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Kontrola obecności mykotoksyn w produktach rolniczych 

i żywności. Cz. II. Praca przeglądowa 

Control of the presence of mycotoxins in agricultural products and food. 

Part II. A review 

Streszczenie. Wzrost świadomości społeczeństwa w zakresie jakości i bezpieczeństwa żywności 

wynika przede wszystkim z postępu naukowego. Bezpieczny produkt albo nie stwarza żadnego 

niebezpieczeństwa, albo stwarza mało zagrożeń, które są uważane za akceptowalne w ramach 

wysokiego poziomu ochrony zdrowia i bezpieczeństwa ludzi. Można wymienić wiele substancji, 

których obecność w żywności jest niepożądana. Szczególnie niebezpiecznymi dla zdrowia i życia 

człowieka są metabolity grzybów strzępkowych określane mianem mykotoksyn. Jest to grupa 

związków bardzo zróżnicowanych pod względem chemicznym, co utrudnia analizę obecności tych 

substancji w różnorodnych próbkach pochodzenia rolniczego, w tym w żywności i paszach.  

W pracy zawarto przegląd literatury na temat metod oznaczania mykotoksyn z zastosowaniem 

różnych technik analitycznych jak: chromatografia cienkowarstwowa (TLC), wysokosprawna 

chromatografia cieczowa (HPLC) i chromatografia gazowa (GC) z różnymi wariantami detekcji 

oraz spektroskopia w bliskiej podczerwieni (NIR). Ponadto przedstawiono zastosowanie testów 

immunoenzymatycznych i metod opartych na biologii molekularnej, które stanowią alternatywne 

rozwiązania w stosunku do metod chromatograficznych. 

 

Słowa kluczowe: mykotoksyny, analiza jakościowa i ilościowa, techniki analityczne 

WSTĘP 

Większość mykotoksyn jest toksyczna w bardzo niskich stężeniach, dlatego konieczne 

jest stosowanie czułych i niezawodnych metod ich wykrywania. Ze względu na zróżnico-

wanie chemiczne poszczególnych mykotoksyn trudno jest opracować w pełni uniwersalną 
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metodę spełniającą pod każdym względem wymagania jakościowe. Ważny jest tutaj rodzaj 

matrycy, w której prowadzi się oznaczenie. Istotne znaczenie ma także wyposażenie spe-

cjalistycznego laboratorium oraz kwalifikacje personelu. W przypadku braku spełnienia 

tych wysokich wymagań rozwiązaniem są szybkie, niedrogie i proste gotowe testy, które 

mogą stanowić skuteczne narzędzie w ocenie jakości badanych produktów i mogą być 

stosowane także w warunkach terenowych [Turner i in. 2009]. W analizie mykotoksyn 

stosuje się różne metody, z których wiele jest przeznaczonych dla specjalistycznych labo-

ratoriów, ale nie ma jednej techniki, która wyróżniałaby się na tle innych. Bardzo popular-

na jest metoda chromatografii cieczowej, często powiązana ze spektrometrią mas (tab. 1) 

[Turner i in. 2009].  

JAKOŚCIOWE I ILOŚCIOWE METODY OZNACZANIA MYKOTOKSYN 

Techniki chromatograficzne w analizie mykotoksyn 

Najczęściej stosowanymi technikami w analizie mykotoksyn są chromatografia 

cieczowa (LC) i chromatografia gazowa (GC) w połączeniu z odpowiednim detekto-

rem. Należy również wspomnieć o chromatografii cienkowarstwowej (TLC), która 

ma znaczenie we wstępnych badaniach jakościowych. W przypadku analizy określo-

nej grupy mykotoksyn, jak np. aflatoksyn, lub ochratoksyny A często stosowana jest 

klasyczna chromatografia cieczowa z detektorem fluorescencyjnym FLD. Jednak 

obecnie najbardziej aktualne są badania, w których ocenia się współwystępowanie 

mykotoksyn należących do różnych grup chemicznych, dlatego najbardziej odpo-

wiednią techniką jest w tym przypadku chromatografia cieczowa z tandemową spek-

trometrią mas (LC-MS/MS).  

