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Badania nad wykrywaniem aflatoksyny B; w maqczkach
rybnych stabilizowanych santoquinem

Z Zakladu Mikrobiologii Zywno$eci AR w Szczecinie,
Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Szczecinie

Obecnosé aflatoksyn w paszach w stgzeniach
§ladowych, nawet na poziomie kilku ppb, moze
powodowaé znaczne straty hodowlane niekté-
rych gatunkéw zwierzat (1, 7, 11). W zwiagzku
z tym mozliwo$¢ wykrywania obecnosci afla-
toksyny w tych stezeniach ma podstawowe zna-
czenie,

Znanych jest wiele metod poélilosciowego o-
znaczania aflatoksyny B; (2, 5, 6, 8, 10); w Pol-
sce stosuje si¢ dwie metody. Metoda opraco-
wana przez Juszkiewicza i Stefaniakows (4) po-
lega na odtluszczeniu préb eterem naftowym,
oczyszczeniu na kolumnie, eluowaniu aflatok-
syn mieszaning metanolu w chloroformie i ba-
daniu otrzymanych ekstraktéw metodg chroma-
tografii cienkowarstwowej.

Podstawy metody odwolawczej opracowatl
Strzelecki (9), a wykonanie analizy polega na
shomogenizowaniu préby do badan celitu i wod-
nego roztworu acetonu, oczyszczeniu ekstraktow
na kolumnie i eluowaniu alfatoksyny chloro-
formem. Obecnoéé¢ aflatoksyny mozna wykazaé
chromatografia kolumienkows lub cienkowar-
stwowa. Przy analizie drogg chromatografii
cienkowarstwowej wykonuje sie préby potwier-
dzajace przez nawarstwienie plam 5% H,SO,,
przy chromatografii kolumienkowej mozliwo§é
ta odpada.

W niepublikowanych badaniach wykonanych
w Zakladzie Mikrobiologii Zywnosci AR w
Szczecinie wykazano, ze przy zastosowaniu obu
tych metod z latwosciag wykrywa sie aflatoksy-
ny w stezeniach kilku ppb w maczkach rybnych
wtedy, gdy nie sa one stabilizowane BHA (3).
W przypadku maczek stabilizowanych BHA o-
trzymano wyniki, ktére uznano za falszywie
dodatnie, poniewaz przy badaniu metodg kolu-
mienkows préb nie zawierajacych aflatoksyny
B; ekstrakty fluoryzowaly. Te same préby roz-
winiete na chromatogramach dawaly plamy o
Rf charakterystycznym dla aflatoksyny B, ale
w tedcie potwierdzajacym z H,SO, nie otrzyma-
no wyniku dodatniego.

Zdarzajace sie na tle oksydacji tluszczow wy-
padki samozaplonéw mgczki rybnej na ladzie
1 morzu stworzyly konieczno$é jej stabilizowa-
nia i sposrdod znanych antyutleniaczy dobrano
w Polsce santoquin. Celem badan wlasnych byto
wiec sprawdzenie obu stosowanych w naszym
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kraju metod wykrywania alfatoksyny B; w
maczkach rybnych, do ktérych dodano santo-

quinu.
Materiat i metody

Do badan uzyto maczke rybng produkcji PPD i UR
,»Gryf” w Szczecinie, Zaklad ten produkuje maczke
rybng bez dodatku antyoksydanta. Wstepne badania
wykazaly, ze pobrana maczka byta wolna od aflatok-
syny Bi

Uzyte w badaniach wzorce aflakotsyn Bi, Be, G1i
G: pochodzily z Nationale Institute of Public Health w
Bilthowen, Holandia, a santoquin otrzymano z Mor-
skigo Instytutu Rybackiego w Gdyni, Dla uzyskania
wtasciwego stezenia antyutleniacza w maczce rybnej
rozpuszczano go w chloroformie i w tej postaci wpro-
wadzano do prob w ilosci koniecznej dla uzyskania
stezenia 0,05% w maczce rybnej.

