Magdalena POLAK - SLIWINSKA i in.

Magdalena POLAK - SLIWINSKA, Stefan S. SMOCZYNSKI, Andrzej KUNCEWICZ, Zbigniew BOREJSZO

Katedra Towaroznawstwa i Badan Zywnosci
Wydziat Nauki o Zywnosci
Uniwersytet Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

z upraw ekologicznych i konwencjonalnych

do oceny zanieczyszczenia patuling sokOw owocowo - warzywnych
Q %

Streszczenie

Stale rosngca rola zapewniania bezpieczeristwa zZywnosci w ochronie konsumenta sktania
dan nad problematykq wystepowania mikotoksyn w wybranych grupach produktéw spoz

nych réznymi metodami produkcji. Celem badan byta ocena zanieczyszczenia patuling3ok¢
rzywnych poprzez zastosowanie techniki HPLC. Materiatem do badan byty soki owoco
i metne) pochodzqce z produkcji ekologicznej (n=7) zakupione w sklepach z zywnd
dukcji konwencjonalnej (n=15), zakupione w supermarketach na terenie Warmy
ze soki owocowo - warzywne ekologiczne charakteryzowaly sie nizszq zaw
z ich odpowiednikami konwencjonalnymi. Badania zanieczyszczenia patuling so

owania ba-

czych wytworzo-

owocowo - wa-
rzywne (klarowne
0 ogicznq oraz z pro-
N Mazur. Analizy wykazaty,
j toksyny w poréwnaniu
rynkowych pochodzqcych

z réznych metod produkcji sq znaczqce dla konsumentéw, gdyz przyczyniaj§Sie dgyzwiekszenia ich sSwiadomosci
oraz ksztattujq preferencje zakupowe.

Stowa kluczowe: mikotoksyny, patulina (PAT), soki ekologiczne i kor%nalne, uprawa ekologiczna i kon-
wencjonalna

The evaluation of patulin contamination
from organic and conven
using high performance liquid

Wstep

Wspbtczesny stan wiedzy zywi wej, wskazuje, ze warzywa
i owoce oraz ich przetwory powishy miec¢ state miejsce
w diecie cztowieka i by¢ spazywane nawet kilka razy w ciggu
dnia (Swietlikowska i in. Popyt na soki owocowo -
warzywne wzrést wra (I\ ostem Swiadomo$ci i wymagan

acejWiedzy na temat zywnosci (Jani-
szewska, Sakowski7ZDN2y>Sposréd szerokiego asortymentu

sokdéw, soki przegie yskujq najwieksze uznanie (Kubiak
2001; Mitek, Ka ; Lubecka, Pogorzelski 2006). Owoce
iwarzyw ja do diety witaminy, sktadniki mine-
ralne, bton ciwutleniacze (np. polifenole). Stanowig

bogate z Ow prostych, olejkoéw eterycznych, kwasow
organicz nnych cennych dla organizmu substancji, sta-

Q

nowj Samym naturalne Zrodlo zwigzkéw, pozwalaja-
cych kszenie potencjatu oksydacyjnego w organizmie
cztowiekaKrugata i in. 2001; Mitek, Kalisz 2003). Aby uzy-

ska¢ przetwory owocowo — warzywne, w tym soKi o najwyz-

<
it and vegetable juices

farming
atography (HPLC)

15 aryQ

S,

ts produced different methods of production. The aim of
Eron in fruit and vegetable juices through the use of HPLC

szej jakos$ci zywieniowej nalezy dbac¢ o jako$¢ surowca, ktéra
ksztattuje system produkcji oraz sposéb przetwarzania su-
rowcéw (Sekul i in. 2011; Swietlikowska iin. 2012).

