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Opisano metode oznaczania ochratoksyny A w ziarnach zbdz. Stosowano eks-
trakcje metanolem z wodg, kolumny powinowactwa immunologicznego (IAC)
i technike HPLC z detekcjq fluorymetryczng. Sredni odzysk metody wynosit w zalez-
nosci od poziomu fortyfikacji i rodzaju zboza 65-78 %, granica wykrywalnosci oraz
granica oznaczalnosci, odpowiednio — 0,015 i 0,025 ug/kg.

WSTEP

Sposrdd wielu mikotoksyn, na szczegdlna uwage zastuguje ochratoksyna A ze wzgledu
na swoje wlasciwosci toksykologiczne. Mikotoksyna ta wystepuje w roznych surowcach
ro$linnych i produktach spozywczych. Do produktow najczesciej zanieczyszczonych ochra-
toksyng zaliczane sa zboza i ich przetwory, w ktdrych rozwijaja si¢ grzyby, m. in. szczepy
grzybow nalezacych do rodzaju Penicillium i Aspergillus [2]. Ochratoksyna A nalezy do mi-
kotoksyn o wiasciwosciach kancerogennych i immunosupresyjnych (zwierzeta) [1, 9]. Ist-
nieje jednak duze prawdopodobienstwo, zaréwno rakotwodrczego jak i nefrotoksycznego
jej oddzialywania réwniez w stosunku do cztowieka [1]. Wskazujg na to niektdre dane epi-
demiologiczne pochodzace z obszaréw Potwyspu Batkanskiego, gdzie obserwowana jest
nefropatia u ludzi — tzw. balkafiska endemiczna nefropatia (BEN) [6]. Jej przebieg jest
analogiczny jak w przypadku chronicznego zatrucia trzody chlewnej spowodowanego
ochratoksyng A zawartg w paszy. BEN ponadto taczy si¢ ze zmianami nowotworowymi
uktadu moczowego [6]. Z tego wzgledu ochratoksyna A zostata zaklasyfikowana przez



134 L. Czerwiecki i in. Nr2

IARC do grupy zwiazkéw 2 B jako ,,substancja potencjalnie rakotwdrcza dla cztowieka”
[1, 8]. Jej obecnosé we krwi ludzi (réwniez w Polsce!) jest poSrednim dowodem narazenia
na te mikotoksyne za poSrednictwem skazonej zywnosci [5, 8]. Ochratoksyne A wykrywa-
no rowniez w mleku kobiecym oraz w surowicy krwi matki i ptodu [10].

W krajach Unii Europejskiej i w Polsce przyjeto wartos¢ 5 ug/kg jako maksymalne do-
puszczalne stezenie ochratoksyny A w zbozach [12]. Ze wzgledu na wspomniane szkodli-
we wlasciwosci dla zdrowia ochratoksyny A oraz realne zagrozenie skazenia nig zb6z, na
calym $wiecie prowadzone s3 nieprzerwanie badania, rowniez w aspekcie doskonalenia
metod analitycznych. Poniewaz zar6wno sposob ekstrakeji ochratoksyny A, jak i oczysz-
czania ekstraktow posiada decydujacy wptyw na koncowy wynik oznaczenia, celem pracy
byto zbadanie przydatnosci kolumn powinowactwa immunologicznego w potaczeniu z eks-
trakcja ochratoksyny A z probek zb6z mieszaning metanolu z wodg. Do oznaczania tej mi-
kotoksyny zastosowano metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

MATERIAL I METODY
Wyposazenie

Wykorzystano zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy Knauer sktadajacy si¢
z nastepujacych elementéw: pompy do gradientu K 1001, zaworu dozujacego z petla o pojemnosci
100 ul, kolumny chromatograficznej RP-C18 Nucleosil 5 um z analogiczna przedkolumna, degazera
(urzadzenie odgazowujace ciecz elucyjna) polaczonego z systemem chromatograficznym, detektora
fluorymetrycznego RF/-10AXL Shimadzu oraz komputera z programem integrujacym Eurochrom
HPLC Software 1.65 Knauer i drukarki Canon. Stosowano ponadto: zestaw do chromatografii powi-
nowactwa immunologicznego (statyw, zbiornik na ciecze elucyjne, przewody, strzykawka) Vicam,
miynek laboratoryjny WZ-1, Spotem, CZSS taznia ultradzwiekowa Biichler, wytrzasarka laboratoryj-
na Promax 1020, Heidolph, blok grzejny Pierce, wyparka prézniowa Biichi, homogenizator laborato-
ryjny Waring, mikrostrzykawki do HPLC poj. 10 i 100 ul Hamilton, naczynka reakcyjne poj. 5 ml Pier-
ce oraz typowe szklo laboratoryjne takie jak m.in: pipety, cylindry i kolby miarowe.