Materiat do badan przygotowywano zgodnie ze spo-
sobem podanym w metodach Strzeleckiego (9) i Jusz-
kiewicza oraz Stefaniakowej (4). Ze wzgledu na brak
mozliwo§ci wykonania proby potwierdzajgcej przy
analizie metodg kolumienkowa wg Strzeleckiego (9),
badania te prowadzono metoda chromatografii cienko-
warstwowej.

Do wywolywania chromatogramoéw uzywano piytek
szklanych z naniesionymi zelami G lub H (wg Stahla
firmy Merck) oraz piytek aluminiowych pokrytych
zelem krzemionkowym (firmy Kevalia).

Do rozwijania chromatograméw uzywano dwu faz
ruchomych:

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

2. metanol : chloroform (3 : 97).

Fluorescencje badanych ekstraktéw poré6wnywano z
fluorescencja wzorca i obliczano ilo§é¢ aflatoksyny w
probie korzystajac ze wzoru:

Syv

chlo-

ug ==
gdzie:

s — ilo§¢é pl wzorca aflatoksyny i intensywnosci swie-
cenia zblizonej do intensywno$ci $wiecenia eks-
traktu badanej proéby

v — koncowa objetos¢ rozpuszczonego osadu (ml)

y — uzyte stezenie aflatoksyny (standard) ug/ml

x — ilo§é pl naniesionego ekstraktu badanej prdby
odpowiadajaca intensywmoscia $wiecenia okres-
lonemu standardowi s.

W badaniach stosowano test potwierdzajgcy na
obecnosé aflatoksyn, ktoéry wykonywano przez na-
warstwienie fluoryzujacych plam 5% H.SO, W przy-
padku wyniku dodatniego plamy aflatoksyn B; i Be
zmienialy barwe na zielong, a aflatoksyn G; i G: na
z01to-zielong.

Wyniki i omdéwienie
Wyniki otrzymane metoda Strzeleckiego (9).
Po naniesieniu na plytki ekstraktéw préb macz-
ki rybnej, do ktérej dodano wzorzec aflatoksy-
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ny B; w ilodci 5 ppb, otrzymano na chromato-
gramach obraz w postaci niebiesko fluoryzuja-
cych plam o Rf=0,40. Wynik testu potwierdza-
jacego byl pozytywny.

Po naniesineniu na plytki ekstraktéw prob
maczki rybnej wolnej od aflatoksyny B,, ale
zawierajgcej santoquin otrzymano obraz w po-
staci dwu niebiesko fluoryzujacych plam o Rf=
=040 i 0,70. Test potwierdzajacy obu tych
plam byl negatywny.

W przypadku chromatograméw ekstraktéw u-
zyskanych z maczki rybnej z dodatkiem wzorca
aflatoksyny B; i santoquinu otrzymano dwie
plamy fluoryzujace o Rf=0,40 i 0,70. Plama o
Ri=0,70 stale dawala wynik negatywny w tes-
cie potwierdzajagcym. Test potwierdzajacy pla-
my o Rf=0,40 byl pozytywny dopiero wtedy,
gdy w probie ilos¢ aflatoksyny byla réwna lub
wyzsza niz 70 ppb.

Wyniki otrzymane metoda Juszkiewicza i Ste-
faniakowej (4). Ekstrakty préb maczki rybnej z
dodatkiem aflatoksyny B; dawaly na chromato-
gramach obraz w postaci niebiesko fluoryzuja-
cych smug. Wynik testu potwierdzajacego byt
pozytywny. Odezyt pélilosciowy byl niemozliwy
ze wzgledu na znczne trudnosci przy poréwny-
waniu smug z plamami standardéw naniesio-
nych w réznych ilosciach. W przypadku ana-
lizy maczki rybnej, do ktérej wprowadzono
rownoczesnie standardy aflatoksyny B, B, G
i G, analiza jakoSciowa i pélilosciowa byta nie-
mozliwa ze wzgledu na nieznaczne réznice Rf
poszczegolnych aflatoksyn i nakladanie sie
smug.

