
Nr7 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXXVI

H|GIENA ZYWNosCl ZwlERzĘCEGo
POCHODZENIA

STANISŁAW J. ZALESKI, ELŻBIETA DACZKOWSKA, RYSZARD TERESZKIEWICZ,
KRZYSZTOF KONIECZNY, TADEUSZ KELAR

Bodonio nod wykrywoniem ollołoksyny 81 w mqczkoch
rybnych słobilizowonych sonłoquinem

z zakładv Mikrobiologii żywności Art W szczecinie,
z za](ład]u Higieny weterynaryjnej w szczecinie

Obecność aflatoksyn w paszach w stężeniach
śladowych, nawet na poziomie ki]ku ppb, może
powodować zrlaczne straty hodowlane niektó-
rych gatunków zwierząt (L, 7, 11). W związku
z tynl. możliwośó wykrywania obecności afla-
toksyny w tych stężeniach ma podstawowe zna-
czenie,

Znanych jest wiele metod półilościowego o-
znaczania aflatoksyny 81 (2, 5, 6, 8, 10); w Pol-
sce stosuje się dwie metody. Metoda opraco-
wana przez Juszkiewicza i Stefaniakową (4) po-
Iega na odtłuszczeniu prób eterem naftowym,
oczyszczeniu na ko],umnie, eluowaniu aflatok-
syn mieszaniną metanolu w chloroformie i ba-
daniu otrzymanych ekstraktów metodą chroma-
tografii cienkowarstwowej.

Podstawy metody odwoławczej opracował
Strzelecki (9), a wykonanie analizy polega na
shomogenizowaniu próby do badań ce]itu i wod-
nego roztworu acetonu, oczyszczerliu ekstraktów
na kolumnie i eluowaniu alfatoksyny chloro-
formem. Obecność aflatoksyny można wykazać
chromatografią kolumienkową ]ub cienkowar-
stwową. Przy analizie drogą chromatografii
cienkowarstwowej wykonuje się próby potwier-
dzające pTzez nawarstwienie plam 57o H2SO4,
przy chromatografii kolumienkowej możliwość
ta odpada.

W niepublikowanych badaniach wykonanych
w Zakładzie Mikrobiologii Żywności AR w
Szczecinie wykazano, że przy zastosowaniu obu
tych metod z łatwością wykrywa się aflatoksy-
ny w stężeniach kilku ppb w mączkach rybnych
wtedy, gdy nie są one stabilizowane BHA (3).
W przypadku mączek stabilizowanych BHA o-
trzymano wyniki, które uznatto za fałszywie
dodatnie, ponieważ przy badaniu metodą kolu-
mienkową prób nie zawierających aflatoksyny
81 ekstrakty fluoryzowały. Te same próby roz-
winięte na chromatogramach dawały plamy o
Rf charakterystycznym dla af]atoksyny 81, ale
w teście potwierdzającym z H2SOa nie otrzyma-
no wyniku dodatniego.

Zdarzające się na tle oksydacji tłuszczów wy-
padki samozapłonów mączki rybnej na lądzie
i morzu stworzyły konieczność jej stabiiizowa-
nia i spośród znanych antyutleniaczy dobrano
w Polsce santoquin. Celem badań własnych było
więc spr5wdzenie obu stosowanych w naszvm
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kraju metod wykrywania alfatoksyny Br w
mączkach rybnych, do których dodano santo-
quinu.

Materiał i metody
Do badań użyto mączkę rybiną pr,odtlkcji PPD i UR

,,Gryf" w Szczecinie, Zaklad ten produxuje mączkę
rybną bez dodatku antyoksydanta. Wstępne badania
wykazały, że pobrana mączka była wolna od aflatok-
syny Bl.

Użyte w badaniach wzorce aflakotsyn E}1, Bl, G1 i
Gr pocho,dziły z Natio,rrale Institute of Public Health w
Bilthowen, Holandia, a santoquin otrzymano z Mor-
skigo Instytutu Rybackiego w Gdyni, Dla uzyskania
właściwego stężenia antyutleniacza w mączce rybnej
l,ozpuszczano go w chlo,roformie i w tej postaci wpro-
wadzano do prób w ilości koniecznej dla uzyskania
stężenia 0,05% w mączce rybnej.

