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Wprowadzenie
Sektor owoców miękkich, 
a  szczególnie produkcja tru-
skawek, pełnią bardzo ważną 
rolę w produkcji rolniczej na 
całym świecie. Polska należy 
do największych producen-
tów tego gatunku w Europie, 
specjalizując się w szczegól-
ności w produkcji truskawek 
przeznaczonych dla prze-
twórstwa. Grzyby termoopor-
ne mogą powodować psucie 
przetwarzanych termicznie 
produktów, zwłaszcza owo-
cowych. Skażenie surowców 
rolniczych następuje często 
w wyniku kontaktu z glebą, 
a  zanieczyszczone zarodnika-
mi surowce mogą stanowić 
zagrożenie dla zdrowia kon-
sumentów poprzez wytwa-
rzane toksyczne metabolity, 
do których należą specyficz-
ne dla pleśni ciepłoopornych 
Neosartorya fischeri mykotok-
syny, takie jak werukulogen 
i fumitremorginy [1-4]. 
Fumitremorginy i weruku-
logen należą do alkaloidów 
indolowych i wytwarzane są 
przez grzyby termooporne 
w  różnych warunkach środo-

wiskowych: pH, temperatu-
ry, światła, tlenu (nawet przy 
niskich stężeniach O2). Mogą 
działać na ośrodkowy układ 
nerwowy, powodując drżenie, 
drgawki i śmierć. Mykotoksy-
ny te produkowane są przez 
grzyby z gatunku N. fischeri na 
różnych podłożach mikrobio-
logicznych, jednakże dotych-
czas dostępne są tylko frag-
mentaryczne dane dotyczące 
ich produkcji i występowania 
w próbkach środowiskowych: 
glebie, surowcach rolniczych 
czy żywności, głównie z po-
wodu braku dostępnych, zop-
tymalizowanych metod ich 
detekcji w tych matrycach. 
Czułe i selektywne oznaczenia 

tych mykotoksyn w złożonych 
matrycach można prowadzić 
z wykorzystaniem chroma-
tografii cieczowej sprzężonej 
ze spektrometrią mas [5,6].
Celem podjętych badań pre-
zentowanych w niniejszej 
pracy było opracowanie me-
tody HPLC/MS/MS oznaczania 
fumitremorginy C i werukulo-
genu (rys. 1) w truskawkach, 
glebie, soku z truskawek oraz 
pożywce. 

część eksperymentalna
Materiał badawczy stanowiły 
truskawki, gleba, sok z truska-
wek i ziemniaczana pożywka 
(PDA). Analityczne wzorce 
fumitremorginy C, weruku-

logenu i TPP oraz mrówczan 
amonu zakupiono w Sigma 
Aldrich, zestawy Quechers 
w Agilent Technologies a me-
tanol o czystości LC/MS naby-
to w Merck Millipore. 
Próbki do analizy przygoto-
wano metodą buforowanej 
ekstrakcji QuEChERS (metoda 
EN 15662). 10 g próbki odwa-
żano do probówki, dodawa-
no wzorzec wewnętrzny TPP, 
10 ml acetonitrylu i mieszani-
nę soli 4 g MgSO4, 1 g NaCl, 1g 
cytrynianu sodu, 0,5 g półtora-
wodzianu cytrynianu disodu. 
Próbki intensywnie wytrzą-
sano, a następnie wirowano. 
Pobierano 1 ml supernatantu 
i przenoszono do próbówki 

zastosowanie Lc/QQQ w analizie 
mykotoksyn grzybów termoopornych

E. Fornal1), E. Parfieniuk1), R. Czeczko2), M. Frąc3)

Grzyby odporne na pasteryzację są poważnym problemem dla przemysłu spożywczego. mogą one zatruwać 
szkodliwymi mykotyksynami przetwory z truskawek i innych owoców. Dlatego skażone partie owoców należy 
szybko wykrywać i eliminować. Do zakażenia owoców termoopornymi grzybami może dojść miedzy innymi 
poprzez kontakt owoców z glebą. konieczne jest zatem opracowanie metod pozwalających na szybką, pewną 
i czułą analizę mykotoksyn grzybów termoopornych w glebie oraz w owocach i ich przetworach. 

