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GRAZYNA KOWALSKA!“ RADOSEAW KOWALSKI?

Kontrola obecnosci mykotoksyn w produktach rolniczych
i zywnosci. Cz. . Praca przegladowa

Control of the presence of mycotoxins in agricultural products and food.
Part I. A review

Streszczenie. Jako$¢ zywnosci i pasz jest determinowana przede wszystkim czynnikami, ktore sg
charakterystyczne dla produkcji w gospodarstwie rolniczym czy ogrodniczym. Na kazdym
nastepnym etapie zwigzanym z przetwarzaniem surowcOw pochodzenia ro$linnego czy
zwierzgcego moze doj$¢ do wprowadzenia lub powstania sktadnikdw niepozadanych, ktdére moga
stanowi¢ zagrozenie dla ludzkiego zdrowia czy zycia. Liczne badania naukowe prowadza do
ciagglej aktualizacji wiedzy na temat ryzyka zwiazanego z obecnoscig kontaminantdéw w zZywnosci.
Jedng z takich grup sg mykotoksyny, czyli wtorne metabolity grzybow strzepkowych. Znane sg
czynniki, ktére zwickszaja ryzyko pojawienia si¢ mykotoksyn w zywnosci 1 paszach.
Wprowadzono stosowne regulacje prawne celem ograniczenia wystapienia w obrocie produktow
skazonych mykotoksynami. Ponadto prowadzone sa badania majace na celu optymalizacje
procedur przygotowania probki pod wzgledem oceny obecnosci tej grupy kontaminantow
w surowcach rolniczych, zywnosci oraz paszach. W pracy przedstawiono zagadnienia zwigzane
z czynnikami zwigkszajacymi ryzyko wystapienia mykotoksyn, aktualne wymagania prawne
dotyczace obecnosci mykotoksyn w zywnosci oraz techniki przygotowania probek do analizy ze
szczegbdlnym uwzglednieniem etapu izolacji i oczyszczania mykotoksyn.

Stowa kluczowe: zywnos¢, pasza, izolacja i oczyszczanie mykotoksyn, regulacje prawne
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Rolnictwo jest zasadniczym dziatem produkcyjnym, ktory dostarcza réznych surow-
cow, wykorzystywanych gtéwnie do wytwarzania zywnoséci i pasz. Zywnosé jest dla
czlowieka niezbednym zrédlem skladnikéw energetycznych oraz innych zwigzkow,
ktére wptywaja na metabolizm oraz reguluja procesy zyciowe. Bardzo wazne sa wobec
tego jako$¢ oraz bezpieczenstwo zywnosci, ktora moze takze zawiera¢ niepozadane
sktadniki, zagrazajace ludzkiemu zdrowiu i zyciu.

Obecnie obserwuje si¢ zainteresowanie ze strony konsumentow problemem jakoS$ci
zywnoS$ci. Wynika to gldwnie ze wzrostu §wiadomosci spoteczenstwa, na co szczegdlny
wplyw ma postep naukowy. W spoteczenstwach ekonomicznie rozwinigtych konsument
zwraca uwage nie tylko na wyglad zewnetrzny i cechy organoleptyczne produktow spo-
zywcezych, ale takze na sktad oraz obecno$¢ substancji szkodliwych Odpowiednie regu-
lacje prawne stawiajg przed producentami szereg wymagan, natomiast konsumentom
zapewniaja spetnianie przez zywnos$¢ kryteriow, ktore sa gwarancja bezpleczenstwa
zdrowotnego. Szczegodlnie waznym aspektem w ocenie jako$ci Zywnosci jest spetnienie
norm bezpieczenstwa w zakresie obecnos$ci substancji toksycznych, ktére pochodza
z roznych zrédet i naleza do bardzo zréznicowanych grup chemicznych. Jedng z takich
grup kontaminantow sa mykotoksyny, ktore oddzialujg negatywnie na zdrowie cztowie-
ka, a nawet moga stanowi¢ zagrozenie dla zycia.

Mykotoksyny sg obecne w réznych produktach, gltdéwnie pochodzenia roslinnego
(zboza, maki, orzechy, oleje, kakao, ryz, kukurydza, ziota, przyprawy, kawa, herbata), ale
takze w produktach pochodzenia zwierzecego. Problem zanieczyszczenia mykotoksynami
sigga odleglych czasow. Znane sa opisy pochodzace z dawnych wiekow dotyczace dole-
gliwosci wynikajacych ze spozycia zaple$niatej zywnosci czy paszy. W poéznym S$rednio-
wieczu opisywano choroby wystepujace po zjedzeniu chleba zytniego. Dzisiaj wiemy, ze
przyczyng byt alkaloid zawarty w sporyszu — bardzo toksyczny, powodujacy niedokrwi-
sto§¢ oraz obumieranie czeSci ciata (ergotyzm, ,,ognie §w. Antoniego”). Z wieku XIX
pochodza opisy chorob wywotanych toksynami Penicillium (,,choroba zoéttego ryzu”) oraz
opisy przypadkow zatrucia w latach 1942-1947 na Syberii, prawdopodobnie w wyniku
spozycia pszenicy i jeczmienia skazonych mykotoksynami z rodzaju Fusarium (pokarmo-
wa toksyczna aleukia) [Schoental 1994]. W roku 1960 w Anglii odnotowano $mier¢ stu
tysiecy indykoéw. Przyczyng zgonu byla aflatoksyna B1 zawarta w paszy [Wrobel 2014].
Epidemia w Anglii spowodowata podjgcie licznych badan w tematyce mykotoksyn,
w wyniku ktorych ustalono interakcje miedzy toksynami i organizmami zywymi oraz
opracowano procedury analityczne, atakze wydano stosowne regulacje prawne w tym
zakresie.

Produkty rolne ulegaja zanieczyszczeniu mykotoksynami juz podczas rozwoju rosli-
ny na polu, w czasie zbioru, obrébki, przechowywania, a takze transportu gotowego
produktu [Chetkowski 1985, Suchorzynska i Misiewicz 2009, Bis i in. 2010]. Ze wzgle-
du na gwattowny wzrost industrializacji, globalizacji oraz rozwoj handlu mykotoksyny
staly si¢ problemem ogodlnoswiatowym. Mykotoksyny, jako naturalne zanieczyszczenie
zywnoSci, stanowig powazny problem zaréwno dla krajow stabo, jak i dobrze rozwinie-
tych. W pierwszej kolejnosci chodzi o straty ekonomiczne, a w drugiej o zagrozenia dla
zdrowia i zycia ludzi [Zawadzki 2006]. Dlatego tez wazne sa wszelkie dzialania na
wszystkich plaszczyznach: od projektu prowadzonej produkcji, poprzez poszczegolne jej
etapy, ze szczeg6lnym uwzglednieniem procedur analitycznych, ktére pozwalaja kontro-
lowac¢ jako$¢ 1 bezpieczenstwo zywnosci i pasz.
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CO TO SA MYKOTOKSYNY?

Nazwa substancji z grupy mykotoksyn wywodzi si¢ od stéw: gr. mycos — grzyb, tac.
toxicum — trucizna, wigze si¢ z ich pochodzeniem jako wtornych metabolitow grzybow
strzegpkowych. Substancje te wykazuja toksyczne dziatanie nie tylko w stosunku do bakterii,
ale tez kregowcdw. Mykotoksyny wytwarzane sg na ré6znych podtozach, takich jak zboza,
owoce, ziola, przyprawy, pasze, tyton. Grzyby wytwarzajace mykotoksyny naleza przede
wszystkim do rodzajow: Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Sta-
chybotrys, Pithomyces, Diplopia [Nikonorow i Urbanek-Kartowska 1987, Gertig 1996,
Zakowska i Stobifiska 2000, Grajewski 2006, Pokrzywa i in. 2007, Bis i in. 2010]. Wéréd
toksyn mozna wyr6zni¢ endotoksyny — znajdujagce sie wewnatrz grzybni, a takze egzotok-
syny — majace zdolnos¢ szybkiego przedostawania si¢ z grzybni do produktow spozyw-
czych, gleby, powietrza.

