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Opisano optymalne procedury oznaczania aflatoksyn w roznorodnych produktach, m.in.
w orzechach i w przetworach zbozowych. Aflatoksyny oznaczano technikq HPLC, po postko-
lumnowej reakcji z bromem. Sredni odzysk metody, w zaleznosci od rodzaju prébki i aflatok-
syny, wynosit od 52 do 102 %, a wykrywalnosé¢ 0,01-0,1 pg/kg.
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WSTEP

Wiasciwosci toksyczne aflatoksyn sa od lat powszechnie znane, totez nic dziwnego, iz
metody ich identyfikacji i oznaczania sa bezustannie doskonalone. Wspotczesnie najczesciej
stosowana jest technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroéconym uktadzie
faz (HPLC-RP) z detekcja fluorymetryczna [4, 6, 11]. Ze wzgledu na nikla fluorescencje
w roztworach nie uwodornionych aflatoksyn - aflatoksyn B, i G,, stosowane sa rézne sposoby
tworzenia intensywnie fluoryzujacych postaci tych zwiazkéw w celu umozliwienia ich ana-
lizy metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Istnieja zasadniczo dwa rozwiazania
tego problemu: 1) przeprowadzenie reakcji przed podaniem probki na kolumng chromato-
grafu cieczowego - tzw. reakcja ,,prekolumnowa”, 2) reakcja po elucji aflatoksyn z kolumny,
przed ich dotarciem do detektora - reakcja ,,postkolumnowa”. Do kategorii pierwszej zaliczy¢
mozna tworzenie pochodnych z kwasem trifluorooctowym (TFA) [5, 6, 12], jest to jednak
dosy¢ ktopotliwe, m.in. ze wzgledu na nietrwato$¢ powstajacych produktow. Metoda wyklu-
cza np. stosowanie autosamplera i nie pozwala na analizowanie w krotkim czasie wigkszej
liczby probek. Drugi sposob tworzenia pochodnych polega na reakcji aflatoksyny B, i G,
z roztworem jodu lub na reakcji z bromem generowanym elektrochemicznie i jest o wiele
korzystniejszy dla potrzeb techniki HPLC [2, 7, 13, 14, ].
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Chociaz obie ostatnio wymienione metody wydaja si¢ by¢ porownywalne, jednak w przy-
padku roztworu jodu wymagana jest dodatkowa pompa wolna od pulsacji. Natomiast do ge-
nerowania bromu niezbedne jest urzadzenie o zwyczajowej nazwie KOBRA-Cell. Powsta-
jacy w nim brom w wyniku elektrolizy KBr, znajdujacego si¢ w fazie ruchomej, reaguje
z aflatoksynami zgodnie z reakcja przedstawiona na ryc.1 tworzac intensywnie fluoryzujace
pochodne wykrywane przez detektor.

Potaczenie przystawki KOBRA z zestawem do chromatografii cieczowe;j jest bardzo pro-
ste 1 moze by¢ wykonane w krotkim czasie. Na rycinie 2 przedstawiono schemat urzadzenia i
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Ryc. 1. Reakcja aflatoksyn z bromem
Fig. 1 Derivatization of aflatoxins with bromine

jego podtaczenia do uktadu HPLC.
Niezaleznie jednak od obranego sposobu przeprowadzania reakcji, w analityce mikotoksyn,
w ujeciu kompleksowym, niezbedne jest odpowiednie dostosowanie caltego toku analitycznego do
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Ryc.2.  Schemat zestawu Kobra - HPLC
Fig.2  Diagram of Kobra Cell - HPLC set
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rodzaju badanego produktu. Takie podejscie obejmuje sposdb ekstrakcji i oczyszczania ekstrak-
tow, warunki HPLC i detekcji; przy czym nawet pozornie nieznaczne niuanse toku analitycznego
wywieraja niekiedy decydujacy wptyw na koncowy wynik i decyduja o jakosci metody.

Niniejsza praca jest proba takiego kompleksowego ujecia catosci postgpowania analitycz-
nego w odniesieniu do aflatoksyn B, G,, B, i G, oznaczanych w mozliwie szerokiej gamie
produktow spozywczych pochodzenia roslinnego takich jak: orzechy, przetwory zbozowe
oraz przyprawy kulinarne.

MATERIALY I METODY

Wyposazenie

Oznaczenia wykonywano za pomoca zestawu do wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy
Knauer sktadajacego sig z nastepujacych elementéw: pompy K1001, zaworu dozujacego z petla 100 ul,
kolumny chromatograficznej RP-C18 Nucleosil Sum oraz RP-C18 Nova Pak, Waters wraz z odpowied-
nimi przedkolumnami, degazera potaczonego z systemem chromatograficznym Well Chrom Knauer,
komputera z programem integrujacym Eurochrom HPLC Software -1.65, Knauer i drukarki.

