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Do oznaczania ochratoksyny A w ziarnach zbéz wykorzystano ekstrakcje mie-
szaning acetonitrylu z wodq. Do oczyszczania ekstraktéw zastosowano kolumny
powinowactwa immunologicznego (IAC), a ochratoksyng A analizowano technikq
HPLC z detekcjq fluorymetryczng. Sredni odzysk metody wynosit 74-89%, grani-
ca wykrywalnosci oraz granica oznaczalnosci, odpowiednio 0,015 i 0,025 ug/kg.

WSTEP

Ochratoksyna A jest mikotoksyna o szerokim spektrum niekorzystnego oddziatywania
na organizm ludzki i zwierzgcy. Jest m.in. zwigzkiem nefrotoksycznym [1, 5], posiada
wiasciwo$ci immunosupresyjne [1, 8 ]; nie mozna tez wykluczy¢ dziatania rakotwoérezego
ochratoksyny A w stosunku do cztowieka [1, 7]. Gtéwnym jej zrédtem sg zboza i przetwo-
ry zbozowe. Zatem wiarygodne i pewne metody wykrywania i oznaczania ochratoksyny A
odgrywajg znaczacg role w dziedzinie szeroko pojgtego bezpieczefistwa zywnosci i surow-
céw rolnych.

Praca jest kontynuacjg badan opisanych w pierwszej czg$ci publikacji, dotyczacych za-
stosowania kolumn powinowactwa immunologicznego i techniki HPLC w analityce ochra-
toksyny A [4]. Zastosowano wtedy ekstrakcj¢ metanolem z woda (80:20). Poniewaz nieza-
leznie od metody oczyszczania ekstraktéw, sposob ekstrakeji posiada decydujgcy wptyw
na koficowy wynik oznaczenia, celem pracy byto zbadanie wptywu nowej mieszaniny eks-
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trakcyjnej — acetonitrylu z woda (60:40) na podstawowe parametry charakteryzujace me-
todg analityczng. Do oczyszczania ekstraktéw, podobnie jak w poprzedniej publikacji, za-
stosowano kolumny powinowactwa immunologicznego.

MATERIAE I METODY

Wyposazenie
Wykorzystano zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy Knauer sktadajacy
si¢ z elementéw wymienionych we wczesniejszej publikacji [4].

Odczynnikiimateriatly pomocnicze

Réwniez wszystkie stosowane odczynniki i materialy pomocnicze, wiacznie z acetonitrylem do
HPLC i wodg oraz z kolumnami powinowactwa immunologicznego wymieniono w cze¢sci I pracy
[4].

Do badan stosowano jednolite prébki pszenicy i zyta nie zawierajagce wykrywalnych pozioméw
ochratoksyny A.

METODY BADAN

Zbadano jedng z procedur ekstrakeji ochratoksyny A i oczyszczania ekstraktéow, zalecang przez
producenta kolumn powinowactwa immunologicznego (IAC) [6]. W przypadku wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, zastosowano wiasng, sprawdzong w Zakladzie Analizy Zywnosci Insty-
tutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, metodyke [2, 3].

Ekstrakcja ochratoksny Aioczyszczanie ekstraktéw na kolumnach
powinowactwa immunologicznego

50 g rozdrobnionej prébki pszenicy lub zyta ekstrahowano 100 ml mieszaniny acetonitrylu
zwodg (60:40) w homogenizatorze w czasie 1 min. Homogenat sagczono do zlewki poj. 200 ml przez
saczek fatdowany. Do dalszej analizy pobierano 10 ml klarownego przesaczu, ktéry rozcieiczano
40 ml wody. Po doktadnym wymieszaniu, roztwor saczono do kolejnej zlewki poj. 200 ml przez
saczek drobnowtdknisty. Nastepnie 10 ml klarownego przesaczu nanoszono na kolumng IAC. Elu-
cj¢ prowadzono przy predkoscei przeptywu 1-2 krople/sek. regulujac przeptyw pompka strzykaw-
kowa. Ztoze osuszano przepuszczajgc przez kolumng powietrze. Nastepnie kolumng¢ przemywano
10 ml buforu (Mycotoxin wash buffer) z predkoscia jak poprzednio. Oba eluaty odrzucano, a ko-
lumng przemywano 10 ml wody, po czym ztoze osuszano ponownie strumieniem powietrza. Eluat
odrzucano. Ochratoksyn¢ A eluowano 1,5 ml metanolu z predkoscig 1 kropla/sek. do naczynka
reakcyjnego. Eluat odparowywano do sucha w bloku grzejnym, w temp. 60°C, w strumieniu azotu.
Suchg pozostatosé, bezposrednio przed analiza HPLC, rozpuszczano w 1 ml mieszaniny metanolu
z woda (1:1).

