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WPLYW (ZYNNIKOW FIZYKOCHEMIGZNYCH NA OCHRATOKSYNE
A ORAZ OZNACZANIE JEJ ZAWARTOSCI W ZBOZACH METODA
SPEKTROFLUORYMETRYCZNA

(z. 11 POBOR OPTYMALNYCH WARUNKOW CHROMATOGRAFII CIENKOWARS-
TWOWEJ, SPOSOBU EKSTRAKCJI OCHRATOKSYNY A ORAZ JEJ ZAWARTOSC
W ZBOZACH*

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

Opracowano optymalne warunki oznaczania ochratoksyny A w zboiach i oz-
nuczono jej zawartosé w prébkach pszenicy © Zyta, pochodzqeych z réinych regio-
now kraju.

W pierwszej czedci pracy (1] przedstawiono wyniki badah wplywu na
ochratoksyng A: promieniowania UV, rodzaju rozpuszézalnika i pH pos-
lugujac sig jako kryterium oceny zmianami wzglednej intensywnogei flu-
orescencji ochratoksyny. Posluzyly one jako wskazéwki do dalszego pos-
tepowania analitycznego. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie dalszych
istotnych czynnikéw: warunkéw chromatografii cienkowarstwowej, elu-
acji ochratoksyny z chromatogramdw oraz ekstrakeji i oczyszezania eks-
traktow. W oparciu’ o uzyskane wyniki opracowano optymalna spektro-
fluorymetryczny metodg oznaczania ochratoksyny A w zbozach, ktéra zba-
dano prébki pszenicy i zyta z réznych regionéw kraju pochodzace ze zbio-
réw 1976—77 roku. 4 ‘ :

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura

1) homogenizator typ 302 Unipan, 2) kolumny szklane 17 X 400 mm, 3) wyparka prézniowa
f-my Buchi oraz aparatura wymienions w pierwsze] czelci pracy.

Odezynniki

1) aceton cz.d.a. 2-krotnie destylowany, 2) amoniak 259 cz.d.a., 3) benzen cz.d.a. 2-
-krotnio destylowany, 4) chloroform cz.d.a. 2-krotnie destylowany, 5) eter oetylowy pro nar-
cost, 6) n-hoksan cx. 2-krotnie destylowany, 7) kwas mréowkowy 909, f-my Merck, 8) kwas
fosforowy 859, cz.d.a., 9) kwas solny stez. cz.d:a., 10) metanol cz.d.a. 2-krotnie destylowany,
11) octan etylu cz. 2-krotnie destylowany, 12) toluen cz.d.a. 2-krotnie destylowany, 13) wo-
doroweglan sodu cz.d.a., 14) zel krzemionkowy Adsorbosil-1, 15) zel krzemionkowy G-HR,
16) zol krzemionkowy MN-H, 17) zel krzemionkowy Serva, 18) zel krzemionkowy Chema-
pol, 19) colit 545, 20) bibia chromatograficzna f-my Schleicher a. Schiill, 21) wata bawel-
niana oraz odezynniki wymienione W Itoj- ORGSgE-RIACY.
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WYKONANIE DOSWIADCZENIA

Dobér warunkéw chromatografii cienkowarstwo-
wej i rozpuszczalnika do eluacji

Stosowano plytki szklane pokryte nastepujacymi adsorbentami, warstwa grubosci 0,25 mm:
zelem krzemionkowym G, adsorbosilem-1, zelem krzemionkowym MN-GHR., MN-H oraz f-my
Chemapol i Serva. Plytki aktywowano w suszarce w temperaturze 130°C przez 90 min. Na
kazda plytke nanoszono po 30 ul wzorca ochratoksyny A (5,0 ug/em?) — po trzy plamy dla
kazdego z badanych eluentéw. Chromatogramy rozwijano w niewysyconej komorze chroma-
tograficznej w mieszaninie benzenu, metanolu i kwasu octowego lodowatego (1814 1) do
wysokosci 14 cm, nastepnie suszono w stramieniu cieplego powietrza a fluoryzujace w Swietle
UV plamy zdrapywano i przenoszono do probéwek z korkiem szlifowym. Rownolegle do o-
sobnych probéwek przenoszono pasma zelu nie zawierajace badanej toksyny (probki slepe),
% ktérymi postepowano sanalogicznie jak z probkami badanymi.

