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Abstrakt: Realizacja Planów Urz�dowej Kontroli Pasz w krajach członkowskich UE jest jednym z elementów 

strategii „od pola do stołu” Komisji Europejskiej, maj�cej na celu zmniejszenie nara�enia konsumentów na 

zwi�zki toksyczne ulegaj�ce kumulacji w ła�cuchu pokarmowym. Plany zakładaj� kontrol� ska�enia pasz 

zwi�zkami toksycznymi lub niepo��danymi. W Pa�stwowym Instytucie Weterynaryjnym w Puławach 

wykonywane s� od 2004 roku badania urz�dowe zawarto�ci polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn (PCDD), 

polichlorowanych dibenzofuranów (PCDF) oraz dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (dl-PCB)  

w paszach. Badania wykonuje si�, stosuj�c dwie metody: przesiewow� i potwierdzaj�c�. Metoda przesiewowa 

stosuje do detekcji analitów genetycznie zmodyfikowan� lini� komórkow� (H1L6.1c3). Komórki tej linii 

odpowiadaj� na obecno�� dioksyn ekspresj� genu reporterowego (lucyferazy) proporcjonalnie do ich st��enia. 

Pomiar aktywno�ci lucyferazy wzgl�dem krzywej kalibracyjnej 2,3,7,8-TCDD pozwala na półilo�ciowe 

oznaczenie zawarto�ci dioksyn w próbce. Próbki o podwy�szonej zawarto�ci dioksyn (podejrzane, suspected to be 

non-compliant) przekazywane były do analizy potwierdzaj�cej HRGC/HRMS. Dopuszczalne zawarto�ci dioksyn 

(PCDD, PCDF i dl-PCB) w paszach okre�la Dyrektywa 2006/13/WE. Celem prezentowanej pracy była ocena 

u�yteczno�ci metody biotestu (metody stosuj�cej zmodyfikowan� lini� komórkow�) jako narz�dzia w monitoringu 

pasz. Metoda pozwoliła na preselekcj� 100 próbek podejrzanych spo�ród 895 badanych. Metod� HRGC/HRMS 

potwierdzono przekroczenie dopuszczalnej zawarto�ci analitów w 26 próbkach. Odsetek wyników fałszywie 

pozytywnych biotestu wynosił ok. 8%, nie stwierdzono wyników fałszywie negatywnych. Zastosowanie metody 

polegaj�cej na zmodyfikowanych genetycznie linii komórkowej zmniejsza liczb� stosunkowo drogich analiz 

HRGC/HRMS, a zatem obni�a koszt bada� monitoringowych. 

Słowa kluczowe: dioksyny, pasze, metoda przesiewowa, kontrola urz�dowa 

Dioksyny (polichlorowane dibenzo-p-dioksyny (PCDD) i polichlorowane 

dibenzofurany (PCDF)) nale�� do grupy trwałych zanieczyszcze� organicznych. Zwi�zki te 

powstaj� w wyniku spalania substancji organicznych przy niedoborze tlenu i w obecno�ci 

chloru. Naturalnymi �ródłami dioksyn s� m.in. po�ary lasów i wybuchy wulkanów, ale 

istniej� równie� antropogenne �ródła dioksyn, takie jak: spalanie odpadów, przemysł 

metalurgiczny, czy synteza zwi�zków organicznych [1]. Objawami toksycznymi działania 

dioksyn na poziomie organizmalnym s� m.in.: powi�kszenie w�troby, atrofia grasicy czy 

toksyczno�� reprodukcyjna [2]. Najbardziej toksyczna z dioksyn, 2,3,7,8-TCDD, jest 

uznana przez IARC za karcynogen I grupy [3]. Spo�ród 135 kongenerów PCDD  

i 75 kongenerów PCDF, ró�ni�cych si� liczb� i rozmieszczeniem atomów chloru  

w molekule, odpowiednio poło�enia 7 i 10 ma zdolno�� do aktywacji 

wewn�trzkomórkowego receptora w�glowodorów aromatycznych (AhR). Receptor po 

zwi�zaniu z ligandem staje si� aktywnym czynnikiem transkrypcyjnym, powoduj�c 

aktywacj� ekspresji wielu enzymów odpowiedzialnych za metabolizm ksenobiotyków  

i powstanie objawów toksycznych działania dioksyn [4]. Poznanie mechanizmu 
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molekularnego działania dioksyn przez receptor AhR umo�liwiło opracowanie testów 

wykorzystuj�cych linie komórkowe do półilo�ciowej detekcji tych zwi�zków. Jednym  

z takich biotestów jest XDS-CALUX (Xenobiotic Detection Systems, Inc.), wykorzystuj�cy 

genetycznie zmodyfikowan� lini� komórkow� hepatomy mysiej (H1L6.1c3). Do komórek 

wprowadzono plazmid zawieraj�cy gen reporterowy (lucyferaz� �wietlika) pod kontrol�

promotora zale�nego od AhR. Aktywacja receptora AhR przez dioksyny lub substancje 

pokrewne w takich komórkach powoduje, oprócz ekspresji enzymów odpowiedzialnych za 

metabolizm ksenobiotyków, ekspresj� lucyferazy w sposób zale�ny od dawki [5]. 