Stosowano ponadto: ogniwo elektrochemiczne KOBRA Cell do przeprowadzania aflatoksyn B,
i G, we fluoryzujace pochodne, R-Biopharm Rhone LTD; zestaw do chromatografii powinowactwa
immunologicznego (statyw, zbiornik na ciecze elucyjne, przewody, pompka strzykawkowa), Vicam;
mtynek laboratoryjny, typ WZ-1, Spotem CZSS; homogenizator laboratoryjny, Waring; generator ul-
tradzwigkow, Biichler; naczynka reakcyjne poj. 5 ml, Pierce; mikrostrzykawki poj. 10-100 pl, Hamilton
oraz typowe szkto laboratoryjne.

Odczynniki oraz materialy pomocnicze

1) Woda do HPLC oczyszczana w systemie osmozy odwroconej, Milipore; 2)metanol do HPLC,
Lab-Scan Ltd; 3) acetonitryl do HPLC, Lab-Scan Ltd; 4) benzen cz.d.a., J.T. Baker; 5) kwas azotowy
65% Suprapur, Merck; 6) bromek potasu 99% do spektroskopii IR, Aldrich; 7) wzorce aflatoksyn B,
B,, G, w substancji a 5 mg oraz aflatoksyny G, 10mg, Sigma; 8) roztwory wzorcowe podstawowe afla-
toksyn B, B, G, i G, 0 stezeniu 581; 301; 348 i 120 ug/ml, odpowiednio, w mieszaninie benzenu z ace-
tonitrylem (98+2v/v) (stezenia wzorcoOw okreslono spektrofotometrycznie, wg AOAC [8]; 9) roztwor
wzorcowy roboczy mieszaniny aflatoksyn B, B,, G|, G, o stezeniu 1 pg/ml w mieszaninie benzenu z
acetonitrylem j. w. oraz roztwory robocze rozcienczone w zaleznosci od potrzeb; 10) podchloryn sodu,
roztwor 5%, POCH S.A. Gliwice; 11) chlorek sodu cz.d.a., POCH S.A. Gliwice; 12) Tween — 20, Sigma
(i jego 10% roztwor wodny); 13) kolumienki powinowactwa immunologicznego (IAC) AFLA Test P,
Vicam; 14) saczki bibutowe drobno widkniste, Vicam; 15) saczki ilociowe bibutowe Grade 388, Fil-
trak; 15) azot spre¢zony z butli, techniczny.

Do badan, tam gdzie bylo to niezbgdne, stosowano rozdrobnione w mtynku laboratoryjnym jedno-
lite probki orzechow, pszenicy i maki pszennej, zytniej, kaszy jeczmiennej i gryczanej, makaronow,
ciastek, papryki, pieprzu, mieszanek przypraw i suszonych warzyw fortyfikowane odpowiednimi pozio-
mami aflatoksyn. Material do badan na obecnos¢ aflatoksyn stanowily rowniez probki wymienionych
produktéw zakupione w handlu detalicznym.

Metodyka
Badania wstepne z uzyciem roztworow wzorowych

W do$wiadczeniach z uzyciem roztworéw wzorcowych mieszaniny aflatoksyn B, B,, G, i G, po-
przedzajacych badania z zastosowaniem matryc spozywczych, okreslono warunki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej po reakcji aflatoksyn B, i G, z bromem generowanym w ogniwie KOBRA
potaczonym z zestawem do HPLC zgodnie z zaleceniami producenta. Do naczynek reakcyjnych od-
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mierzano mieszaning wzorca aflatoksyn B, B,, G,, G, w ilo$ciach odpowiadajacych 0,1ug/kg kazdej z
aflatoksyn (dla toku analitycznego wczesniej opisanej metody wiasnej) [6]. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika pozostato$¢ w naczynkach rozpuszczano w 3 ml mieszaniny o sktadzie: metanol + acetonitryl
+woda (15 + 20 + 65 v/v) lub metanol + acetonitryl + woda (20 + 20 + 60 v/v). Nastepnie wykonywano
chromatografig cieczowa w roznych wariantach. Jako fazy ruchome stosowano nastgpujace kombinacje
rozpuszczalnikow: metanol + acetonitryl + woda (15 + 20 + 65 v/v) i metanol + acetonitryl + woda
(20 +20 + 60 v/v) ; oba uktady z dodatkiem KBr i HNO, w ilo$ciach 120 mg i 100 pl/litr cieczy, od-
powiednio. Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej zmieniano w zakresie od 0,7 do 1,0 ml/min. Réwnole-
gle okreslono optymalne dlugosci fal wzbudzenia i emisji detektora. Wykonano szereg oznaczen przy
zmiennych dtugosciach fali emisji detektora fluorymetrycznego: 425, 430, 455 nm i przy statej dlugosci
fali wzbudzenia 362 nm. W odrgbnych doswiadczeniach poréwnano, przy uzyciu wspomnianych roz-
tworow wzorcowych, warunki rozdziatu aflatoksyn na kolumnach C18 Nucleosil oraz Nova Pak.