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) była najczęściej stosowaną metodą 

w analizie mykotoksyn od czasu odkrycia aflatoksyn w 1961 r. i należy do tzw. me-

tod tradycyjnych [Sargeant i in. 1961, Stubblefield i in. 1967]. Przede wszystkim 

rozpowszechnienie TLC wiązało się z niskimi kosztami analizy i powszechnej do-

stępności wyposażenia laboratoryjnego. Pierwotnie za pomocą TLC prowadzono 

głównie ocenę jakościową, ale rozwinięcie tej techniki poprzez sprzężenie z densy-

tometrią pozwoliło także stosować ją w badaniach ilościowych [Castro i Vargas 

2001, Stubblefield i in. 1967]. W roku 1978 oznaczanie aflatoksyny B1 w próbkach 

kukurydzy prowadzono głównie metodą TLC [Honma i in. 2004]. Wraz ze wzrostem 

świadomości dotyczącej jakości wyniku analitycznego technika ta została zastąpiona 

wysokosprawną chromatografią cieczową (HPLC). Wykazano jednak, że odsetek 

użycia metod TLC spadł do 48% w 1989 r. i do 7% w 2002 r. [Zhang i in. 2018]. 

Należy podkreślić, że TLC w dalszym ciągu stanowi wygodne narzędzie we wstępnej 

ocenie przesiewowej próbek [AOAC 1998, Grabarkiewicz-Saczesna i in. 1985, 

United States Pharmacopeial Convention 2014]. Ostatnie publikacje na temat zasto-

sowania techniki TLC do badania obecności mykotoksyn dotyczą przede wszystkim 

aflatoksyn [Castro i Vargas 2001, Rizzo i in. 2004, Bugno i in. 2006, Braicu i in. 

2008, Singh i in. 2008, Aquino i in. 2010, Gautam i in. 2010, Delgado i in. 2011, 
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Ahmad i in. 2014, Ezekwesili-Ofili i in. 2014, Aiko i Mehta 2016, Rajeshwari  

i Raveesha 2016], ochratoksyny A [Bugno i in. 2006, Braicu i in. 2008, Delgado i in. 

2011, Ahmad i in. 2014], zearalenonu [Rizzo i in. 2004], neosolaniolu [Rizzo i in. 

2004], deoksyniwalenolu [Rizzo i in. 2004], toksyny T2 [Rizzo i in. 2004], cytryniny 

[Gautam i in. 2010], sterygmatocystyny [Gautam i in. 2010, Delgado i in. 2011]. 

Chromatografia cieczowa (LC). W badaniu aflatoksyn wysokosprawna chroma-

tografia cieczowa (HPLC) z detektorem fluorescencyjnym FLD jest prawdopodobnie 

najczęściej stosowaną techniką [European Pharmacopoeia Commission 2016, United 

States Pharmacopeial Convention 2014]. Zastosowanie rozpuszczalników z wodą  

w chromatografii w układach faz odwróconych RPHPLC prowadzi do wygaszenia 

fluorescencji aflatoksyn B1 i G1, dlatego też przeprowadza się w tym przypadku 

derywatyzację przed- i postkolumnową, najczęściej z zastosowaniem kwasu trifluo-

rooctowego (TFA) [Ali i in. 2005, Fazekas i in. 2005, D’Ovidio i in. 2006, Cho i in. 

2008, Lee i in. 2015, Li i in. 2015, Garduno Garcia i in. 2017]. Derywatyzacja przed-

kolumnowa wymaga dość złożonego zatężenia próbki. Natomiast derywatyzacja 

postkolumnowa jest procesem prostszym i polega na otrzymaniu pochodnych na 

drodze chemicznej (z użyciem jodobromku bromowodorku pirydyniowego oraz do-

datkowej pompy i układu grzewczego) [Martins i in. 2001, Ip i Che 2006, Ledzion  

i in. 2011, Ran i in. 2017, Yang i in. 2005, Zhang i in. 2005], fotochemicznej lub 

elektrochemicznej. Postkolumnowe metody elektrochemicznej i fotochemicznej de-

rywatyzacji są łatwiejsze do przeprowadzenia i charakteryzują się wyższą czułością  

i szerszym zakresem liniowości [Wen i in. 2013, Cao i in. 2014, Lee i in. 2015].  