Ekstrakty préb maczki rybnej z dodatkiem
samego santoquinu nie dawaly na chromato-
gramach zadnego obrazu $wiadczacego o obec-
nosei antyoksydantu. Ekstrakiy prob maczki
rybnej z dodatkiem aflatoksyny B, i santoqui-
nu dawaly na chromatogramach obraz w po-
staci niebiesko fluoryzujacych smug o Rf cha-
rakterystycznym dla aflatoksyny B;. Wyniki te-
stu potwierdzajacego byly pozytywne. Nie
stwierdzono zadnych plam &wiadezacych o o-
becnosci santoquinu.

Wyniki otrzymane metods wlasna.

W zwiazku z brakiem mozliwosel przeprowadzenin
analizy polilosclowej przy zastosowaniu metody Jusz-
ldewieza i Stefaniakowej (4) oraz uzyskaniu niewlasei-
wych wynikéw przy metodzie Strzeleckiego (9) opraco-
wano metode wilasng, kiéra jest polaczeniem obu po-
wyzszych matod,

Etapy metody wlasnej:

. Odtluszczanie préb mgezki rybnej w aparacie Soxhle-
ta przez 8 h w temperaturze 90°C,

. Suszenie odttuszczonych préob w temperaturze 65°C
przez 1 h,

. Ekstrahowanie préb maczki rybnej mieszaning chlo-
roformu z wodg (50:25) przez wstrzasanie w czasie
1 h,

. Oczyszczanie ekstraktu ma kolumnie wypelnionej
bezwodnym siarczanem sodowym i zelem krzemiom-
kowym przez przemywanie kolumny 150 ml eteru e-
tylowego, a nastepnie uwalnianie od frakcji etero-
wej przy podcisnieniu.
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5. Eluowanie aflatoksyny z kolumny 3% metanolem w
chloroformie,

6. Odparowanie ekstraktu do sucha i rozpuszczenie osa-
du w chiloroformie,

7. Namniesienie roztworu na plytki chromatograficzne z
zelem krzemionkowym,

2. Wywolanie chromatograméw przy uzyciu fazy ru-
chomej HEBCA,

9. Obliczanie ilo$ci aflatoksyny jak w obu poprzednich

metodach.

Stosujac metode wlasng z préob maczki rybnej z do-
datkiem aflatoksyny B; otrzymano na chromatogramach
obraz w postaci niebiesko fluoryzujacych plam o
Rf=0,35. Wynik testu potwierdzajgcego byl pozytywny.
Ekstrakty prob maczki rybnej z dodatkiem wzorcoéw
aflatoksyn Bj, Bs, G1i G2 dawaly obrazy w postaci plam
o Rf odpowiednip 0,35; 0,29; 0,23 i 0,20. Wszystkie pla-
my dawaly wyniki pozytywne w tescie potwierdzaja-
cym.

Ekstrakty préb maczki rybnej z dodatkiem santo-
quinu nie dawaly mna chromatogramach zadnych plam
Swiadezacych o obecno$ci antyoksydantu. Ekstrakty
préb maezki rybnej z dodatkiem aflatoksyny B; i san-
toquinu dawaly na chromatogramach obraz w postaci
niebiesko fluoryzujgeych plam o Rf charakte_rystycz-
nym dla aflatoksyny Bj, a ich test potwierdzajacy byl
pozytywny. Nie stwierdzono Zadnych plam $wiadcza-
cych o obecnosci antyoksydanta.