Ochratoksyne eluowano 4 em® kazdego z badanych rozpuszczalnikow wytrzasajgc 5 mi-
nut (etanolem 95°, etanolem absolutnym, etanolem 70°, metanolem i benzenem z kwasem

" octowym (99+41)). Roztwory saczono do probéwek przez saczek z bibuly, ktéry przemywa-
no nastgpnie 8 em? odpowiedniego rozpuszczalnika. Zawartosé probowek odparowywano do
sucha na lazni wodnej w temp. 50°C w strumieniu azotu i rozpuszczano w 3 em? etanolu 95°.

Intensywnosé fluorescencji mierzono przy 380/430 nm. Zawarto$é ochratoksyny A odezy-
tywano z krzywej wzorcowej w etanolu 95°. Nastepnie zbadano 24 systemy rozwijajace sto-
sujac zel MN.-H. Wyniki przedstawiono w tabelach I, I1,.

Wybér optymalnego sposobu ckstrakeji

Wyprébowano 9 réznych wariantéw ekstrakeji ochratoksyny A z pszenicy i Zyta: I-chlo-
roformem z metanolem (97--3), LL-ch'oroformem z kwasem fosforowym 0,1 M (104-1), TII-
.ch'oroformem, IV-chloroformem z woda (10+41), V.benzenem z kwasem octowym lodowa-
tym (9545), VI-chloroformem z metanolem (804 20), VII-benzenem z woda (10-+ 1}, VIII-ben-
zenem z kwasem fosforowym 0,1 M (104-1) i IX-metanolem z wodg (50-+-40). 40 g zmiclo-
nej, wymieszanej éredniej probki laboratoryjnej pszenicy i zyta fortyfikowano ochratoksyng A
a nastepnie homogenizowano 3 min przy 11 tys. obr.jmin. z 200 ¢em® kazdego z badanych roz-
puszezalnikéw z dodatkiem 5,0 g celitu. Ekstrakty saczono przez saczok karbowany bibuly
do kolb okraglodennych poj. 250 em?® (do dalszej analizy pobicrano 100 em® przesaczu). Jed-
noczeénie do innych kolb okraglodennych poj. 250 cm® dodawano 100 cm?® kazdej ze stosowa-
nych w danym wariancie mieszaniny ekstrakeyjnej i postgpowano dalej jak w przypadku pro-
bek badanych ($lepa odczynnikowa).

Przesacz uzyskany w kazdym z wariantéw ekstrakeji zageszczano do sucha w wyparce proz-
niowej w temp. 50—55°C. W przypadku wariantu V-ego pozostalo$é kwasu octowego odpa-

rowywano na lazni wodnej w strumieniu azotu do calkowitego zaniku zapachu dctu. Pozos-

talodci (warianty I—VIII) rozpuszczano w 50 em3 chloroformu oraz 40 ¢m® n-heksanu. W
i stosowano 100 cm?® 19 roztworu

przypadku wariantu IX-ego do rozpuszczenia pozostalosc
wodoroweglanu sodowego a po doprowadzeniu pH do 2 pray uzyein 3n kwasu solnego, za-
kwaszona faze wodna ekstrahowano 3 krotnie 60 e¢m3® chloroformu.

Powstale emulsje odwirowywano, ekstrakty laczono 1 odparowywan
50—55°C w wyparce prozniowej.

