Proceedings of ECOpole
DOI: 10.2429/proc.2012.6(2)094 2012;6(2)

Joanna CEBULSKA', Magdalena GEMBAL', Beata FURGA', Pawet MAELAGOCKT'
i Jadwiga PISKORSKA-PLISZCZYNSKA'

ZAWARTOSC DIOKSYN I ZWIAZKOW POKREWNYCH
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CONTENT OF DIOXINS AND RELATED COMPOUNDS
IN MILK AND DAIRY PRODUCTS DETERMINED
BY BIOLOGICAL SCREENING METHOD

Abstrakt: Sposrod wielu zwigzkéw chemicznych obecnych w naturalnym $rodowisku duza cz¢$¢ jest uwalniana
z przemystu oraz gospodarstw domowych. Tylko niewielka liczba zanieczyszczen chemicznych jest regularnie
badana i monitorowana. Do tej grupy zaliczaja si¢ zwiazki chloroorganiczne okreslane terminem dioksyny.
Zwiazki te ze wzgledu na swoje wilasciwosci fizykochemiczne podlegaja kumulacji w bogatych w tluszcz
tkankach zwierzat hodowlanych, a w okresie laktacji przenikaja do mleka. Mleko i jego przetwory, jako Zywnos$¢
pochodzenia zwierzgcego, uznawane sa za jedno z gltéwnych zrédet ekspozycji ludzi na dioksyny. W celu
obnizenia narazenia populacji ta droga ustalono dopuszczalne limity dioksyn dla mleka i produktéw mlecznych.
Zywno$¢ ta podlega systematycznym badaniom kontrolnym. W latach 2009-2010 wykonano 218 analiz mleka
i przetworéw mlecznych, poszukujac dioksyn i zwiazkéw pokrewnych, bazujac na biologicznej metodzie
przesiewowej. Probki zostaty pobrane przez lokalnych prébkobiorcéw na terenach zaktadéw mleczarskich.
Konieczno$¢ badania wynika z ustawy o bezpieczenstwie zywnosci oraz z indywidualnych wymagan krajéw, do
ktorych te produkty sa eksportowane. Wéréd badanych materialéw znalazty si¢: mleko surowe (46 probek), mleko
w proszku petne (20) i odtluszczone (78), sery (39) oraz masto (35). Stwierdzono, ze dioksyny, furany i dI-PCB
wystepowaly w stezeniach niskich, nieprzekraczajacych dopuszczalnych limitéw okre§lonych w Rozporzadzeniu
Komisji Europejskiej (WE) 1881/2006 (limit dla sumy PCDD i PCDF wynosi 3 pg WHO-TEQ/g tl., limit dla
sumy PCDD, PCDF i dI-PCB - 6 pg WHO-TEQ/g tt.). Sposréd 218 prébek 198 zawierato dioksyny ponizej
50% dopuszczalnego limitu. Najwyzsze oznaczone st¢zenie PCDD/PCDF wynosito 2,22 pg WHO-TEQ/g ttuszczu
w prébee petnego mleka w proszku. Najwyzsza zawarto§¢ badanych zwiazkéw (suma PCDD, PCDF i dI-PCB)
stwierdzono w probce masta i wyniosta ona 3,73 pg WHO-TEQ/g ttuszczu. Dioksyny i zwiazki pokrewne
wystepowaly na niskich poziomach st¢zen w badanych prébkach mleka i produktéw mlecznych, dlatego nie
mogly stanowi¢ zagrozenia dla konsumentéw. Jednakze biorac pod uwage wiasciwosci toksyczne badanych
zwigzkow i ich tendencj¢ do bioakumulacji w tkankach ludzi, mleko i jego produkty powinny podlega¢ statej
kontroli.

Stowa kluczowe: dioksyny, furany, PCB, mleko, przetwory mleczne

Sposréd wielu zwigzkéw chemicznych obecnych w srodowisku naturalnym duza cz¢$é
jest uwalniana z przemystlu oraz gospodarstw domowych. Tylko niewielka liczba
zanieczyszczen chemicznych jest regularnie badana i monitorowana. Do tej grupy zaliczaja
si¢ zwigzki chloroorganiczne okre$lane terminem dioksyny. Powstaja w procesach spalania
oraz jako produkty uboczne wielu proceséw chemicznych. Wigkszo§¢ z nich przedostaje
si¢ do $rodowiska wraz ze skazonym powietrzem, dlatego ich depozycja moze by¢ zaré6wno
bliska, jak i odlegta od miejsca emisji.