Materiał do badań przygoto,wywano zgo,dnie ze spo-
sobem podanym w metodach Strzeleckiego (9) i Jusz-
kiewicza oraz Stefaniakowej (4). Ze względu na brak
możIiwości wykonania próby potwierdzającej przy
analizie metodą kolumienkową wg Strzeleckiego (9),
badania te prowadzono metodą chromatografii cienko-
warstwowej.

Do wywoływania chrornatogramów używano płytek
szklanych z naniesionymi żelami G lub H (wg Stahla
firmy Merck) oraz płytek aluminiowych pokrytych
żelem krzemionkowym (firmy Kevalia).

Do rozwijania chromatogramów używano dw,u faz
ruchomych:

1. HEBCA - heksan : eter naftowy : benzen : chlo-
roform : aceton (1 : 1 : 1 : 6 : 1),

2. metanol : chloroform (3 : 97).
Fluo,rescencję badanych ekstraktów po.Tównywano z

fluorescencją wzolca i o,bliczano itrość aflatoksyny w
próbie ko,rzystając ze wzoru:

"c-= 
9+u

gdzie:
s - ilość pl wzorca aflatoksyny i intensywności świe-

cenia zbliżonej d,o interrsywnŃci świecenia eks-
traktu badanej próby

v - koricowa objętość rozptlszczonego osadtr (ml)
y - użyte stężenie aflatoksyny (standard) pg/ml
x - ilość pI naniesionego ekstraktu badanej próby

lo,dpowiadająca intensywnością świecenia okreś-
lonemu standardo,wi s.

W badaniach stosowano test potwierdzający na
obecność aflatok,syn, który wykomywano p:rzez na-
r,varstwienie fluoryzujących plam 5% HrSOa. W przy-
padku wyniku dodatniego plamy aflatoksyn Br i Bl
zmieniały barwę na zieloną, a aflatoksyn G1 i Gl na
żóŁto-zieloną.

Wyniki i omówienie
Wyniki otrz;rmane metodą Strzeleckiego (9).

Po naniesieniu na płytki ekstraktów prób mącz-
ki rybnej, do której dodano wzorzec aflatoksy-
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ny Br w ilości 5 ppb, o|rzymano na chromato-

jącego był pozytywny.

W przypadku chro gramów ekstraktów u-
zyskanych z mączki ej z dodatkiem wzorca

Wyniki otrzymane metodą Juszkiewicza i Ste-
faniakowej (4). prób mączki rybnej z
dodatkiem aflat d,awały na chromato-
gramach obraz w postaci niebiesko fluoryzują-
cych smug. Wynik testu potwierdzającego był
pozytywny. Od był niernożliwy
ze względu na przy porówny-
waniu smug z rdów naniesio-

poszczególnych aflatoksyn i nakładanie się
Smug.

Ekstrakty prób mączki rybnej z dodatkiem
samego santoquinu nie dawały na chromato-

Wyniki otrzymane metodą własną.
Tab. 1. I1ość wyprodukowanej aflatoksyny 

,U,ł"!łul3P

wych wyników pIzy metodzie Strzeleckiego (9) opraco-

Etapy m,ebody własrrr,ej :

1. Od,tłuszczarnlie prób mączki rybnej w ąlaracrie Soxhtre-
ta przez B h w temperaturrze 90oC,

2. Strszeni,e odtłrus,zczornych pirób w ternperaturze 65oC
p,rzez 7 kl,,

3. Ekstrahowanie prrób mączkń rybnej nr,ieszarrriną chlo-
rofo,rm,u z wo,dą (50:25) przez wstrząnsanię w czaslie
1h,

4, Oczy,szczanle ekstraktu rna kolu ,e wypełnio,rrej
bezwodnyrn sdąrczanem srodowym i żerlem krzemiorn-
kowylm przez przemywanlie kolurnny 150 ml eteru e-
tylowego, a następnie uwalnianie od frakcji etero-
wej prpy prod,ciiśrnrien,ilu.

