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Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie

WYSOKOPIGMENTOWE OWOCE - WYMAGAJACA
MATRYCA VS. KONKURENCYJNE PARAMETRY
ANALITYCZNEJ METODY LC-MS/MS OZNACZANIA
MYKOTOKSYN

A. JASTRZEBSKI!, A. KRZYSZCZAK-TURCZYN?!, M. GROCHOWICZ?, I. SA-
DOKY, *Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawla II, Wydziat Medyczny, Instytut Nauk
Biologicznych, Katedra Chemii Biomedycznej i Analitycznej, ul. Konstantynow 1J, 20-
708 Lublin, 2Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Chemii, Instytut Nauk Che-
micznych, Katedra Chemii Polimer6éw, ul. Gliniana 33, 20-614 Lublin

Abstrakt: Wysokopigmentowe owoce charakteryzuja sie¢ duza zawarto$cig zwigzkow
z grupy polifenoli — antocyjanow. W swoim sktadzie posiadaja rowniez szerokg game in-
nych substancji chemicznych. Sg bogate w zwigzki prozdrowotne, pomagajace utrzymaé
organizm cztowicka w dobrym stanie ogélnym. Z drugiej strony owoce sg podatne na
zakazenia grzybicze i zwigzang z tym produkcje mykotoksyn. Sa to zwiazki toksyczne dla
organizmoéw zywych, dlatego ich monitorowanie w zZywnosci jest uwazane za wysoce
priorytetowe. Technika LC-MS/MS jest czgstym wyborem przy oznaczania tego typu
zwigzkow toksycznych, lecz jest ona jednoczesnie podatna na wystgpowanie efektu ma-
trycowego, ktory objawia si¢ obnizeniem (rzadziej wzmocnieniem) wydajnosci jonizacji
analitow w obecnosci innych sktadnikow matrycy probki. Dlatego etap przygotowania
probki jest kluczowy, a poszukiwanie nowych sposobow na oczyszczenie ekstraktu przed
analizg LC-MS/MS jest wyzwaniem dla wielu badaczy. Celem badan wstepnych byta
ocena efektywnos$ci kopolimerow otrzymanych na bazie 4-winylopirydyny w kontekscie
oczyszczania ekstraktu otrzymanego z porzeczki czarnej przed iloSciowym oznaczaniem
wybranych mykotoksyn metodg LC-ESI-MS/MS. Wyniki sg obiecujace i $wiadczg o du-
zym potencjale badanych materiatow polimerowych w kierunku upraszczania sktadu eks-
traktow owocow wysokopigmentowych przed oznaczeniami mykotoksyn metoda
LC-MS/MS.

Woprowadzenie: Wysokopigmentowe owoce (np. truskawki, wisnie, czeresnie, porzeczki
czarne, porzeczki czerwone, maliny, borowki) sa doskonatym zrédtem przeciwutleniaczy,
witamin, btonnika, mineratow oraz zwiazkdéw z grupy polifenoli, takich jak kwasy feno-
lowe, stilbeny, taniny, antocyjany, flawonoidy [1]. Dlatego petnig istotng role w dobrze
zbilansowanej diecie. Niestety w wyniku mechanicznych uszkodzen, czy tez ztych warun-
koéw zbioru, transportu, przechowywania i obrobki, owoce s3 narazone na psucie i zwig-
zany z tym rozwoj grzybow oraz plesni, co z kolei prowadzi do zanieczyszczenia zywno-
$ci mykotoksynami. Pod wzgledem analitycznym, w szczegdlnosci w kontekscie ozna-
czen z wykorzystaniem metod LC-ESI-MS/MS (chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometrig mas z jonizacja poprzez elektrorozpylanie), stanowia trudna, skompliko-
wang i wymagajaca matrycg. Mykotoksyny to metabolity wtorne produkowane przez
grzyby strzgpkowe (Tab. 1). Omawiane zwiazki wystepuja naturalnie w $srodowisku. Skut-
kami spozycia zywnosci zanieczyszczonej mykotoksynami moga by¢ zarowno ostre, jak
i przewlekte schorzenia i choroby, takie jak: nowotwory, uszkodzenia watroby, spadek
odpornosci [2], dlatego spozycie zywnoS$ci zanieczyszczonej tg grupg zwigzkow niesie ze
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sobg duze ryzyko dla zdrowia czlowieka i zwierzat. Ponadto, zakazenie zb6z mykotoksy-

nami powoduje réwniez duze straty ekonomiczne [2].