Powszechnie nazwa ,.dioksyny” okresla si¢ 29 zwigzkéw chemicznych z grupy
419 chlorowanych weglowodoréw aromatycznych. Sa to dibenzo-p-dioksyny (PCDD),
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dibenzo-p-furany (PCDF), dioksynopodobne polichlorowane bifenyle (dI-PCB)
o wspélnym mechanizmie dzialania toksycznego. Najbardziej toksycznym zwigzkiem jest
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyna (2,3,7,8-TCDD). Sposréd catej duzej grupy
kongeneréw polichlorowanych dioksyn, furanéw i PCB tylko 29 ma znaczenie
toksykologiczne i stanowi zagrozenie zdrowia. Dzialanie toksyczne dioksyn i zwigzkéw
pokrewnych odbywa si¢ za posrednictwem wewnatrzkomérkowego receptora (receptora
Ah) i prowadzi ostatecznie do modyfikacji ekspresji gendw w komoérce [1]. Wszystkie
zwigzki tej grupy dziataja w taki sam sposdb, a poniewaz zaréwno w $rodowisku, jak
1 w zywnoS$ci wystepuja jako mieszaniny izomeréw i kongeneréw, jako klasa podlegaja
wspélnemu szacowaniu i wsp6lnym regulacjom prawnym [2, 3]. Zwiazki te ze wzgledu na
swoje wlasciwosci fizykochemiczne podlegaja kumulacji w bogatych w tluszcz tkankach
zwierzat hodowlanych, a w okresie laktacji przenikaja do mleka. Mleko i jego przetwory,
jako zywno$¢ pochodzenia zwierzgcego, uznawane s3 za jedno z gléwnych zrédet
ekspozycji ludzi na dioksyny. W celu obnizenia narazenia populacji ta droga ustalono
dopuszczalne limity dioksyn dla mleka i produktéw mlecznych [2]. Zywno$¢ ta podlega
systematycznym badaniom kontrolnym.

Oznaczanie dioksyn w zywnosci z powodu bardzo niskich stezen (107" g/g) nalezy do
trudnych metod analitycznych. ,,Zioty standard”, jakim jest w oznaczaniu tych zwigzkéw
metoda HRGC-HRMS, jest kosztowny i czasochtonny, dlatego stale poszukuje sig
prostszych i tanszych metod oznaczania dioksyn, ktére znaczaco obnizajg koszty badan. Do
takich nalezy korzystajacy ze zmodyfikowanych genetycznie komérek hepatomy mysiej
biotest, dostepny w handlu pod nazwg CALUX. W zwiazku z potrzeba prowadzenia badan
monitoringowych réznych rodzajéw zywnosci i pasz zaadaptowano wymieniony biotest,
stuzacy poczatkowo do badan $rodowiskowych, do przesiewowego badania ZzywnoSci.
Uzycie biotestu pozwala na preselekcje probek, w ktoérych stezenie dioksyn znajduje si¢
ponizej dopuszczalnych limitéw [2]. Po odpowiednich modyfikacjach etapéw ekstrakcji
i oczyszczania uzaleznionych od rodzaju badanej matrycy metoda ta jest z powodzeniem
stosowana jako metoda przesiewowa w badaniu mleka i jego przetworéw. Pozwala ona
oddzielnie oznaczy¢ zawarto§¢ PCDD/PCDF oraz dI-PCB, spetniajac tym samym wymogi
ustawodawcy [2, 3]. Probki mleka i jego przetworéw, w ktérych stwierdzono dioksyny
w stezeniach powyzej 75% dopuszczalnego limitu, s3 badane ponownie z zastosowaniem
chemicznej metody potwierdzajacej HRGC-HRMS [4].

Material i metody

Material. Material badawczy stanowily préobki mleka krowiego i przetworéw
mlecznych, pobranych w zakladach mleczarskich w celu sprawdzenia ich zgodnosci
z prawem zywnosciowym [5, 6]. Wéréd badanych materiatéw znalazty si¢: mleko surowe
(46 probek), mleko w proszku petne (20) i odttuszczone (78), sery (39) oraz masto (35).

