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SIMULTANA DETEKCIJA DON, DAS, T-2 TOKSINA
I NJIHOVIH METABOLITA U KUKURUZU

ZVONKA KABAJ-TOMSIC, ANTON VENGUST, JANKO ZUST, UROS PESTEVSEK

Institut za higieno in patologijo preliranc domacih iivali, VTOZD za veterinarstvo, Ljubljana

Apstrakt. Opisana je problcmatika kontaminacije stofine hrane mikotoksinima
iz grupe trihotecena. Posebna paznja je bila posvedena hemijskom odredenju tih tok-
sina. Poslije hidrolize, pomodu koje smo pretvorili diacetoksiscirpenol, T-2 toksin i nji-
hove metabolite te metabolite dcoksinivalenola u scirpentriol (STR), T-2 tetraol (TOL)
i deoksinivalenol (DON), toksine smo odredili simultano plinskom kromatografijom EC
detektorom. Kvalitativno utvrdivanje smo obavili masenom spektroskopijom.

UVOD

Trihotecene proizvode gljivice iz roda Fusarium, Myrothecium, Stachybotris,
Cephalosporium i Trichoderma. Najvazniji proizvodadi tih toksina su Fusarium
tricinctum, Fusarium sporotrichioid.es, Fusarium poae i Stachybotris atra. Vrsta i ko-
liCina toksina zavisi od supstrata, temperature, vlage i drugih cinitelja. Velika ko-
lidina trihotecena pronadena je samo u kulturama gljivica. Medu toksinima izo-
liranim iz prirodnih supstrata, najvazniji su T-2 toksin, diacetoksiscirpenol (DAS),
deoksinivalenol (DON) i nivalenol (NIV), koji mogu pojedinadno ili u kombinaciji
s drugim toksinima prouzrokovati zdravstvene smetnje kod ljudi i Zivotinja (2,3,4).

Trihoteceni su seskviterpeni (15 C atoma), Cija osnova je trihotecensko jez-
gro 12,13-epoksitrihotec-9en. Delimo ih na 4 vede grupe: A, B, C i D. Razlikuju se
po supstituentima na C3, C4, C7, C8 i C15 mestu. Grupe A, B i D zahvadaju
jednostavne estere i alkohole trihotecena, dok grupa C zahvata makrociklidke tok­
sine. Najvazniji i najdeSdi su toksini iz grupe A (T-2 toksin, HT-2 toksin, T-2
tetraol, neosolaniol, acetil T-2 toksin, diacetoksiscirpenol, 15-monoacetoksiscir-
penol, scirpentriol) i grupe B (deoksinivalenol, diacetilnivalenol, fusarenon X, ni­
valenol, diacetildeoksinivalenol). Zbog velikog broja do danas poznatih trihotecena 
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i vrlo razliditih osobina supstrata u kojima sc nalaze, njihova simultana detckcija za
zakonske, medicinske i vetcrinarske potrebc joS uvijek nije standarizirana.

Cilj naSeg rada bio je razvijanjc metode za hemijsko utvrdivanje trihotecena,
koja bi zahvatila §to viSe tih materija, prisutnih u prirodnim supstratima. Prvo smo
preveli pomodu hidrolize razlidite trihoteccne iz grupe A i B u njihove odgovara-
jude alkohole (scirpentriol, deoksinivalenol i T-2 tetraol), a zatim smo ih separirali
i identificirali pomodu plinske kromatografije EC detektorom i masnom spektro-
metrijom.

MATERIJAL I METODE

Pretrazili smo 25 uzoraka vise ili manje plcsnivog kukuruza iz razliditih delo-
va Jugoslavije. Mikoloske pretrage izvrSili smo po metodama Schmita, Mi-
chustina iTrisvijatskoga (13) i metodi koja je opisana u International
Rules for Seed TestlSTA, Vol 3 (14). Takode smo izolirali i determinirali toksogene
sojeve gljivica. MikotoksikoloSke pretrage o prisustvu aflatoksina Bi, B2, G2, oh-
ratoksina A i F-2 toksina izvrSili smo mctodom tankoslojne kromatografije (14).
Kozni test na kunidima obavili smo modificiranom metodom (14) po Eppleyu
(15). Kloroformski ekstrakt plesnivog kukuruza otparili smo do suvoga, a uljni
ostatak naneli na obrijanu kozu belog kunida. Reakciju smo posmatrali vizuelno
posle 24, 48 i 72 sata. Za ocenu jakosti reakcijc upotrebili smo sledede kriterije:

0 - bez reakcije;
1 - crvenilo;
2 - jako crvenilo;
3 - jako crvenilo i otok;
4 - vrlo jaka reakcija s edemom i nekrozom.

