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W zwigzku z koniecznoscig oznaczania mikotoksyn zgodnie
z wytycznymi Komisji Europejskiej (WE) oraz stale rosng-
cym zainteresowaniem problematykq mikotoksyn ze wzgle-
du na zmieniajqcy si¢ klimat, w Polsce i na swiecie wiele in-
stytucji naukowych i firm opracowuje nowe metody ich ozna-
czania.

Celem pracy przedstawionej w artykule byta analiza stoso-
wanych metod oznaczania mikotoksyn, takich jak ochratok-
syna A i zearalenon w Zywnosci oraz w paszach.

WSTEP

Wystepowanie substancji niepozadanych w materiale
ro§linnym, moze doprowadzi¢ do zaburzenia homeostazy
ogo6lnej lub narzadowej zaréwno u czlowieka, jak i u zwie-
rzat [20]. Substancje te moga wnika¢ droga oddechowa, po-
karmowg i dermalna, przy czym najczgsciej dostaja si¢ one
przez przewdd pokarmowy, do organizmu tak zwierzat, jak
i ludzi, powodujac niekorzystne zmiany [22]. Wsrod tych
substancji nalezy wymieni¢ mikotoksyny. Substancje te sg
grupa wtornych metabolitow grzyboéw toksynotworczych,
glownie z rodzaju Penicillium, Aspergillus i Fusarium [20,
33]. Moga one wykazywac ostre oddziatywanie toksyczne ze
wzgledu na wlasciwosci: mutagenne (fumonizyny, ochratok-
syna A, aflatoksyny, toksyna T-2), teratogenne (toksyna T-2,
ochratoksyna A, patulina, aflatoksyna B,) i/lub estrogenne
(zearalenon) [19, 35, 36]. Dawki, ktore wywotuja ostra tok-
syczno$¢ (LD, 10-20 mg/kg masy ciata), rzadko wystepujg
w spozywanej zywnos$ci. Dopuszczalne dzienne pobrania po-
szczegb6lnych mikotoksyn sg duzo nizsze od dawek, na ktore
narazone s3 zwierz¢ta hodowlane spozywajace zanieczysz-
czong pasze. Moga wystapi¢ w nich ostre objawy typu po-
draznienia skory lub zapalenie spojowek, ale przede wszyst-
kim chroniczne schorzenia [18, 19, 20]. Podstaw¢ ochrony
konsumenta stanowiag warto$ci TDI (TDI = Tolerable Daily
Intake), ustanowione przez Komitet Naukowy ds. Zywno-
Sci (Scientific Committee on Food — SCF) Komisji Europej-
skiej. Informuja one o dawkach substancji, ktéore moga by¢

Key words: mycotoxins, zearalenone, ochratoxin A, HPLC,
GC, LC/MS, GC/MS.

Due to the necessity for determining mycotoxins in accor-
dance with the guidelines of the European Commission (EC)
and the growing interest of the problem of mycotoxins due
to the changing climate in Poland and in the world, many
scientific institutions and companies to develop new methods
for their determination.

The aim of the study was to discuss the most commonly used
methods for the determination of mycotoxins, such as ochra-
toxin A and zearalenone in food and feed.

codziennie i dozywotnio spozywane, bez skutku wystepo-
wania zauwazalnych negatywnych efektow zdrowotnych [5,
10]. Wykrycie mikotoksyn umozliwia szybka reakcj¢ pro-
ducentow pasz i zywnosci poprzez wycofanie tych zbdz
i przetwordw zbozowych z obrotu handlowego, w ktorych
poziomy zwigzkow przekraczaja dopuszczalne wartosci
[20]. W Polsce szczegblnie niebezpieczne sg mikotoksyny
nalezace do trichotecenow, zearalenon oraz ochratoksyna A
[40]. Metabolity te zanieczyszczajg jednak klosy i wiechy
zbdz przeznaczane na cele spozywcze 1 paszowe we wszyst-
kich strefach klimatycznych [2, 46, 47].