Analiza HPLC

Analiz¢ HPLC z wykorzystaniem detekcji fluorymetrycznej, przy dtugosciach fali wzbudzenia
1 emisji 330/460 nm, wykonywano analogicznie jak to opisano poprzednio [4] nanoszac 100 pl
badanego ekstraktu na kolumn¢ RP C18 Nucleosil.

Do wykreslenia krzywej wzorcowej sporzadzano roztwory wzorcowe o réznych stezeniach w za-
kresie i w ilo§ciach odpowiadajacych poziomom fortyfikacji od 0,05 pg/kg do 100 pg/kg. Zawartos$é
ochratoksyny A w prébce obliczano na podstawie wykreslonej krzywej wzorcowe;.

Potwierdzanie obecnosd$ci ochratoksyny A
W celu potwierdzenia wynikéw pozytywnych, tworzono estry metylowe ochratoksyny A uzywa-
jac jako reagenty metanolowego kompleksu trifluorku boru [4] .
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dla okres$lenia podstawowych parametréw statystycznych metody, probki pszenicy for-
tyfikowano ochratoksyna A na poziomie: 0,1; 1,0; 101 100 pg/kg. W przypadku zyta zba-
dano poziom fortyfikacji 10 pg/kg. Wartosci Sredniego odzysku, odchylenie standardowe i
jego wzgledng miar¢ (RSD%) dla badanych pozioméw fortyfikacji przedstawiono w tabe-
lach I, II.

Sredni odzysk ochratoksyny A w fortyfikowanych prébkach pszenicy wahat si¢ w za-
lezno$ci od rodzaju zboza i poziomu fortyfikacji w granicach 74,4-88,6%. Wartosci te byty
wyzsze niz w przypadku ekstrakcji mieszaning metanolu zwoda (65,1-78,1%) — co stwier-
dzono w pierwszej czg$¢ publikacji [4]. Jest to zgodne z danymi podanymi przez Vicam [6]
w odniesieniu do pszenicy. Precyzja metody, jako warto§¢ wzglednego odchylenia stan-
dardowego (RSD%) dla badanego zakresu fortyfikacji zawierata si¢ w granicach 8,5-13,4%.
Nalezy zwréci¢ uwagg, ze w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w wariancie ekstrakcji
metanolem z wodg [4] byty to jednak warto$ci wyzsze; jest to szczeglnie wyrazne przy
poziomie fortyfikacji 1 1 10 pg/kg (pszenica) (tabela I). Wartoéci RSD w metodzie metano-
lowej wynosity, odpowiednio: 5,5 i 4,6% [4]. Mozna zatem uznaé, Ze metoda ,,acetonitry-
lowa” charakteryzuje sie mniejszg precyzjg, ale wigkszym odzyskiem, a zatem wigkszg

Tabela L. Sredni odzysk 1 powtarzalno$¢ metody oznaczania ochratoksyny A w prébkach pszenicy
Mean recovery and repeatability of the method in wheat samples

Poziom fortyfikacji pg/kg

100,0 10,0 1,0 0,1
ng/kg odzysk % | pg/kg | odzysk % ng/kg odzysk % ug/kg | odzysk %

83,9020 83,9 9,2895 92,9 0,9082 90,8 0,0618 61,8
82,7451 82,7 8,4445 84.4 0,7694 76,9 0,0612 61,2
92,6971 92,7 8,8493 88,5 0,9058 90,6 0,0803 80,3
90,7776 90,8 8,1120 81,1 0,9272 92,7 0,0808 80,8
83,4400 83,4 6,9289 69.3 0,9241 92,4 0,0804 80,4
98,2585 98.3 7,9887 79,9 0,8769 87,7 0,0817 81,7

- - 7,6613 76,6 0,7570 75,7 - -

- - 8,9387 89,4 0,8511 85,1 - -

- - 8,9841 89,8 0,6965 69,7 - -

- - 8,4992 85,0 0,9013 90,1 - -

Srednie stezenie pg/kg/sredni odzysk
8,3696/83,7 ‘ 0,8518/85,2 ‘ 0,0744/74. 4
Odchylenie standardowe SD pg/kg/RSD%
6,2894/7,1 ‘ 0,7141/8.5 ‘ 0,0816/9,6 ‘ 0,0100/13,4

88,6367/88.,6
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Tabela II. Sredni odzysk i powtarzalno$é metody oznaczania ochratoksyny A w probkach zyta fortyfi-
kowanych na poziomie 10 pg/kg
Mean recovery and repeatability of the method in rye samples at fortification level 10 pg/kg