Rys. 1. Wzór strukturalny a) werukulogenu i b) fumitremorginy C

a) b)
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z sorbentem PBS. Próbki wy-
trząsano i wirowano. Oczysz-
czony ekstrakt poddawano 
analizie LC/MS/MS. Krzywe 
kalibracyjne przygotowano 
dodając odpowiednie ilości 
roztworu fumitremorginy C 
i werukulogenu w metanolu 
do wolnych od mykotoksyn 
próbek truskawek, gleby, soku 
z truskawek i pożywki. Próbki 
kalibracyjne poddawano na-
stępnie  ekstrakcji.
Analizy LC/MS/MS wykonano 
z wykorzystaniem chroma-
tografu cieczowego Agilent 
Technology UHPLC seria 1290 
Infinity sprzężonego z tande-
mowym spektrometrem mas 
Agilent Technology 6460 Tri-
ple Quad LC/MS ze źródłem 
jonów Agilent Technology Jet-
Stream ESI. Rozdział chroma-
tograficzny przeprowadzono 
na kolumnie Agilent Zorbax 
Plus C18, 2,1 x 100  mm, śred-
nica ziarna: 1,8  µm. Jako fazę 
ruchomą stosowano 5  mM 
mrówczan amonu i 0,01% 
kwas mrówkowy w wodzie (A) 

i w metanolu (B). Elucja linio-
wa gradientowa 6 do 98%  B 
w 15 min, 3 min 98% B, kon-
dycjonowanie kolumny 2 min, 
szybkość przepływu fazy ru-
chomej 0,5  ml/min. Objętość 
dozowanej próbki 5  µl. Para-
metry spektrometru masowe-
go: źródło jonów ESI pracują-
ce w trybie jonów dodatnich, 
temperatura gazu rozpylają-
cego 325°C, przepływ gazu 
5  l/min, ciśnienie nebulizera 
35 psi, temperatura gazu ści-
skającego 300°C, przepływ 
gazu ściskającego 11 l/min. 
W tabeli 1 przedstawiono mo-
nitorowane przejścia MRM.  

Wyniki
W pierwszym etapie opraco-
wania metody HPLC/MS/MS 
stwierdzono, że protonowane 
jony werukulogenu [M+H]+ 
m/z 512,6 bardzo łatwo od-
szczepiają cząsteczkę wody 
tworząc jony fragmentacyjne 
o m/z 494,2. Optymalizację 
napięcia fragmentora prze-
prowadzono zatem kierując 
się dwoma przesłankami: 
uzyskania maksymalnie du-
żej ilości jonów [M+H]+ oraz 
możliwie najkorzystniejsze-
go stosunku jonów [M+H]+ 
i   [M-H2O+H]+. Jednakże na-
wet przy niskiej energii frag-

mentora (65V), którą wybra-
no jako optymalną, nadal 
dominującym jonem był 
jon  [M-H2O+H]+. W celu za-
pewnienia wysokiej czułości 
metody, kilku miligramów 
mykotoksyny na kilogram ba-
danego produktu, wymaga-
nej w przypadku oznaczania 
mykotoksyn postanowiono 
poddać fragmentacji zarów-
no jony protonowany weru-
kulogenu jak i jony powstałe 
w wyniku ich dehydratacji. 
Rysunek  2 przedstawia wid-
mo fragmentacyjne LC/MS/
MS jonów [M-H2O+H]+ we-
rukulogenu uzyskane przy 

Rys. 2. Widmo fragmentacyjne LC/MS/MS werukulogenu,  energia fragmentacji 10 eV

Tabela 1. Monitorowane przejścia MRM

związek rodzaj  
jonu

prekursor 
[m/z]

fragment 
[m/z]

fragmentor 
[V]

energia 
kolizji [eV]