Tabela 1. Glowne grupy mykotoksyn i ich dziatanie fizjologiczne [Weidenborner 2001,
Richard 2007, Turner i in. 2009, Bianchini i Bullerman 2014]
Table 1. The main groups of mycotoxins and their physiological effects [Weidenborner 2001,
Richard 2007, Turner et al. 2009, Bianchini and Bullerman 2014]

Toksyna Gltoéwne dziatanie w stosunku do uktadow narzadéw ssakow
Aflatoksyny (AF) rakotwor,cz_e, ostre zapalenie watroby, zaburzony uktad
odpornosciowy
Cytrynina (CIT) nefrotoksyczne
Citreowiridyna neurotoksyczne

rakotworcze, biegunka, zmiany w watrobie, utrata laktacji,
Kwas cyklopiazonowy zmiany w nerkach, ,,zatrucie kodo”, przeczulica depresyjna,
utrata masy ciata

Fumonizyny (F) rakotworcze, hepatotoksyczne, leukoencefalomalacja u koni
Moniliformina (MON) rakotworcze, utrata masy ciala, krwotok jelitowy, choroba keshan
Ochratoksyny (OT) rakotworcze, nefrotoksyczne, hepatotoksyczne, teratogenne
Patulina (PT) krwotoki ptucne i mozgowe

Sterigmatocystyna (ST) rakotworcze, biegunka, zmiany w watrobie, utrata laktacji,

zmiany w nerkach

Trichoteceny (m.in. toksyna

T-2. toksyna HT-2, deoksy- immunosupresyjne, krwotoki z przewodu pokarmowego,

mutagenne, teratogenne

niwalenol)
Zearalenon (ZEN) estrogenne
Luteoskiryna mutagenne

o0 nizszej toksycznosci od patuliny, do ktorej jest podobny
Kwas penicylowy (PA) strukturalnie, w wysokich dawkach rakotworczy, powoduje
stluszczenie i martwicg watroby

Kwas byssochlaminowy 0 nizszej toksycznosci od patuliny
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Mykotoksyny sa zwigzkami niskoczasteczkowymi (M < 1,5 kDa) oraz stabo polarnymi.
Procesy pasteryzacji oraz obrobka w wyzszych temperaturach nie powoduja destrukcji
tych substancji. Natomiast skutecznie niszczone sg w wyniku dziatania promieniowania
UV oraz $rodowiska alkalicznego. Chemicznie jest to grupa zrdéznicowana i ogodlnie
zaliczane s3 one do weglowodorow aromatycznych [Soroka i in. 2008, Plawinska-
Czarnak i Zarzynska 2010]. Poznano ponad 400 mykotoksyn i ich pochodnych, wérod
ktorych najbardziej znanymi sa: aflatoksyny (AF), ochratoksyny (OT), zearalenon
(ZEN), trichoteceny, patulina (PT), fumonizyny (F), sterigmatocystyna (ST), luteoskiry-
na, kwas penicylinowy (PA), kwas byssochlaminowy, cytrynina (CIT), kwas cyklopia-
zonowy [Chetkowski 1985, Senczuk 2002, Stgpien i in. 2007].

Mykotoksyny, oprocz powodowania ostrych zatru¢, wykazuja takze wiasciwosci
rakotworcze, mutagenne, teratogenne i estrogenne (tab. 1), ktdre ujawniaja si¢ juz przy
bardzo niskich st¢zeniach [Muro-Cach i in. 2004, Turner i in. 2009]. Nie wszystkie jednak
plesnie sa toksyczne, jak np. te, ktdre maja dobroczynny wptyw przy produkcji zywnosci —
serow czy wedzonek, a takze jako substancje o wilasciwosciach antybiotycznych [Quil-
lien 2002].

SKAD SIE BIORA MYKOTOKSYNY W PRODUKTACH ROLNICZYCH I ZYWNOSCI?

Wytwarzanie mykotoksyn przez grzyby strzepkowe uwarunkowane jest roznymi
czynnikami, m.in. sktadem podtoza, obecnosciag mikroelementéw (cynk, magnez, ko-
balt), temperatura, wilgotnos$cia, zawarto$cia tlenu i dwutlenku wegla w powietrzu, mi-
kroflorg towarzyszaca czy obecnoscig szkodnikow — rys. 1 [Jurga 2007a].

Szczegdlnym ,,stymulatorem” grzybow strzepkowych do wydzielania mykotoksyn
jest wilgotno$¢ wzgledna powietrza powyzej 70%, za$ w przypadku surowca roslinnego
powyzej 15%, a takze temperatura 10-40°C, pH 4-8 [Zawadzki 2011]. W warunkach
polowych czynnikami, ktore sprzyjaja powstawaniu mykotoksyn sg dlugotrwate opady
lub wrecz przeciwnie — susza. Zanieczyszczenie surowcow roslinnych przez mykotoksy-
ny moze nastgpi¢ nawet w srodowisku, ktore spetnia warunki odpowiedniego wysusze-
nia, jezeli beda one przechowywane w pomieszczeniach o nieregulowanych warunkach
wilgotnoéci i1 temperatury [Nikonorow i Urbanek-Kartlowska 1987, Zakowska
i Stobinska 2000, Suchorzynska i Misiewicz 2009]. Wzrost zagrozenia mykotoksynami
jest takze skutkiem anomalii pogodowych oraz narastajgcych zmian klimatycznych.
Istotne znaczenie w tym wzgledzie ma wzrost i rozszerzenie obszaru handlu produktami
roslinnymi. W konsekwencji wiele mykotoksyn, ktérych wystepowanie byto ograniczo-
ne do danego regionu czy kontynentu, rozprzestrzenito si¢ na caty $wiat [Jurga 2007b].
Dowiedziono, ze stosowanie fungicydow nie wptywa hamujaco na powstawanie myko-
toksyn. Srodki grzybobdjcze wywoluja stres u grzybow, co w konsekwencji skutkuje
nadmierng produkcja mykotoksyn [Suchorzynska i Misiewicz 2009]. Obecnos¢ myko-
toksyn w zywnosci zalezy wigec od wielu czynnikow, m.in. kultury rolnej, technologii
przetwarzania surowcOw, warunkOw przechowywania i sposobOw magazynowania
[Pokrzywa i in. 20071].

Wigkszo$¢ mykotoksyn jest stabilna chemicznie, wigc maja tendencj¢ do przetrwania
podczas przechowywania, przetwarzania, a nawet podczas przygotowywania produktow
spozywczych w do¢ wysokich temperaturach, takich jak te osiagane np. podczas piecze-
nia [Pokrzywa i in. 2007]. Dlatego wazne jest, aby unika¢ warunkoéw, ktore prowadza
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2. CZYNNIKI
1. CZYNNIKI SRODOWISKOWE 3. ZBIORY
BIOLOGICZNE Temperatura Dojrzatos¢ plonow
Grzyby Wilgotnosé Temperatura
toksynotworcze Sktad atmosfery i podtoza Wilgotnoséé
Szkody mechaniczne
Owady, ptaki
4. PRZECHOWYWANIE
Temperatura
Wilgotnosé
droga
pierwotna 5. PRZETWARZANIE
Dystrybucja
Produkty zwierzgce
LUDZIE ZWIERZETA

droga wtorna

Rys. 2. Czynniki powodujgce powstawanie mykotoksyn w tancuchu pokarmowym
[Zakowska i Stobinska 2000]
Fig. 2. The factors leading to the formation of mycotoxins in the food chain
[Zakowska and Stobifiska 2000]