Za simultano hemijsko odredivanje trihotecena u kukuruzu upotrebili smo
metodu plinske kromatografije. Uzorke smo prvo ekstrahirali meSavinom aceto-
nitrila i vode (84:16), a zatim smo ih oCistili na koloni napunjenoj aktivnim ugljem,
neutralnim AI2O3 i aktivnom zcmljom (1:1:1), tc na koloni napunjenoj neutralnim
Florisilom. Aktivni ugalj uklanja vedinu smetajudih materija, kao Sto su npr. drugi
mikotoksini (aflatoksini, F-2 toksin, ohratoksini), a neutralni AI2O3 uklanja poje-
dine pigmente. Zatim smo pomodu NaOH sve estere trihotecena hidrolizirali u
njima srodne alkohole.

Tom metodom smo T-2 toksin i njegove metabolite pretvorili u T-2 tetraol
(TOL), diacetoksiscirpenol i njegove metabolite u scirpentriol (STR), dok je deok­
sinivalenol (DON) ostao nepromenjen. Uslovi hidrolize su bili izabrani tako da su
omogudili maksimalnu pretvorbu spomenutih toksina u TOL i STR te minimalno
uticali na raspad DON. Za derivatizaciju smo upotrebili trifluorocetnu kiselinu,
koja je na EC detektoru dala bolje rezultate od heptafluorbutilimidazola (17, 19,
20, 21). Separacija se odvijala na 30 m dugadkoj kapilarnoj koloni DB-5 (0,25 //m),
nosivi plin bio je duSik s pretokom 1,9 ml/min, temperatura injektora bila je 220°C,
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Tabcla 1. H1DROLIZA TR1HOTECENA

acetil T-2
T-2
HT-2
T-2 triol
T-2 tctraol
neoadaniol
4-diacctilneoaolaniol
8-occtilneocolaniol
triacetotausdrpenol
d iacet oksisdrpeno!
15-monoacetoksEcirpenol
sdrpen triol
deoksinrvnlenol
3-ocetildeokainjvalcnol
15 - acet i Idcoksi n iva lend

OH -

OH -

OH -

T-2 tetraol - TOL

ccirpen triol - STR

deokninrvalenol - DON

temperatura detektora 250°C, a temperature koione 180°C (slika 1). Dobivene
rezultate smo potvrdili na plinskom kromatografu s maseno selektivnim detek-
torom (MSD) s elektronskom i hemijskom ionizacijom (22, 23, 24).

Slika 1. Kromatogrami a) otandarda STR, DON i TOL b) zdravog kukuruza c) plesnivog kukuruza
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REZULTATI I DISKUSUA

SLIKA 2: Kalibraciona krivulja standarda STR, DON i TOL

h/
cm

Slika 2. Kalibraciona krivulja standarda STR, DON i TOL

Kalibraciona krivulja standarda STR, DON i TOL prikazana je na slici 2.
Kod izrade krivulja upotrcbili smo mctodu najmanjih kvadrata. Korclacijski koefi-
cijenti i jednadibc pravca za upotrebljene standarde prikazani su u tabeli 2. Iz nje
je vidno da je korclacijski koeficijcnt bio najni2i kod DON-a, 5to bi mogla biti
posledica nepotpunc derivatizacije, Relativna standardna dcvijacija za STR bila je
13,7, za DON 10,2 i za TOL 11,8.

Tabcla 2. KORELACLJSK1 KOEF1CUENTI I JEDNADZBE PRAVCA

Toksin r Jcdnadiba pravca
STR
DON
TOL

0,9959 y = 0,3034 x - 0,2166
0,9901 y ■= 0,3271 x + 0,5657
0,9993 y - 0,4351 x + 0.0543

Rezultati mikoloSkih i mikotoksikoloSkih pretraga kukuruza koji je prouz-
rokovao razliCitu jadinu reakcije na koii kunifci (0 do 4) prikazani su u tabeli 3.
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Tabcla 3. RE2ULTATI MIKOLOSKIH I MIKOTOKSIKOLO§KIM IS*. ITIVANJA PLESNIVOG
KUKURU2A

