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Poczatkowo uwazano, ze fumonizyny stanowig problem przede wszystkim w USA,
w Chinach i w Afryce. Obecnie wiadomo juz, ze wystepujg one w kukurydzy i w jej
przetworach w wielu krajach Europy, np. we Francji [3].

Niezaleznie od prowadzonych badan toksykologicznych i chemicznych fumonizyn,
na catym Swiecie nieprzerwanie trwajg prace w dziedzinie ich analityki. Wykorzystywa-
ne sg takie techniki analityczne jak: chromatografia cienkowarstwowa (TLC) [8], testy
immunoenzymatyczne [1], chromatografia gazowa (GC); rowniez potgczona ze spek-
trometrig mas (GC-MS) [7, 15] i wysokosprawna chromatografia cieczcowa (HPLC) [9,
13, 14, 16]. Ta ostatnia jest obecnie najchetniej stosowana z powodu znanych powsze-
chnie jej zalet.

Ze wzgledu na brak chromoforow w czasteczce fumonizyn nie absorbujg one w UV
i w zakresie widzialnym S$wiatta, a takze nie fluoryzujg. Utrudnia to detekcje tych
mikotoksyn; konieczne jest zatem tworzenie fluoryzujgcych pochodnych w okre$lonym
zakresie widma UV. Do otrzymywania zwigzkéw o takim charakterze wykorzystuje sie
reakcje z aldehydem naftaleno-2,3-dikarboksylowym (NDA), I-cyjano-2-alkiloben-
zo(f)izoindolem (CBI) [16] oraz z dialdehydem o-ftalowym (OPA) [13] lub 4-fluoro-
7-nitrobenzo-2-oxa-l,3-diazolem (NBD-F) [9].

Chociaz sposéb detekcji posiada istotne znaczenie m.in. dla specyficznosci i wykry-
walnosci metody, jednak przygotowanie probki i jej obrébka w celu wyodrebnienia
fumonizyn z badanego materiatu, decyduja o powodzeniu catosci postepowania zmie-
rzajacego do ich ilosciowego oznaczenia. Postepowanie to sprowadza sie do ekstrakcji
fumonizyn z badanego materiatu, oczyszczenia ekstraktu i w koncowej fazie oznaczenia
jedng z wymienionych technik analitycznych.

Do ekstrakcji stosuje sie przewaznie mieszanine metanolu z woda [9, 12, 13, 16], a
do oczyszczania ekstraktéw kolumny z wypetnieniem o silnych witasciwosciach aniono-
wych [9, 12, 13] lub posiadajace wypetnienie typu ODS (oktadecylo silanowe) [16].

W zaleznosci od zastosowanego typu kolumny zanieczyszczenia obecne w wyciggach
wymywa sie metanolem [13] lub metanolem z wodg w odpowiednim stosunku [9].
Fumonizyny eluuje sie metanolem z kwasem octowym [9, 13] lub mieszaning chloro-
formu, metanolu i kwasu octowego [16].

Kolejnym etapem analizy jest reakcja tworzenia fluoryzujacych pochodnych z odpo-
wiednim odczynnikiem, o czym wspomniano wczesniej.

W tej postaci fumonizyny sg chromatografowane na kolumnach C-18. Stosowane
fazy ruchome stanowia kombinacje metanolu, buforu fosforanowego, acetonitrylu
z wodg w roznych stosunkach lub z dodatkiem kwasow organicznych [9, 12, 13, 16].

Dtugos¢ fali wzbudzenia i emisji fluorescencji, w zaleznosci od rodzaju fluoryzujacej
pochodnej mierzy sie w zakresie od 335-460 nm (wzbudzenie) i 440-500 nm (emisja)
[9, 13].

Celem niniejszej pracy byto opracowanie, wzglednie adaptacja metody oznaczania
fumonizyny Bi i B2w przetworach z kukurydzy technikg HPLC. Umozliwi to w przy-
sztosci badanie tego typu produktéw (niektére z nich reklamowane sg jako tzw. ,,zdrowa
zywno$¢”) na obecnos$é tych mikotoksyn.

Przesledzono zatem wszystkie etapy procesu analitycznego, a wiec: ekstrakcje
fumonizyn, oczyszczanie ekstraktéw oraz warunki reakcji tworzenia fluoryzujacych
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— acetonitryl, metanol, woda, kwas octowy (14+49+36+1), (40+12+47+1),
— metanol, woda, kwas octowy (50+50+1), (70+28+2), (80+18+2), (75+23+2) oraz
(75+24+1)
Predko$¢ przeptywu fazy ruchomej zmieniano w zakresie od 0,9 do 1,5 ml/min, dtugosci fali
wzbudzenia i emisji detektora fluorymetrycznego wynosity odpowiednio 370/440 nm.