Odczynniki i materialy pomocnicze

1. Woda do HPLC oczyszczana w systemie osmozy odwroconej na filtrze Millipore, 2. chlorek so-
du cz.d.a., POCH Gliwice, 3. kwas o-fosforowy 85% cz. d. a. Chempur i jego wodny roztwor 0,25 N,
4. metanol do HPLC, Lab-Scan Ltd., 5. propanol-2 HPLC, Lab-Scan Ltd, 6. acetonitryl do HPLC,
Lab-Scan Ltd, 7. ciecz elucyjna: 0,25N kwas ortofosforowy: acetonitryl: propanol-2 (55:19:28), 8. wzo-
rzec ochratoksyny A w substancji, Sigma, 9. roztwor wzorcowy ochratoksyny A o stezeniu 5 ug/ml
w mieszaninie benzenu z kwasem octowym (99+1) oraz roztwory wzorcowe robocze rozcieficzane
w zaleznosci od potrzeb, 10. kompleks trifluorku boru w metanolu, Merck, 11. bufor do elucji miko-
toksyn z kolumny IAC (mycotoxin wash buffer), Vicam, 12. kolumienki powinowactwa immunolo-
gicznego Ochra-Test, Vicam, 13. saczki bibulowe faldowane, Vicam, 14. saczki bibutowe drobnowl6k-
niste, Vicam, 15. azot spre¢zony w butli.

Do badan stosowano jednolite probki pszenicy i zyta nie zawierajace wykrywalnych poziomow
ochratoksyny A.

METODY BADAN

Wykorzystano jedng z procedur do oznaczania ochratoksyny A opisana przez producenta kolumn
powinowactwa immunologicznego (ekstrakcja i oczyszczanie na kolumnach IAC), Vicam [7], ktora
zmodyfikowano (giéwnie w odniesieniu do etapu wysokosprawnej chromatografii cieczowej) w Za-
ktadzie Analizy ZywnoSci wykorzystujac niektore nie opublikowane w og6lnie dostepnym piSmiennic-
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twie dane Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego [4] i dopasowano do stosowanej
dotychczas w Zaktadzie metodyki [3].

Ekstrakcja ochratoksyny A i oczyszczanie ekstraktow na kolumnach
powinowactwa immunologicznego

50 g rozdrobnionej probki pszenicy z dodatkiem 5 g NaCl ekstrahowano 100 ml mieszaniny meta-
nolu z wodg (80:20) w homogenizatorze w czasie 1 min. Homogenat saczono do zlewki poj. 200 ml
przez saczek faldowany. Do dalszej analizy pobierano 10 ml klarownego przesaczu, ktdry rozcieficza-
no 40 ml wody. Po doktadnym wymieszaniu, roztwor saczono do kolejnej zlewki poj. 200 ml przez sa-
czek drobnowlidknisty. Nastepnie 10 ml klarownego przesaczu nanoszono na kolumne IAC. Elucje
prowadzono przy predkosci przeplywu 1-2 krople/sek. regulujac przeplyw pompka strzykawkowa.
Zloze osuszano przepuszczajac przez kolumne powietrze. Nastepnie kolumne przemywanol(0 ml bu-
foru (Mycotoxin wash buffer) z predkoscia jak poprzednio. Oba eluaty odrzucano, a kolumne prze-
mywano 10 ml wody, po czym zloze osuszano ponownie strumieniem powietrza. Eluat odrzucano.
Ochratoksyn¢ A eluowano 1,5 ml metanolu z predkoscia 1 kropla/sek. do naczynka reakcyjnego. Elu-
at odparowywano do sucha w bloku grzejnym, w temp. 60°C, w strumieniu azotu. Suchg pozostatos¢,
bezposrednio przed analiza HPLC, rozpuszczano w 1 ml mieszaniny metanolu z woda (1:1).