Zawartosé kolby przenoszono ilofciowo mieszaning benzenu z kwasem octowym (99-4-1)
do probéwki poj. 15 cm?, ktorej zawartosé odparowywano do sucha w strumioniu azotu na
tazni wodnej. Pozostalosé w probowee rozpuszezano w 0,5 ¢cm?® benzenu z kwasem octowym
(99-+1) wytrzasajac na mikrowstrzgsarce. Probéwke przechowywano w lodéwcee do czasu wy-
konania chromatografii cienkowarstwowej. Ekstrakty uzyskane wg wariantéw I—VILL oczysz-
czano na kolumnie z celitem. Przygotowanie kolumny: 2g celitu mieszano w zlewce poj.
50 em?® z 1 cm® 1,259, roztworem wodoroweglanu sodu. Uzyskana mieszaning wypelniano
kolumne zabezpieczona zatyczke z waty bawelnianej. Ekstrakty rozpuszczone w..anieszani-
nie chloroformu z n-heksanem nanoszono na Jkolumne. Eluat odrzucane a kolumne przemy-
wano 75 cm? chloroformu. Drugi eluat réwniez odrzueano. Nasteprilo cluowano ochratoksyne
100 em? mieszaniny benzenu z kwasem- octewym (06-=10) U0 Kolb okraglodennych poj. 250 cm?.
wano W Wyparce prézniowej w temp. 55°, pozostalos¢ rozpuszczano w
miesza=ini® benzenu z kwasem octowym (99+1) i przenoszono ilosciowo do probéwek poj.
15 cm3. Rozpuszezalnik odparowywano w strumieniu azotu a pozostalo$¢ w probéwkach roz-
puszezano w 0,5 em?® benzenu z kwasem octowym (99--1).

o do sucha w temp.

Eluaty odparow
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Chromatografia cienkowarstwowa 1 oznaczenie spektrofluorymetryczne:
g

na plytke pokryta zelem MN-H nanoszono ekstrakty w iloeiach 100 ul w pasmach dlugosei
1 em, szer. 0,3 cm. Analogicznie postepowano z probka slepa. Obok nanoszono 30 i 60 ul wzor-
ca ochratoksyny A (5 ug/em3). Plytki rozwijano w mieszaninie benzenu, metanolu i kwasu
octowego (48-+4--2) do wysokoscei 14 em od linii startu. Po wysuszeniu chromatograméw, flu-
oryzujgee w Swictle UV plamy przenoszono do probéwek i eluowano toksyne 4 em3 metanolu
wytrzgsajgc 5 min. na mikrowstrzgsarce. Eluaty saczono do probéwek, sgezek przemywano
8 ¢m?® metanoln a zawartoié probéwek odparowywano w strumieniu azotu na lagni wodnej
w temperaturze 55°. Pozostalo$é rozpuszezano w etanolu 95° (3 em3). Intensywnoéé fluores-
cencji roztwordw mierzono wobee siarczanu chininy przy 380/430 nm stosujge nastepujace
szezeliny: 5,05 4,0: 5,0; 2,05 0,5 1 1,0 mm. Fluorescencje prébki slepej odczynnikowej odej-
mowano od fluorescencji probek badanych. Wyniki w pglem® ochratoksyny A odezytywano
z roboczej krzywe] wzorcowej.

Przygotowanie krzywej: krzywa wzorcows wykreslano w zakresie 0,02—0,16 pglemd. Na
plytke pokryta Zelem MN-H nanoszono wzorzee ochratoksyny w ilogeiach: 12, 24, 36, 48, 60,
72, 84, 96 pl(po dwa powtérzenia na kazds ilodé wzorca co po eluacji i rozpuszezeniu odpo-
wiadalo stezeniom 0,02-—0,16 pgjem?). Plytke rozwijano w warunkach opisanych poprzednio,
fluoryzujace plamy przenoszono do probéwek i postepowano analogicznie jak w przypadku
oznaczania ochratoksyny w ckstraktach fortyfikowanych prébek pszenicy i zyta.

Rownolegle do oddzielnej probowki przenoszono niefluoryzujace pasmo zelu jako prébke
slepa. Krzywg wykredlano wyrazajac zaleznosé intensywnoéei fluorescencji od stezenia w wa-
runkach aparaturowych jak wyzej.