Ustalenie warunkoéw elucji fumonizyn z réznego typu kolumn

Kolumna SPE-SAX

Kondycjonowanie: kolumne przemywano 2,5 ml mieszaniny metanolu z wodg (3+1)
z predkoscig 2 ml/min. Nastepnie nanoszono 10 ml roztworu wzorcowego fumonizyn w miesza-
ninie metanolu z wodag (3+1) lub (w osobnym doswiadczeniu) w mieszaninie acetonitrylu
z wodg (3+ 1). Predkosc¢ elucji ustalono na 2 ml/min. Eluaty odrzucano, a kolumne przemywano
ponownie 3 ml metanolu z predkoscig jak poprzednio, eluat odrzucano. Fumonizyny eluowano
14 ml lub 20 ml mieszaniny metanolu z kwasem octowym (199+1) oraz (198+2).

W odrebnym wariancie badan kolumne kondycjonowano 3 ml mieszaniny metanolu z woda
(3+ 1), a nastepnie 6 ml metanolu z kwasem octowym (199+1) i 8 ml metanolu z wodg (3 + 1).
Po naniesieniu analizowanego roztworu, jak poprzednio, i przemyciu kolumny 2,5 ml metanolu,
fumonizyny eluowano 14 lub 20 ml mieszaniny metanolu z kwasem octowym (199+1) lub
w odzielnym doswiadczeniach 14 ml mieszaniny acetonitrylu z wodg (4+1)4

Kolumna z zelem krzemionkowym

Przygotowanie kolumny: na dnie strzykawki jednorazowej Luer poj. 5 ml umieszczano zwitek
waty, a nastepnie 0,5 g zelu krzemionkowego. Kolumne kondycjonowano przemywajac 10 mi
chloroformu. Nastepnie nanoszono 2 ml roztworu chloroformowego zawierajacego znang ilos¢
fumonizyn (wzorzec roboczy odparowywano, a pozostato$¢ rozpuszczano w chloroformie),
predkos$¢ przeptywu ustalono na 2 ml/min. Kolumne przemywano 3 ml chloroformu i 4 ml
n-heksanu z predkoscig jak wyzej.

Fumonizyny eluowano 10 ml mieszaniny chloroformu z kwasem octowym (198+2) Ilub
(190+10) ( w osobnym doswiadczeniu).

Kolumna z celitem

Kolumne (jak poprzednio) wypetniano mieszaning 0,5 g celitu i 0,25 ml 0,5% roztworu
wodoroweglanu sodowego. Bezposrednio po wypetnieniu na kolumne nanoszono 2 ml standar-
dowego roztworu chloroformowego fumonizyn. Kolumne przemywano 3 ml chloroformu i 4 ml
n-heksanu. Fumonizyny eluowano 15 ml mieszaniny metanolu z kwasem octowym (190+10).
We wszystkich przypadkach predko$¢ przeptywu rozpuszczalnikéw wynosita 1,5 ml/min.

Kolumna z tlenkiem glinu

Kolumne wypetniano 1,5 g tlenku glinu. Nastepnie nanoszono kolejno: 3 ml roztworu chlo-
roformowego fumonizyn, 3 ml chloroformu i 15 ml mieszaniny metanolu z kwasem octowym
(190+10); predkos¢ przeptywu, jak poprzednio.

Eluaty przeznaczone do analizy HPLC odparowywano do sucha w bloku grzejnym w
strumieniu azotu, w temperaturze nie przekraczajgcej 60°C, do pozostatosci dodawano kolejno:
50 /xI mieszaniny acetonitrylu z wodg i 200 fil roztworu OPA. Zawarto$¢ naczynek doktadnie
mieszano w tazni ultradzwigkowej. Nastepnie wykonywano analize chromatograficzng, nanoszac

W pierwszej fazie opisanych badan, réwniez w przypadku kolumn wymienionych w dalszych
czedciach pracy, wszystkie eluaty opuszczajace kolumng poddawano analizie chromatograficznej
w celu ustalenia warunkéw w jakich fumonizyny opuszczajg kolumne.
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na kolumne Nova Pak C-18 przereagowang mieszaning (czas 0), stosujac jako faze rozwijajace
ukfady wymienione we wcze$niejszym opisie metody.

