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Zawartos$¢ aflatoksyn By, By, G; i Gy,
ochratoksyn A i B, sterygmatocystyny
i zearalenonu w $rutach zbozowych

Z Zakladu Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii w Putawach

Problem skazenia mikotoksynami pasz i zyw-
noSci stal sie w ostatnich latach przedmio-
tem zywego zainteresowania w wielu krajach.
Zagadnienie to posiada duze znaczenie ekono-
miczne i zdrowotne. Oprocz ogdlnego dzialania
toksycznego, a zwlaszcza hepatotoksycznego,
szereg mikotoksyn posiada wlasciwosci rako-
twércze, teratogenne i mutagenne. Prace lat
ostatnich dowiodly rowniez, ze najlepiej pozna-
ne i najsilniej dzialajace rakotworcze aflato-
ksyny mozna stwierdzi¢ w mleku, narzadach
wewnetrznych i miesie zwierzat zywionych pa-
szg skazong tymi mikotoksynami. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze obecno$¢ toksynotworczych
plesni w badanych materiale nie jest jeszcze
dowodem obecno$ci mikotoksyn i odwrotnie,
brak ple$ni nie znaczy, ze material jest od nich
wolny. Nic wiec dziwnego, ze skazenia miko-
toksynami zywnosci i pasz staly sie w ostatnich
latach przedmiotem badan wielu laboratoriéw
na calym $wiecie. W skazonych zbozach stwier-
dzano obecno$¢ aflatoksyn B;, Bs, Gy, G,, afla-
toksyn M; i M,, ochratoksyn A i B, kwasu pe-
nicylowego, patuliny, cytryniny, sterygmatocy-
styny i innych (1, 2, 4, 10, 11).

W Polsce brak jest dotychczas obszerniej-
szych badan na temat czestosci wystepowania
mikotoksyn w zbozach, chociaz czynione byly
proby oznaczania aflatoksyn w paszach i ich
komponentach (14). W zwigzku z powyzszym
postanowiono rozpoczaé badania zmierzajgce do
okreSlenia stopnia skazenia mikotoksynami srut
zbozowych przeznaczonych na pasze dla zwie-
rzat.

Material i metody

Dzieki pomocy Zjednoczenia Przemystu Paszowego
,Bacutil” i CRS ,Samopomoc Chtopska” ofrzymano
do badan prébki zboza z mieszalni pasz rozmieszczo-
nych na terenie catego kraju. Byly to Sruty: jeczmie-
nia, pszenicy, zyta, owsa i kukurydzy, pochodzgce ze
zbioréw roku 1974 1 przeznaczone do sporzadzenia
mieszanek paszowych dla zwierzat. Prdébki pobrane
zostaly w miesigcach lutym i marcu 1975 r. w jedna-
kowym czasie i wedlug jednolitej instrukcji. W sumie
otrzymano do badan z calego kraju 302 prébki, z kté-
rych do analiz wybrano losowo 150 prébek pochodzg-
cych ze wszystkich bylych wojewd6dztw.

Spoérdd dostepnych metod analizy wielosktadniko-
wej wybrano do badan metode Stoloffa i wsp. z za-

stosowaniem chromatografii cienkowarstwowej (13).
Po wprowadzeniu wlasnych modyfikacji, metoda ta
pozwolala na jednoczesne wykrywanie wszystkich

wymienionych w tytule mikotoksyn. W przypadku
uzyskania wynikéw pozytywnych proby analizowano
powtérnie wedlug metod specyficznych dla poszcze-
gélnych mikotoksyn (6—9, 12). Posiadane metody
i standardy analityczne mikotoksyn pozwalaly ilos-

cilowo oznaczy¢ w paszach zawarto$é alfatoksyn B,
B,, Gi i G, ochratoksyn A i1 B, sterygmatocystyny
i zearalenonu.

Dla potwierdzenia obecnosci aflatoksyn stosowano
oprocz powtérnej analizy I metodg AOAC (8), meto-
de standardéw wewnetrznych, spryskiwanie chroma-
togramow kwasami nieorganicznymi oraz tworzenie
pochodnych z kwasem tréjfluorooctowym wedlug re-
akcji opisanej przez Przybylskiego (9). Powstale po-
chodne aflatoksyn B; i G; roznig sie od zwigzkow
macierzystych warto$cig Rf na chromatogramach, nie
zmieniajge przy tym koloru fluorescencji. Dodatko-
wym potwierdzeniem bylo spryskiwanie tego samego
chromatogramu roztworem 25% kwasu siarkowego lub
innego kwasu nieograniczonego, w wyniku czego
fluorescencja wszystkich czterech aflatoksyn oraz po-
wstatych pochodnych aflatoksyn B, i G, przechodzila
w kolor zétty.