Dla kazdego z wuriantéw ekstrakeji przy danym poziomie fortyfikacji (dla pszenicy 30
1120 pgfke) wykonano po 6 réownoleglych oznaczen (Tab. IIT). s

W przypadku 2yta wykonano po 6 réwnoleglych oznaczeni przy poziomie 30 nglkg. W wa-
runkach dotychezasowych badan nastepujacy schemat postepowania przyjeto jako metode
optymalng - oznaczania ochratoksyny A w zbozach (kazdy z etapéw opisano szezogllowo w
poprzednie] czgsei pracy): 1) ekstrakeja 40 g probki mieszaning benzenu z kwasem octowym
(95+45) z dodatkiem 5 g celitu w homogenizatorze, 2) oczyszezanie na kolumnie z celitem, 3)
chromatografis cienkowarstwowa na zelu MN-H z rozwijaniem w mieszaninie benzenu, me-
tanolu i kwasu octowego (4814 12), 4) cluacja z chromatogramu metanolem, 3) oznacza-
nie intensywnosei fluoresceneji w etanolu 95° przy 380/430 nm, 6) okreélanie stezenia na pod-
stawie roboczej krzywe] wzorcowej po cluacji ochratoksyny z chromatogramoéw.

W celu scharakteryzowania metody wykonano w przypadku pszenicy 10 roéwnoleglych
oznaczen przy poziomach fortyfikacji 15 i 60 yg/kg i 4 oznaczenia uzupelniajgce liczbe ozna-
czeni do 10 przy poziomach 30 i 120 pg/kg. Dla zyta wykonano 10 réwnoleglych oznaczen dla
poziomoéw 15, 60, i 120 ug/ke i 4 dodatkowe dla poziomu 30 ug/kg. Wyniki przedstawiono w
tabeli IV. v

Badanie pszenicy i zZyta na zawarto$é ochrato-
. ksyny A

Opracowang metods zbadano 34 prébki zboza z 1976 r. w tym 17 pszenicy i 17 probek zyta
oraz 46 probek z 1977 r. — 21 prébek pszenicy i 25 prébek zyta*).

W praypadku gdy wizualna ocena chromatograméw nastreczala pewne trudnosci ze wzgle-
du na obernodé flunoryzujacych plam substancji balastowych o zblizonych wartoéciach Rf i bar-
wie fluorescencji do "ochratoksyny A, plytke wstawiano do komory wysyconej parami amo-
niaku na 20 min. W warunkach tych obserwowany wzrost intensywnogei fluorescencji ba-
danych plam z jednoczesng zmiang barwy z jasnoniebieskiej do niebieskofioletowej potwier-
dzai obecnodé ochratoksyny A.

OMOWIENIE WYNIKOW

#
. Jak wynika z tabeli I najodpowiedniejszym adsorbentem do chroma-
tografii cienkowarstwowej jest zel krzemionkowy MN-H a rozpuszczal-
nikiem elaujgeym metanol.
Sredni procentowy odzysk-wzorea ochratoksyny A _eluowaneso—raeTanc-
lem wynosi — 80,09%,. Dobre rezultaty otrzymano takze na zelu MN-GHR
-— 78,5% i na Adsorbosilu-1 — 78,89, w przypadku tego samego eluenta.
Pozostale adsorbenty i rozpuszezalniki dawaly znacznie gorsze wyniki. Zdol-
nos§é¢ eluujaca stosowanych eluentéw w wiekszosei przypadkéw, poczawszy

*)} Autor sklada serdeczne podzigkowania Centrali Przemystu Zboit')wo-Mlyna.rskiego PZZ
w Warszawie za udostepnienie do badan prébek zbéz.
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Tabela I. Sredni procentowy odzysk ochratoksyny A z chromatogramoéw w zaleznosci od
adsorbenta i rozpuszezalnika eluujacego

Adsorbent
Rozpuszezalnik ke Ch;;‘l‘a' MN-H MN-GHR  Serva  Adsorbosil-1

Etanol 95° 75,01 58,64 76,80 74,40 60,80 75,80 .
Etanol absolutny 55,10 "19,70 60,60 58,10 44,10 69,00
Etanol 70° 64,80 60,50 68,10 66,40 50,75 69,85
Metanol 76,80 63,40 80,01 78,50 67,80 78,85.
Benzen--kwas octowy .