5. Etruołvanlie ańlatolksyrry z il<ofumrny 30/o metarniolel,n w
chloroiorrrnie,

6. O,dparowainie ,ekstlra]kltru d,o sucha i no4iluszczertie ,osa-
,du w chlorrofolrmie,

7. Narriesie,nie roztwolu na płytlki chromaitogra,fi,czne z,

żelem krzemiornkowyrn,
8. Wywołan,ie chinormaltogramów p]rzy luży,ci|u fa,zy r,ls-

chomej HEBCA,
9. Obliczainire jl,ości aflatoksyny j,ak w ob,u pop,rzedni,ch

metro,dach.
Stosując rnetodę nłzłasną z plrób mączki rybn,ej z io-

datkiem toksyny Bl otrzymano na chro,rnatogramach
obrąz łv pos,taci niebiesk,o ftruoryzujących pla,m o
Rf:0,35. W}łnik testu p,otwierrdzającego był pozytywmy.
Ekstrakty p,rób mączki ryb,:nej z dodatkiem wzorców
afla.toksyn Ei1, 82, G1 i Gz d,awały obrazy w postaci plam
o Rf odpowiednig 0,35; 0,29; 0,23 d 0,20. Wszys,tkie pla-

cym.
Eks,trakty prób mączki nybnej z dolatkie.rn saLrr,to-

quiinu nie dawały na chromato,grarnach żadnych plam
świadczących oobecności antyoksydantu. Ekstrakty
prób mączki rytbnej z dodatktirem aflatoksyłly Br i sarr-
toquinu dawały n,a chro,matograrnach obraz ,w posta€i
niebiesko fluroryzujących płarn o Rf charakterystycz-
nym dla aflańolksyny 81, a ich test potwielrdzająey był
p,ozytrwny. Nie stwierdzon,o żalrnych plam św,iad,czą-
cych o obeoności anńyoksydalnta.

Porównanie stoso]Manych metod. W celu po-
równania stosowanych metod określano ilość
aflatoksyny B, wyprodukowanej przez aktywnie
rosnący szczep A, parasżtżcus ATCC l55l7. Za-
r,odniki tego szczepu otrzymano po 72 h ho-
dowli na podłożu Czapka, z którego plechę zmy-
wano wodą d tylowaną i 2,5 ml zawiesiny za-
wierającej 6,0 100 zarodników wprowadzano do

w ach mączki rybnej bez ,dodatku santoquinusan nu

Metoda zalecana do wykrywania aflatoksyny
w paszach (9)

Metoda iwłasna

Z do,dat-
kiem san-
toqu

Z dodat-
kiem san-
toquinu

Test
z 5% HzSOł

,
3
5
6
7
o
9

10
15

8,0
48,0
48,0

I12,0
64,0
64,0

8,0
48,0

I20,0
256,0
B0,0
80,0

2,4
10,0
24,0
60,0
67,ż

120,0

48,0
48,0
48,0
48,0
52,B
60,0

120,0
125,0
240,0

+
+
+

+
+
+
+
l

I

+

T
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
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25 g mączki rybnej. Próby inkubowano ptzez
15 dni w temperaturze 37oC. Codziennie do
każdej próby wprowadzano po 1 ml wody de-
stylowanej w ceiu utrzymania wilgotności prób
na właściwym poziomie.

W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane me-
todą własną i metodą Strzeleckiego (9). Wyko-
nano również badania metodą Juszkiewicza i
Stefaniakowej (4), ale tych wyników w tab. 1
nie ujęto, ponieważ jak wspomniano wyżej,
półilościowe określenie aflatoksyn} Br było nie-
możliwe.

Wyniki badań przeprowadzonych metodą
Strzeleckiego (9) potwierdzają wcześniejsze ob-
serwacje, że santoquin odkłada się na chromą-
togramach na tej samej wysokości co aflatok-
syny I}1. Oceniając wynik na podstawie samej
f]uorescencji plam ilość aflatoksyny B, począw-
szy od 2 do 6 dnia włącznie kształtowała się
w próbach mączki rybnej z dodatkiem santo-
quinu na poziomie 48 ppb, ale test potwierdza-
jący wszystkich tych prób był negalywny. Ne-
gatywny wynik testu potwierdzającego utrzy-
mywał się przy tej metodzie do 8 dnia hodowli
włącznie, rescencja plamy wska-
zywała n ksyny 81. Dopiero od 9
dnia test był dodatni, ale w tym
czasie fluorescencję plamy okreśIono na po-
ziomie 120 ppb aflatoksyny Br.

