QuEChERS - metoda wielopozostatosciowa (cz. Il)

Zastosowania

Wstep

Metoda QUEChERS stanowi
szybka, prosta, tania, efekto-
wang, elastyczng oraz bez-
pieczng procedure przygo-
towania prébek do analizy.
Poczatkowo opracowana do
oznaczania $rodkéw ochrony
roslin w prébkach zywnosci.
Od opublikowania w 2003
roku [1] cieszy sie zaintere-
badaczy
0 czym $wiadcza publikowa-
ne modyfikacje. Poczatkowo
rozszerzana celem oznaczania

sowaniem wielu

pestycydéw w przetworzonej
zywnosci: soki, wina, przetwo-
ry owocowe. Obecnie znajdu-
je zastosowanie w oznaczaniu
ré6znych klas zwiazkéw che-
micznych w réznorodnych
matrycach. Niniejszy artykut
stanowi krotki przeglad opra-
cowanych zastosowan meto-
dy QUEChERS.

Oznaczanie PBDE

Polibromowane etery difeny-
lowe (PBDE) stanowig dodatki
do polimeréw, ktére zmniej-
szaja wiasciwosci palne otrzy-
manych tworzyw sztucznych.
Stosowane od lat szescdzie-
sigtych ubiegtego wieku [2].
Pierwsze badania okreslajace
zawartos¢ PBDE w prébkach
biologicznych pochodza
z 1981 roku i dotyczyty tkanek
ryb [3]. W opinii naukowcow
kongenery PBDE zawieraja-
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ce od 4 do 6 atomdéw bromu
w czasteczce w pozycji 2,2/4,4'
(rys. 1) sa kancerogenami
o wiasciwosciach substangji
endokrynnie czynnych, dzia-
faniu neurotoksyczym i immu-
notoksycznym. Podkreslana
jest zalezno$¢ pomiedzy wy-
stepowaniem tych zwigzkow
oraz chorobami cywilizacyj-
nymi, takimi jak: nowotwory,
otytos¢, czy cukrzyca [2,4,5].
W 2009 roku etery tetra-BDE,
penta-BDE, heksa-BDE oraz
hepta—-BDE zostaty dopisane
jako nowe Trwate Zanieczysz-
czenia Organiczne Konwengji
Sztokholmskiej i znajduja sie
w Zafaczniku A, co oznacza
wyeliminowanie ich z przemy-
stu oraz dalszych zastosowan.
Zakaz stosowania zaczat obo-
wigzywac w 2010 roku [6].

Sapozhnikova i in. [7] prze-
prowadzili analize prébek ryb,
celem oznaczenia zawarto-
$ci wybranych kongeneréw
PBDE oraz dichlorodifenylo-
(DDT)

trichloroetanu wraz

Br
4

Rys. 1. PBDE
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z metabolitami: dichlorodi-
fenylodichloroetylenu (DDE),
dichlorodifenylodichloroeta-
nu (DDD). Prébki analityczne
stanowity dwie tkanki rybne:
kulbiniec kalifornijski (Geny-
onemus lineatus) o zawartosci
4% ttuszczu oraz toso$ (gatu-
nek nieznany) o zawartosci
od 5 do 10% ttuszczu. Probki
ryb homogenizowano z do-
datkiem suchego lodu i prze-
chowywano w temperaturze
-18°C. Sprawdzenie opraco-
wanej metody dokonano na
podstawie analizy Standardo-
wego Materiatu Referencyjne-
go (SRM 1947).

Odwazono po 4 g homo-
genicznych prébek do pro-
béwek polipropylenowych
pojemnosci 50 ml, tzw. ,fal-
konéw”, dodano 4 ml aceto-
nitrylu i wytrzasano. Jako $le-
pa probe zastosowano 4 ml
wody dejonizowanej. Po eks-
trakcji dodano 2 g mréwczanu
amonu, celem rozdzielenia
faz, wytrzasano i odwirowano.