(994-1) 68,00 53,80 72,30 71,90 66,90 59,60

od etanolu absolutnego wzrastala poprzez etanol 70°, benzen z kwasem oc-
towym (99--1), etanol 95°, do metanolu, za pomocy ktérego odzysklwa-
o najwyzsze ilodoi ochratoksyny Az chromatovramow Sposrod 24 zba-
"danych systeméw rozwijajacych (tabela 'II) dobre wyniki w badaniach na
wzorcowych roztworach ochratoksyny A dawaly m.in. mieszanina octanu
etylu, kwasu mréwkowego i toluenu (4-+1--5) oraz benzenu z kwasem oc-
towym (90+10) lub benzenu, metanolu i kwasu octowego (18+1-4-1) a tak-
ze (24-+2-+1).

Tabela IIL Stosowane fazy rozwijajace w chromatografii cienkowarstwowej ochratoksyny A

Sklad fazy rozwijajacej

Eter

etylowy -+metanol 4 woda

1. —60-+20-+4-15
2. Eter etylowy- metanol-- woda —50+40+20
3. Eter etylowy-+metanol+4 woda —60+4-404-10
4. Eter etylowy-metanol+4 woda —60+4-404-20
5. Eter etylowy-+metanol+woda —604-404-5
6. Eter etylowy-metanol4+woda ~—80+4+20-+10
7. Eter etylowy-+metanol+woda —60+4-30+410
8. Eter etylowy -+ metanol-+woda ¢ ~—80+420+5
9. Eter etylowy-+ metanol+ woda —504-404-10
10. Eter etylowy-+metanol459, kwas octowy —60 +-10-£0,5
11. Eter etylowy--metanol+4 woda —94--5-4-1
12. Eter etylowy-+metanol-+-kwas octowy lodowaty —96-+44-1
13. Benzen--metanol+kwas octowy lodowaty ~—504-10-4-1
14. Benzen- metanol4kwas octowy lodowaty —604-104-2
15. Benzen-+metanol+kwas octowy lodowaty —184+1-4-1
16. Benzen-metanol+4-kwas octowy lodowaty —9244-2-4+1
17. Aceton--metanol+4woda —80+410+4-20
18. Aceton-+metanol-+woda —80+4-10-+15
19. Benzen-+kwas octowy lodowaty ! 80 10
4 +-octan etylu-+kwas mréwkowy R —544-+1
21. Benzen s —124241
22 Benzen+ \voda+kwas oetowy lodowaty —90+1-+10
23. Benzen-+metanol+kwas octowy lodo waty ~90454-5
24. Aceton-metanol+woda —T70+10+5

Ten ostatni system okazal sig szczeglnie korzystny w przypedku ek-
straktow Zyta ze wzgledu na dogodne rozmieszezenie plam substancji to-
warzyszacych w stosunku do plam wzorca ochratoksyny A. System zale-
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cany przez Nesheima (benzen, metanol, kwas octowy (18-+41--1)) dawal
dobry rozdzial jedynie w przypadku pszenicy a substancje balastowe Znaj-
dujace sie w ekstraktach z zyta lezaly na chromatogramach zbyt blisko
plam ochratoksyny. ' i _

" Pozostale uklady rozwijajace a zwlaszeza te, ktérych podstawowym sklad-
nikiem byl eter etylowy (eter etylowy, metanol, woda (60--20--15)), da-
waly rdwniez pozytywne rezultaty rozdzialu, w wyniku jednak dlugotrwa-
lego stosowania, stwierdzono, ze najprawdopodobniej na skutek duzej prez-
nosci par eteru wyniki byly niepowtarzalne np. w postaci ,,podwdjnego
czola” chromatogramu co wystepowalo czesto zwlaszeza w przypadku znacz-
nych wahan temperatury otoczenio. Uklad zalecany przez Fritza (eter, me-
tanol, woda (5--4-2)) dawal zbyt wysokie wartcci Rf (ok. 0,95) co czy-
nilo ‘go nieprzydatnym. '

