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JOANNA KAWA-RYGIELSKA

JEDNOCZESNA IDENTYFIKACJA TRICHOTECENOW TYPU AIB
ORAZ ZEARALENONU W PRODUKTACH KUKURYDZIANYCH

Streszczenie

Materiat badawczy stanowito 27 produktow przemiatu ziarna kukurydzy, tj. maki (n = 12) i kasze ku-
kurydziane (n = 15), zakupionych w marketach w 2008 roku. Zawarto$¢ trichotecenéow typu A i B oraz
zearalenonu w badanym materiale oznaczono przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC MS/MS. W wyniku przeprowadzonych analiz w makach kukurydzianych stwierdzono obecnos¢ 9
z 12 analizowanych mikotoksyn. Byty to mikotoksyny: NIV, DON, 3-AcDON, 15-AcDON, DAS, HT-2,
T-2, T-2 TETRAOL, ZON. W tej grupie produktow nie stwierdzono wystgpowania jedynie trzech miko-
toksyn: FUS-X, NEO, T-2 TRIOL. W kaszach kukurydzianych zidentyfikowano 6 mikotoksyn. Byty to:
NIV, DON, 3-AcDON, 15-AcDON, HT-2, ZON. Dominujaca mikotoksyna, wystgpujaca w najwigkszym
stezeniu we wszystkich badanych probach byt DON.

Stowa kluczowe: trichoteceny, zearalenon, maka kukurydziana, kasza kukurydziana

Wprowadzenie

Jedna z najliczniejszych grup mikotoksyn wytwarzanych przez grzyby z rodzaju
Fusarium sa trichoteceny (DON, NIV, T-2, HT-2, DAS), obejmujace ponad 150 natu-
ralnie wystegpujacych zwiazkoéw. Trichoteceny ze wzgledu na nieznacznie zréznicowa-
na strukture szkieletu podstawowego i1 podstawnikdéw zostaly podzielone na cztery
grupy zwiazkow: A, B, C, D, z ktdrych najistotniejsze sa dwie pierwsze. Do grupy A
naleza m.in.: toksyna T-2, toksyna HT-2, neosolaniol, diacetoksyscirpenol, monoacety-
loksyscirpenol. Natomiast grupg B reprezentuja: deoksyniwalenol, fuzarenon- X, ni-
walenol [2, 5].

W wielu doniesieniach opisywano wspolwystgpowanie trichotecenow: zwlaszcza
niwalenolu i deoksyniwalenonu oraz zearalenonu, poniewaz wszystkie te mikotoksyny
sa wytwarzane przez te same gatunki Fusarium. Gtownym zréodlem ZEN jest ziarno
kukurydzy porazone przez patogeny kolb: F. graminearum i F. culmorum [2].

Dr inz. J. Kawa-Rygielska, Katedra Technologii Rolnej i Przechowalnictwa, Wydz. Nauk o Zywnosci,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw
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Z uwagi na powszechne wystgpowanie i wielokierunkowy sposob dziatania wo-
bec r6znych organizmow mikotoksyny fuzaryjne stanowig bezposrednie zagrozenie dla
zwierzat 1 cztowieka z racji obecnosci w tancuchu pokarmowym. Na poziomie komor-
kowym trichoteceny odpowiedzialne sa za hamowanie biosyntezy biatka, redukcje
aktywnosci enzymow, zaburzenia w przepuszczalno$ci bton cytoplazmatycznych, za-
burzenia w podziatach komoérkowych, indukowanie aberracji chromosomowych i za-
burzenia w przebiegu cyklu komdrkowego [5, 6, 9].

Celem podjetych badan byta ocena zawartosci trichotecenow typu A i B oraz ze-
aralenonu w makach i kaszach kukurydzianych, dostgpnych na rynku polskim, stosu-
jac technikg¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC MS/MS pozwalajaca na
identyfikacje¢ kilkunastu mikotoksyn jednoczesnie [7, 8].

Material i metody badan

Material badawczy stanowily maki i kasze kukurydziane zakupione w marketach
wroctawskich w 2008 roku. Zakupione produkty pochodzity od réznych producentow
z catego kraju, po 3 proby od kazdego producenta. t.acznie przeanalizowano 27 pro-
duktow, w tym 12 stanowily maki kukurydziane podzielone na 4 grupy i oznaczone
w pracy symbolami producentow (M20, M21, M30, M31) oraz 15 kasze kukurydziane
podzielone na 5 grup, oznaczone w pracy symbolami (K21, K23, K32, K33, K34).