W przypadku skomplikowanych matryc, które są charakterystyczne dla surowców 

zielarskich oraz przypraw, można obserwować szereg interferencji, które skutkują 

nieprawidłową identyfikacją analitów. Dlatego lepsze w tym względzie są detektory 

typu spektrometrów masowych MS. Pewnym rozwiązaniem może też być porówna-

nie chromatogramów HPLC uzyskanych z rozdziału analitów bez prowadzonej dery-

watyzacji oraz po przeprowadzeniu tego procesu, jak też zastosowanie faz rucho-

mych, charakteryzujących się odpowiednią polarnością [Ali i in. 2005, 2015], co 

także pozwala na przeprowadzenie badań bez użycia drogiej aparatury sprzężonej ze 

spektrometrią mas. Technika HPLC z detekcją fluorescencyjną (FLD) jest również 

wykorzystywana w oznaczaniu zawartości ochratoksyny A oraz zespołu aflatoksyn  

z ochratoksyną A, co umożliwiło zastosowanie kolumn immunopowinowactwa Al-

flaOchra TestTM [Fazekas i in. 2005, Trucksess i in. 2007, Whitaker i in. 2009, Kong 

i in. 2013, Wen i in. 2013, Ali i in. 2015]. Zaproponowano oznaczenie niektórych 

innych mykotoksyn w HPLC-FLD, w tym cytryniny [Wu i in. 2011a, Li i in. 2012, 

Mornar i in. 2013], zearalenonu [Zhang i in. 2011] i fumonizyny B [Katerere i in. 

2008]. Ostatnio do analizy mykotoksyn stosuje się ultrasprawną chromatografię cie-

czową (UPLC), co znacznie poprawia rozdzielczość i czułość oraz skraca czas anali-

zy w porównaniu z tradycyjną HPLC [Cao i in. 2013, Wen i in. 2014, Yang i in. 

2014]. Zastosowanie chromatografii UPLC także pozwala wyeliminować etap dery-

watyzacji [Wen i in. 2014]. Do detekcji mykotoksyn po rozdziale chromatograficz-

nym stosowane są również detektory rozpraszania światła przez odparowanie (ELSD) 

[Wu i in. 2011b] oraz detektor spektrofotometryczny w ultrafiolecie (UV). Detektor 
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UV stosowano w oznaczaniu deoksyniwalenolu i niwalenolu [Yue i in. 2010b], cho-

ciaż czułość tej metody jest niższa niż uzyskana w przypadku chromatografii gazowej 

GC z detektorem wychwytu elektronów (ECD) [Yue i in. 2010a]. Najczęściej  

w przygotowaniu próbek do oznaczania technikami HPLC lub UPLC z detekcją FLD 

lub UV stosuje się kolumienki powinowactwa immunologicznego IAC, co ogranicza 

oznaczanie tylko do niektórych typów mykotoksyn. Natomiast zastosowanie detekcji 

spektrometrii mas MS w układzie LC-MS/MS znacznie poszerzyło możliwości anali-

zy różnych typów mykotoksyn [Zhang i in. 2018]. Na przykład w matrycach zioło-

wych można wykrywać w jednej serii aż 35 różnych toksyn [Han i in. 2012].  

Spektrometry mas są czułymi, uniwersalnymi a jednocześnie selektywnymi de-

tektorami, umożliwiającymi przeprowadzenie identyfikacji oznaczanej substancji na 

podstawie stosunku jej masy do ładunku (m/z). Ponadto charakterystyczna fragmen-

tacja w spektrometrii mas dostarcza nam informacji o budowie strukturalnej związku 

chemicznego. Najczęściej w technikach LC-MS i LC-MS/MS stosowane są dwa spo-

soby jonizacji pod ciśnieniem atmosferycznym (API): elektrorozpylanie (ESI) oraz 

jonizacja chemiczna (APCI). Elektrorozpylanie polega na wprowadzeniu fazy rucho-

mej opuszczającej kolumnę chromatograficzną przez kapilarę do źródła jonów,  

w którym tworzy się aerozol w wyniku działania gazu rozpylającego i wysokiego 

napięcia (4–5 kV). W wyniku odparowywania rozpuszczalnika krople obdarzone 

dużym ładunkiem kurczą się, przez co następuje zwiększenie gęstości ładunku i w 

końcu zachodzi rozerwanie z wytworzeniem mniejszych kropli, które ulegają temu 

samemu procesowi do czasu, gdy gęstość ładunku jest wystarczająca do desorpcji 

jonów. Natomiast w jonizacji chemicznej analizowana substancja znajdująca się  

w fazie ruchomej jest rozpylana pod wpływem ciepła i gazu rozpylającego. Po de-

solwatacji próbka przenoszona jest ze strumieniem azotu do obszaru wyładowań 

koronowych i ulega jonizacji [Banerjee i Mazumdar 2012, Kostakis i in. 2013]. Wy-