Ustalenie warunkéw ekstrakcji fumonizyn z prébek przetworéw kukurydzianych, oczyszczania
ekstraktow oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Ekstrakcja i oczyszczanie ekstraktow

a) 25 g Sredniej probki laboratoryjnej produktu (kaszka kukurydziana, kukurydza popcorn,
ptatki kukurydziane) wytrzasano 30 min. na wytrzgsarce mechanicznej z 50 ml mieszaniny
metanolu z wodg (3+ 1). W przypadku kukurydzy popcorn i ptatkéw $niadaniowych stosowano
uprzednie rozdrabnianie w miynku udarowym. Ekstrakty sgczono przez saczek karbowany z
bibuty, pH roztworéw doprowadzano za pomocg 0,1 M KOH do wartosci 6,9-7,1 (jedynie
w przypadku ptatkéw i kukurydzy popcorn). Do dalszej analizy pobierano 10 ml przesaczu, ktory
nanoszono na uprzednio kondycjonowane kolumny zgodnie z procedurg opisang dla roztworéw
wzorcowych2* Zageszczone w wyparce prézniowej eluaty przenoszono ilosciowo metanolem lub
mieszaning metanolu z kwasen octowym (199+1) (réwnolegte doswiadczenie). Zawartos¢ na-
czynek odparowywano w bloku grzejnym w temperaturze 50°C w strumieniu azotu.

b) 25 g $redniej probki laboratoryjnej produktu wytrzasano, jak poprzednio ze 100 ml
mieszaniny acetonitrylu z wodg (1 + 1). Ekstrakty sgczono przez saczek karbowany z bibuty. Do
dalszej analizy pobierano 10 ml przesaczu, ktéry nanoszono na uprzednio kondycjonowane
kolumny zgodnie z procedurg opisang wcze$niej. Zageszczone w wyparce prozniowej eluaty
przenoszono ilosciowo metanolem lub mieszaning metanolu z kwasen octowym (199+1) (réwno-
legte doswiadczenie). Zawarto$¢ naczynek odparowywano w bloku grzejnym w temperaturze
50°C w strumieniu azotu.

Reakcja z OPA

Do pozostatosci w naczynkach dodawano 200 /xI metanolu lub mieszaniny metanolu z kwa-
sem octowym (199+1) (réwnolegte doswiadczenie). Do reakcji z OPA, po doktadnym wymie-
szaniu zawartosci naczynek, pobierano 50 gl powyzszych roztwordw dodajac 200 gl roztworu
OPA jak opisano wczesniej (temp. 60°C, czas ,,0”). W analogiczny spos6b wykonywano reakcje
z OPA dla roztworéw wzorcowych fumonizyn.
Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Stosowano kolumny chromatograficzne i uktady rozwijajagce wymienione w punkcie doty-
czacym badan na roztworach wzorcowych. Réwnolegle chromatografowano roztwory standar-
dowe po reakcji z OPA. Zawartos¢ fumonizyn obliczano za pomoca programu integrujgcego
Axxiom na podstawie pordwnania powierzchni pikoéw proébek i standardéw. Zawarto$¢ fumoni-
zyn wyrazano w /xg/kg produktu.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Spos6b wykonania reakcji fumonizyn z OPA zaczerpnigeto z pracy Stack'd i Eppleya
[13]. Zbadano przy tym stabilno$¢ powstajgcych pochodnych chromatografujgc miesza-
niny wzorcéw fumonizyn poddane reakcji z OPA po uptywie czasu (liczac od chwili
dodania reagentéw i wymieszania): 0; 5; 8; 10 i 16 minut. Stwierdzono, ze fluoryzujace
pochodne obu fumonizyn z OPA nie nalezg do stabilnych (tabela I).
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Tabela 1. Wplyw czasu na przebieg reakcji fumonizyn Bi i B2z OPA w temperaturze
otocznia (ok. 20°C) (wielkosci powierzchni pikéw stanowia $rednie z 6 réwno-
leglych pomiaréw)

Influence of reaction time on derivatisation of fumonizins Bi i B2 with OPA
in ambient temperature

Jak wynika z danych zamieszczonych w tabeli I naniesienie analizowanej prébki na
kolumne chromatografu cieczowego powinno nastgpi¢ w przedziale czasowym 0-5 min,
bowiem zmiany wielkosci powierzchni pikéw pochodnych fumonizyny Bi i B2 sg wtedy
nieznaczne, co umozliwia poprawne wykonanie analizy.

Dla okres$lenia powtarzalnosci reakcji w tych warunkach wykonano seri¢ oznaczen
chromatograficznych ustalajac czasy retencji pochodnych obu fumonizyn i wielkosci
powierzchni pikéw (tabela I1).

Dane w tabeli Il wskazujg na dobrg powtarzalno$¢ reakcji - wspotczynnik zmien-
nosci V% 3,6 - 3,9, w opisanych warunkach.