do tworzenia mykotoksyn, co nie zawsze jest mozliwe i nie zawsze osiggane w praktyce.
Usuniecie mykotoksyn z zywnosci jest trudne, natomiast najlepsza metoda kontroli jest sto-
sowanie metod prewencyjnych [Bullerman i in. 1984]. Widoczna obecno$¢ wytwarzajacego
toksyne patogenu grzybowego wcale nie oznacza, ze surowiec czy produkt zawiera myko-
toksyny. Takze brak jakichkolwiek oznak porazenia mikroorganizmami grzybowymi nie
upowaznia do wniosku o braku skazenia mykotoksynami [Turner i in. 2009]. Z surowca
zawierajacego kontaminanty, powstaje zanieczyszczony produkt, ktory w wyniku spozycia
(nasiona roslin oleistych, oleje, zboza, warzywa, owoce, przyprawy czy orzechy) przedostaje
si¢ do organizmu (tzw. droga pierwotna). Z kolei posrednim zrédtem mykotoksyn sg pasze,
ktore przyczyniaja si¢ do skazenia produktow pochodzenia zwierzgcego (migso, mleko, jaja)
1w ten sposob moga trafi¢ do organizmu konsumenta (tzw. droga wtorna) — rys. 1.

Bardzo istotne sa badania dotyczace zawartosci mykotoksyn zarowno w surowcach,
jak i w produktach. Szczegélnie wiele prac dotyczy oceny wystgpowania aflatoksyn
(tab. 1) [Kowalska i in. 2017]. W Polsce aflatoksyny wystepuja gtownie w importowa-
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nych orzechach oraz kukurydzy pochodzacych z krajow o klimacie tropikalnym i sub-
tropikalnym, co skutkuje mozliwoscia wprowadzenia tych toksyn do organizmu wraz
z produktami zawierajacymi te sktadniki. Dlatego tez gtownie aflatoksyny sa obiektem
zainteresowan zaréwno grup badawczych, jak i laboratoriow oferujacych ustugi w za-
kresie kontroli jakosci.

Tabela 2. Wystgpowanie aflatoksyn w produktach pochodzenia roslinnego [Kowalska i in. 2017]
Table 2. The occurrence of aflatoxins in products of plant origin [Kowalska et al. 2017]

. Procent .
Liczba . Stezenie/
Grupa . - zanieczysz- | Oznaczana L .
X Rodzaj produktu analizowanych zakres stezen Kraj
produktow robek czonych aflatoksyna (opb)
P probek PP
masto orzechowe 33 93,94 Suma AF? 0,7-95,9 Chiny
pistacje 10068 36,74 AFB1 5,9 ($rednia) Iran
orzeszki ziemne 151 19,21 Suma AF® 0,16-60,9 Turcja
krem z orzechéw 40 95,0 SumaAF® | 062510 | Turcja
wioskich
N"i‘siot”a orzechy laskowe 51 84,31 Suma AF® 0,625-10 Turcja
oleiste
orzechy arachidowe 7 42,86 Suma AF® 0,2-39 Polska
orzechy laskowe 15 93,33 AFB1 0,02-1,47 Polska
orzechy arachidowe 6 50,0 AFB1 0,01-0,04 Polska
orzechy inne 6 66,67 AFB1 0,01-0,16 Polska
orzechy arachidowe 289 37,37 Suma AF® | LOD®-76,76 | Polska
papryka 44 18,18 Suma B+G 1,1-97,5 Turcja
czerwona papryka 26 11,54 SumaB+G | 18164 | Turcja
w proszku
papryka czerwona 75 96,0 AFB1 011247 | Turcja
mielona
papryka 20 95,0 AFB1 1,1-154 Maroko
kminek 20 25,0 AFB1 0,8-6,7 Maroko
czarny pieprz 20 15,0 AFB1 0,7-7,3 Maroko
biaty pieprz 20 10,0 AFB1 2,8-3,7 Maroko
Przyprawy pieprz 11 100,0 Suma AF° 0,40-12,1 Polska
papryka stodka 12 100,0 Suma AF° 0,43-5,56 Polska
czarny pieprz 12 16,67 Suma AF° 0,15-0,55 Polska
biaty pieprz 11 18,18 Suma AF° 0,14-0,25 Polska
chilli 10 50,0 Suma AF? 0,15-3,96 Polska
gatka muszkatotowa 10 100,0 Suma AF° 0,19-16,91 Polska
imbir 9 66,67 Suma AF® 0,15-5,61 Polska
kurkuma 9 55,56 Suma AF® 0,15-1,00 Polska
ziola i przyprawy 52 40,38 Suma AF® LOQ®-5,0 Polska
mieszanki przypraw 10 90,0 AFB1 0,05-5 Polska
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kukurydza 633 38,07 AFB1 1,1-2072 |Chorwacja
ryz 1200 67,83 AFB1 0,1-308,0 Indie
s0rgo 82 6,105 AFB1 <1,0-25,9 Etiopia
. ) 0,0104— .
pszenica 41 58,54 Suma AF 0,6435 Turcja
jeczmien 115 11,30 AFB1 <1,0-11,7 Etiopia
maka 6 - Suma AF? 0,3-1,2 Polska
kasza 4 - Suma AF® 0,3-0,4 Polska
Zboza makaron 11 - Suma AF? 0,3-0,3 Polska
ptatki owsiane 13 - Suma AF® 0,3-0,3 Polska
maka pszenna 10 20,0 AFB1 0,18-0,33 Polska
pszenica ziarno 7 0,0 AFB1 <0,05 Polska
ciastka 3 66,67 AFB1 0,06-0,31 Polska
kukurydza 199 160 Suma AF® LOD*-4 Polska
kukurydza 140 80,40 AFB1 0,05-560 Witochy
kukurydza 22 0,0 SumaAF® | <L0Q° | Polska
i przetwory
. i Suma .
rodzynki sultanskie 19 15,79 AFB1 + AFB2 0,3-2,0 Brazylia
Owoce figi 2680 25,52 Suma AP nd*-278,04 | Turcja
suszone rodzynki 17 47,06 Suma AR LOQ*5,0 | Polska
suszone owoce 1373 13,62 Suma AF® <0,1-1870 Wiochy

AF — aflatoksyny, AFB1 — aflatoksyna B1, AFB2 — aflatoksyna B2, AFG1 — aflatoksyna G1, AFG2 — aflatok-
syna G2

3Suma AF: AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2 + AFM1 + AFM2, Suma AF: AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2,
°LOD - granica wykrywalnosci (limit of detection), “LOQ — granica oznaczalnosci (limit of quantification),

®nie wykryto

WYMAGANIA PRAWNE W ZAKRESIE OBECNOSCI MYKOTOKSYN W ZYWNOSCI

Ze wzgledu na zagrozenie zwigzane z konsumpcja zywnosci, ktora potencjalnie mo-
ze zawiera¢ mykotoksyny, prowadzony jest monitoring zawartosci tych substancji za-
rowno w surowcach, jak i gotowych produktach. Rozpatrujac ten problem w aspekcie
globalnym, nalezy wymieni¢ instytucje doradcze i organy zajmujace si¢ bezpieczen-
stwem zywnosci, tj. Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO), Wspolny Komitet Eksper-
tow FAO/WHO ds. Dodatkéw do Zywnoéci (JECFA) oraz Europejski Urzad ds. Bezpie-
czenstwa Zywnosci (EFSA). W Polsce wszelkie sprawy dotyczace bezpieczenstwa
i jakosci zywnoéci sa w gestii Ministra Zdrowia oraz Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju
Wsi, natomiast kwestie prawne reguluje Ustawa o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia
[Ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. 0 bezpieczenstwie zywnosci i zywienia, 2006].

