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Néazev diplomové prace: Vyvoj on-line SPE-HPLC metody pro stanoveni zearalenonu

ve vzorcich piva

K vyvoji metody pro stanoveni mykotoxinu zearalenonu v pivu bylo vyuZito
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s on-line extrakci na tuhou fazi
(SPE) pomoci techniky pfepinani kolon pro upravu vzorku. Byly testovany dva rozdilné
sorbenty pro SPE. Vzorek piva o objemu 50 ul byl davkovan pifimo do systému. Po
nastfiku vzorku doslo k extrakci zearalenonu z matrice na extrakéni predkoloné
Ascentis® Express C18 Guard Cartridge (5 x 4,6 mm, 5 um), ktera je na bazi reverzni
faze nebo na kolonce (10 x 4,6 mm) naplnéné sorbentem Affinimip® SPE Zearalenone,
coz je specificky molekuldrné vtiStény polymer, ureny pro selektivni extrakci
zearalenonu. Jako promyvaci faze pro odstranéni balastni matrice byl vybran pro
extrakéni predkolonu C18 40% roztok methanolu s 2% vodnym roztokem kyseliny
octové a pro Affinimip 10% roztok acetonitrilu s 2% vodnym roztokem kyseliny
octové, tyto promyvaci roztoky protékaly extrakéni kolonkou rychlosti 2 ml/min po
dobu 2 minut. Po pfepnuti ventilu byly latky dale separovany na chromatografické
kolon¢ Kinetex XB-C18 (150 x 4,6 mm, Spm). Mobilni faze o sloZeni acetonitril — voda
(35:65), protékala kolonou rychlosti 1 ml/min pfi gradientové eluci. Fluorimetricka
detekce byla nastavena na vinové délky Ex 270 nm a Em 458 nm. Analyza jednoho
vzorku v€etné on-line Upravy trvala 13 minut. Limit kvantifikace této metody byl 5 pg/l.
Zearalenon byl nésledné analyzovan ve 30 vzorcich piv z ¢eského trhu. Naméiené
mnozstvi mykotoxinu bylo nizké, ve vétSiné piipadi nedetekovatelné, tudiz i pod

nejnizsim povolenym limitem pro zearalenon v potravinach.
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https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=93b65ce41501111e59bb0525a964a15e&tid=&do=main&doo=detail&did=169209
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=93b65ce41501111e59bb0525a964a15e&tid=&do=main&doo=detail&did=169209

Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Barbora Gajdosova

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

Title of Diploma Thesis: On-line SPE-HPLC method development for determination of

zearalenone in beers

High performance liquid chromatography coupled with on-line solid phase
extraction (SPE) using the column switching technique for sample preparation was
utilized for the development of the method for the determination of mycotoxin
zearalenone in beer. Two different SPE sorbents were tested. A volume of 50 pul of beer
sample was injected directly into the chromatographic system. After injection, the
sample extraction of zearalenone from the matrix was carried out on SPE precolumn
Ascentis® Express C18 Guard Cartridge (5 x 4.6 mm, 5 pm), which is based on the
reverse phase, or on SPE precolumn (10 x 4.6 mm) filled with Affinimip® SPE
Zearalenone sorbent, a specific Moleculary Imprinted Polymer, designed for the
selective extraction of zearalenone. 40% methanol — 2% water solution of acetic acid
was selected as the washing solution for removing ballast matrix for the C18 extraction
column and 10% acetonitrile — 2% water solution of acetic acid for the Affinimip
column. These washing solutions were flowed through the extraction column at a flow
rate 2 ml/min for 2 minutes. After switching valve, the compounds were further
separated on an analytical column Kinetex XB-C18 (150 x 4.6 mm, S5um). Mobil phase
of composition acetonitrile - water (35:65) was passed through the column at 1 ml/min
in gradient elution. Wavelengths of fluorimetric detection were set at Ex 270 nm and
Em 458 nm. Analysis of one sample including on-line pretreatment was about 13
minutes. Limit of quantification for this method was 5 pg/l. Zearalenone was analyzed
in 30 samples of Czech beer. The measured amount of mycotoxin was low, in most
cases undetectable and under the maximum allowed level for zearalenone according to

EU standards.
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1 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované vldknitymi mikroskopickymi
houbami. Piedstavuji vysoce stabilni toxické nizkomolekularni latky. Za urcitych
podminek mohou kontaminovat Siroké spektrum potravin a mohou tak vyrazné¢ ptispivat
k poskozeni zdravi lidi a zvifat. Po chronickém alimentarnim piijmu nizkych davek se
mohou projevovat zejména hepatotoxické, nefrotoxické, neurotoxické, karcinogenni,
cytotoxické, imunotoxické, genotoxické, teratogenni a estrogenni ucinky. Akutni otravy
nejsou Castym jevem, ale alergické reakce se vyskytuji celkem bézné, zejména pfii
vdechovani spor. Mezi nejsledovanéjs$i producenty mykotoxind patii zejména vlaknité
houby rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Krom¢ znacného snizeni
technologické kvality péstovanych ceredlii, je zd&vaznym problémem pienos mykotoxint
do potravin, ptipadné jejich dal$i uvolnovani pii technologickém zpracovani, napf.

behem sladatsko-pivovarské technologie.

Plisn¢ jsou pravidelnou a béznou soucasti vegetace a plni nezbytnou ulohu
vrecyklaci zivin a rozkladu biologického materidlu. Kontaminuji zrniny a krmné
plodiny v pribéhu celého vyrobniho procesu, tzn. od sklizn€ aZz po skladovani a
konzervaci. Nejvétsi vliv na rist a mnozeni plisni ma neptiznivé pocasi a nevhodné
podminky oSetfovani a skladovani. K dalS§imu Sifeni ndkazy dochazi béhem rozpraseni
spor vétrem, hmyzem Ci pfistrojovou technikou. Spory napadaji rostlinu béhem rtstu
nebo se prenesou do pudy, kde napadaji zrno a nasledné pak celou rostlinu. Nejveétsi
pozornost pii vyskytu mykotoxinll v potravinach a krmivech je vénovana fusariovym
mykotoxiniim, které se v naSich podminkdch vyskytuji nejbéznéji. Rod Fusarium
produkuje zejména trichotheceny, fumonisiny a zearalenon. Na pfitomnost mykotoxinil
mohou upozornit nékteré senzorické zmény (zapach, zmeéna barvy, barevné skvrny, ...),
ale neni to pravidlem. Rostlina se nemusi zdat viibec houbou napadena, piesto uz vSak

muze byt pfitomno podhoubi a zamotenost mykotoxiny tak miize zlstat skryta.

Pivo patii v Ceské republice k velice oblibenym slabé alkoholickym napojim
vyrabénym v pivovaru. Jednou ze zakladnich surovin pro ptipravu jsou prave obiloviny,
tim padem 1 pivo predstavuje potencidlni zdroj rizika pro c¢lovéka, zhlediska

kontaminace mykotoxiny.
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Zabranit vyskytu mykotoxini v potravinach neni i pfes dodrZzovani zemédélskych a
technologickych postupti zcela mozné, proto je velmi dulezité¢ sledovat, zda nejsou
piekracovany potravinové limity jednotlivych mykotoxinti. Z tohoto diivodu se neustéle

vyvijeji vhodné citlivé a selektivni analytické metody pro jejich detekei [1, 2].

2 Cil azadani prace

Tato diplomovd prace je zaméfend na testovani a optimalizaci podminek
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) spojené s on-line extrakci na tuhé
fazi (SPE) pro analyzu mykotoxinu zearalenonu (ZEA) v pivu, kde se mize vyskytovat
ve stopovém mnozstvi. JelikoZ jsou vSeobecné mykotoxiny pro ¢lovéka Skodlivé, je
zapotiebi sledovat, zda jejich koncentrace v potravinach neptekracuje povolené limitni
hodnoty, proto se neustale vyvijeji citlivéjsi a selektivnéjsi metody pro detekci télu

nebezpecnych latek.

Cilem diplomové prace bylo testovat a najit vhodné optimalizované podminky pro
on-line SPE metodu, kterou by bylo mozné selektivné stanovit zearalenon v matrici
piva. Cilem bylo testovani dvou odlisSnych sorbentii na bazi reverzni fize a na bazi
molekularné vtisténého polymeru. Po optimalizaci on-line SPE-HPLC podminek byly

ob¢ metody validovany a vyuzity pro analyzu zearalenonu ve vzorcich piva.
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3 Teoreticka cast

3.1 Zearalenon (ZEA)

Molekulova hmotnost: 318,369 g/mol

Vzorec: Ci13H2,05

Nazev IUPAC: (2E,115)-15,17-dihydroxy-11-methyl-12-
oxabicyclo[12.4.0]octadeca-1(14),2,15,17-tetraene-7,13-
dione

Dalsi nazvy: F-2 toxin; toxin, F2

Obr. 1: Molekula zearalenonu [3]

Fyzikélni vlastnosti: bil4 krystalicka latka nebo bily prasek bez zdpachu

Rozpustnost: rozpustny v organickych rozpoustédlech (éter, ethanol, methanol),
v alkalickych vodnych roztocich. Nerozpustny ve vodé.

Bod tani: 159 — 166°C

Absorpéni maximum (vinové délky): 235, 274, 313 nm (v methanolu) [4, 5]

Zearalenon (ZEA) je lakton kyseliny B-resorcylové produkovany zejména
toxigennimi kmeny rodu Fusarium. Hlavnimi producenty zearalenonu jsou Fusarium
graminearum (neboli F. roseum, nepohlavni forma Gibberella zeae), F. culmorum, F.
moniliforme, F. equiseti atd., coZ jsou bézné piidni houby v mirném a teplém podnebi.

