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Dla potrzeb programu monitoringowego opracowano i zwalidowano metode
oznaczania toksyn T-2 i HT-2 w produktach zbozowych technikq HPLC-MS/MS.
Oznaczenia wykonano w 107 probkach przetworow zboZowych, glownie otrzyma-
nych z owsa. Toksyny T-2 i HT-2 stwierdzono w 43 % probek, sredni poziom zanie-
czyszczenia w probkach produktow pochodzqcych z owsa wynosit 22,5 ug/kg (naj-
wyzszy - 109 ug/kg), w pozostatych 7,0 ug/kg. Uzyskane dane wskazujq, Ze wartosci
tolerowanego dziennego pobrania dla toksyn T-2 i HT-2 nie sq przekroczone.
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WSTEP

Toksyny T- 2 i HT-2 sa mikotoksynami zaliczanymi do trichotecenow typu A (ryc. 1) —
licznej grupy wtornych metabolitow plesni, wytwarzanych przez grzyby z rodzaju Fusarium,
gtéwnie Fusarium sporotrichioides jak rowniez F. poae, F. equiseti, F. acuminatum i F. lang-
sethiae. F.sporotrichioides jest gatunkiem niepatogennym dla zboz (saprofit) moze rozwijaé
si¢ w temperaturze od -2 do 35 °C przy duzej aktywnosci wody (okoto 0,88). Czynnikiem
zwigkszajacym zanieczyszczenie moze by¢ zbyt pdzny zbior, szczegbdlnie podczas chtodne;j
pogody. Toksyna T-2 tatwo metabolizuje do toksyny HT-2, dlatego oznaczane i oceniane sa
one tacznie [12].

Toksyny T-2 1 HT-2 wykrywano w zbozach, glownie w owsie, ale rowniez w pszenicy, zycie,
jeczmieniu, kukurydzy oraz w soi i fasoli. Tak jak inne trichoteceny nie ulegaja onerozktadowi
w podwyzszonej temperaturze i zachowuja stabilno$¢ podczas termicznej obrobki zywnosci [5].

Toksyna T-2 jest zwiazkiem o duzej toksycznosci ostrej — LD, , w zalezno$ci od gatunku
zwierzecia, wynosi od 0,06 do 10 mg/kg m.c. Toksyny T-2 i HT-2 sa zwiazkami o szerokim
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Ryc. 1. Budowa toksyn T-2 (R1 = OAc) i HT-2 (R1 = OH)
Structure of T-2 (R1 = OAc) and HT-2 toxin (R1 = OH)

dziataniu szkodliwym. Hamuja one syntez¢ DNA i RNA oraz syntez¢ biatka, wywotuja w
warunkach in vitro apoptoz¢ oraz hamuja transport elektronow w mitochondriach. Wykazuja
dzialanie hematotoksyczne, neurotoksyczne i immunotoksyczne, jak rowniez silnie draznigce
skore i sluzowki [4, 10]. Uwaza sig, ze toksyny T-2 i HT-2 sa zwiazkami odpowiedzialnymi za
toksyczna aleuki¢ pokarmowa na terenie Zwiazku Radzieckiego w latach 1941-47, objawia-
jaca si¢ wymiotami, krwawieniami, leukopenia, zaburzeniami neurologicznymi, a w wielu
przypadkach $miercia [7].

Migdzynarodowa Agencja ds. Badan nad Rakiem (IARC) zaklasyfikowata w 1993 r tok-
syng T-2 do grupy 3 (zwiazkéw nieuznanych za rakotwoércze dla ludzi) [3]. Komitet Na-
ukowy ds. Zywnosci (SCF) Komisji Europejskiej oceniajac toksyny T-2 i HT-2 ustanowit
laczne tymczasowe tolerowane dzienne pobranie (TDI) na poziomie 0,06 pg/kg masy ciata
[3]. Wartos¢ ta odpowiadata oszacowaniu dokonanemu przez Komitet Ekspertéw FAO/WHO
ds. Substancji Dodatkowych do Zywnosci (JECFA) [5].