Nalezy wspomnie¢, ze w dziataniach ograniczajacych ryzyko przedostawania si¢
mykotoksyn do lancucha zywnos$ciowego istotne znaczenie ma wymiana informacji
migdzy panstwami cztonkowskimi UE, w zakresie naruszenia bezpieczenstwa zywnosci
i pasz. Na podstawie Rozporzadzenia Komisji (WE) 178/2002 [Rozporzadzenie Komisji
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(WE) 2002] zostat w tym celu powotany System Wczesnego Ostrzegania o Niebez-
piecznej Zywnosci i Paszach — RASFF, ktéry koordynuje whasciwy obieg informacji
wewnatrz UE. W Polsce za dzialanie systemu RASFF odpowiada Glowny Inspektor
Sanitarny. Odpowiednie reagowanie na niepokojace informacje z catego obszaru UE
umozliwia zapobieganie zagrozeniom zwigzanym z bezpieczenstwem zywnosci i pasz
oraz skutkuje zastosowaniem witasciwych metod zaradczych. Dane udostgpnione przez
system RASFF wskazuja, ze mykotoksyny, obok patogennych mikroorganizméw i pe-
stycydow, sg najczesciej zglaszanym zagrozeniem w krajach EU (rys. 2), a gtdéwna grupa
mykotoksyn sg aflatoksyny i ochratoksyny, za$ rzadziej toksyny Fusarium [European
Commission 2020].
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Rys. 2. Liczba powiadomien zgtoszonych do systemu RASFF dotyczacych obecno$ci mykotoksyn
— dane z portalu RASFF [European Commission 2020]

Fig. 2. The number of notifications submitted to the RASFF on the presence of mycotoxins — data
from the RASFF portal [European Commission 2020]

W celu ograniczenia zagrozen ze strony mykotoksyn (zarowno dla cztowieka, jak
i dla zwierzat) zostaly wprowadzone wytyczne, ktore narzucaja ograniczenia zawarto$ci
mykotoksyn w paszach i zywnosci. Dokumentem regulujacym najwyzsze dopuszczalne
zawartosci aflatoksyn w produktach zywnosciowych jest Rozporzadzenie Komisji (WE)
nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. ustalajace najwyzsze dopuszczalne poziomy
niektorych zanieczyszczen w $rodkach spozywczych [CE 2006]. W tabeli 3 zestawiono
najwyzsze dopuszczalne poziomy dla zanieczyszczen aflatoksynami w $rodkach spo-
zywezych [CE 2006].
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Tabela 3. Najwyzsze dopuszczalne zawarto$ci aflatoksyn w srodkach spozywczych [CE 2006]
Table 3. The highest permissible levels of aflatoxins in foodstuffs [CE 2006]

Najwyzsza dopuszczalna zawarto$¢

(ng/kg)
Produkt
aflatoksyna agllatflés%/ rly aflatoksyna
Bl Gl1+G2 M1
orzechy arachidowe i orzechy oraz przetwo-
rzone produkty z orzechow, suszone owoce
oraz przetworzone produkty z suszonych 20 40 3
owocOw przeznaczone do bezposredniego ' '
Orzeszki sp(?Zycia przez ‘ludzi lub uzyte jako sktadniki
ziemne, w $rodkach spozywczych
orzechy |orzechy arachidowe, ktore majg by¢ sortowane
oraz lub poddane innej fizycznej obrobce przed 80 150 3
suszone | spozyciem przez ludzi lub uzyte jako sktadnik ' '
owoce w $rodkach spozywczych
orzechy i suszone owoce, ktore majg byc
sortowane lub poddane innej fizycznej obrobee 50 100 B
przed spozyciem przez ludzi lub uzyte jako ' '
sktadnik w $rodkach spozywczych
wszystkie zboza i wszystkie produkty otrzy-
mywane ze zb6z, w tym przetworzone produk-
ty zbozowe, z wyjatkiem $rodkow spozyw- 2,0 4,0 -
czych uszczegdlowionych w osobnych rubry-
Zboza kach
kukurydza, ktora ma by¢ sortowana lub pod-
dana innej fizycznej obrobee przed spozyciem 50 100 3
przez ludzi lub uzyta jako sktadnik w §rodkach ' '
spozywczych
Surowe mleko, mleko poddane obrobce cieplnej 3 3 0050
i mleko stuzace do wytwarzania produktéw na bazie mleka '
Przyprawy: Capsicum spp. (pochodzace z tego suszone
owoce, cate lub mielone, w tym papryka chili, mielone
chili, pieprz kajenski i papryka); Piper spp. (pochodzace 50 100 3
z niego owoce, w tym bialy i czarny pieprz); Myristica ! !
fragrans (gatka muszkatotowa), Zingiber officinale (imbir),
Curcuma longa (kurkuma)
Przetworzona zywno$¢ na bazie zbdz oraz zywno$¢
. . L 0,10 - -
dla niemowlat i matych dzieci
Preparaty dla niemowlat i preparaty pochodne, w tym
modyfikowane mleko w proszku dla niemowlat i mleko - - 0,025
nastepne
Produkty dietetyczne do specjalnych celow medycznych, 0.10 B 0,025

przeznaczone specjalnie dla niemowlat
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W Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. [CE
2006], ustalajacym najwyzsze dopuszczalne poziomy niektorych zanieczyszczen
w $rodkach spozywczych znajduja si¢ takze wytyczne ograniczajace zawarto$¢ innych
mykotoksyn: ochratoksyny A (tab. 3), patuliny (tab. 4), deoksyniwalenolu (tab. 5), zea-
ralenonu (tab. 6), fumonizyn (tab. 7). Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006
z dnia 19 grudnia 2006 r. [CE 2006] nie podaje wymagan dla toksyn T-2 i HT-2.

Tabela 4. Najwyzsze dopuszczalne zawarto$ci ochratoksyny A wg Rozporzadzenia Komisji (WE)
nr 1881/2006 [CE 2006]
Table 4. The highest permissible content of ochratoxin A according to Commission Regulation
(EC) No. 1881/2006 [CE 2006]

Najwyzsza
Produkt dopuszczalna
zawarto$¢ (ng/kg)
Nieprzetworzone zboza 5,0
Wszystkie produkty pochodzace z nieprzetworzonych zb6z, w tym
produkty z przetworzonych zbdz, oraz zboza przeznaczone do bezpo- 30
$redniego spozycia przez ludzi, z wyjatkiem $rodkéw spozywczych '
uszczegodtowionych w osobnych rubrykach
Suszone owoce winorosli (koryntki, rodzynki i sultanki) 10,0
Palone ziarna kawy i mielona kawa palona, z wyjatkiem kawy rozpusz- 50
czalnej '
Kawa rozpuszczalna 10,0
Wino (w tym wino musujace, z wyjatkiem wina likierowego 20
i wina o mocy alkoholu ponizej 15% obj.) i wino owocowe '
Wino aromatyzowane i napoje na bazie wina aromatyzowanego i aroma- 20
tyzowane koktajle winopochodne !
Sok winogronowy, koncentrat soku winogronowego po rozciefczeniu
woda, nektar winogronowy, moszcz winogronowy i koncentrat moszczu 20
winogronowego po rozcienczeniu wodg przeznaczony do bezposrednie- !
g0 spozycia przez ludzi
Przetworzona zywno$¢ na bazie zbdz oraz zywno$¢ dla niemowlat 050
i dzieci )
Produkty dietetyczne do specjalnych celéw medycznych przeznaczone 050
specjalnie dla niemowlat '
Zielona kawa, suszone owoce inne niz suszone owoce winorosli, piwo,
kakao i produkty z kakao, wina likierowe, produkty migsne, przyprawy, -
lukrecja
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Tabela 5. Najwyzsze dopuszczalne zawartosci patuliny wg Rozporzadzenia Komisji (WE)

nr 1881/2006 [CE 2006]

