kolonami protékala az
100% organicka faze a v posledni minuté se podminky rychle zménily do pocate¢nich
koncentraci. Tyto kroky byly zatazeny z diavodu kondicionace on-line zapojené
extrakéni predkolony a ustaleni systému pied dal$i analyzou. V ptipadé vynechani

téchto kroki nedochazelo pti dalSim nastiiku vzorku k dostatecné extrakei.

Tabulka 7: Popis podminek gradientu 12 min

Gradient 12 min SloZeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (1 min) Vodna faze (%) Organicka faze (%)
1.00 50 50

10.00 - 11.00 0 100

11.06 - 12.00 50 50

40




Obr. 5: Zaznam separace matrice Cervené fermentované ryze (Cerna kiivka) a standardu (rizova kiivka)

na kolon¢ Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm, 5 um, gradient 12min

Nasledujicim krokem byla Gprava strmosti narastu gradientu, zkraceni metody
a zrychleni vymyvani balastni matrice vzorku. Nasledujici gradient 2 zacinal na
poméru fazi 30:70 (acetonitril - 0,5% kyselina octova), jiz ve druhé minuté dosahoval
poméru 50:50 a postupné vzrostl na pomér 100:0. Cas metody byl zkracen z 12 minut

na 9,5 minuty.

Tabulka 8: Popis podminek gradientu 2

Gradient 2 Slozeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (1 min) Vodna faze (%) Organicka faze (%)
1.00 70 30

2.00 50 50

7.00 - 7.50 25 75

7.50 - 8.50 0 100

8.56-9.50 70 30
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Detector A-Ex:335nm Em:500nm
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Obr. 6: Zaznam separace matrice ¢ervené fermentované ryze na koloné Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm,

5 um, gradient 2

Dalsim cilem bylo upravit gradient tak, aby se eluce analytu odsunula na pozdéjsi

dobu a tim bylo docileno jeho oddéleni od vymyvani balastni matrice.

Tabulka 9: Popis podminek gradientu 3

Gradient 3 SloZeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (1 min) Vodna faze (%) Organicka faze (%)
1.00 - 3.00 70 30

3.00 70 30

7.00 25 75

7.50 - 8.50 0 100

8.56 -9.50 70 30

Detector A Ex 335nm Em 500nm

CIT

Obr. 7: Zaznam separace matrice Cervené fermentované ryze na kolon¢ Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm,

5 pm, gradient 3
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Jak je zfejmé z ptedchoziho chromatogramu, citrinin byl dostatecné oddélen od
matrice vzorku, kterd je v 6. minuté z velké ¢asti vymyta a nerus$i integraci analytu.
Dalsi minoritni interferujici slozky matrice se eluuji v i po retencnim case citrininu
a ani po dalSich mnohych experimentech se je nepodatilo GspéSné odstranit. Metoda
byla validovana za stavajicich podminek s cilem zjistit, zda je mozné ji aplikovat
v analyze riznych matric. Jak v analyze obili, cervené fermentované ryze, tak i

doplik stravy.

4.6.4. Vybér analytické kolony

Bylo otestovano né¢kolik druht chromatografickych kolon pro zvySeni
selektivity. Veskerd pocateCni méfeni byla provddéna na kolon¢ Kinetex Cl18,
100 x 4,6 mm, 5 um. Po nastiiku matrice bylo potteba oddélit interferujici slozky
matrice od piku citrininu. Postupné byly otestovany 4 kolony, na které byl proveden

nasttik 50 pl o koncentraci 1 mg/l. Optimalizace probihala za laboratorni teploty.

Kinetex® XB-C18, 100 x 4,6 mm, core-shell silikagel (Phenomenex), vel. ¢astic 5 pm

Na této kolon¢ byla testovana optimalni mobilni faze 1 promyvaci faze.
Acetonitril byl vybran jako nejlepsi a nejucinnéjsi elu¢ni ¢inidlo, a proto byl pouzivan
pii vSech nasledujicich métenich.

