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Opisano metode oznaczania ochratoksyny A (OTA) w przyprawach kulinar-
nych. W zaleznosci od rodzaju matrycy, stosowano rézne sposoby ekstrakeji OTA
oraz warianty oczyszezania na kolumnach IAC. Sredni odzysk metody, w zalez-
nosci od rodzaju przyprawy wnosit od 61 do 82%.
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WSTEP

Glownym zrédlem ochratoksyny A (OTA) w diecie sa niewatpliwie zboza i przetwory
zbozowe, jest ona jednak wykrywana réwniez w innych produktach, np. w kawie natural-
nej, w suszonych owocach, w winie oraz w piwie [5], a takze w przyprawach kulinarnych
[6, 9, 10]. W badaniach wykonanych w ramach programu oceny pobrania OTA w diecie
przez populacje krajow czlonkowskich EU stwierdzono m.in. skazenie ta mikotoksyna po-
nad polowy zbadanych probek najczesciej stosowanych przypraw kulinarnych takich jak
np.: galka muszkatolowa, kolendra, r6zne odmiany pieprzu czy papryki [5]. Unia Europe;j-
ska okreslila w roku 2002 maksymalne dopuszczalne poziomy zanieczyszczenia ochratok-
syna A m.in. ziarna zbdz, przetwordw zbozowych i rodzynek; w projekcie, w fazie przygo-
towan sa analogiczne wymagania m.in. dla przypraw kulinarnych (korzennych) [15]. Dlate-
g0 wigc niezbedne staje si¢ opracowywanic odpowiednich metod analitycznych oznaczania
ochratoksyny A w coraz szerszym asortymencie surowcow oraz produktéw spozywczych.
Totez celem niniejszej pracy byla adaptacja metod oznaczania ochratoksyny A w przypra-
wach kulinarnych wraz z podaniem podstawowych charakterystyk analitycznych opraco-
wanych procedur; m.in.: Sredniego odzysku, powtarzalnosci, wykrywalnosci i oznaczalno-
$ci. Nalezy zaznaczy¢, ze w dostepnym pismiennictwie $wiatowym stosunkowo nicliczne
prace dotycza oznaczania ochratoksyny A w kulinarnych przyprawach ziotowych [2, 14].
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Najczesciej obecnie stosowang technika analityczna stuzaca do oznaczania ochratoksy-
ny A jest wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja fluorymetryczng [1, 3, 6, 10,
12, 13]. Poniewaz matryce poszczegolnych produktow réznia si¢ niekiedy istotnie, konieczne
jest stosowanie odpowiednich metod ekstrakcji oraz oczyszczania ekstraktow w zaleznosci
od rodzaju analizowanych probek. Coraz wigksze zastosowanie zyskuje oczyszczanie eks-
traktéw na kolumnach powinowactwa immunologicznego (IAC), w ktorych osadzone na
zlozu, odpowiednio spreparowane przeciwciala wiaza odwracalnie ochratoksyne A umozli-
wiajac selektywng clucj¢ zanieczyszczen. Metodg t¢ wykorzystano do oczyszczania eks-
traktow z réznych produktow, w ktdrych oznacza si¢ ochratoksyng A [12, 13], a takze inne
mikotoksyny, np. fumonizyny [4]. Poniewaz w dost¢pnej literaturze tylko w nielicznych
przypadkach opisano zastosowanie tych kolumn w odniesieniu do ochratoksyny A w przy-
prawach ziolowych [2, 14] postanowiono zbada¢ przydatnos¢ tego sposobu oczyszczania.

MATERIALY I METODY

Wyposazenie

Dysponowano zestawem do wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy Knauer sktadaja-
cym si¢ z nastgpujacych elementow: pompy K 1001, zaworu dozujacego z petla o pojemnosci 100 pl,
kolumny chromatograficznej RP-C18 Nucleosil 5 pmz analogiczng przedkolumna, degazera (urza-
dzenie odgazowujace ciecz elucyjng) polaczonego z systemem chromatograficznym, detektora flu-
oorymetrycznego RF/-10AXL, oraz komputera z programem integrujacym Eurochrom HPLC
Software 1.65, Knauer i drukarki Canon.