Table 5. The highest permissible patulin content according to the Commission Regulation (EC)

No. 1881/2006 [CE 2006]

Najwyzsza
Produkt dopuszczalna
zawarto$¢ (ug/kg)
Soki owocowe, koncentrat sokéw owocowych po rozcienczeniu wodg oraz 50
nektary owocowe
Napoje spirytusowe, jablecznik i inne sfermentowane napoje otrzymywane 50
z jabtek lub zawierajace sok jabtkowy
Produkty z jabtek, w tym kompot z jabtek, puree jablkowe przeznaczone
do bezposredniego spozycia, z wyjatkiem §rodkéw spozywczych uszcze- 25,0
gotowionych w osobnych rubrykach
Sok jabtkowy i produkty z jablek, w tym kompot jabtkowy i puree z ja- 10.0
blek, dla niemowlat i matych dzieci, jako takie oznakowane i sprzedawane '
Zywno$¢ dla niemowlat, inna niz przetworzona zywno$é na bazie zbéz dla 10.0
niemowlat i matych dzieci '

Tabela 6. Najwyzsze dopuszczalne zawarto$ci deoksyniwalenolu wg Rozporzadzenia Komisji

(WE) nr 1126/2007 [CE 2007]

Table 6. The highest permissible levels of deoxynivalenol according to Commission Regulation

(EC) No. 1126/2007 [CE 2007]

Najwyzsza
Produkt dopuszczalna
zawarto$¢ (ng/kg)
Nieprzetworzone zboza inne niz pszenica durum, owies i kukurydza 1250
Nieprzetworzona pszenica durum i owies 1750
Nieprzetworzona kukurydza 1750
Zboza przeznaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi, maka
zbozowa (w tym maka kukurydziana, maczka kukurydziana i ptatki
kukurydziane), otrgby jako produkt koncowy wprowadzony na rynek do 750
bezposredniego spozycia przez ludzi oraz zarodki, z wyjatkiem §rodkow
spozywczych uszczegoétowionych w osobnych rubrykach
Chleb (w tym male produkty piekarnicze), ciasta, herbatniki, przekaski 500
zbozowe i1 zboza §niadaniowe
Makaron (suchy) 750
Przetworzona zywno$¢ na bazie zbdz oraz zywno$¢ dla niemowlat 200
i matych dzieci
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Tabela 7. Najwyzsze dopuszczalne zawarto$ci zearalenonu wg Rozporzadzenia Komisji (WE)
nr 1126/2007 [CE 2007]
Table 7. The highest permissible content of zearalenone according to Commission Regulation
(EC) No. 1126/2007 [CE 2007]

Najwyzsza
Produkt dopuszczalna
zawarto$¢ (ug/kg)

Nieprzetworzone zboza inne niz kukurydza 100

Nieprzetworzona kukurydza 200

Zboza przeznaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi, maka
zbozowa, otr¢gby jako produkt koncowy wprowadzony na rynek do
bezposredniego spozycia przez ludzi oraz zarodki, z wyjatkiem $rodkow
spozywczych uszczegoétowionych w osobnych rubrykach

75

Kukurydza przeznaczona do bezposredniego spozycia przez ludzi, maka
kukurydziana, maczka kukurydziana, ptatki kukurydziane, zarodki 200
kukurydziane oraz rafinowany olej kukurydziany

Chleb (w tym male produkty pickarnicze), ciasta, herbatniki, przekaski
zbozowe i zboza $niadaniowe, z wylaczeniem przekagsek kukurydzia- 50
nych i zbdz §niadaniowych opartych na kukurydzy

Przekaski kukurydziane i zboza $niadaniowe oparte na kukurydzy 50
Przetworzona zywno$¢ na bazie zbdz (z wylaczeniem przetworzonej

zywnosci opartej na kukurydzy) oraz zywno$¢ dla niemowlat i matych 20
dzieci

Przetworzona zywno$¢ oparta na kukurydzy, przeznaczona dla

niemowlat i matych dzieci 20

Tabela 8. Najwyzsze dopuszczalne zawartosci fumonizyn (suma B1 + B2) wg Rozporzadzenia
Komisji (WE) NR 1126/2007 [CE 2007]
Table 8. The highest permissible content of fumonisins (total B1 + B2) according to Commission
Regulation (EC) No. 1126/2007 [CE 2007]

Najwyzsza dopuszczalna
Produkt zawarto$¢ (ug/kg)

Nieprzetworzona kukurydza 2000

Maka kukurydziana, maczka kukurydziana, ptlatki kukurydziane,

zarodki kukurydziane oraz rafinowany olej kukurydziany 1000

Zywno$¢ oparta na kukurydzy, przeznaczona do bezposredniego
spozycia przez ludzi, z wyjatkiem $rodkéw spozywczych uszczego- 400
lowionych w osobnych rubrykach

Przetworzona zywno$¢ na bazie kukurydzy oraz zywnos¢ dla

niemowlat i matych dzieci 200




Kontrola obecnosci mykotoksyn w produktach rolniczych i zywnos$ci. Cz. |. Praca przegladowa 31

TECHNIKI PRZYGOTOWANIA PROBEK DO ANALIZY MYKOTOKSYN

W oznaczaniu mykotoksyn kluczowym elementem jest pobranie reprezentatywnej
probki. Etap ten jest trudny ze wzgledu na niejednorodne rozmieszczenie grzybow wy-
twarzajacych mykotoksyny w badanym materiale [Whitaker 2003, Turner i in. 2009].
Pobieranie probek ma istotny udziat w niepewnosci wyniku analitycznego i w przypadku
analizy mykotoksyn 90% bledu mozna wiaza¢ z procedura pobrania oryginalnej probki
[Namie$nik i in. 1995, Lauren i in. 2006]. Znane sg r6zne procedury pobrania probek
[Whitaker 2003, 2006, Vargas i in. 2006, Hallier i in. 2011], ktore ponadto zostaty ujcte
w specjalnych regulacjach, celem ujednorodnienia postgpowania w przypadku urze¢do-
wej kontroli poziomu mykotoksyn w s$rodkach spozywczych [Dyrektywa Komisji
2005/38/WE 2005, Rozporzadzenie Komisji (WE) 2006].

Jezeli prawodawstwo wspdlnotowe nie okresla szczegdlnych metod oznaczania za-
warto$ci mykotoksyn w srodkach spozywczych, to laboratorium moze wybra¢ dowolng
metode, pod warunkiem ze spelnia ona odpowiednie kryteria skutecznosci (tab. 8, 9)
[Rozporzadzenie Komisji (WE) 2006].

Tabela 9. Kryteria skuteczno$ci metod oznaczania zawartosci aflatoksyn w srodkach spozywczych
[Rozporzadzenie Komisji (WE) 2006]
Table 9. Performance criteria for methods for determining the aflatoxin content in foodstuffs
[Commission Regulation (EC) 2006]

Najwyzsza dopusz-

Kryterium Zakres stezenia | Wartos$¢ zalecana 2
czalna warto$§¢
Probka §lepa caty pomijalnie mata -
0,01-0,05 pg/kg 60-120%
Odzysk — aflatoksyna M1
>0,05 pg/kg 70-110%
<1,0 pg/kg 50-120%
Odzysk — aflatoksyny Bi, Bz, o
Gl, G2 1-10 pg/kg 70-110%
>10 ug/kg 80-110%
Precyzja (odtwarzalnos¢) RSDr .
(powtarzalno$¢ RSDr mozna wynika %NX \;V;;’Fos;:
obliczy¢ jako iloczyn 0,66 % caty z robwnania , Zgwniiia
RSDr dla odpowiedniego stgze- Horwitza Horwitza

nia)