Pti analyze na C18 kolon¢ interferoval ve stejny retencni ¢as standard citrininu

se slozkami matrice.
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Obr. 8: Zaznam separace na koloné Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm, 5 pm
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YMC® Triart C18 ExRS, 100 x 4.6, 3 um ¢astice

Tato kolona stejnych rozméri, pouze s menSimi ¢asticemi byla zkouSena s cilem vice
oddélit analyt citrininu od matrice. OvSem ani s mensimi ¢asticemi se to nepodafilo.

Chromatogram vypadal velmi podobné.

Dalsim pokusem bylo vyzkousSet jin¢ naplné chromatografickych kolon.

Ascentis® Express RP-Amide, 100 x 4.6 mm, 5 um c¢astice

Prvni testovanou kolonou byla kolona s amidovou néplni. Tato kolona se
ukazala jako bezpfedmétna, kdyz se nepodatilo zobrazit citrinin ani v ¢istém

standardu.

Kinetex® PFP (pentaflourophenyl), 100 x 4.6 mm. 5 um &astice

Na této kolon¢ byla matrice odseparovana od citrininu, ovSem gradient, kdy se
toto podafilo, byl velmi rychly a zaznamy velmi zasahovaly do vymyvajiciho se
balastu z kolony. Tyto zdznamy se obtizn¢ integrovaly a snizovaly procenta

vytéznosti.

Kinetex® Biphenyl, 100 x 4.6 mm. 5 um &astice

Tato kolona byla ve vysledku vybrdna jako nejlepsi, kdy bylo docileno
odseparovani matrice od citrininu a zéroven pik citrininu byl vymyvan az v pozdéjSim
Case a nebyl natolik ruSen balastni matrici. Na této koloné je pik dostate¢né¢ oddeleny
a plochy piku citrininu pfi testovani vytéznosti byly porovnatelné se vzorkem cistého

standardu.
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Obr. 9: Zaznam separace na kolon¢ Kinetex® Biphenyl, 100 x 4,6 mm, 5 pm c¢astice. Porovnani
nastfiku matrice Cervené fermentované ryze o koncentraci spiku citrininu 100 pg/l (hnéda kiivka)
a koncentraci spiku citrininu 1000 pg/I (rizova kiivka).

4.6.5. Parametry detekce

Dle literatury a védeckych C¢lankd bylo proméifeno nékolik emisnich
a excitacnich spekter standardu. Nakonec byly zvoleny pro fluorescencni detekci tyto
vinové délky Em 335 nm a Ex 500 nm, kde byla odezva standardu co nejvyssi, jako ve

vétsing zvetejnénych studii.
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Obr. 10: Emisni spektrum CIT (Ex 337)
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Obr. 11: Excita¢ni spektrum CIT (Em 498)
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4.7. Souhrn optimalnich podminek pro HPLC analyzu

Chromatograf:
Detektor:
MIP kolona:

Kolony:

Predkolona:
Davkovani:
Detekce:

Typ eluce:

Mobilni faze:

Nartst gradientu:

Pritok:

Promyvaci faze:
Pritok:

Cas piepnuti ventilu:
Celkovy ¢as analyzy:
Teplota:

Vyhodnoceni:

Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Shimadzu RF-10AXL Flourescence Detector

Drzék Mercury MS holder, 20 x 3 mm

Kinetex® Biphenil, 100 x 4,6 mm, 5 pm castice,
(Sigma Aldrich)

KrudKatcher Ultra in-line filtr, 0.5 pm

50 ul

Flourescen¢ni, Ex 335 nm, Em 500 nm

Gradientova, s ¢asem piepnuti ventilu na analytickou kolonu v

¢ase 1,0 min
Acetonitril - 0,5% vodny roztok kyseliny octové

1,0 — 3,0 min isokraticky (70:30), 3,0 — 7,5 min linearni nartst
gradientu, 7,5 min - 8,5 min isokraticky (100:0)