W ostatnich latach zauwaza sie duze zainteresowanie zyw-
noscia ekologiczng oraz poréwnywanie jej z Zywno$cig wy-
twarzana w spos6b konwencjonalny, co wynika takze z ba-
dan objetych monitoringiem zZywno$ci. Nie jest to zaskakuja-
ce, biorac pod uwage, ze typowe praktyki rolnictwa ekolo-
gicznego charakteryzuja sie bardzo Scistymi ograniczeniami,
co do stosowania pestycydow syntetycznych (fungicydy,
herbicydy, insektycydy) oraz stosowania nawozéw synte-
tycznych (Swietlikowska i in. 2012). Fakt ten moze prowa-
dzi¢ do produkcji zywno$ci bardziej podatnej na rozwdj
grzyboéw toksynotwdrczych, a co za tym idzie, na zanieczysz-
czenie mikotoksynami (Polak - Sliwiniska i in. 2013). Nalezy
wzig¢ pod uwage, ze najwazniejszymi czynnikami, ktore
wptywaja na obecno$¢ mikotoksyn w zywnosci jest atak
owadow, uszkodzenia warzyw i owocéw podczas zbioruy,
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temperatura oraz wilgotno$¢ podczas przechowywania
(Magkos i in. 2006; Reddy iin. 2010). W ostatnich latach
spozycie produktéw ekologicznych stato sie popularniejsze
z wielu powoddéw, z ktérych najwazniejszymi sa korzysci
zdrowotne zwigzane znaturalnie wytwarzang zywnoscia,
promowang jako bezpieczniejsza, lepsza do degustacji, przyja-
zna $rodowisku irolnictwu, cho¢ zbierane sg w tej kwestii
dowody naukowe, bowiem wiele badan wydaje sie temu za-
przecza¢ (Piqué i in. 2013). Na podstawie biezacej literatury
trudno jednoznacznie stwierdzi¢, ze zywnos$¢ ekologiczna
jest bezpieczniejsza i korzystniej wptywa na organizm czto-
wieka niz zywno$¢ konwencjonalna, stad potrzeba wzmozo-
nych prac w tym kierunku (Hoefkens i in. 2010). Gtéwnie
w przypadku nieodpowiedniego doboru surowca do pro-
dukgji, soki owocowo - warzywne moga by¢ zanieczyszczo-
ne przez mikotoksyne o nazwie patulina (PAT). Patulina, to
substancja 0 masie czasteczkowej 154,12 g-mol, stabilna
w $rodowisku kwasnym, lecz nietrwata w Srodowisku zasa-
dowym, o temperaturze topnienia 110,5°C, o maksimum
absorbcji przy A = 276 nm w roztworze alkoholowym. Jest
toksyng o wilasciwo$ciach mutagennych, teratogennych
i prawdopodobnie rakotworczych. Stanowi ona najczesciej
zanieczyszczenie jabtek i produktéw z jabtek (sokdw, kon-
centratéw, przecieréw) (Gokmen, Acar 1996; 1998; 2000;
Beretta i in. 2000; Szymczyk iin. 2004; Goékmen i in. 2005;
Spadaro i in. 2007; Tha, Sabino 2008). Jej wystepowanie
stwierdza sie réwniez w innych owocach, jak banany, grusz-
ki, ananasy, winogrona, brzoskwinie, czarna porzeczka, mo-
rele, nektarynki i wisnie. Moze by¢ wykrywana takze w za-
plesniatych pomidorach ioliwkach (Barkai-Golan, Nachman
2008; Piqué i in. 2013). Z tego powodu patulina stuzy jakg
marker jakoSci owocdw uzytych do produkcji koncentratow
soku jabtkowego (Rovira i in. 1993; Koka, Eksi 2005). 8
stancja ta jest wtérnym metabolitem niektérych g

expansum), Aspergillus (A. clavatus, A. terreus, A.
Byssochlamys (B. nivea, B. fulva) (Piqué i in. 20133

PAT powstaje tylko w uszkodzonych owoc

zaczynaja rosnac grzyby toksynotwdrcze (Rique\i in. 2013),
w konsekwencji zanieczyszczajac soki owocow,
ktére wczes$niej dlugo byly przecho %;\‘v

(Welke i in. 2009). Ple$nie wytwarzT rozwijaja sie
w szerokim zakresie temperatury N0 do 42°C. Proces
pasteryzacji i wyjatawianie w autoklawach nie dziatajg de-
strukcyjnie na te substancje. es pH tworzenia patuliny
wynosi od 3 do 6,5, wiec Srddo o kwasne sprzyja jej
wystepowaniu w produktach spogywczych (Barkai-Golan,
Nachman 2008). Jednak (podexas obrobki temperaturowe;j
soku jabtkowego (80 °C). 1D -? osiggna¢ redukcje poziomu
patuliny od 15 do 75%(poszasie 10 min oddziatywania i 50 -
80% redukcje po 0 min (Scott, Somers 1968). PAT
wykazuje stabiln szcza w produktach przetworzo-
nych tj. soki jab% ncentraty sokow jabtkowych, jabtka
w syropie, nektatyQd,inne soki na bazie jabtek. W sytuacji,
kiedy sok zostaje poddany fermentacji alkoholowe;j

podczas (m duRkcit'wina PAT jest redukowana podczas tego

7

9,
procesu {1\ - Golan, Nachman 2008). Unikanie zbioru
owocgargaptesniatych, filtrowanie soku czy wyciskanie soku
bez s'o% io po zbiorze owocow oraz poddawanie owocow
fermentacji alkoholowej lub dodatek kwasu
askorbinowego moga w réznym stopniu unieczynni¢ te mi-
kotoksyne, badz jg zniszczy¢ (Marth 1992; Prieta i in. 1994;