Leszek Ruchomski*

Etap ten stanowi ekstrakcje
z zastosowaniem jednej soli,
ktéra spowodowata migracje
analitow do fazy organiczne;j.
Z ekstraktu pobrano 0,5 ml
fazy organicznej przez filtr
strzykawkowy i przeniesiono
do czystej proboéwki zawie-
rajgcej 75 mg bezwodnego
MgSO,, 25 mg PSA, 25 mg
C-18 oraz 25 mg sorbentu
Z-Sep (etap d-SPE), wytrzasa-
no i odwirowano. Zastoso-
wany sorbent Z-Sep stanowi

Rys. 2. Fiolka-filtr



krzemionke zwigzang z tlen-
kiem cyrkonu i stuzy usuwaniu

duzej ilosci ttuszczy. Oprécz
mozliwosci nabycia samego
sorbentu Z-Sep dostepne sa
dwa warianty komercyjne.
Pierwszy (Z-Sep/C18) jest me-
chaniczng mieszaning dwoch
sorbentow: krzemionki mody-
fikowanej grupami oktadecy-
lowymi i krzemionki zwigzanej
z tlenkiem cyrkonu. Drugi sor-
bent (Z-Sep+) na jednym pod-
tozu jest modyfikowany zaréw-
no grupami oktadecylowymi
i tlenkiem cyrkon [8,9]. Etap
d-SPE przeprowadzono za po-
moca fiolek-filtrow bedacych
komercyjnym produktem, kté-
rego innowacyjnos$¢ polega
na mozliwosci przesaczenia
ekstraktu przez filtr w dnie
fiolki i nastepnie oczyszczeniu
z zastosowaniem sorbentow
znajdujacych sie wewnatrz
fiolki [10], rys. 2 [11]. Autorzy
[7] okresdlili, ze zastosowanie
fiolek-filtrow oraz sorbentow
umozliwito usuniecie od 83%
do 95% zwigzkéw wspotek-
strahujacych, przy uzyciu ace-
tonitrylu. Inne przebadane roz-
puszczalniki (octan etylu oraz
heksan) wprowadzaty wieksze
ilosci interferentow.

Oznaczenie przeprowadzono
technika faczong GC-EI-MS/
MS. Rozdzielenie analitéw do-
konano na kolumnie Rti-5ms
(15 m x 0,53 mm X 1 um)
Z nastepujagcym programem
temperaturowym: 70°C przez
1,5 minuty, przyrost 80°C/min
do temperatury 180°C, przy-
rost 40°C/min do 250°C i na-
stepny 70°C/min do 290°C,
w tej temperaturze 9,5 minut.
Zastosowano jonizacje stru-
mieniem elektronéw (El). Po-
tréjny kwadrupol (QgQ) byt
analizatorem mas w tande-

mowej spektrometrii. Tempe-
ratura linii przesytowej (trans-
ferowej) wynosita 280°C,
a temperatura zrédfa jonow
320°C. Roztwory kalibracyjne
sporzadzono na bazie oczysz-
czonych ekstraktéw z prébek
niezawierajacych oznacza-
nych zwigzkéw (ang. matrix-
matched calibration). Krzywe
kalibracyjne przygotowano
dla BDE-28, BDE-47, BDE-99,
BDE-100, BDE-153, BDE-154,
BDE-183, o,p’-DDT, p,p-DDT,
p.p-DDD, o,p-DDD, o,p’-DDE,
p.p’-DDE.

Opracowana procedura ana-
lityczna pozwolita na iloscio-
we oznaczenie kongeneréw
PBDE i DDT wraz z metaboli-

tami (DDD, DDE) w prébkach
ryb oraz SRM 1947. W tabeli 1
zestawiono uzyskane wyniki,
ponadto dla SRM 1947 poda-
no doktadnos¢. Autorzy po-
réwnali uzyskane wyniki tech-
nikg GC-MS/MS z wynikami
testu ELISA (test immunoen-
zymatyczny) dla dwu zwiagz-
kéw BDE-47 oraz p,p’-DDE.
Poréwnanie wskazuje, ze test
ELISA moze stuzy¢ do wstep-
nego okreslenia poziomu tych
zwigzkow, a doktadne ozna-
czenie powinno sie odbywac
technika GC-MS/MS.