1,0 ml/min

25% methanol - 0,5% vodny roztok kyseliny octové
1,0 ml/min

1,0 min

9,5 min

Laboratorni

Chromatograficky software LC Solution

Na chromatogramech niZe jsou uvedené zdznamy separace standardu citrininu

a riznych typli matrice za uvedenych optimalizovanych podminek. Metoda byla takto

nasledné validovana.
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Obr. 12: Zaznam separace za optimalnich podminek v on-line zapojeni. Porovnani nastiiku matrice
cervené fermentované ryze blank (Cerna kiivka) a spike o koncentraci 100 pg/l (rizova kiivka).

Obr. 13: Zaznam separace za optimalnich podminek v on-line zapojeni. Porovnani nastfiku matrice.

LipiControl blank (¢erna kiivka) a spike o koncentraci 100 pg/l (rizova ktivka).
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Obr. 14: Zaznam separace za optimalnich podminek v on-line zapojeni. Porovnani nastiiku matrice
pSenice blank (Cerna kiivka) a spike o koncentraci 100 pg/l (ruzova kiivka).
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5. Vysledky

5.1. Test vhodnosti chromatografického systému

Vhodnost chromatografického systému a ucinnost chromatografické separace
byla prokazovana méfenim pracovniho roztoku standardu pro validaci o koncentraci
5000 pg/l CIT piipravenym podle kapitoly 4.3.3. Tyto parametry byly také

prokazovany v naspikované matrici vzorki.

5.2. Udinnost chromatografického systému

v gradientové eluci

Pti gradientové eluci zlstava Sitka piku s casem téméf neménnd a z toho
davodu nelze pro hodnoceni tcinnosti pouzit rovnici pro zdanlivy pocet teoretickych
pater (N). Ten nahrazuje Pikova kapacita P vyjadiujici podil celkové doby gradientu

a primérné Sirky piku v chromatogramu. Hodnota byla vypocitana podle vzorce:
P=1+2 kde
Wh

ty doba trvani gradientu

Wp Sirka piku pii zakladné

Tabulka 10: Uéinnost chromatografického systému v gradientové eluci

Analyzovana latka t, (min) Wo,s (min) P.

Citrinin 5,881 0,126 17,865
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5.3. Faktor symetrie chromatografickych piku

Vypocet faktoru symetrie byl spocitan z priméra tfi méteni podle vztahu:

Wo,05
= 2% k
Zd,de

N
7]
I

wo0s Sitka piku ve vzdalenosti 5 % vySky piku

d vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti

piku v 5 % jeho vysky

Tabulka 11: Symetrie chromatografickych pika

Analyzovana latka t, (min) Wo,05 (min) Ag

Citrinin 5,881 0,352 1,616

54. Validace analytické metody

5.4.1. Linearita

Linearita byla urcena z vysledkt kalibracnich kiivek pracovnich roztokl pro
kalibraci ptipravenych podle kapitoly 4.3.2. Bylo zméteno 9 nebo 10 vzristajicich
koncentraci. Kazd4d koncentrace tiikrat a pro vypocet byl pouzit jejich pramér.

Analyza byla provedena se vzorky €isté vody standardi i se vSemi vzorky matric.
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Linearita citrininu v ¢isté vodé se standardem

¢ (ng/1) | Plocha piku
10000000 5 3099
9000000
7000000 50 38874
6000000
g 5000000 100 83277
g 4000000 250 196799
ﬁ 3000000
n_C: 2000000 500 586768
1000003 1000 1282684
10600 2000 2214101
c (ug/) 4000 4596978
8000 9193149
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodu n= 10 Odhad chyby
Smérnice k= 1150 + 8,38
Abs. ¢len q= -11906 + 24497
Korelacni koef. r= 0,999788
Rezidualni odch. s= 64935
Linearita citrininu v matrici ¢ervené fermentované ryze
¢ (ng/l) | Plocha piku
10000000
9000000 25 46107
8000000
6000000
3 5000000 100 91954
= 4000000 6
& 3000000 250 203867
S 2000000 500 524010
L2 1000000
o 0 | 1000 1006683
10000 2000 | 2042708
c (ngl) 4000 4261336
8000 8252519
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Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu
Smeérnice

Abs. élen
Korelaéni koef.