Ocena pobrania w krajach Wspoélnoty Europejskiej wskazuje, ze obecnos¢ toksyn T-2
i HT-2 moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego. Komisja Europejska uznata za
priorytetowe opracowanie wiarygodnej metody, o niskiej granicy wykrywalnosci (LOD),
adekwatnej do wartos$ci TDI, pozwalajacej na zebranie wigkszej liczby danych o wystgpowa-
niu tych toksyn oraz okreslenie czynnikéw odpowiedzialnych za wyst¢gpowanie toksyn T-2
1 HT-2 w zbozach i produktach zbozowych, w szczegélnosci w owsie i jego przetworach [1].

Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 przewiduje rozwazenie zasadnosci ustano-
wienia najwyzszego dopuszczalnego poziomu dla toksyny T-2 i HT-2 w zbozach i produktach
zbozowych [8].

Obecnie nie sa znane znormalizowane metody oznaczania toksyn T-2 i HT-2 w zywnoSci.
Do oznaczen iloSciowych stosowane sa: technika chromatografii gazowej z detektorami ECD
(GC-ECD) lub sprzgzona ze spektrometriag mas GC-MS (typowe LOD T-2/HT-2 okoto 10
ng/g) oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas (HPLC-
MS/MS) (typowe LOD T-2/HT-2 ponizej 5 ng/g). Wartosci odzysku dla obu wymienionych
technik wynosza 70-120%. Z uwagi na zadowalajace parametry analityczne, proste i szybkie
przygotowanie probki do badania (pojedyncza ekstrakcja, bez koniecznosci otrzymywania
pochodnych) do oznaczania poziomu T-2 i HT-2 za metodg¢ z wyboru uznaje si¢ obecnie tech-
nike HPLC-MS/MS; jednak powszechne jej wykorzystanie przez laboratoria jest ograniczone
z powodu wysokich kosztéw [6].
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Realizujac postanowienia Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 1881/2006 w ramach krajo-
wych badan monitoringowych w Zaktadzie Badania Zywnosci i Przedmiotow Uzytku NIZP
- PZH podjeto w 2007 r. prace majace na celu:

— opracowanie, zwalidowanie i akredytowanie metody analitycznej oznaczania toksyn T-2
i HT-2 w $rodkach spozywczych, zgodniej z obowiazujacymi przepisami,

— zbadanie poziomow zanieczyszczenia toksynami T-2 i HT-2 produktow zbozowych,
szczegoblnie uzyskanych z owsa, pochodzacych z terenu catego kraju.

MATERIALY I METODYKA

Probki

Probki produktow zbozowych pobierane w 2007 roku przez Stacje Sanitarno-Epidemio-
logiczne z obrotu detalicznego z terenu calego kraju, przesytano do Laboratorium Zaktadu
Badania Zywnosci i Przedmiotow Uzytku Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Pan-
stwowego Zaktadu Higieny. Probki, o masie nie mniejszej niz 1 kg byly pobrane zgodnie
z zasadami okreslonymi w Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 401/2006 [9]. Do Laboratorium
przekazano tacznie 107 probek w tym 65 probek ptatkow owsianych (61 %), pozostate 42
probki stanowity ptatki jgczmienne i1 pszenne, kasze oraz maka.

Metodyka oznaczania

Do oznaczania poziomu T-2 i HT-2 zastosowano zmodyfikowana metode wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej sprz¢zona ze spektrometria mas (HPLC-MS/MS), opracowana
przez Sulyoka i wsp [11]. Uzyto odczynnikdéw o czystosci analitycznej z firmy Merck, za wy-
jatkiem acetonitrylu i octanu amonowego do spektrometrii masowej (Baker) oraz wzorcoéw
toksyn T-2, HT-2, a takze HT-2 znakowanej izotopowo (Biopure). Woda byta oczyszczona
przez odwrocona osmozg i demineralizacjg.

