Nowe perspektywy w analizie
Zywnosci

Powszechnie wiadomym jest,
ze zywnos$¢ oraz napoje, sta-
nowia nie tylko zrédto ener-
gii, ale rowniez dostarczaja
witamin i mineratéw, przez
co maja ogromny wptyw na
zdrowie czlowieka. Dlatego
nalezy dba¢ o to, aby produk-
ty zywnosciowe byty swieze,
nie zawieraty konserwantow,
za$ owoce i warzywa wol-
ne byly od srodkéw ochrony
roslin. Jednakze producenci
Zywnosci
swoje plony, ochroni¢ je przed
chorobami, owadami, bardzo
czesto stosuja substancje, kté-
re zostaly zakazane do kon-
taktu z zywnoscia ze wzgledu

chcac  zwiekszyc

na zagrozenie dla zdrowia
cztowieka. Szkodliwos¢ pe-
stycydow wynika gtéwnie ze
wzgledu na ich znaczna trwa-
to$¢ w Srodowisku i zdolnos¢
kumulowania sie w tkankach
ttuszczowych, dlatego obja-
wy zatrucia tymi substancja-
mi moga ujawni¢ sie nawet
po kilku latach. Wiele z tych
zwigzkow jest podejrzewane
o dziatanie rakotworcze oraz
0 zmniejszenie
Pomimo znacznego ograni-
czenia stosowania, a nawet

ptodnosci.

zakazu stosowania niektérych
pestycydoéw jak np. chloroor-
ganicznych w rolnictwie i po-
lichlorowanych bifenyli (PCB)
w przemysle, nadal stwierdza
sie ich obecno$¢ w zywnosci
zwierzecego pochodzenia.

Od 1
w catej Unii Europejskiej obo-
wigzuja ujednolicone normy
w zakresie dopuszczalnego
poziomu pozostatosci pesty-
cydéw w zywnosci i paszy.
W rozporzadzeniu tym znaj-
duje sie okoto 1100 pesty-
cyddéw, ktérych najwyzsze
dopuszczalne stezenia (NDS)
wahaja sie najczesciej w gra-
nicach od 0,01 do 0,05 mg/kg.
Analitycy daza zatem do
wdrozenia metod, ktére po-
zwola na oznaczanie pestycy-
déw na wymaganym pozio-

wrzesnia 2008 roku

mie stezen. Jednakze, jest to
bardzo trudne zadanie, ponie-
waz probki zywnosci posia-
daja bardzo bogata matryce,
co znacznie utrudnia wykry-
wanie pozostatosci Srodkow
ochrony rodlin, ktére najcze-
Sciej wystepuja w niej na $la-
dowym poziomie stezen. Do-
datkowo, w zywnosci moze
znajdowac sie od kilku do
kilkudziesieciu
a wyzwaniem dla analityka
jest oznaczenie jak najwiek-
szej ich liczby. Ponadto, wazne
jest rébwniez aby zastosowana
metoda analityczna byta jed-
noczesnie wystarczajgco czu-
fa i szybka, a proces przygoto-
wania prébki mozliwie prosty
i tani.

pestycydow,

Duzym postepem technolo-
gicznym bylo wprowadzenie
w latach 70 do laboratoriéw
analitycznych chromatografii
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gazowej (GC) i zastosowanie
jej do oznaczania pozosta-
tosci pestycyddw w zywno-
$ci i paszach [1]. Najczesciej
stosowanymi woéwczas  sys-
temami byly potaczenia GC
z selektywnymi detektorami,
jak detektor wychwytu elek-
tronéw (ang. electron capture
detector, ECD), azotowo-fos-
forowy (nitrogen-phosphoro-
us detector, NPD) lub ptomie-
niowo-fotometryczny (ang.
flame photometric detector,
FPD). Obecnie coraz czesciej
wykorzystuje sie sprzezenie
chromatografii ze
spektrometria mas (GC/MS),
ktére znacznie zwieksza moz-

gazowej

liwosci identyfikacyjne me-
tody, a dzieki zastosowaniu
trybu monitorowania wybra-
nych jonéw (SIM) mozliwe jest
uzyskanie granic wykrywalno-
$ci zblizonych, a w niektorych
przypadkach nawet nizszych,
od klasycznych detektoréw
stosowanych w GC.

