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LUDWIK CZERWIECKI 

WPŁYW CZYNNIKÓW FIZYKOCHEMIGZNYCH NA OCHRATOKSYNĘ 
A ORAZ OZNACZANIE JEJ ZAWARTOŚCI W ZBOŻACH METODĄ 

SPEKTROFLUORYMETRYCZNĄ 

CZ. IL DOBÓR OPTYMALNYCH WARUNKÓW CHROMATOGRAFII CIENKOWARS- 
YWOWEJ. SPOSOBU EKSTRAKCJI OCHRATOKSYNY A ORAZ JEJ ZAWARTOŚĆ 

W ZBOŻACH* 

Z Zakładu Badania Żywności i Przedmiotów Użytku - 
Państwowego Zakładu Higieny w Warszawie 

Kierownik: prof. dr M. Nikonorow 

Opracowano optymalne warunki oznaczania ochratoksyny A w zbożach i oż- 
nauczono jej zawartość w próbkach pszenicy i żyta, pochodzących z różnych regio- 
nów kraju. 

W pierwszej części pracy [1] przedstawiono wyniki badań wpływu na 
ochratoksynę A: promieniowania UV, rodzaju rozpuszczalnika i pH pos- 
ługując się jako kryterium oceny zmianami względnej intensywności fu- 
orescencji ochratoksyny. Posłużyły one jako wskazówki do dalszego pos- 
tępowania analitycznego. Celem niniejszej pracy było zbadanie dalszych 
istotnych czynników: warunków chromatografii cienkowarstwowej, elu- 
acji ochratoksyny z chromatogramów oraz ekstrakcji i oczyszczania eks- 
traktów. W oparciu o uzyskane wyniki opracowano optymalną. spektro- 
fluorymetryczną metodę oznaczania ochratoksyny A w zbożach, którą zba- 
dano próbki pszenicy i żyta z różnych regionów kraju pochodzące ze zbio- 
rów 1976—-77 roku. , , 

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

Aparatura 

1) homogenizator typ 302 Unipan, 2) kolumny szklane 17x 400 mm, 3) wyparka próżniowa 
f.my Biichi oraz aparatura wymieniona w pierwszej części pracy. 

Odczynniki 

1) aceton cz.d.a. 2.krotnie destylowany, 2) amoniak 25% cz.d.a., 3) benzen cz.d.a. 2. 
-krotnio destylowany, 4) chłoroform cz.d.a. 2-krotnie destyłowany, 5) eter etylowy pro nar- 
cosi, 6) n-hoksan cz. 2-krotnie destylowany, 7) kwas mrówkowy 90% f-my Merck, 8) kwas 
fosforowy 85% cz.d.a., 9) kwas solny stęż. 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- 
dorowgglan sodu cz.d.a., 14) żel krzemionkowy Adsorbosil-l, 15) żel krzemionkowy G-HR, 
16) żel krzemionkówy MN-H, 17) żel krzemionkowy Serva, 18) żel krzemionkowy Chema- 
pol, 19) colit 545, 20) bibiitechromatograficana f-my Schleicher a. Schiill, 21) wata baweł- 
niana oraz odczynniki wymienione W Горе agi Bray, 
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WYKONANIE DOŚWIADCZENIA 

Dobór warunków chromatografii cienkowarstwo- 

wej i rozpuszczalnika do eluacji 

Stosowano płytki szklane pokryte następującymi adsorbentami, warstwą grubości 0,25 mm: 

żelem krzemionkowym G, adsorbosilem-1, żelem krzemionkowym MN-GHR, MN-H oraz f-my 

Chemapol i Serva. Płytki aktywowano w suszaree w temperaturze 130°C przez 90 min. Na 

każdą płytkę nanoszono po 30 и! wzorca ochratoksyny A (5,0 ug/em?) — ро tray plamy dla 

każdego z badanych ełuentów. Chromatogramy rozwijano w niewysyconej komorze chroma- 

tograficznej w mieszaninie benzenu, metanolu i kwasu octowego lodowatego (18411) do 

wysokości 14 cm, następnie suszono w strumieniu ciepłego powietrza a fluoryzujące w świetle 

UV plamy zdrapywano i przenoszono do probówek z korkiem szlifowym. Równolegle do о- 

sobnych probówek przenoszono pasma żelu nie zawierające badanej toksyny (próbki ślepe), 

z którymi postępowano analogicznie jak z próbkami badanymi. 