— wartosci, ktore majg zastosowanie zarowno W odniesieniu do aflatoksyny B, jak i sumy
aflatoksyn B1 + B2 + G1 + G2

—jezeli suma aflatoksyn B1+ B2+ Gi+ G2 ma zosta¢ podana, to odpowiedz kazdej z nich

w systemie analitycznym musi by¢ znana lub rdwnowazna

Warto$¢ precyzji (odtwarzalnoéé) RSDRr jest obliczana z réwnania Horwitza: RSDg = 2(1:0.5109C),
gdzie C jest stezeniem wyrazonym jako stosunek (np. 1 = 100 g/100 g, 0,001 = 1 000 mg/kg).
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Tabela 10. Kryteria skutecznos$ci dla ochratoksyny A, patuliny, deoksyniwalenolu, zearalenonu,
fumonizyny Bz i B2, toksyn T-2 i HT-2 [Rozporzadzenie Komisji (WE) 2006]
Table 10. Performace criteria for ochratoxin A, patulin, deoxynivalenol, zearalenone, fumonisin B1
and B2, T-2 and HT-2 toxins [Commission Regulation (EC) 2006]

Mykotoksyna Stezenie (ng/kg) RSDr (%) RSDr (%) Odzysk (%)
<1 <40 <60 50-120
Ochratoksyna A
1-10 <20 <30 70-110
<20 <30 <40 50-120
Patulina 20-50 <20 <30 70-105
>50 <15 <25 75-105
. >100-<500 <20 <40 60-110
Deoksyniwalenol
>500 <20 <40 70-120
<50 <40 <50 60-120
Zearalenon
>50 <25 <40 70-120
Fumonizyny B: <500 <30 <60 60-120
i B2 >500 <20 <30 70-110
50-250 <40 <60 60-130
Toksyna T-2
>250 <30 <50 60-130
100-200 <40 <60 60-130
Toksyna HT-2
>200 <30 <50 60-130

Granica wykrywalno$ci stosowanych metod nie jest podawana, poniewaz warto$¢ precyzji jest
podana dla danego st¢zenia.
Wartos$¢ precyzji (odtwarzalno$ci) jest obliczana z rownania Horwitza:

RSDRr = 2(1-0,5logC)
gdzie:
precyzja RSDr jest odchyleniem standardowym wzglgdnym, obliczonym na podstawie wyni-
kow otrzymanych w warunkach odtwarzalnos$ci [(sr/X ) x 100]
(powtarzalno$¢ RSDr mozna obliczy¢ jako iloczyn 0,66 x RSDr dla odpowiedniego stezenia),
C jest stezeniem wyrazonym jako stosunek (np. 1 =100 g/100 g, 0,001 = 1 000 mg/kg).
Jest to ogdélne rdwnanie precyzji, ktdrego wynik nie zalezy ani od analitu, ani od matrycy,
ale w przypadku wigkszosci rutynowych metod analizy zalezy wylacznie od st¢zenia C.

Kolejny krok to rozdrobnienie materiatu, ktére ma na celu rozprowadzenie myko-
toksyn, jak rowniez uwolnienie z wnetrza w przypadku orzechoéw czy zb6z. W zaleca-
nych procedurach masa probki do oznaczania mykotoksyn powinna wynosi¢ 10-50 g.
Modyfikacja dotychczas stosowanych procedur pozwala na znaczne zminimalizowanie
probki nawet do ponizej 1 g. W postgpowaniu z probka ma znaczenie rowniez odpo-
wiednie przygotowanie szkta laboratoryjnego, ktore moze by¢ przyczyna adsorpcji anali-
tow na jego powierzchni. W celu wyeliminowania tego problemu szkto poddaje si¢ dzia-
faniu wysokiej temperatury, a takze zaleca si¢ uzywanie szkla poddanego silanizacji lub
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stosowanie naczyn laboratoryjnych wykonanych z innych materiatow [Langseth
i Rundberget 1998, Mateo i in. 2001]. Naczynia szklane powinny by¢ rowniez wolne od
pozostatosci po alkalicznych detergentach, ktore moga tworzy¢ sole z mykotoksynami
i zmniejszaé ich st¢zenie w badanych probkach [Turner i in. 2009].

Krokiem konczacym przygotowanie probki do analizy jest wyekstrahowanie myko-
toksyn i roddzielenie ich odpowiednimi metodami. Finalnym etapem jest zastosowanie
metod stuzacych do analizy mykotoksyn.

IZOLACJA 1 OCZYSZCZANIE MYKOTOKSYN

Wigkszo$¢ stosowanych metod analitycznych w oznaczaniu mykotoksyn wymaga
wstepnego oczyszczania czy ekstrakcji analitbw z matrycy, z wyjatkiem testow ELISA,
w przypadku ktorych takie procedury nie sa wymagane [Turner i in. 2009]. Procedura
przygotowania probki do analizy jest bardzo czasochtonna i zajmuje ok. 2/3 catkowitego
czasu analizy. Wybor metody ekstrakcji zalezy od rodzaju matrycy oraz od struktury
chemicznej mykotoksyny [Wilkes and Sutherland 1998].

Ekstrakcja ciecz — ciecz (LLE)

W ekstrakcji LLE wykorzystuje si¢ rdznice w rozpuszczalno$ci mykotoksyny
w dwoch niemieszajacych sie rozpuszczalnikach. Zastosowanie rozpuszczalnikow,
tj. heksanu czy cykloheksanu, umozliwia pozbycie si¢ z matrycy substancji lipido-
wych oraz cholesterolu. Wadg prowadzenia klasycznej ekstrakcji ciecz — ciecz jest
czasochtonno$é¢ i mozliwos¢ utraty analizowanych sktadnikow w wyniku adsorpcji na
szkle [Turner i in. 2009].