Niekiedy metoda z wyboru
do oznaczania pozostatosci
pestycydéw w zywnosci jest
chromatografia cieczowa
sprzezona ze spektrometrig
mas (LC/MS). Aktualnie coraz
bardziej popularne sa tande-
mowe potaczenia typu MS/
MS, ktére doskonale spraw-
dzaja sie w przypadku analiz
ukierunkowanych (ang. target
analysis) [2]. W przypadku, gdy
zalezy nam na oznaczeniu jak

najwiekszej ilosci zanieczysz-
czen w prébce, uktad LC/MS/
MS przestaje by¢ uzyteczny.
LECO Corporation proponu-
je alternatywne rozwiazanie,
podobne do MS/MS. System
o nazwie Citius LC-HRT sta-
nowi pofaczenie wysokoroz-
dzielczej spektrometrii
z analizatorem czasu przelotu

mas

z chromatografia cieczowg
(LC-TOFMS), w ktérym zasto-
sowano zrédto jondw tzw.
petne CID (ang. comprehensi-
ve CID), ktérego unikalna bu-
dowa umozliwia wielokrotna
jonizacje wszystkich substan-
¢ji wprowadzonych do ukfa-
du. Aparat ten faczy jedno-
cze$nie wysoka rozdzielczo$¢
(R=100 000), duza szybkosc¢
akwizycji danych (do 200 wid-
m/s) z doktadnoscig pomiaru
masy (ponizej 1 ppm). Ten
bezkompromisowy system
spetnia wszelkie wymagania
wspodtczesnej analityki. Citius
LC-HRT umozliwia operatoro-
wi wybor trybu rozdzielczosci,
w ktérej ma zostaé wykonana
anliza. Aparat ten moze pra-
cowac w trybie rozdzielczosci
ultra wysokiej (R=100 000),
wysokiej (R=50 000) i jednost-
kowej (R=2 500).

Nowe mozliwosci analityczne
w analizie zywnosci zapew-
nito wykorzystanie chroma-
tografii gazowej sprzezonej
ze spektrometrig mas czasu

przelotu (GC-TOFMS). Fakt
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Rys. 1. Catkowity prad jonowy ekstraktu z musu jabtkowego oraz fragment chromatogramu z pestycydami przykrytymi

matrycq [3]

ten ustanowit nowy rozdziat
w analityce laboratoryjne;j.
Stosowanie GC-
-TOFMS o nazwie Pegasus
HT pozwala na oznaczenie
pestycydow
w préobce na bardzo niskim
poziomie stezen bez stoso-
wania SIM i skomplikowanych
metod przygotowania probki.
Dzieki
$ci aparatu i duzej szybkosci
akwizycji danych z mozliwo-
$cig rejestrowania do 500 pet-
nych widm masowych w ciggu
sekundy, otrzymane widma
masowe s3 bardzo dobrej ja-
kosci, w zwiazku z czym uzy-
skuje sie pewng identyfikacje
analitéw. Przyktadowo, Pega-
sus HT zostat wykorzystany do
analizy pestycydéw w musie
jabtkowym. Prébke do badan
przygotowano przez ekstrak-
cje w heksanie [3]. Po wyko-
naniu analizy GC-TOFMS oka-
zato sie, ze czes¢ pestycydow
obecnych w prébce znajduje
sie ponizej linii bazowej oraz

systemu

kilkudziesieciu

duzej przepustowo-

sq one niewidoczne na chro-
matogramie. Catkowity prad
jonowy (ang. total ion current,
TIC) ekstraktu z musu jabt-
kowego oraz 20-sekundowy
fragment chromatogramu za-
wierajacy pestycydy przykryte
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matryca, zaprezentowano na
rys. 1. Jednakze dzieki zasto-
sowaniu funkcji automatycz-
nego wyszukiwania pikow
(Automated Peak Find™) i de-
konwolugji (True Signal Deco-
nvolution™) zidentyfikowano
8 pestycyddéw w ekstrakcie
z jabtek.