Oznaczanie hormonéw i EDC
Zwiazki egzogenne zaburza-
jace gospodarke hormonalna

Tabela 1. Wyniki oznaczen PBDE i DDT w probkach ryb [7]

Zawartosc¢ [ng/g]

Zwiazek Kulbiniec | SRM |Doktadnosé

kalifornijski 1947 [%]
g:gf_%%g *t| 457+63 |1,64%0,15| 57,7 94
0,p'-DDD 26 + 2 _ 3,9 119
o,p’-DDE 1210 = 110 — 2,9 87
p,p’-DDE 10200 = 670 9,8+ 1,1 753 105
p,p’-DDT 23+2 57,5 97
BDE-28 1,9+0,2 — 1,95 86
BDE-47 173 £ 8 1,9+0,1 68,3 93
BDE-99 7,8 +0,9 14,5 76
BDE-100 34,7 £ 1,7 - 11,9 70
BDE-153 4,0+ 0,6 - 3,8 100
BDE-154 6,5+ 0,2 - 8,3 122
BDE-183 — — — —

Tabela 2. Ogdlny sktad proszkéw otrzymanych z mleka

i maslanki [14]

Rodzaj proszku mlecznego
Sktadnik Mleko Mleko "
petne odtluszczone Maslanka
Biatko [%] 26,0 36,0 34,0
Laktoza [%] 37,0 51,0 48,5
Thuszcz [%] 27,0 0,8 5,0
Woda [%] 4,0 4,0 4,0
Zwiazki 6,0 8,2 8,5
nieorganiczne [%]
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nazywane sg zwigzkami en-
dokrynnie czynnymi - EDC
(ang. endocrine disrupting
compounds). Szkodliwe dzia-
tanie ECD moze by¢ konse-
kwencja wiagzania, zaburze-
nia transportu lub eliminacji
naturalnych hormonéw [12].
Skutkami narazenia na zwiaz-
ki endokrynnie czynne sa:
zmniejszenie ptodnosci oraz
zaburzenia zachowania (za-
burzenia neurobehawioral-
ne). llosciowe oznaczenie hor-
monow oraz ECD w tkankach
biologicznych jest utrudnione
ze wzgledu na ztozonos$¢ ma-
trycy, szczegdlnie duza za-
wartos¢ ttuszczy, co wymaga
zastosowania pracochtonnej
i skomplikowanej procedu-
ry przygotowania probek do
analizy.

Ehling i in. [13] przeprowadzili
walidacje metody celem ozna-
czania siedemnastu hormo-
néw weterynaryjnych, w tym:
nandrolon, norgestymat, die-
tylstilbestrol, deksametazon,
wystepujacych w proszkowych
produktach otrzymanych zmle-
ku krowiego, potocznie nazy-
wanych ,mlekiem w proszku’.
Badania majg duze znaczenie
dla konsumentéw, a szczegdl-
nie matych dzieci. Metoda zo-
stata opracowana dla réznych
matryc, m. in. mleka petnego
w proszku, bezttuszczowego
mleka w proszku, koncentra-
tu biatka z mleka w proszku,
koncentratu biatka serwatki
w proszku. Tabela 2 przedsta-
wia udziat procentowy biat-
ka, laktozy (gtéwnego cukru),
thuszczu, pozostatej wody oraz
zwigzkéw nieorganicznych
w proszkach otrzymanych
z mleka oraz maslanki.

