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W pracy zastosowano technike MS/MS do oznaczania osmiu mikotoksyn
z grupy trichotecenéw stosujgc chromatograf gazowy sprzezony ze spektrometrem
mas firmy Finnigan Mat typ GCQ. Opisano optymalne warunki analizy kolizyjnie
indukowanej dysocjacji (CID) i wybrano najlepsze pary jonéw (jon pierwotny
i jon potomny) dla wszystkich analizowanych toksyn.

Mikotoksyny z grupy trichotecendw naleza do wtérnych toksycznych metabolitéw,
ktére sa produkowane przez rézne rodzaje grzybow strzepkowych (plesni), takich jak:
Fusarium, Myrothecium, Stachybotrys, Trichothecium, Trichoderma, Cephalosporium,
Cylindracarpon i Verticimonosporium. Stanowia grupe ponad 150 zwigzkéw, sposrod
ktoérej do najczedciej spotykanych zalicza sie: deoksynivalenol (DON), jego pochodne
acetylowe — 3-acetylodeoksynivalenol (3-AcDON) i 15-acetylodeoksynivalenol (15-Ac-
DON), nivalenol (NIV), fusarenon-X (FUS-X), toksyn¢ T-2 jej pochodna hydroksylowa
toksyne HT-2, toksyne T-2 tetraol, diacetoksyscirpenol (DAS), monoacetoksyscirpenol
(MAS) [3, 6, 7,9, 14].

Ze wzgledu na to, ze pleSnie wystepuja powszechnie w Srodowisku naturalnym,
zaréwno je, jak i mikotoksyny przez nie produkowane, zalicza si¢ do zanieczyszczen
zywnosSci, surowcow wykorzystywanych do jej produkcji oraz pasz. Ogromna wiekszo§¢
tych substancji charakteryzuje si¢ wysoka toksyczno$cia w stosunku do organizméw
ludzkich i zwierzecych [2, 5, 7, 14, 17].

Do organizmu czltowieka mikotoksyny moga si¢ dostaé nie tylko droga pokarmowa
ale réwniez przez drogi oddechowe, a nawet przez skére. Wysokie stezenie mikotoksyn
w zywnosci prowadzi do powstania zatru¢ ostrych o zréznicowanym przebiegu np. do
silnych uszkodzen narzadéw wewnetrznych. Obecnie jednak zatrucia ostre sa bardzo
rzadko spotykane. O wiele czeSciej wystepujace i bardziej niebezpieczne sg zatrucia
przewlekle. Zatrucia te powstaja w wyniku dziatania bardzo matych dawek mikotoksyn
przyjmowanych z pozywieniem przez dhuzszy czas. Przy niskim stezeniu zwiazki te
kumulujg si¢ w tkankach organizmu i przypuszcza si¢, Zze wywoluja m.in. martwicze
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zmiany w obrebie jamy ustnej, przetyku, zotadka, leukopemig i sa przyczyna wysokiej
umieralnosci [1, 2, 6, 8, 9, 10, 11, 15]

Doktadnos$¢, szybkos¢ i skuteczno$¢ jest niezwykle wazna w oznaczaniu poziomu
zanieczyszczef toksynami w zywnosci i paszach. Do ostatecznego rozdziatu oraz jako$-
ciowej i iloSciowej identyfikacji mikotoksyn z grupy trichotecendéw stosuje si¢ rézne
metody analityczne. Wigkszo$¢ z nich bazuje na technice chromatografii cienkowar-
stwowej (TLC) i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem UV
lub fluoroscencyjnym. Metoda TLC jest niedostatecznie selektywna i czula. Metoda
HPLC réwniez ma ograniczona czuto$¢. Nadaje si¢ wylacznie do oznaczania wysokich
i bardzo wysokich stezen trichotecenéw [4, 6, 9, 11, 13, 15].

Takze metody immunologiczne takie jak EIA (enzyme immuno assay) i ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay), ktére rozwingly si¢ w ostatnim czasie, nie daja
calkowitej pewnosci pod wzgledem ilosciowym [(4, 6, 9, 11, 13, 15].