Poszukiwanie mozliwie naj-
prostszych i najszybszych
metod przygotowania probki,
stanowi jedno z podstawo-
wych wyzwan analitycznych.
Okazuje sie bowiem, ze pod-
czas tego etapu popetnianych
jest najwiecej bteddéw, ktore
wptywaja na koncowy wynik
analizy. W przypadku ozna-
chloroorganicznych
i fosforoorganicznych pesty-
cydoéw w lisciach zielonej her-
baty zastosowano ekstrakcje
ruchomym elementem sorp-
cyjnym (ang. stirt bar sorp-
tive extraction, SBSE), czyli
ekstrakcje z wykorzystaniem
ruchomego pretu pokrytego
sorbentem, najczesciej poli-
dimetylosiloksanem (PDMS)
[4]. Proces ekstrakcji prowa-
dzono w naparze z lisci her-
baty w ciggu 60 minut. Etap
ten zostat wykonany automa-
tycznie, dzieki wykorzystaniu

czania

automatycznego wymienni-
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ka tub (ang. automatic tube
exchanger, ATEX) i zestawu
do termicznej desorpcji (ang.
thermal  desorption  unit,
TDU). Dokonano walidacji
metody SBSE-GC-TOFMS dla
22 pestycyddw, najczesciej
identyfikowanych w tego
typu prébkach w zakresie ste-
zen od 10 do 500 ppt (patrz
tabela 1). Na rys. 2 zaprezen-

towano przyktadowa krzywa
kalibracyjng wykonang dla
pestycydu. Udowodniono, ze
metoda ta wykazuje liniowos¢
w badanym zakresie stezen.
Dzieki SBSE-GC-TOFMS udato
sie oznaczy¢ wszystkie pesty-
cydy w prébce na poziomie
powyzej 10 ppt. Analiza pro-
wadzona w ciggu 8,2 minut
pozwolita na wykrycie w su-

Tabela 1. Parametry walidacyjne dla 22 pestycydow [4]

Nazwa pestycydu Czas retencji [s] | Wspélczynnik R2
Etoprofos 354,5 0,9994
Sulfotep 360,2 0,9969
a-Lindan 365,2 0,9972

Demeton-s 366,4 0,9987
b/g-Lindan 374,0 0,9966
Diazinon 374,1 0,9988
Disulfoton 377,0 0,9876
E-Lindan 379,5 0,9976
Metyloparation 387,8 0,9948
Ronnel 390,9 0,9977
Heptachlor 391,2 0,9954
Paration 398,2 0,9974
Trichloronat 401,4 0,9970

Epoksyd heptachloru 407,9 0,9947

Chlordan 413,1 0,9957

Chlordan:2 416,3 0,9976
Dieldryna 421,9 0,9981
Endryna 427,0 0,9906
Endosulfan II:2 428,7 0,9949
o,p’-DDT 436,1 0,9957
Metoksychlor 448,0 0,9983
Ketoendryna 449,4 0,9927
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Rys. 2. Wykres krzywej kalibracyjnej wykonanej dla eto-

profosu [4]

Rys. 3. Chromatogram GCxGC/TOF-MS przedstawiajgacy
rozdzielenie ponad 1200 substancji wykrytych w wywarze
z zielonej herbaty [5]

mie ponad 550 réznych sub-
stancji, w tym pestycydow.
Z przeprowadzonych badan
wynika, ze nawet anality nie
catkowicie rozdzielone, dzieki
zastosowaniu funkcji oprogra-
mowania ChromaTOF™, czyli
automatycznego wyszukiwa-
nia pikéw oraz dekonwolucji,
bez problemu moga zosta¢
zidentyfikowane.  SBSE-GC/
TOF-MS jest szybka, precyzyj-
na i czuta metoda, ktdra z po-

wodzeniem mozna stosowac
do oznaczania pozostatosci
chloroorganicznych i fosfo-
roorganicznych pestycydow
w zielonej herbacie wystepu-
jacych na sladowym poziomie
stezen.
Polepszenie rozdzielenia
dzieki uktadom dwuwymia-
rowym

