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LUDWIK CZERWIECKI

WPLYW CZYNNIKOW FIZYKOCHEMICZNYCH
NA OCHRATOKSYNE A ORAZ OZNACZANIE JEJ ZAWARTOSCI
W ZBOZACH METODA SPEKTROFLUORYMETRYCZNA

CZ. I. WPLYW ROZPUSZCZALNIKA, PROMIENIOWANIA UV
ORAZ WARTOSCI pH NA FLUORESCENCJE OCHRATOKSYNY A¥*)

Z Zakladu Badania Zywnosci i Przedmiotow Uzytku
Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie
Kierownik: prof. dr M. Nikonorow

Zbadano wplyw rodzaju rozpuszczalnika, promieniowania UV oraz war-
tosci pH wodnych roztworéw ochratoksyny A ma postaé widm wzbu-
dzenia i emisji oraz wzgledng intensywno$é¢ fluorescencji w celu wybra-
nia optymalnych warunkéw oznaczania ochratoksyny A metodq spek-
trofluorymetryczng.

Mikotoksyny sg zwigzkami o réznej budowie chemicznej. Wzglednie
czesto spotykane sg pochodne kumaryny, cykliczne peptydy, antrachino-
ny, pyrony, steroidy oraz podstawione kwasy tluszczowe. Do najczeéciej
spotykanych mikotoksyn majacych duze znaczenie z punkiu widzenia tok-
sykologicznego oraz w etiologii niektorych choréb zaliczamy m. in. ochra-
toksyny a zwlaszcza ochratoksyne A ze wzgledu na jej szkodliwy wplyw
na watrobe i nerki wielu gatunkéw zwierzat.

Ochratoksyna A produkowana gléwnie przez Aspergillus ochraceus
wystepujgca najezesciej w zbhozach jest pochodng izokumaryny polaczong
wigzaniem peptydowym z L-fenyloalaning.

Do metod jej oznaczania opartych na fluorescencji w UV zaliczamy
chromatografie cienkowarstwowa z oceng wizualng lub fluorodensytome-
tryczng. Wykrywalnos¢ tych metod waha sie w granicach od 4—100
wg/kg w zaleznosci od produktu spozywczego i stosowanej metodyki.

W pismiennictwie nie napotkano dotychczas metod spektrofluoryme-
trycznych oznaczania tej toksyny z wyjgtkiem metody enzymatycznej
opisanej przez Hulta i Gatenbecka.

Takze tylko nieliczne prace dotyczyly wplywu na ochratoksyne rodza-
ju rozpuszczalnika, warto$ci pH, promieniowania UV, chromatografii
cienkowarstwowej czy sposobu eluacji w aspekcie ich oddzialywania na
koncowy wynik analizy.

CZESC DOSWIADCZALNA

W celu okre$lenia wplywu wymienionych czynnikéw na koncowy wynik ozna-
tzenia metoda spektrofluorymetryczna zbadano wzorcowe rozwtory ochratoksyny A
w roznych rozpuszczalnikach uwzgledniajage wplyw promieniowania UV oraz war-
tosei pH w wodnych roztworach. Postugiwano sie metoda pomiaru wzglednej in-
tensywnoéci fluorescencji w roztworach oraz chromatografig cienkowarstwowa.

*) Wycigg z pracy doktorskiej. Praca wykonana w ramach problemu MR-12.
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Aparatura

1) spektrofluorymetr Aminco-Bowman z lampg ksenonowo-rteciows i fotopowie-
laczem 1 P-21, 2) spektrofolometr UV — Unicam, 3) pH-metr LBS-66, 4) mieszadlo
magnetyczne MM-5, 5) mikrowstrzgsarka typ 326 m, 6) aparat do powlekania ply-
tek f-my Quickfit.