bór rodzaju jonizacji wiąże się z celem analizy oraz jest uzależniony od budowy  

i właściwości chemicznych i termicznych analitu. Aby zwiększyć wydajność joniza-

cji, dodaje się do fazy ruchomej związki lotne, tj. wodę amoniakalną, kwasy mrówko-

wy i octowy czy ich sole amonowe. Jonizacja pod ciśnieniem atmosferycznym prowa-

dzi do powstania jonów o stosunku m/z, odpowiadającym masie cząsteczkowej anali-

zowanej substancji powiększonej o masę protonu ([M+H]+) lub połączeń z kationami 

amonowym i metali alkalicznych (tryb tworzenia jonów dodatnich) oraz jonów pseu-

domolekularnych [M-H]– czy połączeń z resztami octanowymi i mrówczanowymi 

(jonizacja ujemna). Jony wytworzone w źródle zostają rozdzielane  

w analizatorze mas ze względu na stosunek m/z. W analityce mykotoksyn stosowane 

są analizatory kwadrupolowe: pojedyncze (pracujące w trybie SIM – single ion moni-

toring) oraz potrójne (QqQ) stosowane w tandemowych spektrometrach mas MS/MS, 

ale także wykorzystuje się pułapki jonowe i analizatory czasu przelotu (TOF) [Tanaka 

i in. 2006, Şenyuva i in. 2008, Monaci i in. 2011, Liu i in. 2012, Suman i in. 2013]. 

Należy wspomnieć o wpływie matrycy na jonizację analitu, która wiąże się z jed-

noczesnym wymywaniem z kolumny chromatograficznej składników matrycy, powo-

dując wzmocnienie lub osłabienie (supresja) sygnału analitu i jednocześnie podnie-

sienie granic wykrywalności i oznaczalności [Han i in. 2012, Zhao i in. 2017]. Także 
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budowa chemiczna analizowanej substancji ma wpływ na uzyskaną wartość sygnału. 

Pewnym rozwiązaniem jest porównanie sygnału pochodzącego od roztworu wzorco-

wego wprowadzanego bezpośrednio do źródła jonów za pomocą specjalnego trójnika, 

przy jednoczesnym wprowadzaniu ekstraktu z matrycy niezawierającej analitu (efekt 

matrycowy), co pozwala na określenie wzmocnienia lub supresji sygnału [Annesley 

2003]. Rozwiązaniem wpływu efektu matrycowego może być też matematyczne wy-

znaczenie względnej intensywności sygnałów analitu w roztworach o jednakowym 

stężeniu na bazie czystego rozpuszczalnika oraz w ekstraktach otrzymanych z matry-

cy niezawierającej analitu [Matuszewski i in. 2003]. Szczególnie widoczne są efekty 

matrycowe w przypadku próbek, które nie są poddane wcześniejszemu oczyszczeniu 

[Sulyok i in. 2006], ale przeprowadzenie tego etapu znacznie poprawia sytuację po-

dobnie jak np. rozcieńczenie próbki. Innym skutecznym sposobem na wyeliminowa-

nie efektu matrycowego jest zastosowanie wzorców wewnętrznych, które są podobne 

do badanego analitu, a jednocześnie nie występują w próbce, np. w przypadku toksyn 

fuzaryjnych stosuje się werrukarol, deepoksydeoksyniwalenol oraz zearalenon 

[Biselli i in. 2004, Berthiller i in. 2005, Klötzel i in. 2005]. Stosuje się znaczone izo-

topowo (deuterem, izotopem węgla 13C) analogi analitów jako wzorce wewnętrzne, 

ale takie rozwiązania są dość trudno dostępne i kosztowne [Razzazi-Fazeli i in. 2002, 

Hartmann i in. 2007, Häubl i in. 2007, Rychlik i Asam 2008]. 

Chromatografia gazowa (GC) jest często wykorzystywana do oceny jakościo-

wej i ilościowej mykotoksyn w surowcach rolniczych oraz w żywności. Najczęściej 

technika ta jest sprzężona ze spektrometrią mas MS, detektorem płomieniowo-

jonizacyjnym (FID), detektorem wychwytu elektronów (ECD) lub techniką spektro-

skopii w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) [Castillo i in. 2008, Majerus  

i in. 2008, Turner i in. 2009]. Warunkiem zastosowania GC jest występowanie analitu  

w stanie gazowym w warunkach rozdziału chromatograficznego. Większość myko-

toksyn nie jest lotna i dlatego należy przeprowadzić derywatyzację. W tym celu prze-