Uzorak Broj s:ora gljivica u
LOOO/g

STR
ng/g

TOL
ng/g

DON
ng/g

F-2
ng/g

Aflatoksin Bi
ng/g

1 269 0 0 350
2 233 0 0 470
3 62 170 0 0
4 42 0 0 90
5 44 0 0 0

6 336 0 0 0
7 116 0 0 100
8 311 10 20 620

9 241 0 0 380 1200 0
10 405 140 0 80 !.000 20000
11 183 0 30 0 0 0
12 260 0 0 90 0 0

13 300 920 0 160000 12300 3600
14 880 0 810 0 10100 0
15 775 0 0 730 0 0
16 1554 220 80 630 0 0
17 525 660 0 12900 12100

18 57 0 4300 120 0 0
19 494 0 560 3120 1800 30000
20 425 0 0 490 12000 0
21 290 0 1800 27400 0 0
22 505 230 150 0 6000 0
23 123 560 430 0 6000 0
24 98 1000 360 1260 3800
25 786 620 360 28290

U 1 g uzorka pronaSlismo od 42.000 do 1.545.000 spora gljivica. Broj gljivica
nije bio proporcionalan prisustvu toksina u kukuruzu. To se podudara s podacima
iz literature (3,5), u kojoj se navodi da gljivice mogu odumreti, dok njihovi toksidki
metaboliti, zbog svoje stabilnosti, ostaju nepromenjeni. Od gljivica koje proizvode
trihotecene, izolirali smo 6 sojeva Fusarium oxysporum, 5 sojeva Fusarium grami-
nearum, 5 sojeva Fusarium monilifbrme Sheldon, po jedan soj Fusarium sporotri-
chioides, Fusarium rigidiusculum i Fusarium poae, 3 soja Trichoderma harzianum
Rifai, 3 soja Trichoderma roseum i jedan soj Epicoccum species.

Od mikotoksina su bili u kukuruzu najdeSde prisutni DON i njegovi metabo­
liti (72%), u prosjeCnoj koncentraciji 9.485 ng/g (80 do 160.000 ng/g). DAS i njego­
vi metaboliti su bili utvrdeni u 40% pretraZenih uzoraka, u prosjednoj kolidini 180
ng/g (10 do 1.000 ng/g), a T-2 toksin i njegovi metaboliti u 44% uzoraka, u pro-
sjednoj kolidini 356 ng/g (20 do 4.300 ng/g). Uz trihotecene je 50% uzoraka sadrza-
valo F-2 toksin, u kolidini od 500 do 12.100 ng/g, aflatoksin Bi je bio utvrden u 3
uzorka (3,6 do 30 ng/g) a ohratoksin A u jednom uzorku (34 ng/g).
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Spomcnuti rczultati samo sc dclimidno slaZu s rczultatima naSih prcihodnih
istraiivanja, u kojima smo mctodom TLC pronaSli manju kontaminaciju stoCnc
hrane T-2 toksinom, DAS i DON (14, 25). Smatramo da su razlikc nastalc zbog
vete osjetljivosti GC-ECD metodc, koja omogutiava dctckciju i do 100 puta manjih
koliCina tih toksina (26). Opisanom mctodom smo, pored toksina T-2, DAS i
DON, obuhvatili i vedinu njihovih metabolita.

Prema podacima iz literature, kontaminaeija kukuruza i stodne hrane tri-
hotecenima prcdstavlja ozbiljan problem u svetu. U SAD je Vcrsonder (27)
pronaSao DON u 46% preglcdanih uzoraka kukuruza (1,5 do 10 mg/kg). Cotte i
sar. (23) izvcStavaju o 72% kontaminaeiji kukuruza DON u koncentracijama od 0,1
do 41,6 mg/kg. U osporljivoj pSenici jc Hadler (29) otkrio 94% kontaminaciju
DON. U Engleskoj (30) je kontaminaeija tim toksinom bila u koncentracijama od
0,02 do 0,4 mg/kg, utvrdcna samo u 16% prctraicnih uzoraka. Mnogi autori iz-
veStavaju o kontaminaeiji stoCnc hrane trihotcccnima i u drugim driavama (31, 32).
Nivalcnol su pronaSli u pojedinim dritavama Evropc i Azije, dok su sc T-2 toksin i
DAS javljali samo povremeno (33).

