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Streszczenie

W latach 2007-2011 oznaczono zawarto$¢ deoksyniwalenolu (DON) w 633 probkach
ziarna zbdz 1 produktéow zbozowych technika wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
z detektorem UV (HPLC-UV) po oczyszczaniu ekstraktow badanych probek na kolumnach
powinowactwa immunologicznego (IAC). Obecnos¢ DON stwierdzono w 50% badanych
probek, w zdecydowanej wigkszosci na poziomie znacznie nizszym niz dopuszczalne
warto$ci  okreslone W Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1881/2006. Przekroczenia
dopuszczalnych zawartosci odnotowano w 3 prdobkach stodu, 2 probkach maki pszennej
i 1 probce pszenicy, tj. tacznie w 1% badanych probek. Najczesciej DON wystepowat
W ziarnie jeczmienia, pszenicy i mace pszennej (odpowiednio 66%, 65%, 63%), najrzadziej
W zycie 1 mace zytnie;j.

Stowa kluczowe: deoksyniwalenol (DON), trichoteceny, produkty zbozowe, HPLC

DEOKSYNIVALENOL OCCURENCE IN SELECTED CEREALS
Summary

Within the 2007-2011 period concentration of deoxynivalenol (DON) was determined
in 633 samples of corn and cereals using a HPLC-UV instrument and immunoaffinity
columns as extract clean-up tool. DON was found in approximately one half of all analysed
samples, in majority of cases at levels significantly lower than acceptable limits specified in
the 1881/2006 European Commission Regulation. The latter limits were exceeded only in
3 samples of malt, 2 samples of wheat flour, and 1 sample of wheat i.e. in approximately 1%
of all analysed samples. DON was most often found in barley, wheat, and wheat flour (66%,
65%, 63% of all analysed samples of the given kind, respectively), least frequently in rye and
rye flour.
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WPROWADZENIE

Deoksyniwalenol (DON) nalezy do trichotecenow grupy B i jest wytwarzany glownie
przez grzyby rodzaju Fusarium. Wystepuje najczesciej w zbozach (pszenica, kukurydza,
jeczmien, owies, ryz) oraz w przetworach zbozowych (maka, makaron, pieczywo, platki).
Powstaje na roznych etapach uprawy zbdz, w czasie dojrzewania na polu, zbioru
I przechowywania, szczegdlnie przy duzej wilgotnosci i umiarkowanej temperaturze
wystepujacych w okresie wegetacyjnym.

Trichoteceny wykazujg wielokierunkowe, niekorzystne dziatanie na organizm ludzki,
mogg powodowaé¢ m.in. zaburzenia procesow odpornosciowych i choroby nowotworowe
[Czerwiecki 2005]. DON jest jednym z mniej toksycznych zwigzkow z grupy trichotecenow,
ale jest najczesciej wykrywang toksyng z tej grupy. Jego obecno$¢ moze by¢ wskaznikiem
wystepowania innych, bardziej toksycznych trichotecenéw [Jaji¢ i in. 2008]. DON jest
uwazany za bardzo stabilny zwigzek zarowno podczas przechowywania/mielenia ziarna, jak
I podczas procesOw przetwarzania i gotowania produktow spozywczych, tzn. nie ulega
rozpadowi w wysokiej temperaturze [Simsek i in. 2012].

Najwyzsze dopuszczalne poziomy (NDP) mikotoksyn (w tym DON) w produktach
spozywczych 1 surowcach stosowanych do ich wytwarzania okreslono w Rozporzadzeniu
Komisji (WE) Nr 1126/2007. Dopuszczalna zawartos¢ DON wynosi m.in.: 1750 pg/kg dla
nieprzetworzonych zbdz: pszenicy durum, owsa i kukurydzy, 1250 pug/kg dla
nieprzetworzonych zb6z innych niz pszenica durum i owies, 750 pg/kg dla przetworzonych
produktow zbozowych do bezposredniego spozycia, 500 pg/kg dla chleba, pieczywa
cukierniczego, przekasek i ptatkow zbozowych.