prowadza się najczęściej reakcje sililowania lub polifluoroacylowania [Langseth  

i Rundberget 1998, Krska i in. 2001]. Przykładowo oznaczanie ochratoksyny A tech-

niką GC wymaga derywatyzacji i w ten sposób można uzyskać dolną granicę wykry-

walności LOD na poziomie 0,1 µg/kg [Jiao i in. 1992]. Należy podkreślić, że w ko-

mercyjnych zastosowaniach dotyczących kontroli jakości rozwiązania GC są zastę-

powane tańszymi i szybszymi technikami HPLC. Trichoteceny oznaczano w bada-

niach chemotaksonomicznych Fusarium, Stachybotrys, Trichoderma i Memnoniella, 

stosując derywatyzację bezwodnikiem pentafluoropropionowym [Nielsen i Thrane 

2001]. Analiza GC-MS umożliwiła monitorowanie do czterech związków jednocze-

śnie podczas 23-minutowego przebiegu rozdziału. Obecność lotnych metabolitów 

syntezowanych przez grzyby wykorzystano jako wskaźniki w ocenie jakości ziarna 

pod względem zanieczyszczenia grzybami [Olsson i in. 2002]. Stosując układ GC-

MS, określano w próbkach zawartość ergosterolu, ochratoksyny A i deoksyniwaleno-

lu, uzyskując w ziarnie dla ochratoksyny A wyniki poniżej limitu 5 g/kg ustalonego 

przez Szwedzki Krajowy Urząd ds. Żywności dla ziarna. Porównano także wyniki 

uzyskane techniką GC-MS z wynikami otrzymanymi z wykorzystaniem elektronicz-

nego nosa, wykazując, że dane GC-MS były błędne tylko w 3 przypadkach na 37 
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próbek, natomiast dane z elektronicznego nosa były niepoprawne w 7 przypadkach na 

37 próbek. Należy zwrócić uwagę, że pomimo ciekawych przykładów zastosowania 

techniki GC w analizie mykotoksyn w pewnym sensie problematyczna jest procedura 

przekształcania analitów w lotne pochodne, ponadto zderywatyzowane składniki nie 

zawsze są stabilne termicznie i mogą ulegać degradacji [Turner i in. 2009].  

Elektroforeza kapilarna (CE) w analizie mykotoksyn 

W przypadku analizy mykotoksyn, które należą do różnych grup chemicznych, 

ważnym aspektem, oprócz wysokiej czułości, jest także skuteczny rozdział poszcze-

gólnych analitów. Elektroforeza kapilarna (CE) jest prawdopodobnie najszybciej 

rozwijającą się w ostatnich latach metodą analityczną. CE opiera się na zjawisku 

elektroforezy, czyli migracji w polu elektrycznym cząstek obdarzonych ładunkiem. 

Rozdział poszczególnych jonów możliwy jest dzięki różnicom w prędkościach,  

z jakimi migrują one wzdłuż kapilary. Możemy uzyskać szybki rozdział mykotoksyn 

dzięki zastosowaniu wodnych roztworów buforowych, z wyłączeniem potrzeby sto-

sowania rozpuszczalników organicznych. Połączenie CE z czułymi metodami wy-

krywania opartymi na fluorescencji zostały opisane dla aflatoksyn [Maragos 2001]  

i fumonizyn [Wilkes i Sutherland 1998]. 

Szybkie metody screeningowe w analizie mykotoksyn 

Duże znaczenie w ocenie żywności ma szybkość uzyskanych wyników, dlatego 

to kryterium często determinuje podejmowanie decyzji w zakresie wyboru metody 

oceny. Szczególnie ważne jest to w przypadku tzw. oceny przesiewowej. Metody 

szybkie nie zawsze charakteryzują się wysoką precyzją, co można zaobserwować  

w przypadku metod immunologicznych, które określane są często mianem „testów”. 

W metodach immunologicznych stosowane są przeciwciała odpowiednie dla danej 

mykotoksyny, które w połączeniu ze wskazanymi substancjami dają mierzalny sy-

gnał. Są to metody o tyle wygodne, że bez skomplikowanego oprzyrządowania mo-

żemy przeprowadzić wstępną eliminację próbek, pochodzących z partii stwarzających 

zagrożenie dla zdrowia. W przypadku uzyskania pozytywnego wyniku testu immuno-

logicznego przeprowadza się potwierdzanie metodami instrumentalnymi charaktery-

zującymi się większą dokładnością. 