Odczynniki

1) ochratoksyna A — roztwér podstawowy w chloroformie o stezeniu 70,5 ug/
cm? *). Przez rozcieniczenie tego roztworu otrzymano rozwtory robocze o odpowied-
nich stezeniach w chloroformie, 2) roztwory ochratoksyny A w etanolu 95°, etanolu
absolutnym, etanolu 70°, metanolu, chlorofmie, benzenie i benzenie z kwasem octo-
wym (99 + 1) o stezeniu 0,1 uglem?, 3) roztwor siarczanu chininy w 0,1 n H,SO,
o stezeniu 1,9 wug/ecm?®, 4) wzorcowe roztwory KoCr,O, do okredlania wspédlczynnika
korekcii spektrefotometru, 5) chloroform do spektroskopii f-my Merck, 6) benzen
do spektreskopii flucrescencyinej f-my Merck, 7)) metanol do spektroskopii fluores-
cencyjnej f-my Merck, 8) etanol absolutny do spektroskopii, 9) etanol 95° do spek-
troskopii fluorescencyjnej f-my Merck, 10) etanol 70° do spektroskopii, 11) kwas
octewy l-dowaty cz.d.a., 12) kwas azolowy stezony, 13) kwas solny stezony, 14)
kwas cytryncwy cz.d.a, 15) kwas borny cz.d.a., 16) sodu wodorotlenek cz.d.a., 17)
sodu podchloryn — okolo 5%, 18) zel krzemionkowy G f-my Merck, 19) woda re-
Jestyvlrwena, 29) azot sprezony w butli.

Szkls tedagce w kontakcie z materialem toksycznym moczono w rozwtorze 5%
padcerlarynu sodu a nastepnie po wyplukaniu i normalnym myciu wytrawiano
w stezonym kwasie azotowym.

Wykonanie doswiadczenia

Wyzneczanie widm wzbudzenia i emisji oraz pomiar wzglednej intensywnosci
fluorescencii ochratoksyny A w réznych rozpuszczalnikach: do kolb miarowych poj.
10 cm® dodawano pipeta po 1 cm?® chloroformowego wzorca ochratoksyny (5,0 ug/
/em?®). Chloroform odparowywano w strumieniu azotu, kolby dopelniano do kreski
badanymi rozpuszczalnikami: etanclem 95° etanolem absolutnym, etanolem 70°,
metanolem, chloroformem, benzenem, oraz benzenem z kwasem octowym (99 + 1).
Otrzymywano rozwtory o stezniu 0,5 ug/cm3 Nastepnie ustalono maksima wzbudze-
nia i emisji ochratoksyny A w przygotowanych roztworach, wykre$lono odpowiednie
widma oraz mierzono intensywnosé fluorescencji (ryc. 1, tab. I).

Wykreslanie krzywych wzorcowych: do kolb miarowych poj. 10 cm® dodawano
pipeta wzorcowe roztwory ochratoksyny A w badanych rozpuszczalnikach o steze-
niu 0,1 ug/em?® w ilo$ciach: 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0 cm3. Kolby uzupelniano
do kreski badanymi rozpuszczalnikami co odpowiadalo 0,01-—0,1 ug/cm3 ochratoksy-
ny A.

Mierzono intensywno$¢ fluorescencji w zaleznosci od stezenia wzgledem siarcza-
nu chininy przy nastepujgcych diugosciach fal wzbudzenia i emisji: etanol 95° ——
380/430 nm, etanol absolutny — 380/428 nm, etanol 70° — 380/440 nm, metanol -—
380/425 nm, chloroform — 340/470 nm, benzen — 340/470 nm, benzen + kwas octo-
wy lodowaty — 340/470 nm. Zaleznos¢ te przedstawiono na ryc. 2.

Badanie wplywu wartosci pH na fluorescencje:

a) przygotowanie wodnego roztworu ochratoksyny A: do zlewki o poj. 150 cm3 od-
mierzono 17,75 cm?® ochratoksyny A (70,5 ug/cm?). Zawarto$é zlewki odparowywano
do sucha w strumieniu azotu na azni wodnej w temperaturze 50°C, a pozostalo$é
rozpuszczano w wodzie przy uzyciu mieszadla magnetycznego przez 5 godzin w tem-
peraturze pokojowej. Roztwor przenoszono iloSciowo do kolby miarowej poj. 100
cm?, ktérg uzupelniano woda do kreski. Po dokladnym wymieszaniu kolbe pozosta-
wiono na noc w temperaturze pokojowej. Otrzymano wodny roztwér ochratoksyny A
o stezeniu 12,5 ug/cm3,