Tlos¢ oznaczona pg/kg Odzysk %
8,6999 87,0
8,5747 85,7
74120 74,1
88732 88,7
9,7952 98,0
8,8375 88,3

Srednie stezenie ug/kg Sredni odzysk %
8,6988 87,0

Odchylenie standardowe SD pg/kg Wzgledne odchylenie standardowe RSD%

0,7646 8.3

doktadno$cig. W przypadku prébek zyta warto$ci §redniego odzysku dla poziomu fortyfi-
kacji 10 pg/kg byty zblizone jak dla pszenicy, $rednia warto$¢é tego parametru wynosita ok.
87% (zyto) przy RSD 8,8%. Sredni odzysk dla tego samego poziomu wzmocnienia i zboza
w metodzie ,,metanolowej” byt znacznie nizszy — 65%, podobnie jak prawie 2-krotnie
mniejszy byt wspdtczynnik RSD —4,1% [4]. Niezaleznie od tego, uzyskane wartosci para-
metréw $redniego odzysku jak i RSD% (odchylenie standardowe w warunkach powtarzal-
no$ci) obu metod spetniajg wymagania wymienione w wytycznych Komisji Europejskie;j,
jakie sg stawiane metodom oznaczania ochratoksyny A w zywnos$ci [9]. Metoda opisana
powyzej odznacza si¢ wyraznie wigkszym odzyskiem (o ok. 15%) dla poziomdéw fortyfi-
kacji 1,0; 10 pg/kg (pszenica) w poréwnaniu z postgpowaniem przedstawionym w pierw-
szej czgsci pracy (ekstrakcja metanolem) [4]. Dla zyta réznica ta jest jeszcze wigksza, bo
dochodzi do ok. 22%. Charakteryzuje si¢ ona natomiast wyraznie gorsza precyzja w sto-
sunku do metody ,,metanolowe;j”.

Granice wykrywalno$ci i oznaczalno$ci opisanej obecnie metody okre$lono w sposéb
analogiczny jak w poprzedniej pracy [4 ]. Sg one identyczne w obu wersjach ekstrakcji
i wynoszg, odpowiednio: LOD: 0,015 pg/kg, LOQ: 0,025-0,03 pg/kg.

Liniowo$¢ odpowiedzi detektora obejmowata obszar st¢zen zawartych w przedziale 0,02-
800 png/kg (warto$¢é wspdtezynnika korelacji r = 0,998). Jako roboczy zakres krzywej wzor-
cowej przyjeto przedziat 0,1-300 pg/kg. Wartos$é 300 pg/kg stanowi zarazem maksymalne
stezenie ochratoksyny A jakie moze by¢ naniesione na kolumng IAC, a wigc okreéla jej
pojemnosé.

WNIOSKI

1. Opisana metoda, w ktérej zastosowano ekstrakcj¢ acetonitrylem z woda, charaktery-
zuje si¢, podobnie jak metoda ekstrakcji metanolem, dobrymi parametrami analitycznymi,
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przy czym jej odzysk, dla wigkszosci zbadanych pozioméw fortyfikacji byt wyzszy, przy
gorszej precyzji, niz w przypadku ekstrakcji metanolem z woda.

2. Poniewaz wspomniane parametry metody ,,acetonitrylowej” i ,,metanolowe]j” mieszcza
si¢ w zaleceniach Komisji Europejskiej, mozna uznaé oba sposoby ekstrakcji jako réwno-
cenne i1 przydatne w ilo§ciowej analizie ochratoksyny A w pszenicy i zycie. W pewnych
jednak przypadkach wydaje si¢ bardziej korzystne stosownie metody ekstrakcji
z metanolem, ktéra mimo mniejszej doktadno$ci odznacza si¢ lepsza precyzja.

L. Czerwiecki, K. Czyzyk, G. WilczyfAska, A. Kwieciet

IMMUNOAFFINITY COLUMNS AND DETERMINATION
OF OCHRATOXIN A IN CEREALS BY HPLC
PART II. EVALUATION OF EXTRACTION USING ACETONITRILE/WATER

Summary

Ochratoxin A from wheat and rye grain was extracted with acetonitrile:water (60:40). A fter clean-
up of extracts using immunoaffinity columns (IAC), ochratoxin was determined by high-performance
liquid chromatography using C , column and fluorometric detection at 330 nm excitation and 460 nm
emission. The mean recovery of ochratoxin A at fortification levels 0,1-100 pg/kg, was 74-89%. The
limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were 0,015 and 0,025 pg/kg, respectively. The
positive results were confirmed by reaction with BF, complex in methanol.
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