Testy immunoenzymatyczne (ELISA) 

Praktyczne zastosowanie w badaniu mykotoksyn znajdują testy immunoenzyma-

tyczne ELISA. Metoda ta umożliwia przeprowadzenie analizy ilościowej i jakościo-

wej mykotoksyn [Krska i in. 2005]. W ocenie obecności deoksyniwalenolu i zearale-

nonu w zbożach i paszach z wykorzystaniem testów ELISA stwierdzono największe 

stężenie tych toksyn w przypadku kukurydzy i pasz produkowanych na jej bazie 

[Cegielska-Radziejewska i in. 2009].  
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Tabela 1. Metody stosowane w analizie mykotoksyn [Turner i in. 2009, Błajet-Kosicka 2014, 

Zhang i in. 2018] 

Table 1. Methods used in the analysis of mycotoxins [Turner et al. 2009, Błajet-Kosicka 2014, 

Zhang et al. 2018] 

 

Mykotoksyna Matryca Metoda 

1 2 3 

NIV, DON pszenica, produkty kukurydziane GC-ECD 

DON, NIV, DAS, T-2,  
H-2 

produkty kukurydziane GC-MS 

DON, T-2 zboża GC-MS 

DON, OTA jęczmień 
GC-MS z elektronicz-
nym nosem 

T-2, HT-2 pszenica, żyto GC-ECD 

AFs, ZEN, T-2, NEO, DON rośliny lecznicze TLC 

AFs, OTA rośliny TLC 

AFs 

różne rośliny lecznicze i przyprawy, m.in. 
żeń-szeń, imbir, jeżówka, kozłek lekarski, 
lukrecja, pieprz czarny, pieprz biały, 
pieprz czerwony, cynamon, Pu-erh, figi  

HPLC-FLD 

OTA kawa, wino,  HPLC-FLD 

NIV, DON, FUS X, 3-
ADON 

ryż, kukurydza HPLC-UV 

ZEN kukurydza HPLC-FLD 

DON pszenica  HPLC-UV 

T-2, HT-2, NEO, DAS ryż, kukurydza HPLC-FLD 

T2 pszenica, kukurydza, jęczmień, owies, ryż HPLC-FLD 

ZEN 
pszenica, kukurydza, jęczmień, pasza, 
żyto 

HPLC-FLD 

NIV, DON, FUS X,  
3,15-ADON, T-2, HT-2, 
DAS 

pszenica HPLC-FLD 

PAT sok jabłkowy 
HPLC-DAD, HPLC- 
-UV, HPLC-FLD 

DON kukurydza HPLC-DAD 

DON pszenica HPLC-UV 

NIV, DON pszenica, kukurydza HPLC-FLD 
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1 2 3 

DON pszenica APCI-MS/MS 

T-2, HT-2, DAS, MAS, 

NEO 
owies APCI-MS 

Mykotoksyny różne rośliny lecznicze i przyprawy HPLC-MS/MS 

DON, NIV, 3-ADON,  

FUS X 
kukurydza ESI-MS/MS 

ZEN, DON, T-2, HT-2, 
AFs, OTA, FUM 

pszenica, owies, jęczmień, kukurydza, ryż ESI-MS/MS 

AFs pieprz ELISA 

OTA pieprz czarny, kolendra, imbir, kurkuma ELISA 

AFs, OTA, CIT 
chili, pieprz czarny, kurkuma, kolendra, 
kminek, koper włoski, imbir, kozieradka 

ELISA 

FB1, FB2 czosnek ELISA 

T-2, ZEN pszenica, jęczmień kukurydza ELISA 

DON pszenica ELISA 

DON, NIV, T-2+HT-2 pszenica ELISA 

OTA wino ELISA 

DON pszenica FPIA 

ZEN kukurydza FPIA 

OTA, T-2 zboża LFIA 

T-2+HT-2 
pszenica, płatki zbożowe, żywność dla 
dzieci 

SPR 

OTA próbki żywności CE 

TLC – chromatografia cienkowarstwowa, HPLC – wysokosprawna chromatografia cieczowa, FLD 