b) przygotowanie buforu boranowo-cytrynianowo-fosforanowego weg. Teorella
i Stenhagena: do kolby miarowej poj. 500 cm® dodano 1,77 g kwasu bornego, ktéry
rozpuszczano w niewielkiej ilosei wody redestylowanej, nastepnie 7,0 g kwasu cy-
trynowego, 171,5 cm?® 1n NaOH i 2,28 cm?® 85% kwasu fosforowego. Kolbe uzupei-

*) stezenie wzorca sprawdzano spektrofotometrycznie.
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niano wodg redestylowang do kreski po dokladnym wymieszaniu, z roztworu tego
pobierano po 10,0 cm? i przenoszono do kolb miarowych poj. 50 cm?, do ktérych do-
dawano nastepnie 0,1 n HCl w iloéciach 2,35—19,05 cm?® oraz wodg do kohcowej
objgtosci. Otrzymano roztwory buforowe o nastepujacych wartosciach PH (po ozna-
czeniu na pH-metrze): 6,0; 6,25; 6,65; 6,9; 7,0; 1,8; 8,2: 8,5; 8,9; 9,0; 9,3; 9,5; 9,7; 10,1;
10,5; 10,8; 11,0; 11,2; 11,3; 11,5; 11,9,
¢) pomiar intensywnogci tluorescencji: do kolb miarowych poj. 10 cm? odpipetowa-
no po 400 u! wodnego roztworu ochratoksyny A, kolby uzupetniano do kreski przy-
gotowanymi roztworarmi buforowymi. Otrzymano roztwory o stezeniu 0,5 ug/cm?®
ochratoksyny. Nastepnie mierzono fluorescencije otrzymanych roztworéw przy 380/440
nm. Réwnolegle, w celu poréwnania, zmierzono takse fluorescencje wodnego roztwo-
ru ochratoksyny A (pH 6,7-—6,8) o identycznym stezeniu. W pomiarach uwzgledniono
fluorescencje préobek $lepych tzn. roztworéw buforowych nie zawierajgcych ochra-
toksyny. Zaleznogé intensywnogei fluorescencji od PH przedstawiono na ryc. 3.
Badanie wplywu promieniowania UV na ochratoksyne A w réznych rozpuszezalni-
kach: badania wykonano w nastepujacych roztworach o stezeniu 0,1 ug/em3: w eta-
nolu 95°, etanolu absolutnym, etanolu 70°, metanolu, chloroformie, benzenie i ben-
zenie z kwasem octowym (99 + 1). Badane roztwory w szczelnie zamknietych ku-
wetach kwarcowych naswietlano 2 godziny w spektrofluorymetrze Swiatlem o dt
fali 360 nm przy maksymalnych szeroko$ciach szezelin wejsciowych, mierzac w od-
stepach 30 min. intensywnosé fluorescencji. Wyniki ujeto w tabeli II. Naswietlane
roztwory po odparowaniu i rozpuszezeniu w chloroformie nanoszono na plytki po-
kryte zelem krzemionkowym réwnolegle z wzorcem nie naswietlanym. Jedna plyt-

OMOWIENIE WYNIKOW

Na ryc. 1 ograniczono sie tylko do przedstawienia widm wzbudzenia
1 emisji ochratoksyny A (0,5 ng/em®) w etanolu 95°, etanolu 70°, oraz
w chloroformie, W pozostalych rozpuszezalnikach tj. w metanolu, etano-
lu absolutnym postaé¢ widm wzbudzenia i emisji byla zblizona do widm
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Ryc. 1. Widma wzbudzenia i emisji ochratoksyny A w réznych rozpuszezalnikach
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w etanolu 95°, a widma w benzenie i benzenie z kwasem octowym odpo-
wiadaly charakterem widmom w chloroformie. Ochratoksyna w etanolu
95° w stezeniu nie przekraczajacym 0,5 ug/cm® posiada maksima wzbu-
dzenia: 233, 250, 263 i 380 nm przy emisji 430 nm (ryc. 1, tab. I).