Analogiczne badanie zawar-
tosci pozostatosci pestycydow

w zielonej herbacie przepro-
wadzono z wykorzystaniem
dwuwymiarowej chromato-
grafii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas czasu prze-
lotu (GCXxGC-TOFMS, LECO Pe-
gasus 4D), stosujac SBSE jako
metode przygotowania prob-
ki [5]. Zastosowanie systemu
GCxGC pozwolito na znaczne
zwiekszenie pojemnosci pi-
kowej ukfadu i zdecydowa-
ne polepszenie rozdzielenia
analitow. Substancje, ktére
w przypadku uktadu jedno-
wymiarowej chromatografii
gazowej koeluowaty, teraz
zostaty dobrze rozdzielone.
Chromatogram, ktéry otrzy-
mano w wyniku rozdzielania
sktadnikéw obecnych w eks-
trakcie z zielonej herbaty
zaprezentowano na rys. 3.
Zastosowanie  spektrometrii
mas czasu przelotu pozwolito
na otrzymanie petnych widm
masowych bez koniecznosci
zmniejszenia szybkosci pracy
detektora oraz jego czutosci.
Dzieki wykorzystaniu modu-
lacji, piki chromatograficzne
otrzymywane w drugim wy-
miarze sg znacznie wezsze,
co bezposrednio wptywa na
obnizenie granicy wykrywal-
nosci oznaczanych substan-
cji. Stosujac metode SBSE-
-GCXGC-TOFMS w  ekstrakcie
z zielonej herbaty udato sie
wykry¢ ponad 1200 réznych
substancji chemicznych.

System GCxGC/TOF-MS  wy-
korzystano takze do zbadania
wplywu procesu mycia jabtek
na zawarto$¢ pestycydow
w owocach. QUEChERS (ang.
qgiuck, easy, cheap, effective,
rugged, zastosowano
do przygotowania  prébki
[6]. Przedmiotem badan byt
fosmet i (insektycyd) chlor-

safe)
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wzrostu)

profam
w ekstrakcie z jabtek. Okazuje
sie, ze w uktadzie jednowymia-
rowej chromatografii gazowej,
fosmet koeluuje z weglowo-

(regulator

danami i kwasami ttuszczowy-
mi pochodzacymi z matrycy.
Ukfad GCxGC umozliwit petne
rozdzielenie pestycydéw i po-
nad 1000 innych substancji
obecnych w prébce. Wynik
chromatograficznego rozdzie-
lenia analitéw zaprezentowa-
no na rys. 4. Przeprowadzona
analiza ilosciowa wykazata, ze
w jabtkach niemytych znajdu-
je sie 0,1 ng/g chlorprofamu
i 18 ng/g fosmetu. W przypad-
ku jabtek, ktére zostaty umyte
przed badaniem, nie wykry-
to chlorprofamu, za$ fosmet
wykryto w ilo$ci mniejszej niz
poprzednio réwnej 13 ng/g.
Z badan wynika, ze Pegasus
4D pozwala na prowadzenie
analiz ukierunkowanych, ale
réwniez umozliwia poszukiwa-
nie nowych, nieznanych dotad
zanieczyszczeh zywnosci.

Wysoka rozdzielczos¢ klu-
czem do sukcesu

Coraz czesciej w badaniach
Zywnosci stosuje sie wysoko-
rozdzielcze spektrometry mas
z analiza czasu przelotu, kto-
re umozliwiaja jednoznaczng
identyfikacje analitéw bez
koniecznosci ich catkowitego
rozdzielenia metodami chro-
matograficznymi.  Wykorzy-
stanie tego typu systemow
pozwala czasami réwniez na
pominiecie, badz tez znaczne
uproszczenie procesu przy-
gotowania probki, poniewaz
obecne sktadniki
nie wplywaja na identyfika-
cje analitéw. Ponadto, pomiar
mas z doktadnoscia do stuty-
siecznych czesci atomowych

matrycy,
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Rys. 4. Chromatogram GCxGC-TOFMS ekstraktu z jabtek.
Czarne kropki oznaczajq zidentyfikowane substancje [6]

jednostek masy z uwzgled-
nieniem wzglednej intensyw-
podczas
pomiaru masy, pozwala na
otrzymanie pewnego wyniku
analizy jakosciowe;j.