Dla potwierdzenia obecnosci sterygmatocystyny sto-
sowano preparatywng chromatografie cienkowarstwo-
wag. Zeskrobang z plytki warstwe zelu eluowano me-
tanolem i eluat dzielono na trzy czesci, z ktérych jed-
ng poddawano reakcji z kwasem solnym, drugg z pi-
rydyng i bezwodnikiem kwasu octowego a trzecia
stuzyta do poréwnywania wartoSci Rf. Podobnie po-

stepowano ze standardem sterygmatocystyny (12).
Utworzona w wyniku reakeji z kwasem solnym po-
chodna sterygmatocystyny fluoryzowala na zdlto

i miala warto§¢ Rf odpowiadajgcg 1/4 Rf standardu.
Natomiast octanowa pochodna pojawiala sie jako nie-
biesko fluoryzujaca plamka o Rf réwnym 1/2 war-
toéci Rf sterygmatocystyny.

Ponadto obecno$é¢ mikotoksyn potwierdzano row-
niez spryskujac chromatogramy 25% roztworem alko-
holowym chlorku glinu oraz 1,2% roztworem metano-
lowym kwasnego weglanu wapnia. Po lekkim pod-
grzaniu rézowy kolor sterygmatocystyny przechodzil
w reakcji z chlorkiem glinu w kolor zélty a lekko
fioletowy =zearalenon uzyskiwal barwe intensywnie
fioletowg. Zearalenon byt widoczny na plytkach za-
réwno przy dlugos$ci fali 365 nm jak i 254 nm.

W przypadku wstepnego stwierdzenia obecnosci
ochratoksyn A i B potwierdzano to przez powtérng
analize i testy potwierdzajace wedlug procedury opi-
sanej przez Nesheima i wsp. (7).

Wyniki 1 omdéwienie

Wyniki analizy 150 $rut zbozowych, przezna-
czonych do produkeji mieszanek paszowych,
zebrano w tab. 1. W Zadnej z badanych srut
nie stwierdzono obecnosci aflatoksyn By, B,, Gy
i G, ani tez sterygmatocystyny, zearalenonu :
ochratoksyny B. Natomiast w 8 srutach (5%)
mozna byto potwierdzi¢ obecnosé ochratoksyny
A w stezeniu wahajgcym sie w zakresie 50—
200 ugkg.

Ponadto 50% prébek $rut zbozowych, anali-
zowanych wedlug wieloskladnikowej metody
Stoloffa i wsp. (13) dawalo na chromatogra-
mach fluoryzujace plamki, ktére wygladem i
wartosciami Rf odpowiadaly aflatoksynom.
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Tab. 1. Zestawienie liczbowe probek zboza badanego, w ktérych stwierdzono metoda chromatografii cienko-
warstwowej fluorescencje (F) mikotoksyn i prébek, w ktérych obecno$é mikotoksyn potwierdzono testami
chemicznymi (C)

Rodzaj Préb Aflatoksyny | Ochratoksyny Stir;;%;;gw | Zearalenon ! nc?_j‘:*f:;ﬂ'{fv_
zDoza badanych - — -| — S R - - ny A
F = F © | F & | F c wglks
Jeczmien 33 20 0 7 2 1 0 2 0 | 100 — 200
Pszenica 33 19 0 2 2 1 0 3 0 [ 60 — 100
Zyto 25 16 0 5 4 3 0 4 0 50 — 200
Owies 27 14 0 2 0 0 0 2 0
Kukurydza 32 8 0 8 0 0 0 0 0
| |