W pidmiennictwie napotkano wiele ‘metod ekstrakeji ochratoksyny A
i oczyszezania-uzyskanych ekstraktéw. Niektdére z nich jak np. metoda eks-
trakeji chloroformem wg Fritza z pdiniejsza hydroliza ekstraktu, lub eks-
trakeja n-heksanem a nastepnie wodoroweglanem sodu i chloroformem
nie dawaly pozytywnych rezultatow ze wzgledu na niski odzysk i niedos-
tateczny stopien oczyszezania ekstraktéw. '

W tabeli 1Y przedstawiono wartosei procentowego odzysku ochrato- -
ksyny A przy zastosowaniu réznych metod ekstrakeji.

Metodami charakteryzujacymi sie najwyiszym odzyskiem byly: ekstra-
keja chlorofermem. 2 kwasem fosforowym, benzenem z kwasem fosforo-
wym oraz benzenem z kwasem octowym. (95-+5). Jakkolwiek réznice mie-
dzy wartesciami $redniego odzysku tych metod nie byly statystycznie is-
totne (analiza wariancji z klasyfikacja pojedyricza), ze wzgledu na najwieksza
czystosé ckstraktow i znaeznie szybszy przebieg saczenia, jako optymalna
wybrano metode ekstrakeji benzenem z kwhsem octowym (95--5). '

W tabeli IV zebrano niektOre oszacowania statystycezne metody na przy-
kiadzie pszenicy przy réznych poziomach fortyfikacji. '

Jak wynika z przedstawionych danych metoda charakteryzuje sie dob-
rym odzyskiem, ktéry w zaleznosci od poziomu fortyfikacji waha sie w gra-
nicach 68,7-—-85,19,. Najwyzszy procentowy odzysk ohbserwowano przy
poziomie fortyfikacji 60 ug/kg. Najnizszg warto§é odzysku notowano przy
poziomie fortyfikacji 30ug/kg.

Maksymalny blad standardowy $redniej odzysku wynosil 4,29, wspél-
czynnik zmiennogei VY, przybieral réine wartcdel zaleznie od poziomu for-

tyfikacji przyvjmujac warto§é najwyzsza przy poziemie 15 ug/kg — 13,39,
oraz najuizszy przy poziomie 120 pglke —— 5,49, Bardzo zblizone wartodei

tych oszacowann obserwowano w przypadku prébek zyta.

Wartos¢ 15 uzfks ochratoksyny A jest zarazem granica wykrywalnosci
metody. Wedlug Nesheima §rednia wartosé odzysku ochratoksyny A w préb-
kach jeczmienia przy wizualnej ocenie chromatograméw wynosila 819
z granics wykrywalno$ci 12 pg/kg. W badaniach miedzylaboratoryjnych
metoda ta przy wizualnej ocenie pozwala na odzyskanie 889, dodanej ochra-
toksyny A. Przy ocenie natomiast fluoroden«ytometrycznej éredni odzysk
metody wynosit 121%,. Réznica ta zdaniem rutora spowodowana byla tym,
iz na skutek réwnoleglego oznaczania ochratoksyny B w tych samych eks-

" traktach, plamy obu toksyn lezaly tak blisko siebie, ze fluorodensytometr
rejestrowal laczna fluorescencje obu plam w odrdznieniu od oka, ktére by-
lo w stanje je réinicowaé.
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Tabela IV. Zestawienie oszacowan statystycznych metody oznaczania ochratoksyny A

w

pszenicy

Blad Przedzial ufnosei éredniego
Poziom Sredni odzysk e standar- odzysk
fortyfikacji o 7 standardowe ~ dowy
nglkg (S)gedI;EJ odzysk o
. - Lg/’ % bezwzgledny &
x (pg/em?) A -8 V% °

15 0,0139 69,50 0,00185 13,3 4,2 0,0126—0,0152  63,00—76,00
30 0,0275 68,75 0,00256 9,3 2,9 0,0257—0,0293  64,25—73,25
60 0,0681 85,12 0,00422 6,2 1,9 0,0651—0,0711  81,37—88,87
120 80,37 0,00699 5,4 1,7 0,1236—0,1336  77,25—83,50