Ekstrakcja rozpuszczalnikowa jest najczgéciej stosowana do izolacji mykotoksyn
z matrycy. Zwigzki o charakterze polarnym, jak fumonizyny, rozpuszczajg si¢ lepiej
w uktadach zawierajagcych wode w mieszaninach z rozpuszczalnikami organicznymi
[Shephard 1998]. Natomiast toksyny hydrofobowe, jak aflatoksyny, sg ekstrahowane
rozpuszczalnikami organicznymi [Holcomb i in. 1992]. Czasami nalezy przeprowadzi¢
ekstrakcje wstepng, np. z uzyciem n-heksanu, w celu pozbycia si¢ niektérych sktadni-
koéw matrycy probki (odttuszezenie). Oczyszczanie probki jest bardzo istotne ze wzgledu
na mozliwo$¢ maskowania bardzo niskich stezen mykotoksyn przez zwigzki, ktore sg
obecne w matrycy oraz w stosowanych materiatach i odczynnikach [Turner i in. 2009].
Najpowszechniej stosowanymi rozpuszczalnikami organicznymi sg acetonitryl, metanol,
octan etylu lub ich mieszaniny w roznych proporcjach, takze z udziatem wody [Langseth
i Rundberget 1998, Radova i in. 1998, Mateo i in. 2001, Krska i in. 2001, 2007,
Shephard i in. 2009]. Dodanie wody zwykle poprawia wydajno$¢ ekstrakcji, poniewaz
woda oddziatuje ze sktadnikami matrycy takimi jak biatka lub cukry i w ten sposob
utatwia ekstrakcje toksyn [Pereira i in. 2014]. Woda nie zawsze przynosi pozytywny
efekt w przypadku niektorych matryc. W zalezno$ci od tego, czy oznaczamy pojedyncza
mykotoksyne, czy cala grupe (multimetoda), dobieramy odpowiedni uktad ekstrakcyjny.
Niektore rozpuszczalniki ekstrahujg takze inne skladniki, ktéore moga przeszkadzaé
w oznaczaniu mykotoksyn. Wykazano, ze metanol ekstrahuje takze zwigzki, ktoére
utrudniajg takg analize [Langseth i Rundberget 1998, Mateo i in. 2001]. W badaniu nad
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optymalizacja ekstrakcji 10 mykotoksyn z jednego z gatunkow Zenszenia dodatek wody
spowodowat rozpuszczenie saponin, ktore negatywnie wptynely na sygnat analityczny
[Chen i in. 2015]. Chen i in. wykazali, ze acetonitryl 100% byt optymalnym rozpusz-
czalnikiem. Wang i wspolpracownicy porownali wydajnos¢ pigeiu ukladow meta-
nol/woda (75%, 80%, 85%, 90% i 100% metanolu) na jednoczesng ekstrakcje aflatoksy-
ny B1 i ochratoksyny A z korzeni lukrecji i cebul szachownicy, wykazujac, ze uktad
zawierajacy 85% metanolu charakteryzowat si¢ najwyzsza skutecznoscia [Wang i in.
2013]. Pordéwnujac mieszaniny acetonitryl : woda (84 :16 v/v), acetonitryl : woda
(75 : 25 v/v), metanol : woda (70 : 30, v/v), metanol : woda (50:50 v/v), octan ety-
lu : acetonitryl : woda (77 : 19 :4 v/v/v) do ekstrakcji trichotecenow typu B z probek
ryzu, pszenicy i kukurydzy, stwierdzono najwyzsza skutecznos$¢ dla pierwszego z wy-
mienionych uktadow [Mateo i in. 2001]. Skuteczne stosowanie mieszaniny acetoni-
tryl : woda (84 : 16 v/v) zostalo potwierdzone takze w innych opracowaniach [Radova
i in. 1998, Schothorst i Jekel, 2001, Razzazi-Fazeli i in. 2002, Berthiller i in. 2005,
Klotzel i in. 2005, Milanez i in. 2006, Stecher i in. 2007]. Wymienione rozpuszczalniki
byly badane w réznych wariantach i w zmiennych proporcjach [Schollenberger i in.
1998, Tanaka i in. 2000, Dall’Asta i in. 2004, Cavaliere i in. 2005, Klétzel i in. 2006].
Czgsto, jesli wydajnos¢ jednoetapowej ekstrakeji jest zadowalajaca, nie trzeba powtarzaé
ekstrakcji. W przeciwnym razie mozna zastosowac kolejno dwa rodzaje rozpuszczalni-
kéw do przeprowadzenia dwuetapowej metody ekstrakcji w celu uzyskania zwigkszone;j
wydajnosci ekstrakcji [Liu i in. 2015, Xing i in. 2016]. Czasami konieczne sg dodatkowe
sktadniki w uktadach ekstrakcyjnych. Na przyktad kwasy (kwas mréwkowy, kwas octo-
wy) i sole skutecznie wspomagaja ekstrakcje mykotoksyn. Dodanie odpowiedniej ilosci
kwasu mrowkowego do rozpuszczalnika ekstrakcyjnego moze poprawié¢ odzysk aflatok-
syn i fumonizyn [Liu i in. 2015, 2016, Zhang i in. 2016]. Wyzsze poziomy odzysku
i wyeliminowanie wptywu matrycy uzyskano przez dodanie 1-procentowego kwasu
octowego do rozpuszczalnika ekstrakcyjnego podczas oznaczania 11 mykotoksyn
w stodzie [Wang i in. 2016]. Dodatek NaHCOs do roztworu ekstrakcyjnego zwiekszyt
warto$¢ odzysku aflatoksyn i ochratoksyny A izolowanych z korzeni zeni-szenia i imbiru
[Trucksess i in. 2007].

Ekstrakcja nadkrytyczna (SFE)

W metodzie SFE wykorzystuje si¢ CO, w postaci pltynu w stanie nadkrytycznym,
ktory charakteryzuje si¢ dobrymi wiasciwosciami rozpuszczalnikowymi. Wydajnosé
ekstrakcji moze by¢ modyfikowana poprzez dodatek innych rozpuszczalnikéw, np. me-
tanolu. Technika ta nie prowadzi do rozktadu badanych analitow, nie wymaga stosowa-
nia toksycznych rozpuszczalnikow, jest szybka i charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia
w usuwaniu thuszczow. Niestety wadg tej techniki jest do§¢ wysoki koszt. Proponowana
nadkrytyczna chromatografia cieczowa na kolumnach kapilarnych ze stopionej krze-
mionki nie jest jednak najlepszym rozwigzaniem ze wzgledu na wysokie koszty analizy
oraz konieczno$¢ posiadania specjalistycznego sprzetu [Christopher Young i Games
1992, Holcomb i in. 1996]. Znane sg prace dotyczace zastosowania SFE do ekstrakcji
aflatoksyn, trichotecendw i zearalenonu z roélin leczniczych, kukurydzy, pszenicy i ich
przetworow z odzyskiem rzedu 53—-104% [Razzazi-Fazeli i Reiter 2011].
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Ekstrakcja do fazy stalej (SPE)

Metoda SPE polega na przeniesieniu analitow znajdujacych si¢ w probcee cieklej do
fazy stalej. Rozdzielenie sktadnikow zachodzi w oparciu o wspotczynnik podziatu
zwiazkow organicznych migdzy wodg i staty sorbent. Uwolnienie analitow przeprowa-
dza si¢ za pomocg rozpuszczalnika (oznaczenie HPLC) lub na drodze termicznej (ozna-
czenie GC). Za pomoca SPE analizuje si¢ probki o roznej objetosci, od kilku mikroli-
trow do kilku litrow. Systemy ekstrakcji do fazy stalej (SPE) sa obecnie czg¢sto stosowa-
ne jako wygodne rozwigzanie konkurujace z klasyczng ekstrakcjg ciecz — ciecz, ponie-
waz w SPE zuzywa si¢ znacznie mniej rozpuszczalnika, co umozliwia skrdcenie etapu
przygotowania probki. Do wad w tej technice nalezy zaliczy¢ mozliwos$¢ nieodwracalne;j
adsorpcji wybranych analitow na ztozu sorbentu i czasami niska powtarzalnos¢, na ktéra
maja wplyw roéznice w upakowaniu poszczegdlnych partii sorbentu [Majors 2011]. Do-
stepne sg jednorazowe kolumienki ekstrakcyjne wypetnione odpowiednim adsorbentem
(polarne — zel krzemionkowy, ziemia okrzemkowa, zel krzemionkowy modyfikowany
grupami aminopropylowymi, florisil; niepolarne — Zel krzemionkowy modyfikowany
grupami oktadecylowymi C-18, zel krzemionkowy modyfikowany grupami fenylowymi;
wymieniacze jonowe — kationity, anionity; materiaty powinowactwa — immunoadsorben-
ty, polimery z odwzorowaniem czasteczkowym). Moga by¢ stosowane zaréwno do
oczyszczania probek zawierajacych mykotoksyny, jak réwniez do wstepnego zatezenia
probki, zwickszajac wykrywalno$¢ analitow. Fazy typu anionity zapewniaja dobre
oczyszczenie ekstraktow zawierajacych fumonizyny [Stockenstrom i in. 1994], nato-
miast zastosowanie hydrofilowej ziemi okrzemkowej dato dobre rezultaty w oczyszcza-
niu trichotecenow w ziarnach [Turner i in. 2009]. Zastosowanie kolumienek SPE z wy-
petnieniem C-18, umozliwito izolacj¢ ochratoksyny A z wina [Hernandez i in. 2006]. Do
oceny jakosci win Stosowano takze wypetnienia z zastosowaniem peptydu z powinowac-
twem do ochratoksyny A, z odzyskiem na poziomie 95% [Giraudi i in. 2007]. Kolu-
mienki powinowactwa immunologicznego (IAC) z wypelnieniem zawierajgcym mono-
i poliklonalne przeciwciala skierowane przeciwko danej mykotoksynie pozwalaja uzy-
ska¢ eluaty o wysokiej czystosci, charakteryzuja si¢ takze wysoka powtarzalnoscia
i czuloécig oraz umozliwiaja zmniejszenie wykorzystania rozpuszczalnikow organicz-
nych, niestety wada tego rozwigzania jest wysoka cena [Stevenson 2000, Burek i in.
2011, Pascale i in. 2012]. Opisano zastosowanie kolumienek wypetnionych zelem krze-
mionkowym do oczyszczania probek z suszonych jablek w celu oznaczenia patuliny
technikg HPLC-DAD (wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcjg diodows),
uzyskujac doktadno$¢ i liniowos¢ przy 10-50 ppb [Katerere i in. 2008]. Zastosowanie
kolumienek wypetnionych weglem grafityzowanym do izolacji mykotoksyn z kukurydzy
pozwolito otrzymaé odzyski na poziomie 80-11% dla trichtecenow oraz 92-102% dla
zearalenonu i pochodnych [Cavaliere i in. 2007].