– detektor fluorescencyjny, UV – detektor w ultrafiolecie, DAD – detektor diodowy, CE – elektro-
foreza kapilarna, GC – chromatografia gazowa, ECD – detektor wychwytu elektronów, MS – 
detektor spektrometrii mas, MS/MS – tandemowy układ spektrometrii mas, APCI – jonizacja 
chemiczna, ESI – elektrorozpylanie, ELISA – testy immunoenzymatyczne, FPIA – immunofluore-
scencja w świetle spolaryzowanym, LFIA – immunologiczne paski testowe z przepływem bocz-
nym, SPR – powierzchniowy rezonans plazmowy 
ZEN – zearalenon, DON – deoksyniwalenol i jego pochodne 3AcDON – 3-acetyldeoxynivalenol, 
15AcDON – 15-acetyldeoxynivalenol, NIV – niwalenol, DAS – diacetoksyscirpenol, T-1 i HT-2 – 
toksyna T-1 i HT-2, OTA – ochratoksyna A, NEO – neosolaniol, FUS-X –  fusarenon-X, PAT – 

patulina, MAS – monoacetoksyscirpenol, AFs – aflatoksyny, FUM – fumonizyna, CIT – cytryni-
na, FB1, FB2 – aflatoksyna B1, B2 
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Test immunologiczny z przepływem bocznym (LFIA) 

Immunologiczne paski testowe z przepływem bocznym, znane również jako LFIA, 

zyskują coraz większą popularność, zapoczątkowaną pod koniec lat 80. XX w. Jest to 

szybka, wydajna i pełna zalet technika przesiewowa, polegająca na transporcie sondo-

wanej cząsteczki skoniugowanego przeciwciała (lub antygenu) do określonego antygenu 

(lub przeciwciała) unieruchomionego na powierzchni porowatej błony [Sun i in. 2005]. 

LFIA stosowano do szybkiego badania przesiewowego pod kątem obecności pojedyn-

czych mykotoksyn lub do jednoczesnego oznaczania aflatoksyny B1, ochratoksyny A  

i zearalenonu w różnych surowcach rolniczych, produktach żywnościowych oraz pa-

szach. Ponadto dostępne są wieloskładnikowe testy immunochromatograficzne do jed-

noczesnego oznaczania AFB1, OTA i ZEN w segmencie rolno-spożywczym [Zhang i in. 

2018]. Zasada działania tych testów jest oparta na interakcjach pomiędzy specyficznymi 

przeciwciałami w postaci kompleksów z cząsteczkami koloidalnego złota lub lateksu, 

które są unieruchomione w nitrocelulozowej membranie, i antygenem (mykotoksyną),  

z wykorzystaniem zjawisk kapilarnych [Kolosova i in. 2008]. Wyniki uzyskane tą meto-

dą były potwierdzane techniką LC-MS/MS [Zhang i in. 2018]. Jednak nie obserwuje się 

znaczących postępów w zastosowaniu testów immunologicznych z przepływem bocz-

nym w kontroli surowców i produktów pod kątem obecności mykotoksyn, co może 

wynikać też z pewnych ograniczeń stosowania tego rozwiązania w związku z występu-

jącymi problemami takimi jak interferencje związane z zastosowaniem rozpuszczalni-

ków organicznych [Zhang i in. 2018].  

Metody oparte na biologii molekularnej 

Duże znaczenie w wykrywaniu szczepów toksynotwórczych odgrywają metody 

oparte na biologii molekularnej. Polegają one na analizie struktury kwasów nukleino-

wych. Zaletą tych metod jest szybka identyfikacja szczepów oraz mykotoksyn. Metody 

te opierają się na reakcji łańcuchowej polimerazy PCR [Suchorzyńska i Misiewicz 

2009]. Największe znaczenie w wykrywaniu mykotoksyn odgrywają metody oparte na 

modyfikacji PCR. Wśród nich możemy wyróżnić: SCAR, RT-PCR oraz real-time PCR. 

Metoda SCAR (specyficzny PCR) polega na powielaniu za pomocą pary starterów ściśle 

zdefiniowanego obszaru genomu. Na przykład metoda ta jest przydatna w badaniach 

patogenicznych grzybów z rodzaju Fuzarium. Za pomocą starterów zaprojektowanych 

na podstawie fragmentów genów odpowiedzialnych za formowanie wielu mykotoksyn, 

w tym trichotecenów, można rozróżniać izolaty pod względem produkcji toksycznych 

substancji [Suchorzyńska i Misiewicz 2009]. RT-PCR, czyli reverse transcriptase, to 

metoda wykorzystująca enzym odwrotną transkryptazę do przemiany RNA w cDNA 

przez amplifikację PCR. Metoda ta pozwala na zbadanie aktywności genu. Pozwala 

określić, czy dany grzyb wykazuje aktywność produkcji mykotoksyn. RT-PCR jest wy-

korzystywana do monitorowania ekspresji genów mykotoksyn powiązanych z syntezą 

trichotecenów oraz zearalenonu [Suchorzyńska i Misiewicz 2009]. PCR real-time, czyli 