Podczas ekstrakcji fumonizyn z probek badanego materiatu (ptatki kukurydziane,
kaszka kukurydziana, kukurydza popcorn) metanolem z woda (3+1) w pierwszej fazie
badan wystgpity trudnosci zwigzane z otrzymaniem zadowalajgcego odzysku; jego war-
tosci wahaty sie w granicach 15-30%. Badajac przyczyny tego zjawiska przeprowadzono
badania na wzorcach i ekstraktach stosujgc wymywanie fumonizyn z kolumn réznego
typu stosujgc odpowiednie uktady elucyjne wymienione w czesci doswiadczalnej pracy.
Wykonano réwniez ekstrakcje fumonizyn z fortyfikowanych probek badanych pro-
duktéw wg [6] acetonitrylem z wodg (1 + 1). Uzyskane warto$ci $redniego odzysku we
wszystkich przypadkach byty ponizej 50%.

Momentem Kkrytycznym procesu analitycznego okazata sie staba rozpuszczalnosé
fumonizyn w metanolu. Wg bowiem metody oryginalnej [13] w koncowym etapie
postepowania poprzedzajgcym analize HPLC nalezy rozpusci¢ zageszczony eluat z
kolumny SAX w metanolu i pobraé¢ odpowiednig objetos¢ ekstraktu do wykonania
reakcji z OPA.

W pracy bedacej przedmiotem niniejszej publikacji zastosowano do rozpuszczania
wspomnianego zageszczonego eluatu mieszanineg metanolu z kwasem octowym
(199+1) poprawiajac rozpuszczalnos¢ fumonizyn. Wyeliminowano dzieki temu biad
gruby metody i wynikajacy stad staby odzysk; pobierana do dalszej analizy objetosé
ekstraktu zawierata proporcjonalnie mniejsza zawaro$¢ fumonizyn w stosunku do ich
zawartosci w ogoélnej objetosci koncowego ekstraktu (1:4).

W dalszych badaniach na ekstraktach stwierdzono réwniez, ze istotny wptyw na
odzyskiwalno$¢ fumonizyn wywiera warto$¢ pH ekstraktu przed naniesieniem na ko-



Tabela

Powtarzalno$¢ reakcji tworzenia pochodnych fumonizyn z OPA
Repeatability of derivatisation reaction fumonisins with OPA

Powierzchnia piku (mV)
Fumonizyna Bi Fumonizyna B2
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dopuszczalnych i nie wplywajg ujemnie na wynik analizy chromatograficznej, wydtu-
zajac jedynie nieco czas jej trwania.

Ryc. 1. Chromatogram ekstraktu kaszki kukurydzianej fortyfikowanej fumonizynami i roztworu
standardowego. Uktad rozwijajacy: metanol, woda, kwas octowy (75+24+1).
Objasnienia: FBi - fumonizyna Bi
FB2 - fumonizyna B2

Uktad wg Stack'd i Eppleya [13] ztozony z acetonitrylu, wody i kwasu octowego
(50+50+1) o geA 365 powodowat nadmierne wydtuzenie czaséw retencji (o okoto
30% w stosunku do uktadu poprzedniego), a piki fumonizyn, zwtaszcza fumonizyny B2
byly rozmyte. Jet to zrozumiate ze wzgledu na znacznie wyzsze wartosci k’. Zwiekszenie
predkosci przeptywu do 1,5 ml/min, usuwato radykalnie te niedogodnos$¢, jednak
podczas analizy ekstraktéw obserwowano niedostateczny rozdziat fumonizyny Bi od
substancji balastowych (zdolno$¢ rozdzielcza Rs < 1). Nalezy zaznaczy¢, ze wspomniani
autorzy stosowali kolumne RP-18 o nieco innej charakterystyce (/iBondapak 3,9x150
mm), co ttumaczy powyzsze réznice.

Na podstawie przeprowadzonych, szczegétowo opisanych powyzej badan, przyjeto
nastepujacy schemat oznaczania fumonizyn w przetworach kukurydzianych: 1) ekstrak-
cja mieszaning metanolu z wodg (3+ 1), 2) oczyszczanie na kolumnie SAX po uprze-
dnim doprowadzeniu pH ekstraktu do ok. 6,9-7,1 (wariant z przemywaniem kolumny
2,5 ml metanolu i elucja fumonizyn 14 ml mieszaniny metanolu z kwasem octowym
/199+1/), 3) rozpuszczanie suchej pozostatosci eluatu z kolumny w mieszaninie meta-
nolu z kwasem octowym (199+1), 4) reakcja z OPA (wariant ,,0”) , 5)HPLC na
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kolumnie Nova Pak RP-18 z fazg ruchoma: metanol, woda, kwas octowy (75+24+1),
przy predkosci przeptywu 0,9 ml/min z detekcjg fluorymetryczng przy 370/440 nm.

