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stanoveni mykotoxinu patulinu v jable¢nych napojich.

Kvyvoji metody, kterou by bylo mozno detekovat mykotoxin patulin
Vv jable¢nych népojich a dzusech, bylo vyuzito vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) ve spojeni s on-line extrakci na tuhou fazi (SPE) pomoci techniky piepinani
kolon pro upravu vzorku. Vzorek dzusu o objemu 250 pl byl pfimo davkovan do
systému. Po néstfiku vzorku doslo k extrakci patulinu z matrice dZzusu na extrakéni
predkolong. Kovova extrakéni pfedkolona o rozmérech 25 x 3 mm, byla naplnéna Supel
MIP Patulin sorbentem, ktery je specifickym ,,molekuldrné vti§ténym polymerem*
(MIP) urenym pro selektivni extrakci patulinu z jable¢né matrice. Jako promyvaci faze
pro odstranéni balastni matrice byl vybran 1% roztok NaHCOs, ktery protékal MIP
kolonkou rychlosti 2 ml/min po dobu 2,5 minuty. Po uplynuti této doby doslo k ptepnuti
ventilu a zbytkové latky matrice zachycené na extrakéni pifedkoloné spolecné
s patulinem byly dale separovany na analytické koloné Kinetex Biphenyl 150 x 4,6 mm
(velikost ¢astic Sum). Mobilni faze o slozeni 20 % ethylacetatu v acetonitrilu s vodou
v poméru 20:80, protékala kolonou rychlosti 1 ml/min pfi gradientové eluci. Detekce
byla provedena UV-VIS detektorem pii vinové délce 276 nm. Celkova doba analyzy
jednoho vzorku dZusu, véetné jeho on-line upravy, trvala necelych 9 minut. Limit
detekce této metody byl 50 pg/l, coz je hodnota odpovidajici nejvyssSimu povolenému

mnozstvi patulinu v jable¢nych dzusech dle norem EU.

Kli¢ova slova: HPLC, MIP, on-line SPE, patulin, mykotoxiny



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Bc. Anezka Holznerova

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

Title of Diploma Thesis: On-line SPE HPLC method optimization for determination of
patulin mycotoxin in apple drinks

The issue of food contamination with mycotoxins is a serious problem worldwide.
These substances are highly toxic to humans and chronic effects on the human organism
in very low doses may cause long-term medical complications. In our work we focused
on one of the most common dietary mycotoxins - patulin, which is found in apples and
related products (especially apple juices). High performance liquid chromatography
(HPLC) coupled with on-line solid phase extraction (SPE) using a column switching
technique for sample treatment was developed for determination of mycotoxin patulin
in apple drinks and juices. A volume of 250 pul of juice sample was injected directly into
the on-line SPE-HPLC system. After injection of the sample the extraction of patulin
from juice matrix was carried out on SPE precolumn. SPE precolumn 25 x 3 mm was
filled with Supel MIP Patulin sorbent, which is a specific "molecularly imprinted
polymer” (MIP) designated for the selective extraction of patulin from an apple matrix.
As the washing solution for removing ballast matrix was selected 1% solution of
NaHCOg, which flowed through MIP precolumn at flow rate 2 ml/min for 2.5 minutes.
After this period a valve was switched and the residual ballast matrix, retained on the
extraction precolumn, together with patulin were further separated on an analytical
column Kinetex Biphenyl 150 x 4.6 mm (particle size Sum). The mobile phase
composition of 20 % ethyl acetate in acetonitrile with water in ratio 20:80, flow through
the column at 1 ml/min in gradient elution. Detection was performed by UV-VIS
detector at a wavelength 276 nm. The total analysis time of one juice sample, including
its online pretreatment, was less than 9 minutes. The detection limit of this method was
found at level 50 pg/l, which is the value corresponding to the maximum allowed level

of patulin in apple juices according to EU standards.
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1 Seznam zkratek

CAD Charged Aerosol Detector

DAD Detektor s diodovym polem — Diode Array Detector

DMSO Dimethylsulfoxid

ELSD Evaporative Light Scattering Detector

FDA Food and Drugs Administration

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

HMF Hydroxymethylfurfural

HPLC Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid
Chromatography

LLE Liquid-Liquid Extraction

MIPs Molekularné vtisténé polymery - Molecularly Imprinted Polymers

MIT Technologie molekularniho vtiskovani - Molecular Imprinting
Technology

MS Hmotnostni spektrometrie — Mass Spectrometry

NQAD Nano Quantity Qnalyte Detector

PMTDI Maximalni pfijatelny denni pfijem — Provisional Maximum Tolerable
Daily Intake

PAT Patulin

RSD Relativni smérodatna odchylka — Relative Standard Deviation

SPE Extrakce na tuhou fazi - Solid Phase Extraction

UV-VIS Ultrafialové-viditelné zareni



2 Uvod

Problematika kontaminace potravin mykotoxiny je celosvétové zavazny problém.
Jsou to latky pro clovéka vysoce toxické a jejich chronické plsobeni na lidsky
organismus i ve velice nizkych davkach muze zpisobovat dlouhodobé zdravotni
komplikace. N¢které z mykotoxint jsou navic latky stabilni a perzistentni v Zivotnim
prostiedi, odkud se dale ptes zemédélskou (rostlinnou a zZivoc¢isnou) produkci mohou
dostavat do potravniho fetézce ¢lovéka. Z tohoto hlediska je tedy nutné sledovat, zda
nejsou prekracovany potravinové limity jednotlivych mykotoxini a k tomuto ucelu
vyvijet citlivé a selektivni analytické techniky pro jejich detekci. V nasi praci jsme se
zam¢&fili na jeden z nejCastéjSich potravnich mykotoxini — patulin, ktery se vyskytuje

V jablcich a s nimi souvisejicich produktech (zejména v jable¢nych dzusech).



3 Cil a zadani prace

Tato diplomova prace je zaméfena na testovani a optimalizaci podminek spojeni
dvou metod, a to vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC) s on-line extrakci
tuhou fazi (SPE), pro stanoveni mykotoxinu patulinu v jableénych napojich. Jelikoz
jsou mykotoxiny pro Clovéka toxické, je nutné sledovat, zda jejich koncentrace
V potravinach nepiekracuje dané limity. Z toho divodu je tfeba neustile vyvijet
citlivéjsi a selektivn€jsi metody, kterymi by tyto nebezpecné latky mohly byt

detekovany.

Cilem prace bylo testovat a najit vhodné optimalizované podminky pro metodu,
kterou by bylo mozné stanovit patulin v jable¢nych napojich. Technikou on-line SPE ve
spojeni s HPLC bylo dosazeno nejen zkraceni Casu Upravy vzorku pied samotnou
analyzou, ale doslo i k zakoncentrovani patulinu a ¢asteénému odstranéni balastnich

latek matrice pied vlastni separaci.
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4 Teoreticka cast

4.1 Patulin

4.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Nazev IUPAC: 4-Hydroxy-4H-furo[3,2-c]pyran-2(6H)-one
Molekulova hmotnost: 154,12 g/mol

Sumarni vzorec: C;HgO4

CAS number: 149-29-1

Strukturni vzorec:

O OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec patulinu (1)

Popis: krystalicka latka, bila (2)

Rozpustnost: - rozpustny ve vodé a v organickych rozpoustédlech jako je DMSO,

methanol, ethanol, aceton, ethylacetat, chloroform
- nerozpustny V petroleji a benzenu (3).
Bod tani: 105 - 111 °C

Absorpéni maximum (vlnova délka): 276 nm
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Patulin (PAT) je mykotoxin, ktery je produkovan vice nez 60 druhy plisni
patticich do 30 rodd. Hlavnimi producenty patulinu jsou plisné Penicillium expansum,
Penicillium griseofulvum, Aspergillus clavatus a Byssochlamys nivea (4). Tyto druhy
plisni napadaji razné potraviny vcetné ovoce, obilovin a syrd. Nejbéznéjsim
producentem patulinu v piirodé je P. expansum. Patulin je sekundarnim metabolitem
vyse uvedenych plisni a kontaminuje plodiny a z nich vyrobené produkty, které byly
napadeny témito plisnémi. Patulin byva nejCastéji nalezen v jablkach a hruSkach
s hnédou hnilobou a modrou plisni, jable¢nych dzusech (5) (6), moukach a sladech (7) .
Patulin se nevyskytuje pouze v plodinach a jejich produktech, ale i v mase, vcetné
driibeziho, které je kontaminovdno po zkrmovéani obilovin napadenych plisni

Aspergillus clavatus (8).

