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altenuen (ALT), kwas tenauzowy CTeA) oraz altertoksyny I, II i III (ATX I. II i III). 
Toksyny te stwierdzono w żywności i w paszach naturalnie skażonych jak i sztucznie 
zainfekowanych szczepami rodzaju Alternaria, m .in. w zbożach, pomidorach, jabł
kach, mandarynkach i oliwkach. Poziom zawartości alternariotoksyn wykrywanych 
w niektórych surowcach roślinnych jest wysoki. Stwierdzono też, że większość szcze
pów Alternaria wyizolowanych z surowców roślinnych wykazuje zdolność do wy
twarzania znacznych nieraz ilości toksyn [2-6, 11]. Na tej podstawie badacze uwa
żają, że istnieje potrzeba szerszych badań żywności w celu oceny poziomu natural
nego występowania alternariotoksyn i potencjalnego zagrożenia zdrowia ludzi.

Z uwagi na to, że alternariotoksyny są mitotoksynami wytwarzanymi również 
w klimacie umiarkowanym, istnieje możliwość skażenia nimi płodów rolnych w Pol
sce. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki wstępnej oceny występowania wybra
nych alternariotoksyn w niektórych surowcach i przetworach owocowo-warzywnych, 
otrzymane przy wykorzystaniu opracowanej w tym celu procedury analitycznej.

M ATERIAŁ I M ETODY

M aterial do badań stanowiły krajowe owoce i warzywa zdrowe i zapleśniałe w naturalny sposób 
(bez identyfikacji rodzaju grzybów strzępkowych), napoje oraz soki owocowe, owocowo-warzywne 
i koncentraty pomidorowe.

A p a r a t u r a  i s z k ł o :  W yparka próżniwa Buchi, wytrząsarka Elpan typ 358 S, generator ultradźwię
ków Buchler, lampa UV o długości około 260 i 365 nm, mikrostrzykawki poj. 10, 20 i 100 /d, naczynka 
reakcyjne Pierce poj. 5 ml z uszczelką teflonową, kolumny szklane 10 x 300 nm, płytki chromatograficzne 
1061 Silica gel Estman K odak bez indykatora, szkło laboratoryjne ogólnego przeznaczenia.

O d c z y n n i k i  i r o z t w o r y :  Chloroform, benzen, aceton, octan etylu, metanol, chlorek metylenu,
izopropanol -  wszystkie cz.d.a. POCH (destylowane wg Vogela), heksan cz. Reachim (destylowany wg 
Vogela), etanol 96° cz., kwas octowy lodowaty cz.d.a. POCH, Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm) do 
chromatografii kolumnowej Merck, eter etylowy pro narcosi, 5%-owy roztwór wodny kwaśnego węglanu 
sodowego, 20%-owy roztwór etanolowy chlorku glinowego, roztwory wzorcowe altemariolu w metanolu 
(od 1 ng/^1), roztwory wzorcowe eteru metylowego altemariolu w metanolu od 1 ngJpl do 20 ng/ц\).

P r z y g o t o w a n i e  p r ó b e k  i w y k o n a n i e  o z n a c z e ń
a) E k s t r a k c j a  i o c z y s z c z a n i e :  napoje i soki klarowne (50 ml próbki +  50ml octanu 

etylowego), soki owocowe tworzące emulsję, koncentraty oraz shomogenizowane owoce i warzywa (30 ml 
lub 30 g próbki +  90 ml octanu etylowego) wytrząsano przez 30 min na wytrząsarce (maksymalne 
oscylacje 350, amplituda 4). Mieszaniny przenoszono do rozdzielacza i odrzucano warstwę wodną. 
Ekstrakt octanowy oczyszczano przez wytrząsanie z roztworem kwaśnego węglanu sodowego, dodawa
nym w objętości równej objętości ekstraktu. Następnie warstwę octanową przenoszono przez sączek 
z bezwodnym siarczanem sodowym do kolbki okrągłodennej i odparowywano w wyparce próżniowej 
w temp. 30°C. Suchą pozostałość rozpuszczano w 5 ml chloroformu i nanoszono na kolumnę z zawieszo
nym w heksanie wypełnieniem: 1 g siarczanu sodowego -  2,5 g żelu krzemionkowego -  1 g siarczanu 
sodowego. D o elucji toksyn z kolumny stosowano 25 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (9:1). 
Pierwsze 10 ml eluatu odrzucano, następne 20 ml eluatu zbierano do kolbki okrągłodennej i odparowywa
no w wyparce próżniowej w temp. 30°C, a pozostałość przenoszono ilościowo chlorkiem metylenu do 
naczynka reakcyjnego i odparowywano na łaźni grzejnej o temp. 30°C w łagodnym strumieniu azotu. 
Pozostałość w naczynku rozpuszczano w 200-400 ц\ metanolu.