fumitremorgin C [M+H]+ 380,0 226,2 100 20

fumitremorgin C [M+H]+ 380,0 324,2 100 10

werukulogen [M+H]+ 512,6 352,1 65 10

werukulogen [M-H2O+H]+ 494,2 352,1 65 10

werukulogen [M-H2O+H]+ 494,2 313,0 65 10

TPP [M+H]+ 327,1 151,9 100 40

TPP [M+H]+ 327,1 77,0 100 40
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ny C, werukulogenu i  wzorca 
wewnętrznego TPP, czas re-
tencji związków odpowiednio 
9,3 min, 11,5 min i 11,7 min. 
Dla próbek truskawek, gleby 
i soku z truskawek dokonano 
oceny efektu matrycowego, 
któremu ulegają mykotoksy-
ny podczas analizy LC/MS/MS. 
W tabeli przedstawiono efekt 
matrycowy, któremu ulega 
werukulogen (tab. 2). Zaob-
serwowano wzmocnienie sy-
gnału MS werukulogenu we 
wszystkich trzech badanych 
matrycach. 
Limit oznaczenia ilościo-
wego metody ustalono na 
0,001  mg/kg. Dla wszystkich 
przejść MRM we wszystkich 
czterech matrycach stosunek 
sygnału do szumów przy tym 
stężeniu mykotoksyn w prób-
ce przekraczał dziesięć. Ry-
sunek  5 przedstawia krzywą 
kalibracyjną werukulagenu 
izolowanego z pożywki.  

Wnioski 
Opracowana metoda LC/MS/
MS umożliwia oznaczanie fumi-
tremorginy  C i werukulogenu 
w  truskawkach, glebie, soku 
z truskawek i pożywce. Metoda 
jest czuła i selektywna. 

[M+H]+ m/z 380,0. Jony te w celi 
kolizyjnej nas skutek zderzeń 
z obojętnymi cząsteczkami azo-
tu fragmentują tworząc charak-
terystyczne jony fragmentacyj-
ne. Największą intensywność 
obserwowano dla jonów 226,2 
przy energii kolizji 20 eV oraz 
324,2 przy energii kolizji 10 eV 
(rysunek  3), rozpady te wybra-
no do monitorowania w meto-
dzie MRM.
Rysunek 4 prezentuje chroma-
togram MRM fumitremorgi-

Rys. 3. Widmo fragmentacyjne LC/MS/MS fumitremorginy C, energia fragmentacji 20 eV

Rys. 4. Chromatogram MRM fumitremorginy C (9,32 min), werukulogenu (11,49 min) 
i standardu wewnętrznego TPP (11,75 min)

Tabela 2. Efekt matrycowy werukulogenu

próbka efekt matrycowy [%]

truskawka 30,41

gleba 28,92

sok z truskawek 35,28

energii kolizji 10 eV. W widmie 
tym jony fragmentacyjne m/z 
352,1 i 313,0 mają najwyższą 
intensywność i te rozpady wy-
brano do rejestrowania razem 
z rozpadem jonu m/z 512,6 

do   m/z 352,1 w metodzie 
MRM (od ang. multiple reac-
tion monitoring). 
Podczas jonizacji poprzez elek-
trorozpylanie fumitremorgin  C 
tworzy jony protonowane 
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Praca została przedstawiona 
w postaci referatu na  VIII Ogól-
nopolskim Sympozjum „Na-
uka i  przemysł – metody 
spektroskopowe w praktyce, 
nowe wyzwania i możliwości”, 
9-11 czerwca 2015, Lublin oraz 
w  monografii „Nauka i  prze-
mysł – metody spektroskopo-
we w praktyce, nowe wyzwania 
i możliwości” pod red. Z. Hubic-
kiego, UMCS, Lublin, 2015.
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Rys. 5. Krzywa kalibracyjna dla werukulogenu w pożywce
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Laboratoryjny miernik  
grubości i gramatury działający zgodnie 
z normami  PN-EN ISO 536 oraz  PN-ISO 4593

Automatyczny, laserowy i fluorescencyjny 
cyfrowy aparat do mierzenia jednocześnie 
grubości i gramatury materiału z papieru 
i wszelkiego rodzaju tworzyw, w tym folii.

Próbka zgodnie z normami jest podczas 
pomiaru automatycznie obciążana, 
co gwarantuje wysoką precyzję  
i dokładność pomiaru.

– zakres pomiarowy grubości: 0… 50 mm;
– dokładność odczytu grubości: 0.001 mm;
– zakres pomiarowy gramatury: 0… 450 g/m²;
– dokładność odczytu gramatury: 0.01 g/m².
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