Celem artykulu jest om6éwienie metod oznaczania mi-
kotoksyn, takich jak zearalenon oraz ochratoksyna A
w zywnosci oraz w paszach.

ZEARALENON (ZEA)

Dieta ludzi i zwierzat moze by¢ zroédlem wielu nieste-
roidowych estrogennych zwiazkow [25], ktore sa produko-
wane przez rosliny (fitoestrogeny) [33] Iub grzyby plesnio-
we (miko estrogeny), jak na przyklad zearalenon. Zeara-
lenon jest mikotoksyna biosyntezowana przez kilka grzy-
bow toksynotworczych, wilaczajac w to Fusarium grami-
nearum, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis, Fusa-
rium equiseti 1 Fusarium semitectum [5, 17, 31, 32]. Tok-
syczne efekty ZEA i jego metabolitow wynikaja glownie
z ich wlasciwosci estrogenowych, obejmujacych struktural-
ne podobienstwo do naturalnie wystepujacego estrogenu,
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estronu czy estriolu oraz interakcje z receptorami estrogeno-
wymi cztowieka, konkurujac z estradiolem-178 (E,) [15, 30,
54]. Potencjat estrogenowy ZEA jest kilkakrotnie wigkszy
niz innych estrogenéw §rodowiskowych [18, 40].

Zearalenon wystepuje przede wszystkim w kukurydzy
i innych zbozach (w tym pszenicy, jeczmieniu, sorgu i ryzu)
oraz mieszanych paszach, co w konsekwencji moze si¢ wig-
za¢ z objawami hiperestrogenizmu (zaburzenia rozwoju
osobniczego) 1 innymi chorobami zwierzat, gtdéwnie Swin
i bydta [18].

Zearalenon jest tatwo absorbowany w przewodzie pokar-
mowym, a nastepnie metabolizowany w $cianach jelit i wa-
trobie do a- i - zearalenolu oraz a- i f-zearalenalu [48, 51].
Jest on zwigzkiem stabilnym, odpornym na dziatanie wyso-
kiej temperatury. Nie niszcza go procesy mielenia i przecho-
wywania, jak tez obrobka termiczna zywnosci, czy srodkoéw
zywienia zwierzat. Praktycznie nie rozpuszcza si¢ w wodzie,
natomiast jest rozpuszczalny w wodnych roztworach zasad,
eterze, benzynie, chloroformie, chlorku metylu, octanie ety-
lu, acetonitrylu, alkoholach i acetonie [25, 41].

Zearalenon i jego pochodne nie wykazuja szczegol-
nie wysokiej toksycznos$ci ostrej, jednakze ich przestrzenna
struktura wskazuje na wyrazne dziatanie estrogenne i ana-
boliczne. Substancje te wigza receptory estrogenu w ma-
cicy, pochwie, gruczole mlecznym, watrobie i podwzgé-
rzu |25, 48].

W stosunku do cztowieka nie ma jednoznacznych do-
wodow na toksyczne dziatanie zearalenonu, niemniej jed-
nak istnieja sugestie, co do wywotywania zmian nowotwo-
rowych macicy oraz jajnikow u kobiet mtodych Iub w okre-
sie menopauzy [28].

OCHRATOKSYNAA (OTA)

Ochratoksyna A produkowana jest przez toksynotwor-
cze gatunki grzybow z rodzaju Aspergillus oraz Penicillium
[3]. Gtéwnym producentem ochratoksyny A w Europie,
w tym i w Polsce, jest Penicillium verrucosum [12]. Ochra-
toksyna A jest bardzo stabilna termicznie. Nie ulega ona roz-
ktadowi ani w procesie gotowania ani np. podczas wypie-
ku chleba. Termiczny rozktad tej toksyny zachodzi dopiero
w temperaturze powyzej 250°C [26].

Stwierdzono, ze OTA wystgpuje naturalnie we wszyst-
kich zbozach, w tym w kukurydzy, jeczmieniu, pszenicy,
sorgu, zycie, owsie i ryzu [9, 11]. Niewatpliwie wystepowa-
nie OTA jest zwigzane z klimatem, a zwlaszcza z warunka-
mi w jakich przeprowadzone sg zniwa i z warunkami prze-
chowywania zbiorow.