Nazev zearalenon je kombinaci termini Gibberella zeae, laktonu resorcylové kyseliny
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(- ral), — ene (pro pfitomnost dvojné vazby mezi C-1° a C-2 uhlikem) a — one pro keton
v poloze C-6°. ZEA vznika jako sekundarni metabolit uvedenych plisni a napada hlavné
kukufici, ale na kontaminaci je rovnéz nachylna pSenice, je¢men, Cirok, Zito, proso a
ryze. ZEA je vysoce rezistentni k teplotam, proto se mize dale vyskytovat ve vyrobcich
z téchto obilovin, kontaminuje i nékteré ofechy, chilli kotfeni, banany, kari atd. Pfi
fusariové kontaminaci mize dochazet i ke spoleénému vyskytu ZEA, trichothecent a

fumonisint [5, 6, 7, §].

Zearalenon je v organismu absorbovan a metabolizovan pomoci dvou
biotransformacnich cest. Prvni znich je hydroxylace, kterd je pravdépodobné
katalyzovdna 3a- a 3B-hydroxysteroid dehydrogendzou, vede k tvorbé estrogenné
mnohem siln€j$im analogiim, a-zearalenol (a-ZOL) a P-zearalenol (B-ZOL). Takto
vzniklé redukované metabolity jsou néasledné konjugovany s kyselinou glukuronovou a
katalyzovany uridindifosfat-glukuronyl transferdzou. Mohou se vyskytovat i dalsi
derivaty ZEA napf. a-zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (B-ZAL) a zearalanon (ZAN).
Nicméné jsou pouze omezené dikazy o vyskytu téchto metabolitii v potravinach [6, 7,

8,9].
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Obr. 2: Chemicka struktura metabolitii zearalenonu, upraveno [10]

Zearalenon neni vyznamné akutné toxicky, ale ZEA a jeho derivaty vykazuji
estrogenni a anabolické ucinky, oznacuji se jako endogenni disruptory (nebo tzv.
environmentalni hormony). ZEA vyvolavd mykotoxikézy u hospodaiskych zvifat,
vyznacujici se syndromem hyperestrogenismu u prasat, neplodnosti u skotu a driibeze a
je zde mozny 1 dopad na lidské zdravi. Prasata (prasnice) jsou k ZEA nejcitlivejsi, dale
napf. mysi, potkani, opice.

Od roku 1920 bylo vypozorovano, Ze existuje souvislost mezi konzumaci
kontaminovaného krmiva a hyperestrogenismem u prasat. Moderni publikace ukazuji,
ze denni davka pod 1,0 ppm ZEA muZze vést k syndromu hyperestrogenismu prasat,
vys$si davky mohou pak vést k porucham koncepce, potratim a hypertrofiim pohlavnich

organtl a dal$im reprodukénim problémtm [11, 12].
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Mimoto byla u ZEA prokdzana hepatotoxicita, hematotoxicita, imunotoxicita a

genotoxicita [7].

3.2 Legislativa a kontrola

Roku 2006 byly ptedloZeny v Nafizeni komise ES ¢. 1881/2006 limity pro obsah
zearalenonu v nékterych potravinach. Nejniz$i hodnoty 20 pg/kg jsou stanoveny pro
détské prikrmy a vyzivu, nejvyssi pro kukufi¢ny rafinovany olej 400 ug/kg.

Dne 28. zati 2007 vySlo nové Natizeni komise ES ¢. 1126/2007, kterym se
zménilo predchozi nafizeni pro né&které maximalni limity kontaminujicich latek
v potravinach [13, 14].

Vroce 2011 stanovila European Food Safety Authority (EFSA) tolerovatelny
denni pfijem (TDI) na 0,25 pg na kilogram télesné hmotnosti. U snidaniovych cerealii je
podle EFSA mozZné zvySeni maximalniho limitu pro ZEA ze soucasnych 50 ug/kg na
75, 100, 125 ¢i az 150 pg/kg. K ptekroceni TDI by mohlo dojit vyjimecné pii
konzumaci kontaminovanych snidaniovych cerealii kazdy den po dobu dvou az Ctyt
tydnt [6].

Maximalni hodnoty pro ZEA v pivu doposud nebyly konkrétné stanoveny.

Tab. 1: Vybrané limity natizeni komise ES ¢. 1881/2006 (v zavorce uvedena zména z natizeni

komice ES & 1126/2007) [13, 14]

Maximalni limity pro

zearalenon (ng/kg)
Nezpracované obiloviny jiné nez kukufi¢né 100
Nezpracovana kukufice, krom¢ nezpracované kukutice urcené

200 (350)

ke zpracovani mokrym mletim

Obiloviny urcené k ptimé lidské spotfebé, obilnd mouka,
otruby a klicky ve formé& kone¢ného vyrobku uvadéného na trh | 75

pro piimou lidskou spotiebu (krom¢ potravin uvedenych nize)

Pecivo (zahrnuje 1 malé bézné pecivo), sladké pecivo, susSenky,
ceredlni tyCinky a snidafiové ceredlie, nezahrnuje kukufi¢né | 50

tyCinky a snidanové ceredlie z kukuii¢ného zakladu
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Kukufice urcend k pfimé lidské spottebé, ceredlni tyCinky
100
z kukufice a kukufi€nych snidafiovych cerealii

Obilné ptikrmy (kromé kukufiénych piikrmi) a ostatni ptikrmy 20
pro kojence a malé déti

Kukuii¢né ptikrmy pro kojence a malé déti 20

Statni zeméd&lska a potravinaiskd inspekce (SZPI) se kaZzdoro¢né zabyva
monitorovanim cizorodych latek v potravinach na uzemi Ceské republiky. Pokud se
objevi nadlimitni hodnoty cizorodych latek v potravinach a krmivech, pak SZPI poda
hlaSeni v Systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF), aby doslo ke
stazeni z evropského trhu. V predchozich letech bylo na RASFF ohlaseno nékolik
piipadi prekroCeni limitni hranice pro zearalenon, vétSinou se jednalo o ceredlie a
pekaiské vyrobky. Jako vazné byly zhodnoceny dva piipady vroce 2015, kdy se
zearalenon vyskytovat v kukutiéné mouce v hodnot¢ 379,7 pg/kg z Italie a 1,029 mg/kg
ze Srbska [15, 16].

Testovanim pfitomnosti mykotoxini a jejich kontrolou v potravinach se zabyva
nejen SZPI, ale také Statni veterinarni sprava v pisobnosti ministerstva zeméd¢lstvi a
dalsi zdravotni ustavy. Co se tyce piva tak do vybéru kvalitnich a bezpecnych surovin
zasahuje 1 Vyzkumny ustav pivovarsky a sladatsky, ktery pravidelné monitoruje vyskyt

cizorodych latek ve sladovnickém jeCmeni a chmelu [17].

3.3 Kontaminace piva

JeCmen a pSenice spadaji pod ekonomicky vyznamné obiloviny, které ve vétSiné
piipadi slouzi jako krmivo. Obé dvé suroviny vypéstované v nejlepsi kvalité patii
k tradi¢nim surovym materiadlim pro vyrobu sladu, piva a whisky.

Dal8imi surovinami nezbytnymi k vyrobé€ piva jsou chmel, voda a pivovarské
kvasinky.

Prvnim krokem pfi vyrob¢ piva je vyroba sladu, jde o nakli¢ené a ususené obilné
zrmo jeémene. Pfi kliCeni dochdzi ke S$tépeni polysacharidi pomoci enzymii na

jednoduché sacharidy vhodné ke kvaseni. Slad se posléze namele na sladovy Srot, ktery
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se michd s vodou. Nasleduje ,,rmutovani®, které je typické pro Ceskd piva, cilem je
uvolnéni co nejvice extrahovatelnych latek do roztoku. Béhem této faze postupné
stoupa teplota az na 70 °C. Tento krok se n€kolikrat opakuje. Dale se scezuje sladina
kvuli ziskani ¢irého roztoku, ktery se posléze vaii s chmelem. Pfi vafeni se inaktivuji
enzymy, dojde tak k zabranéni rozkladu dalSich sacharidii, dale se vafenim mladina
sterilizuje a dochdzi k izomeraci chmelovych pryskyfi¢nych kyselin, diky nimz ma pivo
typickou hotkou chut’. Posledni fazi tohoto kroku je ochlazeni na 8 az 9°C, pfiCemz
nerozlozené bilkoviny koaguluji s latkami obsazenymi v chmelu a vytvafi se tzv.
chmelové kaly.

Druhy krok pifedstavuje kvaseni mladiny, ta se timto zpisobem provzdusni a
ptidaji se k ni kvasinky Saccharomyces cerevisiae (kmen odolny vi¢i chladu). Existuji
dva druhy pivovarskych kvasinek, a to spodni, které pracuji v teplotnim rozmezi 7 az 15
°C, pouzivaji se pii vyrob¢ tzv. lezakli nebo svrchni, které pracuji pii 18 az 22 °C.
Béhem fermentace prevazna €ast cukernych latek zkvasi na ethanol, oxid uhli¢ity a
vedlejsi produkty. Pivovarské kvasinky se mnozi a rozklddaji enzymem maltazou
polysacharid maltézu na dvé molekuly glukézy.

Jako poslednim a nejdel$im krokem celého procesu je dokvaSovani (lezeni), které
probiha pfi nizkych teplotach, pivo se Cifi, syti vznikajicim oxidem uhli¢itym a dozrava

[18].

