Mikotoxin vizsgalatok élelmiszerekben
IV. Patulin meghatarozésa kapillaris gazkromatogréfiaval
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Penicillium gombék &ltal termelt szekunder metabolitot, a patulint antibio-
tikum kutatas soran a 40-es évek elején fedezték fel. Az 1942-45 kdzott megjelent
publikaciokban a patulin kémiai szerkezetének meghatarozasarol, fermentécios
el6allitasarol, kémiai szintézisérdl olvashatunk. Gyogyaszati felhasznalasra valo
alkalmatlansaga miatt hosszl ideig csak szorvanyosan talalkozunk a vegylettel.
A 60-as évek kozepét6l djra megnott a patulin iranti érdeklddés. Ennek elsédleges
oka az volt, hogy tesztvizsgalatokban mutagén anyagnak bizonyult és karcinogén
anyagok kozé soroltak be.

Az utdbbi években pontos, érzékeny analitikai meghatarozasi médszerek ki-
dolgozésa és haszndlatdnak igénye mertlt fel, mivel a gylimdlcslevek patulin
tartalma a felhasznélt nyersanyag mindségére ad felvilagositast.

Jelen kozleményben —rdvid irodalmi attekintést kovet6en — patulin meg-
hatarozas egyes kérdéseivel foglalkozunk.

A patulin biokémiaja

Ma mar nehéz eldonteni, ho%?/ a patulin izolalasaban, szerkezeti meghatéro-
zaséban mely munkacsoportot, illetve laboratériumot illeti az els6bbség. Chain
és munkatarsai (1), tovabba Wiesner (2) a penicilliumok altal termelt vegylet
létét és kristalyos el6allitasat végezték el. Ez az anyag volt az, amely késobb a
patulin trivialis nevet kapta. A szerkezeti azonositast Birkinhaw és munkatarsai (3),
valamint Anslow és munkatarsai (4) végezték el 1943-ban.

A vegyiiletet termel6 gombak kore széles. Majd mindegyik penicillium tdrzs
és néhany Aspergillus torzs is rendelkezik patulin szintetizalo6 képességgel. A P.
patulin (3), a P. expansum (4), a P. urticae (5?(, a P. divergens (6), a P. cyclopium
(13), a P. clavifonne (15) torzsekrdl allapitottdk meg azt, hogy patulint szintetizal-
nak.

Az Aspergillusok kozll az A. terreus (5), az A. giganteus (7), valamint az A
clavatus (8, 9) képes patulint szintetizalni.

Mind az emlitett Penicillium, mind az AsEergiIIus gomba a taptalajjal szem-
ben nem tilzottan_igényes. Jobban szaporodik a szenet feltart (oldotd alakban
tartalmazé taptalajon, mint a keményit6 vagy celluléz alapu taptalajokon. A
szaporodasi optimumuk 20 —25 °C k6z0ott és magas, 85—100%-0s relativ paratar-
talomnal van. Ez az Oﬁtimum nemcsak a gomba novekedésére, hanem a toxin
termelésre is vonatkozik. Az optimalisnal alacsonyabb h&mérsékleten a gomba
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szaporodasa csokken. A relativ paratartalom 80% alatti értékénél a gombak nem
szaporodnak. . . ) )

A patulin jol oldddik metanolban, etanolban, etilacetatban. Vizes alkéalidkban
nem stabil, de savakkal szemben meglehet6sen ellendllé (1). Stabilan eltarthatd
kloroformban, benzolban, diklérmetdnban (11), de az old6szer elparolgésa utan
gyorsan bomlik (12).

A patulin élettani hatasa

Akut toxikus anyag. Jellegzetesen patulin mérgez6 hatas a tido és az agyvel6
6démaja, vértédulas tudbben, vesében, majban, lepben (11). Bor alatti injekcid-
zassal nosteny patkanyokban szarkoma megjelenesét valtja ki (16). Embernél
émelygést, gyomor irritaciot valt ki. 1%-os kendcsos kezeléssel bér édéma (37)
véalthatd ki. Allatkisérletben mért LD értékeit az 1. tdblazatban mutatjuk be.