Ochratoksynę eluowano 4 em* każdego z badanych rozpuszczalników wytrząsając 5 mi- 

nut (etanolem 95%, etanolem absolutnym, etanolem 70°, metanolem i benzenem z kwasem 

'octowym (99--1)). Roztwory sączono do probówek przez sączek z bibuły, który przemywa- 

no następnie 8 em* odpowiedniego rozpuszczalnika. Zawartość probówek odparowywano do 

sucha na łaźni wodnej w temp. 50°C w strumieniu azotu i rozpuszczano w 3 cm? etanolu 95°. 

Intensywność fluorescencji mierzono przy 380/430 nm. Zawartość ochratoksyny A odezy- 

tywano z krzywej wzorcowej w etanolu 95%. Następnie zbadano 24 systemy rozwijające sto- 

sując żel MN.H. Wyniki przedstawiono w tabelach I, 11,. 

Wybór optymalnego sposobu ekstrakeji 

Wypróbowano 9 różnych wariantów ekstrakcji ochratoksyny A z pszenicy i Żyta: I-chlo- 

roformem z metanolem (97--3), II-ch'oroformem z kwasem fosforowym 0,1 M (101), ПТ 

-chtoroformem, IV -chloroformem z wodą (10+-1), V-benzenem z kwasem octowym łodowa- 

tym (95-+5), VI-chloroformem z metanolem (80+ 20), VII-benzenem z woda (10+ 1), VIII-ben- 

zenem z kwasem fosforowym 0,1 M (101) i [X-metanolem z wodą (5040). 40 g zmielo- 

nej, wymieszanej średniej próbki laboratoryjnej pszenicy i żyta fortyfikowano ochratoksyną A 

a następnie homogenizowano 3 min przy 11 tys. obr./min. х 200 сша? każdego 4 badanych roz- 

puszezalnikéw z dodatkiem 5,0 g celitu. Ekstrakty sączono przez sączok karbowany « bibuły 

do kolb okrągłodennych poj. 250 cm3 (do dalszej analizy pobierano 100 em przesączu). Jed- 

nocześnie do innych kolb okrągłodennych poj. 250 em3 dodawano 100 cm każdej хе stosowa- 

nych w danym wariancie mieszaniny ekstrakcyjnej i postępowano dalej jak w przypadku pró- 

bek badanych (ślepa odczynnikowa). 

Przesącz uzyskany w każdym z wariantów ekstrakcji zagęszczano do sucha w wyparce próż- 

niowej w temp. 50—-5570. W przypadku warianbu V-ego pozostałość kwasu octowego odpa- 

rowywano na łaźni wodnej w strumieniu azotu do całkowitego zaniku zapachu óctu. P0z0s- 

tałości (warianty I—VIIL) rozpuszczano w 50 em chloroformu oraz 40 em? n-heksanu. W 

przypadku wariantu IX-ego do rozpuszczenia pozostałości stosowano 100 cm? 1% roztworu 

wodorowęglanu sodowego a po doprowadzeniu pH do'2 przy użyciu 3n kwasu solnego, za- 

kwaszoną fazę wodną ekstrahowano 3.krotnie 60 em? chloroformu. 

Powstale emulsje odwirowywano, ekstrakty łączono i odparowywano do sucha w temp. 

50—55°С w wyparce próżniowej. 

Zawartość kolby przenoszono ilościowo mieszaniną benzenu z kwasem осбомут (99-1) 

do probówki poj. 15 em$, której zawartość odparowywano do sucha w strumioniu azotu na 

łaźni wodnej. Pozostałość w probówce rozpuszczano w 0,5 cm? benzenu z kwasem octowym 

(99--1) wytrząsając na mikrowstrząsarce. Probówkę przechowywano w lodówce do czasu wy- 

konania chromatografii cienkowarstwowej. Ekstrakty uzyskane wg wariantów I--VILI oczysz- 

czano na kolumnie z celitem. Przygotowanie kolumny: żg са mieszano w zlewce poj. 