Plisn¢ a mykotoxiny se v obilovindch vyskytuji bézné, napt. pravé je¢men je
velmi Casto napadan patogeny rodu Fusarium, Aspergillus a Penicillium. Sekundarni
metabolity téchto mikroskopickych vlaknitych hub jsou nebezpecnymi piirodnimi
kontaminujicimi latkami plodin. Jak jiz bylo zminéno vySe, zearalenon je chemicky a
tepelné stabilni mykotoxin, tudiZ dochézi k jeho pfenosu z kontaminovanych zrn do
cerealnich vyrobkl (mouka, chléb, pivo) [19].

Zvysena koncentrace zearalenonu ve vzorcich obilovin a krmiv je zplsobena
spise dasledkem nespravného osSetfeni a uskladnéni nez primarniho vzniku pted sklizni
na poli. Jedna se zejména o nedostatecné vysuseni nebo skladovani ve vlhkém prostiedi
[5]. Ve skladovaném obili zlistava zearalenon velmi stabilni a v podstaté nezménén, a to
1 po rozemleti na mouku ¢i pravé po fermentaci. V experimentdlnich studiich bylo
zjisténo, ze po upeceni chleba z kontaminované mouky zastdva v chlebu vice nez

polovina ptiivodniho mnozstvi ZEA [20].
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3.4 On-line SPE HPLC

3.4.1 Uprava vzorku

Pied samotnou analyzou daného vzorku je dilezité provést upravu analytu, ktera
slouzi k jeho izolaci, zakoncentrovani a piecisténi od balastnich latek v matrici. Uprava
vzorku je vétSinou kritickym bodem celé analyzy, ale lze takto zvysit selektivitu
analyzy. NejcCastéji se k témto ucelim vyuzivaji extrakéni techniky, 1 diky tomu, Ze
velkou vétSinu z nich lze snadno automatizovat. Moderni on-line extrakéni metody
umoziuji nastiik analytu do chromatografického systému piimo v neupravované formé.
Ale 1 nadale se k upravé vzorkll v laboratofich nej€astéji pouzivaji analytické metody
vyuzivajici extrakci analyti zaloZzenou na principu Liquid-Liquid Extraction (LLE) a
Solid-Phase Extraction (SPE).

U SPE dochézi v jednom kroku soucasné k zakoncentrovani, tak i pfecisténi
extraktu. Dal§i vyhodou je napf. nizkad spotieba organickych rozpoustédel a vysoka
selektivita. SPE je zalozena na rozdéleni vzorku mezi pevnou (sorbent) a kapalnou fazi.
Vzorek vSak musi mit vyS$si afinitu k vhodné zvolenému sorbentu nez k matrici vzorku.
SPE muze byt provadéna jak v off-line tak on-line konfiguraci. V tomto ptipadé¢ bylo
pouzito mechanismu pifepindni kolon, aby se dosahlo on-line SPE ve spojeni s HPLC

(viz obr. 3) [21, 22].
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Obr. 3: Schéma ptepinani kolon, upraveno [23]

Ventil v poloze A: Vzorek je davkovan na SPE kolonku (mozno davkovat vysoké

objemy).

zakoncentrovani.

Zde

dochéazi

k zachyceni

analytu na

sorbent,

k jeho promyvani

a

Ventil v poloze B: Zachycené analyty jsou po pfepnuti ventilu eluovany mobilni fazi na

analytickou kolonu, kde dochazi k vlastni separaci. Signal je dale veden do detektoru.
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3.5 Molekularné vtisténé/otisténé polymery (MIP)

K vysoce selektivnim SPE sorbentim patii specidlné vyrabéné syntetické
polymery, MIP, vyrabéné technologii molekularniho vtiskovani (Molecular Imprinting
Technology, MIT). MIP dovedou vybrané analyty, pfipadné jejich strukturalni analoga,
selektivné a specificky zadrzet, podle jejich molekularniho tvaru, velikosti a uspotadani
funkénich skupin. Tyto materidly mohou byt pouzity jako idedlni materidl v riznych
aplikacnich oblastech, jsou schopny napodobit pfirodni rozpoznavaci entity, jako napf.

protilatky a biologické receptory.

V poslednich letech se stala konstrukce syntetickych materidlt, schopnych
napodobit procesy rozpoznavani nalezené v piirodé, dilezitou a aktivni oblasti
vyzkumu. MIT je povaZovan za univerzalni a vykonnou metodu, kterd je schopna
rozpoznat biologické a chemické molekuly vcetné aminokyselina a bilkovin,
nukleotidovych derivatl, znecistujicich latek, 1€kl a potravin.

MIT je zalozeno na tvorbé komplexu mezi analytem (templatem) a jednim nebo
vice funkénich monomerii. Nasleduje polymerizace a poté je templat z polymeru
odstranén a zlstavd po ném stabilni polymer a Sablona komplementarniho tvaru,
velikosti a chemickych funkci (viz obr. 4). Mezi molekulami analytu a funkénimi
skupinami v polymerni matrici obvykle vznikaji intramolekularni interakce jako napf.
vodikové vazby, dipdl-dip6l a iontové interakce. Vysledny polymer rozeznava a

selektivné vaze pouze molekuly templatu [24].
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Obr. 4: Schéma molekularniho vtistovani [24]

Extrakce vyuzivajici MIPs jako sorbenty mohou byt zapojeny jak v off-line, tak
on-line usporadani. Jako v tomto piipad¢ pfi on-line konfiguraci jsou MIPs plnény do
specidlnich kolonek, které se s chromatografickym systémem spojuji vicecestnym
pfepinacim ventilem.

K hlavnim vyhoddam MIPs patii jejich vysoka selektivita a afinita k cilovym
molekuldm uzitym v otiskovacim procesu. Vtist€né polymery jsou ve srovnani
s biologickymi (proteiny, nukleové kyseliny atd.) daleko inertn&jsi viuc¢i kyselinam,
zasadam, iontim kovil a organickym rozpoustédlim. Mohou byt pouzivané opakované

a naklady na vyrobu jsou relativné nizké [21, 24].

3.6 Metody stanoveni zearalenonu

Doposud se zearalenon, jeho metabolity a mykotoxiny obecné stanovuji pomoci
metod, které Ize rozdé€lit na imunochemické: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) a Radio Immunosorbent Assay (RIA), a chromatografické: tenkovrstva
chromatografie (TLC), plynovd chromatografie (GC), vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC). Tyto metody jsou velice citlivé a dovedou zachytit analyt uz

21



pfi extrémné nizké koncentraci (rozmezi ppt az ppb). Nejdostupnéjsi z téchto metod
z hlediska financni a pfistrojové narocnosti je TLC ve spojeni s UV detekcei, je vhodna
pro rychlé¢ kvalitativni stanoveni mykotoxinli. V dneSni dobé se pro zachyceni
zearalenonu Siroce pouziva HPLC spojené s fluorescencnim detektorem (FLD).
Nejnovej§i analyzy byly zaméfeny na kapalinovy chromatograf on-line spojeny
s hmotnostnim  spektrometrem  (LC-MS) nebo tandemovym  hmotnostnim
spektrometrem (LC-MS/MS), tato uprava miize zieteln¢ zredukovat piipravu upravy
vzorku, protoze slouceniny eluujici soucasné spolu mohou byt odstranény pomoci MS

selektivity a navic dochazi k jednoznaéné identifikaci mykotoxinu [25, 26].

V nésledujicim ptehledu jsou uvedeny nékteré moznosti analyzy vcetné pouzité

separace a uvadénych limit detekce za danych podminek.
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Tab. 2:

Metody stanoveni zearalenonu

LOD,

Analyt Zemée Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOQ Citace
ZEA Francie Kukufi¢né MIP (AfﬁnimipTM HPLC FLD [27]
cerealie ZON) a NIP Ptedkolona Hypersil Gold Ex 275 nm

(Polyintell), (velikost (10 x 2,1mm) Em 450 nm
castic 25 — 45 pm) Kolona Hypersil Gold (150 x 2,1 mm)
Isokraticka eluce, acetonitril/voda (60:40)
ZEA Brazilie | Kukufi¢na LLE TLC UV 366 nm |40 pugkg | [28]
krupice, 20 x 20 cm TLC deska (Alugram® SIL G 55 ngkg
popkorn, Silica gel 60)
pufovana Toluen/ethyl-acetat/chloroform/kyselina
pSenice mravenci (35:25:25:10; 50:40:10:10)
Toluen/aceton (80:20)
ZEA Polsko Pivo 30 min michani ELISA UV/VISpii | LOD 0,25 |[29]
(odplynéni) Ridascreen Zearalenone (R-Biopharm) 450 nm pgkg
ZEA Italie Téstoviny QuEChERS extrakce UHPLC Orbitrap 0,21 pg/kg | [30]
z tvrdé a Kolona Accucore aQ C18 (100 x 2,1 mm, | MS 0,65 ng/kg
mekkeé velikost Castic 2,6 um) ESI ionizace
pSenice Gradientova eluce, H,O v 0,1% kyseliné

mravenc¢i a SnM mravencanu
amonném/methanol v 0,1% kyselin¢
mravenc¢i a SnM mraven¢anu amonném
(40:60, 0:100)
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LOD,