0,1286

Dane w kolumnach 2—8 obliczono dla n = 10 1 a = 0,05

Fritz i Donath stosujac ekstrakeje chloroformem z poZniejsza hydroliza
kwasem solnym w zaleznodci od produktu odzyskiwali metoda fluoroden-
sytometryczng od 68,6--83,09, dodanej ochratoksyny A przy wspéiezyn-
niku zmiennogei V9, réwnym 2,8-55%. Przy ocenie wizualnej wsp6l-
czynnik ten wzrastal do 40%. -

Sredni odzysk ochratoksyny dla pozioméw fortyfikacji 9001800 ugfkg
w Tyzu, myce owsianej i kukurydzianej wynosil 76—92%, w metodzie opi-
sanej przez Fun Sunm Chu. Wspélezynnik zmiennosci V9, wahal sie w gra-
nicach 1,4——6,69,, granica wykrywalnosci wynosila 1050 ug/kg. Wedlug
metody Scotta dla produktéw zbozowych grednie wartosci procentowego
odzysku ochratoksyny A wahaly si¢ w granicach 80—1009%, dla pozioméw
fortyfikacji 125—-250 gz/ke przy granicy wykrywalnodei 25 ug/kg.

Jak wynika z tego krétkiego poréwnania réznych metod opracowana
w niniejszej pracy metoda charakteryzuje sie dobrymi parametrami od-
zysku, preeyzji i wykrywalnosei a dzieki zastosowanemu sposobowi eks-
trakeji i oczyszezania ekstraktéw stwarza mozliwo§é réwniez wizualnej
oceny poliledsiowej chromatozramdéw z graniea wykrywalnosci do 3 ug/kg
ochratoksyny A w pszenicy i zycie. Jest niewiele doniesieir krajowych do-
tyczacych zanieczyszezenia w Polsce zb6z i produktéw zbozowych ochra- .
toksyng A.

Juszkiewicz i wsp. wykrywali ochratoksyne A w $rutach zyta i pszenicy
pochodzacych z 1974 roku w ilo§ciach 50200 ug/ke w 5% przebadanych
prébek. Podobnie w mieszankach paszowych pochodzacych z 1976 roku
wykrywali oni ochratoksyne w ilosciach 10—50 ug/kg.

Na 17 prébek pszenicy z 1976 r zbadanych w niniejszej pracy, ochrato-
ksyne stwierdzono w jednej prébee w ilosei ponizej 15,0 pg/kg. Na 17 zba-
danych prébek iyta z tego samego roku w 5 stwierdzono obecnosé ochra-
toksyny w iloseiach: <150, <15,0, 20,0, 22,0, 29,8 ugfkg. ‘

W 21 prébkach pszenicy .pochodzacej z 1977 roku ochratoksyne A stwier-
dzono w 2 probkach — 15,0 i 25,0 ug/kg. W przypadku zyta na 25 prébek
zbadanych w 8 stwierdzono obecnoié ochratoksyny A w, ilosciach: <15,0,
<15,0, 18,0, 18,0, 19,5, 20,0, 21,0, 24,5 ug/ke. Na podstawie przytoczo-
nych danych widaé, ze czestotliwo$é wystepowania ochratoksyny A w zy-
cie jest znacznie wyZsza NiZz w pszenicy.
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1. Najodpowiedniejszym adsorbentem do chromatografii cienkowarst-
wowej jest zel MN-H a rozpuszczalnikiem eluujacym metanol.

2. Zastosowanie ekstrakeji benzenem z kwasem octowym (95+5) oraz
eluacji z kolumny celitowej mjeszaning benzenu i kwasu octowego (90-+10)
zapewnia uzyskanie ekstraktOw -o znacznym stopniu czystosci. Umozliwia
to wykorzystanie metody do oznaczania poliloSciowego z granica wykry-
walnosei 3 pg/ks.