50 em3 z 1 em? 1,25%, roztworem wodorowęglanu sodu. Uzyskaną mieszaniną, wypełniano 

kolumnę zabezpieczoną zatyczką z waty bawełnianej. Ekstrakty rozpuszczone w..nieszan]- 

nie chloroformu z n-heksanem nanoszono na kolumnę. Eluat odrzucane a kolumnę przemy- 

wano 75 cm? chloroformu. Drugi eluat również odrzucano. Nastepnie eluowano ochratoksyne 

100 cm3 mieszaniny benzenu z kwasem octowyna-(06-10) 46 kolb okrągłodennych poj. 250 em*. 

wafńio w Wyparce próżniowej w temp. 558%, pozostałość rozpuszczano w 

mieszeninie benzenu z kwasem octowym (99--1) i przenoszono ilościowo do probówek poj. 

15 cm. Rozpuszczalnik odparowywano w strumieniu azotu a pozostałość w probówkach roz- 

puszczano w 0,5 em3 benzenu z kwasem octowym (99--1). 

Eluaty odparowy



Nr 4 Ochratoksyna A w zbożach "303 

Chromatografia cienkowarstwowa i oznaczenie spektrofluorymetryczne: 8 
na płytkę pokrytą żelem MN-H nanoszono ekstrakty w ilościach 100 jl w pasmach długości 
1 cm, szer. 0,3 cm. Analogicznie postępowano z probką ślepą. Obok nanoszono 30 i 60 jl wzor- 
ca ochratoksyny A (5 ug/em3). Płytki rozwijano w mieszaninie benzenu, metanolu i kwasu 
octowego (48-14-|-2) do wysokości 14 em od linii startu. Po wysuszeniu chromatogramów, flu- 
oryzujące w świetle UV plamy przenoszono do probówek i eluowano toksyne 4 cm3 metanolu 
wytrząsając 5 min. na mikrowstrząsarce. Eluaty sączono do probówek, sączek przemywano 
8 cem% metanolu a zawartość probówek odparowywano w strumieniu azotu na łaźni wodnej 
w temperaturze 557. Pozostałość rozpuszczano w etanolu 95? (3 em). Intensywność fluores- 
cencji roztworów mierzono wobee siarczanu chininy przy 380/430 nm stosując następujące 
szczeliny: 5,0; 4,0: 5,0; 2,0; 0,5.i 1,0 mm. Fluoresceneję próbki ślepej odczynnikowej odej- 
mowano od fluorescencji próbek badanych. Wyniki w uglcm* ochratoksyny A odczytywano 
z roboczej krzywej wzorcowej. 

Przygotowanie krzywej: krzywą wzorcową wykreślano w zakresie 0,02—0,16 uglem$%. Na 
płytkę pokrytą żelem MN-H nanoszono wzorzec ochratoksyny w ilościach: 12, 24, 36, 48, 60, 
12, 84, 96 „l(po dwa powtórzenia na każdą ilość wzorca co po eluacji i rozpuszczeniu odpo- 
wiadalo stezoniom 0,02—-0,16 ugjem?*). Płytkę rozwijano w warunkach opisanych poprzednio, 
fluoryzujące plamy przenoszono do probówek i postępowano analogicznie jak w przypadku 
oznaczania ochratoksyny w ekstraktach fortyfikowanych próbek pszenicy i żyta. 

Równolegle do oddzielnej probówki przenoszono niefłuoryzujące pasmo żelu jako próbkę 
ślepą. Krzywą wykreślano wyrażając zaleźność intensywności fluoresećncji od stężenia w wa- 
runkach aparaturowych jak wyżej. 