Analiza HPLC

Analiz¢ HPLC wykonywano korzystajac z wtasnych rozwigzan stosowanych w ubieglych latach [3].

Na kolumng¢ RP C18 Nucleosil, nanoszono 100 ul badanego ekstraktu. Ciecz elucyjna stanowifa
mieszanina o sktadzie: 0,25 N H;PO :acetonitryl:propanol-2 w proporcjach objetosciowych 55:19:28,
predkos¢ przeptywu wynosita 0,9 ml/min. Stosowano detektor fluorymetryczny przy czutosci (Sens. 2,
Gain 2) i dlugodci fali A=330/460 nm.

Dla wykre§lenia krzywej wzorcowej sporzadzano roztwory wzorcowe o stezeniach 0,05; 0,5 oraz
5 pg/ml w ilosciach odpowiadajacych poziomom fortyfikacji 0,05ug/kg do 100 ng/kg, w zaleznosci od
potrzeb. Zawarto$¢ ochratoksyny A w probee obliczano na podstawie krzywej wzorcowe;.

Potwierdzanie obecnosci ochratoksyny A

W celu potwierdzenia wynikow pozytywnych, tworzono estry metylowe ochratoksyny A. Do reakcji
estryfikacji do naczynka reakcyjnego przenoszono 500 ul ekstraktu. Rozpuszczalnik odparowywano
do sucha w bloku grzejnym w temp. 60 °C w strumieniu azotu. Nastepnie do suchej pozostatosci w na-
czynku dodawano 200 pl kompleksu BF; w metanolu, naczynko szczelnie zamykano i ogrzewano 15
minut w bloku grzejnym w temperaturze 60 °C. Po schtodzeniu, do mieszaniny reakcyjnej dodawano
200 ul metanolu, zawarto$¢ naczynka mieszano w fazni ultradzwickowej. W sposob analogiczny pro-
wadzono reakcje estryfikacji wzorca ochratoksyny A pobierajac odpowiednie ilosci wzorca robocze-
go. Analize¢ HPLC wykonywano nanoszac na kolumne kolejno po 100 pl tak zmodyfikowanej probki,
a nastgpnie zmodyfikowanego wzorca.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W celu okreslenia podstawowych parametrow statystycznych metody, probki pszenicy
1 zyta fortyfikowano ochratoksyna A na poziomie: 0,1; 1,0 i 10 ug/kg.

Wartosci §redniego odzysku, odchylenie standardowe i wspoOlczynniki zmiennosci dla
badanych poziomdw fortyfikacji przedstawiono w tabelach I, II.

Sredni odzysk ochratoksyny A w fortyfikowanych probkach pszenicy wynosit okoto 70%
(68,8-73,3%) w zaleznosci od poziomu fortyfikacji. Jest to w petni zgodne z danymi poda-
nymi przez Vicam [7] w odniesieniu do pasz i kukurydzy. Zwraca uwage b. dobra precyzja
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Tabela I.  Sredni odzysk i powtarzalnos¢ metody oznaczania ochratoksyny A w probkach psze-
nicy.
Mean recovery and repeatability of the method in wheat samples.

Poziom fortyfikacji ug/kg
10,0 1,0 0,1
Wynik pg/kg Odzysk % Wynik pg/kg Odzysk % Wynik pg/kg Odzysk %
6,7881 67,9 0,7429 74,3 0,0790 79,0
6,4482 64,5 0,7140 714 0,0659 65,9
6,5100 65,1 0,7303 73,0 0,0752 752
6,6989 67,0 0,6698 67,0 0,0846 84,8
7,4516 74,5 0,6949 69,5 0,0625 62,5
6,8585 68,6 0,7193 71,9 0,0734 734
7,3291 73,3 0,7351 73,5 - -
6,9444 69,4 0,6450 64,5 -
6,8759 68,8 0,6294 62,9 - -
6,9184 69,2 0,7020 70,2 - -
Srednie stezenie pg/kg/Sredni odzysk
6,8823/68.8 | 0,6983/69,8 | 0,0735/733
Odchylenie standardowe SD pg/kg/RSD
0,3161/4,59 | 0,0387/5,54 | 0,0082/11,15