Vzhledem k vyrobnim procesim, spotfebnim postupim a povaze potravin,
patulin  vyskytujici se v téchto potravinach nepiedstavuje bezpecnostni riziko
s vyjimkou jable¢nych dzust (9). Z pravidla byvaji zahnivajici ¢asti vétSiny ovoce a
obilovin odstranény jesté pred spotfebou. V piipadé potravin jako jsou syry, které
obsahuji vysoké mnozstvi cysteinu, dochazi k inaktivaci patulinu (10). Kontaminace
patulinem byva problémem po sklizni. Rist plisni je siln€ ovliviiovan pocasim a praveé
v obdobi sklizné jsou podminky pro rast plisni nejptiznivéjsi. Bylo zjisténo, Ze nejvyssi
produkce patulinu je pii skladovaci teploté mezi 4 a 25 °C (11). Studie dokazuji, ze
patulin je zniCen fermentaCnimi procesy a ztohoto divodu se nenachézi
v alkoholickych ovocnych napojich nebo ve vinnych octech, které jsou produkovany
z ovocnych §tav. Zatim co tepelné zpracovani zplsobi jen minimalni zniceni patulinu.
Ztoho vyplyva, Ze patulin pfitomny v jablecné S§tavé neni rozloZen procesem

pasterizace (12).

Prvnim kdo izoloval patulin z Penicillium expansum, Penicillium griseofulvum
byl Birkinshaw a kol. v roce 1943. Cilem bylo najit nové druhy plisni S antibiotickymi
ucinky. U patulinu tyto antibiotické ucinky zjistény byly (plsobi na gramnegativni,
grampozitivni bakterie a na Mycobacterium tuberculosis), ale zaroven je velmi toxicky.
Byl dokonce testovan v klinickych studiich, ale zajem o néj ubyval kvili jeho toxickym
ucinkiim jak na lidsky organismus, tak 1 na =zvifata. Plsobi baktericidné,
bakteriostaticky a antifungalné. Vystaveni tomuto toxinu miZe mit imunologické,
gastrointestinalni a neurologické nasledky (13) (3). A ztohoto divodu patii patulin

mezi takové mykotoxiny (aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, fumonisiny,
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trichotheceny), jejichz koncentrace v potravinach je pfisné hlidana a jeho pfipustné
hladiny jsou upraveny v mnoha zemich po celém svété. Od roku 2003 plati Evropské
natizeni 1425/2003, které stanovi maximalni vysi 50 pg/l pro ovocné $tavy a odvozené
produkty, 25 ug/l u pevnych vyrobku z jablek a 10 pg/l pro vyrobu napoju a potravin
uréenych pro kojence a malé déti (17). V soucasné dobé, americky Utad pro potraviny a

IéCiva (FDA), omezuje patulin na maximalni koncentraci 50 pg/l (14).

Chemicky je patulin nenasyceny lakton. Patfi mezi polyketidové sekundérni
metabolity a jeho biosyntetickd drdha patfi mezi nejlépe prozkoumané drahy
sekundarniho metabolismu hub. Prvnim meziproduktem patulinové drahy je kyselina
6 — methylsalicylova, ktera vznika kondenzaci acetylkoenzymu A s tfemi malonatovymi

jednotkami (13).

Studie na zvifatech a pozorovani u ¢lovéka dokazuje, ze patulin ma toxické
vlastnosti. Akutni toxicita po poziti vysoké davky u zvifat se projevuje kieCemi,
dusSnosti, plicni kongesci, otoky, ulceraci, hyperémii a gastrointestinalni distenzi. U
Clovéka se poziti vysokych davek patulinu projevuje nevolnosti, zvracenim,

gastrointestinalnimi poruchami a poskozenim ledvin (11).

Jak jiz bylo zminéno, karcinogenni mykotoxin patulin miize byt inaktivovan
riznymi slouceninami, které obsahuji sulthydryl, napf. gluthation a cystein. Tato reakce
mezi patulinem a enzymy obsahujicimi SH skupiny zplsobuje extrémni toxicitu

patulinu vuci bakteriim (15).

O 0] OH

0 OH 0 0 H
R=C-S-or G-S-

Obrazek 2: Reakce patulinu se slouc¢eninami, které obsahuji sulthydryl (15)
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4.1.2 Legislativa a kontrola

Vysledky hodnoceni expozice ukazaly, Ze primérna expozice evropské populace
patulinu se nachazi hluboko pod hodnotou maximélniho pfijatelného denniho piijmu
(PMTDI) 0,4 mg/kg télesné hmotnosti (16). Tento PMTDI byl stanoven Védeckym
vyborem pro potraviny v bieznu roku 2000 (17). OvSem existuji specifické skupiny
spotfebitell, jsou jimi zejména déti, které mohou byt vystaveny vysSim davkam
patulinu, jelikoz u této skupiny se predpoklada vyssi tendence spotfeby jablecnych
produkti. V zajmu ochrany vefejného zdravi proto bylo nutné stanovit maximalni
mnozstvi patulinu V potravinach, v nichz se bézné vyskytuje. Cilem komise bylo omezit

pfitomnost patulinu v potravinach na nejnizsi rozumné dosazitelnou urovei (16).

Tuto problematiku fe$i nafizeni Komise (ES) ¢. 1425/2003 ze dne 11. srpna
2003, které stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich latek v potravinéch,
kterou byly dale stanoveny limity pro maximalni limity pro dusi¢nany, aflatoxiny,

ochratoxin A, olovo, kadmium, rtut’, 3-chlor-1,2-propandiol a dioxiny.

Nekteré ¢lenské staty piijaly nebo maji v imyslu pfijmout maximalni limity
pro patulin v ovocnych $t'dvach, zejména v jable¢né §tave, pevnych vyrobcich z jablek,
napiiklad kompotech a jable¢né dfeni a ve vyrobcich tohoto druhu uréenych pro
kojence a malé déti. Vzhledem k rozdilim mezi ¢lenskymi staty a k naslednému riziku
naruseni hospodaiské soutéze jsou opatfeni SpoleCenstvi nezbytna k zajiSténi jednoty

trhu pii zachovani zasady proporcionality.

Toto nafizeni je zavazné v celém rozsahu a pfimo pouzitelné ve vSech ¢lenskych

statech.
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Tabulka 1: Maximalni limity pro patulin podle natizeni Komise (ES) ¢. 1425/2003 (17)

produkty Maximalni limity pro patulin (ng/kg)

Ovocné S$tavy a ovocny nektar, zejm.
jable¢na s$tava pouzivana jako doplnék
50
jinych néapojl, koncentrovand ovocna st'ava

po obnoveni podle pokyni vyrobce

Lihoviny, cider a jiné kvasené napoje
Z jablek nebo napoje obsahujici jablecnou 25

stavu

Jable¢na st'ava a tuzsi vyrobky z jablek pro
kojence a malé déti, vcetné jable¢nych
kompotli a jablecné dfené, které jsou
oznacené a prodavané jako vyrobky urcené 10
pro kojence a malé déti, ostatni piikrmy pro

malé déti

4.2 Metody stanoveni patulinu

V soucasné¢ odborné literatufe zaméfené na stanoveni patulinu v potravinich a
jable¢nych napojich, byla mezi analytickymi metodami nejcastéji pouZivana metoda
HPLC s upravou vzorku pomoci SPE ¢i LLE. Obecné se d4 konstatovat, Ze vyvoj
metody selektivniho stanoveni patulinu je pomérné komplikovana zalezitost, jelikoz se

jedna o malou a polarni molekulu.

Moznosti detekce bézné vyuzivaji UV-VIS detektor, ktery byva v souc¢asné dobé

nahrazovan hmotnostn¢ spektrometrickym (MS) detektorem.

Uprava vzorku je provadéna off-line, vétsinou pomoci SPE nebo LLE. Publikované
metody se nejcastéji zabyvaji stanovenim patulinu v jablecnych dzusech a potravinach
S obsahem jable¢né slozky (pfesnidavky, marmeladdy, ovocné stavy aj.). V nasledujici
tabulce bylo shrnuto pouze nékolik vybranych metod stanoveni patulinu v jable¢nych

napojich.
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Tabulka 2: Metody stanoveni patulinu

Analyt

Vzorek

Uprava vzorku

Separace

Detekce

Citace

Patulin

Jable¢ny dzus

LLE

UHPLC

Kolona Browlee DB AQ C18

(100 x 2,1 mm, 1,9 um)

Izokraticka eluce (okyselena voda kyselinou octovou na

pH 4 a voda:acetonitril 50:50)

Uv-VvIS
275 nm

(18)

Patulin

Jable¢ny dzus

SPE (Oasis HLB, cartridge)

HPLC

Kolona Biosuite PA-A C18

(250 x 2,1 mm, 3 pm)

Gradientova eluce (voda:acetonitril 95:5 a acetonitril)
(100:0; 50:50; 0:100)

MS

(11)

Patulin

Jable¢ny dzus

SPE (Oasis HLB, cartridge)

UPLC H-Class

Kolona ACQUITY UPLC BEH C18

(100 x 2,1 mm, 1,7 um)

Gradientova eluce (voda + 0,1% NH4OH a acetonitril +
0,1% NH,0OH)

(99:1; 10:90; 99:1)

MS

(19)
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Analyt | Vzorek Uprava vzorku Separace Detekce Citace
Patulin | Ovocny dzus LLE LC-MS MS (20)
Kolona Poroshell EC-C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 um)
Izokraticka eluce (acetonitril a voda)
(40:60)
Patulin | Jable¢ny SPE (AccuBoNDII ODS- HPLC UV-VIS (21)
koncentrat C18, cartridge Kolona Diamonsil C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) 276 nm

LLE

Izokraticka eluce (acetonitril a voda)

(1:10)
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4.3 Chromatografie

Chromatografie zahrnuje analytické separa¢ni metody, které poskytuji jak
kvalitativni, tak kvantitativni informace o vzorku. Obecnym principem chromatografie
je separace analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, pfiCemz jedna zfazi je
pohybliva — mobilni a druha nepohybliva — stacionarni. V chromatografii se pohybuje
analyzovana latka spolu s mobilni fazi pfes stacionarni fazi. Molekuly vzorku se na
zaklad¢ rozdilnych afinit a interakci se stacionarni fazi rozdéluji. Molekuly vzorku
S vyssi afinitou ke stacionarni fazi budou systémem prochézet pomaleji (na kolon¢ se
zadrzuji) na rozdil od molekul s nizs8i afinitou. Takové molekuly prochéazeji systémem
rychleji (na kolon€ se nezadrzuji). Z toho vyplyva, Ze riizné slouceniny od sebe mohou

byt odseparovany v dob¢, kdy protékaji skrz stacionarni fazi (22).