Ekstrakcja aflatoksyn z réznych produktéw spozywczych

Do ekstrakcji aflatoksyn z badanych matryc zastosowano metody opisane w procedurach metodycz-
nych firmy Vicam przeznaczone do ich oznaczania w réznych produktach i surowcach spozywczych
[1]; tam gdzie byto to niezbgdne wprowadzano odpowiednie modyfikacje.
a) Orzechy arachidowe, laskowe
Nawazke 50,0 g zmielonej probki i 10,0 g NaCl ekstrahowano w homogenizatorze przez 2 min 250
ml mieszaniny metanolu z woda (70 + 30 v/v). Homogenat saczono przez saczek fatdowany z bibuty.
Nastepnie pobierano 30 ml przesaczu, ktory rozcienczano 60 ml wody. Po doktadnym wymieszaniu
roztwor saczono ponownie przez saczek drobno widknisty.
b) Papryka sproszkowana, chili
Nawazke 25,0 g probki i 5,0 g NaCl ekstrahowano w homogenizatorze przez 2 min. 100 ml mieszaniny
metanolu z woda (80 + 20 v/v). Homogenat saczono przez saczek fatdowany z bibuly. Nast¢pnie po-
bierano 10 ml przesaczu, ktory rozcienczano 40 ml wody. Po doktadnym wymieszaniu roztwor saczono
przez saczek drobno wioknisty.
¢) Pieprz czarny
Nawazke 25,0 g zmielonej probki i 5,0 g NaCl ekstrahowano w kolbie Erlenmayera 100 ml mieszaniny
metanolu z woda (80 + 20 v/v) wytrzasajac na wytrzasarce w czasie 45 min. Ekstrakt saczono przez sa-
czek faldowany z bibuly. Nastgpnie pobierano 5 ml przesaczu, ktory rozcienczano 20 ml 10% roztworu
Tween-20. Po doktadnym wymieszaniu roztwor saczono przez saczek drobno wioknisty.
d) Pszenica, maka
Nawazke 50,0 g zmielonej probki pszenicy i 10,0 g NaCl ekstrahowano w homogenizatorze przez 2
min 200 ml mieszaniny metanolu z woda (80 + 20 v/v). W przypadku maki 50,0 g probki i 10,0 g
NaCl wytrzasano z 200 ml mieszaniny jw. na wytrzasarce w czasie 45 min. Homogenaty saczono przez
saczek fatdowany z bibuly. Nastepnie pobierano 10 ml przesaczu, ktory rozcienczano 40 ml wody. Po
doktadnym wymieszaniu roztwor saczono ponownie przez saczek drobno wioknisty.
Opisane sposoby ekstrakcji zastosowano, w pozniejszych etapach pracy rowniez do produktéw handlo-
wych badanych na obecnos¢ aflatoksyn

Oczyszczanie ekstraktow

Dla okreslenia optymalnych warunkéw oczyszczania ekstraktow z badanych matryc na kolumnach
powinowactwa immunologicznego (IAC), stosowano metody opisane w procedurach firmy Vicam [1]
oraz wtasne modyfikacje w zalezno$ci od potrzeb.
a) Orzechy laskowe, arachidowe
Na kolumienke IAC umieszczona w zestawie do chromatografii powinowactwa immunologicznego na-
noszono 15 ml rozcienczonego ekstraktu i po sptynigciu cieczy ztoze przemywano 20 ml wody i osusza-
no. Oba eluaty odrzucano, a aflatoksyny eluowano z kolumny do naczynka reakcyjnego 2 ml metanolu.
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Eluat odparowywano w strumieniu azotu w temperaturze 40°C, a pozostato$¢ bezposrednio przed anali-

za HPLC rozpuszczano w 3 ml mieszaniny metanolu, acetonitrylu i wody (20 + 20 + 60 v/v).

b) Papryka, chili

Na kolumienke IAC nanoszono 4 ml rozcienczonego ekstraktu i po sptynigciu cieczy ztoze przemywa-

no 20 ml mieszaniny metanolu z woda (20 + 80 v/v). Oba eluaty odrzucano, a aflatoksyny eluowano

z kolumny 1 ml metanolu i post¢gpowano wg opisu podanego wyzej.

¢) Pieprz czarny

Na kolumienke¢ IAC nanoszono 4 ml rozcienczonego ekstraktu i po sptynigciu cieczy ztoze osuszano

strumieniem powietrza, przemywano 20 ml wody i ponownie osuszano. Oba eluaty odrzucano, a afla-

toksyny eluowano z kolumny 1 ml metanolu reakcyjnego i postgpowano wg opisu podanego w poprzed-
nich czg$ciach pracy.

d) Pszenica, maka

Na kolumienke IAC nanoszono 4 ml rozcienczonego ekstraktu i po sptynigciu cieczy kolumng osuszano

strumieniem powietrza, przemywano 5 ml wody i ponownie osuszano. Oba eluaty odrzucano, a aflatok-

syny eluowano z kolumny 1 ml metanolu reakcyjnego; dalej postgpowano jak wyzej.