Mutagenitasi tesztekben ellentmond6 eredmenyt mutat. A Bacillus subtilis
teszt eseteben mutagén pozitiv (21). Salmonella typhimurium esetében mutagén
negativ (22) eredményt mutatott. Az 1976. évi IARC ajanlasban a karcinogén anya-
gok koze soroltak (23).

7. tablazat
A patulin LD%0 értékel

LDso

Teszt allat (mg/kg) Hivatkozas

Egér 8—10 se. Katzmann mts. (17

15 se. Broom mts. 18

15,6 iv. Yamamoto mts. (19

25 iv. Broom mts. 18

5,7 ip. Ciegler mts. 19

15 ip. Hofmann mts. (15

3 15 ip. Broom mts. 18

Patkany 15 ip. Broom mts. 18

25 se. Katzmann mts. (17

3 25 iv. Broom mts. 18

Tyuk B 170 iv. Lovett 20

Csirke embri6 2,35 ngl Ciegler mts. 19
embrio

se. subeutalis adagolas
ip. intraperitorialis adagolas
iv. intravénas adagolas

A patulinnal szennyezett termékek detoxikalasarol

Tobb publikéacié foglalkozik a patulin savas kdzegben és héhatasara bekovet-
kezé bomlasaval. Ezek kozott a kozlemények kozott magyar szerzék nevei is meg-
talalhatok (38, 39). Az emlitett szerz6k a PH hatéaséra torténd bomlas kinetikajat,
valamint a PH és héhatdsra bekdvetkezd valtozasok kinetikajat vizsgaltak.

A patulin kémiai kimutatasa

A patulint tartalmazd minta extrahalasara polaris vagy kozepesen polaris
szerves olddszert javasolnak. Polzhofer (24) acetonos extrakciot ajanl gylmélcs-
mintak esetében. Jesefsson és Mdller (25) gytiimdlcslevekhez a kloroformos extrak-
ciot talalta megfelelének. Az AOAC modszerkdnyv a mintdk extrahalasara etil-
acetatot javasol (27).
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A minta tovabbi feldolgozasa a szerves fazis beparlasa, majd szilikagéles
oszlopkromatografias tisztitas. A toxin elualasara benzol —étilacetat 75:25 elegyet
javasol az AOAC mddszer (27).

A toxintartalom meghatarozasara tobb futtatd elegy keveréket javasolnak:

benzol — metanol 91 (28)
etilacetat —viz 101 28
kloroform  — metanol  97:3 29
kloroform  — aceton 2.1 (26, 27)
kloroform  — metanol 955 (26, 27)

A vékonyréteg lap kiertekelese UV lampa alatt —mivel a patulin nem mutat
fluorescenciat —nem lehetséges.

~ AKkiértékelésre tébb permetezhet6 reagens hasznélatos, ezek érzékenysége
jelent8sen eltér. Ismertebb reogensek a kovetkezOk:

— O-dianisidin reagenssel lefavas utdn a patulin voéréses-barna foltot ad, a
kimutatasi hatas 0,2 /tg/folt (32).

— N-metilbenztioazon-2-hidrozin reagenssel ugyancsak barna folt keletkezik
a meghatarozasi hatar 0,1 /tg/folt (32).

— 4%-os fenilhidrazinnal IerJva majd 100 °C-os szaritoszekrénybe helyezve
3I1apot 5—10 percre, sarga folt észlelhet6, a meghatarozasi hatar 0,1 /zg/folt

— 1%-o0s vizes fenilhidrozin hidroklorid reagenssel lefijva, mad 100 °C-os
szaritoszekrénybe helyezve 3—5 percig [ényegesen jobb érzékenységet
lehet elérni, a patulin foltja narancssarga lesz, a detektlasi hatar 0,02—
-0,05 //g/folt (12).

Gézkromatografids meghatarozéas kozvetlenil a patulin vagy annak szililéter
vagy acilczett szarmazekanak mérésével torténik. Megosztofaziskent nem, vagy
kevessé polaris fazisokat javasol az irodalom (35).

Nagynyomasl folyadék kromatografias meghatarozasra CIB reverz fazisi
oszlopot ajanlanak (36).