Publikowane w ostatnich latach dane literaturowe potwierdzaja powszechne
wystepowanie DON w zbozach i1 przetworach zbozowych praktycznie na catym $wiecie.
DON wykryto prawie we wszystkich badanych probkach pszenicy, jeczmienia i zyta
analizowanych w latach 1999-2005 w Republice Czeskiej, jednak jego stezenie przekraczato
dopuszczalny poziom jedynie w przypadku dwoch sposrod przebadanych 263 probek
[Haislova i in. 2007]. W raporcie dotyczacym wystgpowania DON w Serbii przedstawiono
wyniki analizy 139 probek zebranych w latach 2004 i 2005. Pozytywne wyniki uzyskano
w 47,4% badanych probek ziarna slonecznika, 44,7% probek kukurydzy, 37,5% probek
pszenicy, 25% probek jeczmienia. Przekroczenia dopuszczonych poziomow wystapity tylko
w 3 probkach (nieco powyzej 2%) [Jaji¢ i in. 2008].

Badania produktow kukurydzianych w Hiszpanii i Indonezji wykazaly obecnos¢ DON

odpowiednio w okoto 27% i 60% badanych probek, nie stwierdzono jednak przekroczen
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dopuszczalnych poziomoéw [Castillo i in. 2008, Setyabudi i in. 2012]. Analizujgc 65 probek
pszenicy durum w Tunezji w 2007 roku, uzyskano wyniki pozytywne w przypadku 83%
probek, a zawarto§¢ DON wahata si¢ od 7200 pg/kg do 54000 pg/kg [Bensassi i in. 2010].
Tak wysokie zawartosci DON autorzy tlumaczg niekorzystnymi warunkami klimatycznymi.
Przedhuzajace si¢ okresy deszczowe 1 niewystarczajgce wysuszenie ziarna w czasie zbioru
(lipiec, sierpien) sprzyjaty rozwojowi grzybow i wytwarzaniu mikotoksyny. Podobnie
wysokie wyniki uzyskano, badajac zawartos¢ DON w 40 probkach kukurydzy zebranej
w pazdzierniku 2010 roku na terenie Chorwacji [Pleadin i in. 2012]. Obecno$¢ DON
stwierdzono w 85% badanych probek, maksymalna zawarto$¢ wynosita 17920 pg/kg. Wysoka
zawarto$¢ DON w badanych prébkach byta spowodowana gtownie duza wilgotnoscia i niska
temperaturg W czasie sezonu wegetacyjnego kukurydzy danego roku w Chorwaciji.

Wyniki badan wykonanych w Polsce w ostatnich latach dotycza glownie oznaczen
mikotoksyn (w tym DON) w zbozach [Korbas i in. 2009, Solarska i in. 2010a, b] i paszach
[Cegielska-Radziejewska i in. 2009] i nie dotycza przetworow zbozowych.

Celem pracy byta ocena zawartosci DON w wybranych produktach zbozowych.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat do badan stanowily probki ziarna zb6z 1 przetworéw zbozowych (maka,
pieczywo, makarony, kasze, ptatki) dostepnych w handlu detalicznym lub dostarczonych
przez krajowych producentow. W latach 2007-2011 oznaczenia zawartosci DON
wykonywano wg wiasnej, akredytowanej procedury badawczej PB-ZAZ 56 (2005), w ktorej
wykorzystano technike HPLC z detektorem UV. Oczyszczanie ekstraktow przeprowadzono
na kolumnach powinowactwa immunologicznego (IAC). Po rozdrobnieniu probki (50 g),
DON ekstrahowano w homogenizatorze 200 ml wody z dodatkiem 10,0 g polietylenoglikolu
(PEG) w czasie 2 minut. Homogenat sgczono przez saczek bibulowy, a nastgpnie przez saczek
drobnowtoknisty. 1 ml klarownego ekstraktu oczyszczano na kolumnach IAC (VICAM)
zgodnie z zaleceniami producenta. Deoksyniwalenol eluowano 1 ml metanolu z predkoscia
1 kropli/s do naczynka reakcyjnego. Eluat odparowywano do sucha w bloku grzejnym,
wtemp. 60C, w strumieniu azotu. Sucha pozostalo§¢ w naczynku, bezposrednio przed
analizg HPLC, rozpuszczano w 300 pl mieszaniny acetonitryl:metanol:woda (10:5:85).