metody; warto$ci RSD rzedu 4%, zwlaszcza przy wyzszych poziomach ochratoksyny A
>1 ug/kg. W przypadku probek zyta wartosci Sredniego odzysku byly zblizone — 65-78%.
Nie sg to zbyt wysokie wartoSci tego parametru, ale metoda charakteryzuje si¢ duzg stabil-
noscia, ktora sprawdzono na przestrzeni dtugiego okresu czasu. W krajach Unii Europej-
skiej istnieja obecnie okreSlone zalecenia w odniesieniu do podstawowych parametrow
analitycznych dla metod oznaczania mikotoksyn, w tym takze, ochratoksyny A w produk-
tach rolnych i spozywczych [11]. Sa one nastepujace:

— Sredni odzysk: dla poziomu fortyfikacji <1 pg/kg 50-120%;

— §redni odzysk: dla poziomu fortyfikacji 1-10 pg/kg 70-110%;

— RSD dla poziomu fortyfikacji <1 ug/kg < 40%;

— RSD dla poziomu fortyfikacji 1-10 ug/kg <20%.

Zestawiajac te wymagania z warto$ciami uzyskanymi w niniejszej pracy mozna stwierdzic,
ze uzyskane wyniki §redniego odzysku lekko wykraczaja poza dolng granicg wytycznych dla
poziomu fortyfikacji 1-10 ug/kg. Jednak ze wzgledu na wspomniang bardzo dobra precyzje
metode nalezy uzna¢ za poprawna i przydatng w oznaczaniu ochratoksyny A w zbozach.

OkreSlono takze granice wykrywalnoSci metody w doSwiadczeniu z probkami Slepymi
odczynnikowymi. Obliczone i potwierdzone empiryczne wartosci tych parametréw sa na-
stepujace: granica wykrywalnoSci LOD ok. 0,015 pg/kg, granica oznaczalnosci LOQ
0,025-0,03 ug/kg. Stosowano nastepujace wzory: LOD =Xl + 3SD oraz LOQ =Xs +
6SD, w ktorych: Xs i SD stanowia, odpowiednio — Srednig wartos¢ sygnatu detektora wy-
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Tabela I1. Sredni odzysk i powtarzalno§é metody oznaczania ochratoksyny A w probkach zyta.
Mean recovery and repeatability of the method in rye samples.

Poziom fortyfikacji pug/kg
10,0 1,0
Wynik pg/kg Odzysk % Wynik pg/kg Odzysk %
6,4093 64,1 0,6914 69,1
6,6207 66,2 0,8251 82,5
6,8416 68,4 07567 75,7
6,2976 63,0 0,7556 75,6
6,0856 61,0 0,9227 92,3
6,2420 62,4 0,8232 82,3
6,7967 68,0 0,7206 72,1
6,6410 66,4 0,8004 80,0
6,3282 63,3 0,7648 76,5
6,7960 65,1 0,7479 74,8
Srednie stezenie pg/kg/Sredni odzysk
6,5059/65,1 | 0,7808/78,1
Odchylenie standardowe SD ug/kg/RSD
0,2674/4,11 | 0,0654/8,37

razona w jednostkach stezenia i odchylenie standardowe tego parametru. Na podkresle-
nie zastuguja te niezwykle niskie wartoSci parametréw wykrywalnosci i oznaczalnoSci, co
Swiadczy dodatkowo bardzo korzystnie o metodzie.

Wyznaczono réwniez liniowo$¢ odpowiedzi detektora, ktorej zakres zawieral si¢ w prze-
dziale stezen 0,02-800 pg/kg (wartos¢ wspdlezynnika korelacji r = 0,998). Jako roboczy za-
kres krzywej wzorcowej przyjeto przedziat 0,1-300 ug/kg. Warto zauwazy¢, ze jego maksy-
malna warto$¢ byta rowna wyznaczonej empirycznie pojemnosci kolumny IAC - wynosifa
ona ok. 300 pg/kg (powyzej tego stezenia obserwowano spadek wartosci Sredniego odzy-
sku ochratoksyny A).