Oprocz zboz, wystepowanie OTA stwierdzono w wielu
innych produktach spozywczych, w tym w nasionach soi, fa-
soli, ciecierzycy, ziarnach surowej kawy, ziarnach kakao, wi-
nie i soku z winogron, piwie, przyprawach i ziotach, podro-
bach wieprzowych i w przetworach migsnych zawierajacych
krew [52].

OTA zostata zakwalifikowana przez IARC do katego-
rii 2B wsrod czynnikow rakotworczych jako toksyna praw-
dopodobnie wywotujaca raka u ludzi [55]. Jej dziatanie jest
réwniez teratogenne, powoduje wady rozwojowe ptodu i za-
burzenia ukladu immunologicznego, zaburza metabolizm
weglowodanéw u kurczat. P verrucosum z uwagi na wy-
twarzanie OTA stal si¢ przyczyna balkanskiej endemicznej

nefropatii (BEN), ktora jest jedng z form zapalenia nerek
[55]. Zdiagnozowano ja po raz pierwszy u spolecznosci za-
mieszkujacej wybrzeze Dunaju. Dotychczas brak jest wie-
dzy odnosnie catkowitej ilosci OTA spozywanej z Zywno-
$cig, pomimo wielu badan prowadzonych w tym kierunku
[13, 14]. Mechanizm toksycznego oddziatywania OTA po-
lega na inhibicji enzymow uczestniczacych w przemianach
weglowodandow. Pomimo, iz wystgpowanie ostrych zatru¢
mikotoksynami u ludzi jest niewielkie, nalezy bra¢ pod uwa-
ge¢ dlugotrwate narazenie wynikajace z przyjmowania ma-
ych ilosci toksyn zardwno przez ludzi, jak i zwierzgta, sta-
nowiace ogniwo w tancuchu zywnosciowym [7, 23, 29, 34].