Analyt Zemé Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOO Citace
ZEA | Ceska P3enice LLE HPLC FLD 7,5 ng’kg | [31]
a-ZEA | republika Acetonitril/voda Kolona LiChroCART 250-4 (250 x 4 Ex 235 nm 25 png/kg
B-ZEA azeotropni smes (84:16) | mm) se sorbentem LiChrospher 100 RP- | Em 440 nm
Cis
Acetonitril/voda (40:60)
LLE ELISA UV-VIS LOD 1,25
Methanol/voda (70:70) | Ridascreen Zearalenon kit pgkg
ZEA Japonsko | Pivo SPE LC MS/MS LOQ2 [32]
a-ZEA Supelclean ENVI-18 Kolona Nova-Pak phenyl (150 x 2.0 ESI ionizace | ng/g (ppb)
B-ZEA mm, 4 pm),
a-ZAL Linearni gradientova eluce
B-ZAL methanol/voda/10nM octan amonny
ZEA Botswana | Slad, LLE TLC UV-VISpii | LOD 20 [33]
sladénka, Chloroform Silikagelova deska 0,2 mm 366 nm, pfed | ug/kg
pivo s nasycenym roztokem | Diethyl-ether/cyklohexan (75:25) apo
choridu sodného a 2% sprejovani
roztokem hydroxidu s 20% AICl;
sodného v ethanolu
HPLC FLD
Hypersil MOS (100 x 4.6 mm, 3 pm) Ex 280 nm
kolona Em 465 nm

Isokraticka eluce acetonitril/0,1%
kyselina fosforova (1:1)
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LOD,

Analyt Zemé Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce LOO Citace
ZEA Rakousko | Pivo MIP HPLC UV, DAD [34]
USA Kolona 250 x 4,6 mm
Methanol/kyselina octova (7:1)
ZEA Rakousko | Tkan a mo¢ | SPE HPLC MS/MS 0,1-0,5 [35]
a-ZEA z hovéziho Kolona Supersphere® 100 RP-18e APCI ppb
B-ZEA dobytka a kolona, 125 x 3 mm ionizace 0,5-1
a-ZAL prasat Isokraticka eluce ppb
B-ZAL acetonitril/methanol/voda (10:45:45) s 15
nM octanem amonnym
ZEA Ceska PSenicna SPE HPTLC FLD 3 ngkg [36]
republika | mouka, slad | Acetonitril/purifikovana | Silikagelova deska 20 x 10 cm Ex 254 nm 10 ng/kg
voda (9:1) Chloroform/methanol (97:3), Em 400 nm
VICAM ZearalaTest " | chloroform/aceton/2-propanol (85:15:20),
imunoafinitni kolona Ethyl acetat/n-hexan (1:1),
benzen/chloroform/aceton (45:45:15)
ZEA | Ceska Pivo QuEChERS UPLC MS/MS 3ugkg | [19]
republika Kolona Acquity UPLC BEH C18 (50 mm | ESI ionizace 10 pg/ke

x 2,1 mm, 1,7 mm) s Acquity UPLC
BEH C18 ptedkolonou (5 mm x 2,1 mm,
1,7 mm)

Gradientova eluce, 0,1% vodny roztok
kyseliny mravenci/0,1% kyselina
mravenc¢i/1 mM mravencan amonny

v methanolu
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4 Experimentalni cast

4.1 Materialy a pomiicky

4.1.1 Standardy, chemikalie a vzorky

Zearalenon > 98%, dodavatel Sigma — Aldrich s. 1. 0.

Acetonitril, CHROMASOLV® Plus, for HPLC, > 99,9% Sigma — Aldrich s.r.o0.
Methanol, CHROMASOLV® Plus, for HPLC, > 99,9% Sigma — Aldrich s.r.0.
Kyselina octova, ¢istota pro MS, Sigma — Aldrich s. r. o.

Ultracista voda, ¢isténd systémem Milli-Q (Milipore)

Desetistupniova a jedenactistupniova piva z je¢ného sladu:

Bernard jedenactka lezak (Rodinny pivovar Bernard, a.s., obsah alkoholu: 4,5% obj.)
Bohemia regent 11° (Pivovar Regent Tiebon, obsah alkoholu: 4,6% obj.)

Branik jedenactka (Pivovary Staropramen, s.r.o., obsah alkoholu: 4,8% obj.)

Breznak 11 (Pivovar Velké Brezno, obsah alkoholu: 4,6% obj.)

Svaty Florian svétly lezék 11° (Rodinny pivovar Svaty Florian Loket, obsah alkoholu:
4,3% obj.)

Gambrinus Excelent 11° (Plzensky Prazdroj, a.s., Plzeni, obsah alkoholu: 4,7% obj.)
Holba Serak svétlé vyéepni pivo (Holba a.s., obsah alkoholu: 4,7% obj.)

Hradecky Votrok 11° (Méstansky pivovar Havlickav Brod, a.s., obsah alkoholu: 4,8%
obj.)

Klaster lezak (nepasterovany, Pivovar Klaster, Pivovary Lobkowicz Group, a.s., obsah
alkoholu: 4,6% obj.)

Lobkowicz lezdk premium (Pivovary Lobkowicz Group, a.s., obsah alkoholu: 4,7%
obj.)

Olivétinsky opat svétlé vy€epni pivo (Pivovar Broumov, obsah alkoholu: 4,2% obj.)
Ostravar Original svétlé vyCepni pivo (Pivovar Ostravar, Pivovary Staropramen, obsah
alkoholu: 4,1% obj.)

Pardal Echt svétly lezak (Budé&jovicky Budvar, n.p., obsah alkoholu: 4,5% obj.)
Pernstejn Vilém 11° (Pivovar Pardubice, a.s., obsah alkoholu: 4,7% obj.)
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Pilsner Urquell (Plzenisky Prazdroj, a.s., obsah alkoholu: 4,4% obj.)

Platan 11° (Pivovar Protivin, Pivovary Lobkowicz, a.s., obsah alkoholu: 4,6% obj.)
Primétor lezak 11° (Primator a.s., obsah alkoholu: 4,7% obj.)

Starobrno Medium nepasterizované (Pivovar Starobrno, obsah alkoholu: 4,7% obj.)
Staropramen 11° (Pivovary Staropramen, s.r.0., obsah alkoholu: 4,7% obj.)

Svijansky maz 11° (Pivovar Svijany, a.s., obsah alkoholu: 4,8% obj., ctyfikrat
chmeleno)

Velkopopovicky Kozel 11° (Pivovar Velké Popovice, obsah alkoholu: 4,6% obj.)
Zlatopramen 11° (Heineken Ceskéa Republika, a.s., obsah alkoholu: 4,9% obj.)

Dvanactistupfiova piva z je¢ného sladu:

Bertold lezék (Pivovar Holba, a.s., obsah alkoholu: 5,0% obj.)

Budweiser Budvar B: original svétly lezak ( Budéjovicky Budvar, n.p., obsah alkoholu:
5,0% obj.)

Krakono$ 12° (Pivovar Krakonos, spol. s.r.o., obsah alkoholu: 5,1% obj.)

Kumburak, Novopacké pivo, lezak (Pivovar Nova Paka, a.s., obsah alkoholu: 5,3% obj.)
Radegast ryze hotkd 12 (Pivovar Radegast NoSovice, Plzensky Prazdroj, a.s., obsah
alkoholu: 5,0% obj.)

Rychtat Premium (Pivovar Rychtat a.s., Pivovary Lobkowicz Group a.s., obsah
alkoholu: 5,0% obj.)

Samson svétly lezak 12° (Pivovar Samson, a.s., obsah alkoholu: 5,1% obj.)

Starobrno Drak extra chmeleny lezdk (Pivovar Starobrno, obsah alkoholu: 5,3% obj.)

27



4.2 Pristroje a podminky separace

Chromatograficky systém

Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Detektor: Shimadzu RF-10AXL Fluorescence Detector
Kolony: Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm, ¢astice Spum (Phenomenex)

Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm, ¢astice Sum (Phenomenex)
Kinetex Biphenyl, 100 x 4,6 mm, ¢astice 5 um

Kinetex PFP (pentafluorophenyl) 100 x 4,6 mm, ¢astice 5 pm
Ascentis® Express ES-Cyano, 100 x 4,6 mm, 2.7 um castice

(Sigma Aldrich)
Ascentis® Express Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm, 2.7 pm ¢astice
(Sigma Aldrich)

Testované SPE

Ptedkolony: Ascentis® Express C18 Guard Cartridge, 5 x 4,6 mm, 5 pm
(Sigma Aldrich)

Kovova kolonka 10 x 4,6 mm, naplnéna sorbentem Affinimip®
SPE Zearalenone (Polyintell), ¢astice o velikosti 25 — 80 pm,

hmotnost sorbentu 82,9 mg

Dévkovani: 50 pl
Detekce: Fluorescencni, Ex 270 nm, Em 458 nm
Mobilni faze: Acetonitril — voda

Methanol — voda
Pratok: 1,0 ml/min
SPE promyvaci faze: Acetonitril- 2% roztok kyseliny octové
Methanol — 2% roztok kyseliny octové
Pratok: 2,0 ml/min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

Filtraéni zarizeni na mobilni faze:

Millipore, filtr ze sklenénych vlaken o velikosti pérta 0,45 pm

Analytické vahy:
Sartorius 2004 MP, SRN
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4.3 Priprava roztoki standardu zearalenonu

4.3.1 Priprava roztoku standardu

Navazka 0,55 mg zearalenonu byla rozpusténa v 0,5 ml methanolu. Roztok byl
dale natedén desetkrat do 1 ml methanolu. Tento roztok byl pouzivan jako zasobni

roztok o koncentraci 110 mg/l a uchovavan pii -20°C v mrazaku.