A kisérleti munka és eredményei

Munkank céljaként egy megbizhato analitikai modszer kidolgozasat hataroz-
tuk meg. E modszert ugy valasztottuk meg, ho?y 10 ,ug/kg — 1 mg/kg koncentra-
cidtartomanyban alkalmas legyen almalevek masurltmenyek toxintartalmanak
meghizhatd meghatérozasara.

Az elGzetes irodalmi attekintés, az AOAC standard modszer Kiprobalasa utan
uF y lattuk, hog%(y a — VRK technikaval 50 ~glkg me?hatarozaw hatart tudunk

elémi. Munkankban 10 fig/lkg szinten kivantuk a patulint meghatarozni, ezért a
VRK madszernél érzékenyebb és pontosabb meghatarozasi modszert, a kapillaris
gazkromatografiat valasztottuk.

A minta extrakcidja és tisztitdsa**

20 cm3 (25—26 g) almas(ritményt 3x20 cma3 etilacetattal extrahaltunk.
Az etilacetatos fazisokat egyesitettiik és 3 g vizmentes NaZS04val megszaritottuk.
Majd vakuum rotadeszten kozel szdrazra paroltuk. Az olddszer utolsé néhany
cm3ét szobah6mérsékleten N2aramban szarazra paroltuk. Az olddszermentes, ola-

** Minden felhasznalt oldészer kereskedelmi forgalomban kaphaté olddszer volt, felhasznalas

el6tt kétszer desztillaltuk.
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josan foly6 maradékot 10cm32% v/v etilacetatot tartalmazo benzolban feloldottuk
és 10x1 cm Klesel?el 60 oszlopra vittik. 10 cm3benzollal elualtuk a lipideket,
majd 15 cm3benzol-etilacetat 2:1 aranyu eleggyel elualtuk a toxint. Ez utobbi
eluatumot N2aramban szobah6mérsékleten szarazra paroltuk és kipos edényben
200 mm3etilacetatban feloldottuk.

7. dbra

20 ng Eatulm standard kromatogramja

°i5no _ 1-vel nedvesitett 15 m hosszd 0.25 mm id. Uveg kapillaris; Termosztat homerseklete:
b0-140_ C5°C/min.; Injektor homerseklete 140 °C; Detektor hémérséklete; 160 °C; |v0t5;az:
H,; Vivégaz nyomasa 50 kPa; Split arany: 1:15; Erésités: Ix 10-n A; Kovats index: 15,7
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Patulinmentes almaié kromatogram ja

A VRK meghatérozas

A tisztitott mintabdl 2 mma3 csehszlovak gyartmanyl Sylofol lapra cseppen-
tettlink Uve?kapillérissal. A futtatast kloroform-metanol 9:1 ele%yben végeztik.
A patulin el6hivasara a lapot 1%-os vizes fenilhidrozin hidroklorid reagenssel
lefljtuk és 2-3 percre 100 °C-os széritoszekrénybe helyeztiik. A patulin narancs-
sarga foltként jott el6 Rf = 0,5 értéknél. A meghatarozasi hatart ezen kériilmények
kdzott 0,01 jtzg/folt értéknek talaltuk.Ezzel a modszerrel 50 /ug/kg legkisebb patulin
koncentracio meghatarozaséra nyilt lehetdség. Az 50/ig/kg értéknél nagyobb patulin
koncentracio esetében szemikvantitativ kiértékelést végeztiink.8
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A kapillaris gazkromatografias meghatéarozas

A tisztitott és 200 mtn3etilacetatban oldott mintabél 100 mm3t Kivettiink és
egy 1cm3es ampulldba tettiik. A mintdt N2aramban szérazra paroltuk. A szaraz
maradékhoz 50 mm3 BSTFA (N,0-Bis-trimetilszilil-trifluoracetamid) reagenst
adtunk hozza. Az ampullat leforrasztottuk 60 °C-on 2 Eermg tartottuk, utana az
ampullat leh(tottik es a reakcidelegybdl 1 mm3t injektaltunk be a készilékbe.
Szemléltetéskeént néhany kromatogramot bemutatunk. A 2. abran patulin standard
kromatogramja lathat6. A 3. abran egy patulint nem tartalmaz6 almaié kromato-

3. &bra
12 ppb patulintartalmi almaié minta kromatogramja
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jpatjun

