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ZASTOSOWANIE LC/QQQ W ANALIZIE
MYKOTOKSYN GRZYBOW TERMOOPORNYCH
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Abstrakt: Grzyby odporne na pasteryzacj¢ sa powaznym problemem dla przemystu spo-
rywezego., Mogg one zatruwaé szkodliwymi mykotyksynami przetwory z truskawek i in-
nych owocow. Dlatego skazone partie owocow nalezy szybko wykrywac i eliminowac.
[0 zukazenia owocOw termoopornymi grzybami moze doj$¢ miedzy innymi poprzez kon-
ikt owocow z gleba. Konieczne jest zatem opracowanie metod pozwalajgcych na szybka,
pewng 1 czulg analize mykotoksyn grzybow termoopornych w glebie oraz w owocach
I 1ch przetworach.

Wprowadzenie: Sektor owocow migkkich, a szczegdlnie produkcja truskawek, petnig
bardzo wazng role w produkeji rolniczej na catym swiecie. Polska nalezy do najwigkszych
producentow tego gatunku w Europie, specjalizujac si¢ w szczegdlnosci w produkcji tru-
skawek przeznaczonych dla przetworstwa. Grzyby termooporne mogg powodowac psu-
vie przetwarzanych termicznie produktow, zwlaszcza owocowych. Skazenie surowcow
rolniczych nastepuje czesto w wyniku kontaktu z gleba, a zanieczyszczone zarodnikami
surowce mogg stanowic¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentéw poprzez wytwarzane tok-
syczne metabolity, do ktérych naleza specyficzne dla plesni cieptoopornych Neosartorya
fischeri mykotoksyny, takie jak werukulogen i fumitremorginy [1-4].

Fumitremorginy i werukulogen naleza do alkaloidow indolowych i wytwarzane sa
przez grzyby termooporne w roznych warunkach srodowiskowych: pH, temperatury,
swiatla, tlenu (nawet przy niskich st¢zeniach O,). Moga dziata¢ na osrodkowy uktad ner-
wowy, powodujge drzenie, drgawki 1 §mieré. Mykotoksyny te produkowane sg przez grzy-
by z gatunku N. fischeri na roznych podtozach mikrobiologicznych, jednakze dotychczas
dostepne sg tylko fragmentaryczne dane dotyczace ich produkeji i wystgpowania w prob-
kach srodowiskowych: glebie, surowcach rolniczych czy zywnosci, gldwnie z powodu
braku dostepnych, zoptymalizowanych metod ich detekcji w tych matrycach. Czule i se-
lcktywne oznaczenia tych mykotoksyn w zlozonych matrycach mozna prowadzi¢ z wyko-
rzystaniem chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas [5,6].

Celem podjetych badan prezentowanych w niniejszej pracy byto opracowanie meto-
dy HPLC/MS/MS oznaczania fumitremorginy C i werukulogenu (rys. 1) w truskawkach,
plebie, soku z truskawek oraz pozywce.
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Ry, 1. Wzor strukturalny a) werukulogenu i b) fumitremorginy C.

auhd ehaperymentalng: Material badawczy stanowily truskawki, gleba, sok z truska-
wek | glemminezann pozywka (PDA). Analityczne wzorce fumitremorginy C, werukuloge-
W LTI e mrowezan amonu zakupiono w SigmaAldrich (Poznan). Zestawy Quechers
produkeft Agilent Technologies zakupiono w Labstore (Warszawa), metanol o czystosci
LC/MN nabiyio w Merck Millipore (Warszawa).

Prabki do analizy preygotowano metodg buforowanej ekstrakeji QUEChERS (metoda
EN 1A662) 10 g probki odwazano do probowki, dodawano wzorzec wewngtrzny TPP,
10 ml acetonitrylu | mieszaning soli 4 g MgSO,, 1 g NaCl, 1g cytrynianu sodu, 0,5 g
poltorawodzianu eytrynianu disodu. Probki intensywnie wytrzgsano, a nastepnie wiro-
wano, Pobierano | ml supernatantu i przenoszono do probowki z sorbentem PBS. Probki
wylrzgsano | wirowano, Oczyszezony ekstrakt poddawano analizie LC/MS/MS. Krzywe
kalibracyjne przygotowano dodajge odpowiednie ilosei roztworu fumitremorginy C 1 we-
rukulogenu w metanolu do wolnych od mykotoksyn probek truskawek, gleby, soku z tru-
skawek | pozywki. Probki kalibracyjne poddawano nastgpnie ekstrakeji.