4.3.2 Priprava zasobnich roztoki

Postupnym fedénim zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok pro
optimalizaci metody o koncentraci 110 pg/l. Nejprve se ze zasobniho roztoku
piipraven¢ho podle 4.3.1 odebralo 50 ul a doplnilo se do 500 pl metanolem, takto
vznikl desetinasobné zifedény roztok o koncentraci 11 mg/l. Tento roztok se dale
stonasobné natedil tak, Ze se do vialky napipetovalo 10 pul tohoto roztoku a doplnilo se
990 pl vody. Vznikly roztok se posléze uzival jako pracovni roztok pro optimalizaci

metody.

4.3.3 Priprava pracovnich roztoki pro kalibraci

Pracovni roztok zearalenonu byl vytvofen zifedénim zasobniho roztoku
zearalenonu (o koncentraci 110 mg/l) s vodou a to ptidanim 990,9 ul vody k 9,1 ul
ZEA. Takto vznikl pracovni roztok o koncentraci 1 mg/l, ktery byl dale fedén podle tab.
3 do jednotlivych koncentraci pro kalibracni fadu. Stejnym zplsobem byly pfipraveny

roztoky pro matricovou kalibraci, kde se misto vody pouZilo k fedéni roztok pivo.
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Tab. 3: Ptiprava pracovnich roztoki ke kalibraci

Objem pracovniho Objem vody/ piva
¢ ZEA (ng/)

roztoku ZEA (nl) ({11))
1. 200 200 800
2. 150 150 750
3. 100 100 900
4. 75 75 925
5. 50 50 950
6. 20 20 980
7. 10 10 990
8. 5 5 995

4.3.4 Priprava vzorki piva

Vzorky piv byly odebirdny pfimo z lahvi. Do vialky bylo ddvkovano po 1 ml
piva. Pivo Svaty Florian svétly lezak 11° je nefiltrované pivo a muselo byt jesté pied
nadavkovanim do vialky piefiltrovano (stfikackovy filtr 0,45 um PTFE).

Veskeré vzorky, standardy a roztoky standardl se uchovavaly v lednici.

4.3.5 Priprava mobilnich fazi

Bylo vyuzivano vsech tfi pump na tomto chromatografu.

Pumpa A: organicka slozka mobilni faze: Cisty acetonitril nebo methanol bez uprav
Pumpa B: vodna slozka mobilni faze: ultracista voda
Pumpa C: namichana promyvaci faze v testovanych pomérech organickd/vodna

slozka, tzn. methanol ¢i acetonitril v rizném procentudlnim zastoupeni nebo
methanol ¢i acetonitril + 2 % vodny roztok kyseliny octové (20 ml kyseliny

octové na 1 litr mobilni faze)
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4.4 Optimalizace chromatografickych podminek

Pii hledani vhodnych chromatografickych podminek byly testovany takové
podminky separace, aby byla dosazena co nejuzsi vyslednd Sitka piku zearalenonu,
popiipadé aby byla odezva na detektoru z hlediska citlivosti stanoveni co nejvyssi.
Optimalni separace bylo dosaZeno vybérem vhodné mobilni faze, kolony a gradientové
eluce. Béhem analyzy byl provadén nastiik 50 pl pracovniho roztoku vzorku pti pritoku
kolonou 1 ml/min. Optimalizace probihala ptimo v modu on-line SPE, kde jako sorbent
byla pouzita kratkd kolonka sreverzni fazi C18 5 x 4,6 mm. Separace na vsech
kolonach probihala za teploty 35 °C. Testované podminky separaci jsou

zdokumentovany vlozenymi chromatogramy.

4.4.1 Volba mobilni faze pro isokratickou eluci

Nejprve byla testovana analyza zearalenonu za podminek isokratické eluce. Po
zjisténi idedlniho poméru mobilnich fazi byl tento pomér déale vyuzit jako zaklad pro
gradientovou eluci. Pouzitim gradientové eluce se dosahuje optimalniho rozliSeni piku
zearalenonu od zbytku balastni matrice a pfijatelné doby analyzy. Zearalenon je
pomérné lipofilni sloucenina, proto je mozné pii pocatecni nizsi koncentraci organické
faze nejprve vymyt vodnou matrici piva a posléze zvySenim gradientu urychlit eluci

analytu s dosaZenim uzkého piku zearalenonu.

Volba organického c¢inidla byla zvolena na zaklad¢ lipofilnich vlastnosti
analyzované latky. Byly zkouSeny acetonitril a methanol. Methanol se kvili
nedostate¢né a pomalé eluci balastni matrice piva ukdzal jako nevhodné elucni ¢inidlo
pii isokratické eluci. Dalsi pokusy byly tedy zaméfeny na zmény poméru acetonitril —
vodna slozka. Tato méieni probihala na core shell kolon¢ Kinetex XB-C18 100 x 4,6

mm, velikost ¢astic 5 um.

Optimélni pomér byl 35:65 acetonitril-voda (obr. 6). Mén¢ organické slozky

nedostate¢né rozliSuje pik Zearalenonu od interference v matrici.
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Obr. 5: Mobilni faze 25:75 acetonitril — voda pro separaci na core shell kolon¢ Kinetex XB-C18

100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um.
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Obr. 6: Mobilni faze 35:65 acetonitril — voda pro separaci na core shell kolon¢ Kinetex XB-C18

100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm.

4.4.2 Parametry detekce

Na zéklad¢ stavajici literatury bylo prométfeno nékolik emisnich a excitacnich
spekter standardu a z téch byly vybrany hodnoty pro fluorescencni detekci Ex 270 nm a
Em 458 nm, pfi kterych byla odezva standardu co nejvyssi. Spektra byla méiena
v koncentraci 1,1 mg/l v mobilni fazi 35:75 acetonitril — voda. Za totoznych podminek

se zkouSel nastiik ¢istého piva.

Tab. 4: Srovnani excitacnich vinovych délek standardu pii Em 458 nm

Excita¢ni vlnova délka
Em 458 nm
278 290 300 270 260
Plocha (area) | 961650 463214 40872 1243309 949316
Vyska
266645 130212 109311 335985 252927
(height)
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Tab. 5: Srovnani emisnich vlnovych délek standardu pii Ex 270 nm

Emisni vlnova délka
Ex 270 nm

458 470 480
Plocha (area) | 1243309 1193351 1026512
Vyska

335985 309411 270377
(Height)

Zuvedenych méfeni vyplynulo, ze jako nejvhodnéjsi vinové délky pro
fluorescenc¢ni detekci zearalenonu vzhledem k vySce jeho piku a interferujicim slozkam

matrice je vhodné excitacni vinova déka 270 nm a emisni vinova délka 458 nm.

4.4.3 Volba promyvaci faze

Po nastaveni pocatecni isokratické eluce na analytické kolon¢ bylo nutné dal
optimalizovat krok on-line extrakce na obou testovanych sorbentech. Extrakce na pevné
fazi zapojené do systému on-line je dosazeno piepinanim kolon. Mobilni fize protéka
po nastiiku vzorku na piedkolonu se slab§im elu¢nim potencidlem proto, aby se vymyla
balastni matrice. Nasleduje ptfepnuti ventilu, ¢imz se dosahne pfipojeni na piredkolonu
pumpy se silngj$i mobilni fazi, kterou je eluovan i dosud zadrzovany zearalenon piimo
na vlastni analytickou kolonu. Na ni se analyt dale separuje touto silngj$i mobilni fazi.
Volba slabsi promyvaci faze je tedy dilezity krok z divodu co nejlepSiho odstranéni
balastni matrice a interferujicich pikGi pfi soucasném dostateném zadrZeni

analyzovanych latek na predkoloné.

Zpocatku byl porovnavan promyvaci roztok acetonitrilu a methanolu smichané
s vodou v riznych koncentracich (5%, 10%, 15%, 20%, 30% u methanolu navic 40% a
50%). Dale byly testovany roztoky acetonitrilu a methanolu o stejné koncentraci avSak
okyselené 2% organickou kyselinou octovou na pH 2,50. Kyselina octova byla zvolena,
kvuli jeji snadné dostupnosti, nizké toxicité a dobré misitelnosti s organickou slozkou

mobilni faze.
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Tyto rtizné druhy promyvaci fdze byly zkouSeny pro oba sorbenty, tzn. pro
extrakéni predkolonu Affinimip a sorbent C18 ve spojeni s analytickou kolonou

Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm.

V nésledujicich experimentech bylo zjisténo, Zze pro Affinimip extrakéni
pfedkolonu vykazuje nejvhodnéjSi promyvaci uCinky acetonitril v pomérné malé
koncentraci (graf €. 1), ktera ptesto zredukovala balastni matrici pti zachovani dobrého
rozliSeni piku zearalenonu a jeho separace od matrice. Slabsi promyvaci faze je kvuli
povaze testované latky také okyselena kyselinou octovou. Vysledna koncentrace byla
urcena na okyseleny 10% acetonitril kyselinou octovou (20 ml kyseliny octové na litr
mobilni faze). Obsah acetonitrilu vyssi nez 10% zplsoboval jiz vymyvani zearalenonu

z extrak¢ni predkolony.