Odrebny rodzaj badan stanowity do$wiadczenia na modelowych roztworach standardow aflatoksyn
przeprowadzone wg nastgpujacego schematu:

- wariant [: do trzech naczynek reakcyjnych pobierano po 5 pl mieszaniny wzorcow aflatoksyn (1pg/
ml) i po usunigciu rozpuszczalnika w strumieniu azotu w temperaturze pokojowej pozostato$¢ roz-
puszczano 1 ml metanolu, a rozpuszczalnik ponownie usuwano jak poprzednio. Bezposrednio przed
wykonaniem analizy HPLC sucha pozostato$¢ rozpuszczano w 3 ml mieszany metanolu, acetonitry-
Iu i wody (20 + 20 + 60 v/v);

- wariant II: wariant ten stanowit powtorzenie postgpowania opisanego wyzej; jedynie rozpuszczalni-
ki odparowywano w temperaturze 40°C;

- wariant III: do kolbki stozkowej pobierano 5 pl mieszaniny wzorcoéw aflatoksyn (1ug/ml) i po usu-
nigciu rozpuszczalnika w strumieniu azotu w temperaturze pokojowej, do kolbki dodawano 15 ml
mieszaniny metanolu i wody (23 + 77 v/v). Po doktadnym wymieszaniu zawarto$¢ kolbki przeno-
szono ilosciowo na kolumng IAC i po przemyciu ztoza 20 ml wody, aflatoksyny eluowano 1 ml
metanolu.

Wg opisanego schematu dla wariantu III wykonano 4 rownoleglte doswiadczenia, przy czym me-
tanolowe eluaty, w dwoch naczynkach reakcyjnych, odparowywano w strumieniu azotu w tempera-
turze 40°C, a sucha pozostalos¢, bezposrednio przed analiza HPLC, rozpuszczono w 3 ml mieszaniny
metanolu, acetonitrylu i wody (20 + 20 + 60 v/v). Objetos¢ dwoch pozostatych eluatow w naczynkach
uzupelniano powyzsza mieszanina do 3 ml. Kontrolg, wzorzec odniesienia, stanowito 5 pl mieszaniny
wzorcow aflatoksyn (1pg/ml), ktory odparowano i rozpuszczono ponownie w 3 ml mieszaniny metano-
lu, acetonitrylu i wody.

W kolejnych etapach pracy wykonano: 1)oczyszczanie ekstraktow badanych produktéw (uprzednio
fortyfikowanych aflatoksynami) oraz 2) oczyszczanie ekstraktow produktow handlowych, w ramach
badan na wystgpowanie w nich aflatoksyn, wg schematu: elucja z kolumny IAC 1 ml metanolu — uzu-
petnienie objgtosci eluatu do 3 ml, mieszaning metanolu, acetonitrylu i wody (20 + 20 + 60 v/v).

Analiza HPLC

Na kolumng Nova Pak nanoszono po 100ul roztwordéw uzyskanych w badaniach modelowych oraz
oczyszczanych w rozny sposob ekstraktow produktow spozywcezych fortyfikowanych aflatoksynami i
ekstraktow produktow handlowych, w ramach badan na wyst¢gpowanie w nich aflatoksyn (schemat po
elucji z kolumny IAC: 1 ml metanolu — uzupehienie do objgtosci 3 ml mieszaning metanolu, aceto-
nitrylu i wody). Fazg ruchoma stanowit uktad: metanol, acetonitryl, woda (20 + 20 + 60) z dodatkiem
120 mg 99 % KBri 100 ul 65 % kwasu azotowego/l cieczy, predkos¢ przeptywu wynosita 0,7 ml/min.
Stosowano detektor fluorescencyjny przy dtugosci fali A = 362/430 nm. Zawartos¢ aflatoksyn w prob-
kach obliczano z trzypunktowej krzywej wzorcowej, dobierajac stgzenia wzorcow i ich objetosci w
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zaleznosci od przewidywanych pozioméw aflatoksyn w badanych matrycach i korzystajac z programu
integracyjnego dla wzorca zewngtrznego.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Jak wykazaly badania wstgpne, korzystniejsze warunki rozdziatu czterech analizowanych
aflatoksyn uzyskano dla uktadu rozwijajacego stanowiacego mieszaning metanolu, acetoni-
trylu i wody (20 + 20 + 60 v/v) z dodatkiem KBr i HNO,, w poréwnaniu z mieszaning
o nieco zmodyfikowanym sktadzie: metanol, acetonitryl, woda (15 + 20 + 65 v/v) — rowniez
z dodatkiem KBr i HNO,. Wyrazny wptyw na rozdzial chromatograficzny posiadat rowniez
rozpuszczalnik wzorca aflatoksyn/ekstraktu; piki lepiej rozdzielone otrzymano w przypadku
zastosowania jako solwenta mieszaniny o sktadzie: metanol, acetonitryl, woda (20 +20 + 60
v/v).

Robocza, dtugosé fali wzbudzenia 1 emisji fluorescencji dla wszystkich badanych aflatok-
syn wynosita: 362/430 nm. Wigksza powtarzalnos$¢ odpowiedzi detektora i lepszy rozdziat
zapewniala kolumna Nova Pak, w porownaniu z kolumna wypelniona Nucleosilem, co ilu-
struja przedstawione w tabeli I powierzchnie pikow aflatoksyn i ich wartosci RSD % oraz
chromatogramy jako ryciny 3 i 4.