Poréwnanie stosowanych metod. W celu po-
réwnania stosowanych metod okreslano ilosé
aflatoksyny B, wyprodukowanej przez aktywnie
rosnacy szczep A. parasiticus ATCC 15517. Za-
rodniki tego szczepu otrzymano po 72 h ho-
dowli na podlozu Czapka, z ktérego pleche zmy-
wano woda destylowana i 2,5 ml zawiesiny za-
wierajacej 6,0 108 zarodnikéw wprowadzano do

Tab. 1. Tlo$¢ wyprodukowanej aflatoksyny B; (w ppb) w prébach maczki rybnej bez dodatku santoquinu
i z dodatkiem santoguinu

Metoda wlasna

Metoda zalecana do wykrywania aflatoksyny
w paszach (9)

Dzien '“ — .
| U S| e otk | e (B | g | Zgeeet | e
anihn z 5% H,S0, tocume |2 5% H,S04 qBing z 5% H,S0, e z 5% H,SO,

2 = = == — = — 48,0 =

3 1S = — — — — 48,0 =

5 — — = . 8 = 48,0 —

6 8,0 + 8,0 + | 2,4 + | 48,0 —

7 48,0 + 48,0 + 10,0 + | 52,8 =

8 48,0 + 120,0 | + 24,0 + 60,0 —

9 112,0 + 256,0 + 60,0 + 120,0 +
10 64,0 + ' 80,0 + 67,2 + 125,0 +
15 ‘ 64.0 S R 1200 + 240,0 H

' :
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25 g maczki rybnej. Proby inkubowano przez
15 dni w temperaturze 37°C. Codziennie do
kazdej proby wprowadzano po 1 ml wody de-
stylowanej w celu utrzymania wilgotnosci prob
na wlasciwym poziomie.

W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane me-
todg wlasng i metoda Strzeleckiego (9). Wyko-
nano rowniez badania metodg Juszkiewicza i
Stefaniakowej (4), ale tych wynikéw w tab. 1
nie ujeto, poniewaz jak wspomniano wyzej,
polilosciowe okreslenie aflatoksyny B; bylo nie-
mozliwe.,

Wyniki badan przeprowadzonych metodg
Strzeleckiego (9) potwierdzaja wczesniejsze ob-
serwacje, ze santoquin odklada sie na chroma-
togramach na tej samej wysokosci co aflatok-
syny By;. Oceniajgc wynik na podstawie samej
fluorescencji plam ilo§¢ aflatoksyny B, poczgw-
szy od 2 do 6 dnia wlacznie ksztaltowala sie
W probach maczki rybnej z dodatkiem santo-
quinu na poziomie 48 ppb, ale test potwierdza-
Jacy wszystkich tych prob byl negatywny. Ne-
gatywny wynik testu potwierdzajacego utrzy-
mywal si¢ przy tej metodzie do 8 dnia hodowli
wlgcznie, kiedy to fluorescencja plamy wska-
zywada na 60 ppb aflatoksyny B,. Dopiero od 9
dnia test potwierdzajgcy byl dodatni, ale w tym
czasie fluorescencje plamy okreslono na po-
ziomie 120 ppb aflatoksyny B;.

Wyniki analiz maczek rybnych bez dodatku
santoquinu wykonane obiema metodami oraz
maczki rybnej z dodatkiem santoquinu wykona-
nej metodq wiasng byly zgodne. W széstym dniu
hodowli we wszystkich probach wykazano po-
jawienie si¢ aflatoksyny B,, ktoérej fluoryzujace
plamy dawaly wynik dodatni w tescie potwier-
dzajagcym. Wraz z wydluzeniem sie czasu ho-
dowli do 15 dnia ilos¢ aflatoksyny B, narastala
we wszystkich probach, chociaz w proébie z do-
datkiem santoquinu byla ona stale najwyzsza.

Obserwacja brob maczki rybnej wykazala, ze
plecha w mgczkach bez dodatku santoquinu
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i z jego dodatkiem pojawia sig¢ po tym samym
czasie. Wykazane rdznice w ilosci produkowa-
nej aflatoksyny B, w probach z dodatkiem i bez

‘dodatku sanquinu wydajg si¢ wskazywaé, ze

santoquin stymuluje produkcje aflataksyny B;.
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3ameckmii C. M., JaukoBckaa 2., TepemkeBuu P., Ko-
deunblii K., Kemap E. — kiccaepopanust no 00Hapy-
HKuBaHMIO adanaTokcuiHa B; B DHIOHONI MyKe, CTaJWJIH-
3UPOBAHHOW CaHTOKBMHOM.