Do analizy odwazano po 1 g
proszkowych produktéw
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CHj
HO OH
CH,
Rys. 3. Bisfenol A
A
LA
/
H,c” N7 N7 N7 CH,
H H
Rys. 4. Atrazyna
mlecznych i rozpuszczono 150 mg bezwodnego MgSO,,

w 10 ml mieszaniny woda/
metanol (obj. 90:10) zawiera-
jacej 1% kwas mréwkowy i wy-
trzasano. Dodatek mieszaniny
wody z metanolem (zamiast
samej wody) dawat lepsze
efekty rozdzielenia faz na
etapie wysalania, po uprzed-
niej ekstrakcji. Dodano 10 ml
acetonitrylu i ponownie wy-
trzasano (ekstrakcja). Zawar-
tos¢ probowek przeniesiono
do proboéwek o pojemnosci
50 ml, w ktérych znajdowat
sie zestaw soli ekstrakcyjnych
4 g bezwodnego MgSO,, 1 g
NacCl, 1,5 g dwuwodnego cy-
trynianu sodu, 0,5 g péttora-
wodnego wodorocytrynianu
sodu [15], wytrzasano i od-
wirowano. Pobrano (w zalez-
nosci od prébki) od 85 ml
do 10,5 ml i przeniesiono do
czystej probdéwki. Ekstrakty
zatezono do objetosci 1 ml
w strumieniu azotu w tem-
peraturze 55°C. Oczyszczono
z zastosowaniem sorbentéw:
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25 mg PSA oraz 25 mg C-18
[16]. Wytrzasano, odwirowa-
no i przeniesiono od 0,5 ml
do 0,7 ml oczyszczonego eks-
traktu do probéwek szklanych
i zatezono do objetosci 0,1 ml
w strumieniu azotu.

Mleko petne w proszku nie
zawierajgce oznaczanych ana-
litbw poddano catej procedu-
rze, a nastepnie dodano od-
powiednie ilosci analitow, aby
otrzymaé roztwory kalibra-
cyjne na réznych poziomach
stezen (ang. matrix-matched
calibration). Kontrole jakosci
dokonano w oparciu o hor-
mony deuterowane. Ozna-
czenie ilosciowe dokonano
technikg UPLC-ESI-QgqQ-MS/
MS. Rozdzielnia analitéw prze-
prowadzono na kolumnie
Acquity Uplc Beh C18 (100 mm
X 2,1 mm X 1,7 ym) termo-
statowanej w 60°C. W elugji
gradientowej uzyto dwoch
roztworow: 0,1% kwasu
mrowkowego w wodzie oraz

roztworu zawierajgcego 0,1%
kwasu mrowkowego w me-
tanolu. Hormony jonizowa-
no poprzez elektrorozpylenie
(ESI) w trybie jonéw dodatnich
(ESI+). Na podstawie moni-
torowania wielu reakgcji frag-
mentacji —- MRM (ang. multiple
reaction monitoring) ustalono
zawartosci poszczegdlnych
zwigzkéw w prébkach; jedna
reakcja fragmentacji stuzyta
okresleniu zawartosci danego
analitu, a druga reakcja frag-
mentacji — do potwierdzenia
danego zwiazku.
Autorzy publikacji [13] wska-
zuja na mozliwo$¢ wdrozenia
opracowanej metody w ruty-
nowych badaniach hormonow
weterynaryjnych w proszko-
wych produktach pochodza-
cych z mleka krowiego.

Pouech i in. [17] dokonali mo-
dyfikacji metody QUEChERS
celem oznaczen hormondéw

obecnosci

i zwigzkow EDC w jadrach
szczuréw. W ciggu dwéch ty-
godni doroste szczury labora-
toryjne otrzymywaty miedzy
innymi bisfenol A (rys. 3) oraz
atrazyne (rys. 4), ktére naleza
do zwigzkéw EDC. Po tym cza-
sie uSmiercono je pentobar-
bitalem. Badaniom poddano
réwniez trzy doroste osobniki,
ktére nie zostaly wystawione
na dziatanie tych zwigzkow.
Zebrane jadra szczuréw ujed-
norodniono (homogenizacja)
i kondycjonowano w buforze
fosforanowy sporzadzonym
w roztworze soli fizjologicznej
- PBS (ang. phosphate-buffe-
red saline): 1 pl buforu na 1 mg
tkanki.