Tabelal.  Powtarzalno$¢ rozdziatu aflatoksyn na réznych kolumnach

Table I. Separation repeatability of aflatoxins on several chromatographic columns
Powierzchnia Powierzchnia Powierzchnia Powierzchnia
Rodzaj kolumny | piku aflatoksyny | piku aflatoksyny | piku aflatoksyny | piku aflatoksyny
B, [mVmin] B, [mVmin] G, [mVmin] G, [mVmin]
0,481 0,878 0,393 0,414
0,499 0,869 0,320 0,360
. 0,402 0,878 0,360 0,392
Nucleosil C18 0,483 0,887 0,326 0,355
0,426 0,957 0,306 0,392
0,443 0,924 0,347 0,382
SD pg/kg/RSD % [0,03791/8,33 0,03439/3,83 0,03157/9,23 0,02207/5,77
0,418 1,337 0,287 0,577
0,439 1,313 0,276 0,570
0,430 1,322 0,290 0,577
Nova Pak C18 0,424 1,314 0,276 0,582
0,434 1,332 0,284 0,593
0,414 1,313 0,259 0,589
SD pg/kg /RSD % | 0,00958/2,24 0,01049/0,79 0,01120/4,04 0,00850/1,46

SD — odchylenie standardowe
RSD % -wzgledne odchylenie standardowe

Chociaz, zbidr procedur opublikowanych przez firm¢ Vicam [1] zawierat opisy postgpo-
wania analitycznego odnoszace si¢ do aflatoksyn w badanych w niniejszej pracy produktach,
w niektorych przypadkach, np. do orzechow, stosowano mieszaning ekstrakcyjna metano-
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lu zwoda w proporcjach (80+20 v/v), a nie (60+40 v/v). W badaniach wykorzystano bo-
wiem doswiadczenia zdobyte podczas stosowanej wezesniej metody oznaczania w orzechach
arachidowych aflatoksyn, po reakcji z TFA [6]. Jedyna zmiana wprowadzona na wstepnym
etapie prac byla proba elucji aflatoksyn z kolumny IAC 2 ml, zamiast 1ml metanolu i roz-
puszczanie pozostatosci, po odparowaniu eluatu, w 3 ml mieszaniny metanolu, acetonitrylu
i wody (20+20+60 v/v). Postgpowano tak rowniez w przypadku ekstraktow pozostalych ma-
tryc. Ze wzgledu na matq powtarzalnos¢ wynikow i odzyski rzgdu <50 — 60 %, po wyklucze-
niu bezposredniego wplywu rekcji z bromem i ewentualnego oddzialywania réznorodnych
czynnikdw podczas chromatografii powinowactwa immunologicznego, przyjgto zatozenie,
ze jedna z przyczyn moze by¢ sposob odparowywania eluatu z kolumny. Przeprowadzono
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zatem kontrolne oznaczenia na wzorcach aflatoksyn wg opisanych w czgéci doswiadczalne;j
trzech wariantow. Wyniki ujgto w tabeli 11.

Tabela II.  Odzysk aflatoksyn z roztworéw modelowych
Table II.  Recovery of aflatoxins from model solutions

Wariant Aflatoksyna B, Aflatoksyna B, Aflatoksyna G, Aflatoksyna G,
pg/kg pg/kg pg/kg pg/kg
5,269 5,344 5,122 5,383
I 4,825 5,571 4,876 5,542
4215 4,726 3,823 4311
Srednia 4,770 5214 4,607 5,079
Odzysk% 95,4 104,2 92,1 101,6
2,867 3,249 1,000 1,221
il 3,994 4,857 2,110 2,321
4,462 5,131 4,404 4,873
Srednia 3,774 4.412 2,505 2,805
Odzysk% 75.5 88,2 50,1 56,1
Hiiluat odparowy- 3,472 4,147 2,104 2,202
3,052 4,117 1,983 2,191
wany
Srednia 3,262 4,132 2,043 2,196
Odzysk % 65,2 82,6 40,9 439
H]IEluat nie odparo- 4,356 5,048 4,154 4,010
4,017 5,021 3,966 3,980
wywany
Srednia 4,186 5,034 4,060 3,995
Odzysk % 83,7 100,7 81,2 79,9

Analiza wspomnianych danych moze sugerowaé, ze zwlaszcza aflatoksyny G, i G, sa szczegol-
nie wrazliwe na temperatur¢ podczas odparowywania (pomimo nadmuchu strumieniem azotu) - niskie
warto$ci odzysku dla tych aflatoksyn wynoszace 40 — 50 % otrzymano w wariantach doswiadczen na
wzorcach, w ktorych odparowywano metanol w temp. 40°C odpowiadajacy eluatowi z kolumny IAC
(jak w przypadku analizy produktu). W pozostatych wariantach - I i III (wersja bez odparowywania
eluatu), odzyski dla wszystkich aflatoksyn byly poprawne.