Razem 150 0 | 24 8 5 0 [ 11 0 |

: 0 16 5 3 0 | 7

Yo | 100 51

Czeé¢ z nich znikala przy stosowaniu swoistej
dla aflatoksyn I metody AOAC (8). W zZadnym
przypadku nie udalo sie jednak potwierdzi¢ wy-
stepowania ktérejkolwiek aflatoksyny za pomo-
cg zastosowanych do badan testow chemicznych.
Podobne spostrzezenia poczyniono réwniez w
przypadku 16 probek, w ktérych na podstawie
analizy wieloskladnikowej mozna bylo podej-
rzewa¢ obecnos$¢ sterygmatocystyny i zearale-
nonu. Podobnie tez sposrod 24 préobek $rut zbo-
zowych wykazujacych poczatkowo obecnosé
ochratoksyn, po przeprowadzeniu pelnej anali-
zy wraz z testami potwierdzajacymi nalezalo
wykluezyé we wszystkich prébkach obecnosé
ochratoksyny B a w 16 probkach takze obec-
no$¢ ochratoksyny A. Fakty te wskazuja na po-
trzebe stosowania metod swoistych dla posz-
czegélnych mikotoksyn i testow potwierdzaja-
cych w kazdym przypadku stwierdzenie obec-
nosci mikotoksyn metodg analizy wielosktadni-
kowej lub tez innymi, wstepnymi metodami
orientacyjnymi. Swiadczy to réwniez o ko-
niecznosci bardzo ostroznego wnioskowania na
temat skazenia zb6z mikotoksynami, zwlaszcza
jezeli laboratorium wykonujace analizy nie jest
w stanie sprawdzi¢ wyniki testami potwierdza-
jacymi lub tez ma zbyt malo doswiadczenia w
zakresie pelnej analizy mikotoksyn.
Ochratoksyne A znaleziono w ziarnie zb6z
i paszach w krajach Europy, Ameryce Pélnoc-
nej i Kanadzie. W Danii przeprowadzono bada-
nia prébek zboza paszowego, gléownie jeczmie-
nia, pobieranego z chlewni gdzie w latach 1969
—171 stwierdzano schorzenia nerek u Swin —
okazalo sie, ze 58% probek zawieralo ochratok-
syne A w stezeniu od 9 do 27 500 pg/kg (4). W
Szwecji badano prébki paszowego jeczmienia
i owsa z 84 gospodarstw i wykryto ochratoksy-
ne A w stezeniach wahajacych sie w zakresie
16—409 pg/kg w 8% prob (5). Z innych opubli-
kowanych dotychczas danych wiadomo, ze och-
ratoksyne A stwierdza si¢ w réznych zbozach
rosngcych w odmiennych strefach klimatycz-
nych — oprocz wymienionej juz Danii i Szwecji
stwierdzono jg w Kanadzie w ziarnie pszenicy,
zyta, jeczmienia i owsa, w Stanach Zjednoczo-
nych w ziarnie kukurydzy i jeczmienia a w Ju-
goslawii réwniez w ziarnie kukurydzy (2).
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Stwierdzane stezenia bardzo réznily sie siegajgc
az wartosci 22 mgkg i najprawdopodobniej za-
lezaly mmniej od temperatury a bardziej od wil-
gotnosei i lokalnych warunkow, sprzyjajacych
rozwojowi plesni ochratoksynotwoérczych a
zwlaszeza szezepdw Penicillium viridicatum (2).

Stwierdzone w tej pracy skazenia krajowych
zboz paszowych tylko ochratoksyng A w steze-
niu do 200 ug/kg przy braku aflatoksyn, stery-
gmatocystyny, zearalenonu i ochratoksyny B
pozwalaja sadzi¢, ze problem mikotoksyczno$ci
srut zbozowych przeznaczonych na pasze mogt
wystepowa¢ w naszym kraju w latach 1974—
75 jedynie sporadycznie. Zwazy¢ przy tym trze-
ba, ze w okresie lata i jesieni 1947 r. notowano
w Polsce liczne opady i do$¢ niskie temperatu-
ry, ktére sa zwykle korzystne dla rozwoju ples-
ni na zbozach. Podobne uklady meteorologiczne
moga w naszym klimacie czesto powtarzaé sie.
Rozwojowi plesni ma ziarnie paszowym i pa-
szach sprzyja réowniez niewlasciwie i zbyt dtu-
gotrwale ich przechowywanie. Problem ten po-
winni mie¢ na uwadze producenci pasz, zoo-
technicy i lekarze weterynarii zajmujacy sie
rozpoznawaniem choréob zwierzat. Zagadnienie
to nabiera znacznie szerszego znaczenia, jezeli
wezmie sie pod uwage fakt przechodzenia ra-
kotworczych i hepatotoksycznych mikotoksyn
i ich metabolitéw do zywnosci pochodzenia
zwierzecego (3).
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KOmxkerns T., Hnexopeka-Tlonmmusera H, — Cojaep-
Xaune aprarorcunoe By, B, I, I;;, oxparokcuHoB A
# B, crepurMaTOUMCTHHA ¥ 3eaPANICHOHA B JEDTAX
3JIAKOBBIX.