Do probowki typu falcon odwazano 4,0 g probki z doktadnoscia do 0,01 g, dodawa-
no 12 ml roztworu do ekstrakcji (80 cz. acetonitrylu, 1 cz. kwasu octowego, 19 cz. wody)
i homogenizowano w homogenizatorze UltraTurax przez 3 min. Homogenat odwirowywano
przez 20 min przy 4000 x g. 1ml klarownego ekstraktu przenoszono do fiolek autosamplera
i dodawano roztwor wzorca wewngtrznego (U-[13C22] HT-2 Toxin). Do analizy chroma-
tograficznej zastosowano chromatograf cieczowy Water Alliance 2695 z kolumng C18—At-
lantis™ dC18 3um 100 A, 2,1 x 100 mm, Waters. Warunki pracy chromatografu: sktad fazy
ruchomej; metanol 70%., woda 30 % z dodatkiem 0,05 mM octanu amonowego, przeplyw
fazy ruchomej 0,2 ml/min; podawana objgto$¢ 10 pl; temperatura kolumny 40 °C, tempera-
tura autosamplera 10 °C; czas analizy 4,5 min.
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Warunki pracy spektrometru masowego MS/MS (Waters Quattro Micro API) byly naste-
pujace: tryb MRM, jonizacja ES+,

parametry zrédla: parametry analizatora:
Kapilara 2,80 kV Rozdzielczos¢ LM 1 14,0
Ekstraktor 2,00V Rozdzielczo$¢ HM 1 14,0
RF ogniskowanie 0,1V Energia jonu 1 0,7
Temperatura zrodta 100 °C Wejscie -1
Temperatura odparowania 400 °C Wyjscie 2
Przeptyw gazu na stozku (N,) 60 I/h Rozdzielczo$¢ LM 2 13,5
Przeptyw gazu odparowujacego (N,) 800 I/h Rozdzielczos¢ HM 2 13,5
Energia jonu 2 0,7
Powielacz 650 V
Gaz kolizyjny (Ar) 3,0 mBar

Oznaczane jony podano w Tabeli 1.

Tabelal.  Jony macierzyste i potomne oraz parametry ESI/MS/MS
Pattern and daughter ions and ESI/MS/MS conditions

J.OH ma- Jon Napigcie | Napigcie | Opoznie-
Toksyna /IS Jon cierzysty |potomny | Dwell na stozku | kolizyjne nie
(m/z) (m/z)

HT-2 ilo$ciowy [HT-2 + NH,]* 442,2 215,2 0,2 20 17,0 0,020
HT-2 jako$ciowy | [HT-2 + NH, ] 4422 263,1 0,1 20 17,0 0,020
HT-2 C13 (IS)|[HT-2°®+NH,]"| 4643 229,0 0,1 20 17,0 0,020
jakosciowy

HT-2 CI3 (IS)|[HT-2 " +NH,]"| 4643 278,1 0,2 20 17,0 0,020
iloSciowy

T-2 [HT-2 + NH,]* 484,3 185,1 0,2 20 22,0 0,020
ilo$ciowy

T-2 jako$ciowy [HT-2 + NH,]* 484,3 215,2 0,1 20 22,0 0,020

Oznaczenie iloSciowe wykonano metoda wzorca zewngtrznego, stosujac wzorce toksyn T-
2,1 HT-2 z dodatkiem wzorca wewngtrznego (toksyny HT-2) znakowanej weglem C'. Wynik
dla kazdej z toksyn otrzymano z 5. punktowej krzywej wzorcowe;.

Ww. metodg oznaczania toksyn T-2 i HT-2 zwalidowano, a nastgpnie akredytowano
zgodnie z PN-EN-ISO/IEC 17025. W ramach kontroli jakosci z probkami badanymi regular-
nie analizowano probki kontrolne, sprawdzajac odzysk.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Opracowana metoda oznaczania toksyn T-2 i HT-2 w przetworach zbozowych technika
HPLC-MS/MS spelnia wymagania dla metod stosowanych w urzgdowej kontroli; uzyskane
parametry skutecznosci podano w Tabeli II.