Na podstawie przeprowadzonych badan przyjeto nastgpujacy, optymalny schemat ozna-
czania aflatoksyn w probkach badanych produktéw: 1) ekstrakcja metanolem z woda w r6z-
nych proporcjach w zalezno$ci od rodzaju probki (zgodnie z opisem podanym w czgsci do-
$wiadczalnej), 2) oczyszczanie na kolumnach IAC (uwaga jak wyzej) - przy czym aflatoksy-
ny nalezy eluowac 1 ml metanolu, a eluat uzupetnia¢ do objgtosci 3 ml mieszaning metanolu,
acetonitrylu i wody (20 + 20 + 60 v/v), 3)HPLC na kolumnie Nova Pak, z detekcja fluory-
metryczng przy 362/430 nm, po reakcji z bromem generowanym elektrochemicznie i faza
ruchoma: metanol, acetonitryl, woda (20 + 20 + 60 v/v) z dodatkiem KBr i HNO,.

W celu okreslenia podstawowych parametréw metody, probki badanych produktow forty-
fikowano aflatoksynami na poziomach:

- orzechy arachidowe 0,1; 1,0; 10,0 ng/kg;
- papryka mielona i pieprz czarny 1,0; 5,0; 10,0 pg/kg;
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- pszenica i maka 0,5; 1,0; 3,0 ug/kg.

Stopnie fortyfikacji probek dobrano na podstawie maksymalnych dopuszczalnych pozio-
moéw aflatoksyn w produktach spozywcezych obowiazujacych w Polsce 1 w krajach Unii Eu-
ropejskiej [3, 9]. I tak np. maksymalna dopuszczalna zawarto$¢ aflatoksyny B, w orzechach
arachidowych wynosi 2 pg/kg, podobnie jak w produktach zbozowych i ziarnie zb6z [3].
Wyniki dla poszczegdlnych produktéw zebrano w tabelach III-1V.

Tabela III. Odzyskiwalno$¢ i precyzja metody oznaczania aflatoksyn w réznych produktach
Table III.  Recovery and precision of the method of aflatoxins determination in several products

Poziom Orzechy Poziom Papryka Pieprz czarny
f(])(rty'f"l— Aflatoksyna f(])(rtyﬁ— Aflatoksyna Aflatoksyna
acji acji
ng/kg B, B, G, G, ng/kg B, B, G, G, B, B, G, G,
Odg,lk‘)/ 99,5 | 999 | 979 | 948 Odzl}’/(zk"/ 80,5 | 83,7 | 934 | 70,0 | 101,0 | 90,3 | 101,6 | 92,9
S}]]) *10,00165/0,00190(0,00170|0,00105 D °0,0094 | 0,0145 | 0,0344 | 0,0273 | 0,0259 | 0,0125 | 0,0253 | 0,0345
RSD% 1,7 1,9 1,7 1,1 RSD% 1,2 1,7 3,7 3,9 2,6 1.4 2,5 38
Odzl’(s)k‘y 87,5 | 919 | 873 | 845 Osz}’/(zk"/ 82,8 | 84,9 | 86,7 | 54,03 | 100,8 | 89,7 | 953 | 783
SyD *10,04884/0,02177(0,04330|0,00635 D °10,0658 | 0,0851 | 0,0505 | 0,2258 | 0,0552 | 0,0703 | 0,2075 | 0,1686
RSD% 5,6 24 5,0 0,8 RSD% 1,6 2,0 1,2 83 1,1 1,6 43 43
0 0
Odlzo,s(L"/ 954 | 88,1 89,5 | 748 Odlzo’s(ié’/ 77,8 | 815 | 81,1 | 51,6 | 93,0 | 91,3 | 89,0 | 79,7
S>]I) °10,74951|0,08516 |0,44150[0,07250 S}]l) °10,0775 [ 0,1190 | 0,2482 [ 0,2106 | 0,4786 | 0,0565 | 0,2751 | 0,1095
RSD% 7.8 1,0 49 1,0 RSD% 1,0 1.5 3,1 4,1 5,1 0,6 3,1 1.4
0 0

SD — odchylenie standardowe

RSD % -wzgledne odchylenie standardowe dla wynikéw w obrebie laboratorium

Tabela IV. Odzyskiwalnos¢ i precyzja metody oznaczania aflatoksyn w roznych produktach
Table IV.  Recovery and precision of the method of aflatoxins determination in several products

Poziom forty- Pszenica Maka pszenna
fikacji Aflatoksyna Aflatoksyna
ngrkg B, B, G, G, B, B, G, G,
Odo’sk‘V 95,0 95,5 93,2 99,9 92,0 90,1 82,9 96,7
ZSy]§ ’ 0,0239 0,0160 0,0255 0,0100 0,0167 0,0134 0,0279 0,0152
RSD% 5,0 3.4 55 2,0 3,6 3,0 6,7 3,1
Ole’(;kO/ 82,9 84,9 77,9 92,7 79,0 92,8 81,9 100,0
S};) ’ 0,0065 0,0425 0,0407 0,0542 0,0227 0,0302 0,0527 0,0183
RSD% 0,8 5,0 52 5.8 2,9 32 6,4 1,8
Odj,gk“/ 82,0 86,2 81,9 91,0 69,5 91,3 73,9 99,2
S}]/) ’ 0,1584 0,0686 0,0954 0,0700 0,0239 0,0045 0,0702 0,0492
RSD% 6,4 2,6 39 2,6 5,0 0,2 32 1,6