Dla każdego z wwiantów ekstrakcji przy danym poziomie fortyfikacji (dla pszenicy 30 
1 120 ugjke) wykonano po 6 równoległych oznaczeń (Tab. III). : 

W przypadku żyta wykonano po 6 równoległych oznaczeń przy poziomie 30 ugllsg. W wa- 
runkach dotychczasowych badań następujący schemat postępowania przyjęto jako metodę 
optymalną: oznaczania ochratoksyny A w zbożach (każdy z etapów opisano szczegółowo w 
poprzedniej części pracy): ł) ekstrakcja 40 g próbki mieszaniną benzenu z kwasem octowym 
(955). z dodatkiem 5 g celitu w homogenizatorze, 2) oczyszezanie na kolumnie z celitem, 3) 
chromatografia cienkowarstwowa na żolu MN-H z rozwijaniem w mieszaninie benzenu, me- 
tanolu i kwasu octowego (484-4 |-2), 4) eluacja z chromatogramu metanolem, 5) oznacza- 
nie intensywności fluoroscencji w etanolu 95” przy 380/430 nm, 6) określanie stężenia na pod- 
stawie roboczej krzywej wzorcowej po ełuacji ochratoksyny z chromatogramów. 

W celu scharakteryzowania metody wykonano w przypadku pszenicy 10 równoległych 
oznaczeń przy poziomach fortyfikacji 15 i 60 ug/kg i 4 oznaczenia uzupełniające liczbę ozna- 
czeń do 10 przy poziomach 30 i 120 pgjkg. Dla żyta wykonano 10 równoległych oznaczeń dla 
poziomów 15, 60, 1 120 ugjkg i 4 dodatkowe dla poziomu 30 ugjkg. Wyniki przedstawiono w 
tabeli IV. 

Badanie pszenicy i żyta na zawartość ochrato- 
: ksyny A 

Opracowaną metodą zbadano 34 próbki zboża z 1976 r. w tym 17 pszenicy i 17 próbek żyta 
oraz 46 próbek z 1977 r. -— 21 próbek pszenicy i 25 próbek żyta*). 

W przypadku gdy wizualna ocena chromatogramów nastręczała pewne trudności ze wzglę- 
du na obecność finoryzujących płam substaneji balastowych o zbliżonych wartościach Rf i bar- 
wie fluorescencji do 'ochratoksyny A, płytkę wstawiano do komory wysyconej parami amo- 
ака па 20 min. W warunkach tych obserwowany wzrost intensywności fluorescencji ba- 
danych plam z jednoczesną zmianą barwy z jasnoniebieskiej do niebieskofioletowej potwier- 
dza obecność ochratoksyny A. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 
+ 

. Jak wynika z tabeli I najodpowiedniejszym adsorbentem do chroma- 
tografii cienkowarstwowej jest żel krzemionkowy MN-H a rozpuszczal- 
nikiem. eluującym metanol. 

Średni procentowy Odzysk= wzorca. ochratoksyny A_ eluowanogo—meTANC: 
lem wynosi — 80,0%. Dobre rezultaty otrzymano także na żelu MN-GHR 
— 78,5%, i na Adsorbosilu-l -— 78,8% w przypadku tego samego eluenta. 
Pozostałe adsorbenty i rozpuszczalniki dawały znacznie gorsze wyniki. Zdol-- 
ność eluująca stosowanych eluentów w większości przypadków, począwszy 

  

*) Autor składa serdeczne podziękowania Centrali Przemysłu Zbożowo-Młynarskiego PZŹ 
w Warszawie za udostępnienie do badań próbek zbóż.
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Tabela I. Sredni procentowy odzysk ochratoksyny A z chromatogramów w zależności od 
adsorbenta i.rozpuszczalnika eluującego 

  

  

  

Adsorbent 

Rozpuszczamik || erek = MN-H MN-GHR Serva _ Adsorbosil-l 

Etanol 95° 75,01 58,64 76,80 74,40 60,80 75,80 | 

Etanol absolutny 55,10 49,70 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 . 
(99--1) 68,00 53,80 72,30 71,90 66,90 59,60 

  

od etanolu absolutnego wzrastała poprzez etanol 70”, benzen z kwasem oc- 
towym (99-+1), etanol 95”, do, metanolu, za pomocą którego odzyskiwa- 
по najwyższe ilości ochratoksyny A z chromatogramów. Spośród 24 zba- 
"danych systemów rozwijających (tabela II) dobre wyniki w badaniach na 
wzorcowych roztworach ochratoksyny A dawały m.in. mieszanina octanu 
etyłu, kwasu mrówkowego i toluenu (4--1+-5) oraz benzenu z kwasem oc- 
towym (90-10) lub benzenu, metanolu i kwasu octowego (18--1+-1) a tak- 
że (24-21). 