Laboratorium Zaktadu Badania Zywnosci i Przedmiotéw Uzytku NIZP-PZH sprawdzito
z powodzeniem opracowang metodg poprzez udzial w migdzylaboratoryjnych badaniach bie-
glosci FAPAS, Wielka Brytania (z-score = 0,5).
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Tabela II.  Parametry skuteczno$ci metody
Performance of method parameters

Toksyna T-2 HT-2
Granica wykrywalnosci 3 ng/kg 4 pg/kg
Granica oznaczalnos$ci 5 nug/kg 7 ng/kg
Odzysk 75 % 87 %
Powtarzalnos¢ 8 % 12 %
Niepewnosé 17 % 17 %

Uzyskane wyniki oznaczania toksyn, skorygowane o odzysk, przedstawiono w Tabeli III.

Tabela III.  Wyniki oznaczania pozioméw toksyn T-2 1 HT-2 w produktach zbozowych
Results of determination of T-2 and HT-2 toxins in cereal products

Parametry Ogodtem Przetwory Pozostate
Z owsa
Liczba probek ogotem 107 65 42
% probek > LOD 43 60 14
% probek > 50ug/kg (T-2 + HT-2) 7,4 9,2 4,7
Srednia (T-2 + HT-2) pg/kg 11,7 22,5 7,0
Mediana (T-2 + HT-2) pg/kg 3 6,9 1,5
Warto§¢ maksymalna (T-2 + HT-2) ug/kg 109 109 95,6

Toksyny T-2 i HT-2 stwierdzono w 46 probkach (43 %). Sredni poziom zanieczyszczenia
tymi toksynami w zbadanych probkach wynosit 11,7 pg/kg, w probkach produktow pocho-
dzacych z owsa 22,5 pg/kg, w pozostatych 7,0 pg/kg. W przypadku probek dla ktorych uzy-
skano wynik ponizej granicy wykrywalnos$ci (dla obu toksyn) przyjeto poziom 1,5 pg/kg t.j.
polowe wartosci granicy wykrywalno$ci metody. W produktach otrzymanych z owsa toksyny
T-2 1 HT-2 stwierdzono w 60 % probek, a w pozostatych —w 14% probek. Najwyzszy poziom
zanieczyszczenia (109 pg/kg) oznaczono w probee platkéw owsianych. Nalezy zwrdci¢ uwa-
ge¢, ze w 8 probkach stwierdzono przekroczenie zawartosci 50 pg/kg. Poziom ten rozwazano
na posiedzeniach Komitetu Ekspertow ds Zanieczyszczen Rolnych Komisji Europejskiej jako
propozycje najwyzszego dopuszczalnego zanieczyszczenia do ustanowienia w nowelizowa-
nym Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1881/2006.

Uzyskane poziomy zanieczyszczenia dla badanych produktéw sa zblizone do danych po-
chodzacych z innych krajow Europy Polnocnej, np w Niemczech w latach 2006-07 $redni
poziom zanieczyszczenia ptatkow owsianych wynosit 10-20 pg/kg. [13]. Zblizone poziomy
toksyn T-2 i HT-2 byly réwniez stwierdzone w innych krajach lezacych w tej samej strefie
klimatycznej [1].

W 2001 r. Komitet Naukowy ds. Zywnosci przyjat opinie zawierajaca oceng toksyn T-2
i HT-2 ustanawiajac taczne tymczasowe tolerowane dzienne pobranie (TDI) na poziomie 0,06
ng/kg masy ciata. GEMS/Food dla krajow Europy Srodkowej podaje, ze dzienne spozycie
owsa wynosi 2 g [2]. Przyjmujac t¢ wartos¢ jako dzienne spozycie w kraju produktéw otrzy-
manych z owsa dzienne pobranie toksyn T-2 i HT-2 z tymi przetworami wynosi 0,0006 pg/kg
m.c., co odpowiada ok. 1 % TDI.
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WNIOSKI

1. Opracowana metoda oznaczania toksyn T-2 i HT-2 w przetworach zbozowych technika
HPLC-MS/MS spelnia wymagania stawiane metodom stosowanym w kontroli urzgdowej
w zakresie granicy oznaczalnosci, precyzji, odzysku i niepewno$ci wyniku.