W ostatnich latach coraz powszechniejsze staje si¢ oznaczanie trichotecendéw przy
pomocy chromatografii gazowej. Wykorzystanie wysokorozdzielczych kolumn kapilar-
nych wraz z zastosowaniem optymalnych systeméw detekcji (ECD, MS) pozwala o-
siagna¢ zadowalajacy poziom selektywnosci i czutoSci w analizie trichotecendw.

W analizie §ladowej nie bez znaczenia jest rodzaj stosowanego detektora. W celu
stworzenia znacznie czulszego uktadu, pozwalajacego z bardzo wysokim prawdopodo-
biefistwem zidentyfikowaé pod wzgledem jakoSciowym zwiazki zawarte w probcee, sto-
suje sie¢ chromatograf gazowy potaczony ze spektrometrem mas (GC/MS).

Podstawowa zasada spektrometrii mas jest wytwarzanie, rozdzielanie i wykrywanie
jonéw ze zwigzkéw chemicznych, w funkcji stosunku ich masy do tadunku (m/z).
Zwiazki opuszczajace kolumne chromatografu gazowego sa wprowadzane do komory
(wysoka préznia ok. 107 Tora) i tam ulegaja jonizacji. Jony te najczesciej powstaja
w wyniku zderzenia analizowanych zwigzkéw ze strumieniem elektronéw (elektron
impact — EI), wytwarzanych przez zarzace si¢ witokno wolframowe lub renowe. Jony
sa oddzielane od siebie (nastepuje fragmentacja) w analizatorze masowym, w zalez-
nosci od stosunku ich masy do tadunku (m/z), a nastgpnie rejestrowane przez powielacz
elektronéw. W ten sposob dziata typowy analizator, tzw. kwadrupol [12, 16].

Znacznie lepszym analizatorem do analiz §ladowych jest putapka jonowa. Dziatanie
pulapki polega na tym, ze po wprowadzeniu jonéw do komory jonizacyjnej, powstaja
jony, ktore nastepnie sg stabilizowane przez odpowiedni potencjat elektrody centralne;.
Zwigkszanie tego potencjatu powoduje wyrzucenie jondw z komory, kolejno od mas
najnizszych do najwyzszych. Nastepnie sa one wykrywane, wzmacniane i rejestrowane
przez uktad przetwarzania danych. Tak wigc w pulapce jonowej tworzenie jondw i ich
detekcja odbywa si¢ w tej samej komorze, co znakomicie zwigcksza czuto$¢ uktadu
analitycznego [16].

Po takiej analizie otrzymujemy widmo mas (TIC - catkowity prad jonowy), skta-
dajace si¢ z pojedynczych jonéw powstatych w wyniku rozpadu czasteczki zwigzku
chemicznego. Dzieki komputerowemu systemowi przetwarzania danych mozemy okres-
li¢ ich sktad. Identyfikacje¢ nieznanych zwiazkéw prowadzi si¢ przez porOéwnanie uzys-
kanych widm mas z widmami mas substancji wzorcowych [16].

Dzigki specyficznej budowie i dziataniu putapki jonowej mozliwe jest znaczne
zwiekszenie selektywnoSci analizy poprzez zastosowanie techniki MS/MS. Dzialanie to
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polega na tym, ze z jonow jakie wchodza do komory jonizacyjnej, wybierany jest jeden
(ten ktéry chcemy monitorowac) tzw. jon pierwotny. Pozostale jony sa usuwane
z komory jonizacyjnej. Z jonu pierwotnego w wyniku zderzania z czasteczkami helu
(gaz no$ny o odpowiednio wysokim potencjale) powstaja tzw. jony potomne. Uktad
jonow w widmie mas jest charakterystyczny dla danego jonu pierwotnego pochodzace-
go z danego zwiazku i obrazuje jego fragmentacje.

Wyzej opisana technika MS/MS jest mozliwa do zastosowania wylacznie w labora-
toriach, ktére dysponuja putapka jonowa. Badania prowadzone ta metodg maja duza
warto$¢, ze wzgledu na to, ze jest to stosunkowo nowa technika (w Polsce nie prowadzi
sie tego typu badan), ktéra daje duza specyficznos¢ tzn. pozwala na wyeliminowanie
szeregu btedéw pochodzacych z matrycy.