Aby ograniczy� nara�enie ludno�ci na ksenobiotyki (m.in. dioksyny), Komisja 

Europejska przyj�ła strategi� „od pola do stołu” (stable to table) [6]. Jest ona realizowana 

przez kontrol� produkcji �ywno�ci na wszystkich etapach. Elementami tej kontroli s�

przepisy ustanawiaj�ce maksymalne dopuszczalne poziomy zanieczyszcze� w paszach  

i �ywno�ci, a tak�e Krajowe Plany Urz�dowej Kontroli Pasz realizowane  

w poszczególnych krajach członkowskich UE [7]. Monitoring dostarcza na bie��co 

informacji dotycz�cych ska�e� pasz, pozwala równie� w dłu�szym horyzoncie czasowym 

oceni� stopie� ska�enia pasz, zidentyfikowa� potencjalnie niebezpieczne ich rodzaje. 

Liczba próbek kierowanych do bada� monitoringowych jest rodzajem kompromisu 

pomi�dzy zapewnieniem bezpiecze�stwa konsumenta i uwarunkowaniami ekonomicznymi: 

im wi�ksza liczba wyników, tym pełniejszy obraz sytuacji toksykologicznej, a z drugiej 

strony - wi�kszy koszt programu. W celu obni�enia kosztów zaleca si� stosowanie metod 

komplementarnych: przesiewowych, stosunkowo tanich i szybkich, maj�cych na celu 

preselekcj� spo�ród wielu próbek tych o podniesionym poziomie zanieczyszcze�  

(np. dioksyn), oraz metod potwierdzaj�cych, bardziej dokładnych, rozstrzygaj�cych, czy 

dana próbka przekracza dopuszczaln� zawarto�� zanieczyszcze� [8].  

W Polsce badania monitoringowe pasz w kierunku zawarto�ci dioksyn prowadzone s�

od 2004 roku w Pa�stwowym Instytucie Weterynaryjnym - Pa�stwowym Instytucie 

Badawczym. Od 2008 roku do monitorowanych substancji doł�czyły dioksynopodobne 

polichlorowane bifenyle (dl-PCB). W przedstawionej pracy oceniamy skuteczno�� metody 

przesiewowej (wspomniany biotest XDS-CALUX) w monitoringu zawarto�ci PCDD  

i PCDF w paszach na podstawie wyników sze�cioletnich bada�.  

Materiał i metody  

Materiał do bada� stanowiły próbki pobrane zgodnie z Krajowymi Planami Urz�dowej 

Kontroli Pasz w latach 2004-2009 przez Pa�stwow� Inspekcj� Weterynaryjn�. Podział 

materiału badanego na kategorie zgodnie z Dyrektyw� 2006/13/WE przedstawiono na 

rysunku 1. Liczb� próbek analizowanych w poszczególnych latach przedstawia rysunek 2. 

W badaniach zastosowano dwie metody komplementarne: przesiewow�  

i potwierdzaj�c�. Pierwsza z nich, biotest XDS-CALUX, jest półilo�ciow� metod�

wykorzystuj�c� do detekcji dioksyn i substancji pokrewnych zmodyfikowan� genetycznie 

lini� komórkow� H1L6.1c3. Jedyn� metod� o statusie metody potwierdzaj�cej w analityce 

dioksyn jest metoda instrumentalna HRGC/HRMS (High-Resolution Gas 

Chromatography/High-Resolution Mass Spectrometry) [8]. Próbki o wynikach 

przekraczaj�cych maksymaln� dopuszczaln� zawarto�� dioksyn po analizie przesiewowej 
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(próbki podejrzane, suspected samples) analizowano metod� potwierdzaj�c�

HRGC/HRMS. 