Ta bela II. Stosowane fazy rozwijające w chromatografii cienkowarstwowej ochratoksyny A 

Skład fazy rozwijającej 

  

Eter etylowy -+ metanol-+ woda 1. —60--20--15 
2. Eter etylowy +metanol-- woda —580 +40 +20 

3.  Eter etylowy metanol+- woda —60 +- 40 - 10 
4. ter etylowy--metanol+-woda —60+40+ 20 
5. Eter etylowy-+metanol+ woda — 604-4045 
6. Eter etylowy+-metanol+-woda —80-+20-- 10 
7. Eter etylowy-+-metanol-+ woda —60--30--10 
8. Eter etylowy+metanol-+ woda ‘80+ 20+5 
9. Eter etylowy+ metanol--woda —50 1-40 1-10 

10. Eter etylowy-+metanol+5% kwas octowy —60 |-10-+ 0,5 
11. Eter etylowy-+metanol+ woda —94-15+-1 
12. Eter etylowy--metanol--kwas octowy lodowaty ——96--4--1 
13.  Benzen--metanol-|kwas octowy lodowaty —50+-10+-1 
14. Benzen-- metanol|-kwas octowy lodowaty —60+ 104-2 
15. Benzen-+metanol+kwas octowy lodowaty —18+1+4-1 

16. Benzen+metanol+kwas octowy lodowaty 244-241 

17. Aceton-+-metanol+ woda —80+ 104 20 
18. Aceton- metanol-| woda —80-- 10-15 

19. Benzen+kwas octowy lodowaty ' L--—80 1-10 
i -+octan etylu-+kwas mrówkowy zany ua —0 +4--1 

21. Benzen ae” —12+2+1 

22; Benzen-+ зона oetowy lodowaty —90+-1-+10 
23. Benzen+metanol+kwas octowy lodo waty —90--5--5 
24, Aceton-+metanol-+ woda —70+10-+5 
  

Ten ostatni system okazał się szczególnie korzystny w przypedku ek- 
straktów żyta ze względu na dogodne rozmieszczenie plam substaneji to- 
warzyszących w stosunku do plam wzorca ochratoksyny A. System zale-
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cany przez Nesheima (benzen, metanol, kwas octowy (18-+1--1)) dawał 
dobry rozdział jedynie w przypadku pszenicy a substancje balastowe znaj- 
dujące się w ekstraktach z żyta leżały na chromatogramach zbyt blisko 
plam ochratoksyny. | 5° 

-_ Pozostałe układy rozwijające a zwłaszcza te, których podstawowym sklad- 
nikiem był eter etylowy (eter etylowy, metanol, woda (60--20-15)), da- 
wały również pozytywne rezultaty rozdziału, w wyniku jednak długotrwa- 
łego stosowania, stwierdzono, że najprawdopodobniej na skutek dużej pręż- 
ności par eteru wyniki były niepowtarzalne np. w postaci „,„podwójnego 
czoła” chromatogramu co występowało często zwłaszcza w przypadku znacz- 
nych wahań temperatury otoczenie. Układ zalecany przez. Fritza (eter, me- 
tanol, woda (5--4--2)) dawał zbyt wysokie wartcści Rf (ok. 0,95) co czy- 
niło go nieprzydatnym. . 

W piśmiennictwie napotkano wiele metod ekstrakcji ochratoksyny A 
i oczyszczania*uzyskanych ekstraktów. Niektóre z nich jak np. metoda eks- 
trakcji chloroformem wg Fritza z późniejszą hydrolizą ekstraktu, lub eks- 
trakcja n-heksanem a następnie wodorowęglanem sodu i chloroformem 
nie dawały pozytywnych rezultatów ze względu na niski odzysk i niedos- 
tateczny stopień oczyszczania ekstraktów. 

W tabeli IIF przedstawiono wartości procentowego odzysku ochrato- - 
ksyny A przy zastosowaniu różnych metod ekstrakcji. 