Sydenham i in. 1995; Koca, Eksi 2005; Barkai-Golan, Nach-
man 2008). Stad zasadnym jest podejmowanie hadan po-
zwalajacych na kontrole poziomu tej mikotoksyn%ch
owocowych i owocowo -warzywnych pozyskany mi
metodami produkcji.

Cel badan <
Celem badan byta ocena poziomu patii okach owo-
cowych i owocowo-warzywnych p% z produkcji
eﬁ] €j.

ekologicznej oraz z produkcji konw

AY

owocowe i OwWoCowo -

Material do badan stanowily s

warzywne z uprawy ek ej (n=7) i konwencjonalnej

(n=15) dostepne W siééia h=$przedazy na terenie Warmii
ch

Materialy i metody

Materiat

iMazur (tabela 1 lize prébek przeprowadzano
wlatach 2010 - 2011 w réwnoleglych powtdrzeniach.
<
Tabela 1. Zestawjenj dwsenwencjonalnych do badar
Table 1. The list %@A al juices used to study
Nr probki; Rodzaj soku;
No of ;&%ype of juice
jabtkowy, klarowny;

% apple, clear

P

~
<

jabtkowy 100%, klarowny;
apple 100%, clear

jabtkowo-brzoskwiniowy, klarowny;

3 apple-peach, clear
J 4 marchwiowo-jabtkowo-brzoskwiniowy, metny;

carrot-apple-peach, cloudy

5 jabtkowy, klarowny;
apple, clear
jabtkowy, klarowny;

6 apple, clear

; jabtko - liczi - limetka, klarowny;
apple - lychee - lime, clear

8 marchew - jabtko - brzoskwinia, metny;
carrot — apple - peach, cloudy

9 jabtkowy 100%, klarowny;
apple 100%, clear

10 jabtkowo-winogronowy, klarowny;
apple-grape, clear

1 jabtkowy, klarowny;
apple, clear

1 jabtkowo-malinowy, metny;
apple-raspberry, clear

13 jabtkowo-$liwkowy, metny;
apple-plum, cloudy

14 brzoskwiniowo-jabtkowo-marchwiowy, metny;
peach-apple-carrot, cloudy

15 jabtkowo-marchwiowo-morelowy, metny;

apple-carrot-apricot, cloudy

Izolowanie i oznaczanie patuliny

Oznaczanie zawartosSci patuliny w badanych sokach owo-
cowo - warzywnych przeprowadzono metodg wysoko-
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sprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwré-
conych (HPLC-RP) wedlug modyfikacji metod zapropono-
wanych przez Gokmen i Agcar (1996) oraz Réj i Przybytow-
skiego (2007).

Do cylindra miarowego o pojemnos$ci 100 ml odmierzono
5 ml proébki soku. Dodano 10 ml octanu etylu i wytrzasano
przez 1 minute. Powstatg gérng warstwe odpipetowano
za pomocg pipetki Pasteura do drugiego cylindra miarowe-
go o pojemnos$ci 100 ml i powtérzono ekstrakcje dwukrot-
nie. Po ekstrakcji prébki, do cylindra miarowego dodawano
2 ml 1,5% weglanu sodu i wytrzasano przez 1 minute. Na-
stepnie oddzielona gérng warstwe przeniesiono do kolbki
stozkowej o pojemnosci 100 ml i cato$¢ przesgczono przez
saczek iloSciowy miekki (@ = 125 mm) wobec 2,5 g bez-
wodnego siarczanu sodu do kolby okragtodennej ze szlifem
o pojemnos$ci 100 ml. Przesacz poddano odparowaniu przy
uzyciu wyparki prézniowej firmy Unipan typ 356 P z faznig
wodng typ 350, pozostawiajgc 2 ml roztworu, ktéra to po-
zostatos¢ zatezano w strumieniu azotu o czystosci 4,0. Su-
cha pozostato$¢ wymieszano z 500 pl wody zakwaszonej
o pH 4,0 za pomoca mieszadta laboratoryjnego typu vortex
firmy IKA® MSZ. Tak przygotowang prébke poddano anali-
zie HPLC.