W badanym materiale oznaczano zawarto$¢ trichotecenéw typu A i B oraz zeara-
lenonu, stosujac metode jednoczesnej identyfikacji 12 mikotoksyn zgodnie z metodyka
podana przez Klotzel [7, 8].

Oznaczenie mikotoksyn wykonano w pracowni chromatograficznej Katedry
Technologii Rolnej i Przechowalnictwa UP we Wroctawiu przy uzyciu zestawu
HPLC/MS/MS firmy Varian. Oznaczano nastepujace mikotoksyny NIV, DON, FUS-
X, 3-AcDON, 15-AcDON, DAS, HT -2, T-2, T-2 TRIOL, T-2 TETRAOL, NEO,
ZON. Wzorce mikotoksyn pochodzace z firmy Biopure (Tulln), Austria, wykorzysta-
no do przygotowania roztwordw kalibracyjnych. Do oznaczen mikotoksyn pobierano
25 g proby poddane rozdrobnieniu i homogenizacji. Ekstrakcj¢ mikotoksyn z badanego
materiatu prowadzono przy uzyciu mieszaniny acetonitryl : woda. W badaniach zasto-
sowano kolumienki Bond Elut Mycotoxin firmy Varian (USA). Chromatograficzny
rozdzial A i B trichotecenéw prowadzono w kolumnie Synergii Fusion RP 80A, wypo-
sazonej w przedkolumng Fusion-Rp 4x2 mm firmy Phenomenex. Kolumng wstepnie
kondycjonowano mieszaning acetonitrylu z woda (50:50 v/v). Eluent przeptywat przez
chromatograf cieczowy z predkoscia 0,2 ml/min. Tak rozdzielona proba byta nastgpnie
analizowana tandemowa spektrometria masowa (MS/MS) typu 1200L, wyposazona
w modut jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym. Spektrometr masowy uzyto
wylacznie w trybie trzech quadropoli. Kalibracje MS/MS przeprowadzano za pomoca
roztworu PPG (glikol polipropylenowy). Ustawiano parametry (cis$nienie, temperatura,
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napigcia detektora, igly, kapilary dla gazu nebulizujacego i osuszajacego) zgodnie
z danymi producenta. Kontrole systemu, jak rowniez wszelkie obliczenia obstugiwat
program komputerowy Star Chromatography Work-Station w wersji 6.6. Zawartos¢
mikotoksyn w analizowanym materiale podano w pg/kg proby.

Wryniki i dyskusja

Zawarto$¢ mikotoksyn w badanych grupach produktéw przedstawiono w tab. 1.
We wszystkich analizowanych probach stwierdzono obecnos$¢ mikotoksyn fuzaryj-
nych, przy czym ich sktad ilosciowy i jakoSciowy byt rézny i uzalezniony od rodzaju
produktu (maki lub kasze), a w obrgbie grup od producenta. Catkowita ilo§¢ mikotok-
syn zawartych w makach kukurydzianych ksztatltowala si¢ na poziomie od 500 do 8500
ng/kg. Tak wysoka zawarto$¢ mikotoksyn odnotowano tylko w probach pochodzacych
od producenta oznaczonego symbolem M30. Zawarto§¢ mikotoksyn byta w tym przy-
padku 5 - 10-krotnie wigksza od zawarto$ci analogicznych mikotoksyn w pozostatych

Identyfikacja mikotoksyn w produktach przemiatu ziarna kukurydzy. febelad
Determination of mycotoxins in maize-grain- milled products.
Stezenie miktoksyn w probach [ug/kg]
Concentration of mycotoxins in samples [pg/kg]
Maka kukurydziana Kasza kukurydziana
Il;cl)os Toksyna Corn flour Corn grits
. Toxin Symbol producenta
Producer symbol
M 20 M21 M30 | M31 K21 K23 K32 K33 K24
1 T2- tetraol 15 61 667 47 - - - - -
2 NIV - 22 172 - - - - - -
3 DON 287 996 | 5217 | 527 | 134 82 786 | 244 | 345
4 FUS - - - - - - - - -
5 NEO - - - - - - - - -
6 15-AcDON 79 166 628 78 58 54 212 100 93
7 3-AcDON 13 77 296 6 10 7 18 5 12
8 T2-triol - - - - - - - - -
9 DAS - - 38 - - - - - -
10 HT-2 - 32 655 - - - - - -
11 T2-toxin - 11 923 - - - - - -
12 ZON 47 9 33 27 48 11 28 231 19
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makach pochodzacych od innych producentéw. Zawarto$¢ mikotoksyn w kaszach ku-
kurydzianych osiagneta nizszy poziom, od 150 do 1000 pg/kg produktu.