Metoda. Analiz¢ w kierunku obecnosci dioksyn i zwigzkéw pokrewnych wykonano
zwalidowang metoda [3] w laboratorium akredytowanym na zgodno$¢ z normg ISO
17025:2005 [7]. Oznaczano zawarto§¢ PCDD/PCDF i dI-PCB. Ekstrakcje dioksyn
7 badanego materialu oraz oczyszczanie ekstraktow prowadzono na kolumnach z Zelem
krzemionkowym modyfikowanym kwasem siarkowym, za§ separacj¢ PCDD/PCDF od
dl-PCB  wykonywano na kolumnie weglowej (XCARB). Oczyszczone ekstrakty
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poddawano biotestowi XDS-CALUX, ktérego dziatanie polega na aktywacji ekspresji
transgenu lucyferazy w komoérkach mysiej hepatomy. Aktywacja jest wprost
proporcjonalna do ilosci dioksyn, furanéw oraz dI-PCB obecnych w oczyszczonych
ekstraktach prébek. Wykorzystujac te wlasciwosci, mozna mierzy¢ zawartos¢ dioksyn
zaréwno w probkach srodowiskowych, jak i w zywnosci w WHO-TEQ na poziomie ppt.
Odczyty luminescencji wykonywano w lumenometrze BDS Orion. Minimalna detekcja
TCDD w komoérkach wynosi 16 fg (femtograméw), za§ odzyski metody sg na poziomie
80+120%. W kazdej prébce oznaczano grawimetrycznie zawarto$¢ tluszczu, a wyniki
oznaczania PCDD/PCDF oraz dI-PCB podawano w pg WHO-TEQ/g tluszczu wraz
z niepewnoscia rozszerzona. Zapewnienie jako$ci badan (QA/QC) uzyskiwano, stosujac
wzorce wewngtrzne, S$lepe probki odczynnikowe, material referencyjny i1 krzywa
kalibracyjng TCDD.
Wyniki i ich oméwienie

Generalnie dioksyny, furany i dI-PCB wystgpowaly w niskich stezeniach,
nieprzekraczajacych dopuszczalnych limitéw okreslonych w Rozporzadzeniu Komisji
Europejskiej (WE) 1881/2006 (limit dla sumy PCDD i PCDF w mleku wynosi
3 pg WHO-TEQ/g tluszczu, za§ limit dla sumy PCDD, PCDF i dI-PCB -
6 pg WHO-TEQ/g t1.).

Srednie stgzenia oraz zakresy dla poszczegdlnych grup badanych materiatéw
w pg WHO-TEQ/g ttuszczu przedstawiono w tabeli 1. Catkowita zawarto§¢ PCDD oraz
PCDF w mleku wynosita w pg WHO-TEQ od 0,06 do 1,99 pg/g tl., za$ stezenie dI-PCB od
0,10 do 1,92 pg/g. W produktach mleczarskich st¢zenia badanych zwiazkéw byly takze
niskie, znacznie ponizej dopuszczalnych limitéw. Srednie stezenia badanych analitéw nie
réznity si¢ miedzy poszczegdlnymi grupami materiatéw, zawartos¢ za$ dioksyn
w sproszkowanym mleku odttuszczonym byta 2-3 razy nizsza niz w pozostatych grupach.

Tabela 1
Zestawienie wynikéw uzyskanych biologiczng metoda przesiewowa
Table 1
Summary of results obtained using biological screening method
Rodzaj materiatu| Mleko pelne Mleko Mleko odttuszczone
Masto Sery
w proszku surowe w proszku
pg WHO-TEQ/g

Zwiazki badane pg WHO-TEQ/g thuszezu produktu
zakres 0,07+2,22 0,05+2,15 0,07+1,83 0,01+2,15 0,06+1,99
PCDD+PCDF srednia +SD | 0,85+0,61 | 0,86+0,58 | 0,90+0,50 | 0,18 +0,33 0,80 + 0,57
dl-PCB zakres 0,10+1,62 0,06+2,05 0,06+1,01 0,03+2,28 0,10+1,92
srednia = SD | 0,56+0,37 | 045+0,39 | 047+0,24 | 0,21 £0,31 0,63 +0,47
> zakres 0,31+2,85 0,35+3,73 0,24+2,49 0,05+3,20 0,40+3,55
PCDDAPCOF trednia +SD | 1412285 | 1312083 | 1382057 | 039054 143£077

Najwyzsze st¢zenie PCDD/PCDF oznaczono w prébce petnego mleka proszku
i wynosilo ono 2,22 pg WHO-TEQ/g tluszczu, natomiast dioksynopodobnych PCB
w mleku sproszkowanym odttuszczonym (2,28 pg WHO-TEQ/g produktu). Najwyzsza
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zawarto$¢ sumy badanych zwigzkéw (PCDD, PCDF i dI-PCB) stwierdzono w prébce masta
i wyniosta ona 3,73 pg WHO-TEQ/g tluszczu.