2. W produktach pochodzacych z owsa (ptatki owsiane) stwierdzano czg$ciej obecnos$¢ tok-
syn T-2 1 HT-2 oraz ich wyzsze zawartosci (22,5 pg/kg) niz w pozostalych przetworach
zbozowych (7,0 png/kg).

3. Uzyskane dane wskazuja, ze warto$ci tolerowanego dziennego pobrania dla toksyn T-2
i HT-2 nie sa przekroczone, jednak nalezy podkresli¢, ze powstawanie toksyn Fusarium
jest uzaleznione od warunkéw pogodowych i poziomy zanieczyszczenia w latach o nie-
korzystnych warunkach klimatycznych moga by¢ wielokrotnie wyzsze.

4. Celowe jest kontynuowanie badan monitoringowych w tym zakresie, rozszerzajac je
o nowe grupy produktow, szczegdlnie dla niemowlat i matych dzieci.

J. Postupolski, K. Rybinska, E. Ledzion, J. Kurpinska-Jaworska,
M. Szczesna, K. Kartowski

BADANIA MONITORINGOWE W ZAKRESIE OZNACZANIA POZIOMU TOKSYN T-2  HT-2
W PRZETWORACH ZBOZOWYCH

STRESZCZENIE

W celu realizacji krajowego planu monitoringu zywnosci opracowano, zwalidowano i akredyto-
wano metodg oznaczania toksyn T-2 i HT-2 w produktach zbozowych. Do analizy toksyn zastosowa-
no metode¢ pojedynczej ekstakcji i oznaczania technika HPLC/MS-MS ESI+. Prametry skutecznosci
metody (odzysk, precyzja i niepewnos¢ wyniku) sa zgodne z kryteriami podanymi w Rozporzadzeniu
Komisji (WE) nr 401/2006. Granica wykrywalno$ci metody dla toksyny T-2 wynosi 3 pg/kg, a dla tok-
syny HT-2 4 ng/kg. Probki do badan byty pobierane przez stacje sanitarno — epidemiologiczne z terenu
calego kraju. Oznaczenia wykonano w 107 probkach przetworow zbozowych, otrzymanych glownie
z owsa. Toksyny T-2 i HT-2 stwierdzono w 43 % probek, $redni poziom zanieczyszczenia w probkach
produktéw pochodzacych z owsa wynosit 22,5 pg/kg (najwyzszy- 109 pg/kg w ptatkach owsianych),
w pozostatych (ptatki pszenne i jgczmienne, kasze, maka) 7,0 pg/kg. Uzyskane dane wskazuja, ze war-
tosci tolerowanego dziennego pobrania (TDI) dla toksyn T-2 i HT-2 nie sa przekroczone.

J. Postupolski, K. Rybinska, E. Ledzion, J. Kurpinska-Jaworska,
M. Szczesna, K. Kartowski

MONITORING PROGRAM OF T-2 AND HT-2 TOXINS LEVEL
IN CEREAL PRODUCTS

SUMMARY
In framework of the national monitoring program in Poland HPLC method for determination of T-2

and HT-2 toxins in cereal products was developed, validated and accredited. Simply, one-step extraction
and HPLC MS/MS ESI+ method was used for determination both toxins. Performance of method
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(recovery, precision and uncertainty of results) is in line with Commission Regulation No 401/2006.
Limit of detection for T-2 and HT-2 toxins is 3 ad 4 pg/kg, respectively. Samples were taken by sanitary
inspection from all region of country. 107 samples cereal products (mainly from oats) were tested. T-2
and HT-2 toxins were detected in 43 % samples, mean level in oats products was 22.5 pg/kg (maximum
level 109 ug/kg in oat flakes), in other samples (wheat and barley flakes, grouts, flours) — 7.0 pg/kg.
Intake of T-2/HT-2 toxin by the consumer in Poland is much lower than the TDI.
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