Rezidualni odch.

n=

9 Odhad chyby
1037,917 + 7,09

-4845 + 21854
0,999836

53656

Linearita citrininu v matrici doplika stravy

10000000
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

Plocha piku

¢ (ng/l) | Plocha piku
25 30782
50 41931
100 77239
250 224513
500 524480
1000 | 1049715
; : 2000 | 2127669
5000 10000 4000 | 4631506
¢ (ng/l) 8000 | 9026916

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu

Smeérnice
Abs. ¢len

Korelacni koef.

Rezidualni odch.

n=

9 Odhad chyby
1137 + 9,01
-41898 + 27737
0,999781

68098
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Linearita citrininu v matrici obilovin

¢ (ng/l) | Plocha piku
9000000 -+ > 3099
4000000 25 16797
7000000 + 50 38927

3 6000000 +

= 00000 | 100 81002

£ 4000000 | 250 219458

[e)

23000000 | 500 503350
2000000 1000 | 1022462
1000000 +

0 ; ; 2000 | 2080343

0 5000 10000 4000 | 4210087
/l

¢ (ugfl) 8000 | 8094001

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu n= 10 Odhad chyby
Smérnice k= 1020 + 7,20

Abs. ¢len q= 1374 + 21018
Korelaéni koef. r= 0,999801

Rezidualni odch. s = 55711

5.4.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost byla ovéfena zméfenim tii rGznych koncentraci pracovnich
roztokll standardu a jednotlivych matric s pfidavkem standardu taktéz na ttech
koncentracnich hladinach, které byly vzdy z jedné vialky opakované davkovany do
systému. Zjisténé plochy pikt byly pouzity k vypoctu relativni smérodatné odchylky
pro stanoveni citrininu. Takto byla zjiSténa opakovatelnost stanoveni pro cisty
standard a standard v matrici. Citrinin byl vyhodnocovan pfi koncentracich 100 pg/l,

1000 pg/l a 4000 pg/l.
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Tabulka 12: Stanoveni opakovatelnosti pro standard a standardu v matrici Cervené fermentované ryze

Standard Cervena fermentovani ryze

Nastlik Plocha piku Plocha piku
100 pg/l | 1000 pg/l | 4000 pg/l | 100 pg/l | 1000 pg/1 | 4000 pg/l
1. 83674 | 1281062 | 4595371 91438 | 1006500 | 4259838
2. 82757 | 1286077 | 4589238 88172 | 1006459 | 4238721
3. 83400 | 1280913 | 4577761 90707 | 1007090 | 4240547
4. 81816 | 1285342 | 4597935 91385 | 1006137 | 4243963
5. 80837 | 1297679 | 4581352 88667 | 1006076 | 4244111
6. 82400 | 1300413 | 4581972 88863 | 1006250 | 4237299
N 6 6 6 6 6 6
Primér 82480,67 | 1288581 | 4587272 89872 | 1006419 | 4244080
SD 1048 8424 8206 1469 369 8191
RSD (%) 1,27 0,65 0,18 1,64 0,04 0,19

Tabulka 13: Stanoveni opakovatelnosti standardu v matrici LipiControl a v matrici pienice
LipiControl PSenice