Existuji riznd hlediska déleni chromatografie. Podle charakteru mobilnich
fazi je mozné chromatografii rozd¢lit na plynovou, kde je jako mobilni faze pouzit
inertni plyn a na kapalinovou chromatografii ve které¢ je mobilni fazi kapalina. Dalsi

moznosti déleni chromatografie jsou podle:

e Zpusobu provedeni: kolonova (sloupcova), ploSna (planarni)
e Principu separace: rozdélovaci, adsorp¢ni, iontové vymeénna, gelova, afinitni
e Pracovniho zplsobu: elu¢ni (analytickd chromatografie), frontalni, vytésnovaci

o Ucelu: analyticka, preparativni (preparaéni)
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4.4 Vysokoucinna Kkapalinova chromatografie - High

performance liquid chromatography (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je bézna metoda pouzivana k separaci,
identifikaci a kvantifikaci riznych chemickych komponent. HPLC zahrnuje pevnou
stacionarni fazi, obvykle je obsazena v nerezové koloné, a kapalnou mobilni fazi.
Separace slozek roztoku vyplyva z rozdilu relativnich distribu¢nich poméru latek mezi
obéma fazemi. HPLC je zalozena na mechanismu adsorpce, rozdilné rozpustnosti,
rozdilné velikosti molekul a iontové vymény, v zavislosti na typu pouZité stacionarni

faze (23).

Tato metoda ma své vyuziti v riznych odvétvich jako je naptiklad 1€katstvi,
forenzni analyza, Zivotni prostiedi, vyrobni procesy atd. HPLC ma fadu vyhod
V porovnani s jinymi technikami. Obecné platné tvrzeni je, Ze HPLC technika je rychla,
automatizovana a vysoce presnd, coz s sebou nese urc¢ita negativa v podob¢ vyssich

nakladd, slozitého ovladani a Gpravy vzorku (24).
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4.4.1 Schéma kapalinového chromatografu

J 10

Obrazek 3: Schéma kapalinového chromatografu s pfedkolonou (25)

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)
8)

Zasobniky mobilni faze

SmeéSovaci komora

Vysokotlaka bezpulsni pumpa Zene mobilni fazi systémem.

Jehla slouzi k nasavani daného objemu vzorku.

Davkovani mize byt zprosttedkovano davkovaci smyckou nebo automatickym
davkovacem - autosamplerem, kdy je jehlou nasaty vzorek presné davkovan do
proudu mobilni faze a unasen na kolonu (26).

Piedkolona zajiStuje ochranu analytické kolony pted chemickou kontaminaci
(27).

Tlumic tlakovych pulst

Analyticka kolona je jednou z nejdulezitéjsich komponent HPLC systému. Pravé
tady dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku. Tyto izolované slozky jsou

unaseny do detektoru mobilni fazi.
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Analyticka kolona je tvofena nerezovou nebo sklenénou trubici o délce 5 — 25

cm a pruméru od 2 do 5 mm a je naplnénad stacionarni fazi. Existuje fada typu

stacionarni faze:

Stacionarni faze na bazi silikagelu

Stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicit¢ho

Polymerni stacionarni faze

Hybridni stacionarni faze

Stacionarni faze na bazi porézniho grafitického karbonu
Monolitické stacionarni faze

Stacionarni faze pro HILIC (28)

9) Detektor - hlavnimi pozadavky, které jsou kladeny na HLPC detektor jsou:

Vysoka citlivost

Stabilita a reprodukovatelnost odezvy
Siroky linearni dynamicky rozsah
Rychl4 odezva

Miniméalni objem detekéni cely

Typy detektori (29):

UV-VIS spektrometricky detektor: principem tohoto typu detekce je méfeni
absorbance pii interakci latek s elektromagnetickym zafenim. Latky
detekovatelné UV-VIS spektrometrickym detektorem absorbuji v oblasti od
190-400 nm (UV) a 400-800 nm (VIS). Mezi UV-VIS detektory patii diive
Casto pouzivany detektor s fixni vinovou délkou a dnes pouZivangjsi detektor
s proménnou vilnovou délkou, skenujici UV  detektor nebo
spektrofotometricky detektor s diodovym polem (DAD).

Fluorescencni detektor: je vyuzit pro detekci latek se schopnosti
fluorescence, tudiz je vhodnym detektorem asi jen pro 10 % organickych
latek. Vynikd svou citlivosti a selektivitou a nizkym pomérem signélu

K Sumu.
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e FElektrochemické detektory: do této skupiny se fadi detektory napiiklad
konduktometrické, potenciometrické, amperometrické, coulometrické a
detektor polarograficky. Spole¢nym jmenovatelem téchto detektorti je
vyuziti elektrochemickych dé&jti mezi eluentem a elektrodou.

e Refraktometricky detektor: princip detekce je zalozen na méfeni rozdilu
indexu lomu svétla eluentu a analytu; z tohoto diivodu neni piili§ selektivni a
jeho vyuziti v praxi je pomérné omezené.

e Evaporative light scattering detektor (ELSD)

e Charged aerosol detektor (CAD)

e Nano quantity analyte detektor (NQAD)

¢ Hmotnostn¢ spektrometrické

10) Pocitac

4.5 On-line SPE HPLC

45.1 Uprava vzorku

Pied samotnym stanovenim daného analytu je nezbytné nutné provést Upravu
vzorku, ktera zahrnuje izolaci analytu z matrice, jeho zakoncentrovani v matrici a
preciSténi od ostatnich balastnich latek, které matrice obsahuje. Timto krokem lze
dosahnout zvyseni selektivity analyzy. Technika, kterd se vyuziva pti upravé vzorkt, se
nazyva extrakce. Extrakce je separa¢ni proces, ktery je zalozen na rdzné interakci,
adsorbci, rozpustnosti latky v rozdilnych rozpoustédlech. Timto dochazi k rozdéleni
analytu a matrice mezi dvé vzajemné nemisitelné faze (30). K Gpravé vzorkd se
nejcastéji pouzivaji analytické metody, které vyuzivaji extrakci analyti zaloZenou na

principu solid-phase extraction (SPE) nebo liquid-liquid extraction (LLE).

LLE — jedna z prvnich extrak¢nich technik. Zakladem této extrakce je pouziti dvou
nemisitelnych kapalin, které umozni distribuci analytu z vétSinou vodného roztoku

vzorku do rozpoustédla nemisitelného s vodou (31).

22



SPE — nejpouzivanéjsi technika ve vSech typech laboratofi. Pii pouziti selektivni
techniky extrakce tuhou fazi, je vzorek cistén a zarovenn dochazi k zakoncentrovani
analyti. Zakladem této extrakce je rozdéleni vzorku mezi vodnou a tuhou fazi na
zakladé distribu¢niho koeficientu (30). V soucasné dobé je trendem zjednoduSovat a
urychlovat tGpravu vzorku. Ztohoto davodu vzniklo spojeni on-line SPE
s chromatografickymi systémy. V tomto pfipadé¢ jde o spojeni on-line SPE a HPLC

S pouzitim mechanismu piepinani kolon.

4.5.2 Schéma prepinani kolon

PUMP PUMP
1
i
i I' :
i i = i E
I 1 = 1 =
1 1 = 1 =
] 1 = =)
] 1 [=] i (5]
AUTOSAMPLER H : 3 AUTOSAMPLER O
| i 3 o
1 1 E
i 1 = S
i 1 - —
1 1 — =
1 1 = =
1 = Z
1 =
i H
I i
i
I
I
I
I
[
DETECTOR DETECTOR
EXTRACTION COLUMN EXTRACTION COLUMN
Valve position A Valve position B

Obrazek 4: Schéma prepinani kolon

Ventil v poloze A: Vzorek je davkovan na extrakéni piedkolonu (lze davkovat velmi
vysoké objemy). Zde je analyt zachycen na sorbent, je promyvan a dochazi k jeho
zakoncentrovani.