Metodami charakteryzującymi się najwyższym odzyskiem były: ekstra- 
kcja chloroformem z kwasem fosforowym, benzenem z kwasem fosforo- 
wym oraz benzenem z kwasem octowym. (95--5). Jakkolwiek różnice mię- 
dzy wartościami średniego odzysku tych metod nie były statystycznie is- 
totne (analiza wariancji z klasyfikacją pojedyńczą), ze względu na największą 
czystość ckstraktów i znacznie szybszy przebieg sączenia, jako optymalną 
wybrano metodę ekstrakcji benzenem z kwasem octowym (95--5). | 

W tabeli IV zebrano niektóre oszacowania statystyczne metody na przy- 
kładzie pszenicy przy różnych poziomach fortyfikacji. | 

Jak wynika z przedstawionych danych metoda charakteryzuje się dob- 
rym odzyskiem, który w zależności od poziomu fortyfikacji waha się w gra- 
nicach 68,7-—85,1%. Najwyższy procentowy odzysk: obserwowano przy 
poziomie fortyfikacji 60 ug/kg. Najniższą wartość odzysku notowano przy 
poziomie fortyfikacji 30ugjkg. 

Maksymalny błąd standardowy średniej odzysku wynosił 4,2%, współ- 
czynnik zmienności V%, przybierał różne wartości zależnie od poziomu for- 
tyfikacji przyjmując wartość najwyższą przy poziomie 15 ugjkg — 13,3% 
oraz najniższą przy poziomie 120 ngjkg -—— 5,4%. Bardzo zbliżone wartości 
tych oszacowań obserwowano w przypadku próbek żyta. 

Wartość 15 najk; ochratoksyny A jest zarazem granicą wykrywalności 
metody. Według Nesheima średnia wartość odzysku ochratoksyny A w prób- 
kach jęczmienia przy wizualnej ocenie chromatogramów wynosiła 81% 
z granicą wykrywalności 12 ugjkg. W badaniach miedzylaboratoryjnych 
metoda ta przy wizualnej ocenie pozwala na odzyskanie 88%, dodanej ochra- 
toksyny A. Przy ocenie natomiast fluorodensytometrycznej średni odzysk 
metody wynosił 121%. Różnica ta zdaniem sutora spowodowana była tym, 
iż na skutek równoległego oznaczania ochratoksyny B w tych samych eks- 

‘ traktach, plamy obu toksyn leżały tak blisko siebie, że fluorodensytometr 
rejestrował łączną fluorescencję obu plam w odróżnieniu od oka, które by- 
ło w stanie je różnicować.
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Tabela IV: Zestawienie oszacowań statystycznych metody oznaczania ochratoksyny A 

w pszenicy 
  

  

  

  

  

Błąd Przedział ufńości średniego 

Poziom Średni odzysk ane laces standar- оу 
fortyfikacji m m standardowe „dowy 

uglkg odno odzysk 9 
s ee % Ч bezwzględny 9 

X (uglem) 9% 08 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 0, 1286 80,37 0,00699 5,4 1,7 0,1236—0,1336  77,25—83,50 

Dane w kolumnach 2—8 obliczono Ча п = 10 i a = 0,05 

Fritz i Donath stosując ekstrakcję chloroformem z późniejszą hydrolizą 

kwasem solnym w zależności od produktu odzyskiwali metodą fluoroden- 

sytometryczną od 68,6--83,0%, dodanej ochratoksyny A przy współczyn- 

niku zmienności V% równym 2,8—5,5%. Przy ocenie wizualnej współ- 

czynnik ten wzrastał do 40%. 
Średni odzysk ochratoksyny dla poziomów fortyfikacji 900—1800 ug/kg 

w ryżu, mące owsianej i kukurydzianej wynosił 76-—92%, w metodzie opi- 

sanej przez Fun Sun Chu. Współczynnik zmienności У% wahał się w gra- 

nicach 1,4-—6,6%, granica wykrywalności wynosiła 10—50 ug/kg. Według 

metody Scotta dła produktów zbożowych średnie wartości procentowego 
odzysku ochratoksyny A wahały się w granicach 80—100% dla poziomów 

fortyfikacji 125-250 pajką przy granicy wykrywalności 25 ug|kg. 

