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Grzyby odporne na pasteryzacje sa powaznym problemem dla przemystu spozywczego. Moga one zatruwa¢

szkodliwymi mykotyksynami przetwory z truskawek i innych owocéw. Dlatego skazone partie owocow nalezy

szybko wykrywac i eliminowaé. Do zakazenia owocow termoopornymi grzybami moze dojs¢ miedzy innymi

poprzez kontakt owocow z gleba. Konieczne jest zatem opracowanie metod pozwalajacych na szybka, pewna

i czulg analize mykotoksyn grzybow termoopornych w glebie oraz w owocach i ich przetworach.

Wprowadzenie

Sektor owocow miekkich,
a szczegolnie produkcja tru-
skawek, petnig bardzo wazna
role w produkgdji rolniczej na
calym swiecie. Polska nalezy
do najwiekszych producen-
tow tego gatunku w Europie,
specjalizujgc sie w szczegol-
nosci w produkgji truskawek
przeznaczonych dla prze-
tworstwa. Grzyby termoopor-
ne moga powodowac psucie
przetwarzanych termicznie
produktéw, zwtaszcza owo-
cowych. Skazenie surowcow
rolniczych nastepuje czesto
w wyniku kontaktu z gleba,
a zanieczyszczone zarodnika-
mi surowce moga stanowic
zagrozenie dla zdrowia kon-
sumentow poprzez wytwa-
rzane toksyczne metabolity,
do ktoérych nalezg specyficz-
ne dla plesni cieptoopornych
Neosartorya fischeri mykotok-
syny, takie jak werukulogen
i fumitremorginy [1-4].
Fumitremorginy i weruku-
logen naleza do alkaloidow
indolowych i wytwarzane sa
przez grzyby termooporne
w réznych warunkach $rodo-
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wiskowych: pH, temperatu-
ry, swiatta, tlenu (nawet przy
niskich stezeniach O,). Moga
dziata¢ na osrodkowy uktad
nerwowy, powodujac drzenie,
drgawki i $mier¢. Mykotoksy-
ny te produkowane s3 przez
grzyby z gatunku N. fischeri na
roznych podtozach mikrobio-
logicznych, jednakze dotych-
czas dostepne sg tylko frag-
mentaryczne dane dotyczace
ich produkcji i wystepowania
w probkach srodowiskowych:
glebie, surowcach rolniczych
czy zywnosci, gtéwnie z po-
wodu braku dostepnych, zop-
tymalizowanych metod ich
detekcji w tych matrycach.
Czute i selektywne oznaczenia

tych mykotoksyn w ztozonych
matrycach mozna prowadzic¢
z wykorzystaniem chroma-
tografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrig mas [5,6].
Celem podjetych badan pre-
zentowanych w niniejszej
pracy byto opracowanie me-
tody HPLC/MS/MS oznaczania
fumitremorginy C i werukulo-
genu (rys. 1) w truskawkach,
glebie, soku z truskawek oraz
pozywce.

Czes¢ eksperymentalna

Materiat badawczy stanowity
truskawki, gleba, sok z truska-
wek i ziemniaczana pozywka
(PDA). Analityczne wzorce
fumitremorginy C, weruku-

b)

logenu i TPP oraz mréwczan
amonu zakupiono w Sigma
Aldrich, zestawy Quechers
w Agilent Technologies a me-
tanol o czystosci LC/MS naby-
to w Merck Millipore.

Probki do analizy przygoto-
wano metoda buforowanej
ekstrakcji QUEChERS (metoda
EN 15662). 10 g prébki odwa-
zano do probowki, dodawa-
no wzorzec wewnetrzny TPP,
10 ml acetonitrylu i mieszani-
ne soli4 g MgSO,, 1 gNaCl, 1g
cytrynianu sodu, 0,5 g péttora-
wodzianu cytrynianu disodu.
Prébki intensywnie wytrza-
sano, a nastepnie wirowano.
Pobierano 1 ml supernatantu
i przenoszono do prébowki
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Rys. 1. Wzor strukturalny a) werukulogenu i b) fumitremorginy C
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Rys. 2. Widmo fragmentacyjne LC/MS/MS werukulogenu,

z sorbentem PBS. Prébki wy-
trzasano i wirowano. Oczysz-
czony ekstrakt poddawano
analizie LC/MS/MS. Krzywe
kalibracyjne przygotowano
dodajac odpowiednie ilosci
roztworu fumitremorginy C
i werukulogenu w metanolu
do wolnych od mykotoksyn
probek truskawek, gleby, soku
z truskawek i pozywki. Prébki
kalibracyjne poddawano na-
stepnie ekstrakgji.