Tabela 2. Zestawienie sokow ekologicznych do badan

Table 2. The list of ecological juices used to study

Nr proébki;
No of sample

Rodzaj soku;
Type of juice

jabtkowo-burakowy, klarowny;

chromatograméw prébek badanych obliczano stezenie PAT
w analizowanych sokach, postugujac sie r6wnaniem krzy-
wej wzorcowej PAT opisanej jako y = 0,6%65
(R?=0,999), gdzie: x - stezenie PAT (pg-L1), y o-
wierzchni piku patuliny.

Otrzymane wyniki opracowano statystyczni test& key

Q

przy poziomie istotno$ci a = 0,05.

Wyniki i dyskusja

7

Wszystkie analizowane produk (‘a A anieczyszczone
patuling na poziomie nieprzekra c,@: ym najwyzszego
dopuszczalnego poziomu (ND y* tory reguluje Rozporza-
dzenie Komisji (WE) Nr 1881%/2 .\V badanych sokach
najwyzszy poziom patuliny %ono w soku jabtkowym,
klarownym - 12,50 pg- &oku badan i 11,93 pg-Lt
w 2. roku badan (pré ) oraz w soku jabtkowo -
marchwiowo - m metnym - 12,14 pg-L1 w 1.
roku badan (prébka 110,24 pg-Lt w 2. roku badan
(prébka nr 14). Najnizsze poziomy tej mikotoksyny wykry-
to w soku jabt i"- limetka, klarownym i byt to po-
ziom 3,46 pgi! oku badan, za$ 3,43 pg-L'! w 2. roku
badan (prébka ) oraz w soku brzoskwinia - jabtko -
,80@1g-L’1 w 1. roku badan (prébka nr 14) oraz
oku badan (prébka nr 15).

anych rodzajow sokéw z certyfikatem rolnic-
icznego dostepnych w rejonie Warmii i Mazur
ta , wszystkie odznaczaty sie niskim poziomem pa-

ieprzekraczajgcym NDP zalecanego dla tej substan-

1 apple-beet, clear /A cji,ézyli 50 ppb (tabela 3). Najwyzszy oznaczony poziomem
marchwiowo-jablkowy, metny; \k@ charakteryzowaly sie sok jabtko-seler w 1. roku badan
2 carrot-apple, cloudy rébka nr 3) - 2,17 pg-L! oraz sok jabtko - mango
X : ez Q w 2. roku badan - 1,73 pg-L! (prébka nr 6). Najnizszy po-
3 Jabikowo-selerowy, metny; \ ziom PAT stwierdzono w soku jabtko-czarna porzeczka
apple-celery, cloudy (prébka nr 7) w 1. roku badan, ktéry wynosit 0,22 pg-L1
4 jabtko-czarna porzeczka, klarowny; &Q oraz w sokach: marchew - jabtko (prébka nr 2) i jabtko-
apple-black currant, clear NS, czarna porzeczka (prébka nr 7) w 2. roku badan, ktéry

5 jabtkowo- marchwiowy, metny;
apple-carrot, cloudy

X
6 jabtko-mango, metny;
apple-mango, cloudy

. jabtko-czarna porzeczka, kl
apple-black currant, clearC>\

wynosit dla kazdego z tych sokéw 1,03 ug-L-1.

Tabela 3. Srednie stezenie patuliny [ug-L]] w sokach konwencjonalnych
i ekologicznych

Table 3. The average concentration of patulin [ug-L] in conventional and
organic juices

Rozdziat chromatograficzny
dzono na aparacie LC-10 A firm

nia). Warunki analizy HPEC_ byly nastepujace: kolumna
chromatograficzna - Ph ex® Synergy 4u Hydro-RP
804, 250 x 4,6 mm Kolyimng Phenomenex® Security

Z

Guard Cartiges AQ C38 4 %3,0 mm; faza ruchoma: acetoni-

tryl - woda (75%&‘ ; temperatura pracy kolumny:
e fo

nych prébek przeprowa-
imadzu (Kioto, Japo-

20°C; predkos¢ 1 ml-min-1; objeto$¢ dozowania:
50 pl; detekto tometryczny z matryca fotodiod

SPD - M 20 ja przy dtugosci fali A = 276 nm; czas
analizy: 6

Interpre koéciowq i ilosciowa otrzymanych chroma-
rdWSprzeprowadzono na podstawie pordéwnania

a czasem retencji i wielko$cig pola powierzchni pikéw tego
analitu w prébkach badanych. Na podstawie otrzymanych