Rys. 1. Kategorie materiału badanego wg Dyrektywy 2006/13/WE [9] 

Fig. 1. Materials categories according to Directive 2006/13/EC [9]. FO - fish oil, FF - feed for fish,  

MAO - material of animal origin, PO - plant oil, MS - mineral substance, MPO - material of plant origin, 

FM - fish meal, CF - compound feeds 

Rys. 2. Liczba próbek pasz analizowanych w poszczególnych latach 

Fig. 2. Number of samples analyzed between 2004-2009 

Metoda przesiewowa. Ekstrakcja. Pierwszym etapem analizy jest ekstrakcja 

analitów z matrycy wraz z tłuszczem. Wi�kszo�� matryc po rozdrobnieniu była 

ekstrahowana trzykrotnie mieszanin� toluen:metanol 4:1 (v:v). Materiały paszowe 

pochodzenia mineralnego ekstrahowane były trzykrotnie toluenem w obecno�ci acetonu. 

Tłuszcze paszowe rozpuszczane s� w heksanie, roztwór przes�czany jest przez bezwodny 

siarczan sodu. Wszystkie ekstrakty były zag�szczane do sucha, a nast�pnie oznaczano 

zawarto�� tłuszczu w matrycy.  

Oczyszczanie. Etap ten ró�ni si� w szczegółach w zale�no�ci od ilo�ci 

wyekstrahowanego tłuszczu. Z ekstraktu, po rozpuszczeniu w heksanie, usuwa si� tłuszcz  

i inne substancje interferuj�ce w analizie przy u�yciu kolumn z �elem krzemionkowym, 
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modyfikowanym kwasem siarkowym(VI) do st��enia 33 lub 44%. Eluat z kolumn z �elem 

przenoszony jest na kolumny z mieszanin� w�giel aktywny:celit 1:99 (w:w). Z kolumn 

w�glowych eluuje si� dioksynopodobne PCB (mieszanin� heksan:toluen:octan etylu 8:1:1 

v:v:v) oraz dioksyny (toluenem). Oczyszczone ekstrakty zag�szcza si� do sucha. 

Detekcja. Zawiesin� komórek linii H1L6.1c3 nanosi si� na płytki 96-dołkowe. Po  

16÷48 godzinach inkubacji oczyszczone ekstrakty rozpuszcza si� w po�ywce i nanosi na 

płytk� z komórkami. Na ka�d� płytk� nanosi si� równie� seri� rozcie�cze� standardu 

2,3,7,8-TCDD o znanym st��eniu, słu��cego do wykre�lenia krzywej kalibracyjnej. Po  

20÷24 godzinach inkubacji przeprowadza si� liz� komórek i oznacza aktywno�� lucyferazy 

w lizacie w obecno�ci lucyferyny.  

Metoda potwierdzaj�ca. Jedyn� metod� o statusie metody potwierdzaj�cej  

w analityce dioksyn jest metoda chemiczna z zastosowaniem techniki rozcie�cze�

izotopowych z detekcj� HRGC/HRMS [8]. Badania zostały przeprowadzone  

w Pa�stwowym Instytucie Weterynaryjnym - PIB w Puławach, opis metody zawarto  

w [10]. 

Wyniki, ich omówienie i analiza 

Skuteczno�� zastosowanego biotestu w preselekcji podejrzanych próbek pasz 

przedstawiono na rysunku 3. W latach 2004-2009 w ramach Krajowego Programu 

Urz�dowej Kontroli Pasz przebadano 895 próbek w aspekcie zawarto�ci dioksyn. Metoda 

przesiewowa umo�liwiła preselekcj� 100 próbek podejrzanych (11,2% badanych).  

Rys. 3. Liczba próbek badanych w poszczególnych latach z podziałem na próbki zgodne z wymaganiami i próbki 

podejrzane [9] 

Fig. 3. Results of feedstuffs analyzed by screening method, sorted to compliant and suspected to be  

non-compliant with regulation concerning maximal levels [9] 

W poszczególnych latach odsetek próbek podejrzanych wynosił od 3 do 21% (rys. 5). 

Próbki te poddano analizie chemiczn� metod� potwierdzaj�c�. W 26 (26% próbek 

podejrzanych) stwierdzono st��enia przekraczaj�ce maksymalne dopuszczalne poziomy 

(próbki niezgodne z wymaganiami, non-compliant). Pozostałe 74 próbki (74% 

podejrzanych) spełniały wymagania odno�nie do maksymalnych dopuszczalnych st��e�
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(próbki zgodne z wymaganiami, compliant), stanowiły wi�c wyniki fałszywie pozytywne 

metody przesiewowej. Dzi�ki zastosowaniu chemicznej metody potwierdzaj�cej ustalono 

odsetek wyników fałszywie pozytywnych metody przesiewowej. W puli wszystkich próbek 

badanych wyniósł on 8,3% (tab. 1, kol. 4). 