PCR w czasie rzeczywistym, jest jedną z najdokładniejszych metod do wykrywania 

grzybów syntetyzujących mykotoksyny [Suchorzyńska i Misiewicz 2009]. Metoda ta 

pozwala na ilościowe badanie produktów PCR za pomocą specyficznych sond DNA 

wyznakowanych barwnikami interkalującymi DNA [Jarzynka i in. 2010].  
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Inne metody 

Technika spektroskopii w bliskiej podczerwieni (NIR) jest także obiecująca w kate-

gorii szybkich analiz surowców i produktów z wyeliminowaniem skomplikowanego 

etapu przygotowania próbki [Berardo i in. 2005]. NIR polega na pomiarze widma  

w zakresie podczerwieni, a następnie przeprowadzeniu analizy ilościowej w oparciu  

o zainstalowane kalibracje, wykorzystujące sztuczne sieci neuronowe, dla różnych ma-

tryc. Innym rozwiązaniem jest zastosowanie powierzchniowego rezonansu plazmowego 

(SPR). Zjawisko SPR stosowane jest w bioczujnikach, w których zasada pomiaru wiąże 

się z rejestrowaniem zmian w wartościach współczynnika załamania światła na po-

wierzchni metalu, który zawiera unieruchomioną mykotoksynę, związaną ze specyficz-

nym przeciwciałem. Takie rozwiązanie znalazło zastosowanie w wykrywaniu deoksyni-

walenolu, toksyn T-2 i HT-2 oraz zearalenonu w próbkach zbóż [Hodnik i Anderluh 

2009, Meneely i in. 2011, Mitchell 2010]. Warto także wspomnieć o testach wykorzystu-

jących technikę immunofluorescencji w świetle spolaryzowanym (FPIA), która polega 

na interakcjach między antygenem a barwnikiem fluoryzującym i specyficznym prze-

ciwciałem. Testy FPIA pozwalają na analizę półilościową, np. dla deoksyniwalenolu  

w próbkach pszenicy [Lattanzio i in. 2009, Maragos 2009]. 

WNIOSKI 

Przedstawione w literaturze wyniki badań wskazują na ciągłą konieczność udoskona-

lania metod analizy mykotoksyn. Obecnie można wyróżnić w tym względzie dwie grupy 

metod analitycznych. Do pierwszej grupy należą metody chromatograficzne, wśród któ-

rych najbardziej uniwersalną jest metoda z zastosowaniem wysokosprawnej chromatogra-

fii cieczowej z tandemową spektrometrią mas HPLC-MS/MS. Druga grupa obejmuje 

szybkie testy oparte na metodach immunologicznych. Każda z tych dwóch grup metod jest 

przeznaczona do osiągnięcia innych celów analitycznych. Szybkie testy mają szczególnie 

znaczenie w przypadku tzw. oceny przesiewowej i pozwalają bez skomplikowanego 

oprzyrządowania przeprowadzić wstępną eliminację próbek pochodzących z partii stwa-

rzających zagrożenie dla zdrowia. Natomiast droższe metody, wykorzystujące techniki 

chromatograficzne, umożliwiają przeprowadzenie szczegółowej analizy ilościowej i po-

zwalają odnieść się do kryteriów zawartych w prawnych regulacjach. 
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Summary. The increase in public awareness of food quality and safety is primarily due to the 

scientific progress. A safe product either poses no danger or presents few hazards that are consid-

ered acceptable as part of a high level of human health and safety protection. Many ingredients 

may be mentioned, the presence of which is undesirable. Metabolites of filamentous fungi called 

mycotoxins are especially dangerous for our health and life. This is a group of compounds that are 

chemically very diverse, which leads to difficulties in analyzing the presence of these substances 

in various samples of agricultural origin, including food and feed. The paper contains a review of 

the literature on the methods of mycotoxin determination using various analytical techniques such 

as thin layer chromatography (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC) and gas 

chromatography (GC) with various detection variants and near infrared spectroscopy (NIR). In 

addition, the use of enzyme-linked immunoassays and molecular biology based methods are pre-

sented as alternatives to chromatographic methods. 
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