Stosowano ponadto: zestaw do chromatografii powinowactwa immunologicznego (statyw, zbior-
nik na ciecze elucyjne, przewody, strzykawka) Vicam, mlynek laboratoryjny WZ-1 Spolem CZSS,
lazni¢ ultradzwigkowsq Biichler, wytrzasarke laboratoryjng Promax 1020 Heidolph, blok grzejny Pierce,
homogenizator laboratoryjny Waring oraz typowe szklo laboratoryjne.

Odczynniki oraz materialy pomocnicze

1) woda do HPLC oczyszczana w systemie osmozy odwroconej na filtrze Milipore; 2) chlorek
sodu cz.d.a., POCH Gliwice; 3) wodoroweglan sodu cz.d.a.; 4) kwas o-fosforowy 85% cz.d.a., Chem-
pur i jego wodny roztwor 0,25 N; 5) metanol do HPLC, Lab-Scan Ltd.; 6) propanol-2 HPLC, Lab-
Scan Ltd; 7) acetonitryl do HPLC, Lab-Scan Ltd; 8) n-heksan frakcja z nafty cz., Chempur; 9) ciecz
elucyjna: 0,25N kwas ortofosforowy + acetonitryl + propanol-2 (55 + 19 + 28 v/v); 10) wzorzec
ochratoksyny A w substancji, 5 mg, Sigma; 11) roztwor wzorcowy ochratoksyny A o stezeniu 5pg/ml
W mieszaninie benzenu z kwasem octowym (99+1) oraz roztwory wzorcowe robocze rozcienczane
w zaleznosci od potrzeb; 12) bufor PBS-0,01 % Tween-20, Vicam; 13) bufor PBS (mycotoxin wash
buffer), Vicam; 14) kolumny powinowactwa immunologicznego (IAC) Ochra-Test, Vicam; 15) sacz-
ki bibutowe faldowane, Vicam; 16) saczki bibulowe drobno-wlokniste, Vicam; 17) azot sprezony
w butli.

Do badan stosowano jednolite probki przypraw: pieprzu czarnego, papryki czerwonej, kolendry,
imbiru oraz gozdzikow. Probki pieprzu 1 gozdzikow rozdrabniano w mlynku laboratoryjnym, pozo-
stale surowce zakupiono w postaci rozdrobnionej. Badania wykonywano na fortyfikowanych 1 nie
fortyfikowanych probkach badanych produktow.

Metodyka

Do ekstrakeji ochratoksyny A z przypraw kulinarnych i oczyszczania ekstraktow na kolumnach
TAC zastosowano metody opisane w procedurach firmy Vicam przeznaczone do oznaczania ochra-
toksyny A w probkach kawy naturalnej, badz modyfikacje wlasne procedur oznaczania ochratoksyny
A w probkach, kukurydzy, sorgo oraz pasz [7, 8]. Ostatni etap analizy — rozdzial i oznaczenie za
pomocg techniki HPLC, realizowano wg postgpowania opisanego we wezesniej publikacji [3].
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Ekstrakcja metanolem z wodgioczyszczanie ekstraktow

20 g rozdrobnionej probki przyprawy ekstrahowano w homogenizatorze, przez 2 min, 100 ml
mieszaniny metanolu z woda (80 +20 v/v). Homogenat saczono przez saczek faldowany. Przesacz
wykorzystywano do zbadania nastgpujacych wariantdéw oczyszczania ekstraktow:

a) 10 ml klarownego przesgczu rozcienczano 40 ml wody. Po dokladnym wymieszaniu w genera-
torze ultradzwigkow, rozcienczony ekstrakt saczono przez saczek drobno-wloknisty. Nastepnie na
kolumng TAC nanoszono 10 ml klarownego rozcienczonego ekstraktu i po splynigciu cieczy, zloze
osuszano strumieniem powietrza. Kolumng przemywano kolejno 10 ml buforu PBS do mikotoksyn
1 10 ml wody. Po osuszeniu kolumny, ochratoksyn¢ A eluowano 1,5 ml metanolu. Eluat odparowy-
wano do sucha w bloku grzejnym w temp. 60°C, w strumieniu azotu. Suchg pozostatosé¢, bezposred-
nio przed analiza HPLC, rozpuszczano w 0,5 ml mieszaniny metanolu z woda (1 + 1 v/v);

b) 10 ml ekstraktu rozcienczano 40 ml 5% wodnego roztworu Tween-20 1 po wymieszaniu roz-
twor saczono przez saczek drobno-wloknisty. Dalej postepowano, jak poprzednio;

¢) 10 ml ekstraktu rozcienczano jak wyzej i po przesgczeniu nanoszono na kolumnng IAC 10 ml
klarownego, rozcienczonego ekstraktu. Po osuszeniu zloza przez kolumne przepuszczano kolejno:
10 ml 5% wodnego roztworu Tween-20 w buforze PBS oraz 10 ml wody. Po ponownym osuszeniu
kolumny, ochratoksyn¢ wymywano 1,5 ml metanolu i po odparowaniu rozpuszczalnika pozostatosé
rozpuszczano w 0,5 ml mieszaniny metanolu z woda (1 + 1 v/v);

d) 10 ml ekstraktu rozcienczano 40 ml wody. Po dokladnym wymieszaniu 1 przesaczeniu przez
saczek drobno-wloknisty, 10 ml klarownego ekstraktu nanoszono na kolumng¢ IAC. Po osuszeniu
ztoza przez kolumne przepuszczano kolejno: 10 ml 5% wodnego roztworu Tween-20 w buforze PBS
oraz 10 ml wody. Po ponownym osuszeniu kolumny, ochratoksyng wymywano 1,5 ml metanolu,
a ekstrakt przygotowywano do analizy HPLC jak w poprzednich wariantach;

¢) 20 ml przesaczonego, nierozcienczonego ekstraktu metanolowo-wodnego, wytrzasano z trze-
ma porcjami, pol0 ml kazda, n-heksanu. Warstwy n-heksanowe odrzucano. Pobierano 10 ml fazy
wodnej, ktora rozcienczano 40 ml wody 1 sagczono przez saczek drobno-wloknisty. Nastepnie na ko-
lumng TAC nanoszono 10 ml klarownego rozcienczonego ekstraktu i postgpowano jak w wariancie a).

Ekstrakcjaroztworem wodoroweglanu soduioczyszczanie eks-
traktow

5 g rozdrobnionej probki przyprawy ekstrahowano w homogenizatorze w czasie 2 min 100 ml 1%
roztworu wodoroweglanu sodu. Homogenat saczono przez saczek faldowany i do dalszej analizy
pobierano 20 ml klarownego przesaczu, ktory rozcienczano 20 ml buforu PBS-0,01% Tween. Roz-
cienczony przesacz wytrzasano na wytrzasarce laboratoryjnej w czasie 10 min. Nastgpnie na kolum-
n¢ IAC nanoszono 10 ml przesaczonego przez saczek drobno-wldknisty roztworu i po splynigciu
cieczy zloze osuszano strumieniem powietrza. Na kolumng¢ nanoszono 10 ml buforu PBS-0,01%
Tween, po czym kolejno przepuszczano powietrze 1 10 ml wody. Po ponownym osuszeniu zloza,
ochratoksyn¢ A eluowano 1,5 ml metanolu. Po odparowaniu eluatu sucha pozostalos¢, bezposrednio
przed analizg HPLC, rozpuszczano w 0,5 ml mieszaniny metanolu z woda (1 + 1 v/v).