Tabela I. Fluorescencja ochratoksyny A w réznych rozpuszezalnikach (0,5 pgfem?)

Dlugosé fali Dlugoéé fali Wzgledna
Rozpuszezalnik wzbudzenia emisji intensy wno$é
nm nm fluorescencji
Etanol 95° 233 430 9,0
250 430 14,0
263 430 14,0
380 430 90,0
Etanol absolutny 233 428 10,0
250 428 13,0
263 428 13,0
. 380 428 90,0
Etanol 70° 233 440 5,0
250 440 7,0
263 440 7,0
380 440 49,0
Metanol 233 425 9,0
250 425 15,0
263 425 14,0
315 425 8,0
- 380 425 95,0
Chloroform 260 470 3,0
B 340 470 15,0
?enzen 340 470 10,3
Benzen 4 kwas octowy
(99+1) 340 470 18,0

Jak wynika z tabeli II bardzo zblizone rezultaty otrzymano dla roztwo-
réow ochratoksyny o tym samym stezeniu w etanolu absolutnym, etano-
lu 70° i metanolu. Powyzej stezenia 0,5 ug/cm® w roztworach etanolu 95°
obserwowano nowe maksimum wzbudzenia przy 340 nm z emisja przy
450 nm.

W roztworach etanolu absolutnego o stezeniu przekraczajgcym 0,5
ug/em® obserwowano maksimum wzbudzenia — 340 nm z emisjg przy
448 nm.

W metanolu powyzej tego stezenia pojawiato sie maksimum 340/450
nm. Stezenie 0,5 ug/cm® w wymienionych rozpuszczalnikach wydaje sie
by¢ zarazem stezeniem granicznym tj. takim, powyzej ktorego zaleznos¢
miedzy intensywnoscig fluorescencji a stezeniem przestaje mie¢ liniowy
charakter.

W roztworach chloroformowych (ryc. 1) maksimum wzbudzenia i emi-

sji wynosito 340/470 nm, podobnie jak w przypadku benzenu i mieszani-
ny benzenu z kwasem octowym (99 + 1).
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Tabela II. Wplyw $wiatla UV na ochratoksyne A w réinych rozpuszezalnikach (0,1 pg/em?)

Rospuszeaslil Wzglefcina inbensywnoéé Czas ekspozycji
uorescencji (minuty)

Etanol 95° (380/430 nm) 13,00 0
13,10 30

13,00 60

13,05 90

13,00 120

Etanol absolutny (380/428 nm) 13,20 0
13,20 30

13,20 60

13,15 90

13,20 120

Etanol 70° (380/440 nm) 5,40 0
5,40 30

5,40 60

5,40 90

5,40 120

Metanol (380/425 nm) 13,50 0
13,50 30

13,50 60

13,55 90

13,45 120

Chloroform (340/470 nm) 2,10 0
2,10 30

2,00 60

2,15 90

2,10 120

Benzen (340/470 nm) 1,60 0
1,60 30

1,60 60

1,565 90

1,55 120

Benzen+-kwas octowy (99-1) 2,50 0
(340/470 nm) 2,50 30
2,50 60

2,50 90

2,50 120

Nieco odmienne rezultaty otrzymali Nelly i West. Roztwory ochratok-
syny A w etanolu absoluthym w stezeniach 1,2+ 10~* — 4,8. 10— M
(48,36—193,4 ug/cm®) posiadaly nastepujgce dlugosci fal wzbudzenia:- 270,
312 i 345 nm z emisjg przy 465 nm. Dla roztworéw w stezeniach 1,5 «
+107®* — 1,2. 10 M (0,604—48,36 pg/cm®): 230, 333 nm z emisja przy
465 nm. Dla stezen 8 - 10— — 1,5« 10=* M (0,0032270,604 ng/cm?): 230,
376 nm przy emisji 426 nm i dla roztworéw w stezeniach 1,9 . 10~ —
3,0 - 10—° M (0,076—1,2 ug/cm®: 230, 333 nm przy emisji 465 nm.