Oznaczone poziomy dioksyn i dI-PCB byly podobne do pozioméw tzw. tla
wystepujacego w innych krajach europejskich [1, 8, 9]. Dla przyktadu, w monitoringu
mleka krowiego w 2006 roku pochodzacego z 93 mleczarni we Francji poziomy byly
réwniez podobne do oznaczonych w tej pracy i stwierdzono znaczne ich obnizenie
w stosunku do badan przeprowadzonych we Francji z roku 1998 [8]. Zgodnie z raportem
naukowym EFSA, opracowanym na podstawie badan w krajach unijnych i oceng
pozioméw skazenia zywno$ci dioksynami, mleko w Europie zawiera okoto
1,05 pg WHO-PCDD/PCDF-TEQ/g tluszczu oraz 2,42 pg WHO-PCDD/PCDF/
PCB-TEQ/g ttuszczu [1].

Dyskusja

Na podstawie badan wykonanych w tej pracy mozna stwierdzi¢, ze dioksyny i zwiazki
pokrewne obecne w niskich stezeniach w krajowych probkach mleka i jego produktéw nie
stanowily zagrozenia dla zdrowia konsumentéw. Jednakze biorgc pod uwage wiasciwosci
toksyczne dioksyn i tendencje do bioakumulacji w tkankach ludzi, mleko i jego produkty
powinny podlega¢ stalej kontroli. Kontrola mleka dostarcza informacji dotyczacej nie tylko
jego zanieczyszczenia, ale rowniez zanieczyszczen przetworéw mlecznych.

Stata kontrola tancucha zywieniowego w Unii Europejskiej wymaga stosowania
wiarygodnych i tanich metod przesiewowych. Przesiewowe metody wstgpne, biologiczne
i chemiczne sg wykorzystywane w celu wydzielenia probek o dopuszczalnej zawartosci
dioksyn. Do jednej z najszerzej stosowanych na $§wiecie nalezg biotesty, bazujace na
genetycznie modyfikowanych komdrkach hepatomy mysiej lub szczurzej, dostepne
komercyjnie od kilku lat. Jedng z takich metod jest opisany biotest CALUX, coraz czgsciej
stosowany do przesiewowego badania prébek w laboratoriach na §wiecie. Pomimo wielu
niewatpliwych wad jest on dobrym narzedziem analitycznym w badaniach
monitoringowych duzej liczby préobek [10]. Do potwierdzania za$ skazenia prébek stuzy
chemiczna metoda potwierdzajaca HRGC/HRMS, ktéra pozwala na identyfikacje
i iloSciowe oznaczania poszczegdlnych kongeneréw. Zastosowanie obydwu technik wydaje
si¢ zadowalajacym rozwigzaniem w monitorowaniu duzej liczby prébek w celu
wyszukiwania skazen dioksynami i ich zrédet.
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BY BIOLOGICAL SCREENING METHOD

Department of Radiobiology, National Veterinary Research Institute, Putawy

Abstract: Of the many chemicals occurring in the natural environment a large part is released from the industry
and households. Only a small number of chemical contaminants is regularly examined and monitored. This group
includes chloroorganic compounds called dioxins. Due to their physico-chemical properties, these compounds may
cumulate in animal tissues rich in fat and may pass to the milk during lactation. Milk and its products, similarly to
the food of animal origin, are considered a major source of human exposure to dioxins. To reduce the exposure of
the population, the maximum acceptable limits for dioxins in milk and dairy products were established. Food is
subject to systematic control. In 2009 and 2010, 218 milk and milk products samples were analyzed for the
presence of dioxins and related compounds using a biological screening method. Samples were collected from
local dairies. The necessity of food control results from the law on food safety and the individual requirements of
the countries to which the product is exported. Tested materials included: raw milk (46 samples), milk powder, full
(20) and skimmed (78), cheese (39) and butter (35). It was found that dioxins, furans and dI-PCBS levels were
low, and did not exceed the limits laid down in Commission Regulation (EC) 1881/2006 (the limit for the sum of
PCDDs and PCDFs is 3 pg WHO-TEQ/g fat, and that for the sum of PCDDs, PCDFs and dI-PCBs is
6 pg WHO-TEQ/g fat). Of 218 samples examined, 198 contained dioxins below 50% of the permitted limit. The
highest measured concentration of PCDD/PCDFs was 2.22 pg WHO-TEQ/g fat in a sample of whole milk powder.
The highest content of the tested compounds (sum of PCDDs, PCDFs and dI-PCBs) was found in one butter
sample (3.73 pg WHO-TEQ/g fat). Dioxins and related compounds found in samples of milk and dairy products
were not a hazard to consumers because their concentrations are low. However, taking into account the toxicity of
the tested compounds and their tendency to bioaccumulation in the tissues of humans, milk and dairy products
should be subject to permanent monitoring.
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