Badanie funkcjonowania kolumny IAC

20 ml przesaczonego ekstraktu (po ekstrakcji 1% roztworem NaHCO,) fortyfikowano wzorcem
OTA w ilosci odpowiadajacej poziomowi 5 pg/kg probki. Ekstrakt rozcienczono 20 ml buforu PBS-
0,01% Tween-20, po czym calo$¢ wytrzasano na wytrzasarce przez 10 min. Na kolumng¢ IAC nanie-
siono 10 ml rozcienczonego, przefiltrowanego ekstraktu i prowadzono kolejno elucj¢ wg schematu:
ekstrakt — eluat 1, bufor — eluat 2, woda — eluat 3, metanol — eluat 4. Zebrane eluaty odparowy-
wano pod zmniejszonym cisnieniem w temp. 60°C. Po przeniesieniu metanolem pozostalosci po
odparowaniu do naczynek reakcyjnych, roztwory metanolowe odparowywano (w bloku grzejnym,
w strumieniu azotu), a pozostalo$¢ rozpuszezano w 0,5 ml mieszaniny metanolu z woda (1 + 1 v/v).

Wysokosprawna chromatografiacieczowa (HPLC)

Uzyskane w opisanych poprzednio wariantach oczyszczania ekstrakty oraz wszystkie badane elu-
aty z kolumny IAC analizowano za pomoca HPLC. Na kolumng chromatograficzna nanoszono po
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100 pl analizowanych roztworow. Ciecz elucyjna stanowila mieszanina o skladzie: 0,25 N kwas
ortofosforowy + acetonitryl + propanol (55+19+28 v/v), ktora ttoczono z predkoscig 0,9-1,0 ml/min.
Stosowano detektor fluorymetryczny przy dlugosci fali 330/460 nm. Zawartos¢ ochratoksyny A
w probcee oraz jej odzysk obliczano z krzywej wzorcowej sporzadzonej z odpowiednio rozcienczo-
nych roztworéw wzorcowych ochratoksyny A.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W materialach opublikowanych przez firmg¢ Vicam [7, 8] zawierajacych procedury ozna-
czania OTA w réznych produktach i surowcach roslinnych nie bylo odrgbnej metodyki opra-
cowangj dla przypraw kulinarnych. Dlatego w pierwszej fazie badan sprawdzono, a nastep-
nie zmodyfikowano wybrane procedury przeznaczone dla innych produktow niz przyprawy
kulinarne. Zbadanozatem zaréwno sposoby postgpowania z roztworami po ekstrakcji (roz-
cienczanie, saczenie), jak i funkcjonowanie kolumn powinowactwa IAC w zaleznosci od
rodzaju badanej probki. Przydatno$¢ poszczegdlnych wariantow oceniano na podstawie
otrzymanych wynikow odzysku ochratoksyny A. Ekstrakcj¢ metanolem z woda stosowano
do probek kolendry, imbiru, pieprzu czarnego, papryki i gozdzikow nie fortyfikowanych
i fortyfikowanych ochratoksyna A na poziomie 5 pg/kg. Dla kontroli przygotowano takze
roztwory wzorcowe ochratoksyny A o stezeniach odpowiadajacych danemu poziomowi for-
tyfikacji, przy czym roztwory te poddawano identycznemu post¢gpowaniu jak w przypadku
probek (ekstrakcja, rozcieniczanie, oczyszczanie na kolumnach IAC, HPLC).

Ekstrakcja metanolem z woda wraz z rozcieficzaniem i oczyszczaniem na kolumnie IAC
w wariancie podstawowym (a), nic przyniosta pozytywnych rezultatow ze wzgledu na bar-
dzo niskie odzyski ochratoksyny A z badanych probek (tabela I); maksymalny odzysk —
48%, tez niezadowalajacy, otrzymano jedynic w przypadku kolendry. Na uwage zashuguje
jedynie wysoka warto$¢ tego parametru dla czystego wzorca OTA — 91%. Wprowadzano,
wiec kolejne modyfikacje rozcienczania ekstraktéw metanolowo-wodnych — stosowano rézne
media rozcienczajace i rozcieniczenia oraz modyfikowano przebieg elucji na kolumnach
IAC. Zbadane warianty postgpowania przedstawiono zebrano w tabeli 1.