I3 KODMOBEIX 3aB0JI0B BCeX BOEBOJCTB CTpaHA, Mo-
ayunau 302 npobbl 3JaKCBBIX AePTeii: SUMEHs, IIIIe-
HUIBL, DXKM, O0BCA U KYKyPYy3bl, IPeJHASHAYCHHBIX I
OPUTOTOBJIEHUA KOPOMOBBIX CMeCell IJd IKMBOTHBIX.
W3 sToro uymesna mccienosany 150 mpo6 Ha MITKOTOKCH-
HbI MHOTOSJIEMEHTHBIM MeTOAOM 10 Crosoddy u coTp.
(JAOAC 54, 91, 1971). Bce npobnr B KOTOPBIX yCTaHO-
BMJIM HaA XPpoMaTorpaMMax QIyOpeCHeHIIUI0O NATEH U
unena Rf, xapakTepsble nja adiaToxcnHa, 0XpaToxCcy-~
Ha, CTePUTMATOLMCTHHA, U 3eapajleHOHa, aHAIU3UPOBa-
M METOINAMM CIeUMMDUUECKUMU A8 OTAENbHBIX MU-
KOTOKCUHOB J TOTBEPXJAIOIIMMY XUMUUECKUMU TeC-
TamMu. M3 150-tu npo, aHaAIM3UPOBAHHLIX MHOTOSJE-
MEeHTHBIM MeTomoM, 77 (51%) mpossuau dbiryopecieHINIO
n uucsao Rf anamoruumele gus acdnaroxemua, 16% —
sl oxparokemua, 7h — nxus 3eapameHona, 3% —
Aas crepurMaTonMeTrHA. IIpy mocHeAyIOMIMM aHaJInuze
MeTofaMy CHenuMYeCKUMU IJId OTAEeJbHBIX MUKO-
TOKCUHOE OOHAPYXMIM TONLKO TIPMCYTCTEME OXpa-
TokerHa A — B 8% mpob B koumemTpammax 50—200
ur/kr. He MOTBePAMIM 3ATPASHEHHHA ApTH athaaTorcu-
HOM, 3eapajIeHOHOM, CTEPUTMATOLMCTUHOM U OXPATOKCHU-
HOM B.

Juszkiewicz T. Piskorska-Pliszczyfiska J. — Occur-
rence of aflatoxins B;, B;, G: and G:, ochratoxins A
and B, sterigmatocystin and zearalenone in cereals.

A total of 302 crushed grain samples of barley,
wheat, rye, corn and oats from the crop year 1974
were collected from commercial feed processing
plants situated in the all provinces (voivodeships) of
Poland. For the mycotoxin survey, perfomed acc. to
the multimycotoxin detection method by Stoloff et al.
(JAOAC 54, 91, 1971), 150 grain samples were taken.
The positive samples were analyzed for the second
time by the methods for specific mycotoxins and che-
mical confirmatory tests.

Of the 150 samples tested by the multimycotoxin
detection method, 77 (51%) showed fluorescing spots
an Rf values of aflatoxins, 24 (16%) of ochratoxins,
11 (7%) of zearalenone and 5 (3%) of sterigmatocystin.
However, when these samples were assayed by the
specific methods and confirmatory procedures, only
8 (5%) samples were found to be positive containing
ochratoxin A at the level ranged from 50 to 200
ug/kg. In the crushed grain samples there were not
found aflatoxins, zearlenone, sterigmatocystin and
ochratoxin B.