METODY OZNACZANIA OTA | ZEA

Komisja Wspdlnoty Europejskiej udowadniajac zrozu-
mienie problemu, wprowadzita ujednolicone normy zawar-
tosci tych toksyn w produktach spozywczych [43, 44] oraz
paszowych [42, 45]. Stad podejmowane sa starania majace
na celu okreslenie zawarto$ci mikotoksyn w zywnosci i pa-
szach, poprzez zastosowanie réznych technik oznaczania za-
réwno potencjalnej, jak i faktycznej mikotoksynotworczo-
Sci grzybow infekujacych zywno$¢ oraz paszg [7]. Catkowi-
te wyeliminowanie mikotoksyn z produktow spozywczych
jest niemozliwe [40]. Jedynym rozwigzaniem jest zatem
przestrzeganie zasad dobrej praktyki rolnej oraz przemysto-
wej [20]. W celu zmniejszenia zagrozen, jakie niosa za soba
mikotoksyny, wprowadzono ograniczenia ich ilo$ci w zyw-
nos$ci i w paszach. Obecnie w Polsce obowiazuje Rozporzg-
dzenie Komisji UE nr 1881/2006 z 19 grudnia 2006 r. wraz
z pozniejszymi zmianami, ktore ustanawia najwyzsze do-
puszczalne poziomy niektorych zanieczyszczen w srodkach
spozywczych, w tym mikotoksyn OTA i1 ZEA [44].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) zalicza si¢ do metod
fizykochemicznych. Na skutek oddzialywan migdzyczastecz-
kowych pomiedzy zwiazkami chemicznymi a wypelnieniem
dochodzi do separacji jednorodnych mieszanin na poszcze-
godlne sktadniki [7]. Migracja czasteczek jest mozliwa tylko
woweczas, gdy znajduja si¢ one w fazie ruchome;j, ktérg w me-
todzie HPLC jest ciecz [17]. Sktadniki probki sg rozdzielane
w kolumnie analitycznej i na wyjsciu z kolumny wykrywane
przez detektor. Zaletami tej metody analitycznej w stosun-
ku do innych typéw chromatografii cieczowej jest krotszy
czas analiz, catkowicie zautomatyzowana aparatura, mozli-
wos¢ analizy jakosciowej 1 ilosciowej, lepsza odtwarzalno$é
wynikow analiz, lepsza separacja zwigzkéw na kolumnach
analitycznych, ktore mozna uzywac wielokrotnie bez potrze-
by regeneracji. Najczgsciej stosowana jest chromatografia
w odwroconym uktadzie faz (RP, reversed chase — w po-
réwnaniu do chromatografii w normalnym uktadzie faz),
ze wzgledu na mozliwo$é separacji réznych zwiazkéw po-
larnych i niepolarnych [17]. Wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa jest szeroko stosowana w analityce w roz-
nych galeziach przemystu, w tym do detekcji mikotoksyn
[1]. Warunkiem analizowania tych zwiazkow jest ich roz-
puszczalnos¢. Metoda ta umozliwia jednoczesne oznaczenie
duzej ilosci roznych mikotoksyn znajdujacych si¢ w probee
zywnosci czy paszy [4]. Dzigki HPLC mozliwe jest wykrycie
ZEA, trichotecenow, takich jak DON, NIV oraz fumonizyn,
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zwlaszcza przy zastosowaniu metody HPLC ze spektrome-
trig mas [1, 4, 6, 16, 21, 24, 37, 38, 39, 49, 53 ]. Sprz¢zenie
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas wydaje si¢ by¢
doskonalym narzedziem stuzacym do rozdzielania i detek-
cji, cho¢ wymaga od analityka stosownych dziatan, by zop-
tymalizowac ten uktad. W spektrometrii mas wymagana jest
probka w fazie gazowej, podczas gdy z kolumny analitycz-
nej chromatografu cieczowego probka jest w stanie cieklym,
co determinuje pewne etapy analizy, jak jonizacja probki.
Jednak dzigki technice LC/MS generowana jest informacja
o masie molowej, strukturze oraz doktadnej analizie ilocio-
wej zwiazkow [49].

Chromatografia gazowa (GC)

Faza ruchomg w chromatografii gazowej (GC, Gas Chro-
matography) jest gaz, ktory porusza si¢ wewnatrz kolum-
ny z fazg stacjonarng, osadzong na jej wewnetrznych $cian-
kach i pelni jedynie funkcj¢ transportujaca probke [7]. Wa-
runkiem analizy metoda GC jest przeprowadzenie substan-
cji obecnych w probce badanej w stan gazowy [7]. Detekcja
odbywa si¢ dzigki uzyciu réznych detektorow, w tym FLD
i ECD, przy czym sygnatly z detektora rejestrowane sg w po-
staci chromatograméw. Analiza jakosciowa odbywa si¢ po-
przez identyfikacj¢ piku analitu na podstawie jego czasu re-
tencji, porownywanego z czasem retencji piku wzorca ana-
lizowanej substancji [7]. Chromatografi¢ gazowa wykorzy-
stuje si¢ do identyfikacji szeregu mikotoksyn, w tym tricho-
tecenow: deoksyniwalenolu i niwalenolu [27, 50] oraz ze-
aralenonu [27].