Analizy LC/MS/MS wykonano z wykorzystaniem chromatografu cieczowego Agilent
lechnology UHPLC seria 1290 Infinity sprzgzonego z tandemowym spektrometrem mas
Agilent Technology 6460 Triple Quad LC/MS ze zrodlem jonow Agilent Technology Jet-
Strenm IS Rozdzial chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie Agilent Zorbax
Plus C18, 2.1 x 100mm, érednica ziarna: 1,8 pm. Jako faze ruchomg stosowano 5 mM
mrdwezan amonu i 0.01% kwas mrowkowy w wodzie (A) i w metanolu (B). Elucja li-
nlown gradientowa 6 do 98% B w 15 min, 3 min 98%B, kondycjonowanie kolumny 2
min, szybkodé przeplywu fazy ruchomej 0,5 ml/min. Objgtos¢ dozowanej probki 5 pl.
Parametry spektrometru masowego: zrodto jonow ESI pracujgee w trybie jonow dodat-
nich, temperatura gazu rozpylajacego 325°C, przeptyw gazu 5 I/min, cisnienie nebulize-
A8 pal, temperatura gazu $ciskajgcego 300°C, przeplyw gazu $ciskajacego 11 I/min.
W tabeli | przedstawiono monitorowane przejscia MRM.

Wynlki: W pierwszym etapie opracowania metody HPLC/MS/MS stwierdzono, ze pro-
fonowane jony werukulogenu [M+H]* m/z 512,6 bardzo tatwo odszczepiajg czasteczkg
wody tworzge jony fragmentacyjne o m/z 494.2. Optymalizacjg napigcia fragmentora
przeprowadzono zatem kierujge si¢ dwoma przestankami: uzyskania maksymalnie duzej
Hodel jondw [M1H]" oraz mozliwie najkorzystniejszego stosunku jonow [M+H]" 1 [M-
O] Jednakze nawet przy niskiej energii fragmentora (65V), ktorg wybrano jako
aptymalng, nadal dominujgeym jonem byl jon [M-H,O+H]J". W celu zapewnienia wysokiej
crulodel metody, kilku miligramow mykotoksyny na kilogram badanego produktu, wyma-
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Pabeln 1, Monitorowane przejiein MRM,
- awiizek rodza) prekursor fragment fragmentor energln
jonu |m/z| |m/z| VI kolizji [eV]

iumllu-‘lnurmn c [M+H]' 380,0 226,2 100 20
fumitremorgin C [M+H]* 380,0 324,2 100 10
werukulogen [M+H]' 5126 352,1 65 10
werukulogen [M-H,O+H]' 4942 352,1 65 10
werukulogen [M-H,O+H]' 4942 313,0 65 10
TEP [M+H] 327,1 151,9 100 40
rep [M+H]' 327.1 77,0 100 40

gunej w przypadku oznaczania mykotoksyn postanowiono poddac fragmentacji 'fr:aréwnu
jony protonowany werukulogenu jak i jony powstate w wyniku ich dehydratacji. Rysu-
nek 2 przedstawia widmo fragmentacyjne LC/MS/MS jonow [M-H,O+HJ’ weruku!ogcnu
uzyskane przy energii kolizji 10 eV. W widmie tym jony fragmentacyjne m/z 352,11 313,0
iy najwyzsza intensywnos¢ i te rozpady wybrano do rejestrowania razem z rozpadem
jonu m/z 512,6 do m/z 352,1 w metodzie MRM (od ang. multiple reaction monitoring).
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Rys.2. Widmo fragmentacyjne LC/MS/MS werukulogenu, encrgia fragmentacji 10 ¢V.
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Rys.3. Widmo fragmentacyjne LC/MS/MS fumitremorginy C, cnergia fragmentacji 20 eV.
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Wysod, Chiromntogram MRM fumitremorginy C (9,32 min), werukulogenu (11,49 min)
1 standardu wewngtrznego TPP (11,75 min).

Dl pobek truskuwek, gleby i soku z truskawek dokonano oceny efektu matrycowego,
ktdremuuleganiy mykotoksyny podezas analizy LC/MS/MS. W tabeli przedstawiono efekt
matrycony, kKioremu ulega werukulogen (tab. 2). Zaobserwowano wzmocnienie sygnalu
MS wenkulogenu we wazystkich trzech badanych matrycach.

Fabeln 2 Lokt mntryoowy werukulogenu.

piobka efekt matrycowy [%]
triikawkn 30,41
it i 28,92
WOk £ IMKAWER ' 3528

Ll senaezenin ilosciowego metody ustalono na 0,001 mg/kg. Dla wszystkich
PEACIRCMIEM we wazysikich czterech matrycach stosunek sygnatu do szumow przy tym
sy reniumykotoksyn w probee przekraczal dziesieé. Rysunek 4 przedstawia krzywa kali-
Braey g werakulagenu izolowanego z pozywki.

viaogen - 3 Levels 3 Levels Used, 6 Points, € Points Used, 0 QCs
e 'y = 8357102 ¢ x -0.0015663R*2 = 0,938932350
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Rys.5. Krzywa kalibracyjna dla werukulogenu w pozywee.
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Whaioski: Opracowana metoda LC/MS/MS umozliwia oznaczanie fumitremorginy €
i werukulogenu w truskawkach, glebie, soku z truskawek i pozywee. Metoda jest czula
i nelektywna,

adania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (Polska), projekt Sonatad:
DEC-2012/07/D/NZ9/03357.
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