W celu okres$lenia podstawowych parametrdw statystycznych metody, probki kaszki
kukurydzianej, ptatkéw kukurydzianych i kukurydzy popcorn fortyfikowano fumonizy-
nami na poziomie: 100; 200; 400; 800 i 1600 Mg/kg.

Wartosci $Sredniego odzysku bedgcego miarg btedu bezwglednego metody, odchyle-
nie standardowe i przedziat ufnosci sredniego odzysku przedstawiono w tabeli III.

Okres$lono réwniez granice wykrywalnosci metody (Srednia warto$¢ sygnatu proébki
Slepej plus trzy odchylenia standardowe), ktéra wynosita 15 /ig/kg produktu dla kazdej
z oznaczanych fumonizyn. Jako granice oznaczalnosci obrano 4-krotng wartos$¢ granicy
wykrywalnosci, co stanowi 60,0 /ig/kg.

Uzyskane podstawowe parametry analityczne metody sg poréwnywalne do cytowa-
nych przez niektérych autoréw. Jedynie w przypadku kukurydzy popcorn wartos¢
Sredniego odzysku - ok. 66% obu fumonizyn, byfa nizsza w poréwnaniu z pozostatymi
produktami bedacymi przedmiotem niniejszej pracy.

Stack i wsp. [13] w metodzie oznaczania fumonizyn w kukurydzy i jej przetworach
odzyskiwali okoto 67-71% dodanych mikotoksyn. Zakres zbadanych stezeh wynosit od
250 do 2000 Mg/kg. Wspétczynnik zmiennosci V% wahat sie w granicach od 3 do 5%,
granica wykrywalnos$ci metody wynosita 10 /ug/kg.

Scott i Lawrance [9] oznaczajac fumonizyny w przetworach z kukurydzy za pomocga
techniki HPLC, po reakcji z NBD-F osiggneli wartosci $redniego odzysku 94% dla
fumonizyny Bi i 80% dla fumonizyny B2 Zakres poziomo6w fortyfikacji zbadanych przez
tych autoréw zawierat sie w przedziale od 125 do 5000 /xg/kg, a granica wykrywalnosci
wynosita 100 Mg/kg.

Nalezy podkresdli¢, ze uzyskana warto$¢ tego parametru, w pracy bedacej przedmio-
tem niniejszej publikacji, jest prawie 6-krotnie nizsza.

Réwniez Shepard i Sydenham [12] opisali metode oznaczania fumonizyn w postaci
pochodnych z aldehydem o-diftalowym (OPA). Autorzy odzyskiwali $rednio 99,5
i 85,9% fumonizyny Bi i B2 odpowiednio; granica wykrywalnosci metody byta rzedu
50-100 lg/kg.

Jak wynika z przedstawionych badan, metoda oznaczania fumonizyn bedaca przed-
miotem niniejszej pracy, charakteryzuje sie dobrymi parametrami $redniego odzysku
i bardzo dobrag wykrywalnoscia.

WNIOSKI

1. Opisana metoda oznaczania fumonizyn w przetworach z kukurydzy moze by¢
wykorzystana w rutynowych badaniach produktéw na obecnos$¢ tych mikotoksyn.

2. Postuluje sie rozszerzenie zastosowania metody, po przeprowadzeniu stosownych
badan, do oznaczania fumonizyn w kukurydzy.
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L. Czerwiecki

DETERMINATION OF SELECTED MYCOTOXINS IN FOOD
PART Il.: SELECTION OF OPTIMISED CONDITIONS FOR THE DETERMINATION
OF FUMONIZYN Bi AND B2 IN CORN PRODUCTS BY MEANS OF
HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Summary

The aim of this study was to perform a optimised method for determination of fumonisins
Bi and B2 in corn products. The manner of extraction and clean-up of com products extracts
as well conditions of reaction of fumonisins with OPA was described. The main steps of
optimised analytical procedure were: extraction of sample with methanol and water (3+1),
clean-up of extracts on SAX column, derivatisation with OPA, and determination by means of
RP-HPLC. The mobile phase was a mixture of methanol, water and acetic acid (75+24+1).
Fluorometric detection was made at 370/440 nm. The mean recovery of fumonisins dependent
on fortification level and product was 64-95%, limit of detection for each of fumonisins was
15 /xg/kg.
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