Stosowana powszechnie w analizie §ladowej zwiazkéw technika SIM (czyli monito-
rowanie wybranych jonéw), ktéra zapewnia podobna czuto$¢, nie daje takiej pewnoSci.
W tym przypadku czesto powstaja znaczne zafalszowania w oznaczeniach poprzez
nakladanie si¢ pikéw pochodzacych zaréwno z zanieczyszczen, jak i tla. Blad taki
mozna tylko czeSciowo wyeliminowaé poprzez zastosowanie odpowiedniej procedury
przygotowania probki.

W pierwszym etapie badan celem pracy byto opracowanie warunkéw MS/MS w ana-
lizie wybranych mikotoksyn z grupy trichotecenéw. Uzyskane wyniki postuza do opra-
cowania metody oznaczania mykotoksyn z grupy trichotecenéw przy uzyciu uktadu
GC/MS/MS. Metoda dajaca catkowita pewnos¢, zaréwno pod wzgledem jakoSciowym,
jak 1 iloSciowym pozwoli w przysztosci na zbadanie ziarna i przetworéw zbozowych
dostepnych na naszym rynku.

MATERIAL. DO BADAN

Materiat do badan stanowily: czysty wzorzec deoksynivalenolu (DON) zakupiony w firmie
Sigma-Aldrich oraz wzorce 7 trichotecenéw — 15-acetylodeoksynivalenolu (15AcDON), nivale-
nolu (NIV), diacetoksyscirpenolu (DAS), monoacetoksyscirpenolu (MAS), triacetoksyscirpenolu
(TAS), fusarenonu-X (FUS-X) i toksyny T-2, ktére otrzymaliSmy dzigki uprzejmosci dr Henryka
Jelenia z Instytutu Technologii Zywnosci Akademii Rolniczej w Poznaniu.

DO stworzenia mieszanki silujacej w celu upochodnienia trichotecendw uzyto nastepujacych
odczynnikéw: TMCS (trimethylchlorosilane), MSTFA (N-Methyl-N-Trimethylsilyltrifluoroaceta-
mide) i TMSI (N-Trimethylsilyl-Imidazol).

METODYKA BADAN

APARATURA

Pojedyncze wzorce trichotecenéw analizowano metoda chromatografii gazowej stosujac chro-
matograf gazowy sprzezony ze spektrometrem mas typu GCQ firmy Finnigan/Mat, o zakresie
mas od 1 do 1000 absolutnych jednostek masy (amu). Chromatograf wyposazony jest w dozownik
typu split/splitless, polaczony z urzadzeniem do elektronicznej regulacji ci$nienia (EPC).

Do analizy chromatograficznej zwiazkéw zastosowano kolumne typu CPSil 8 CB firmy
CHROMPACK, o dtugosci 30 m, §r. wewn. 0,25 mm i grubosci filmu fazy wewnetrznej 0,40 pm.

Zwiazki w iloSci 2 ng nanoszono na kolumne przy pomocy autosamplera typu AS9000.

Zastosowano system przetwarzania danych — FINNIGAN MAT DATA STATION

WARUNKI ANALIZY CHROMATOGRAFICZNEJ
Warunki pracy spektrometru mas:
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Potencjat jonizacji: 70 EV; napigcie powielacza: 1350 V; praca w trybie TIC — rejestracja
catkowitego pradu jonowego o zakresie mas 40 — 650 amu/skan.; praca w trybie MS/MS —
ustalona do$wiadczalnie; temperatura Zrodta jonéw: 180°C; temperatura linii transferowej
GC/MS: 270°C;

Warunki chromatografii:

Gaz nos$ny: hel o stalym przeplywie z szybkoscia 25 cm/sek.; temperatura dozownika: 270°C;
split 1:10; temperatura pieca programowana.

— Program temperaturowy dla trichotecendéw zostat ustalony doswiadczalnie:

— Temperatura poczatkowa: 120°C

— Izoterma poczatkowa 5 minut

— Przyrost temperatury od 120°C do 270°C w tempie 5°C/min

— Izoterma 5 minut

— Przyrost temperatury od 270°C do 290 w tempie 10°C/min

— Izoterma koficowa: 8 minut

Wyniki oznaczen byly rejestrowane przy pomocy komputerowego integratora firmy Finnigan
Mat. Urzadzenie to w sposdb automatycznie zaprogramowany kontroluje pracg chromatografu
gazowego i spektrometru mas.