4. dbra

Opp patulin tartalma almaié minta kromatogra &

Oszlop: OV 17-0V 210 (50- 50%2 nedvesit6vei toltott 15 m hosszd 0,25 id. Gveg kapillaris;
Termosztat hémeérséklete: 80-140°C 4 °C/min.; Injektor hémérséklete: 140 °C; Detektor h6-
mérséklete: 150 °C; Vivbégaz: H2 Viv6gaz nyomasa 50 kPa; Split arany: 1:15; Erdsités: 1X10 n;
Kovats index: 17,71
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grainjat mutatjuk be OV 1 megosztd fazissal nedvesitett oszlopon. A 4. abran
OV 1fazissal nedvesitett oszlopon felvett patulint tartalmazo almas(]rl'tménl)(/ kro-
matogramjat mutatjuk be. Az 5. dbran OV 17 — OV 210 (50% —50%) kevert
fazist oszlopon felvett kromatogram lathato.

Meghataroztuk a tisztitasi és meghatarozasi mddszer egyiittes visszanyerési
és szoOras értékét. Ehhez, a patulint nem tartalmazé almaléhez 50/zg/kg koncentra-
cidban patulint adtunk. A visszanyerés és szorés értékek meghatarozasahoz 9 par-
huzamos mérést végeztiink. Az eredményeket a 2. tablazat tartalmazza.

Az ismerteti modszerrel almaié, illetve almas(ritmény mintakat vizsgaltunk.
Az almalevek egy része egészséges, vegyes almabol késziilt, mas részik kulonbézg
mértékben, fertozott almabol. A vizsgalt almasiiritmények az elébbi, kilénbéz6
fert6zottségli alamalevekbdl késziltek.

. _ 2. tablazat
A patulin-meghatérozas visszanyerésének és szorasanak mérése

(Adagolt mennyiség 50 A<gkg)

sgl{lslggrana Mért mennyiség (~g/kg) Ertékelés
1 37
2. 35 B
2. Aég Atlagérték: 40,0 (,«g/kg)
5. 43 Szorasérték: 12,5%
g. gg Visszanyerési szazalék: 80%
8. 38
9. 12

A mintakat me%vizsgéltuk VRK modszerrel és kapillaris gazkromatografiaval.
A 3. tablazatban néhany szamszer(i adatot mutatunk be.

3. tablazat
Kulénbézé fertdzottségl almakbol készilt mintak vizsgalatanak eredményei

Minta cokronatografiaval  VRK-val mért
: ) azkromatografiava -val mer
sorszama Minta megnevezése g mért men%yiség érték
Ag/kg
21.
. i3
3. 12 -
4. Almas(iritmény 20
5. Almastritmény.. 30 -
B. Almas(iritmény.. 45 -+
7. Almasiritmény.. 50 +
8. Almas(ritmény 60 +
Almasuritmény 70 +
10. Almas(iritmény 75 +
11 Almasuritmény.. 85 +
12. Almasiritmény.. 105 + +
13. Almas(ritmény 200 ++

— negativ eredmény, folt nem lathato
+ van patulin folt
+ + er6s patulin folt
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Az eredmények értékelése
A patulin meghatarozasara szolgalé modszerek kozil a VRK meghatarozasi

eljaras csak a kiugréan magas patulintartalmu (50 ,ag/kg feletti) mintak vizsgala-
tara alkalmas. Sok orsza ban az almas(ritményekben legfeljebb 20—30 /Ugkg
patulint engedélyeznek. llyen koncentracioju szennyezés meghatarozasa csak a
VRK modszernél érzékenyebb analitikai modszerekkel torténhet. E lehetséges
madszer egyik valtozata a kapillaris gazkromatografia.

Munkankban 10 "g/kg_ szinten tudtuk kimutatni megbizhatoan a patulint.