Ventil v poloze B: Po piepnuti ventilu jsou zachycené analyty eluovany mobilni fazi na
analytickou kolonu. Na ni dochédzi k vlastni separaci. Vznikly signdl je odecitan
detektorem (32).
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4.5.3 Princip on-line SPE chromatografie

On-line piiprava vzorku zahrnuje spojeni kolon pomoci piepinaciho
(vicecestného) ventilu fizeného pocitatem (nékdy muize jit az o nékolikanasobné

spojeni).
Existuji 3 hlavni pfistupy:

1) programovani rozpoustédla — v tomto pfistupu se nemeéni ani kolona ani sorbent.

Nejprve se pracuje v promyvacim modu, kdy je analyt zachycen na extrakéni
predkoloné a ostatni latky jsou vymyty do odpadu. Nasledn¢ je zpétnym vymytim tento

analyt eluovan. Po skonéeni analyzy se musi opét systém ekvilibrovat.

2) ptepinani kolon — v tomto pfistupu je mobilni faze stile stejnd, avSak méni se kolony.

Extrakéni piedkolona je pouzita k omezené separaci. Napli extrakéni predklony je
zvolena tak, aby se analyt zachytil pouze na kratkou dobu. Po dokonceni eluce analytu
z extrak¢ni predkolony se prepne tok mobilni faze tak, aby Sel na analytickou kolonu.

Na analytické kolon¢ se realizuje vlastni separace.

3) ptepinani kolon a programovéni rozpoustédla — v tomto pfistupu analytickd kolona

pracuje s jinou mobilni fazi neZ extrakéni predkolona (33).

Pied zacitkem celého procesu separace a samotné analyzy musi byt
autosamplerem nadavkovan vzorek. Po nadavkovani je vzorek unaSen mobilni fazi na
extrakéni piedkolonu, kde se analyt zachytava, Cisti od matrice a zakoncentrovava.
Nezadouci slozky ze smési jsou vymyty a odtékaji do odpadu. Po tomto kroku je
vicecestny ventil pfepnut do druhé polohy. Latky, které byly zachyceny na sorbentu
extrakéni ptedkolony jsou vV tomto okamziku unaseny elu¢né silnéj$i mobilni fazi. Spolu
S touto mobilni fazi vtéka na analytickou kolonu, kde dochézi k vlastni separaci,

rozdéleni do zon a nasledné je vysledny signal zachycen detektorem.
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4.6 Molekularné vtisténé polymery — Molecularly Imprinted
Polymers — MIPs

Technologie molekularniho vtiskovani - Molecular Imprinting Technology (MIT)
je novy synteticky pfistup jak vytvofit robustni materialy, které rozeznavaji molekuly
specificky podle jejich struktury. Tyto materialy jsou schopny napodobit piirodni
rozpoznavaci entity, jako jsou napfiklad protilatky a biologické receptory. Kli¢ k
vytvoreni syntetickych materialt, které jsou schopny napodobit rozpoznavaci procesy
Vv pfirod¢, pochéazi z oblasti vyzkumu molekuldrniho vtiskovani, které se uskutecnily
vnedavné dobé. Jednim z hlavnich cili je pfijit na zpisob tvofeni materialti
S rozpoznavaci schopnosti srovnatelnou s ptirodnim uspotadanim. MIT je povazovéana
za vSestrannou a slibnou technologii, ktera by méla byt schopna rozpoznat jak molekuly
chemické, tak biologické véetné aminokyselin a proteint (34) (35) (36), nukleotidovych
derivatu (37), polutanti (38) (39), drog a potravin (40) (41).

MIT je zalozena na tvorbé komplexu analytu (templatu) s funkénim monomerem.
Po procesu polymerace je templat odstranén z polymeru a nasledné opousti konkrétni
rozpoznavaci misto, které je komplementarni tvarem, velikosti a chemickou funk¢nosti.
Obvykle jsou v polymerni matrici pfitomny intramolekularni interakce jako naptiklad
vodikové vazby, dipol-dipdl a iontové interakce mezi molekulami templatu a funkénimi
skupinami. Tyto funkéni skupiny jsou zodpovédné za specifitu rozpoznavaciho mista.

To znamena, Ze vysledny polymer rozpozna a selektivné vaze pouze molekuly templatu.

Mezi hlavni vyhody MIPs patii jejich vysokéd selektivita a afinita k cilovym
molekuldm wuzitym pii imprintaénim procesu. Vtisténé polymery, V porovnani
s biologickymi systémy jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, maji vyssi fyzikalni
robustnost, silu, rezistenci a leps$i schopnost se vyrovnat steplotou a tlakem. MIPs
nereaguji S kyselinami, bdzemi, ionty kovll a organickymi rozpoustédly. K tomu
naklady na jejich vyrobu jsou nizsi a zZivotnost polymerti mize byt vysokd. Polymery si
udrzi svou rozpoznavaci kapacitu 1 po nékolik let, a to 1 pfi skladovani za pokojové

teploty (42).
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4.6.1 Vyuziti MIPs

MIPs jsou velmi zajimavym nastrojem, ktery ma vyuziti v riznych oblastech,
napiiklad u separacnich procest, ¢iSténi, senzort a biosenzoru, katalyzatori a podavani

1ékt.

Molekularn¢  vtisténa chromatografie je velmi rozsahle studovanou
aplika¢ni oblasti MIPs, protoze molekularné vtisténé polymery jsou vysoce vhodné pro
chromatografickou separaci, a to kvili na miru pfipravenému sorbentu s pfedem
stanovenou selektivitou. Zvysujici se poptavka po opticky Cistych slou¢eninach pro
chirdlni separaci zvySuje uplatnéni MIPs. Dalsi dulezité uplatnéni MIPs je pfi
racemickém rozliSovani drog (43) (44). MIPs nasly své vyuziti i jako nové selektivni
sorbenty pfi extrakci na pevné fazi (SPE), coz umoznuje nejen zakoncentrovani a ¢isténi

vzorku, ale i selektivni extrakci analytd z komplexnich matric.

Nedavno se nékolika studiim podafilo dokdzat, ze MIPs mohou slouzit jako
syntetick¢é napodobeniny pfirodnich protilaitek a mohou byt pouzity k rozpoznavani
slozek pfi analyze imunologickych testi. Data ziskana pii vyuziti MIPs byla aspésné
zkouSena s riznymi typy detektord a nc¢kolik metod dosdhlo Uzké integrace snimaci

platformy s polymerem (45).

Byly vedeny studie, které mély za cil pouzit MIPs jako aktivni materidl pro
katalyzu nékterych reakci. MIPs s katalytickymi vlastnostmi mohou byt povazovany za

napodobeniny piirodnich enzymu, které 1ze aplikovat u enzymatickych reakci (46) (47).

Oblasti, ktera ptedstavuje nejvetsi vyzvy pro MIPs je terapie, piedevs§im 1é¢ebna
terapie. Schopnost MIPs vazat bioaktivni molekuly ve specifickych podminkach ¢ini

z MIT technologii s obrovskym potencialem pfi vytvareni vhodnych 1ékovych forem.
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4.6.2 Kritické aspekty

Molekularn€ imprintac¢ni proces predstavuje rizné vyhody, které jsou popsany

vySe v kapitole 3.5, ale zaroven ma tato technologie nékteré nevyhody.

Vyvoj nového MIP systému, vhodného pro konkrétni molekulu templatu, ¢asto
vyzaduje mnoho prace pii jeho syntéze a nasledné i mnoho testovani. Obecné lze fici,
ze je nutné pred nalezenim optimdlnich podminek provést velké mnozstvi pokust pfi
kterych se méni rizné podminky experimentu. Do vyvoje byla neddvno piijata
kombinatorni chemie s cilem urychlit optimalizaci MIPs k dosaZeni kyZeného vysledku
(48) (49) (50). Kombinatoricky pfistup rovnéz umoznuje najit nejlepsi slozeni MIP
prostfednictvim soucasné syntézy a hodnoceni desitek ¢i stovek vtisténych polymeri

piipravenych v malém métitku (mini-MIPS).

