Mikotoxin vizsgalatok élelmiszerekben 1I.
Zearalenon (F —2 toxin) meghatarozasaspektrofluorométerrel

BATA ARPAD, RISS EMERENCIA, LASZTITY RADOMIR
Budapesti M(iszaki Egyetem Biokémiai és Elelmiszertechnolégiai Tanszék

Erkezett: 1980. marcius 27.

El6z6 kdzleményekben (1) mar érintettik a mikotoxin fert6zéssel dsszefiiggd
altalanos analitikai problémakat. Jelen kdzleményben a Fusarium toxinok analiti-
kajaval osszefliggé tovabbi lehetdségeket elemezziik.

A hazai éghajlati viszonyok a Fusarium gombak elszaporodasara kedvez0
feltételt biztositanak. Ezek a gombak szamukra optimalis korilmények kozott
emberre, allatra oesztrogén tulajdonsagu metabolitot, zearalenont termelnek. Az
allat, esetleg az ember megbetegedésének elkeriilésére a toxikus anyag eléfordulasat
vizs%élni kellafelhasznalasra kertilé téﬁanyagokban. Si)_ektrofluoriméterre_l gyors és
megfeleléen pontos koncentracio meghatarozasara nyilik lehetGseg. Hazai viszony-
latban SaraJi és Kasa (4) végzett e téren kezdeti kisérleteket. Ahhoz azonban, hog?/
a mérési eredmények megbizhatok legyenek, specialis mintael6készitést kell alkal-
mazni.

A for?alomban lev6 késziilékek a gyakorlati feladat szdmara megfelel§ érzé-
kenységgel dolgoznak. A feladat (gy fogalmazhaté meg, hogy a matrixbol a vizs-
galando anyag melldl el kell tavolitani az olyan kiséré anyagokat, amelyek a ger-
Jeszté fénysugarral a mérend6é hulldmhosszon emisszidra kepesek.

Vizsgalati anyagok és modszerek

A munkat az alkalmazott oldészerek fluorescencia mentessé tételével kell kezdeni.
Ez azt jelenti, hogy minden felhasznalasra keriil6 oldoszert (etilacetat, acetonitril,
hexan, benzol, metanol) tdbbszori deritésnek és desztillacionak kell alavetni.

A tisztitast ugy végeztik el, hogy a tisztitandd oldoszer 1 literjéhez 10 g aktiv-
szenet és 50 g vizm. Na.S0. adtunk, jol dsszeraztuk és . 6ran at allni hagytuk.
Lesz(rtik, majd ledesztillaltuk. A tisztitasi miveletet mindaddig ismételtiik, mig
az olddszer fluorescencia értéke a végkitérés 0,5%-nal kisebb nem lett (465 mm me-
rendd hulldmhosszon).

Mintael6készités

Vizsgalati mintaként gabonakat (kukorica, blza) és sertéstapokat hasznaltunk fel.
Korulbelul » kg mintat jol dsszekevertiink és a minta kulénbdz6 helyeirél 60 —80 g
anyagot vettlink ki. A Kivett anyagot kézidaralon buzadara finomsagéira daral-
tuk. Az igy nyert anyaghol 10 g-ot egy 400 cm3es Erlenmeyer lombikba tettiink és
200 CMs az el6z6ekben ismertetett modon megtisztitott etilacetatot adtunk hozza.
2 oran keresztll szobahémérsékleten allni hagytuk, majd lesz(irtik. A szirletet
kozel szarazra paroltuk és.. cmi acetonitrilben feloldottuk, valasztétdlcsérbe 6n-
tottik és 25 cms hexannal kirdztuk. Az als6 acetonitriles fazist ismételten beparol-
tuk [2]. A maradékot 2 cm; benzolban feloldottuk és 1 cm &tmérdjl ivegcsében
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Megosztas (acetonitril-hexan)

I
Sephadex LH-20 oszlop

Metanol-benzolos frakcié bepéarlasa,
benzolos oldéasa

|
Kirazas (10%-os KOH)

Semlegesités (H2P0O4)

Kirdzas (benzol)

Mérés
. 7. dbra )
Mintael6készités folyamatéabraja

10 cm magasan t6ltott Sephadex LH-20 oszlopra dntottik. Az eluciot 20 cms ben-
zollal kezdtik, majd 1o cms benzol-metanol (s ;1) elegyével eluéltuk a zearalenont.
A zearalenont tartalmaz6 eluatumot bepéaroltuk és 10 cmJ benzolban feloldottuk.
A benzolos oldatot 3x5 cms 10%-0s KOH-val kirdztuk. A vizes fazis pH-jat 10%
HsPO,-vel s —8,5-re allitottuk be és 3x5 cms benzollal kiraztuk [3]. A benzolos
fazist vizmentes Na,SO4vel megszaritottuk és kozvetlenil a spektrofluorometer
kiivettajaba tettik bel6le a szilkséges mennyiséget. A tisztitasi folyamatot az
1. abrdn mutatjuk be.