Analizy LC/MS/MS wykonano
z wykorzystaniem chroma-
tografu cieczowego Agilent
Technology UHPLC seria 1290
Infinity sprzezonego z tande-
mowym spektrometrem mas
Agilent Technology 6460 Tri-
ple Quad LC/MS ze Zrédtem
jonéw Agilent Technology Jet-
Stream ESI. Rozdziat chroma-
tograficzny przeprowadzono
na kolumnie Agilent Zorbax
Plus C18, 2,1 x 100 mm, $red-
nica ziarna: 1,8 um. Jako faze
ruchoma stosowano 5 mM
mréwczan amonu i 0,01%
kwas mréwkowy 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,
szybkos¢ przeptywu fazy ru-
chomej 0,5 ml/min. Objetos¢
dozowanej probki 5 pl. Para-
metry spektrometru masowe-
go: zrédto jondw ESI pracuja-
ce w trybie jonéw dodatnich,
temperatura gazu rozpylaja-
cego 325°C, przeptyw gazu
5 I/min, cisnienie nebulizera
35 psi, temperatura gazu sci-
skajacego 300°C, przeptyw
gazu Sciskajagcego 11 I/min.
W tabeli 1 przedstawiono mo-
nitorowane przejscia MRM.

energia fragmentacji 10 eV

Wyniki

W pierwszym etapie opraco-
wania metody HPLC/MS/MS
stwierdzono, ze protonowane
jony werukulogenu [M+H]*
m/z 512,6 bardzo tatwo od-
szczepiaja czasteczke wody
tworzac jony fragmentacyjne
0 m/z 494,2. Optymalizacje
napiecia fragmentora prze-
prowadzono zatem kierujac
sie dwoma przestankami:
uzyskania maksymalnie du-
zej ilosci jonéw [M+H]* oraz
mozliwie najkorzystniejsze-
go stosunku jonow [M+H]*
i [M-H,O+H]*. Jednakze na-
wet przy niskiej energii frag-

Tabela 1. Monitorowane przej$cia MRM

380 400 420 440 460 480 500

mentora (65V), ktéra wybra-
no jako optymalng, nadal
dominujacym jonem byt
jon [M-H,O+HI*. W celu za-
pewnienia wysokiej czutosci
metody, kilku miligraméw
mykotoksyny na kilogram ba-
danego produktu, wymaga-
nej w przypadku oznaczania
mykotoksyn postanowiono
podda¢ fragmentacji zaréw-
no jony protonowany weru-
kulogenu jak i jony powstate
w wyniku ich dehydratacji.
Rysunek 2 przedstawia wid-
mo fragmentacyjne LC/MS/
MS jondéw [M-H,O+H]* we-
rukulogenu uzyskane przy

zwiazek r9dzaj prekursor fragment fragmentor epe_!-gia
jonu [m/z] [m/z] [v] 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-H,O+H]* 494,2 352,1 65 10
werukulogen [M-H,O+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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Rys. 3. Widmo fragmentacyjne LC/MS/MS fumitremorginy C, energia fragmentacji 20 eV
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Rys. 4. Chromatogram MRM fumitremorginy C (9,32 min), werukulogenu (11,49 min)
i standardu wewnetrznego TPP (11,75 min)

energii kolizji 10 eV. W widmie
tym jony fragmentacyjne m/z
352,11 313,0 maja najwyzsza
intensywnosc 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

Tabela 2. Efekt matrycowy werukulogenu

probka efekt matrycowy [%]
truskawka 30,41
gleba 28,92
sok z truskawek 35,28
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[M+H]* m/z380,0. Jony te w celi
kolizyjnej nas skutek zderzen
z obojetnymi czasteczkami azo-
tu fragmentuja tworzac charak-
terystyczne jony fragmentacyj-
ne. Najwiekszg intensywnosc¢
obserwowano dla jonéw 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-
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ny C, werukulogenu i wzorca
wewnetrznego TPP, czas re-
tencji zwigzkéw odpowiednio
9,3min, 11,5mini 11,7 min.
Dla prébek truskawek, gleby
i soku z truskawek dokonano
oceny efektu matrycowego,
ktéremu ulegaja mykotoksy-
ny podczas analizy LC/MS/MS.
W tabeli przedstawiono efekt
matrycowy, ktéremu ulega
werukulogen (tab. 2). Zaob-
serwowano wzmocnienie sy-
gnatu MS werukulogenu we
wszystkich trzech badanych
matrycach.

Limit oznaczenia iloscio-
wego metody ustalono na
0,001 mg/kg. Dla wszystkich
przejs¢ MRM we wszystkich
czterech matrycach stosunek
sygnatu do szumoéw przy tym
stezeniu mykotoksyn w préb-
ce przekraczat dziesie¢. Ry-
sunek 5 przedstawia krzywa
kalibracyjna werukulagenu
izolowanego z pozywki.

Whnioski

Opracowana metoda LC/MS/
MS umozliwia oznaczanie fumi-
tremorginy C i werukulogenu
w truskawkach, glebie, soku
z truskawek i pozywce. Metoda
jest czuta i selektywna.
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Rys. 5. Krzywa kalibracyjna dla werukulogenu w pozywce
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Praca zostata przedstawiona
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w monografii ,Nauka i prze-
myst — metody spektroskopo-
we w praktyce, nowe wyzwania
i mozliwosci” pod red. Z. Hubic-
kiego, UMCS, Lublin, 2015.
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cyfrowy aparat do mierzenia jednoczesnie
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