Do analizy chromatograficznej wykorzystano zestaw do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej LDC Analytical z detektorem UV-Spektromonitor 3100. Probke
podawano na kolumne¢ chromatograficzng typu RP — C18, Nova Pack: 4 um, 3,9 mm x 330
mm, z przedkolumng (Waters), za pomoca petli dozujacej o pojemnosci 100 ul. Jako ciecz
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elucyjng zastosowano mieszaning rozpuszczalnikow: acetonitryl:metanol:woda (10:5:85),
przeptyw cieczy 0,6 ml/min. Kolumna pracowata w temperaturze pokojowej, widmo UV
rejestrowano przy dlugosci fali 218 nm. Kalibracje detektora UV wykonano, stosujac
certyfikowany wzorzec DON (Sigma) ), w zakresie stezen od 20 pg/kg do 2000 pg/kg.

Granica oznaczalno$ci wykorzystanej metody wynosita LOQ = 20 pg/kg, powtarzalnosé
wyrazona wspolczynnikiem zmiennosci byla < 10%, doktadnos$¢ wyrazona odzyskiem —
powyzej 93%. Procedura badawcza zostala sprawdzona z wynikiem pozytywnym
W mie¢dzylaboratoryjnych badaniach bieglosci w programie FAPAS.

WYNIKI I DYSKUSJA
W latach 2007-2011 oznaczono zawartos¢ DON w 631 probkach ziarna zb6z (zyto,
pszenica, jeczmien, kukurydza), stodu i przetworow zbozowych takich jak: maka (zytnia,
pszenna, gotowe mieszanki piekarskie), makarony, kasze, ptatki zbozowe, pieczywo (chleby,
bultki, pieczywo cukiernicze). Wyniki uzyskane w poszczegdlnych latach przedstawiono
w tabeli 1.

Tabela 1. Zawarto$¢ DON w badanych probkach w poszczegdlnych latach
DON concentration in test samples by year of analysis

Liczba probek (% probek) Za‘;a:)r;;i;v{/)n?/glvx\;p;gikg%h
rok n <LOQ >1L0Q > NDP min. | max. | mediana | $rednia
2007 129 68 61 (47) 2 (1,6) 20 | 1280 49 148
2008 100 48 52 (52) 0 21 670 47 90
2009 143 89 54 (38) 1(0,7) 21 850 65 134
2010 116 52 64 (55) 2 (1.7 20 | 2280 78 188
2011 143 58 85 (59) 1(0,7) 20 | 1420 113 172
razem 631 315 316 (50) 6 (1)

W poszczegdlnych latach obecnos¢ DON stwierdzono w 38% do prawie 60%

analizowanych probek ($rednio 50%). W zdecydowanej wickszosci badanych probek (prawie
99%) zawartos¢ DON nie przekraczata jednak dopuszczalnych wartosci. Tylko w 6 probkach,
co stanowi ok.1% badanych probek, ustalone limity zostaty przekroczone. Ostatnio obserwuje
si¢ niewielki systematyczny wzrost liczby probek zawierajagcych DON, oznaczanej $redniej
zawarto$ci DON oraz warto$ci mediany.

W poszczegdlnych grupach produktow zawarto§¢ DON byta zréznicowana, uzyskane
wyniki przedstawiono w tabeli 2. DON najcz¢$ciej wystgpowal w probkach ziarna

jeczmienia, pszenicy oraz maki pszennej (w ponad 60% zbadanych probek), znacznie rzadziej
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w probkach stodu (42%), kukurydzy (27%), ziarna zyta (12%) 1 maki zytniej (22%).
Przekroczenia dopuszczalnych zawartosci DON stwierdzono w 3 prébkach stodu (1280
ng/kg, 1180 ng/kg, 890 pg/kg), 2 probkach maki pszennej (1420 pg/kg, 850 pg/kg) oraz
w1 probcee ziarna pszenicy (2280 ug/kg).

W  pozostatych grupach produktow spozywczych DON wystepowat w ptatkach
zbozowych (58%), makaronach (54%), pieczywie (50%), rzadziej w kaszach — 42% badanych

probek, na poziomie ponizej dopuszczalnych wartosci.