Nastfik Plocha piku Plocha piku
100 ug/l | 1000 pg/l | 4000 pg/l | 100 pg/l | 1000 pg/l | 4000 pg/l
1. 76239 | 1047899 | 4637685 80933 | 1019142 | 4211914
2 76581 | 1048234 | 4630235 81034 | 1022865 | 4205115
3 77126 | 1047098 | 4631728 81174 | 1019106 | 4213231
4. 78011 | 1047860 | 4635022 80797 | 1020246 | 4210299
5 76170 | 1048153 | 4634528 80901 | 1020066 | 4207395
6 76393 | 1048409 | 4627136 80366 | 1018627 | 4208612
N 6 6 6 6 6 6
Primér 76753,33 | 1047942 | 4632722 80867,5 | 1020009 | 4209428
SD 705 462 3783 277 1529 2993
RSD (%) 0,92 0,04 0,08 0,34 0,15 0,07
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5.4.3. Presnost

Pro test piesnosti metody byly provedeny 3 nastfiky z kazdé skupiny matrice,
ve které bylo pfipraveno 6 navazek vzorkl se spikem CIT na jedné koncentraéni
hladin¢ 2000 pg/l. Z namétenych vysledkii byla vypocitdna smérodatnd odchylka.
Tyto vzorky byly pfipraveny smisenim matrice a pracovniho roztoku pro validaci,

ptipraveného podle kapitoly 4.3.3.

Tabulka 14: Stanoveni parametru pfesnosti v riznych matricich

Vzorek Primeér ploch piki
Cervena ferm. ryze LipiControl PSenice
1 182454 152453 169502
2 188507 147556 163882
3 187531 154602 163456
4 188723 151144 164777
5 180898 157459 168637
6 176366 157243 167270
Primér 184080 153410 166254
SD 5006,883 3816,49 2564,795
RSD (%) 2,72 2,49 1,54

5.4.4. VytéZnost

Pfi pocitani vytéznosti byla dana do poméru primérnd hodnota plochy piku
roztoku standardu o koncentraci 200 pg/l (u vzorku dochdzi ke zfedéni 10x pfii
extrakci) s primérnou hodnotou plochy CIT ze vzorki matric. Do kazdé matrice byl
pfidan CIT o takové koncentraci, aby pomér zistal zachovan stejny. Ke stanoveni
vytéznosti byly pouzity hodnoty méfené pro vypocet presnosti. Kazdy ze vzorki byl

davkovan do systému tiikrat.
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Tabulka 15: Stanoveni vytéznosti citrininu v matricich

Koncentrace (ug/l) | Primérné plocha piki
Vytéznost
Standard 200 202862
Cervena ferm. ryze 200 184080 90,74 %
LipiControl 200 153410 75,62 %
PSenice 200 166254 81,95 %

5.4.5. Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace
(LOQ)

Limit kvantifikace je stanoven jako odezva desetkrat vétSi neZ hladina Sumu.
Pro spravny vypocet koncentrace analytu je mozno pouzit pouze hodnoty rovné nebo
vys§i, nez tyto hladiny limitni. Jeho urCeni bylo dosazeno postupnym fedénim

a experimentalnim ovétenim hodnot.

Pro urceni, zda se dany analyt viibec ve vzorku vyskytuje, je stanoven limit
detekce. Ten vyjadiuje také citlivost metody. Pro LOD plati, ze hledany pik v daném
retencnim Case musi byt statisticky vyznamné odlisny od Sumu, abychom mohli mluvit
o jeho pfitomnosti. V tomto piipadé byl dopocten z experimentalné zjisténych hodnot

podle vztaht:

10+h, 3+hy,

LOQ = a LOD = ,

kde 4, je Sum na zdkladni linii a m je smérnice kalibra¢ni kiivky.