Dal$im dulezitym kritickym bodem je tvorba MIPs, které jsou kombinovatelné
s vodou. Pii nékterych pouzitich, pfedevs§im v Kklinice a oblasti zivotniho prostiedi
(ptikladem je mnoho biomolekul, které jsou nerozpustné nebo ztraci aktivitu
v organickych rozpoustédlech) je nutné provést vtisténi MIPs ve vodném prostiedi.
Bohuzel se navazdnim vody do templdtu sniZzuje nebo Uplné zrusi nekovalentni
interakce (elektrostatické interakce, vodikové vazby a van der Waalsovy sily) mezi
templatem a funkénim monomerem. Navzdory tomuto jevu bylo ve vyvoji s vodou
sluc¢itelnych MIPs dosazeno urcitych pokrokd. Hydrofobni, iontové nebo kovové
koordina¢ni interakce se jevi jako velmi slibné, protoze zvySuji vazbu templatu a
funkéniho monomeru i ve vodé. Polymerizovatelné cyklodextriny byly pouzity jako
hydrofobni ¢ast, ktera je schopna fidit elektrostatické interakce mezi templatem a
monomerem pii interferencich s vodou (51) nebo mineralnimi oleji. Cyklodextriny byly
ptidany po polymerizaci, aby vytvotily hydrofobni $tit, ktery je schopny ochranit
funkéni skupiny zodpovédné za molekularni rozpoznavani (52). Existuje n€kolik studii,
ve kterych bylo zjisténo, Ze vtiskavani polymeru do smési rozpoustédel obsahujicich
vodu (methanol/voda) ma podobné schopnosti jako porogen. Tento piistup je volen
Vv piipad¢, Ze je templat polarni slouc¢enina nebo neni pfili§ rozpustny v rozpoustédlech,
anebo z divodu pouziti polarnich rozpoustédel, kdy je upfednostiovana interakce

templatu s monomery (53) (54).
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Materialy a pomuicky

5.1.1 Standardy, chemikalie a vzorky

Patulin, dodavatel Sigma - Aldrich s.r.o. (¢istota > 98%)
Hydroxymethylfurfural, dodavatel Sigma - Aldrich s.r.o. (Cistota > 98%)
Acetonitril, CHROMASOLYV ® Plus, for HPLC, Sigma - Aldrich s.r.o.
Ethylacetat, CHROMASOLYV ® Plus, for HPLC, Sigma - Aldrich s.r.o.
Hydrogenuhlicitan sodny, PENTA (obsah min. 99 %)

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

Tesco jable¢ny juice

Hello Cerstva jable¢na st'ava
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5.2 Pristroje a podminky separace

Chromatograficky systém:

Chromatograf:
Detektor:

Kolony:

Testované SPE

piedkolony:

Davkovani:
Detekce:

Mobilni faze:

Pritok:
SPE promyvaci faze:
Prtok:

Vyhodnoceni:

Schimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
Shimadzu Prominence systém M20A Diode Array Detector
Kinetex Biphenyl 100A, 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm
Kinetex Biphenyl 100A, 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um
Ascentis Express C18 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm
Ascentis Express RP-Amide 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm

YMC triart C18 100 X 2 mm, velikost ¢astic 3 um

MEPS C18 HS (Thermo Scientific, MEPS Products)
Phenomenex Onyx monolitic C18 25 x 4,6 mm
Sigma - Aldrich Supel MIP Patulin 20 x 1 mm
Sigma - Aldrich Supel MIP Patulin 25 x 3 mm
50 ul

276 nm

ethylacetat 20 % v acetonitrilu

voda

1,0 ml/min

1% roztok NaHCO;

0,75 ml/min

chromatograficky software LC Solution
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Filtracni zafizeni na mobilni faze:
Millipore, filtr ze sklenénych vlaken o velikosti porta 0,45 um
Analytické vahy:

Sartorius 2004 MP, SRN

5.3 Priprava roztoki standardi patulinu a

hydroxymethylfurfuralu

5.3.1 Priprava zasobnich roztoku

Navazky 1,00 mg patulinu (PAT) a 5,02 mg hydroxymethylfurfuralu (HMF)
byly rozpusteny v I ml metanolu. Takto byl pfipraven 1 ml roztoku patulinu a 1 ml

hydroxymethylfurfuralu k dalsi praci.

5.3.2 Priprava pracovnich roztoku pro optimalizaci metody

K pfipravé pracovniho roztoku byl pouzZit zasobni roztok, ktery byl zfedén
50krat a to vpoméru 1 ml zasobniho roztoku patulinu a 1 ml zasobniho roztoku
hydroxymethylfurfuralu s 50 ml vody. Takto byl pfipraven smésny pracovni roztok
standardi  pro optimalizaci metody o koncentraci patulinu 20 mg/l a

hydroxymethylfurfuralu 100 mg/I.

5.3.3 Priprava pracovnich roztoki pro kalibraci

Pracovni roztok standardu patulinu byl vytvofen zfedénim zasobniho roztoku
patulinu (o koncentraci 1000 mg/l) svodou, a to ptidanim 950 pl vody k50 pnl
zasobniho roztoku patulinu. Timto vznikl pracovni roztok 0 koncentraci 50 mg/l (resp.
50 000 pg/l), ktery byl dale fedén do jednotlivych koncentraci pro kalibrac¢ni fadu.
Stejnym zplisobem byly pfipraveny roztoky pro matricovou kalibraci, kde misto vody

byl pouzit k fedéni zasobniho a pracovnich roztoki standardi vzorek jable¢ného dZusu.
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Tabulka 3: Priprava pracovnich roztoki ke kalibraci

¢ PAT (ng/l) Objem pracovniho | Objem vody/dZusu
roztoku patulinu (pl)
1. 50 1 999
2. 100 2 998
3. 250 5 995
4. 500 10 990
5. 750 15 985
6. 1000 20 980
7. 2500 50 950
8. 5000 100 900

5.3.4 Priprava roztoki jable¢nych dZusa pro vyvoj a validaci metody

Vzorky dzust byly odebrany pfimo z obalu, piefiltrovany ptes filtr Millipore
0,45 um do kadinky o objemu 25 ml a z ni dale fedény ¢i davkovany do vialek.

Veskeré vzorky, standardy a roztoky standardti byly uchovavany v lednici.

5.3.5 Priprava mobilnich fazi pro on-line SPE-HPLC

Pro chromatografickou analyzu byly vyuzity v§echny tfi pumpy tohoto pfistroje.

Pumpa A: namichana organicka slozka mobilni faze: ethylacetat 20 % v acetonitrilu

(100 ml ethylacetatu + 400 ml acetonitrilu)
Pumpa B: voda

Pumpa C: pfipraveny roztok promyvaci faze 1% NaHCOj3 (10 g NaHCO3 je rozpustén
v 1 1 superCisté¢ vody a nésledné vakuové prefiltrovan na filtru ze skelnych vlaken

velikosti 0,45 pum)
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6 Vyvoj metody

6.1 Optimalizace chromatografickych podminek pro separaci
patulinu a HMF

V prvni fazi vyvoje metody bylo vramci diplomové prace nutné optimalizovat
separaci patulinu (PAT) od hydroxymethylfurfuralu (HMF). Tento pozadavek vychazi
z ptedchozich publikovanych praci, kde je ziejmé, ze pfi stanoveni patulinu pusobi
HMF jako nejcastéji interferujici slozka pfi separaci, jak pfi chromatografickych, tak i
elektroforetickych stanovenich a to diky strukturalni podobnosti a nékolikanasobné
vétsi koncentraci HMF v matrici jablenych dzust. Ztéchto divodi byla pro

optimalizaci separace pripravena koncentrace HMF pétkrat vyssi nez patulinu.

Pii hledani vhodnych chromatografickych podminek se ptedev§im dbalo na
schopnost chromatografické kolony co nejlépe separovat HMF a patulin ve smési
standardu. Dalsim sledovanym parametrem byla co nejuzsi Sitka piku patulinu,
respektive jeho co nejvyssi odezva na detektoru z hlediska citlivosti stanoveni. Nejlepsi
separace bylo dosazeno vybérem vhodné kolony, mobilni faze a gradientové eluce.
Béhem analyzy byl provadén nastiik 50 pl pracovniho roztoku vzorku pii pritoku
kolonou 1 ml/min. Separace na vsech kolonach byla provadéna za laboratorni teploty a

testované podminky separaci jsou zdokumentovany vloZenymi chromatogramy.

6.2 Vybér analytické kolony

K optimalizaci separace bylo vyzkouseno nékolik druhG chromatografickych
kolon. V zavislosti na schopnosti separace hledanych analytti v adekvatnim case bylo
pro dalsi on-line SPE-HPLC analyzu mozné pouzit jen ¢tyfi. Z téchto Ctyf byla nasledné
vybrédna jedna s nejlepSimi separa¢nimi schopnostmi. Na zvolené kolony byl proveden
nastiik 10 a 50 pl vzorku. Optimalizace probihala za laboratorni teploty bez on-line SPE
kroku.
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6.2.1 Prehled testovanych kolon a podminek separace

Kolona YMC triart 100 X 2 mm, velikost ¢astic 3 pm

Parametry separace: pratok 1,0 ml/min; mobilni faze acn:voda v poméru 20:80; teplota
laboratorni, tlak 8 MPa
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Graf 1: Zaznam separace za podminek mobilni faze acn:voda v poméru 20:80

Na této koloné bylo testovano sloZeni mobilni faze, a to v poméru 10:90, 15:85 a
20:80. NejlepSiho vysledku separace bylo dosazeno pouzitim mobilni faze o slozeni
acn:voda v poméru 20:80. Latky jsou od sebe dostateéné odseparovany, ale pik patulinu

neni dostatecné uzky.
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Ascentis Express RP-Amide 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm

Parametry separace: pratok 1,0 ml/min; mobilni faze acn:voda v poméru 10:90; teplota
laboratorni; tlak 5,4 MPa
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Graf 2: Zaznam separace za podminek mobilni faze acn:voda v poméru 10:90

V ptipadé této kolony byl také hledan spravny pomér mobilni faze. Nejlepsi
separace bylo dosazeno pii pouziti mobilni faze o sloZeni acn:voda v poméru 10:90. Pti
tomto slozeni mobilni faze dosSlo k uplné separaci piku standardu PAT od piku
standardu HMF. Oba piky jsou relativné uzké s vysokou odezvou, avSak Castecné

chvostuji.
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Kinetex Biphenyl 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm

Parametry separace: pratok 1,0 ml/min; mobilni faze acn:voda v poméru 10:90; teplota
laboratorni; tlak 5,5 MPa
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Graf 3: Zaznam separace za podminek mobilni faze acn:voda v poméru 10:90

Nejlepsi volbou pro separaci byla tato kolona Kinetex Biphenyl 100 x 4,6 mm,
na které se piky analytll zdaji byt jak dostatecné vysoké, tak i tzké bez vyrazngjsiho

chvostovani.
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Ascentis Express C18 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic Spm

Parametry separace: pratok 1,0 ml/min; mobilni faze acn:voda v poméru 10:90; teplota
laboratorni; tlak 5,5 MPa
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Graf 4: Zaznam separace za podminek mobilni faze acn:voda v poméru 10:90

Na analytické kolon¢ naplnéné sorbentem C18 doslo k separaci analytli, ov§em

piky ¢aste¢né chvostuji a z toho divodu byla kolona pro dal$i analyzy vyloucena.
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6.3 Optimalizace on-line SPE — vybér sorbentu

Béhem kroku optimalizace on-line SPE bylo vyzkouseno nékolik druhti extrakénich
pfedkolon a promyvacich mobilnich fazi. Kazda z extrakénich ptedkolon byla
testovana, zda jeji reten¢ni schopnosti budou vhodné pro extrakci hledanych analyti,
zejména patulinu. Extrakéni pfedklony byly zapojovany piimo do systému s analytickou
kolonou pomoci Sesticestného piepinaciho ventilu, jehoz schéma je uvedeno nize.
Nejprve byla do systému zapojena jako extrakéni predkolona MEPS C18 obsahujici
velmi malé mnozstvi sorbentu. Na této predkoloné sice dochazelo Kk zadrZzeni analyti,
ale svelmi nizkou odezvou pro patulin. DalSim testovanim zménou davkovanych
objemt na kolonku bylo zjiSténo ze patulin se ze sorbentu postupné vymyva jiz pfi
davkovani mensich objemi (nad 50 pl) a jeho retenci neni mozné zvysit ani zménou
promyvaci faze na Cistou vodu. Nizka retence patulinu byla pravdépodobné zpiisobena
malou extrak¢éni kapacitou ¢i malym mnozstvim sorbentu v pfedkoloné a tim, Ze se
jedna o pomérné polarni molekulu. Z téchto divoda byla tedy dale vyzkouSena jako
SPE kolona klasickd monolitni kolona C18, jak kratka tak i del$i S vétSim obsahem
sorbentu s reverzni fazi. Byla testovana monolitni pfedkolona o rozmérech 10 x 4,6 mm
a monolitni kolona 25 x 4,6 mm. Ani u testovani téchto extrakénich piedkolon nebylo
dosazeno vyhovujici retence patulinu pii davkovani vétSich objemt vzorku. Vodna
promyvaci faze vymyvala hledané analyty uz pfi davkovaném objemu 50 ul vzorku.
Navic bylo zjisténo, Ze extrakéni kapacita kratké monolitni 10 mm piedkolony je
paradoxné nizs§i nez u MEPS sorbentu. Z téchto diivodii byl hledan jiny sorbent pro
extrakci nez je klasicka reverzni faze C18, s dirazem na vyssi retenci a selektivitu pfi
extrakci. Zapojenim Kolony naplnéné Supel MIP Patulin sorbentem doslo k zadrzeni
analytu a na analytické koloné k naslednému déleni pikt interferujicich latek matrice
(zejména HMF) a patulinu. Timto specifickym sorbentem byly naplnény kovové
predkolony o dvou riznych rozmérech. Prvni kovova piedkolona o rozmérech 20 mm
délky a 1 mm Sifky byla pfeplnéna z komeréni plastové cartridge se 100 mg Supel MIP
Patulin SPE sorbentem. Druha kovova piedkolona o délce 25 mm a Sifce 3 mm byla
rovnéz pieplnéna z komeréni plastové cartridge se 100 mg Supel MIP Patulin
sorbentem. Vysledné mnozstvi Supel MIP Patulin sorbentu Vv prvni, krat$i pfedkoloné,
bylo asi 10 mg a ve druhé, delsi ptedkoloné bylo cca 77 mg. Ptiblizny obsah sorbentu

byl zjiStén diferenénim vaZenim sorbentu zbylého po ptfeplnéni. Pro analyzu byla
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zvolena delsi predkolona z toho divodu, ze se na ni patulin pomérné¢ dobte zadrzoval a
bylo mozné jej v ramci moznosti odd¢lit od balastu matrice. Predklony byly promyvany
riznymi roztoky od supercisté vody, ptes 0,2 M pufr (kyselina octova + NH3), 0,1 M
pufr (kyselina octova + NH3), 1% roztokem kyseliny octové a 1% roztokem NaHCOs.
Jako nejhodnéjsi promyvaci faze byl zvolen 1% roztok NaHCOg, pii kterém se analyt
na delsi piedkoloné¢ v celku uspokojivé zadrZzoval. K vymyvani analytu z kolony
dochazelo az ve 3 minuté promyvani, tudiz Cas prepnuti ventilu byl zvolen na 2,5
minutu. DalSim optimalizaénim krokem byl test se zvySujicim se zastoupenim
organické slozky v mobilni fazi, dokud nebyly analyty vymyty. Pokusy bylo zjisténo,
ze nejlepsi eluce dosahuje analyt s 20 % ethylacetatu v acetonitrilu a tato koncentrace je
tedy stanovena jako hrani¢ni. Pti vyS$i i niz$i koncentraci ethylacetatu dochazi ke

zna¢nému zhorSeni symetrie piku pfi eluci a nésledné separaci na analytické kolong.

6.4 Volba promyvaci faze pro SPE sorbenty

Z pocatku byl pouzit jako promyvaci roztok methanolu s vodou v riznych
koncentracich (1%, 2,5%, 5%, 7%). Dale byla testovana jak voda, tak roztoky kyseliny
octové o pH=2,7 a roztoky pufru (1% kyselina octova + NH3, pH=7; 0,2% kyselina
octovd + NHs, pH=7). Tyto rtizné druhy promyvaci faze byly zkouSeny zejména pro
sorbenty s reverzni fazi, tzn. MEPS C18 a monolitické piedkolony C18, a také pro
extrak¢ni piedkolonou Supel MIP soucasné ve spojeni s analytickou kolonou Kinetex
Biphenyl 100 x 4,6 mm, ktera byla pouzita pro separaci. Jednalo se 0 pomérné znac¢né
mnozstvi experimentt a on-line SPE analyz, které vykazovaly pouze negativni vysledky
z hlediska retence patulinu ¢i dostatecného odstranéni interferujicich slozek matrice.
Vzhledem k rozsahu diplomové prace a negativnim vysledkim téchto experimentt,
nejsou tyto dale obrazkové dokumentovany. V nasledujicich experimentech bylo
zjisténo, ze pro analyzu bude nejvhodnéj$i zapojeni extrakéni predlokony naplnéné
Supel MIP Patulin sorbentem. Jak bylo zjisténo z navodu na pouziti, tento sorbent ma
zvlastni pozadavky na ,Upravu®“. Extrak¢ni pfedkolona s timto sorbentem méla byt
promyvana mimo jiné i 1% roztokem NaHCOj3; Pouzitim 1% roztoku NaHCOj3 doslo
k vyraznému pokroku v odstranéni balastni matrice a v separaci, a to v podob¢ uzsich a

od sebe 1épe odseparovanych pikli matrice a analytu.
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6.5 Volba mobilni faze pro separaci

Z poc¢atku byla snaha separaci provést za podminek izokratické eluce, kdy byl
testovan vhodny pomér organické a vodné mobilni faze. Tento pomér byl dale vyuzit
jako zaklad gradientové eluce. Gradientovou eluci bylo dosazeno zrychleni analyzy a
také byla zvySena separacni UcCinnost kolony a piky hledanych analytii se staly
ostfejSimi a 1épe separovanymi od matrice. Mykotoxin patulin je pomérné hydrofilni
latka. Proto je z pocatku piedkolona promyvana mobilni fazi s vysokym podilem vodné
faze. Tento podil v 2,5 minuté kleséd ve prospéch organické slozky a tim je dosazeno

vymyti analytu z extrakéni predkolony.