WNIOSKI

1. Opisana metoda odznacza si¢ dobrymi parametrami analitycznymi, a szczegdlnie do-
skonala precyzja i bardzo niska granica wykrywalnoSci i oznaczalnoSci; jest tez liniowa
w szerokim zakresie stg¢zen ochratoksyny A, co w pelni koresponduje z pojemnoScia ko-
lumny IAC.

2. Ze wzgledu na wymienione powyzej cechy, metodyka w peini nadaje si¢ do iloScio-
wego oznaczania ochratoksyny A w pszenicy i zycie.
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Czerwiecki, K. Czyzyk, A. Kwieciefi, G. Wilczynska

IMMUNOAFFINITY COLUMNS AND DETERMINATION OF OCHRATOXIN A
IN CEREALS BY HPLC
PART I.: EVALUATION OF EXTRACTION USING METHANOL/WATER

Summary

The method for ochratoxin A determination in cereals (wheat, rye) was described. Application of
immunoaffinity colums (IAC) for clean-up of extracts was investigated. The ochratoxin A content was
determined by high-performance liquid chromatography using C,;column and fluorimetric detection
at 330 nm (excitation) and 460 nm (emission). The mean recovery of ochratoxin A was 65-78%. The
limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were 0,015 and 0,025 pg/kg, respectively. The
positive results were confirmed by reaction with BF; complex in methanol.

10.

11.

12.

PISMIENNICTWO

. Castegnaro M., Gregor Mc. D.: Carcinogenic risk assessment of mycotoxins. Revue Medicine Ve-

terinaire. Mycotox 98. International Symposium Mycotoxins in Food Chain. Processing and To-
xicological Aspects. 2—4 July, Toulouse, 1998, 671.

. Codex Alimentarius Commission. Position paper on ochratoxin A. CX/FAC 99/14, 1999.
. Czerwiecki L.: Determination of ochratoxin A in infant and children cereal foods by reversed pha-

se-high performance loquid chromatography (RP-HPLC). Pol. J. Food Nutr. Sci., 1994, 3/44 (2),
67-73.

. Czerwiecki L. i wsp.: Ocena zanieczyszczenia zb6z polskich i stowackich wybranymi mikotoksyna-

mi i florg grzybowa. Sprawozdanie IBPRS, Warszawa, 2003, 1-43.

. Goliriski P.: Ochratoksyna A w organizmie ludzkim jako wynik zanieczyszczenia nig zywnosci.

Roczn. Akademii Rolniczej w Poznaniu. Rozprawy Naukowe, 1987, 168, 4.

. IARC Monographs on the evaluation of cancerogenic risks of chemicals to human. Vol. 56: So-

me naturally occurring substances: some food items and constituents, heterocyclic aromatic ami-
nes and mycotoxins. [ARC, Lyon, 1993.

. Ochratest: Instruction Manual, Vicam, 1997, April 4, 29.
. Pittet A.: Natural occurrence of mycotoxins in foods and feeds — an updated review. Revue Me-

dicine Veterinaire. Mycotox 98. International Symposium Mycotoxins in Food Chain. Processing
and Toxicological Aspects. 2—4 July, Toulouse, 1998, 479-492.

. Pohland A.E., Nesheim S., Friedman L.: Ochratoxin A: A review. Pure Appl. Chem. 1992, 64,

1029-1046.

Postupolski J.: Ochratoksyna A w dziennych racjach pokarmowych, surowicy krwi matki i plodu
oraz w mleku kobiecym. Rozprawa na stopiefi doktora nauk medycznych w zakresie biologii me-
dycznej wykonana w PZH, Warszawa, 1999.

Richtlinie 2002/26/EG der Kommission vom 13 Mérz 2002 zur Festlegung der Probenahmever-
fahren und Analysemethoden fiir die amtliche Kontrolle der Ochratoxin A-Gehalte in Leben-
smitteln.

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 13 stycznia 2003 r. w sprawie maksymalnych poziomow
zanieczyszczen chemicznych i biologicznych, ktore moga znajdowac si¢ w zywnoSci, dozwolonych
substancji dodatkowych, substancji pomagajacych w przetwarzaniu albo na powierzchni zywnoSci.
Dz.U. nr 37, poz. 326.

Otrzymano: 2003.10.30