3. Celowe wydaje sig zbadanie innych gatunkéw zhoz krajowych na za-
wartoéé ochratoksyny A. A

J. HYepBenuxn

BIUAHUE SUUKO-XUMUYECKUX PAKTOPOB HA OXPATOKCUH A
Y OINPEAEJEHUE ETO CONEPXKAHUSA )
B 3EPHOBBIX KVJIBTYPAX CHEKTPODJAYOPUMETPUMYECKMM METOJAOM

Y. II. Ilonfop ONTUMANLHBLIX YCJIOBMII TOHKOCJIOMHOM Xpomarorpaduu, criocoba
IKCTPAKLMM OXPaATOKCHMHA A M €ro COoJep}KaHue B 3€DHOBBIX KYIbTypax

PeszwmMme

B pesyabTare INpOBEAEHHBIX uccaepoBanmuii 6L110 YCTAHOBICHO, ¥TO JYy4YlIMM
azicopbenTON OJIA  TOHKOCJOMHOM Xpomarorpadum ssaserca cuamxarenas MN-H,
a IICUPYICILAM PacTBOPUTENIEM — MEeTaHOJ.

Meroy sKCTpPaKumMyu BGeE3070M M YKCYCHOM Kuciaoroit (85 4 5) a TaxKe OHUMCTKA
HA KOJIOHKe ¢ LeauToM obecneuuBaloT MOJydelue AOCTATOYHO XOPOLIO OYULIEHHBIX
3XCTPaKkTOB.

CpepHas CTENcib M3BJIEYEHUA B 3aBUCMMOCTM OT KOJNMYECTBA BBEIAEHHOTO OXpa-
ToxcyHa A (15-—120 Mrr/kr) xosiebanack ‘B npegenax 68,7—85,1% ans IleHNUISI,
gosdduument M3Merdmeoct Vo — 4,2-—-133.

CxopHble 3uadenusa Obiny I10Jy4eHbl B CAydae PHKU.

Paspaboraunblii MeTOA MOXKeT TaKXKe MUCNOAL30BATLCA [AJA  IMONYKOIUIeCTBEH-
' HOTO OIIpejiesleHUA OXPATOKCKHHA A’ ¢ HEINOCPECTBeHHON BU3YAJNBHOA OLUEHKOM Xpo-
MaTorpaMmM. B 9TOM caywae HMMKHMWIE Tpenen obHAPYXKEHMA COCTABIAET 3 MKI/KT.

L. Czerwiecki

EFFECT OF PHYSICOCHEMICAL FACTORS ON OCHRATOXIN A AXND

PETERMINATION OF ITS CONCENTRATION IN (CEREALS BY
SPECTROFLUORIMETRY

o A

Part I1. Choice of optimal parameters of thin-layer chromatography, method of ochratoxin A
exstraction and its concentration in cereals
Summary

It was found in the reported investigations that silica gel MN-H was the adsorbent most.’
suitable for thin-layer chromatography and methanol was the best eluting solvent.The me-
thod of extraction with benzene with acetic acid (95-+5) and purification on a cellite column
makes possible obtaining extracts of high purity. -

The mean recovery rate of the method ranged, depending on the fortification level (15-—
120 ug/kg), from 68.79 to 85.1% for wheat, and the variability index V9 was 4.2-—-13.3%,.

Similar values were obtained with rye samples.

This method can be used also for semiquantitative determination of ochratoxin A with
visual evaluation immediately on the chromatogram, with detectability limit — 3 pg/kg.

PISMIENNICTWO
1 Czerwiecki L.: Wplyw czynnikéw fizykochemicznych na ochratoksyne A orax OZNaczZanie
jej zawartoéci w zbozach metoda spektrofluorymetryczng. Cz. I. Wplyw rozpuszezalnika, pro-
mieniowania UV oraz warto$ci pH na fluorescencje ochratoksyny A. Roczn. PZH, 1980, 31,
5617.
Pelny wylkaz pidmiennictwa znajduje sie w pracy doktorskicj dostepnej w Bibliotoce Pan-
stwowego Zakladu Higieny w Warszawie.

Dn. 29.X1.1980 r. - e
00-791 Warszawa. ul. Chocimska 24