Vodna slozka mobilni faze byla pro separaci patulinu a HMF ponechana
v zékladnim stavu bez piidavku pufrt, jelikoz experimenty S pfidanim kyseliny nebo
pufru se ukazaly jako nevhodné pro separaci mykotoxinu od balastnich latek viz. graf 6
a graf 7. Na téchto zaznamech je vidét, ze reten¢ni Cas interferujiciho piku z matrice

dZusu se témeér neméni.
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Graf 5: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 150 x
4,6 mm, velikost Castic 5 um, ptedkolona kovova o rozmérech 25 x 3 mm naplnéna
Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni fize v pumpé A: ethylacetat 20 % v acn a

v pumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCOj3; promyvani 2,0 ml/min
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Graf 6: Zaznam separace Hello ¢erstva jable¢na $tava; kolona Kinetex Biphenyl 150 x

4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, pfedkolona kovova o rozmérech 25 x 3 mm naplnéna

Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetait 20 % v acn a

v pumpe B: Kkyselina octova pH=2,7; promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCOsg;
promyvani 2 ml/min
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Graf 7: Zaznam separace Hello Cerstva jablecna $tava; kolona Kinetex Biphenyl 150 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, predkolona kovova o rozmérech 25 X 3 mm naplnéna
Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetit 20 % v acn a
Vv pumpé€ B: pufr: 0,2% kyselina octova + NH; pH=7; promyvaci faze v pumpé C: 1%
NaHCOgs; promyvani 2 ml/min
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Organicka slozka mobilni faze pfi separaci byla volena na zaklad¢ hydrofilnich
vlastnosti mykotoxinu patulinu a pozadavku pro eluci z SPE-MIP sorbentu. Pii
optimalizaci bylo pouzito téchto organickych rozpoustédel: acetonitril a ethylacetat.
Byly provedeny experimenty sriznym procentudlnim zastoupenim ethylacetatu
v acetonitrilu, a to od 10% do 30%. Nejvhodngjsi koncentraci pro analyzu je 20%
ethylacetatu v acetonitrilu. Vhodnou kombinaci téchto dvou rozpoustédel bylo dosazeno
nejlepsi eluce z hlediska symetrie a vysky piku patulinu. Dal$i experimenty smérovaly
k apravé poméru ethylacetat:acetonitril — voda béhem gradientové eluce. Mé&feni bylo

provadéno na analytické koloné Kinetex Biphenyl 150 x 4,6 mm.
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Graf 8: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 100 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, ptedkolona: kovova piedkolona o rozmérech 25 x 3 mm
naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni fdze v pumpé A: ethylacetat 10 %
vacn a vpumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCO3; promyvani

2 ml/min
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Graf 9: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 100 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, ptedkolona: kovovéa piedkolona o rozmérech 25 x 3 mm
naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetat 20 %
vacn a vpumpeé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCO3; promyvéni

2 ml/min
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Graf 10: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 100 x

4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, pfedkolona: kovové pfedkolona o rozmérech 25 x 3 mm

naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetat 30 %
vacn a vpumpé¢ B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCO3; promyvani

2 ml/min
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6.6 Optimalizace gradientové eluce pii on-line SPE extrakci

Na pocatku testovani gradientu bylo nastaveni miseni mobilnich fazi z pumpy A
(ethylacetat 20 % v acetonitrilu) a pumpy B (voda) v poméru 20:80. Jako promyvaci
faze byl pouzit 1% roztok NaHCO3 . Kazdy z gradientd byl testovan pii pfepnuti ventilu
ve 2,5 minuté po nastiiku vzorku na extrak¢éni kolonu naplnénou Supel MIP Patulin
sorbentem. Po nékolika nastficich bylo zjevné, Ze je tfeba upravit pomér miseni
organické a vodné faze, jez byl zvolen na pocatku. DalSimi zkouSkami Vv Gpravé
pomért organické a vodné faze, bylo dosazeno optimalnich podminek gradientu. Za
téchto optimalnich podminek analytickou kolonou Kinetex Biphenyl 100 x 4,6 mm,
s velikosti ¢astic 5 um, protékala mobilni faze o koncentraci od 5 % organické faze az
po 100% zastoupeni této faze. Nejvhodnéjsim gradientem pro analyzu byl z cca 30
ruznych typa gradientll (s riiznym obsahem a pomérem organické slozky na pocatku
eluce) zvolen gradient 3. Spole¢nym jmenovatelem vSech zde zminovanych gradientt je
kromé jiného i posledni zména koncentraci mobilni faze, kdy obéma kolonami
protékala az 99% organicka faze. Dlivodem zatazeni toho kroku do vSech gradient
bylo to, ze pfedkolonu naplnénou Supel MIP Patulin sorbentem bylo nutno pied kazdou
dalsi analyzou kondicionovat. V opa¢ném ptipadé pak nedochézelo k pozadované
extrakci pii dalsim on-line SPE kroku. To se projevilo nedostate¢nou retenci a
zhorSenou symetrii piku patulinu. Pro ukazku jsou niZze uvedeny podminky nckolika
testovanych gradienti spolecné se zdznamy chromatografické separace standardi a

srovnani se zaznamem blanku jablecného dzusu.

Tabulka 4: Popis podminek gradientu 1

Gradient 1 SloZeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (2,5min) | Vodna faze (%) Organicka faze (%)
2.51 95 5

6,51 85 15

6.61 0 100

7.60 0 100

7.70 95 5

7.70-8.70 95 5
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Graf 11: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 100 x
4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, predkolona: kovova piedkolona o rozmérech 25 x 3 mm
naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetit 20 %
vacn a vpumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCOs; promyvani 2

ml/min
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Graf 12: Zaznam separace Hello €erstva jableéna §t’ava; kolona Kinetex Biphenyl 100
x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, pfedkolona: kovova piedkolona o rozmérech 25 X 3 mm
naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetat 20 %
vacn a vpumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCOs; promyvani 2

ml/min
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Tabulka 5: Popis podminek gradientu 2

Gradient 2

Slozeni mobilni faze

Cas piepnuti ventilu (2,5min)

Vodna faze (%)

Organicka faze (%)

2.51 95 5
5,51 80 20
7.51 80 20
7.60 0 100
8.60 0 100
8.70 95 5
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Graf 13: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 150 x

4,6 mm, velikost Castic 5 um, predkolona kovova o rozmérech 25 X 3 mm naplnéna

Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni fize v pumpé A: ethylacetat 20 % v acn a

V pumpé€ B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCOj3; promyvani 2 ml/min
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Graf 14: Zaznam separace Hello €erstva jable¢na st'ava; kolona Kinetex Biphenyl

150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pum, piedkolona kovova o rozmérech 25 x 3 mm

naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni fdze v pumpé A: ethylacetit 20 %

vacn a vpumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1%NaHCO;; promyvani 2

ml/min

Tabulka 6: Popis podminek gradientu 3
Gradient 3 Slozeni mobilni faze
Cas prepnuti ventilu (2,5min) | Vodna faze (%) Organicka faze (%)
2.51 95 5
451 85 15
6.51 85 15
6.60 0 100
7.60 0 100
7.70 95 5
7.70-8.70 95 5
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Graf 15: Zaznam separace standardu HMF a PAT; kolona Kinetex Biphenyl 150 x

4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, pfedkolona kovova o rozmérech 25 x 3 mm naplnéna

Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetat 20 % v acn a

V pumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCOg3; promyvéni 2 ml/min
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Graf 16: Zaznam separace Hello €erstva jable¢na $t'ava; kolona Kinetex Biphenyl

150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pum, piedkolona kovova o rozmérech 25 x 3 mm

naplnéna Supel MIP Patulin sorbentem; mobilni faze v pumpé A: ethylacetat 20 %

vacn a vpumpé B: voda, promyvaci faze v pumpé C: 1% NaHCO;; promyvani

2 ml/min



Jak je zifejmé z ptedchozich dvou chromatograml analyzovanych standardi a
matrice dzusu za podminek gradientu 3, lze konstatovat, ze pik patulinu je dostatecné
odseparovan od hlavniho interferujiciho piku matrice, ktery je eluovan tésné za
retenCnim casem patulinu. Dal$i minoritni interferujici slozky matrice eluujici
Vv reten¢nim Case patulinu se ani po dalSich mnohych experimentech nepodaftilo uspésné
odstranit. Metoda tedy byla validovana za soucasnych stavajicich podminek s cilem
ovetit, zda je mozné ji aplikovat na analyzu redlnych vzorkl jablecnych dzust pro

stanoveni kontaminujiciho patulinu.
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6.7 Souhrn validovanych podminek pro HPLC analyzu

Chromatograficky systém:

Chromatograf: Schimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph

Detektor: Shimadzu Prominence systém M20A Diode Array Detector
Kolona: Kinetex Biphenyl 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um

Piedkolona: Sigma - Aldrich Supel MIP patulin 25 x 3 mm

Déavkovani: 250 ul

Detekce: 276 nm

Typ eluce: gradientovd, S casem piepnuti ventilu na analytickou kolonu

Vv 2,5. minuté

Mobilni faze: ethylacetat 20 % v acetonitrilu
Voda

Pritok: 1,0 ml/min

Promyvaci faze: 1% roztok NaHCO3

Pritok: 2 ml/min

Cas ptepnuti ventilu: 2,5 min
Celkovy ¢as analyzy: 8,70 min
Teplota: laboratorni

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution
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7 Vysledky

7.1 Validace analytické metody

7.1.1 Linearita

Pro stanoveni linearity bylo pouzito osm pracovnich kalibra¢nich roztokd o

rizné koncentraci, které byly ptipraveny dle podkapitoly 4.3.3. Kazdy z kalibra¢nich

roztoki byl méfen tfikrat. Z vysledné primérné hodnoty téchto tii meétfeni kazdé

koncentrace byla sestrojena kalibracni kiivka, kterd je dtlezita pfi hodnoceni linearity.