W wyniku przeprowadzonych analiz w makach kukurydzianych stwierdzono
obecno$¢ 9 z 12 analizowanych mikotoksyn. Byly to mikotoksyny: NIV, DON,
3-AcDON, 15-AcDON, DAS, HT-2, T-2,T-2 TETRAOL, ZON. W tej grupie produk-
tow nie wystgpowaly jedynie trzy mikotoksyny: FUS-X, NEO, T-2 TRIOL.

W kaszach kukurydzianych zidentyfikowano 6 mikotoksyn, byly to: NIV, DON,
3-AcDON, 15-AcDON, HT-2, ZON. Toksyny NIV i HT-2 wystepowaty tylko w jednej
probie, ich zawarto$¢ nie przekraczata 24 pg/kg. Dominujaca mikotoksyna, wystgpuja-
ca w najwigkszych ilosciach byl DON. Zawartos¢ tej mikotoksyny w badanych pro-
duktach miescita sig¢ w przedziale od 82 do 786 pg/kg w kaszach kukurydzianych oraz
od 287 do 5217 pg/kg w makach (tab. 2). Zawarto$¢ tej mikotoksyny w badanych pro-
duktach stanowita 60 - 70 % wszystkich mikotoksyn wystgpujacych w probach.

We wszystkich analizowanych produktach stwierdzono obecnos$¢ nastepujacych
mikotoksyn: DON, 15-AcDON, 3-AcDON oraz ZON. Pozostate zidentyfikowane tok-
syny wystgpowaty w 20 - 50 % analizowanych prob. Porownujac $rednie zawartosci
mikotoksyn w badanych grupach produktow zdecydowanie wyzsze ilosci wigkszosci
mikotoksyn stwierdzono w makach kukurydzianych. Jedyny wyjatek stanowit zearale-
non, ktorego maksymalna zawartos¢ w kaszach byla prawie 5-krotnie wyzsza niz
w makach kukurydzianych. Jak wynika z badan wielu autoréw, deoksyniwalenol
(DON, womitoksyna) z racji powszechnego wystepowania i toksycznos$ci jest uwazany
za najwazniejsza mikotoksyne zanieczyszczajaca produkty pochodzenia zbozowego
przeznaczone na cele spozywcze i paszowe [4, 6]. Dopuszczalna zawarto$¢ deoksyni-
walenolu zgodnie z wymogami Unii Europejskiej w mace i produktach zbozowych
przeznaczonych do spozycia nie powinna przekracza¢ 500 pg/kg, a w przypadku zeara-
lenonu 50 pg/kg [5]. Zawarto$¢ tych mikotoksyn w niektérych poddanych analizie
probach zostata przekroczona. Stwierdzono wysoka zawartos¢ DON w makach i ka-
szach pochodzacych od trzech producentow, przy czym w jednej grupie M30 warto$¢
ta zostata przekroczona az 10-krotnie. Stezenie ZON zostato przekroczone 3-krotnie
tylko w kaszach pochodzacych od jednego producenta K33. Jak podaja inni autorzy,
stezenie ZON w ziarnach zbdz uprawianych na terenie Europy wynosito od kilku
ug/kg surowca do kilku tysigcy ug/kg surowca, a najwigksze jej stezenie stwierdza si¢
w ziarnach kukurydzy[16]. Zanieczyszczenie zearalenonem dotyczy nie tylko zboz, ale
réwniez produktow wytworzonych z udziatem tego surowca [2, 16]. Podobnie tricho-
teceny moga wystgpowac nie tylko w kukurydzy, ale rowniez stwierdzono ich obec-
no$¢ w ziarnach jeczmienia, zyta, pszenicy, soi, a takze ze wzgledu na swoja stabilnosé¢
w procesach chemicznych, technologicznych, w pétproduktach oraz gotowych produk-
tach zywnosciowych [1, 3]. Ich obecno$¢ stwierdzono w takich wyrobach, jak: ptatki
$niadaniowe, makaron, chleb czy piwo [9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16].
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Tabela 2
Toksyny fuzaryjne w produktach kukurydzianych.
Fusarium toxin in corn products.