N r 2 AJtemariotoksyny w surowcach i przetworach owocowo-warzywnych 131

T a b e l a  I. Układy rozwijające zastosowane w chromatografii cienkowarstwowej dwukierunkowej. 
Solvent systems used in two-dimensional thin layer chromatography.

b) C h r o m a t o g r a f i a  c i e n k o w a r s t w o w a  d w u k i e r u n k o w a :  na płytki pokryte żelem 
krzemionkowym nanoszono po 20 /d ekstraktu próbki oraz roztwory wzorcowe. D o rozwijania 
płytek używano układy rozwijające podane w tabeli I, przy czym stosowano głównie kombinację 
A (benzen: m etanol: kwas octowy 9 0 :5 :5  oraz heksan : e te r: kwas octow y: izopropanol 
75 :25 :10 :10). Pozostałe układy stosowano tylko w przypadku analizowania niektórych materiałów 
oraz dla potwierdzenia obecności toksyn wykrytych przy układach A. W tym celu prowadzono 
również fortyfikowanie ekstraktów próbek na płytkach chromatograficznych (tabela I). Chromato- 
gramy oceniano w krótko- i długofalowym zakresie promieniowania UV, porównując fluorescencję 
badanych ekstraktów oraz wzorców. Zwiększenie intensywności lluorescencji toksyn uzyskiwano 
przez spryskiwanie płytek etanolowym roztworem chlorku glinowego i ogrzewanie przez 5 min 
w temp. 100°C. Granica wykrywalności metody wynosi 3 /Jg/kg.

W YNIKI I ICH OM ÓW IENIE

Przy zastosowaniu opracowanej metody zbadano łącznie 110 próbek różnych 
produktów żywnościowych. Rodzaj i liczbę zbadanych próbek oraz liczbę próbek, 
w których wykryto skażenie przynajmniej jedną z badanych alteriotoksyn przed
stawiono w tabeli II. Jak wynika z tej tabeli, około 50% zapleśniałych próbek 
jest skażonych przez ałternariotoksyny. Szczegółowe wyniki analiz przedstawiono 
w tabeli III. Wskazują one, że w badanych próbkach zapleśniałych surowców roślin
nych częściej stwierdzany jest alternariol niż eter metylowy alternariolu.

Alternariol wykryto w 14 z 32 badanych próbek zapleśniałych owoców i warzyw, 
w tym w 6 próbkach malin, w stężeniu od 3,5 /ig/kg do 420 /ig/kg; w pojedynczych 
próbkach truskawek, agrestu, czarnych jagód, w stężeniu od kilku do kilkunastu 
Z^g/kg, w dwóch próbkach czarnych porzeczek (3,5 i 30 /ig/kg) oraz w trzech prób
kach zapleśniałych pomidorów, w stężeniu od 3,5 do 420 /ig/kg. Śladowe ilości alter
nariolu stwierdzono w trzech próbkach czarnych porzeczek, malin i pomidorów,



w stężeniu 10, 33 i 100 //g/kg, odpowiednio (tabela III). Nie wykryto altemariotoksyn 
w żadnej z badanych czterech próbek zapleśnialych jabłek, dwóch wiśni, dwóch 
kolorowej porzeczki i dwóch marchwi.