Mezi LOD a LOQ plati vztah:

10«LOD
3

LOQ =

Ob¢ hodnoty byly spocitany jak pro Cisté standardy, tak pro vSechny typy
matric. Pro kazdou matrici byl urfen jiny limit kvantifikace. Pro cervenou

fermentovanou ryzi a dopliiky stravy (LipiControl) byla maximalni koncentrace, pfi
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které¢ se dal pik CIT s jistotou odliSit od Sumu, urcena na 25 pg/l. Pro standard

a obiloviny (pSenice) byl roztok o koncentraci 5 pg/l dvakrat nafedén, ale vysledné

piky u matrice obilovin byly na chromatogramu hiife detekovatelné oproti Sumu. Tyto

sV v

Tabulka 16: Limit kvantifikace standardu a matric

Koncentrace | 1. nastiik 2. nastiik 3. nastiik Pramér
(ng/h (plocha) (plocha) (plocha) LOQ
Standard 2 6328 4887 5019 5411
Cervena ferm. ryze | 25 54621 42376 41325 46107
LipiControl 25 34121 29333 28892 30782
PSenice 5 3105 3030 3164 3100

Tabulka 17: Limit detekce pro standard a matrice

Teoreticky vypoctend koncentrace LOD (pg/1)

Standard 0,6
Cervena ferm. ryze 7,5
LipiControl 7,5
PSenice 1,5
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Obr. 15: Chromatograficky zdznam analyzy standardu o koncentraci rovné LOQ (2 ug/l)
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Obr. 16:Chromatograficky zdznam analyzy citrininu v matrici pSenice o koncentraci rovné LOQ (5 ng/1)

S.5. Stanoveni obsahu citrininu v realnych vzorcich

Chromatografickd analyza byla validovana pro tii riizné matrice. Pro vlastni
stanoveni redlnych vzorkd bylo celkem pouzZito 6 piipravkd doplikid stravy volné
prodejnych na Ceském trhu, 2 zéastupci obilovin a jedna Cistd fermentovand ryze
dovezena z Ciny. Jednotlivé vzorky byly pro analyzu pfipraveny podle kapitoly 4.4.
a poté do systému davkovany v jednotlivych nastticich po 50 ul. Od kazdého vzorku
byly provedeny minimdln¢ tfi métfeni, z jejichz primérné hodnoty ploch byla

vypoctena pomoci kalibra¢ni kiivky vysledna koncentrace CIT.

Tabulkal8: Vysledky stanoveni primérné hodnoty CIT v redlnych vzorcich

VZOREK Stanovena konc. CIT (ng/kg)
LipiControl 550,5
Arterin <LOD
Cholesten <LOD
MycoCholest <LOD
Reduchol 1105,8
Sibyl <LOD
PSenice <LOD
JeCmen <LOQ
Cervena ferm. ryze 5292,2
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U vétsiny vzorkl byla hodnota citrininu pod limitem detekce, v jednom piipadé
pod hranici limitu kvantifikace. U dvou dopliki stravy byl nalezen citrinin
v dostate¢ném mnozstvi pro vypocet vysledné kontaminace. Pfesto byly koncentrace
ve vzorcich 2x az 4x niz8i nez uvadi jediny schvaleny limit pro vyskyt citrininu
v doplitcich stravy (2000 pg/kg). Cista fermentovana ryze nemé v evropské legislative
stanoveny limity pro kontaminaci timto mykotoxinem, navzdory tomu, ze neni
problém tuto surovinu do EU, p¥ipadné do Ceské republiky, dovézt. Obecné se v§ak na
trhu v CR tyto vyrobky moc nevyskytuji. Kdyby byl pouzit tento limit na na§ vzorek
Cisté fermentované ryze, limit by byl pfekrocen téméf 3x. Jednd se vSak o logickou
a realnou hodnotu, jelikoz vyrobky z ¢ervené fermentované ryZe jsou nejvice ohrozeny
kontaminaci mykotoxinem citrininem [17, 31, 32] a testovany vzorek mél proslou

lhatu trvanlivosti.
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6. Zavér a diskuze