Do ekstrakcji pobrano od 1 g
do 3 g prébek do prébdéwek
wiréwkowych, dodano roz-
twory wzorcowe zawierajace
deuterowane zwigzki i od-

wirowano. Dodano taka ob-
jetos¢ acetonitrylu, aby jego

stosunek do wody wynosit
2,6, a nastepnie 3 g mieszani-
ny soli ekstrakcyjnych o ogol-
nym skfadzie 4 g MgSO,, 1 g
NaCl, 1 g dwuwodnego cy-
trynianu sodu i 0,5 g potto-
rawodnego wodorocytrynia-
nu sodu. Uzyte dwa zestawy
sorbentow w etapie d-SPE;
pierwszy o sktadzie: 150 mg
MgSO, i 25 mg PSA oraz dru-
gi o skfadzie: 150 mg MgSO,,
25 mg PSA oraz 25 mg GCB
sorbowaty oznaczane anality.
Z tego powodu oczyszczanie
ekstraktu zastgpiono dodat-
kiem heksanu, do ktérego mi-
growaty zanieczyszczenia nie-
polarne (kwasy ttuszczowe,
tluszcze i denaturowane biat-
ko, ze wzgledu na wieksze po-
winowactwo do heksanu niz
acetonitrylu). Pobrano 350 ul
fazy acetonitrylowej do fiolki
i odparowano w strumieniu
gazu obojetnego, a nastepnie
rozpuszczono w 105 pl mie-
szaniny wodna/acetonitryl
(obj. 80:20) i dodano '3C-fena-
cetyny (wzorzec odzysku).

Przygotowane probki podda-
no oznaczeniu technikg LC-
ESI-QqQ-MS/MS. Objetos¢
dozowanej probki wynosita
5 ul. Rozdzielenie chromato-
graficzne przeprowadzono
na kolumnie Zorbax Eclipse
Plus C18 (50 mm x 2,1 mm X
1,8 um). Zastosowano elucje
gradientowa: jeden roztwér
stanowif 0,01-mM octa-
nu amonu w wodzie, dru-
gi rozpuszczalnik stanowit
acetonitryl, a szybkos¢ prze-
ptywu 300 pl/min. W trybie
dodatnim (ESI+) jonizowano
atrazyne, testosteron (rys. 5)
i 4-androsten-3,17-dion
(rys. 6), natomiast bisfenol A



w trybie ujemnym (ESI-). Joni-
zacja ESI+ jest mniej selektyw-
na niz ESI- wzgledem matrycy
i wnosi wiecej zanieczyszczen.
Odzysk zwigzkéow znajdo-
wat sie w granicy od 89% do
108%. W tabeli 3 znajduja
sie wyniki uzyskane podczas
analizy jader szczuréw podda-
nych ekspozycji na atrazyne,
bisfenol A oraz osobnikéw nie
poddanych ekspozycji na te
zwigzki (probka 1, 2 3).

Oznaczanie mykotoksyn

Mykotoksyny inaczej na-
zywane mikotoksynami sa
wtérnymi metabolitami grzy-
béw o dziataniu chorobo-
tworczym  lub  toksycznym.
Z tego powodu istotne staje
sie kontrolowanie zawartos¢
tej grupy zwigzkéw chemicz-
nych w zywnosci. Wykazano,
ze spozywanie produktéw na
bazie kukurydzy zawieraja-
cej fuzaryne C (rys. 7) powo-

Rys. 5. Testosteron

O

Rys. 6. Androstendion

Tabela 3. Wyniki oznaczeri hormondw i EDC w jadrach szczurdéw [17]

Zawartosc¢ [ng/g]l
awiaselt | Ekepozycja | Ekspozycla | probka1 | Probka2 | Probka3
Bisfenol A <LOQ 83,2 - - —
Atrazyna 11,9 0,41 — - —
Testosteron 77,9 97,8 205 31 104
Androstenodion 9,88 7,5 40,9 5,49 17,8

duje czestsze wystepowanie
nowotworéw przetyku [18].
Ponadto, jest mutagenna ze
wzgledu na obecno$¢ ugru-
powania epoksydowego
w pierscieniu przy atomach
wegla numer 13 i 14. Fuzary-
na C pod wyptywem promie-
niowania UV tworzy kilka ste-
reoizomerow [19]. Fuzaryny
nie posiadajgce ugrupowania
epoksydowego nie wykazuja
dziatania mutagennego [20].