Jak wynika z danych zawartych w tabeli I, zaden z wariantéw rozcienczania i chromato-
grafii na kolumnach TAC nic dawal zadowalajacych rezultatow; jedynie wariant z odthusz-
czaniem ekstraktéw, mozna by uzna¢ za poprawny — w odniesieniu do kolendry i papryki —
odzyski 68 i 71%, odpowiednio. Post¢gpowanie to jednak uznano za zbyt uciazliwe i czaso-
chlonne, aby moglo by¢ stosowane w analizie rutynowej. Zastanawiajacy jest przy tym
niezwykle niski odzysk OTA w przypadku gozdzikow, niezaleznie od sposobu postgpowa-
nia. Dlatego w dalszych badaniach zastosowano inny sposob ekstrakcji ochratoksyny A
z przypraw; sprawdzono skutecznos¢ ekstrakcji nowym rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym
— 1% roztworem wodorowgglanu sodowego. Analizy wg tego wariantu wykonano dla pré-
bek przypraw i wzorca OTA na poziomie fortyfikacji 5 pg/kg. Wyniki badan wstgpnych —
srednie z dwoch powtorzen, zebrano w tabeli I1.

Odnotowano wyrazna poprawe wartos$ci odzysku OTA ze wszystkich badanych surow-
cow, jednak odzysk z gozdzikow — rzedu 18%, byl w dalszym ciagu nie do przyjecia.

Zbadano funkcjonowanie kolumny IAC na réznych etapach elucji zanieczyszczen i ochra-
toksyny A w odniesieniu do ekstraktu z gozdzikoéw uzyskanego w sposob omowiony powy-
zej. W tabeli IIT zebrano wartosci odzyskéw OTA w poszczegolnych eluatach z kolumny
IAC.
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Tabela I. Ekstrakcja OTA metanolem z wodg: warianty oczyszczania na kolumnach IAC
OTA extraction with methanol and water: clean-up variants on IAC column

. . T Odzysk
Wariant postgpowania Rodzaj probki OTA (%)
a) Rozcienczanie: 10 ml ekstraktu + 40 ml H,O Imbir 10,9
Chromatografia na kolumnie IAC: 10 ml rozcienczonego Kolendra 48.4
ekstraktu, 10 ml butoru PBS, 10 ml H,O, elucja OTA metanolem | Gozdziki 4.1
Wzorzec OTA 91.3

b) Rozcieniczanie: 10 ml ekstraktu + 40 ml 5 % wodnego
roztworu Tween-20 Kolendra 32
Chromatografia na kolumnie IAC: jak w wariancie a)

¢) Chromatografia na kolumnie IAC: 10 ml rozcienczonego
ekstraktu jak w wariancie b), 10 ml 5 % Tween-20 w buforze Kolendra 1,6
PBS, 10 ml H,O, elucja OTA metanolem

d) Rozcieniczanie: 10 ml ekstraktu + 40 ml H,O

Chromatografia na kolumnie IAC: 10 ml rozcienczonego
ekstraktu, 10 ml 5 % Tween-20 w buforze PBS, 10 ml H,O, Kolendra 38.3
elucja OTA metanolem

¢) Odttuszcezanie: 3-krotna ekstrakcja n-heksanem Imbir 224
20 ml ekstraktu metanolowo-wodnego Kolendra 68,2
Rozcienczanie: 10ml odtluszezonego ekstraktu + 40 ml H,O Pieprz czarny 22,8
Chromatografia na kolumnie IAC: 10 ml rozcienczonego Papryka 70,8
ekstraktu, 10 ml butoru PBS, 10 ml H,O, elucja OTA metanolem | Gozdziki 2.84