Tabela 1. Wybrane mykotoksyny i organizmy je produkujace [3].

Mykotoksyna Aflatoksyny Ochratoksyny Patulina Zearalenon
Rodzaj/gatunek Aspergillus flavus Aspergillus Aspergillus terreus Fusarium
grzyba odpowie- A. parasiticus Penicillium A. clavatus F. graminearum
dzialnego za pro- A. nomius A. ochraceus Penicillium F. culmorum
dukcje mykotok- Penicillium P. nordicum Penicillium carneum
syny P. verrucosum P. clavigerum
P. griseofulvum

Aktualnym wyzwaniem analitycznym jest oznaczanie mykotoksyn na coraz nizszym po-
ziomie stezen oraz opracowywanie narzedzi analitycznych dostarczajacych rzetelnych
wynikow, dlatego poprawa parametrow analitycznych istniejacych metod jest wysoce po-
zadana. Szczegdlnie restrykcyjne wymagania dotycza zywnosci dla dzieci i niemowlat,
ktorych podstawa diety sa produkty otrzymane z owocow. Z drugiej strony, LC-ESI-
MS/MS jest obecnie ztotym standardem biorgc pod uwagg oznaczanie zarowno prozdro-
wotnych, jak rowniez toksycznych zwiazkow. Etap przygotowania probki jest niezwykle
istotny i obligatoryjny, szczeg6lnie przed oznaczeniami analitow w bogatych i skompli-
kowanych matrycach. Jego glownym celem jest wyizolowanie oznaczanego zwiazku
i uproszczenie sktadu probki, aby pozby¢ sie zwiazkow, ktdre mogg zaburzaé pomiar ana-
lityczny. Jednakze czgsto stosujgc rozne techniki ekstrakcji, oprocz analitu ekstrahujg si¢
rowniez zwiazki interferujace, ktére moga powodowaé problemy analityczne podczas
oznaczen LC-ESI-MS/MS, takie jak zanieczyszczenie elementdw aparatu, pogorszenie
czuloéci metody oraz efekt matrycowy (ang. matrix effect, ME) [4,5]. ktory objawia si¢
wzmocnieniem lub ostabieniem efektywnosci jonizacji analitow (gtéwnie w zrodtach jo-
now typu electrospray ESI) w probkach rzeczywistych w poréwnaniu do roztworéow wzor-
cowych. Zrodlem ME moga by¢ skiadniki matrycy probki, protokot przygotowania
probki, jakos¢ rozdziatu chromatograficznego, dodatki do faz ruchomych, jak réwniez typ
jonizacji. Jonizacja przez elektrorozpylanie jest bardziej podatna na wptyw ME w porow-
naniu do Zrdodet jonizacji charakteryzujacych si¢ gorsza czuto$cia, np. jonizacji chemicz-
nej pod ci$nieniem atmosferycznym (ang. atmospheric pressure chemical ionisation,
APCI), czy fotojonizacji pod ci$nieniem atmosferycznym [6,7]. Ponadto, ME moze by¢
zmienny i trudny do prognozowania [5,6]. Optymalizacja etapu przygotowania probki
czesto jest obligatoryjna, aby zmniejszy¢ ME i otrzymaé dobre wartosci odzyskow, do-
ktadnosci, precyzji i czutoéci metody. Dlatego celowym jest poszukiwanie nowych spo-
sobow na uproszczenie matrycy probki na tym etapie do analizy LC-ESI-MS/MS.

Czes¢ eksperymentalna: Celem badan byta ocena efektywnosci mikrosfer 4-winylopiry-
dyny usieciowanych 1,4-dimetakrylanem hydrochinonu (kopolimer 1) oraz trimetakryla-
nem trimetylolopropanu (kopolimer 2) (Rys. 1) w kontek$cie oczyszczania ekstraktu
otrzymanego z porzeczki czarnej przed ilosciowym oznaczaniem wybranych mykotoksyn
(ochratoksyny A (OTA), gliotoksyny (GLIO), zearalenonu (ZEA), sterygmatocystyny
(STER)).
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Kopolimer 1 Kopolimer 2

Rys. 1. Wzory strukturalne kopolimeru 1 oraz 2.