Stanoveni linearity bylo provedeno jak pro roztoky standardt ve vodé tak v matrici

jable¢ného dzusu.

Linearita patulinu ve vodég

c (ug/l) plocha piku
5000 3558286
2500 1908319
1000 744709

750 548908
500 363764
250 188328
100 68104
50 35264

plocha piku

4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

2000

¢ (ug/l)

4000

6000




Linearita patulinu v matrici dZzusu

Statistické parametry pro regresi: y =k X +

Pocet bodu n=8 Odhad chyby
Smérnice k=718 +10

Abs. Clen q =15932 + 20832
Korela¢ni koef. r =0,9993

Rezidudlni odch. |s =46072

Predikce y =42000 x =36

c (ug/l) | plocha piku
5000 2729419
2500 1228683
1000 415634

750 321027
500 203427
250 116572
100 58558

50 36297

plocha piku

3000000 +
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

0
-500000

2000 4000

¢ (ug/l)

6000
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Statistické parametry pro regresi: y =k X + ¢

Pocet bodi n=8 Odhad chyby
Smérnice k =544 +14

Abs. €len q=-52101 + 29381
Korelaéni koef. r=0,9978

Rezidualni odch. |s =64979

Predikce y =42000 X =172
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7.1.2 Opakovatelnost

Pro zkousku opakovatelnosti byly vybrany 3 odlisné koncentrace pracovnich
roztokd standardu, které byly nasledné 7 opakovan¢ davkovany do systému. Vysledné

plochy pikt byly vyuzity k vypoctu relativni smérodatné odchylky stanoveni patulinu o

prislusnych koncentracich.

Opakovatelnost metody pro stanoveni patulinu byla vyhodnocovana z roztoki

standardd na koncentra¢ni hladiné 5000 pg/l, 500 ug/l a 50 pg/l

Tabulka 7: Opakovatelnost stanoveni patulinu

patulin

plocha piku
nastiik 5000 pg/ 500 pg/l 50 ng/
1 3161817 349928 37528
2 3250898 353247 35857
3 3211864 345002 43220
4 3267324 350930 41204
5 3184727 340341 43622
6 3271165 344440 33176
7 3215049 344991 43152
N 6 6 6
Primér 3223263 346982 39679
SD 41749 4509 4163
RSD (%) 13 13 10,5
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7.1.3 Presnost

V testu piesnosti metody byly provedeny 2 nastiiky kazdého ze 7 vzorkt dzusu
s pfidavkem patulinu na tfech koncentrac¢nich hladinach. Z naméfenych ploch pika byla
nasledné vypocitdna primérnd plocha piku pro kazdou koncentraci a uréeny RSD
stanoveni. Tyto vzorky byly pfipraveny smisenim pracovniho roztoku patulinu
ptipraveného dle podkapitoly 4.3.2 ptiprava pracovnich roztoki a dZzusu dle pozadované

koncentrace viz tabulka 1.

Parametr piesnosti byl hodnocen na tfech koncentra¢nich hladinach 5000, 500 a 50 pg/1.

Tabulka 8: Piiprava vzorku k méfeni piesnosti

Ptesnost
Pracovni roztok (ul) dzus (ul) Koncentrace (ug/l)
1. 5 4995 50
2. 50 4950 500
3. 500 4500 5000

Tabulka 9: Pfesnost metody stanoveni patulinu v jableénych dzusech

vzorek Primérmd plocha piku | Priméma plocha | Primernd plocha

PAT (5 pg/l) piku PAT (500 | piku PAT (5000
ng/l) ng/l)

1 51409 218117 2526387

2 53549 237908 2714740

3 51825 244184 2760059

4 49532 233709 2599793

5 48442 234777 2763201

6 47183 233652 2668649

7 38245 242065 2686422

Pramér 48597 234916 2674179

SD 5048 8478 86122

RSD (%) 10,4 3,6 3,2
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7.1.4 Vytézinost

Vytéznost byla stanovena tak, Ze prumérné hodnoty ploch pika  roztoku
standardu, které byly pouzity u testu opakovatelnosti, byly dany do poméru
s prumérnymi hodnotami ploch pik vzorku dzusu do kterého byl pridan patulin tak,
aby koncentrace ztistaly zachovany. Ke stanoveni vytéznosti byly vybrany tii vzorky o

ttech riiznych koncentracich. Kazdy ze vzorkt byl davkovan do systému dvakrat.

Patulin v matrici dZzusu

Tabulka 10: Stanoveni parametru vytéznosti patulinu v matrici dZzusu

Prumérna plocha
Koncentrace (ng/l) Vytéznost (%)
piki
50 39679
122
50 + dzus 48597
500 346982
68
500 + dzus 234916
5000 3223263
83
5000 + dzus 2674179

Vytéznost u vzorku o koncentraci 50 pg/ml ptesahla hranici 100 %. Tento jev
byl zplsoben interferujici latkou z matrice a nizkou odezvou patulinu na této nizké
koncentraci. I pfes veskeré vynalozené usili se tato nezadouci interference nepodatila
odstranit. Na vyssich koncentra¢nich hladinach byla stanovena hodnota vytéZnosti on-
line SPE extrakce 68 a 83%, coz je také nevyhovujici pro pouziti metody. Tyto hodnoty
mohou byt vysvétleny ¢astecnou vazbou patulinu na matrici dzusu, anebo predcasnym

vymyvanim patulinu z MIP sorbentu v prostiedi matrice dzusu.
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8 Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo najit optimalni podminky pro analyzu
mykotoxinu patulinu v jable¢nych napojich. Béhem prace byly tyto optimalni podminky
nalezeny a metoda validovana. Pro zjednoduseni a urychleni extrakce analytu z matrice,
a tim i vlastni analytické ¢asti, byla zvolena metoda pro upravu vzorku on-line SPE ve
spojeni s HPLC. Vyuzitim pfepinani kolon mezi extrak¢ni a analytickou kolonou bylo
dosazeno izolace analytu. Prvnim krokem, ve vyvoji vlastni analytické metody
stanoveni patulinu, bylo najit vhodnou analytickou kolonu. Z péti riznych analytickych
kolon byla vybrana jako nejvhodnéjsi analytickd kolona se sStacionarni fazi
modifikovanou bifenylovou skupinou. Experimentalné bylo zjisténo, Ze nejleps$i mozné
separace lze dosahnout zapojenim MIP ptedkolony pted bifenylovou kolonu. DalSimi
experimenty byla ur¢ena vhodna mobilni faze, jeji sloZeni a ostatni podminky separace.

K detekci byl pouzit univerzalni UV-VIS detektor.

V daném koncentra¢nim rozmezi (50 — 5000 pg/l) byla testovana linearita patulinu
Vv roztoku standardd a v matrici dzusu. Vysledkem byla pfimka linearni regrese, z niz

byl vypocitan korela¢ni koeficient o hodnoté 0,9993 a 0,9978.

Parametr presnosti byl méfen na tfech koncentrac¢nich hladinach patulinu, a to 5000
ug/l, 500 pg/l a 50 pg/l. Kritériem piesnosti je relativni smérodatna odchylka (RSD),
kterd se pohybovala vrozmezi 3,2 — 10,4 %. Dal§i z méfenych parametrii byla
opakovatelnost. Opét byla méfena na tfech vybranych koncentracnich hladinach

s vysledkem RSD od 1,3 — 10,5 %.

Jako posledni parametr byla méfena vytéznost, jejiz hodnoty pro dané koncentrace

v

koncentrace patulinu (50 pg/l). Divodem je interference matrice, kterou jiz nebylo
mozné odstranit. Limity detekce a kvantifikace vyvinuté¢ metody nebyly hodnoceny

taktéz z divodu ptitomnosti interferujicich pikt v oblasti reten¢niho ¢asu patulinu.

Byla vyvinuta metoda, kterou lze stanovit obsah patulinu v jable¢nych napojich az

k hodnotam 50 ug/l, coz je maximalni povoleny limit pro patulin v jable¢nych napojich.
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Nevyhovujicim je vSak parametr vytéznosti. Bylo dosazeno hodnoty 122 %, coz je

zpusobeno interferujici slozkou matrice, kterou se nepodafilo odstranit.

Zavérem diplomové prace lze konstatovat, ze pouzitim SPE MIP sorbentu pro
extrakci patulinu z jable¢ného dZzusu se zna¢né zvysila selektivita extrakéniho procesu.
Avsak i pies ,,molekularné vti§tény“ material sorbentu, neni mozné pii on-line SPE
extrakci odstranit beze zbytku vsechny interferujici slozky z matrice. Pravdépodobnym
divodem mohou byt neselektivni interakce slozek matrice s polymerem templatu a
jejich vazba na sorbent béhem extrakce. DalSim divodem muize byt nedodrzeni
podminek, které jsou piesné specifikovany pii off-line MIP-SPE extrakci, tzn. piesny
postup promyvacich a elu¢nich kroku, ktery neni mozno provést on-line v HPLC
systému. Studiem literatury je mozné zjistit, Ze praci zabyvajicich se spojenim on-line

SPE-MIP HPLC je pomérné malo, coZ sv€d¢i o narocnosti vyvoje téchto metod.
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