Naopak pro sorbent C18 vykazuje nejvhodnéjsi promyvaci ucinky methanol,
pokud moZzno v co nejvyssi koncentraci, kviili totoznym pozadavkim jako u Affinimip
(graf €. 2). Vysledna koncentrace byla ur¢ena na 40% methanol. Obsah methanolu vyssi
nez 40% zpusoboval jiz vymyvani zearalenonu z extrakéni predkolony. Pro separaci
realnych vzorki se nakonec i na sorbent C18 pouzil kyselinou octovou (20 ml kyseliny
octové na litr mobilni faze) okyseleny 40% methanol stejné¢ jako u Affinimip
pfedkolony. Okyseleni promyvaci faze zlepSuje schopnost odstranéni balastni matrice.
Retence zearalenonu na dvou chemicky odliSnych sorbentech s riznymi promyvacimi

fazemi je znédzornéna na nize uvedenych grafech.
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2: Test retence zearalenonu na sorbentu C18
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Obr. 7: Vliv kyseliny na promyti Affinimip, 10% acetonitril (modra ktivka), 10% acetonitril +
2% kyseliny octova (Cervena ktivka), 15% Methanol (zelena kfivka), 15% Methanol + 2%

kyselina octova (Cerna kiivka).

4.4.4 Vybér analytické kolony

Bylo testovano nékolik druhli chromatografickych kolon. K dosazeni
optimalizace separace piku ZEA od ostatnich interferujicich sloZzek matrice a co nejnizsi
odezvy matrice bylo mozné pouzit pouze dvé. Z téchto dvou byla néasledn¢ vybrana
jedna s nejlep$imi separacnimi schopnostmi. Na zvolené kolony byl proveden nastiik 5

ul vzorku o koncentraci 1 mg/l a 50 ul piva. Optimalizace probihala za laboratorni

teploty.

Kinetex XB-C18 100 x 4.6 mm, core-shell silikagel (Phenomenex), velikost ¢astic Sum

-
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Obr. 8: Zaznam ze separace za podminek mobilni faze acetonitril - voda v poméru 35:65 na

kolon¢ Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm, 5 um
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Na této kolon€ byla hleddna idedlni mobilni faze, v€etné moznosti pouziti
methanolu misto acetonitrilu. Samotny acetonitril byl nejucinnéjsi elucni Cinidlo, na

dalSich kolonach se uzZ pracovalo pouze s nim.

Kinetex XB-C18 150 x 4.6 mm, core-shell silikagel (Phenomenex), velikost ¢astic Sum
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Obr. 9: Zaznam ze separace za podminek mobilni faze acetonitril - voda v poméru 35:65 na

kolon¢ Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm, 5 um

Nejlepsi volbou pro separaci byla tato kolona, ktera je oproti ostatnim kolonam
delsi. Na této koloné se pik ZEA zda byt dostatecné vysoky i izky a i odezva matrice

piva zde byla nejnizsi.

Kolony zminované nize se vyhodnotily pro dalSi separaci jako nevhodné,
zejména kvuli nedostate¢nému vymyti balastnich latek v matrici piva, které by

znemoznovaly pfesné vyhodnoceni u realnych vzorki.

Kinetex Biphenyl, 100 x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um
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Obr. 10: Zaznam separace za podminek mobilni fadze acetonitril - voda v poméru 35:65 na

kolon¢ Kinetex Biphenyl, 100 x 4,6 mm, 5 um
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Kinetex PFP (pentafluorophenyl), 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um
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Obr. 11: Zaznam separace za podminek mobilni faze acetonitril - voda v poméru 35:65 + detail

zobrazeny na spodnim obrazku (Zoom) na kolon¢ Kinetex PFP, 100 x 4,6 mm, 5 um

Ascentis® Express ES-Cvyano, 100 x 4.6 mm, 2.7 um fused-core Castice (Sigma

Aldrich)
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Obr. 12: Zaznam separace za podminek mobilni faze acetonitril - voda v poméru 35:65 na

koloné Ascentis® Express ES-Cyano, 100 x 4,6 mm, 2,7 um
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Ascentis® Express Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm, 2.7 um fused-core Cdastice (Sigma

Aldrich)
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Obr. 13: Zaznam separace za podminek mobilni faze acetonitril - voda v poméru 35:65 na

kolon¢ Ascentis® Express Phenyl-Hexyl, 100 x 4,6 mm, 2,7 pm

4.4.5 Optimalizace gradientové eluce

Pocatecni testovani gradientu bylo nastaveno na miseni mobilnich fazi z pumpy
A (acetonitril) a pumpy B (voda) v poméru 35:65. Ruzné koncentrace acetonitrilu byly
srovndvany pfi isokratické eluci a nastiiku 5 pl vzorku (Cisty standard 1mg/l ve vod¢) a
50 pl piva (Svijany), pro promyti byl pouzit 10% okyseleny acetonitril (pumpa C).

Nizsi podil acetonitrilu snizuje rozliSeni piku zearalenonu a balastni matrice.

Pratok promyvaci mobilni faze z pumpy C byl prvni pll minuty nastaveny na
0,5 ml/min, poté byl zvySen na 1 ml/min az do 2,10 min, kde se opét snizil na 0,5
ml/min. Tento zpomaleny pritok pii davkovani vzorku na SPE kolonku byl zvolen

z diivoda doporuceni vyrobce Affinimip pro dostatecnou interakci ZEA se sorbentem.

Pii vlastni separaci na analytické koln€¢ byl kazdy z gradientl testovan pfi
pfepnuti ventilu ve 2 minuté po nastfiku vzorku na extrakéni kolonu Affinimip.
Pocatecni pomér 35:65 se ukazal jako optimalni, ale bylo testovano prodlouzeni délky

analyzy pozvolnéjsim gradientem.
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Tab. 6: Popis podminek gradientu 1

Gradient 1 (konec 7,60 min)

Slozeni mobilni faze

1000+

Cas piepnuti ventilu (2 min) Vodna faze (%) Organicka faze (%)
2,00 100 0
2,10-3,10 65 35
3,10 -5,01 0 100
5,01 -5,50 0 100
5,60 - 7,60 65 35
ZEA

500+

250+

T
55 60 6.5

T
o min

Obr. 14: Zaznam separace standardu ZEA (Cerna ktivka) a piva (Cervena kiivka); kolona

Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic Sum, pfedkolona: kovova predkolona naplnéna

sorbentem Affinimip® SPE Zearalenone (Polyintell), ¢astice o velikosti 25 — 80 pm; mobilni

faze v pumpé A: acetonitril a v pumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 10% acetonitril

s 2% kyselinou octovou promyvani 2 ml/min;

Tab. 7: Popis podminek gradientu 2

Gradient 2 (konec 8,60 min)

SloZeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (2 min) | Vodna faze (%) Organicka faze (%)
2,00 100 0

2,10-3,10 65 35

3,10-6,01 0 100

6,01 — 6,50 0 100

6,60 — 8,60 65 35
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Obr. 15: Zaznam separace naspikovaného piva zearalenonem v koncentraci 60 ppb (Cerna
kiivka) a piva (Cervena kiivka); kolona Kinetex XB-C18 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic Sum,
predkolona: kovova piedkolona naplnénd sorbentem Affinimip® SPE Zearalenone (Polyintell),
castice o velikosti 25 — 80 pm; mobilni faze v pumpé A: acetonitril a v pumpé B: voda,

promyvaci faze v pumpé C: 10% acetonitril s 2% kyselinou octovou promyvani 2 ml/min;

Tab. 8: Popis podminek gradientu 3

Gradient 3 (konec 13,00 min) | SloZeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (2 min) Vodna faze (%) Organicka faze (%)
2,00 100 0

2,10 - 3,60 65 35

3,60 -9,01 0 100

9,01 —9,75 0 100

10,00 — 13,00 65 35
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Obr. 16: Zaznam separace standardu ZEA (Cerna kiivka) a piva (Cervena kiivka); kolona
Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic Spm, predkolona: kovova predkolona naplnéna
sorbentem Affinimip® SPE Zearalenone (Polyintell), ¢astice o velikosti 25 — 80 um; mobilni
faze v pumpé A: acetonitril a v pumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 10% acetonitril

s 2% kyselinou octovou promyvani 2 ml/min;
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Z uvedenych zdznamu testovanych gradienti je ziejmé, Ze prodlouZeni gradientu

umoziuje dosazeni lepsi separace piku ZEA od zbytku balastni matrice a to zejména na

delsi 150 mm kolon€ (zn4dzornéno na obr. 16), proto byly takto zvolené podminky

pouzity pro validaci metody pro on-line SPE na obou sorbentech.

4.5 Souhrn optimalnich podminek pro HPLC analyzu

Chromatograficky systém

Chromatograf:
Detektor:
Kolona:

Predkolona:

Davkovani:
Detekce:

Typ eluce:

Mobilni faze:
Narust gradientu:
Pritok:

Promyvaci faze:

Prtok:

Cas prepnuti ventilu:
Celkovy Cas analyzy:
Teplota:
Vyhodnoceni:

Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph

Shimadzu RF-10AXL Fluorescence Detector

Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm, ¢astice Sum (Phenomenex)
Ascentis® Express C18 Guard Cartridge, 5 x 4,6 mm, 5 um
(Sigma Aldrich)

Kovova cartridge naplnénd sorbentem Affinimip® SPE
Zearalenone (firma Polyintell), ¢astice o velikosti 25 — 80 pm,
hmotnost sorbentu 82,9 mg

50 ul

Fluorescen¢ni, Ex 270 nm, Em 458 nm

Gradientova, s casem pirepnuti ventilu na analytickou kolonu
v 2,0 min
Acetonitril — voda, 35:65 az 100:0
2,1 — 3,6 min isokraticky, 3,6 — 9,75 min linedrni nartst gradientu
1,0 ml/min
Acetonitril — 2% vodny roztok kyseliny octové
Methanol — 2% vodny roztok kyseliny octové
2,0 ml/min

2 min

13 min
Laboratorni

Chromatograficky software LC Solution
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Obr. 17: Zaznam separace za optimalnich podminek na extrakéni koloné Affinimip. Nastiik

standardu ZEA o koncentraci 75 pg/l.
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Obr. 18: Zaznam separace za optimalnich podminek na extrakéni koloné C18. Nastiik standardu

ZEA o koncentraci 75 pg/l.

