Определение микотоксина патулина во фруктах и соках методом НФ ВЭЖХ с применением твердофазной экстракции на сверхсшитом полистироле. 
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Разработан простой, быстрый и чувствительный метод определения микотоксина патулина во фруктах, фруктовых соках и концентратах, включающий твердофазную экстракцию образца на картридже с коммерчески доступным сверхсшитым полистиролом c последующим анализом элюата методом нормально-фазной жидкостной хроматографии. Метод не содержит жидкостной экстракции и процедур очистки образца, что ведет к уменьшению времени и трудоемкости анализа, а также повышению  степени извлечения в среднем на 10%. Полученные степени извлечения патулина из фруктовых соков варьировались от 82% до 93%, среднее значение составило 86% (СКО 3%, n = 6). Предел обнаружения патулина данным методом составляет величину порядка 10 мкг/кг.

Патулин (см. рис. 1) является токсичным метаболитом – продуктом жизнедеятельности многих видов плесеней Penicillum и Aspergillus [1,2]. Установлено, что патулин является естественным контаминантом различной фруктовой продукции; его присутствие может служить признаком некачественного фруктового сырья. Во многих странах странах, в том числе в России, максимальным допустимым уровнем патулина в продуктах питания является концентрация 50 мкг/кг [3].

Для решения задачи по определению патулина было предложено большое число аналитических методов [4-6]; наиболее широко распостраненным вариантом анализа является метод, включающий жидкостную экстракцию образца этилацетатом с последующими возможными процедурами очистки экстракта, и дальнейшим анализом образца методом обращенно-фазовой жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ). Несмотря на повсеместное распостранение, этот метод не лишен серьезных недостатков.

Жидкостная экстракция этилацетатом сопряжена с неизбежными потерями вещества из-за его неколичественного перехода в органическую фазу и частичной адсорбции сульфатом натрия в процессе осушения экстракта. Кроме того, жидкостная экстракция сама по себе – трудоемкий, длительный и неэкономичный процесс, требующий большого объема органического расворителя.

В последнее время жидкостная экстракция стала эффективно заменяться твердофазной (ТФЭ). В твердофазной экстракции жидкий образец пропускается через патрон (картридж), заполненный сорбентом, извлекающим интересующее вещество из матрицы; затем оно вымывается из патрона небольшим количеством элюента. Таким образом, ТФЭ является одновременно и методом экстракции, и концентрирования, и очистки. Несколько методов с применением ТФЭ были опробированы для извлечения патулина [7,8]; однако, ни в одном из этих методов [9] для твердофазной экстракции и очистки не применялся свверхсшитый полистирол (ССПС), известный своими отличными адсорбционными свойствами по отношению к низкомолекулярным веществам [10, 11]. Именно по этой причине в данной работе сверхсшитый полистирол был выбран для твердофазной экстракции патулина.   

При анализе патулина методом обращенно-фазовой ВЭЖХ многие лаборатории сталкиваются и с трудностями хроматографического характера: пик патулина перекрывается с пиками веществ матрицы; эта проблема как правило встает при анализе любых образцов, кроме яблочного сока. Учитывая то, что селективность разделения в режиме ОФ ВЭЖХ изменить путем варьирования состава элюента практически невозможно, метод обращенно-фазовой хроматографии едва ли подходит для анализа патулина. Для проведения подобного анализа может применяться и метод нормально-фазовой хроматографии, который является более гибким методом; в этом случае селективность разделения может быть отрегулирована путем изменения состава подвижной фазы. Примером анализа патулина методом НФ ВЭЖХ может служить методика фирмы «Hewlett Pakkard» c применением диол-модифицированного силикагеля в качестве неподвижной фазы [12].

Метод ТСХ является одним из наиболее селективных методов определения патулина [13], однако он не подходит для проведения рутинных анализов – метод требует значительных затрат времени и повышенных мер предосторожности из-за применения опасных химикатов. С другой стороны, ТСХ может применяться для подтверждения содержания патулина в подозрительных по результатам ВЭЖХ образцах.  

Для определения патулина в соках нами применялся метод твердофазной экстракции (ТФЭ) на коммерчески доступом сверхсшитом полистироле с последующим анализом элюата методом нормально-фазной хроматографии на силикагеле в качестве рутинного метода, и методом ТСХ в качестве арбитражного.

Для твердофазной экстракции применялись 20(5 мм картриджи со сверхсшитым полистиролом «Purosep» (Purolite, Великобритания) зернения 70-160 мкм. Хроматографическая система состояла из насоса Jasko 880-PU, спектрофотометрического детектора Kratos модели Spectroflow 757 и петли ввода объемом 20 мкл фирмы Rheodyne.

Анализ проводился на аналитической колонке 250(4.6 мм с силикагелем Силасорб 600. Для проведения анализа рекомендуется применять хроматографическую предколонку. Для элюирования применялись подвижные фазы гексан-этилацетат-уксусная кислота 70:45:1.5 об.% (элюент 1) и гексан-этилацетат-уксусная кислота 70:35:1.5 об.% (элюент 2) при скорости подачи 1 мл/мин. Детекция осуществлялась по УФ поглощению длине волны 273 нм.