Do oznaczania mykotoksyn stosuje si¢ tzw. wielofunkcyjne kolumienki specjalnie
przeznaczone do tej grupy analitbw: BondElut Mycotoxin®, MultiSep®, MycoSep®,
wypekione ré6znymi adsorbentami. Porownanie zastosowania kolumienek wypetnionych
Florisilem, zelem krzemionkowym oraz kolumienek MycoSep® do oznaczania trichote-
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cendéw B dato rézne poziomy odzysku — Florisil 41-79%, Zel krzemionkowy 31-67%,
natomiast MycoSep 73-90% [Mateo i in. 2001]. Opracowano kolumne MycoSep® spe-
cyficzng dla ochratoksyny A, ktora przeznaczona jest do oczyszczania réznych matryc,
takich jak ziarno, wino czy kawa [Turner i in. 2009].

Interesujace jest zastosowanie polimeréw z odwzorowaniem czasteczkowym (MIP),
ktére w poréwnaniu z immunosorbentami charakteryzuja si¢ mozliwoscia wielokrotnego
wykorzystania, wysoka wytrzymato$cig mechaniczng, dobrg trwalo$cia termiczng i che-
miczng oraz wzglgdnie niskimi kosztami wytwarzania. Otrzymywanie MIP polega na
polimeryzacji odpowiednich monomeréw w obecnosci czasteczki analitu (szablonu),
ktory usuwany jest po zakoficzeniu reakcji. Produkt, ktérym jest porowaty polimer,
zawiera odwzorowanie kompleksu monomeru z czgsteczkg analitu [Sellergren i Esteban
2012]. Zastosowanie kolumienek z wypetlieniem MIP zostato wykorzystane np. w izo-
lacji i wzbogacaniu zearalenonu z pszenicy, jeczmienia, ryzu, zyta, kukurydzy i paszy
oraz do izolacji toksyny T-2 z ekstraktow z owsa, jeczmienia i kukurydzy [Urraca i in.
20064, b, De Smet i in. 2010, Lucci i in. 2010].

Metoda QUEChERS

W analityce mykotoksyn obserwuje si¢ zainteresowanie metodg przygotowania pro-
bek okreslang w skrocie QUEChERS (quick — szybka, easy — tatwa, cheap — tania, effec-
tive — skuteczna, rugged — elastyczna, safe — bezpieczna), ktéra zostala opracowana
przez Anastassiadesa i Lehotaya jako technika przygotowywania probek do oceny po-
ziomu pozostato$ci pestycydow w probkach zywno$ci pochodzenia roslinnego
[Anastassiades i in. 2003]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ potaczenie ekstrakcji
w uktadzie ciecz — ciecz (LLE) i ekstrakcji do fazy statej (SPE) [Kowalska i Kowalski
2019]. Probka jest ekstrahowana w pierwszym etapie za pomocg rozpuszczalnika orga-
nicznego, w obecnosci bezwodnych soli i nast¢gpnie poddawana jest prostemu oczysz-
czaniu z uzyciem sorbentéw dyspersyjnych [Kowalska i Kowalski 2019]. Metoda QUE-
ChERS jest metoda uniwersalng, umozliwiajgcg szerokie modyfikacje w zakresie wpro-
wadzania nowych zwigzkow, badanych matryc, a takze wyposazenia i technik analitycz-
nych stosowanych w laboratorium. Metoda ta charakteryzuje si¢ matym zuzyciem mate-
riatu probki i toksycznych rozpuszczalnikow, jest ona mato pracochtonna, co pozwala
znacznie skroci¢ czas analizy oraz obnizy¢ koszty [Kowalska i Kowalski 2019]. Metode
QUEChERS stosowano w oznaczaniu m.in. deoksyniwalenolu, nivalenolu, zearalenonu,
toksyn T-2 i HT-2 w matrycach zbozowych, mace i ptatkach zbozowych [Trebstein i in.
2009, Rubert i in. 2012, Sospedra i in. 2010, Wu i in. 2011].

WNIOSKI

Dotychczasowe badania naukowe wskazujg na konieczno$¢ podejmowania dziatan
w zakresie wyeliminowania, wzglednie ograniczenia ryzyka dla zdrowia i zycia konsu-
menta zwigzanego z obecnoscig kontaminantéw z grupy mykotoksyn. Jednym z podsta-
wowych rozwigzan w tej kwestii s3 wprowadzone regulacje prawne obejmujagce wyma-
gania w stosunku do produktéw znajdujacych sie na rynku. Istotne sg dziatania organow
zajmujacych si¢ bezpieczenstwem zywnosci oraz powotanie kompetentnych instytucji
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doradczych. Szczegélne znaczenie ma tez wymiana informacji w ramach Systemu
Wezesnego Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnosci i Paszach — RASFF, ktory koordy-
nuje wlasciwy obieg informacji wewnatrz UE. Uzyskanie takiej informacji wiaze si¢
z wczesniej przeprowadzonym etapem analitycznym, w ktorym istotne znaczenie ma
procedura przygotowania probki oraz izolacja i oczyszczanie tej grupy kontaminantow
z zachowaniem zasad zapewniajgcych osiagniecie poprawnego wyniku analitycznego.
Nalezy wymieni¢ tu r6zne metody ekstrakcji od klasycznych typu ciecz — ciecz (LLE),
poprzez ekstrakcj¢ nadkrytyczng (SFE), ekstrakcje do fazy statej (SPE), po szybka, tatwa
i tanig metod¢e QUEChERS, szczegolnie dedykowang do oznaczen prowadzonych tech-
nikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometria mas
(HPLC-MS/MS).
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Summary. The quality of food and feed is determined primarily by factors that are characteristic
of production on an agricultural or horticultural farm. Each subsequent stage associated with the
processing of raw materials of plant or animal origin can also lead to the introduction or formation
of undesirable components that can pose a threat to our health or life. Numerous scientific studies
lead to constant updating of knowledge about the danger of contaminants in food. One such group
is mycotoxins, which are secondary metabolites of filamentous fungi. Factors that increase the risk
of mycotoxins in food and feed are known. Appropriate legal regulations have been introduced to
restrict the placing of products contaminated with mycotoxins on the market. In addition, research
is being carried out to optimize the procedures for sample preparation in terms of assessing the
presence of this group of contaminants in agricultural raw materials, food and feed. The paper
presents a review covering issues related to factors increasing the risk of mycotoxins, current legal
requirements for the presence of mycotoxins in food and techniques for sample preparation for
analysis, with particular emphasis on the stage of isolation and purification of mycotoxins.

Key words: food, feed, isolation and purification of mycotoxins, legal regulations

Otrzymano — Received: 20.05.2020
Zaakceptowano — Accepted: 28.07.2020