5 Vysledky

5.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Vhodnost chromatografického systému a G€¢innost chromatografické separace byla
prokazovana méfenim pracovniho roztoku standardu pro kalibraci o koncentraci 75 pg/l
ZEA ptipravenym podle kapitoly 4.3.3. Tyto parametry se rovnéz prokazovaly pro

stejnou koncentraci naspikované v matrici piva.
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5.1.1 Utinnost chromatografického systému v gradientové eluci — Peak Capacity

P (pikova kapacita)

Pii gradientové eluci zlstava Sifka piku s Casem téméf neménna a nelze tedy pro
hodnoceni U¢innosti pouZzit rovnici pro zdanlivy pocet teoretickych pater (N). Pikova
kapacita P vyjadiuje podil celkové doby gradientu a pramémmé Sitky piku
v chromatogramu. Vypocet byl proveden podle vzorce:

tg
P=1++=, kde:
Wh
t, = doba trvani gradientu

wy, = Sifka piku pti zakladné

Tab. 9: U¢innost chrom. systému v gradientové eluci pro extrakéni kolonu C18

Analyzovana latka | t, (min) Wo,5 (min) P,

Zearalenon 7,780 0,059 33,84

Tab. 10: Uginnost chrom. systému v gradientové eluci pro extrakéni kolonu Affinimip

Analyzovana latka | t, (min) Wo,5 (min) P,

Zearalenon 7,787 0,059 33,84

5.1.2 Faktor symetrie chromatografickych piki (Ay)

Vypocet faktoru symetrie byl proveden z priméru t¥i méteni podle vzorce:

W,
Ay =25 kde:
2d

w05 = Sitka piku ve vzdalenosti 5% vysky piku,

d = vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v 5%

jeho vysky
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Tab. 11: Symetrie chromatografickych piki pro extrakéni kolonu C18

Analyzovana latka

t, (min)

Wo,05 (min)

As

Zearalenon

7,780

0,143

1,388

Tab. 12: Symetrie chromatografickych piki pro extrakéni kolonu Affinimip

Analyzovana latka | t, (min) Wo,05 (min) Aq

Zearalenon

7,787 0,170 1,597

5.2 Validace analytické metody

5.2.1 Linearita

Pro urceni linearity bylo pouzito 8 pracovnich kalibra¢nich roztoki ptfipravenych
v koncentracich podle kapitoly 4.3.3. Kazda koncentrace byla tiikrdt proméfena.
Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena z vysledné¢ primérné hodnoty téchto tifi méfeni.
Stanoveni linearity bylo provedeno jak pro roztoky standardi ve vodé€ tak v matrici

piva.

Linearita zearalenonu ve vodé pro extrakéni pfedkolonu C18

C (ng/h Plocha piku
200 2035686 2500000
150 1646862 22000000

Q.
100 1105394 g 1500000

81000000
75 820715 =

500000

50 756852 . |
20 285082 300
10 164197
5 77912

45




Statistické parametry pro regresi : y=kx+(q

Pocet bodu n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 9997 + 430
Abs. Clen q= 99325 + 43358

Korelaéni koef. r=0,994483
Rezidualni odch. s= 80120
Predikce y= 42000 x= -573

Linearita zearalenonu v matrici pro extrakéni pfedkolonu C18

C (ug/l) Plocha piku

200 2645914 3000000 +

150 2218692 - 2500000
4

100 1455674 5 2000000
£ 1500000

75 1083388 € 1000000

50 695229 2 500000

20 224639 0

10 140641

5 59609

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodi n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 13853 + 463
Abs. Clen q= 9193 + 46583

Korelaéni koef. r= 0,996672
Rezidualni odch. s= 86079
Predikce y= 42000 x= 237
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Linearita zearalenonu ve vodé pro extrakéni predkolonu Affinimip

C (ng/h) Plocha piku
200 3296119 4000000 -
150 2523508 _ 3500000

Z 3000000 —+
100 1725218 2 2500000
75 1270449 g 2000000 -+

= 1500000 +
50 830602 1000000 +
20 277986 500002 1 | | |
10 165500 0 100 200 300
5 89294 ¢ (ng/l)
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodii n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 16705 + 206
Abs. Clen q= -1429 + 20751
Korelaéni koef. r= 0,999544
Rezidualni odch. s= 38346
Predikce y= 42000 x= 2,6
Linearita zearalenonu v matrici pro extrakéni pfedkolonu Affinimip
C (ng/l) Plocha piku
200 3496718 4000000 +

3500000

150 2807399 5 3000000
100 1870128 ‘2 2500000

= 2000000
75 1436900 % 1500000

1000000
50 955330 500000
20 334476 0 |
300

10 197813
5 77095
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Statistické parametry proregresi: y=kx+q

Pocet bodu

Smérnice

Abs. Clen

Korela¢ni koef.

n=

k=

q=

Rezidualni odch. S =

Predikce

8

17897
32365
0,998484
74947
42000

Odhad chyby
+ 403
+ 40558
x= 2,6

5.2.2 Opakovatelnost

K ovéteni opakovatelnosti byly vybrany tfi odliSné koncentrace smésnych

pracovnich roztokd standardu, které byly opakované davkovany do systému. Vysledné

plochy pikii byly pouzity k vypoctu relativni

zearalenonu o pfislusné koncentraci.

smérodatné odchylky stanoveni

Opakovatelnost metody pro stanoveni zearalenonu byla vyhodnocovana

z roztokl standardil o koncentra¢ni hladiné 200 pg/l, 100 pg/l a 20 pg/l.

Tab. 13: Stanoveni opakovatelnosti metody pro extrakéni predkolonu C18 a Affinimip

C18 Affinimip

Nastiik Plocha piku Plocha piku
200 pg/l | 100 pg/l | 20 pg/l| 200 pg/l| 100 pgl| 20 pgl
1 273096 | 1339066 | 3051797 3417156 1761114 | 348340
2 265731 | 1353880 | 3027751 3229935 1733803 | 362836
3 269900 | 1376624 | 3054122 3240155 1722339 | 379994
4 269028 | 1358690 | 3007412 3233014 1701982 | 357942
5 266566 | 1354393 | 3005610 | 3252960 1704621 | 347803
6 267169 | 1341749 | 3023097 3167922 1719955 | 352634
7 257959 | 1348597 | 3010431 3148802 1649526 | 354647
8 270623 | 1347166 | 3003353 3130917 1677807 | 355926
N 8 8 8 8 8 8
Primér 267509 | 1352521 | 3022947 3227607 1708893 | 357515
SD 4540 11744 20388 89351 34242 10329
RSD (%) 1,70 0,87 0,67 2,77 2,00 2,89
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5.2.3 Presnost

Test pfesnosti metody byl vypocitan z primeéri tfi nastfiki 7 vzorka piva

s piidavkem zearalenonu na jedné koncentrac¢ni hladiné 50 pg/l.

Tab. 14: Pfesnost v matrici piva na extrak¢ni predkoloné C18 a Affinimip

Primeérna plocha
Primérna plocha
Vzorek piku ZEA —
piku ZEA — C18
Affinimip
1 691039 927646
2 633628 899842
3 670149 932882
4 672199 885791
5 680447 878412
6 633935 910483
7 740867 934589
Pramér 674609 909949
SD 36637 22829
RSD (%) 5,43 2,51

5.2.4 Vytéinost

Vytéznost byla urCena tak, Ze byla ddna do poméru primérna hodnota plochy
piku roztoku standardu o koncentraci 50 pg/l s primérnou hodnotou ze 7 vzorka piva,
bez nativni pfitomnosti mykotoxinu (blank piva), do kterych byl ptidan zearalenon o
stejné koncentraci. Byly pouzity hodnoty méfené pro piesnost. Kazdy vzorek byl do

systému davkovan tfikrat.
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Tab. 15: Stanoveni parametru vytéZnosti zearalenonu v matrici piva (n = 7)

Koncentrace (ug/l) | Primérna plocha piki | Vytéznost (%)
50 673846
CI18 100,11
50 + pivo 674609
50 919456
Affinimip 98,97
50 + pivo 909949

5.2.5 Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)

Limit kvantifikace odpovidd koncentra¢ni hladin¢ desetkrat vyss§i nez je
koncentracni hladina Sumu. Pro relevantni vypocet koncentrace analytu je tedy mozno
pouzit pouze hodnoty rovné nebo vyssi témto limitnim. Jeho ur€eni bylo dosazeno

postupnym fedénim a experimentalnim ovéfenim hodnot.

Limit detekce byl stanoven pro moznost urCit, zda se dany analyt ve vzorku
vibec vyskytuje, tedy pro vyjadieni citlivosti metody. Pro limit detekce plati, ze
hledany pik v daném reten¢nim ¢ase musi byt vyznamné statisticky odlisSny od Sumu,
abychom mohli mluvit o jeho pfitomnosti. Za takovy je povazovan pik ttikrat vyssi nez
Sum zakladni linie. V tomto ptipad¢ byl dopoCten z experimentalné zjisténych hodnot
podle vzorci:

10xhy
m

a LOD = 3/
m

LOQ =

kde h, = Sum na zdkladni linii a m = smérnice kalibra¢ni kiivky

Mezi nimi pak plati vztah:

10+xLOD

LOQ =

Obé¢ hodnoty byly ovéieny jak pro Cisté standardy, tak v matrici piva. Roztok o
koncentraci 20 pg/l ZEA byl dale tedén, vysky pika jednotlivych vystupii byly
porovnavany s linii Sumu. Pfi desetinasobném zifedéni uz byly piky na chromatogramu

vizualné hare detekovatelné oproti Sumu. Chromatograficky zdznam koncentrace rovné
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limitu kvantifikace, tedy 5 pg/l ZEA ukazuje obr. 19. Tato koncentrace je zaroven

stanovena nejniz§im bodem kalibrac¢nich kiivek obou standardi.