Interpretacje jakosciowa uzyskanych chromatograméw przeprowadzono poréwnujac spektra
mas (dotyczy wylacznie trybu TIC) posiadanych wzorcow ze spektrami mas wzorcowych zwiazkéw
zawartych w bibliotece komputerowe;j.

WARUNKI DERYWATYZACJI TRICHOTECENOW

Aby zwiazki mogly by¢ analizowane metoda chromatografii gazowej, muszg by¢ lotne i trwate
w warunkach analizy. Dlatego tez wzorce trichotecenéw przeprowadzono w pochodne sililowe
TMS. Proces ten, okreSlany jest jako derywatyzacja i polega na podstawieniu wodoru w polarnych
grupach, grupa trimetylosililowa (CH3)3 — Si — CL

Mieszanke do silanizacji sporzadzono przez zmieszanie MSTFA, TMCS i TMSI w stosunku
100:5:2. Mieszanka ta, po dokladnym wymieszaniu byla nastepnie przechowywana w lodéwce.

Roztwoér w ilosci 10 pl zawierajacy 0,2 pg toksyny, umieszczano w wysuszonym naczynku
reakeyjnym. Rozpuszczalnik odparowywano w temperaturze pokojowej, w tagodnym strumieniu
azotu. W celu catkowitego usunigcia resztek wody, po odparowaniu rozpuszczalnika, probki byly
suszone w eksykatorze prézniowym z P2Os, przez noc. Nastepnie trichoteceny przeprowadzono
w pochodne.

Pochodne TMS otrzymywano przez dodanie 100 pl mieszanki sililujacej do szczelnie zakreca-
nego naczynka reakcyjnego z probka, a nastepnie ogrzewano prébke w temperaturze 60°C przez
15 minut.

WYNIKI

Analiza jakosciowa wzorcow trichotecenow

Metoda GC/MS przeanalizowano kolejno osiem wzorcow trichotecendéw. Nie uzys-
kano zadowalajacy chromatograméw pod wzgledem jakoSciowym. Widma masowe
zwiazkéw byly mato charakterystyczne, poniewaz intensywno$¢ jonéw masowych byla
bardzo niska. Dlatego tez wiarygodna identyfikacja toksyn byta niemozliwa. Wynikato
to prawdopodobnie z tego, ze trichoteceny nie wytrzymuja warunkow stosowanych
w analizie chromatograficznej i ulegaja rozpadowi.

Analiza jakosciowa pochodnych TMS trichotecenéw

Proces derywatyzacji zwiazkdw powoduje wzrost ich trwatosci, a ponadto powstanie
zwiazkéw o wyzszej lotnosci i mniejszej polarnosci, co znacznie polepsza ich rozdziat
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chromatograficzny. Spektra masowe pochodnych zawieraja jony o wyzszych masach, a
czesto sa to jony masowe. Pozwala to na identyfikacje tych zwiazkéw z bardzo duzym
prawdopodobiefistwem.

W przypadku pochodnych TMS trichotecenéw uzyskano zadowalajacy rozdziat chro-
matograficzny. Piki na chromatogramach charakteryzowaly si¢ wysokg intensywnoscia
i nie bylo probleméw z ich wyizolowaniem. Kazdy analizowany pik posiadat charakte-
rystyczne spektrum masowe. W wickszosci przypadkow jony masowe miaty duza inten-
sywno$¢. Dzieki temu mozna bylo zidentyfikowaé dany zwigzek.

Analiza GCIMS/MS

Na podstawie widm masowych uzyskanych w wyniku analizy chromatograficznej
oSmiu TMS pochodnych trichotecendw, wybrano tzw. jony pierwotne niezbedne do
przeprowadzenia analiz w technice MSMS.

Kazdy jon pierwotny poddany byt wielokrotnej analizie przy zmiennych warunkach
pracy spektrometru mas. Nastgpnie porOéwnano intensywno$¢ powstalych w wyniku
fragmentacji tzw. jonéw potomnych i wybrano jeden, ktory spetnia wymogi jonu do
oznaczen jakoSciowych i iloSciowych.