Toksyny w pozytywnych probkach
Odsetek Liczba prob [ng/ke]
pozytywnych p . gl
Tvp prob Toksyna r6b [%] pozytywnych | Toxins in positive samples [ug/kg)]
Yb provy Y P ° Number of Zakres Wartosé
Sample type Toxin Pertentage o artosc )
of positive positive Range $rednia | Mediana
samples [%] samples Min | Max | Mean Median
min | max value
Maki T2- tetraol 100 12 15 667 197,5 54
kukurydziane NIV 50 6 22 172 97 97
Corn flours DON 100 12 287 | 5217 | 1756,8 761,5
FUS 0 0 0 0 0 0
(n=12) NEO 0 0 0 0 0 0
15-AcDON 100 12 78 628 237,8 122,5
3-AcDON 100 12 6 296 98 45
T2-triol 0 0 0 0 0 0
DAS 25 3 38 38 38 38
HT-2 50 6 32 655 3435 3435
T2-toxin 50 6 11 923 467 467
ZON 100 12 9 47 29 30
Kasze T2- tetraol - 0 - - - -
kukurydziane NIV 20 3 19 19 19 19
Corn grits DON 100 15 82 786 318,2 244
(n=15) FUS - 0 - - - -
NEO - 0 - - - -
15-AcDON 100 15 s4 | 212 | 1034 93
3-AcDON 100 15 5 18 10,4 10
T2-triol - 0 - - - -
DAS - 0 - - - -
HT-2 20 3 24 24 24 24
T2-toxin - 0 - - - -
ZON 100 15 11 | 231 67,4 28

Dzigki zastosowaniu metody HPLC MS/MS w badanych produktach kukury-
dzianych stwierdzono wspotwystepowanie kilku mikotoksyn z grupy trichotecenow
oraz zearalenonu jednoczes$nie. Jak wiadomo, zaréwno maki, jak i kasze kukurydziane
stanowia surowiec do produkcji wielu produktéw odgrywajacych znaczaca rolg w zy-
wieniu dzieci oraz w dietetyce, chociazby: ptatki, chrupki, chleb chrupki czy kaszki
btyskawiczne dla matych dzieci. Zastosowanie szybkich i precyzyjnych metod anali-
tycznych wydaje si¢ niezb¢dne do oceny bezpieczenstwa produktéw spozywczych.
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Whioski

1. We wszystkich analizowanych produktach stwierdzono obecno$¢ mikotoksyn fu-
zaryjnych.

2. W wyniku przeprowadzonych analiz w makach kukurydzianych stwierdzono
obecno$¢ 9 z 12 analizowanych mikotoksyn. Byly to mikotoksyny: NIV, DON,
3-AcDON, 15-AcDON, DAS, HT-2, T-2,T-2 TETRAOL, ZON.

3. W kaszach kukurydzianych zidentyfikowano 6 mikotoksyn, byty to: NIV, DON,
3-AcDON, 15-AcDON, HT-2, ZON.

4. Dominujaca mikotoksyna, wystgpujaca w najwigkszych stgzeniach, byt DON.
Zawarto$¢ tej mikotoksyny w badanych kaszach kukurydzianych miescita
si¢ w przedziale od 82 do 786 pg/kg, a w makach kukurydzianych od 287 do
5217 pg/kg.

5. Stezenie DON zostalo przekroczone w makach i kaszach kukurydzianych pocho-

(10]

dzacych od producentow M21, M30, K32, a stezenie ZON zostato przekroczone
w kaszkach pochodzacych od producenta K33.
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF TRICHOTHECENES OF TYPE A AND B,
AND ZEARALENONE IN CORN-PRODUCTS

Summary

The material investigated were 27 maize grain-milled products, i.e.: corn flour (n = 12) and corn grits
(n = 15) purchased in supermarkets in 2008. Contents of trichothecene of A and B types and of
Zearalenone were determined in the material investigated using a high performance liquid chromatography
(HPLC ) with MS/MS. Based on the analyses performed, it was found that the corn flours contained 9 of
12 mycotoxins under investigation. The mycotoxins found were as follows: NIV, DON, 3-AcDON, 15-
AcDON, DAS, HT-2, T-2, T-2 TETRAOL, and ZON. It was reported that three mycotoxins were not
present in this group, namely: FUS-X, NEO, and T-2 TRIOL. Six toxins were identified in the corn grits
analysed, i.e.: NIV, DON, 3-AcDON, 15-AcDON, HT-2, and ZON. DON was found to be a prevailing
toxin of the highest concentration in all the samples studied.

Key words: trichothecenes, zearalenone, corn flour, corn grit
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