T a b e l a  II .  Badany produkt spożywczy i liczba próbek skażonych altemariotoksynami.
Foodstuffs used in tbe study and number o f samples contaminated by
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T a b e l a  I I I .  Zawartość AOH i AM E (jig/kg) stwierdzona w badanych próbkach żywności. 
AOH and AM E contents (/ig/kg) found in analyzed samples of food.
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WNIOSKI

1. Stwierdzenie obecności alternariotoksyn w zapleśniałych owocach i warzywach, 
a także w niektórych przetworach owocowo-warzywnych wskazuje, że zastosowanie 
do ich produkqi surowców o nieodpowiedniej jakości może być przyczyną skażenia 
gotowych przetworów.
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D ETERM IN A TIO N  O F ALTERNARIA-M YCOTOXINS IN  SOME RAW 
A ND  PROCESSED FR U IT A N D  VEGETABLE PRODUCTS

S u m m a r y

The purpose of the study was the assessment of Alternaria-mycotoxins contamination in some 
raw and processed plant products. The analytical method for detection o f altemariol (AOH) and 
alternariol methyl ether (AME) is described. After extraction and puryfication o f sample crude 
extracts by column chrom atography on silica gel, the qualitative and quantitative analyses were 
carried out by two-dimensional TLC.

There were 110 samples analyzed -  44 (included 32 moulded) raw plant samples and 56 processed 
plant products. Levels of altemaria-mycotoxins found in fruits and tomatoes visibly rotten ranged 
between 3 do 420 /Jg/kg for AOH and 10 to 100 /ig/kg for AME. Trace amounts o f AOH were 
detected in 3 samples o f processed products.

PIŚM IENNICTW O

I. Council of Agricultural Science and Technology (CAST): Mycotoxins, economic and health 
risk. Task force report No 116, CAST, Ames, IA, 1989, 92. -  2. Harwig J., Scott P .M ., Stoltz D .R., 
BlanchfieldB.J.: Toxins of molds from decading tom ato fruit. Appl. Environ. Microbiol., 1979, 38, 
267. -  3. King D. Jr., Schade J.: A lternaria toxins and their importance in food. J. Food Protection, 
1984, 47, 886. -  4. Logrieco A., Bottalico A., Solfrizzo М., Mulw G.: Incidence of Alternaria species in 
grains for mediterranean countires and their ability to produce mycotoxins. Mycologia, 1990, 82, 501.
-  5. Logieco A ., Bottalico A., Visconti A., Vurro М.: Natural occurence of Altemaria-mycotoxins in 
some plant products. Microbiol. Aliment. Nutrit., 1988, 6, 13. -  6. Mislivec P.C., Bruce V.R., 
Stack M.E., Bandler R.: Molds and tenauzonic acid in fresh tomatoes used for catsup production. J. 
Food Protection, 1987, 50, 38. -  7. Nishimura S., Nakatsuka S.: Trends in host selective toxin research 
in Japan. W: Kohmoto K., Durbin R.D. (E.D.), Host specific toxins: Recognition and specifity factors 
in plant disease. Univ. Fac. Agric., Tottori, 1989, 19. -  8. Palmisano F., Visconti A.: A lternaria 
mycotoxins in foodstuffs, natural occurrence and analytical aspects. II prodotto Chimico, 1988, 3, 29.
-  9. Rhodes M.E.: Food Mycology. G .K. Hall and Co., Boston 1979, 29. -  10. Seeliger H .P.R., 
Heimer Т.: Diagnostik pathogener Plize des Menschen und seiner Umwelt. Lehrbuch und Atlas. 
Thieme Verlag, Stuttgart 1981.

II . Stinson E.E., Osman S.F., Heisler E.G., Siciliano J., Bills D.D.: Mycotxin production in 
whole tomatoes, apples, oranges and lemons. J. Agric. Food. Chem., 1981, 29, 790. -  12. Wawrzkie- 
wicz K., GluchA., Ruhaj B., Wróbel M:. Alternaria sp. grzyb oportunistyczno-patogenny. Med. 
w et., 1991,1, 27.

Dn. 1994.11.20
02-532 Warszawa, ul. Rakowiecka 36