EDWARD KOMAR

Stan czynno$ciowy watroby i zawarto$é¢ elekirolitow
w surowicy krwi $win zdrowych

Z Kliniki Chirurgicznej Instytutu Chorob Niezakaznych Wydzialu Weterynaryjnego AR W Lublinie

Celem badan bylo okreslenie stanu czynnos-
ciowego watroby u $winn zdrowych na podsta-
wie n/w testow: zawartodci biatka calkowitego
i jego frakeji, aktywnosci aminotransferaz as-
paraginianowej (AspAT) i alaninowej (AlAT),
aldolazy (ALD), poziomu bilirubiny bezposred-
niej i catkowitej, retencji bromsulfaleiny w su-
rowicy 1zawartosci glukozy we krwi oraz zawar-
tosei elektrolitéw: sodu, potasu, wapnia, ma-
gnezu, chloru i fosforu nieorganicznego w su-
rowicy.

Material i metody

Material do badan stanowilo 60 $win, loszek i ka-
stratow, w wieku 3—7 miesiecy, wagi 40—70 kg, rasy
w.b. i jej krzyzéwek. Zwierzeta byly uzyte do badan
w 2 tygodnie po odrobaczeniu i w okolo 4 tygodnie
po ostatnim szeczepieniu zapobiegawczym. Byly one
trzymane w jednakowych warunkach i jednakowo
zywione. Klinicznie nie wykazywaly objawéw choro-
bowych. Rozwo6j ich i1 przyrost na wadze byly wy-
réwnane i prawidlowe. Krew do badain pobierano
z zyly czczej przedniej w sposéb uprzednio opisany
(12). Po skrzepnigciu krwi wirowano ja i uzyskiwano
surowice, w ktdrej oznaczano:

1. zawarto$é bialka catkowitego — wg metody re-
fraktometrycznej (16) przy uzyciu refraktometru Pulf-
richa f-my Zeiss. Odezyly przeprowadzano w temp.
20°C. Wyniki uzyskiwano w g%:

2. frakeje bialkowe surowicy — wg metody elektro-
forezy bibutowej (5). Uzywano buforu weronalowo-
-medinalowego; pH — 8,6; sila jonowa 0,06; napig-

cie — 170 V, natezenie okolo 2 mA na pasek, czas
rozdziatu — 15 godzin na bibule Whatman 1. Po za-
koniczeniu rozdziatu paski utrwalano i barwiono roz-
tworem Dblekitu bromofenolowego z dodatkiem kwasu
octowego lodowatego — przez 20 minut. Po tym okre-
sie odbarwiano je 2% vol/vol roztworem kwasu octo-
wego lodowatego. Po wysuszeniu paski cieto i eluo-
wano je w 0,01 n NaOH przez 60 minut, a nastepnie
oznaczano ekstynkeje na fotokolorymetrze przy diu-
go$ci fali 580 milimikronéw, po czym obliczano pro-
centowsg zawarto$é poszczegblnych frakeji;

3. aktywno$é AspAT i AIAT oznaczano wg metody
Reitmana i Frankela (17). Wyniki oznaczen odczyty-
wano z krzywej wzorcowej w jednostkach miedzy-
narodowych (mU/ml). Uzywano zestawéw f-my Ger-
med;

4. aktywnoéé ALD — oznaczano wg metody Brunsa
(4). Wyniki odczytywano w jednostkach miedzynaro-
dowych z tabeli. Uzywano testéw f-my Germed:

5. poziom bilirubiny bezposredniej i calkowitei w
surowicy oznaczano wg metody Jendrassika i Cleg-
horna (11). Wyniki podano w mg%:

6. retencie bromsulfaleiny okreélano droga pomia-
réw bezposrednich. Prébke krwi pobierano przed no-
daniem barwnika i w 15 minucie po dozvlnej inielk-
cii Bromthaleiny Merck w dawece 5 me/ks ce. W su-
rowicy uzyskanej z pobranyeh préobek krwi oznaczano
kolorymetrycznie zawarto$é barwnika po dodaniu
0.1 n HCL (do préby $lepief) i 0.2 n NaOH (do préby
badanei) zar6wno z pobrania zerowego (przed poda-
niem Bromthaleiny) jak i 15-minufowego. Procen-
towa wartosé retenecii uzyskiwano przez przemnoie-
nie réznicy ekstynkeji przez wspélezynnik okreslony
w czasie kalibracji odpowiednich rozeieficzeti Brom-
thaleiny. Stosowano metodyke opisana  szezegdlowo
w odpowiednich pracach (7, 15):
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