Uktad LC-TOFMS o nazwie Ci-
tius LC-HRT zastosowano do

nosci izotopowej

oznaczenia flawonéw, prze-
ciwutleniaczy,
amin oraz substancji odzyw-
czych w winie oraz soku z wi-

biogennych

nogron przeznaczonym do
produkgji wina [7]. Prébke do
badan przygotowano poprzez
trzykrotne rozcienczenie soku
i wina w 0,1% kwasie mrowko-
wy, przefiltrowano i poddano
analizie. Badania wykonane
w trybie wysokiej rozdzielczo-
$ci w zakresie m/z od 50 do
2250 wykazaty ztozono$¢ ma-
tryc, jakim sa wino i sok z wino-
gron. W prébkach wykryto 24
substancje, w tym gtéwnie an-
tyoksydanty i aminy biogenne,
ale takze 6 pestycydow. Wsréd
wykrytych srodkéw ochrony
roslin byly: metiokarb, karben-
dazim, izoprokarb, cymoksa-
nil, pirymetanil i karbaryl, ktére
w $ladowych ilosciach pozo-
staly w owocach. Oznacze-
nie dodatkowych substancji
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obecnych w winie oraz soku
z winogron byto mozliwe dzie-
ki zastosowaniu wielokrotnej
jonizacji wszystkich substancji
znajdujacych sie w probce za
pomocy zrodta MSc2. Taki wy-
nik bytby niemozliwy w przy-
padku tradycyjnego uktadu
MS/MS.

Wprowadzenie na rynek
spektrometré4w mas wypo-
sazonych w analizatory cza-
su przelotu zmienito wymiar
analizy instrumentalnej. Dzie-
ki ukladom typu GC-TOFMS,
GCxGC-TOFMS oraz LC-TOFMS
nieukierunkowane badanie
zywnosci stato sie mozliwe
bez stosowania kompromisu
pomiedzy szybkoscia wyko-
nywania analiz a czutoscig
aparatu. Nowoczesne syste-
my, zapewniaja jednoczesnie
duza szybkos¢ akwizycji da-
nych przy zachowaniu niskich
poziomoéw wykrywalnosci
analitow. Ponadto systemy te
wykazuja liniowos¢ w zakre-
sie minimum czterech rzedéw
wielkosci, totez z powodze-
niem moga by¢ stosowane do
analizy ilosciowej. Zaprezen-
towane powyzej przyktady
zastosowania aparatéw LECO
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Corporation do analizy pozo-
statosci pestycyddw w zywno-
$ci potwierdzaja, ze moga one
by¢ wykorzystywane do tego
typu badan.

Duza pojemnos¢ pikowa syste-
mu GCxGC-TOFMS, zapewnia
bardzo dobre rozdzielenie ana-
litdbw, co pozwala na wyelimino-
wanie czasochtonnych i kosz-
townych metod przygotowania
probki. Podobnie w przypadku
aparatu LC-TOFMS, bardzo do-
kladny pomiar
masy analitow i uwzglednie-
nie intensywnosci izotopowe;j
pierwiastkdw, umozliwia jed-
noznaczna identyfikacje sub-
stancji, nawet jesli nie zostaty
one catkowicie

rzeczywistej

rozdzielone
chromatograficznie.
kie te elementy sprawiaja, ze
takze w tym przypadku proces
przygotowania prébki mozna
ograniczy¢ do rozpuszczenia
lub rozcienczenia prébki w od-
powiednim

Wszyst-

rozpuszczalniku

i filtracji.
Istotnym elementem wspo-
mnianych  systeméw  jest

oprogramowanie O hazwie
ChromaTOF™, ktére pozwala
na petng kontrole pracy chro-
matografu i detektora TOFMS,
jak réwniez na rejestrowanie
i przetwarzanie zgromadzo-
nych danych. W oprogramo-
waniu dostepne sa funkcje m.
in. automatycznego wyszuki-
wania pikéw (Automated Peak
Find®) i dekonwolucji (True
Signal Deconvolution®), ktére
pozwalaja na znaczne utatwie-
nie oraz skrécenie analizowa-
nia danych do minimum.
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