Jak wynika z tego krótkiego porównania różnych metod opracowana 

w niniejszej pracy metoda charakteryzuje się dobrymi parametrami od- 
zysku, precyzji i wykrywalności a dzięki zastosowanemu sposobowi eks- 
trakcji i oczyszczania ekstraktów stwarza możliwość również wizualnej 

oceny półileściowej chromatozramów z granieą wykrywalności do 3 ug/kg 

ochratoksyny A w pszenicy i życie. Jest niewiele doniesień krajowych do- 

tyczących zanieczyszczenia w Połsce zbóż i produktów zbożowych ochra- . 

toksyną A. 
Juszkiewicz i wsp. wykrywali ochratoksynę A w śrutach żyta i pszenicy 

pochodzących z 1974 roku w iłościach 50--200 pg/kg w 5% przebadanych 

próbek. Podobnie w mieszankach paszowych pochodzących z 1976 roku 
wykrywali oni ochratoksynę w ilościach 10—50 ug/kg. 

Na 17 próbek pszenicy z 1976 r zbadanych w niniejszej pracy, ochrato- 

ksynę stwierdzono w jednej próbce w ilości poniżej 15,0 ug/kg. Na 17 zba- 

danych próbek żyta z tego samego roku w 5 stwierdzono obecność ochra- 
toksyny w ilościach: <15,0, <15,0, 20,0, 22,0, 29,8 ug/kg. 

W 21 próbkach pszenicy „pochodzącej z 1977 roku ochratoksynę A stwier- 

dzono w 2 próbkach —- 15,0 i 25,0 ugjkg. W przypadku żyta na 25 próbek 

zbadanych w 8 stwierdzono obecność ochratoksyny A w. ilościach: <15,0, 

<15,0, 18,0, 18,0, 19,5, 20,0, 21,0, 24,5 ug/jkg. Na podstawie przytoczo- 

nych danych widać, że częstotliwość występowania ochratoksyny A w ży- 

cie jest znacznie wyższa niż w pszenicy.
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WNIOSKI 

1. Najodpowiedniejszym adsorbentem do chromatografii cienkowarst-, 
wowej jest żel MN-H a rozpuszczalnikiem eluującym metanol. 

2. Zastosowanie ekstrakcji benzenem z kwasem octowym (95--5) oraz 
eluacji z kolumny celitowej mieszaniną benzenu i kwasu octowego (90-10) 
zapewnia uzyskanie ekstraktów '0 znacznym stopniu czystości. Umożliwia 
to wykorzystanie metody do oznaczania półilościowego z granicą wykry- 
walnosci 3 ngjkg. 

3. Celowe wydaje się zbadanie innych gatunków zbóż krajowych na za- 
wartość ochratoksyny A. 

Л. Червецки 

ВЛИЯНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА ОХРАТОКСИН А 
И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЕГО СОДЕРЖАНИЯ . 

В ЗЕРНОВЫХ КУЛЬТУРАХ СПЕКТРОФЛУОРИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ 

Ч. П. Подбор оптимальных условий тонкослойной хроматографии, способа 
экстракции охратоксина А и его содержание в зерновых культурах 

Рёзюме 

В результате проведённых исследований было установлено, что лучшим 
адсорбентом для тонкослойной хроматографии является силикагель ММ-Н, 

а элюирующим растворителем — метанол. 
Метод экстракции бензолом и уксусной кислотой (95 +5) а также очистка 

на колонке с целитом обеспечивают получение достаточно хорошо очищенных 

экстрактов. 
Средняя степень извлечения в зависимости от количества введённого охра- 

токсина А (15-120 мкг/кг) колебалась ‘в пределах 68/71—85,1%/ для ишеницы, 

коэффициент изменчивости \%/ — 4,2—13,3. 
Сходные значения были получены в случае ржи. 
Разработанный метод может также использоваться для полуколичествен- 

‘ного определения охратоксеина А.с непосредственной визуальной оценкой хро- 
матограмм. В этом случае нижний предел обнаружения составляет 3 мкг/кг. 

L. Czerwiecki 

EFFECT OF PHYSICOCHEMICAL FACTORS ON OCHRATONIN A AND 

DETERMINATION OF ITS CONCENTRATION IN CEREALS BY 
SPECTROFLUORIMETRY a , 

Part II. 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 (16-— 

120 ug/kg), from 68.7% to 85.1% for wheat, and the variability index V% 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 ug/kg. 
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