Kopolimery otrzymano zgodnie z opublikowanym protokotem i scharakteryzowano fizy-
kochemicznie [8,9]. Zastosowanie monomerow (1,4-dimetakrylan hydrochinonu oraz tri-
metakrylan trimetylolopropanu) pozwolito na uzyskanie wysokiego stopnia usieciowania
i stabilnej porowatej struktury, jak rowniez na wzbogacenie funkcjonalizacji materiatu
sorpcyjnego [9]. Zhomogenizowang pulpg owocowa (10 g) wytrzgsano z acetonitrylem
(10 mL, przez 2 min), a nast¢pnie z sola QUEChERS (Agilent Technologies, p.n. 5982-
6650) (1 min). Po odwirowaniu, 1 mL otrzymanego ekstraktu oczyszczano za pomoca
badanych sorbentow (kopolimer 1 i kopolimer 2) (wytrzasanie 2 min). Po odwirowaniu,
ekstrakt odparowano i rozpuszczono w roztworze H,0:0,2M NH4HCO3:CH3;0H (30:5:65,
VIVIV). Przygotowane probki analizowano metodg LC-ESI-MS/MS w trybie polaryzacji
dodatniej oraz wykorzystujac metode dMRM (z ang. dynamic multiple reaction monito-
ring). Rozdziat przeprowadzono z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej Zorbax
Ecplise Plus C18 (2,1 x 100 mm, 1,8 um) i fazy ruchomej sktadajacej si¢ z H,0:0,2M
NHsHCO; (95:5, v/v) (rozpuszczalnik A) i CH3sOH:0,2M NH4HCO3 (95:5, v/v) (rozpusz-
czalnik B). Kontrola oznacza wynik otrzymany dla ekstraktu pozbawionego etapu dysper-
syjnej ekstrakcji do fazy statej (ang. dispersive solid phase extraction, dSPE), czyli etapu
wytrzasania z badanymi kopolimerami.

Wyniki: Powierzchnia sygnatéw analitycznych pochodzacych od OTA, GLIO i ZEA
w ekstraktach oczyszczanych badanymi polimerami nieznacznie wzrosta lub pozostata
niezmieniona w poréwnaniu do kontroli (ekstrakt bez etapu dSPE) (Rys. 2). Podczas gdy
sygnat analityczny pochodzacy od STER wzrdst znacznie w ekstraktach wytrzasanych
z kopolimerem 1 lub kopolimerem 2 (Rys. 2). Zastosowanie badanych materiatow spowo-
dowato rowniez redukcje¢ zabarwienia ekstraktow (ocena wizualna).
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Rys. 2. Zmiany sygnalow analitycznych wybranych mykotoksyn w ekstraktach przed i po traktowaniu kopoli-
merami 1 oraz 2.
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Whioski: Kopolimer 1 oraz kopolimer 2 zostaty wytypowane do badan ze wzgledu na
potwierdzong wysoka efektywno$¢ w adsorpcji zwiazkdw w grupy polifenoli, w szcze-
gblnosci flawonoidow i antocyjandéw [9]. Dodatkowo, wykazano, ze kopolimery wykazuja
wigkszg efektywnos¢ adsorpcji flawonoidow w pordwnaniu do standardowo stosowanych
materialow sorpcyjnych, takich jak: PSA (ang. primary secondary amine) czy GCB (ang.
graphitized carbon black) [9]. W niniejszym komunikacie zademonstrowano, ze badane
materiaty polimerowe wykazuja potencjat jako adsorbenty do doczyszczania probek owo-
cow przed oznaczeniami mykotoksyn metoda LC-ESI-MS/MS. Uzyskane wyniki badan
wstepnych sugerujg ograniczong adsorpcje¢ wybranych mykotoksyn na badanych sorben-
tach, przy jednoczesnej redukcji zabarwienia ekstraktu. Dalsze prace beda koncentrowaé
si¢ na ocenie parametrow analitycznych metody (w tym efektu matrycowego) wykorzy-
stujacej badane kopolimery. Badane materiaty mogg znalez¢ zastosowanie na etapie dSPE
przygotowania ekstraktow owocoéw wysokopigmentowych do oznaczen wielu mykotok-
syn metodg LC-ESI-MS/MS.

Podzigkowanie: Praca powstala dzigki wsparciu Narodowego Centrum Nauki, Polska
w ramach projektu Miniatura-8 nr 2024/08/X/ST4/00739.
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