Kleigrewe i in. [21] oznaczyli
zawartos¢ fuzaryny C w ku-
kurydzy i produktach spo-
zywczych. Ziarna kukurydzy

OH

Rys. 7. Fuzaryna C

liofili-
zacje i zhomogenizowano.
Odwazono po 5 g probki
do probdéwek o pojemnosci
50 ml i dodano 5 ml wody
oraz 15 ml acetonitrylu, wy-
Kolejno dodano
4 g bezwodnego MgSO,i1g
NaCl, wytrzasano i odwiro-
wano. Pobrano 5 ml warstwy

WYsSuUszono poprzez

trzasano.

acetonitrylowej i
siono do mniejszej probéw-
ki, w ktorej znajdowato sie
750 mg MgSO, oraz 125 mg
PSA, nastepnie wytrzasano
i odwirowano. Pobrano 3 ml

przenie-

oczyszczonego ekstraktu
i odparowano do sucha. Su-
cha pozostatos¢ rozpuszczo-
no w 500 pl roztworu meta-
nol/woda (obj. 50:50). Prébki
pasz i zywnosci zostaty przy-
gotowane z modyfikacja po-
legajagcq na pobraniu 5 ml
warstwy acetonitrylowej do

etapu d-SPE i oczyszcze-

rok 20, nr 6 LA\

niu z wykorzystaniem 1,5 g
MgSO, oraz 250 mg PSA. Po
tym etapie pobrano 2,8 ml
i postepowano identycznie
jak z probkami kukurydzy.

Rozdzielenie chromatogra-
ficzne przeprowadzono za
pomoca chromatografu cie-
czowego na kolumnie Zorbax
Eclipse XDB-C18 (150 mm X
2,1 mm X 5 pm) termosta-
towanej w 40°C. W elucji izo-
kratycznej zastosowano 55%
udziat mieszaniny metanolu
z 5% dodatkiem tetrahydro-
furanu oraz czystej wody,
jako drugiego
nika. Objeto$¢ dozowanego
oczyszczonego ekstraktu wy-
nosita 30 ul, a predkos¢ prze-
ptywu fazy ruchomej 300 pl/
min. Detektorem byta tan-
demowa spektrometria mas
z potréjnym kwadrupolem,
a technika jonizacji ESI+. Iden-
tyfikacji dokonano w oparciu

rozpuszczal-
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o MRM. Kalibracje przepro-
wadzono z uwzglednieniem
efektéw matrycowych (ang.
matrix-matched calibration).
Granica wykrywalnosci (LOD)
opracowanej metody wyno-
sita 2 ug/kg, granica oznaczal-
nosci (LOQ) 7 pg/kg, a poziom
odzysku 80%.

Sposréd 25 prébek ktoséw ku-
kurydzy obecnos¢ fuzaryny C
stwierdzono w 14 prébkach,
najnizsze stezenie wynosito
14 pg/kg, a najwyzsze 84 mg/
kg (tabela 4). Metode spraw-
dzono réwniez dla maki ku-
kurydzianej i prazonej kukury-
dzy (ang. popcorn). W czterech
prébkach maki kukurydzianej
stwierdzono obecnos¢ fuzary-
ny C ponizej granicy oznaczal-
nosci, a w jednej nie stwierdzo-
no jej obecnosci. Trzy prébki
zszesciu kukurydzy do prazenia

Oo. OH
O

Rys. 8. Ochratoksyna A

HO HO
H,;C

NH»

Rys. 9. Fumonizyna B2
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zwieralty 27 + 2 pg/kg fuzaryny
C, jedna ponizej LOQ, a dwie
pozostate — brak obecnosci
oznaczanej mykotoksyny.