Metoda GC jest idealna metoda rozdzielania substancji,
ale nie daje jednoznacznych informacji o sktadzie rozdzie-
lanej probki. Sprzezenie GC z metodami spektroskopowy-
mi np. GC/MS daje natomiast duze mozliwos$ci w zakresie
identyfikacji sktadnikoéw ztozonych mieszanin. Polaczenie
dwoch technik, ktére opieraja si¢ na réznych podstawach fi-
zykochemicznych, pozwala na uzyskanie dobrej selektyw-
nosci. Chromatografy gazowe sterowane komputerowo za-
wierajg ogromne bazy danych, stanowigce podstawe do po-
réwnania widm 1 identyfikacji zwigzkéw chemicznych.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC, Thin-Layer
Chromatography) jest technika analityczna, stuzaca do iden-
tyfikacji i rozdziatu mieszanin zwigzkéw. Dzigki tej meto-
dzie mozna rozdzieli¢ i oznaczy¢ jednoczesnie kilka miko-
toksyn. Niski koszt analizy oraz dostgpno$¢ sprawity, iz me-
toda ta stata si¢ powszechnie wykorzystywana w badaniach
jakosci [8], zardbwno zywnosci, jak i roslin oraz produktow
rolniczych. Podczas badania rozdziela si¢ najpierw badang
mieszaning, a nastgpnie przeprowadza si¢ detekcje poszcze-
golnych sktadnikow. Faza rozdzielajaca jest faza stacjonar-
na, o wlasciwosciach sorpcyjnych [51] tworzaca cienka war-
stwe, umieszczong na plytce. Badane substancje nanosi si¢
punktowo na ptytke, ktérg umieszcza si¢ w komorze chro-
matograficznej tak, by zanurzyta si¢ w fazie ruchomej, sta-
nowiacej sit¢ napedowa procesu chromatograficznego [51].
Identyfikacje rozdzielonych substancji przeprowadza si¢ na
podstawie otrzymanych chromatograméw [7]. Stosuje si¢ ja
do detekcji takich toksyn jak: ochratoksyna A, zearalenon,
toksyna T—2, niwalenol, czy deoksyniwalenol [8, 51].

PODSUMOWANIE

Dekontaminacja silnie zanieczyszczonych mikotoksyna-
mi plonéw jest bardzo skomplikowana ze wzgledu na sto-
sunkowo wysoka odporno$¢ tych substancji wobec dziata-
nia czynnikow fizykochemicznych, co w konsekwencji po-
woduje znaczace straty finansowe hodowcow zwierzat, gtow-
nie trzody chlewnej i drobiu. Podstawowym zrédtem na-
razenia cztowieka na te zwigzki jest zywno$¢, stad wyni-
ka tak duza potrzeba ciaglego Sledzenia ich pozioméw. De-
tekcja zanieczyszczonych produktow i wycofanie ich z tan-
cucha pokarmowego stanowi obecnie najprostsze rozwia-
zanie, zapewniajace bezpieczenstwo zywnos$ci i pasz, nie-
mniej jest to bardzo kosztowne dla producentow. Waz-
ne jest zatem dysonowanie odpowiednimi technikami anali-
tycznymi, umozliwiajgcymi wykrycie ksenobiotykdéw nawet
w $ladowych iloéciach zanim produkt trafi na rynek. Dla prze-
mystu zasadniczg sprawg jest jednak opracowanie efektyw-
nych metod kontroli, majacych zastosowanie w catym tancu-
chu produkcji. Istotna jest wspotpraca Panstwowej Inspek-
cji Sanitarnej (PIS) z Gléwnym Inspektoratem Weterynarii
(GIW) w zakresie bezpieczenstwa zywnosci, mi¢dzyresorto-
we wieloletnie krajowe plany kontroli, prowadzenie Krajo-
wego Punktu Kontaktowego (KPK) i koordynowanie dziatan
w zakresie Systemu Wczesnego Ostrzegania o Niebezpiecz-
nej Zywnoéci i Paszach (Rapid Alert System for Food and
Feed - RASFF), wynikajace z zadan PIS. Pozwala to na pod-
jecie skutecznych i mozliwie szybkich dziatan w celu elimi-
nowania nieprawidtowosci poprzez natychmiastowe wycofa-
nie z obrotu niewtasciwych srodkéw spozywczych lub/i pasz,
jak rowniez objg¢ciu wzmozonym nadzorem producenta, ktory
wprowadzit takie produkty na rynek. Tylko skoordynowane
dziatania wyspecjalizowanych instytucji w kraju, majace na
celu zapobieganie ryzyku wystapienia zagrozen bezpieczen-
stwa zywnoSci, zagwarantuja zdrowie konsumenta.
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