Wyniki analiz mączek rybnych bez dodatku
santoquinu wykonane obiema metodami oraz
mączki rybnej z dodatkiem santoquinu wykona-
nej metodą własną były zgodne. W szóstym dniu
hodowli we wszystkich próbach wykazano po-
jawienie się aflatoksyny Br, której fluoryzujące
plamy dawały wynik dodatni w teście potwier-
dzającym. Wraz z wydłużeniem się czasu ho-
dowli do 15 dnia ilość aflatoksyny B, narastała
we wszystkich próbach, chociaż w próbie z do-
datkiem santoquinu była ona stale najwyższa.

Obserwacja brób mączki rybnej wykazała, że
plecha w mączkach bez dodatku sautoquinu

i z jego dodatkiem pojawia się po tym §amym
czasie. Wykazane różnice w ilości produkowa-
.nej aflatoksyny 81 w próbach z dodatkiem i bez
dodatku sanquinu wydają się wskazywać, że
santoquin stymuiuje prodtrkcję aflataksyny 81.
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Zaleski S. J., Daczkołvska E., Tereiszkiewlcz R., Ko-
nieczny K,, Kelar T. - Examinations on the detection
of aphiatoxrn 81 in fish flowers stabilized with san-
toqurn.

It was iound that half-quarntitative metho,ds used
i.rr poland for the deterrrrri,rration oJ the content of
aphlatoxin Br in fish flowers were unsuitable when
fils,h flower was stabiilz,ed wi,th santoquin. Theretore
the method ba,sed on the both tests was ela,borated.
The results indicate that santoquin induces aphla-
toxirr Br prorductiorr,

IIoPKIN§oN M. F., HART L. T., SEGER c. L., LAĘ,-
SON ,Ą" D., FULTON R. W.: Zastosowanie odczynu
immunodyfuzji do wykrywania przeciwcial tlla wirusa
biegunki w surowicach byilla. (An immunodiffusion
test for detection of bovine viral diarrhoea virus anti-
boilies in bovine serum). Am. J. vet. Res. 40, 11B9-
1191, 1979 (8).

Opracowałro odczyn irnmuno,dyfuzji do wykrywani.a
przeciwciał w suLr,owicy krów zakażorrych wi,rusem bie-
gunki bydła. Antygen przygtowywarro na jednowarst-
wowej hodowli komórek GBK. Wyniki odczynu im-
mun,odyiuzj[ porównano z wynikami odczynu sero-
n,eutnalizacjri. Badania przerlrrowadzorre z użyciem 164
surro]wic wykazały 1000ó zgodność odcryn,u immuno-
dyfuzj,i i seroneutrafizacji w przypadku gdy odczyn
sero,neut,rai i|zacji wypadł dod,atnio w rni,ani,e 1:B. Dwa-
dzieścia trry su,rowice, któr,e reagowały w odczl.nie
ser,oneu,ttra-Ii,zacji w mianie poniżej 2, dawały reakcję
n,egaty]wltą w odczynie irnmunodyfuzj,i.

NERVIG R. M., GARBETT Ił A.: Użycie furosemidu
w celu uzyskanio próbek moczu bydła ilo izolacji lep-
tospir. (Use ot furosemide to obtain bovine urine
samples for lelltospiral isolation). .Ąm. J. vet. Res. 40,
1197-,1200, 1979 (B).

Stosowanie furosernidu ułatwia uzyskanie próbelc
moczu bydła w celu iLzołacji leptąwir, Fu,rosemid sto-
sovJ,ano w dawc,e 0,B mg/kg wagi ciała u jałówdk
i w dawce 0,5 mglkg wagi ciała u cieląt w iniekcji
dożylrrrej. Średni oł<,res jakri upływał od inieJccji plropa-
ratu do płierwszego odldania moczu wyn,osił u jalówek
19 mirrut, za.ś o}<ires miqdzy pierwszym i d,ru6irn od-
darriern moczu 17 minut. U c,ieląt czas ten wynosił
odpowiednio 12 i 10 minut. Obniżenie osmolalności
moczu po zastosołrraniu furosemidu przyczyniało się do
z,większenńa przeżywalnośc,i l,epiolspirr. Lepiospi,ry wy-
izolowano z moczv 72,70lo \<rów zakażonych doświad-
czalrrie, u których stosołwano furossm,i,d. W stoso,wa-
nych daWkach fu,rosgmid nie jest toksyczny dla cieląt
i lnrów.
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