Te¢ roznorodnosé w wystepowaniu maksiméw wzbudzenia i emisji w
zaleznosci od stezenia autorzy ci tlumaczg efektem jonizacji (roztwory
rozcienczone) i procesem don przeciwnym (roztwory stezone), poniewaz
zakwaszone roztwory ochratoksyny A posiadaty podobne widma do roz-
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Ryc. 2. — Krzywe wzorcowe ochratoksyny A w roéznych rozpuszczalnikach.

tworow stezonych, a zalkalizowane — do roztworéw rozcienczonych. Ze
wzgledu na fakt, iz w roztworach alkoholowych intensywnos$é fluores-
cencji ochratoksyny A przybierata najwyzsze wartosci, z wyjgtkiem eta-

nolu 70° (tab. I, ryc. 2) rozpuszczalniki te sa najbardziej przydatne z pun-
ktu widzenia analitycznego.
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Fluorescencja ochratoksyny w chloroformie, benzenie oraz mieszaninie
benzenu z kwasem octowym byta znacznie slabsza (6—9 razy) niz w wy-
mienionych poprzednio rozpuszczalnikach. W badaniach roztwordéw wod-
nych ochratoksyny poza przesunieciem emisji w kierunku fal dtuzszych
— 440 nm przy wzbudzeniu: 233, 250, 340 i 380 nm na uwage zasluguje
wyrazny wplyw wartosci pH na intensywnos$é¢ fluorescencji. Jak wynika
z ryc. 3 wartos¢ fluorescencji ochratoksyny A w roztworach o réznym
pH osigga maksimum w pH 9,0—10,1. (ryc. 3).

Intensywnos$¢ fluorescencji w buforze o pH 9,3 jest 3,5 razy wyzsza
niz w wodzie o pH 6,7—6,8. Zaleznos¢ te prébowano wykorzysta¢ w ni-
niejszej pracy do celéw analitycznych (mozliwo$¢ zwiekszenia granicy
wykrywalno$ci). Proby jednak z alkalicznymi roztworami wodno-alko-
holowymi nie przyniosty oczekiwanych rezultatéw z uwagi na to, ze
wzrost intensywno$ci fluorescencji nie kompensowal poprzedniego jej
spadku spowodowanego rozcienczaniem etanolu woda.

W badaniach wlasnych nie zaobserwowano wplywu $wiatla UV na
ochratoksyne w badanych rozpuszczalnikach. Wyniki zaré6wno bezposred-
niego pomiaru intensywnosci fluorescencji roztworéw ochratoksyny A w
okreslonych odstepach czasu (tab. II) ani chromatografia cienkowarstwo-
wa (jednolite plamy o wartosciach R; analogicznych do plam wzorca nie
naswietlanego) nie sugerujg aby $wiatlo, a zwlaszcza §watlo otaczajace
miato by¢ czynnikiem katalizujagcym rozklad czy innego rodzaju prze-
miane czgsteczki ochratoksyny, przynajmniej w stopniu, ktory méglby
by¢ przyczyng bledéw analitycznych.

Nelly i West nie obserwowali takze zmian w widmach fluorescencji
czy UV naswietlanych roztworéw ochratoksyny A, wspominajac wpraw-
dzie o wystepowaniu na chromatogramach dodatkowych plam: jednej
odpowiadajacej wzorcowi ochratoksyny A oraz drugiej o analogicznej
barwie fluorescencji ale nieco innej wartoséci R; pochodzacej od nieziden-
tyfikowanego zwiazku, ktéry mogtby powstaé¢ ewentualnie pod wplywem
naswietlania roztworéw macierzystych.

WNIOSKI

1. Ochratoksyne A mozna oznacza¢ spektrofluorymetrycznie w etano-
lu 95° etanolu absolutnym, metanolu, przy czym promieniowanie UV
a tym bardziej $wiatto otaczajace nie wydaja sie byé¢ czynnikami wply-
wajgcymi istotnie na wyniki oznaczania.