Optymalizacja warunkéw spektrometru mas w technice MS/MS wymagata zmiany
parametréw takich jak:

— Isolation width — szeroko$¢ okienka masowego od 0.5 do 10 amu;

Excitation voltage — napi¢cie wzbudzenia od 0 do 10 V

— Excitation time — czas wzbudzenia od 1 do 30 milisekund

Excitation q — warto$¢ napigcia odpowiadajacego czestotliwosci radiowej (RF),
ktéra jest stosowana w czasie analizy kolizyjnie indukowanej dysocjacji (CID)
jondéw pierwotnych. Najczesciej stosuje sie wartos¢ 0,225. Dla jonéw, ktére trudno
ulegaja fragmentacji poniewaz sa stabilne stosuje si¢ wartosci 0,300 lub 0,450.

Dla jonéw pierwotnych siedmiu toksyn ustalono parametry o nastepujacych wartos-
ciach: isolation width — 1lamu, excitation voltage — 1V, excitation time — 15 milisekund,
excitation q — 0,45. Tylko jony pierwotne pochodzace z nivalenolu, aby mogly ulec
odpowiedniej fragmentacji wymagaly zastosowania excitation q w wysokosci 0,300.

Jony pierwotne po zastosowaniu optymalnych warunkéw pracy spektrometru mas
i jony potomne dla kazdej analizowanej toksyny zestawiono w tabeli.

Tabela Zestawienie jondéw pierwotnych i potomnych po zastosowaniu optymalnych
warunkow analizy kolizyjnie indukowanej dysocjacji.
Precursor ions and daughter ions after using optimal parameters of CID

Nazwa toksyny Jon pierwotny Jony potomne
DON 512% 393%% 333, 496
497 407, 389, 379
422 317, 32, 305
407 317, 287, 389
393 259, 333, 274
287 271, 257, 243
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Tabela cd.
15AcDON 408 364, 390, 317
393 350, 333, 305
392% 350%*, 332, 305
377 287, 348, 359
350 305, 317, 375
NIV 510 317, 289, 315
482 392, 362, 379
420 405, 315, 392
393 362, 377, 364
392 363, 362, 377
379* 289** 261, 363
289 230, 273, 261
FUS-X 480* 390**, 375, 303
450 360, 318, 272
DAS 378 285, 255, 197
350* 244%* 290, 332
MAS 408 318, 275, 303
285 197, 269, 169
277 261, 159, 187
247* 159%*, 232, 157
187 159, 129, 144
159 131, 159, 129
TAS 378 285, 197, 255
350 244, 290, 272
332 290, 259, 274
290* 259%* 274, 275
272 244, 257, 229
244 229, 214, 201
T-2 436* 376%*, 283, 298
350 244, 290, 272

*

— wybrany jon pierwotny
** — wybrany jon potomny

W przypadku deoksynivalenolu (DON), jako jony pierwotne do analizy wybrano jon
512, 497, 422, 407, 393 i 287. Jony pierwotne: 497, 407 i 287 maja najwyzsza (100%)
intensywno$¢ tzn. ulegly stabej fragmentacji. Powstate z nich jony potomne sg stabo
widoczne i malo przydatne do celéw analitycznych. Fragmentacja jonu pierwotnego
497 nastgpita w sposéb zadowalajacy. Jednak jony potomne 317 i 332 majg zblizona
intensywno$¢ (odpowiednio 100% i 98%), co moze powodowaé pewne komplikacje
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w dalszych analizach, gdyz trudno jest przewidzieé, ktory jon nalezy monitorowac, jako
jon bazowy. Do dalszych analiz wybrano jon pierwotny 512 i jon potomny 393, jako
jon ktéry spetniajg kryteria jonu do oznaczen iloSciowych.

Do analizy chromatograficznej toksyny — 15-acetylodeoksynivalenolu (15AcDON)
wybrano jony pierwotne 408, 393, 392, 377 i 350. Jony 408 i 377 bardzo stabo frag-
mentowaly. Zadowalajaca fragmentacje uzyskano w przypadku jonéw pierwotnych 392
1 393. Jako jon bazowy do dalszych analiz wybrano jon potomny 350 powstajacy z jonu
pierwotnego 392, poniewaz wykazywal wieksza intensywnos$¢ niz jon o tej samej masie,
ktéry powstat z jony pierwotnego 393.