Tabela 1  

Interpretacja wyników bada� metody przesiewowej ze wzgl�du na zgodno�� st��enia oznaczonego w próbce  

z maksymalnymi dopuszczalnymi poziomami (ML) 

Table 1 

Results of screening method classified according to compliance  

with dioxin maximal levels (ML) obtained in six years monitoring program 

Metoda przesiewowa Metoda potwierdzaj�ca 
Interpretacja wyniku 
metody przesiewowej 

Liczba próbek 

1 2 3 4 

wynik < ML 

(compliant) 
negatywny 795 (88,8%) 

wynik < ML 

(compliant) wynik > ML 

(non-compliant) 
fałszywie negatywny 0 (0%) 

wynik < ML 

(compliant) 
fałszywie pozytywny 74 (8,3%) 

wynik > ML  

(suspected) wynik > ML 

(non-compliant) 
pozytywny 26 (2,9%) 

  Razem 895 (100%) 

Rys. 4. Procentowy udział próbek podejrzanych w poszczególnych kategoriach paszowych 

Fig. 4. Percent of suspected samples in different feed materials. FO - fish oil, FF - feed for fish, MAO - material 

of animal origin, PO - plant oil, MS - mineral substance, MPO - material of plant origin, FM - fish meal, 

CF - compound feeds 

Najwi�kszy odsetek próbek podejrzanych stwierdzono w kategorii m�czek rybnych 

oraz materiałów paszowych pochodzenia mineralnego (rys. 4). W�ród m�czek rybnych 

stwierdzono równie� najwi�ksz� liczb� próbek przekraczaj�cych dopuszczaln� zawarto��

dioksyn (rys. 5), wi�c przypuszczalnie wyniki fałszywie pozytywne w tej grupie s�
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odbiciem stosunkowo wysokiego poziomu ska�enia próbek. W przypadku substancji 

pochodzenia mineralnego, gdzie stosunkowo du�a ilo�� próbek podejrzanych nie idzie  

w parze z potwierdzeniem przekroczenia, wyniki fałszywie negatywne �wiadcz�

prawdopodobnie o słabo�ci procedury analitycznej. Komórki stosowane do detekcji  

w metodzie przesiewowej wykrywaj� wszystkie zwi�zki zdolne do aktywacji receptora 

AhR, nie wszystkie z tych zwi�zków s� dioksynami. Specyficzno�� badania zapewniana 

jest na etapie oczyszczania próbki. Dlatego zbyt niski stopie� oczyszczenia ekstraktów 

mo�e wywoływa� zwi�kszon� odpowied� komórek i w konsekwencji powodowa� wyniki 

fałszywie pozytywne. 

Wi�kszo�� próbek przekraczaj�cych dopuszczaln� zawarto�� dioksyn nale�ało do 

kategorii m�czek rybnych (23 próbki). Poza tym stwierdzono przekroczenia w trzech 

próbkach: dwóch próbkach ziarna kukurydzy i jednej mieszance paszowej (rys. 5). 

Surowiec do produkcji krajowych m�czek rybnych stanowi� najcz��ciej ryby pochodz�ce  

z Morza Bałtyckiego, które jest do�� silnie ska�one dioksynami  

i dioksynopodobnymi PCB. Zwi�zki te ulegaj� kumulacji w organizmach �ywych, co mo�e 

wyja�nia� ich du�e st��enia w m�czkach rybnych. Zastosowanie ryb bałtyckich jako 

surowca w produkcji m�czek niesie ze sob� ryzyko wprowadzenia dioksyn do ła�cucha 

pokarmowego [11]. Ska�enie próbek kukurydzy wynikało z nieprawidłowo 

przeprowadzonego procesu suszenia próbek i zanieczyszczenia ziarna spalinami, materiał 

pochodzenia ro�linnego zawiera zwykle bardzo małe st��enia dioksyn. Jedno przekroczenie 

dopuszczalnej zawarto�ci PCDD/PCDF w mieszankach paszowych na 493 przebadane 

próbki �wiadczy, �e u�ywane w Polsce mieszanki paszowe nie s� dotkni�te problemem 

ska�enia tymi substancjami. Ska�enie mogło wynika� z zastosowania do produkcji 

mieszanki ska�onego komponentu paszowego. 

