1. Mykotoksyny i aflatoksyny

Dzieki tatwosci dostosowywania sie do warunkéw srodowiskowych grzyby mogg wystepowac w
plantacjach zbdz i roslin. Sprawia to, iz wydzielane przez te organizmy zwigzki chemiczne przenikajg
do produktéw spozywczych. Wsréd zwigzkdw tych wazng grupe stanowig mykotoksyny, wykazujgce
dziatanie mutagenne i chorobotwdrcze na organizmy zywe, w tym takze ludzi. Aflatoksyny (AF) to
mykotoksyny produkowane

przez bakterie z grupy Aspergillus, obejmujg zwigzki AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2 oraz ich metabolity
AFM1, AFM2 i AFL. Zwigzki te sg hepatotoksyczne i mutagenne, gdyz posiadajg zdolnosé
wbudowywania sie w strukture DNA, zaburzajgc naturalne procesy jego replikacji i transkrypcji. W
Polsce AF sg wpisane na liste substancji mutagennych od 1996 r., a ich dopuszczalny poziom w
zywnosci nie moze przekraczaé 2 pg/kg.

2. Metody oznaczania aflatoksyn

Wsréd metod analitycznych umozliwiajgcych oznaczanie aflatoksyn najczesciej stosowana jest
chromatografia cieczowa (LC) sprzezona ze spektrometrig mas (MS lub MS/MS). Wynika to z
niekwestionowanych zalet takiego potaczenia, do ktérych nalezg mozliwos¢ jednoczesnego
oznaczania wielu analitéw, wysoka selektywnosé w trybie monitorowania wybranych fragmentacji
(MRM) oraz tatwos$¢ automatyzacji. Niestety, analiza technikg LC-MS wymaga czasochtonnego
przygotowania prébki, obejmujgcego jej oczyszczenie i zatezenie analitu, tak aby zminimalizowaé
interferujacy wptyw matrycy. Kolejnym problemem jest duze zuzycie toksycznych rozpuszczalnikéw
organicznych. Na tym tle

chromatografia nadkrytyczna (SFC, ang. Supercritical Fluid Chromatography) jest przyjazna
Srodowisku alternatywg dla LC, wyrdzniajaca sie szybkosScig analiz i wysokg rozdzielczoscig dzieki
zastosowaniu duzych szybkosci przeptywu. Przewiduje sie, iz sprzezenie SFC z ekstrakcjg ptynem
nadkrytycznym (SFE, ang. Supercritical Fluid Extraction) zapewni precyzje i doktadno$¢ analiz probek o
zréznicowanych matrycach,

a ograniczenie dostepu Swiatta i powietrza zminimalizuje degradacje zwigzkdw wrazliwych.

3. Cel planowanych badan

Prowadzone badania majg na celu zweryfikowanie mozliwosci zastosowania technik SFC-MS/MS i
SFE-SFCMS/MS w analizie aflatoksyn i ich metabolitéw oraz wskazanie istniejacych ograniczert w tym
zakresie. Zaktadanym efektem prac bedg zautomatyzowane procedury analityczne oznaczania AF w
ludzkich ptynach ustrojowych (SFC-MS/MS) oraz produktach spozywczych w formie statej (SFE-SFC-
MS/MS).

4. Plan badan

a) Dobor warunkéw eksperymentalnych umozliwiajgcych rozdzielenie pikdw pochodzacych od
badanych zwigzkdéw za pomocg SFC (kolumna chromatograficzna, szybkosé przeptywu fazy ruchome;j,
dodatek wspétrozpuszczalnika, gradient fazy ruchomej, temperatura kolumny).



b) Dobdr parametréw pracy spektrometru mas pracujacego w trybie MRM (napiecie kapilary zrédta
jondw typu elektrospray i tryb jego pracy, przeptyw gazu nebulizujgcego, temperatura zrédta, energia
kolizji), ukierunkowany na uzyskanie trzech niezaleznych przejs¢ dla kazdego analitu, oraz
zapewnienie najwyzszej czutosci, stosunku sygnatu do szumu i selektywnosci. Okreslenie gtownych
szlakow fragmentacyjnych.

c) Walidacja metody oznaczania AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, AFM2 i AFL. Zbadanie koniecznosci
stosowania wzorca wewnetrznego w celu minimalizacji wptywu matrycy.

d) Opracowanie procedury przygotowania prébek biologicznych do analizy. Badania prowadzone z
uzyciemcertyfikowanych materiatdw odniesienia ludzkiego moczu i surowicy w postaci liofilizatu (SFC-
MS/MS).

e) Badanie wptywu ci$nienia, temperatury i szybkosci przeptywu CO2 w stanie nadkrytycznym oraz
czasu statycznej i dynamicznej ekstrakcji, dodatku wspétrozpuszczalnika i objetosci probki na
wydajnos$c¢ ekstrakcji aflatoksyn z wzorcowych matryc zywnosci (SFE-SFC-MS/MS).

f) Oznaczanie aflatoksyn w produktach spozywczych (SFE-SFC-MS/MS).