Perkin Elmer 1000 tipust spektrofluorométert alkalmaztunk. A gerjeszté
tényt 310 mm szdrével sz(rtik.
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2. abra
Az F—2 kalibraciés diagramja

Eredmények és értékelésiik

Megallapitottuk azt, hogy 310 nm-es gerjeszt6 sz(ir6t alkalmazva zearalenonra
465 nm-nél van az emisszios maximum. Néhany standarddal felvett emisszids
spektrumot a . . dbran mutatunk be.

A készillék zearalenonra nézve 465 nm emissziés maximumnal 10—500
mg/cms tartomanyban a kalibracio lineéris volt. Megéllapitottuk azt, hogy a pre-
pargtl'v t;/RK nem alkalmazhat6, mert zavard szennyez6 anyagot visz a mérd
rendszerbe.
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A megfelel§ tisztitast csak folyadék-folyadék megosztassal, majd az ezt kovetd
oszlopkromatografiaval és kémiai tisztitassal érhetjik el.

Természetes eredet(i nyersanyag minta mérésénel feltétlendl sziikséges az emisz-
sziés spektrum felvétele és annak 0Osszevetése a standardéval annak érdekében,
hogy az eredmények megbizhatosagat noveljik. Az altalunk alkalmazott modszer
20 ppb-10 ppm koncentraciotartomanyban hasznalhatd. Néhéany takarmany-
gabona és keveréktakarmany minta esetében az .. tdblazatban &sszesitett ered-
meényeket kaptuk, kozolve egyben Osszehasonlitasul a gazkromatografia! mért
adatokat is (1. tablazat). A spektrofluorometrids és a gazkromatografias mérési
eredmények j6 egyezést mutatnak.

7. tablazat

Néhany takarméanyminta toxin koncentréacidja
spektrofluoriméterrel és gazkromatografiai
mérve

Toxin koncentraci6

Minta

megnevezése Spektrofluori-

méterrel GC -vel
Kukorica 1 310 ppb 350 ppb
Kukorica 11 2900 ppb 2700 ppb
Bluza..... 1020 ppb 1250 ppb
Sertéstap | 5680 ppb 5750 ppb
Sertéstap 11 4300 ppb 4120 ppb
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NCCNEAOBAHNE MNKOTOKCWHOB B MULLIEBBLIX MPOAYKTAX. Il
OMPEAENEHWE TOKCUHA 3EAPANEHOHA (F-2)
CMNEKTPO®/TYOPOMETPOM

A. baTa, E. Kuw, P. NacTuTtsb

Maounpyemoctb (TokcuHa F -2) 3eapaneHoHa B cBeTe Y® U (hyOpOCLEHTHBIN
CMeKTp MpefoCTaB/IsieT BO3MOXHOCTb MPOBOAWTL OMPefesieHne CreKTpoq TyopoeT-
pgeﬁ. MpoBegeHne HALEXHOr0 U3MEPEHUS TPEBYET YETKYIO noaroTosky u oumcTky
obpasHa.

MoaxoaAwmmM Cnoco6oM OYMCTKM ABNSETCA METOZ COCTOALMA W3 pacnpege-
NEHNA XUAKOCTb - DKUAKOCTW, KOMIOHHOW Xpomatorpagmm u XumuucTku. Mpu-
MeHAa cnekTpodyopoMeTp Tuna Mepkud Enmap 1000 B KoHUeHTpauumn 20 ppb -
10 PPM MpW COOTBETCTBYIOLLEN OLUMOKE OMpeAeneHUs MOXHO MPOBECTV Onpefde-
NleHVe KOHLeHTpaLyn TOKCUHA.
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MYCOTOXINUNTERSUCHUNGEN IN LEBENSMITTELN. Il. BESTIMMUNG
DES ZEARALENONS (F-2 TOXINS) MITTELS SPEKTROFLUOROMETRIE

A. Bata, E. Kiss, R. Lasztity

Die Erregbarkeit in ultraviolettem Licht und das Fluoreszenzspektrum des
Zearalenons (F-2 Toxins) ermdglichen seine Bestimmung durch Spektrofluorometrie.
Die verldssliche Durchfihrung der Messung beansprucht jedoch eine griindliche
Vorbereitung und Reinigung des Musters.

Die als geeignet gefundene Reinigungsmethode besteht aus Teilung, Kolon-
nenchromatographie und chemischer Reinigung. Bei Anwendung eines Spektro-
fluorometers vom Tyg Perkin Elmer 1000 ist die Toxinkonzentration im Bereich
20 ppb — 10 ppm bei einem entsprechenden Bestimmungsfehler bestimmbar.

MYCOTOXIN INVESTIGATIONS IN FOODS. Il. DETERMINATION OF
ZEARALENON (F-2 TOXIN) BY SPECTROFLUOROMETRY

A. Bata, E. Kiss and R. Lasztity

Owing to the excitability in ultraviolet light of zearalenon and on the basis
of its fluorescent spectrum, its determination by spectrofluorometry is possible.
However, a reliable determination requires a very careful sample preparation and
Purification. The purification process which proved to be suitable consists of a
iquid-liquid partition process, of a column chromato?raphy and of a chemical purifi-
cation. On using a spectrofluorometer of Perkin —Elmer 1000 type, the concentra-
tion of the toxin can be determined with an acceptable error in the concentration
domain from .. ppb to 10 ppm.