Метод ТСХ проводился согласно МУ [13] с применением пластинок «Силуфол».

Пробоподготовка

20 г гомогенизированных фруктов (пюре, сока с мякотью) помещаются в плоскодонную колбу 200 мл, добавляется 50 мл воды, 15 мл раствора Карреза 1 и 15 мл раствора Карреза 2. Осадок отделяется центрифугированием (3000 об/мин за 10 мин.), аликвота 50 мл отбирается для твердофазной экстракции.

20 г сока без мякоти, или 50 мл аликвоты, пропускаются через патрон с полистиролом на вакуумном манифолде при объемной скорости не выше 5 мл/мин, затем с той же скоростью патрон промывается 10 мл воды. Основная часть воды из патрона удаляется под вакуумом, затем патрон сушится током азота в течение 5-10 минут. Патулин вымывается из картриджа последовательно 2.5 см3, 0.3 см3 и 0.3 см3 этилацетата в виал объемом 5 мл, каждый раз верхний (этилацетатный) слой декантируется с остаточной воды (капля на дне виала). Этилацетатные слои объединяются, растворитель отгоняется током азота при комнатной температуре или при слабом нагревании досуха. Сухой остаток перерастворяется в 200 мкл этилацетата, 20 мкл пробы вводится в хроматографическую колоку, или наносится на хроматографическую пластину. С случае применения ТСХ сухой остаток допускается перерастворять в 100 мкл этилацетата для увеличения чувствительности метода. Образцы проб хранятся при –18 оС.

Для  регенерации картридж промывается последовательно 5 мл этилаетата, 3 мл ацетонитрила, 10 мл смеси ацетонитрил-5% водная фосфорная кислота 1:1  и 10 мл воды, после чего может применяться для новой твердофазной экстракции.  

Обсуждение результатов

На рис. 2 показаны хроматограммы образца апельсинового сока с мякотью, не зараженного и зараженного патулином на уровне 100 мкг/кг (2 ПДК). Из приведенных хроматограмм (рис. 2) видно, что пик патулина хорошо разделяется от пиков веществ матрицы; том числе отличное разделение наблюдается и для пары патулин/ОМФ (рис. 1), являющейся часто критической в обращенно фазной хроматографии [14].

Степени извлечения патулина из яблочных, виноградных и апельсиновых соков в экспериментах изменялись от 82% до 93%. Нетщательное просушивание патрона с полистиролом после экстракции (до элюирования патулина) может стать причиной повышенного количества в нем остаточной воды, что в целом приводит к понижению степени излечения на 10% (наблюдались степени извлечения 75%-85%). В случае же очень тщательной сушки картриджа азотом степень извлечения довольно стабильна и, как правило, выше 90%, однако время анализа при этом неоправданно увеличивается.

На рисунке 3 показана хроматограмма концентрата яблочного сока с натуральным загрязнением патулином на уровне 11.6 мкг/кг. Концентраты соков являются наиболее трудными объектами анализа на содержание патулина, так как концентрация веществ матрицы в них гораздо выше, чем в соках. Тем не менее, из рис. 3 видно, что пик патулина удовлетворительно разделен от пиков примесей; приемлемое разделение и отношение сигнал/шум позволили определить концентрацию патулина с хорошей точностью. Таким образом, концентрация 10 мкг/кг может рассматриваться как предел определения патулина во всех вышеназванных объектах.

При появлении подозрения на содержание патулина, готовую пробу в этилацетате следует проанализировать методом ТСХ для подтверждния положительного результата. Методом ТСХ следует пользоваться и в случаях неполного разделения пика патулина от пиков в примесей при анализе методом ВЭЖХ. Набранная по методике статистика свидетельствует, что применение ТСХ требуется примерно в 15-20% случаев. Появление нежелательных пиков примесей в области удерживания патулина зафиксировано для образцов груши и вишни.

В случае применения диодно-матричного детектора для ВЭЖХ, жидкостная хроматография может применяться и как рутинный, и как арбитражный метод.   

Выводы

Разработан новый метод определения микотоксина патулина в образцах фруктов, фруктовых соков, пюре, концентратов. Метод включает твердофазную экстракцию на сверхсшитом полистироле и анализ элюата методом нормально-фазовой хроматографии на силикагеле или методом ТСХ. Метод характеризуется хорошей воспроизводимостью, чувствительностью и высокой степенью извлечения патулина из различных матриц. По отношению к «классической» методике с применением жидкостной эстракции данный способ является также более экспрессным и экономичным.
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Рисунок 1. Структурные формулы патулина и ОМФ.
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Рисунок 2. Хроматограммы a) образца апельсинового сока, зараженного патулином на уровне 100 мкг/кг; б) образца апельсинового сока, не зараженного патулином. Элюент 1. 1 – патулин, 2 – ОМФ.
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Рисунок 3. Хроматограммы образца концентрата яблочного сока с натуральным загрязнением патулином (11.6 мкг/кг). a) исходный образец; б) образец с добавленным для идентификации патулином. Элюент 2. 1 – патулин, 2 – ОМФ.

_1110893057

_1112721705

_1110895452

_1110726116