Rys. 5. Próbki podejrzane oraz niezgodne z wymaganiami z podziałem na kategorie materiałów paszowych 

Fig. 5. Number of suspected and non-compliant results in different feed materials. FO - fish oil, FF - feed for fish, 

MAO - material of animal origin, PO - plant oil, MS - mineral substance, MPO - material of plant origin, 

FM - fish meal, CF - compound feeds 



 Wykorzystanie przesiewowej metody oznaczania dioksyn w krajowym monitoringu pasz w Polsce 573

Metody przesiewowe obarczone s� wadami. Zaliczy� do nich mo�na m.in. obecno��

wyników fałszywie pozytywnych. Jednak z punktu widzenia bezpiecze�stwa �ywno�ci, 

gro�niejsze jest przeoczenie próbki ska�onej ni� niewielki wzrost kosztów wynikaj�cy ze 

zwi�kszenia liczby analiz potwierdzaj�cych. Dlatego metody przesiewowe projektowane s�

w taki sposób, aby zminimalizowa� ryzyko wyst�pienia wyników fałszywie negatywnych 

ewentualnym kosztem zwi�kszenia liczby wyników fałszywie pozytywnych. Zgodnie  

z rozporz�dzeniem, ustanawiaj�cym metody pobierania próbek i metody analizy do celów 

urz�dowej kontroli dioksyn i dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB)  

w �rodkach spo�ywczych, metody przesiewowe powinny stanowi� stosunkowo szybk�  

i tani� metod� preselekcji próbek ska�onych [8]. Liczba wyników fałszywie pozytywnych 

metody przesiewowej (a w konsekwencji analiz potwierdzaj�cych) powinna by�

dostatecznie mała, by uzasadnia� ekonomicznie jej zastosowanie. Warunek ten został 

spełniony, poniewa� uzyskano 8,3% wyników fałszywie pozytywnych. Ten sam akt 

prawny ustanawia maksymalny dopuszczalny udział wyników fałszywie negatywnych na  

< 1% [8]. W tym celu, w ramach sterowania jako�ci�, metod� potwierdzaj�c� przebadano 

co 10 próbk� uznan� w biote�cie za zgodn� z wymaganiami (ł�cznie ok. 90 próbek). Nie 

stwierdzono �adnego wyniku fałszywie negatywnego. Metoda przesiewowa korzystaj�ca ze 

zmodyfikowanej linii komórkowej pozwoliła na redukcj� liczby trzykrotnie dro�szych 

analiz potwierdzaj�cych z 895 do ok. 190, co uzasadnia ekonomicznie jej zastosowanie. 

Brak wyników fałszywie negatywnych pozwala na uznanie jej za bardzo przydatne 

narz�dzie do bada� monitoringowych pasz i komponentów paszowych.  

Wnioski 

1. Zastosowanie metody przesiewowej pozwoliło na zmniejszenie liczby analiz 

potwierdzaj�cych o 79%, obni�y� koszty Krajowego Programu Urz�dowej Kontroli 

Pasz. 

2. Brak wyników fałszywie negatywnych w metodzie przesiewowej �wiadczy o jej 

przydatno�ci do bada� urz�dowych. 
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APPLICATION OF SCREENING METHOD FOR DIOXINS DETERMINATION  

IN FEED MONITORING PROGRAM IN POLAND 

Radiobiology Department, National Veterinary Research Institute, Pulawy 

Abstract: The implementation of The European Commission strategy “from farm to fork” includes the Plans of 

Feed Official Control preparation and realization in member states. The plans involve a regular control of feedstuff 

contamination with toxic or undesirable substances. In Poland, the feed official control of polychlorinated 

dibenzo-p-dioxins (PCDD), polychlorinated dibenzofurans (PCDF) and dioxin-like polychlorinated biphenyls  

(dl-PCB) has been conducted in The National Veterinary Research Institute in Pulawy since 2004. Dioxin 

monitoring in feedstuffs was performed using screening and confirmatory methods. The screening method was 

based on genetically modified cell line (H1L6.1c3). Cells respond to dioxins presence by expression of reporter 

gene (luciferase) in concentration-dependent manner. Measurement of luciferase activity and 2,3,7,8-TCDD 

standard curve allow a semi-quantitative determination of dioxin content in sample extract; samples suspected to 

be non-compliant with regulation 2006/13/EC were confirmed by the HRGC-HRMS. The aim of the presented 

study was to evaluate the usefulness of a cell-based method as a screening tool in feed monitoring. This method 

allowed us to distinguish 100 out of 895 feed samples with dioxin concentration over the permitted level 

(suspected to be non-compliant). Of the 100 samples, 26 were confirmed by the HRGC/HRMS method to be  

non-compliant with Directive 2006/13/EC . About 8% of the results obtained by the cell-based method were false 

positive according to HRGC/HRMS analysis. No false negative screening results were found. The use of the  

cell-based screening method decreases the number of HRGC/HRMS analysis and consequently lowers the total 

cost of the dioxins monitoring program. 

Keywords: dioxins, feedstuffs, screening method, official control 