W przypadku nivalenolu (NIV) wszystkie wybrane jony pierwotne (tabela) trudno
fragmentowaly. Dopiero zastosowanie excitation q w wysokosci 0.300 pozwolita uzys-
ka¢ wlasciwa fragmentacje. Do dalszych analiz wybrano jon pierwotny 379 i jon
potomny 289, ktéry spetnia wymogi jonu do oznaczefi iloSciowych.

W analizie fusarenonu X (FUS-X) i toksyny T-2, jako jony pierwotne wykorzystano
jony 480 i 450 dla pierwszej toksyny i jony 436 i 350 dla drugiej. Nastepnie poréwnano
intensywnosci jonéw potomnych i wybrano dla Fusarenonu X jon pierwotny 480 i jon
potomny 390, a dla toksyny T-2 odpowiednio jony 436 i 376.

W ten sam sposob poddano analizie wybrane jony pierwotne dla wzorcow monoa-
cetoksyscirpenolu (MAS), diacetoksyscirpenolu (DAS) i triacetoksyscirpenolu (TAS)
i nastepnie poréwnano jakos$¢ fragmentacji tych jondw i intensywno$¢ jonéw potom-
nych. Ze wzgledu na kryteria, jakie powinny spetnia¢ jony potomne wybrano nastepuj-
ace jony: dla MAS jon 159, ktéry powstaje z jonu pierwotnego 247, dla DAS jon 244
utworzony z jonu 350 i w przypadku TAS jon 259, ktéry powstaje w wyniku fragmen-
tacji z jonu 290.

WNIOSKI

1. Stosujac warunki analizy chromatograficznej opisane w pracy uzyskano zadowa-
lajacej jako$ci widma masowe (w trybie TIC) dla pochodnych TMS o$miu wzorcéw
trichotecenéw. Jednocze$nie udowodniono, ze nieupochodnione toksyny sa zwiazkami
nietrwatymi i nie wytrzymuja warunkow tej analizy.

2. Opracowano optymalne warunki pracy spektrometru mas w trybie MS/MS. Dla
jonoéw pierwotnych siedmiu toksyn ustalono parametry o nast¢pujacych wartosciach:
isolation width — 1, excitation voltage — 1, excitation time — 15, excitation q — 0,45.
Tylko jony pierwotne pochodzace z nivalenolu, aby mogly ulec odpowiedniej fragmen-
tacji wymagaly zastosowania excitation q w wysokosci 0,300.

3. Po poréwnaniu intensywnoS$ci powstalych w wyniku fragmentacji tzw. jonow
potomnych wybrano jeden spetniajacy wymogi jonu do oznaczef jakoSciowych i ilos-
ciowych dla kazdego zwiazku. W przypadku DON i 15AcDON byly to jony 393 oraz
350. Dla NIV wybrano jon potomny 289. Z kolei dla fusarenonu X (FUS-X) i toksyny
T-2 byly to jony 390 oraz 376. Jon potomny 244 wybrano dla DAS. W przypadku toksyn
MAS i TAS wybrano odpowiednio jon 159 oraz 259.

4. Uzyskanie optymalnych warunkéw MS/MS dla wybranych trichotecenéw pozwoli
na opracowanie metody oznaczania tych zwigzkéw przy uzyciu chromatografu gazowe-
go sprzezonego ze spektrometrem mas i pracujacego w trybie MS/MS. Metoda pozwoli
w przysztosci na oznaczenie zawartosci tych toksyn w réznych produktach spozywczych
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w sposOb szybki i wiarygodny, co z kolei umozliwi eliminacje skazonej zywnoSci
wystepujacej na naszym rynku.

A. Filipek, M. Daniewski, K. Bal

DETERMINATION OF EIGHT TRICHOTHECENE MYCOTOXINS USING METHOD
GCMSMS. PART I - ELABORATION OF CONDITIONS OF MS/MS

Summary

Trichothecene mycotoxins are commonly distributed in cereals in the world. Rapid and
accurate methods for the determination of these toxins are required to prevent the intoxication
of human and to contribute to the supply of safe foods and feed. MSMS mode was applied for
identification of eight trichothecene mycotoxins with Finnigan /Mat GCQ GC/MS system.

We describe here optimal parameters of CID and to obtain best pairs of ions (precursor
ions and daughter ions) for all analysed toxins.
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