Nielseniin.[22] zmodyfikowa-
li metode QUEChERS do ozna-
czania ochratoksyny A (rys. 8)
oraz fumonizyny B, (rys. 9)
w réznych rodzajach kawy. Do
analizy odwazono po 5 g kawy
zielonej lub kawy palonej oraz
2 g kawy rozpuszczalnej i do-
dano 40 ml mieszaniny aceto-
nitrylu/wody/kwas mréwkowy
(obj. 49:49:2). Ciecz znad osa-
du (okoto 30 ml) przeniesiono
do nowej probéwki i dodano
4 g bezwodnego MgSO, oraz
1 g NaCl. Wytrzasano, odwiro-
wano, przesaczono i pobrano
1,9 ml do nowej proboéwki,
dodano wzorce znaczone izo-
topami '3C,-ochratoksyna A,
13C5,~fumonizyny B, oraz 9 ml

Cl

Tabela 4. Wyniki oznaczen
fuzaryny C w kukurydzy [21]

N aryny C
probki [hg/kg]
1 84000 = 600
2 12000 = O
3 1600 = O
4 1500 + 100
5 691 + 27
6 319 = 13
7 368 =+ 6
8 352 + 13
9 256 = 28
10 372
11 311
12 28 =3
13 21 +1
14 14 + 2
15-22 < LOQ
23-25 nie wykryto

wody i odwirowano. Prob-
ke przeniesiono na kolumne
ekstrakcji do fazy statej (SPE)
wypetniong sorbentem anio-
nowowymiennym, ktéry sta-
nowit amine czwartorzedowg
(Oasis Max, 200 mg x 60 um).
Mykotoksyny eluowano 3 ml
acetonitrylu zawierajace-
go 2% kwasu mréwkowego.
Prébki odparowano do sucha
w atmosferze azotu w tempe-

Ho._O
0O O
0 OH
CH,4
CH,
OH
O o)
O” "OH

raturze 50°C i rozpuszczono
w 400 pl mieszaniny acetoni-
tryl/woda (obj. 50:50).
Oznaczenie przeprowadzono
za pomoca UPLC-ESI-QqQ-
-MS/MS. Rozdzielenie analitéw
dokonano na kolumnie Poro-
shell Hexyl-Phenyl (100 mm
X 2 mm X 2,6 um), ktéra byta
termostatowana w 40°C. Za-
stosowano elucje gradientowa
z uzyciem dwoch roztwordw:
wody zawierajacej 20 mM
kwasu mrowkowego oraz
acetonitrylu z 20% dodatkiem
izopropoanolu - elucja gra-
dientowa. Szybkos¢ przeptywu
fazy ruchomej 400 pl/min.
Podczas sporzadzania roz-
tworow  kalibracyjnych (ang.
matrix-matched calibration)
badacze postapili nieco ina-
czej. Do prébek kawy roz-
puszczanej, zielonej oraz
palonej dodano rézne obje-
tosci roztworéw oznacza-
nych mykotoksyn, przy czym
jedna pozostata bez dodatku
wzorcéw. Wzbogacone préb-
ki przechowywano przez noc
ze swobodnym dostepem
powietrza, aby umozliwi¢ od-
parowanie nadmiaru rozpusz-
czalnika. Nastepnego dnia
wszystkie prébki poddano
opisanej powyzej procedurze.
W celu kontroli uzyskanych
wynikéw zastosowano wzor-
ce znaczone izotopami wegla
13C,g-ochratoksyna A oraz
13C3,~fumonizyna B,.
Ochratoksyna A byta obec-
na w okoto potowie prébek
rzeczywistych, co prezentuje
tabela 5. Fumonizyna B, ule-
ga rozktadowi podczas prze-
twarzania i z tego powodu
nie stwierdzono jej obecno-
$ci w probkach kawy palonej
i rozpuszczalnej, co ilustruje
tabela 6.