Mindezek alapjan a kapillaris gazkromatografias modszer alkalmas a legszigordbb
Gnlnosegl kdvetelményeknek is eleget tevd levek és slritmények ellen6rzé vizsga-
atara

=
NP O CO~o 0TS WN =

13
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MCCNEAOBAHVNE MNKOTOKCWHOB B MULLUEBLIX NMPOAYKTAX,
IV OMPEAENEHUNE MNATYJINHOB MNP NMOMOLLN KANUNJTNAPHOW
FA30BON XPOMATOIPA®NN

A. bata —P. JlactuTb

V13 cpey METOA0B OMpefeneHns NaTyIHHOB TOHKOCNOHOXpOMAaTOrpathnyecknii
(TCX) criocob noaxoasdiumin ToNbKo AN UccnefoBaHns S6/104HbIX COKOB 1 16104~
HbIX KOHLEHTPATOB 3apaXXeHHbIX KOHLUeHTpauwveli Bbicwe 50 fir/kr. MeTtogom
KannaaspHO-ra3oBonxpomaTorpagum  MOXHO JOCTUrHYTb 28 fir/Kr npegenbHyto
BeNMUMHY 06HapyxxeHus. OnpejeneHve NPOBOLWIM HAa CTEK/ISHHON KanunnspHoi
KOJIOHe CO6CTBEHHOrO MPOM3BOACTBA, MO asym (dasam, Ha OAHOW HenonapHoi OV 1
pasgenuTenbHol - W Ha ofHo cpefHenonspHoi OV 17-OV 210 (50-50) cme-
LIaHHOM hase. Ha o6enx hasax ompegenvny MHAEKC naTynuHa corfacHo Kosauy.
Pa3paboTaHHbIMM METOLaMM WUCCNEAOBA/IN SA0M0YHbIE COKM U AO/0UHbIE crycTkm
3apaXKeHHbIX B HEOAMHAKOBOW CTeneHW. KanunnapHblli rasoxpomaTorpauyeckuii
€nocob NOAXOAALLMIA ANs BbICOKOYYBCTBUTEIbHOW KOHTPO/LHON NPOBEPKY NMPOAYKTOB,

MYCOTOXIN-UNTERSUCHUNGEN IN LEBENSMITTELN. IV.
BESTIMMUNG VON PATULIN MITTELS KAPILLARER
GASCHROMATOGRAPHIE

A. Bata und R. Lasziify

Von den zur Bestimmung des Patulins dienenden Methoden ist das diinnschicht -
chromatographische Verfahren (TLC) nur zur Untersuchung von solchen Apfel-
séften und Apfelkonzentraten geeignet, die mit einer Patuiinkonzentration von
mehr als 50 fig/lkg verunreinigt sind. Mit der kapillaren Gaschromatographischen
Methode ist aber eine Nachweisgrenze von 10fig/kg erreichbar. Die Bestimmungen
wurden mit einer im eigenen Laboratorium hergestellten glaskapillaren Kolonne
durchgefihrt, auf zwei Phasen, mit einem nichtpolaren OV 1 Verteiler und auf
einer polaren OV 17—OV 210 (50—50) gemischten Phase durchgefiihrt. Auf beiden
Phasen wurde der Kovats-Index des Patulins bestimmt. Mittels der entwickelten
Methoden wurden solche Safte und Konzentraten untersucht, die aus in unter-
schiedlichem Mass infizierten Apfelmustern bereitet wurden. Das kapillare Gas-
chromatographische Verfahren erwies sich dabei als geeignet zur hochempfind-
lichen Kontrolluntersuchung der Produkte.

MYCOTOXIN INVESTIGATIONS IN FOODS. IV.
DETERMINATION OF PATULIN BY CAPILLARY GAS
CHROMATOGRAPHY

A. Bata and R. Lésztity

Among the methods available for the determination of patulin the thin layer
chromato(?raphic method (TLC) is suitable only for the investigation of apple
juices and apple concentrates contaminated with a patulin concentration over 50
I'g/lkg- However, by the capilla&y gas chromatographic method a detection limit of
10//g/kg can be attained. The determinations were carried out in a glass capillary
column prepared in their own laboratory, on two phases, with a non-plar OV 1
distributor and a polar OV 17—OV 210 (50—50) mixed phase. The Kovats index
of patulin was determined on both phases. Juices and concentrates obtained from
apples infected in various degrees were investigated by the developed methods.
I'he procedure based on capil a(rjy ggas chromatography proved suitable, fora very
sensitive control test of the products.
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