KoxcTatupoBany, 4T0 npuMeHseMble B Iloablue Me-
TOAbI HOJIYKOJNMYECTBCHHOTO ONPEACIICHUA COAEPIRaHUA
adaaToKcuHa B; B DbIOHOM MyKe HEHPUIOAHBLI TOrAa,
Korga poibHasg MyKa CcTabuams3upyerca CaHTOKBUHOM.
B cBasu ¢ Tem pa3pafoTany COOCTBEHHBLI METOH, AB-
AAIUMIACA COeuHEeHMeM ODOMX NPUMEHAEMbIX METO-
a0B. lloanydenunie pe3ysbTaThbi IIOKA3bIBAIOT, 4YTO Call-
TOKBMH BO30ysKpaeT NOPOM3BOACTBO adiaaToxcuHa B;.

Zaleski S. J., Daczkowska E. Tereszkiewicz R., Ko-
nieczny K., Kelar T. — Examinations on the detection
of aphiatoxin B; in fish flowers stabilized with san-
toguin,

It was found that half-guantitative methods used
in Poland for the determination of the content of
aphlatoxin B; in fish flowers were unsuitable when
fish flower was stabiilzed with santoquin. Therefore
the method based on the both tests was elaborated.
The results indicate that santoquin induces aphla-
toxin B; production.

HOPKINSON M. F., HART L. 1., SEGER C. L., LAR-
SON A. D, FULTON R. W.: Zastosowanie odczynu
immunodyfuzji do wykrywania przeciwcial dla wirusa
biegunki w surowicach bydia. (An immunodiffusion
test for detection of bovine viral diarrhoea virus anti-
bodies in bovine serum). Am. J. vet. Res. 40, 1189—
1191, 1979 (8).

Opracowano odeczyn immunodyfuzji do wykrywania
przeciweial 'w surowicy kréw zakazonych wirusem bie-
gunki bydla. Antygen przygtowywano na jednowarst-
wowej hodowli komérek GBK. Wyniki odezynu im-
munodyfuzji poréwnano z wynikami odczynu sero-
neutralizacji. Badania przeprowadzone z uzyciem 164
surowic wykazaly 100% zgodno$¢ odezynu immumo-
dyfuzji i seroneutralizacji w przypadku gdy odczyn
seroneutralizacji wypad! dodatnio w mianie 1:8. Dwa-
dzie$cia trzy surowice, ktére reagowaly w odczynie
seroneutralizacji w mianie ponizej 2, dawaly reakcje
negatywng w odczynie immunodyfuzji.
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NERVIG R. M., GARRETT L. A.: Uzycie furosemidu
w celu uzyskania probek moczu bydla do izolacji lep-
tospir. (Use of furosemide to obtain bovine wurine
samples for leptospiral isolatiom). Am. J. vet. Res. 40,
1197—1200, 1979 (8).

Stosowanie furosemidu ulatwia uzyskanie prébek
moczu bydla w celu izolacji leptospir. Furosemid sto-
sowano w dawce 0,8 mg/kg wagi ciala u jalowek
i w dawce 0,5 mg/kg wagi ciala u cielgt w iniekeji
dozylnej. Sredni okres jaki uplywal od iniekcji prepa-
ratu do pierwszego oddania moczu wynosil u jaléwek
19 minut, za$§ okres miedzy pierwszym i drugim od-
daniem moczu 17 minut. U cielgt czas ten wynosil
odpowiednio 12 i 10 minut. Obnizenie osmolalnosci
moczu po zastosowaniu furosemidu przyczynialo sie do
zwiekszenia przezywalnosci leptospir. Leptospiry wy-
izolowano z moczu 72,7% krow zakazonych do$wiad-
czalnie, u ktérych stosowano furosemid. W stosowa-
nych dawkach furosemid nie jest toksyczny dla cielgt
i kréw.
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