SD — odchylenie standardowe
RSD % -wzglgdne odchylenie standardowe dla wynikow w obrgbie laboratorium
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Jak wida¢ z prezentowanych danych, wartosci $redniego odzysku aflatoksyn B, B,, G,
oraz G, ksztaltowaty si¢, w zaleznoSci od rodzaju produktu, aflatoksyny oraz poziomu forty-
fikacji, w granicach od ok. 52 do 102 %. Jego maksymalna warto$¢ dla aflatoksyny B,, wyno-
sita w przypadku pieprzu czarnego -101 % oraz 99,5% w probkach orzechéw arachidowych.
W wigkszosci przypadkow wartoSci tego parametru przekraczalty 70% dla aflatoksyn; naj-
nizszy odzysk stwierdzono w probee papryki - aflatoksyna G, — 51,6 %, przy fortyfikacjil0
ng/kg (tabele 111, 1V). Generalnie, przytoczone wielko$ci sredniego odzysku aflatoksyn z ba-
danych produktéw byty porownywalne z danymi, na ktére powotuja si¢ oryginalne procedury
analityczne firmy Vicam [1].

Powtarzalno$¢ metody w obrgbie laboratorium, okreslona wzglednym odchyleniem stan-
dardowym RSD,, byta bardzo dobra i wynosita od 0,6 do 8,3% (aflatoksyna B, w pieprzu
i G, w papryce), tabele III i IV. Chociaz warto$ci tych nie mozna odnie$¢ do wymagan okre-
$lajacych parametry metod zawartych w Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 401/2006 [10]
ze wzgledu na brak takich danych w odno$nych wymaganiach; podane wczesniej wartosci
odzysku mieszcza si¢ generalnie w akceptowanych granicach okre$lanych we wspomnianym
dokumencie.

W celu pelnego scharakteryzowania metody okreslono takze jej granice wykrywalno-
sci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) w pg/kg ; wynosza one, odpowiednio: dla orzechéw 0,01
10,02, dla przypraw 0,05 1 0,1 podobnie jak dla zb6z i maki.

Jak wynika z przytoczonych danych, LOD oraz LOQ dla wszystkich aflatoksyn w ba-
danych produktach sa rzedu setnych badz dziesiatych czgéci pug na kilogram produktu, co
koresponduje z maksymalnymi dopuszczalnymi poziomami aflatoksyn w produktach spo-
zywcezych obowiazujacymi w Polsce i w krajach Unii Europejskiej [3,9]. Przyktadowo, mak-
symalne poziomy aflatoksyny B, w orzechach przeznaczonych do bezposredniej konsumpcji
wynosza 2 pg/kg, a sumy aflatoksyn B, B,, G, G, -4,0 pg/kg, analogicznie jak w zbozach
i produktach zbozowych, a w przyprawach kulinarnych, odpowiednio 5 i 10 pg/kg [3, 9].
Zestawienie tych ilosci z przytoczonymi warto$ciami LOD i LOQ $wiadczy o pelnej przydat-
nos$ci opisanych metod w analizie mikotoksyn w badanych produktach. Nalezy jeszcze wspo-
mnie¢ o bardzo szerokim zakresie roboczym metody obejmujacym przedziat stezen aflatok-
syn, wynoszacym od 0,01 do 30 pg/kg, ktory pokrywat si¢ praktycznie z zakresem liniowoSci
detektora fluorymetrycznego.

Opisana, optymalna dla poszczegdlnych surowcow metoda zbadano probki handlowe
- ogolem 86 probek, roznego rodzaju orzechow, pszenicy, maki i innych przetworow zbo-
zowych, wyrobow cukierniczych oraz przypraw kulinarnych i warzyw suszonych. Wyniki
zebrano w tabeli V.

We wszystkich przebadanych produktach stwierdzano zawarto$ci aflatoksyn ponizej do-
puszczalnych maksymalnych poziomow obowigzujacych w polskim i europejskim ustawo-
dawstwie [3, 9 .

Najliczniejsza liczbe probek skazonych stanowily orzechy, ciastka i mieszanki przypraw
kulinarnych. Dla probek orzechéw pistacjowych i arachidowych stwierdzono skazenie afla-
toksynami z grupy B, podobnie jak i dla ciastek. W przypadku probek maki pszennej, afla-
toksyny wykryto w mace wysoko glutenowej, ale ich poziomy byly réwniez znacznie nizsze
od dopuszczalnych.