Wzorzec OTA 93.7

Sumaryczny odzysk ochratoksyny A ze wszystkich cluatow opuszczajacych kolumne byt
bliski 100 % (96 %). Na podstawie analizy uzyskanych frakcji stwierdzono, ze ztoze stoso-
wane w kolumnach nie jest odpowiednie dla matrycy gozdzikéw. Nalezy przypuszczac, ze
nicktore skladniki tego surowca, np. eugenol, blokuja micjsca aktywne przeciwcial specy-
ficznych dla ochratoksyny A i dlatego znaczna jej cz¢s¢ ulega wymyciu juz na etapie nano-
szenia na kolumng ckstraktu (tabela III, eluat 1). Nalezy podkresli¢, ze nieliczne prace
dotyczace oznaczania ochratoksyny A w przyprawach kulinarnych [2, 14, 16] nie wymie-
niaja gozdzikoéw jako materiatu do badan.

Porownujac zbadane warianty ekstrakcji i oczyszczania na kolumnach IAC mozna przy-
jac, ze najbardziej odpowiednia do wszystkich badanych przypraw, z wyjatkiem gozdzi-
kow, okazala si¢ ekstrakcja 1% roztworem wodnym wodoroweglanu sodu; ze wzgledu na
stosunkowo wysokie wartosci sredniego odzysku dla wigkszosci zbadanych rodzajow pro-
bek, ten sposob ekstrakcji uznano za optymalny. Na podstawic przeprowadzonych badan
przyjeto nastepujacy schemat oznaczania ochratoksyny A w probkach imbiru, kolendry,
pieprzu czarnego i papryki: 1) ekstrakcja 1% roztworem NaHCO,; 2) rozcienczanie eks-
traktu buforem PBS-0,01% Tween-20; 3) nanoszenie ekstraktu na kolumng powinowactwa
immunologicznego i wymywanie roztworem PBS/Tween, a nast¢gpnie woda oraz 4) elucja
OTA metanolem.
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Tabela II. Sredni odzysk ochratoksyny A (ekstrakcja 1% NaHCO,)
Mean recovery ochratoxin A (extraction with 1% NaHCO,)

Rodzaj probki Odzysk OTA ( %)
Imbir 78,7
Kolendra 53,4
Pieprz czamy 65,2
Papryka czerwona 74,2
Gozdziki 17.9
Wzorzec OTA 91,3

Tabela IIT. Odzysk ochratoksyny A z gozdzikéw w eluatach z kolumn IAC
Recovery of ochratoxin A in cloves IAC column eluates

Rodzaj eluatu z kolumny IAC Odzysk OTA w %
Eluat 1 po naniesieniu ekstraktu 554
Eluat 2 po elucji buforem OBS/Tween-20 0,00
Eluat 3 po przemyciu woda kolumny 212
Eluat 4 po elucji OTA metanolem 39,6
Sumaryczny odzysk OTA 96,2

W celu okreslenia podstawowych parametrow statystycznych metody, probki badanych
przypraw fortyfikowano ochratoksyng A na poziomie: 5 i 15 pg/kg. Wartosci sredniego
odzysku, odchylenia standardowego i wspolczynnika zmiennosci zebrano w tabeli I'V, przy
czym, tam gdzie bylo to konieczne, w obliczeniach uwzgledniono uprzednio oznaczona
naturalna zawarto$¢ ochratoksyny A w probkach.

Jak wynika z przedstawionych danych, wartosci sredniego odzysku ochratoksyny A,
w zaleznosci od poziomu fortyfikacji i rodzaju probki, zawieraly si¢ w granicach od 61 do
82%, przy czym wyraznie nizsze odzyski stwierdzono w przypadku probek kolendry i pie-
przu czarnego. By¢ moze, przyczyna jest, podobnie jak w przypadku gozdzikow, jeden lub
wigcej sktadnikow zawartych w tych przyprawach, ktore destabilizuja pracg kolumny IAC.
Wymaga to dalszych badan; by¢ moze generalna zmiana sposobu ekstrakcji i/lub oczysz-
czania ekstraktow (dodatkowe oczyszczanie przed chromatografia na kolumnach IAC) przy-
nioslaby pozytywne rezultaty. Interesujace byloby réwniez zbadanie w do$wiadczeniach
modelowych wplywu wyizolowanych i zidentyfikowanych skladnikow omawianych przy-
praw na funkcjonowanie kolumn powinowactwa immunologicznego.