Cilem této diplomové prace bylo urychlit celkovy ¢as upravy vzorki pomoci
on-line zapojeni MIP extrakce do HPLC a poté vytvofit a optimalizovat metodu pro
stanoveni citrininu ve tfech riznych matricich. Zastupcem doplikl stravy pro
optimalizaci metody byl zvolen ptipravek LipiControl, jako zastupce obilovin byla
pouzita pSenice a tfeti matrici byla Cistd Cervena fermentovana ryze. Technikou
pfepinani kolon a vloZenim extrakéni MIP ptedkolony do HPLC systému bylo
docileno promyti vzorku a selektivni extrakce hledaného analytu. V on-line spojeni
bylo testovano né€kolik MIP a NIP sorbentil, z nichZ byl vybran MIP ktery vykazoval
nejvetsi selektivitu a retenci citrininu (MIP s funkénim monomerem metakrylamidem
a porogenem acetonitrilem). Z testovanych chromatografickych kolon byla poté
vybrana pro separaci kolona s biphenylovou staciondrni fazi dlouhd 100 mm
a s velikosti ¢astic 5 pm. Experimentalné byly zjistény idedlni podminky pro separaci
a také slozeni mobilni faze. Fyzikéalni vlastnosti citrininu umoZznily pouzit citlivou

fluorimetrickou detekci. Parametry vyvinuté metody jsou nasledujici:

Promyvaci faze: methanol - 0,5% vodny roztok kyseliny octové,
25:75

Délka promyvani: 1 minuta

Extrak¢ni kolona: Drzak Mercury MS holder, 20 x 3 mm naplnéna

MIP sorbentem MAAM + ACN

Chromatograficka kolona: ~ Kinetex® Biphenil, 100 x 4,6 mm, 5 pm ¢astice,

(Sigma Aldrich)
Mobilni faze: acetonitril - 0,5% vodny roztok kyseliny octové
Gradientova eluce: 1,0 — 3,0 min isokraticky (70:30), 3,0 — 7,5 min

linedrni narist gradientu, 7,5 min - 8,5 min

isokraticky (100:0)

Po optimalizaci celé separace byla metoda validovdna. Vyhovujici
podminky chromatografické separace byly prokazédny pozadovanymi valida¢nimi
parametry. Linearita pro citrinin byla zji§téna z kalibra¢ni kiivky v koncentracich
5-8000 pg/l s korelatnim koeficientem vétsSim nez 0,9997. Presnost

i opakovatelnost byla vypoctena s relativni smérodatnou odchylkou <3 %,

61



vytéznost se pohybuje v rozmezi 75 - 91 %. Limit kvantifikace této metody byl
25 ng/l pro cervenou fermentovanou ryzi a dopliiky stravy, 5 pg/l pro obiloviny

a 2 ng/l pro Cisty standard.

Citrinin byl celkem stanoven v 9 riznych vzorcich. Nejvyssi koncentrace -
52922 ug/kg byla nalezena v Cisté Cervené fermentované ryzi a koncentrace
1105,8 pg/kg byla zjisténa v dopliicich stravy s nazvem Reduchol. Cista dervena
fermentovana ryze nema v evropské legislativé stanovenou Zadnou horni hranici.
Kdybychom pouzili jediné legislativné dané mnoZstvi pro vyskyt citrininu
v dopliicich stravy - 2000 pg/kg, které Reduchol stéle jesté spliuje, ryze by tento

limit témet 3x prekracovala.

Zavérem lze konstatovat, ze byla vyvinuta nova a validovand metoda pro
separaci citrininu piimo z extraktll neupravené matrice. Metoda je origindlni,
protoze do této doby nebyla v dostupné literature publikovana technika MISPE
v on-line zapojeni pro stanoveni citrininu z potravnich vzorkl. Nabizi se tak
vyuziti této metody pro rychlou analyzu a naslednou kontrolu dodrZzovani limitnich
legislativnich hranic pro vyskyt citrininu v dopliicich stravy. Metoda je validovéana
pro pouziti pouze v dopliicich stravy, ale po ovéteni selektivity a vytéZnosti by

mohla byt vyuzita i v dalSich potravinach a zvifecich krmivech.
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