2. Fluorescencja wodnych roztwor6w ochratoksyny A jest zalezna od
wartosci pH i osigga swe maksimum w zakresie pH 9,0—10,1. Zalezno$ci
tej nie udalo si¢ wykorzysta¢c w celu zwigkszenia wykrywalnosci, ze
wzgledu na fakt, iz wzrost intensywnosci fluorescencji roztworéow wod-
no-alkoholowych nie kompensowatl poprzedniego jej spadku spowodowa-
nego rozcienczaniem etanolu wodg.

J. HepBeuku

BIVAHUE PUSUKOXUMUYECKUX PAKTOPOB HA OXPATOKCUH A

U OIIPEAEJEHUE ETO COJIEPIKAHUSL
B 3EPHOBBIX KVJIBTYPAX CHEKTPO®JIVOPUMETPUYECKUM METOJIOM
9. I. Baugaye pacTBOpUTENEt, yIALTPadMONeTOBLIX ayuert u pH na dayopecuenimo
oxpaToKcuHa A
Pezwowme

B pesyinprare mpoBe€HHBIX WMCCTENOBAHMIT YCTAHOBJIEHO, 4WTO Haubolee npu-

POZHBIMM DACTBOPUTENAMM IJIS M3MEpeHMit (DIyopecleHIuy OXpaToKcHMHa A HABIH-
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oTeA: 3TaHos 95°, abCONMIOTHBIN STAHON M METAaHON. B STUX DACTBOPUTENAX MHTEH-
cuBHOCTL (bayopecrenuuy Obina B 6—9 paz Boxablie yeM B XIopogopme, Genzoue
u Benzoise ¢ yKCyCHOM KMCIOTOM M TIpUBAM3UTENBHO B 2 pa3a 6GOJblIe uYeM B 9Ta-
noxe 70°,

Brian noaxywens! cnexTpnb! BO3GYRAEHUA U IMUCCHOHHBIE CIIEKTPBI OXPATOKCUHA A
B MCCIeAyEMbIX PaCTBOPUTENAX.

B pesyipTaTe nogBepXkKeHUA MCCIEKYyEeMbIX PaCTBOPOB OXPATOKCHMHA A NeHCTBUIO
YABTPaOMONIETOBRIX JIydeli HE YCTAHOBIEHO M3MEHEHUI MHTEHCUBHOCTM (DIyOpecleH~
OuM B STUX PACTBOP&X M JONOJHMTEJIBHBIX IIATEH Ha XPOMATOTPAMMAX.

B uccremosarMAX BOAHBIX PACTBOPOB OXPATOKCHUHA A YCTAHOBJIEHA 33BUCHMOCTD
maTeHcuBHOCTH (bayopecuenumumu ot pH. Ipum pH 9,0—10,1 uaSnopany MakcUMyM
dayopecueHMy OXPaTOKCHUHA A.

L. Czerwiecki

EFFECT OF PHYSICOCHEMICAL FACTORS ON OCHRATOXIN A
AND DETERMINATION OF ITS CONTENT IN CEREALS
BY SPECTROFLUOROMETRY

Part I. Effects of solvent, ultraviolet radiation and pH value on ochratoxin A
fluorescence

Summary

It was found in the reported investigations that ethanol 95°, absolute ethanol
and methanol were the most suitable solvents for measuring ochratoxin A fluores-
cence. In these solvents fluorescence intensity was 6—9 times higher than in chlo-
roform, benzene and benzen with acetic, acid, and about twice as high as in 70°
ethanol.

Spectra of ochratoxin fluorescence excitation and emission in the tested sol-
vents were plotted.

After irradiation of the tested solutions of ochratoxin A with ultraviolet rays
no changes of fluorescence intensity were found in the tested solutions, and no
additional spots were observed on chromatograms.

In testing aqueous solutions of ochratoxinn A a relationship was noticed bet-
ween fluorescence intensity and pH. At pH 9.0—10.1 the fluorescence of ochrato-
xin A was found to be maximal.
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