Tabela 2. Zawarto$¢ DON oznaczona w poszczegdlnych grupach badanych probek
DON concentration in selected groups of cereal products

Liczba probek Zawartos¢ DON w probkach
(% probek) pozytywnych w pg/kg
n <LOQ >L0Q min. | max. | mediana | $rednia

maka zytnia 55 43 12 (22)| 21 190 55 71
maka pszenna 164 61 103 (63) | 20 1420 78 78
mieszanki
piekarskie 67 34 33 (49)| 20 | 720 64 134
maki razem 286 138 148 (52) | 20 1420 69 143
pszenica 52 18 34 (65)| 20 2280 108 275
zyto 17 15 2 (12) | 165 310 240 238
jeczmien 32 11 21 (66) | 20 570 87 121
kukurydza 37 27 10 (27)| 20 86 67 60
ziarno razem 138 71 67 (49)| 20 2280 46 96
stod 48 28 20 (42)| 20 1280 87 290
pieczywo 60 30 30 (50)| 20 370 46 96
makarony 35 16 19 (54)| 21 220 44 69
platki 33 14 19 (58) | 20 350 57 106
kasze 31 18 13 (42)| 20 480 45 74

Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi. W raporcie Komisji Europejskiej
22003 r. [Report SCOOP Task 3.2.10] przedstawiono wyniki badan zawartosci DON
w zbozach i produktach spozywczych w 12 krajach Europy. 57% sposrod przebadanych okoto
12 tys. probek zawierato deoksyniwalenol, w wiekszo$ci na stosunkowo niskich poziomach;
zawarto$¢ DON na poziomie >500pg/kg odnotowano tylko w 6% badanych probek.
Najczescie] DON wystepowal w probkach kukurydzy (89%), pszenicy 1 maki pszennej (61%).

Podobne wyniki uzyskano, analizujac zawarto§¢ mikotoksyn, w tym DON, w ziarnie
zb0z 1 przetworach zbozowych (maka, kasze, makaron, ptatki owsiane) znajdujacych sie¢
w placowkach handlowych wojewddztwa podkarpackiego [Stanistawczyk i in. 2010].

Najwyzszg $rednig zawarto§¢ DON stwierdzono w ziarnie zb6z 1 mace, natomiast
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w przypadku jednej probki maki (okoto 1% badanych probek) maksymalne stezenie badane;j
mikotoksyny (784 pg/kg) przekraczato dopuszczony poziom 750 pg/kg.

Stosunkowo duza czgstotliwo$¢ wystgpowania DON w zbadanych probkach jeczmienia
(66%), wysoka $rednia znaleziona w pozytywnych prébkach stodu (290 pg/kg), a takze fakt,
ze przekroczenie dopuszczalnej zawartosci DON stwierdzono w 3 probkach stodu wskazuja
na mozliwo$¢ obecnosci DON w piwie produkowanym na bazie stodu. Potwierdzaja to
wyniki badan wykonanych na Uniwersytecie Rolniczym w Lublinie, gdzie we wszystkich
zbadanych 91 probkach piwa (57 wyprodukowanych w Polsce i 34 importowanych)
stwierdzono obecno$¢ DON w zakresie st¢zen 6-70,2 pg/L. Z danych literaturowych wynika,
ze zawarto$¢ DON w piwie jest generalnie niska i nie przekracza 100 pg/L [Kuzdralinski i in.
2013]. Z kolei w zadnej z 50 probek piwa badanych w Turcji nie wykryto obecnosci DON.
Jednak granica oznaczalnosci stosowanej metody analitycznej wynosita 125ug/L [Omurtag

i Beyoglu 2007].

WNIOSKI

1. Deoksyniwalenol wystepowat najczesciej w probkach ziarna jeczmienia (66% zbadanych
probek), pszenicy (65%) i maki pszennej (63%), za$ najrzadziej w probkach zyta (12%),
maki zytniej (22%) i kukurydzy (27%).

2. W 99% sposrod 631 probek zbadanych w latach 2007-2011 DON wystepowat ponizej
dopuszczalnych pozioméw okreslonych przez Rozporzadzenie Komisji (WE).
Przekroczenie dopuszczalnych pozioméw zawartosci DON  stwierdzono tylko
w 3 probkach stodu, 2 probkach maki pszennej oraz w 1 probce pszenicy.

3. Najwyzsze $rednie zawarto§ci DON obserwowano w probkach stodu, ziarna pszenicy

i Zyta.
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