Powtarzalno$¢ metody w obrebie laboratorium okreslona wzglednym odchyleniem stan-
dardowym RSD% wynosita od 1,4 do 7,8%, co miesci si¢ w akceptowanych granicach [11].

Dla pelnicjszego scharakteryzowania metody wyznaczono rowniez granice wykrywal-
nosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ); wynosza one, odpowiednio: 0,02 i 0,06 pg/kg. Nato-
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Tabela IV.  Sredni odzysk ochratoksyny A z probek przypraw po ekstrakcji 1% NaHCO,
Mean recovery of ochratoxin A extracted with 1% NaHCO, from spices

Poziom fortyfikacji Imbir Kolendra Pieprz czamy Papryka
. Sueke
Sredni odzysk % 80,1 614 638 758
SD 0,1358 0,2389 0,1568 0,1984
RSD % 34 7.8 4,9 5,2
15 ug/kg
Sredni odzysk % 81,6 70,8 75,0 79.5
SD 0,1689 0,3304 0,2918 0,5889
RSD % 1.4 32 2,6 4,6

SD — odchylenie standardowe
RSD% — wzgledne odchylenie standardowe (wspolczynnik zmiennosci)

miast zakres liniowosci metody zawieral si¢ w szerokim przedziale stgzen ochratoksyny A,
bo od 0,02 do 600 pg/kg, a jej praktyczny zakres roboczy wynosil 0,02-15 pg/kg.

Nalezy wspomnie¢, ze w wyselekcjonowanych probkach przypraw stosowanych do ba-
dan odzysku metody stwierdzono nastgpujace, naturalne poziomy ochratoksyny A w: imbi-
rze 4 ng/kg, w kolendrze 3.5 png/kg, w pieprzu czarnym 3,4 pg/kg oraz w papryce czerwonej
4.6 ng/kg.

WNIOSKI

1. Metoda ekstrakcji ochratoksyny A roztworem NaHCO, oraz oczyszczania ekstraktow
na kolumnach IAC okazala si¢ przydatna do kolendry, imbiru, papryki i pieprzu czarnego.

2. W przypadku ekstraktow z gozdzikow stwierdzono, niezaleznie od sposobu ekstrak-
cji, przedwczesna elucje ochratoksyny A z kolumn IAC, w zwiazku z czym opisana metoda
oznaczania ochratoksyny A nie moze by¢ stosowana do tego surowca.

3. Zawartosci ochratoksyny A w pilotazowo zbadanych probkach przypraw moga swiad-
czy¢ o realnym zagrozeniu skazeniem ta mikotoksyna omawianych produktow.

L. Czerwiecki, G. Wilczynska

DETERMINATION OF OCHRATOXIN A IN SPICE

Summary

The method of determination of ochratoxin A in some spices: coriander, cloves, ginger, paprika,
black pepper was described. Depending on kind of matrix, extraction with metanol/water (80/20) or
with solution of 1% NaHCO, and several variants of clean-up on IAC columns were investigated.
The most useful extraction solvent appeared water solution of 1% NaHCO, In case of cloves only,
none of the methods of extraction and clean-up variants was appropriate. The mean recovery of the
method, dependent on kind of sample, was 61-82% and RSD% 1.4 and 7.8. The estimated LOD and
LOQ were 0.02 and 0.06 pg/kg, respectively. In samples of spice used for method preparation,
ochratoxin A was detected on the level 3.4-4.6 ng/kg.
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