SteZenie PAT, pg-L-1;

Metoda Rodzaje Probki Concentration of PAT, pg'L1
produkji; sokéw;  pozytywne; "4 1ok hadan; 2 rok badan;
MEthOd_ 'I:y[_)e of Positive 1 year of study 2 year of study
of production juices samples
X min. max. X min. max.
Klarowne;
. Clear 9 7,402 3,46 12,50 7,532 3,43 11,93
Konwencjonalna; (n=9)
Conventional
_ Metne;
(n=15) Cloudy 6 6,18> 0,80 12,14 544> 1,48 10,24
(n=6)
Klarowne;
. Clear 3 1,15¢ 1,72 0,22 1,27¢ 1,03 143
Ekologiczna;
Organic (n=3)
(n=17) Metne;
Cloudy 4 1,664 1,22 2,17 1,474 1,03 1,73

(n=4)

Problem zanieczyszczenia patuling produktéw na bazie
jabtek podejmuje takze wielu badaczy w Europie. Wysokie
poziomy PAT (powyzej 250 mg-kg1) stwierdzono w 52%
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jabtek pochodzacych z Hiszpanii (n = 104) (Jelinek i in.
1989). Warto przy t y m podkreslié, ze poziom zanieczysz-
czenia PAT sokéw jest zazwyczaj nizszy, prawdopodobnie
z powodu usuwania splesniatych czesci owocow wzietych
do przetworstwa. W tym tez wzgledzie, obecno$¢ PAT
oznaczono w 43 ze 100 hiszpanskich sokéw jabtkowych na
poziomie od 10 do 170 pg-L! (Prieta 1994). Bardzo wysoki
poziom PAT (100% prébek) na poziomie od 5 do 75 pg-L1
stwierdzono w 44 probkach tureckich sokéw jabtkowych
(Kardenizm, Eksi 1997), ktdre to wyniki sg zbiezne z bada-
niami wykonanymi przez Gokmen i Acar (1998), potwier-
dzajacymi zanieczyszczenie PAT 215 probek sokéw jabt-
kowych z Turcji (100% proébek pozytywnych), w ktérych
PAT wystapita na poziomie od 7 do 376 ug-L1, co potwier-
dzaja takze badania wtasne. We Francji patuline oznaczono
w 100% prdbek na poziomie powyzej 610 pg-L* w sokach
jabtkowych zageszczonych (n = 27) i w 69% prdobek win na
bazie jabtek (n = 13) na poziomie powyzej 300 pg-L1 (Jelinek
i in. 1989). Badania prowadzone przez Martins i in. (2002)
na obecno$¢ mikotoksyn w 351 prébkach réznych odmian
jabtek zebranych w Portugalii ujawnily wystepowanie PAT
(powyzej 80,5 pg-L1) w 89% analizowanych proébek.
W badaniach przeprowadzonych w Belgii i we Wtoszech
(Piemontese i in. 2005; Baert i in. 2006) zanieczyszczenie
PAT stwierdzono na istotnie wyzszym poziomie w sokach
ekologicznych jabtkowych niz w sokach z upraw konwen-
cjonalnych. Niemniej jest wyrazna potrzeba wzmozonych
badan w tym kierunku, gdyz dane literaturowe nie wskazu-
ja jednoznacznego stanowiska, co do wyzszosci produkcji
ekologicznej nad konwencjonalng takze w kontekscie stop-
nia zanieczyszczenia patuling produktéw, w tym sokd
ekologicznych 1 konwencjonalnych. Réznica pomiedz
dwiema metodami produkcji jest stopienn uzaleznienia
nictwa od przemystowych $rodkéw produkcji o
oddziatywanie na $rodowisko przyrodnicze (Zimny 2 .
Dlatego potrzeba monitoringu sokéw owocowy
cowo-warzywnych tak ekologicznych, jak i ko
nych pod wzgledem zanieczyszczenia PAT j
dla ochrony konsumenta.

Podsumowanie

1. Analizy wykazaly, ze badane soki
ekologiczne charakteryzowaty sie niz
w poréwnaniu do sokéw konwencjonaln

2.7 uwagi na 100% zanieczysz¢zenie patuling badanych so-
kéw ekologicznych i konwencjon; h konieczny jest staty
nadzor nad jakoscig tych produktéwedraz wdrozenie procedur
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