Podsumowanie

Przedstawiony powyzej prze-
glad modyfikacji metody
QuUEChERS stanowi zaled-
wie cze$¢ sposrod wszyst-
kich opublikowanych w li-
teraturze. Mozna wymienic
miedzy innymi oznaczanie
osiemnastu antybiotykow
weterynaryjnych w mleku
technikg UPLC-ESI-QqQ-MS/
MS [24], oznaczanie anty-
biotykéw weterynaryjnych
w miesie drobiowym techni-
ka LC-ESI-QqQ-MS/MS [25],
oznaczanie trihalometanéw
w probkach gleby za pomo-
<q
gazowej z mikrodetektorem
wychwytu elektronéw (FGC-
MECD) [26] lub oznaczanie
wielopierscieniowych we-
glowodoréw aromatycznych

szybkiej chromatografii

w $wiezych ziotach technika
GC-EI-MS z jonizacjg strumie-
niem elektronéw i putapka
jonowa (IT) - analizatorem
mas [27]. Tandemowy spek-
trometr mas jest najczesciej
wykorzystywanym detekto-
rem w metodzie QUEChERS.
Umozliwia identyfikacje
analitu na podstawie czasu
retencji oraz widma mas, co
stanowi ograniczenie wptywu
matrycy w oznaczeniu iloscio-
wym. Jest znaczenie tanszy
niz wysokorozdzielczy spek-
trometr mas (HRMS) i z tego
powodu znajduje zastoso-
wanie w komercyjnych labo-
ratoriach [28,29]. Nie ulega
watpliwosci, ze metoda jest
znacznym uproszczeniem dla
analitykéw i usprawnieniem
pracy w laboratorium. Mniej
manualnych czynnosci w tak-
cie przygotowania probki
skutkuje réwniez mniejszym
btedem mogacym sie pojawic
podczas preparatyki.

Tabela 5. Wyniki oznaczer ochratoksyny A w réznych rodzajach kawy [22]

. $rednia zawartosé L.
. Liczba 7 Zawartos¢ | Dopuszczalna
. Liczba 2 w probkach y
Probka prébek proébek pozytywnych maksymalna zawartosc
pozytywnych K [rg/kgl [ng/kg] [23]
[Hg/kg]
Kawa palona 57 26 2,3 21 5,0
Kawa zielona 18 7 1,7 2,8 5,0
Kawa 75 14 4,5 8,3 10,0
rozpuszczalna
Tabela 6. Wyniki oznaczen fumonizyny B, w réznych rodzajach kawy [22]
. . . Srednia zawartosé Zawartos¢
Prébka ll;gﬂ’e?( I;;:z:yw:\?:: w probkach maksymalna
pozytywnych [ng/kg] [ng/kg]
Kawa palona 57 nw nw
Kawa zielona 18 8 25 134
Kawa 25 0 nw nw
rozpuszczalna

nw - nie wykryto
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BazTech - kopalnia wiedzy

Baza danych o zawartosci polskich czasopism
technicznych BazTech jest bibliograficzno-abstrak-
towa baza danych rejestrujaca od 1998 r. artykuty
z 645 polskich czasopism z zakresu nauk technicz-
nych, scistych i ochrony Srodowiska. BazTech roz-
wija sie w kierunku petnotekstowej bazy cytowan.
Do opiséw artykutéw dodawane sg bibliografie
zatacznikowe (od 2006 r.), a na podstawie odreb-
nych uméw z wydawcami rekordy uzupetniane sa
o petne teksty artykutéw. Tymi dziataniami baza
wpisuje sie w ruch otwartej nauki.

a8 v sIae =

W bazie zamieszczone sa réwniez artykuty z archiwalnych numeréw LAB.
Szukaj pod adresem: yadda.icm.edu.pl/baztech/
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