Nr 3 Optymalizacja metod oznaczania aflatoksyn w zywnosci 499
Tabela V.  Zawarto$¢ aflatoksyn w wybranych produktach
Table V. Aflatoxins content in selected products
Aflatoksyna Aflatoksyna Aflatoksyna Aflatoksyna
Produkt/l. probek B, ug/kg B, ug/kg G, ug/kg G, ug/kg
[min-max] [min-max] [min-max] [min-max]
Orzechy laskowe/15 0,02 — 1,47 0,02 — 1,72 0,02 — 1,09 0,02 — 0,08
% skazonych 93,3 46,7 53,3 40,0
Orzechy arachidowe/6 0,01 -0,04 0,07 <0,01 <0,01
% skazonych 50,0 25,0 <0,01 <0,01
Orzechy pistacjowe/3 0,03 0,02 <0,01 <0,01
% skazonych 33,3 33,3 0,0 0,0
Orzechy inne/6: nerkowca,
macadamia, pini, brazylijski, 0,01 -0,16 0,02 - 0,04 0,03-0,3 0,01 -0,03
migdat
% skazonych 66,7 66,7 50,0 66,7
Pszenica ziarno/7 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
% skazonych 0,0 0,0 0,0 0,0
Maka pszenna/10 0,18-0,33 0,26 — 0,40 0,17-0,18 0,13-1,53
% skazonych 20,0 20,0 20,0 20,0
Maka zytnia i otrgby zytnie/6 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
% skazonych 0,0 0,0 0,0 0,0
Kasza jeczmienna/7 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Kasza gryczana/4 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
% skazonych 0,0 0,0 0,0 0,0
Kukurydza/1 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
% skazenia 0,0 0,0 0,0 0,0
Makarony/3 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
% skazonych 0,0 0,0 0,0 0,0
Ciastka/3 0,06 — 0,31 0,21 <0,05 <0,05
% skazonych 66,7 333 0,0 0,0
Przyprawy (mieszanki)/10 0,05-0,5 0,05-0,26 0,05-0,71 0,13
% skazonych 90,0 70,0 40,0 10,0
Papryka mielona, pieprz czarny, <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
warzywa suszone/5
% skazonych 0,0 0,0 0,0 0,0
WNIOSKI

1. Przedstawione metody sa przydatne do oznaczania aflatoksyn B, B,, G, i G, w szerokiej
gamie surowcow i produktow roslinnych, takich jak: orzechy i ich przetwory, przyprawy
kulinarne, zboza i produkty zbozowe.

Opracowane metodyki spelniaja wymagania krajowe oraz migdzynarodowe stawiane

procedurom analitycznym stosowanym do $ladowej analizy aflatoksyn w zywnosci.

W pobranych probkach handlowych zbadanych produktow stwierdzono nieznaczne za-

warto$ci aflatoksyn — ponizej dopuszczalnych maksymalnych poziomoéw obowiazuja-
cych w polskim i europejskim ustawodawstwie.
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L. Czerwiecki, G. Wilczynska

OPTYMALIZACJA METOD OZNACZANIA AFLATOKSYN W ZYWNOSCI
Z ZASTOSOWANIEM POSTKOLUMNOWEGO TWORZENIA POCHODNYCH Z BROMEM

Streszczenie

Opisano metodg oznaczania aflatoksyn B , B,, G i G, w orzechach, przyprawach kulinarnych, zbo-
zach i przetworach zbozowych. W ramach optymalizacji metody, w zalezno$ci od badanej matrycy,
wybrano optymalne warunki ekstrakcji, oczyszczania ekstraktow, HPLC i detekcji. Aflatoksyny ekstra-
howano mieszaning metanolu i wody (80+20 v/v) lub (70+30 v/v), ekstrakty oczyszczano na kolumnach
IAC z zastosowaniem roznych wariantow elucji i oznaczano na kolumnach C18 Nucleosil lub Nova
PAK stosujac fazg rozwijajaca: metanol + acetonitryl + woda (20 +20 +60 v/v). Do detekcji aflatoksyn,
po postkolumnowej reakcji aflatoksyny B, i G, z bromem, zastosowano detektor fluorymetryczny przy
362/430 nm. Sredni odzysk metody w zaleznosci od rodzaju matrycy i aflatoksyny i wynosit od 52 do
102 %, a RSD % (wzgledne odchylenie standardowe) zawierato si¢ w granicach 0,2 do 8,3. Granice
wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ) wynosity, odpowiednio: dla orzechow 0,01 1 0,02 pg/kg,
dla przypraw i przetworéw zbozowych 0,051 0,1 pg/kg. Zawartosci aflatoksyn w zbadanych 86 produk-
tach handlowych byty ponizej maksymalnych dopuszczalnych poziomoéw obowiazujacych w aktualnym
ustawodawstwie.

L. Czerwiecki, G. Wilczynska

OPTIMIZATION OF DETERMINATION OF AFLATOXINS IN FOODS WITH BROMINE
POSTCOLUMN DERIVATIZATION

Summary

The method for determination of aflatoxin B, B,, G, i G, in nuts, culinary spices, cereals and cereal
products was described. To optimize the analytical procedure in several products, condition of proper
extraction, clean-up, HPLC and detection were selected. After extraction by means of methanol and wa-
ter (80+20 v/v) or (70+30 v/v), clean-up on IAC columns, HPLC on C18 columns - Nucleosil and Nova
Pak with mobile phase-methanol, acetonitrile, water (20+20+60 v/v) was performed. For fluorometric
detection at 362/430 nm, post-column derivatization of aflatoxin B, and G, with bromine was carried
out. The mean recovery of the method depending on matrix and aflatoxin, was 52-102 % at RSD % 0,2-
8,3. LOD and LOQ, respectively were: 0.01 and 0.02 pg/kg for nuts and 0.05 and 0.1 pg/kg for culinary
spices and cereal products. The concentrations of aflatoxins in 86 samples of foods from market were
below the permissible maximum levels legally binding.
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