Tab. 16: Limit kvantifikace standardu

Koncentrace | 1. nastiik 2. nastiik 3. nastiik Primér

(ng/h (plocha) (plocha) (plocha) LOQ
ZEA 5 95989 78258 93635 89294

Tab. 17: Limit kvantifikace v matrici piva

Koncentrace | 1. nastfik 2. nastiik 3. nastiik Prumér

(ng/h) (plocha) (plocha) (plocha) LOQ
ZEA 5 75408 76724 79153 77095
&mrm

ZEA

Obr. 19: Analyza standardll v matrici piva o koncentraci rovné LOQ (ZEA v koncentraci 5 pg/1)

Teoreticky vypoctend koncentrace LOD standardu i v matrici piva pro ZEA

odpovida 1,5 pg/l.

my
{Detector A ZT0nmEm-A55nm

L AL
8.50 8.78

T
10.00  min

Obr. 20: Analyza vzorku o koncentraci rovné LOD v matrici piva (ZEA v koncentraci 1,5 pg/l)
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5.3 Stanoveni obsahu zearalenonu ve vzorcich vybranych

druhii piv

K analyze bylo sesbirano 30 piv, z toho 8 piv dvandctistupiiovych ostatni byla
deseti- nebo jedenactistupiiova. Vzorky jednotlivych piv byly odebirany piimo z lahve,
I ml byl napipetovan do vialky. Nastiik pfi jednotlivych analyzach byl 50 ul. Od
kazdého piva byla provedena tfi méfeni, z jejich primérné hodnoty ploch piki byla
vypoctena z matricové kalibra¢ni kiivky koncentrace. Pii méteni na extrakéni kolonce
C18 byl zearalenon detekovan v 8 vzorcich a pfi méfeni na extrakéni kolnce Affinimip

v 15 vzorcich z 30 prométovanych piv.

-

N
Detector A/ExZ70nmEm 458nm

V
2= ZEA
50 7

3

L )

T T T T T T T T T T T T
0.0 10 20 30 40 50 60 10 L) 20 10.0 1.0 120 min

Obr. 21: Chromatogram redlného vzorku: Samson svétly lezak 12°, extrakéni predkolona C18

"
75 PEETOr A ZTONmEm 580

=

25 ZEA
" 7.79

20

Obr. 22: Chromatogram realného vzorku: Samson svétly lezak 12°, extrakéni predkolona

Affinimip

52



Tab. 18: Stanoveni zearalenonu v 10° a 11° pivech pro extrakéni pfedkolonu C18 a Affinimip

CcZEA (pg/l)—C 18 c ZEA (pg/l) — Affinimip
Lobkowicz lezdk premium <LOD <LOD
Pardal Echt lezak <LOD <L0Q (1,5)
Excelent 11° <LOD <LOD
Holba Serak <LOD <LOD
Zlatopramen 11° <LOD <LOD
Pilsner Urquell <LOD <LOD
Staropramen 11° <LOD <LOD
Breznak 11° <LOD <LOD
Kozel 11° <LOD <LOD
Bernard 11° <L0Q (1,5) <L0Q (2,25)
Klaster (nepasterovany lezak) <LOD <LOD
Branik jedenactka <LOD <LOD
Primator 11° <LOD <LOD
Olivétinsky opat (vycepni) <LOD <LOD
Hradecky Votrok 11° <LOD <LOD
Platan 11° <LOD <LOD
Ostravar (vycepni) <LOD <LOD
Bohemia regent lezak <LOD <LOD
Vilém 11°(Perstejn) <LOD <LOD
Florian <LOD <LOD
Starobrno Medium 11° <LOD <LOD
Svijany Maz 11° <LOD <LOD
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Tab. 19: Stanoveni zearalenonu v 12° pivech pro extrakéni prekolonu C18 a Affinimip

c ZEA (pg/l) —C18 c ZEA (pg/1) — Affinimip
Bertold leZak <LOD <LOD
Budweiser Budvar lezdk <LOD <LOD
Samson svétly lezak 12° <L0Q (1,8) <L0Q (2,24)
Kumburak lezak <LOD <LOD
Krakonos$ 12° <LOD <LOD
Radegast 12° <LOD <LOD
Rychtaf Premium <LOD <LOD
Starobrno Drak 12° <LOD <LOD

U vétsiny analyzovanych vzorkli byl zji§tén obsah zearalenonu pod hladinou
limitu detekce, pouze u dvou, v ptipadé¢ Affinimip u téi piv byla koncentrace ZEA o
trochu vyss$i nez nad touto limitni hladinou. VSechny hodnoty uvedené v tabulkach jsou

proto pouze orientacni a neni mozné je pod limitem kvantifikace hodnotit.
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6 Zaver a diskuse

Byla vytvofena nova metoda pro stanoveni mykotoxinu zearalenonu v pivu. Pro
zjednoduseni a urychleni extrakce analytu z matrice byla zvolena metoda pro tpravu
vzorku on-line SPE ve spojeni s HPLC. Zvolili jsme dva odli§né sorbenty, jeden na bazi
reverzni faze, druhy na bazi molekuldrné vtisténého polymeru. Obé dvé metody byly
optimalizovany a validovany. VyuZitim pfepinani kolon mezi extrakéni a analytickou
bylo dosazeno izolace analytu. Z Sesti riiznych analytickych kolon byla vybrana jako
nejvhodnéjsi kolona C18 s iso-butylovymi postrannimi fetézci dlouhd 150 mm vyrabéna
technologii core-shell (Castice s pevnym jadrem). Experimentalné byla uréena vhodna
mobilni faze, jeji slozeni a dal§i podminky separace. Vlastnosti zearalenonu umoznily

pouzit citlivé fluorimetrické detekce.

Promyvaci faze pro sorbent C18 Methanol — 2% vodny roztok kyseliny octové

(40:60)

Promyvaci faze pro Affinimip Acetonitril — 2% vodny roztok kyseliny octové
(10:90)

Délka promyvani 2 minuty

Mobilni faze Acetonitril — voda

Isokratické eluce mobilni fAze v poméru 35:65

2 - 3,6 minuta
Gradientova eluce linearni narust na 100:0

3,6 — 9,75 minuta

Po optimalizaci separace byla metoda validovdna. Linearita zearalenonu byla
ovéfena v roztoku standardu a v matrici piva v koncentracich 5 az 200 ug/l pro oba SPE
sorbenty zvlast. Vysledkem byla ptfimka linedrni regrese, z niz byl vypocitan korela¢ni
koeficient o hodnoté vétsi nez 0,9940. Parametr piesnosti byl méfen na jedné
koncentra¢ni hladin€é 50 pg/l, kritériem tohoto parametru je relativni smérodatna
odchylka (RSD), ktera byla pod 5,5%. Opakovatelnost byla méfena na 3 koncentra¢nich
hladinach 20, 100 a 200 pg/l s vysledkem RSD od 0,67 po 2,89 %. VytéZnost se
pohybovala mezi 98 a 100%. Limit kvantifikace této metody pro zearalenon je 5 pg/l.
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Zearalenon byl stanoven ve 30 vzorcich piv. Nejvyssi mnozstvi ZEA bylo nalezeno
v pivech Bernard 11° a Samson svétly lezak 12° v obou pfipadech extrakce a navic u
Affinimip jest€¢ v pivu Pardal echt lezdk hodnota vys$si nez 1,5 pg/l. Tato hodnota je
vSak pod limitem kvantifikace a zlstdvd pod nejnizSim povolenym limitem pro

zearalenon v potravinach 20 pg/l.

Zaveérem diplomové prace Ize konstatovat, Ze porovnani obou extrak¢énich sorbenti
nebylo tak vyrazné rozdilné, jak se oc¢ekavalo. Sorbent na bazi molekularné vtisténého
polymeru se neprojevil znacné selektivnéji nez ten na bazi reverzni faze, nebot’ ani
z molekuldrné vtiSténého polymeru se nepovedlo pii on-line SPE extrakci beze zbytku
odstranit vSechny interferujici sloZky z matrice. Navic po on-line extrakci byl ziskdn
chromatogram s menSim mnoZstvim interferenci pii vyuziti C-18 sorbentu. To je
pravdépodobné zpusobené vétsi lipofilitou zearalenonu a tim i moznosti vyuziti silnéjsi
promyvaci faze s vy$S§im obsahem organické slozky, kterd umozinuje lepsi precisténi. U
Affinimip sorbentu musela byt pouzita slabsi elucni faze a navic mohlo dochazet
k nespecifickym interakcim s nosicem templatu. Nebylo ani také mozné v on-line
provedeni striktné dodrzet podminky uvadéné producentem MIP, a to zejména vysuSeni
sorbentu pied eluci mykotoxinu. Tento krok dle n€kterych zdrojh z literatury miize mit
také vliv na specifickou funkci sorbentu, zejména pii pouziti nevhodnych eluc¢nich

¢inidel.
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