Jugoslavcnski istraZivaCi su utvrdili rclativno mali broj uzoraka stoCne hrane
kontaminirane dermatoksiCkim trihotcccnima. Balzer (34) jc otkrio T-2 toksin u
8,3% (0,5 do 5,0 mg/kg), a Pcpcljnjak (35) u 7,5% pretraJ.cnih uzoraka kuku­
ruza (0,16 do 0,46 mg/kg). Isti autor jc T-2 toksin pronaSao i u 20% prctra2enih
uzoraka jeCma (prosjcCno 0,16 mg/kg) tc u 15,7% prctra?.cnih uzoraka hrane za
goveda (0,2 do 0,8 mg/kg).

1200

1000-T

800-4

600 <

400-^'

200-T

0-

1400

skin test

! » STR r~1 TOL

Slika 3. Rczultati koinog testa i hemijske pretragc uzoraka
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Uporedenje jaCine koine reakcije (slika 3) i prisustva dermatoksiCkih triho-
tecena (izraienih kao scirpentriol i T-2 tetraol) je pokazalo signifikantnu korelaci-
ju r= 0,6, P<0,005. Uzorci broj 15 i 20 su prouzrokovali jaku koinu reakciju, ali
nisu sadriavali spomenute toksine. Verovatno su bili prisutni drug! dermatoksidki
agensi koje upotrebljenom metodom odredivanja nismo obuhvatili. Nijednom od
uzoraka bez ili sa slabom koinom reakcijom nismo ustanovili ve&3 kolidine STR i
TOL.

zakljuCak

IzvrSene su pretrage kontaminacije kukuruza mikotoksinima iz grupe triho-
tecena. Veliki broj trihotecenskih metabolita smo pretvorili u odgovarajuCe alko-
hole: scirpentriol (STR), deoksinivalenol (DON) i T-2 tetraol (TOL) s namerom
da se povetia analitiCka osetljivost i omogudi simultana detekcija vedine trihotecena
iz grupe A i B. Utvrdili smo da je najniia detekcijska granica za zdrav kukuruz 10
ng/g, a za jako plesniv kukuruz 100 ng/g.

Separaciju trihotecena pomodu kapilarne plinske kromatografijc s EC de-
tektorom smo potvrdili masenom spektrometrijom. U 25 uzoraka plesnivog kuku­
ruza najCeSde je bio prisutan DON i njegovi metaboliti (72%), u prosednoj kon-
ccntraciji 9.485 ng/g (80 do 160.000 ng/g). DAS i njegovi metaboliti su bili utvrdeni
u 40% primera, u prosednoj koliCini 181 mg/g (10 do 1.000 ng/g), a T-2 toksin i
njegovi metaboliti u 44% primera, u prosednoj kolidini 356 ng/g (20 do 4.300 ng/g).
Pored trihotecena, bio je u 50% uzoraka pronadcn toksin F-2 u konccntraciji od
500 do 12.100 ng/g, u 3 uzorka aflatoksin Bi (3,6 do 30 ng/g) a u jednom uzorku
ohratoksin A (24 ng/g). Uporedenje jadine koznc reakcije i prisustva dermatoksid-
kih trihotecena u uzorcima je pokazala signifikantnu korelaciju (r=0,6, P<0,005).
Ni u jednom od uzoraka bez ili sa slabom koznom reakcijom nisu bile hemijski
utvrdene vede kolidine dermatoksiCkih toksina.

SIMULTANEOUS DETECTION OF DON, DAS AND T-2 TOXIN AND THEIR METABO­
LITES IN MAIZE

Summary

The contamination of com with mycotoxins from trichothecene group was studied. A
great number of metabolites of trichothecene toxins were converted to their corresponding
alcohols scirpentriol (STR), deoxynivalcnol (DON) and T-2 tetraol (TOL), in order to incrisc
analytical sensitivity and to detect simultaneusly the majority of trichothecene from group A
and B. Detection limit from 10 ng/g for normal corn to 100 ng/g for very mouldy corn were
estimated. Separation of trichotheccncs by capillary gas chromatography with electron capture
detector was comfirmed by mass spectrometry. In 25 samples of mouldy corn DON and its
metabolites were the most frequent (72%) in average concentration of 9485 ng/g (from 80 to
160000 ng/g). DAS and its metabolites were stated in 40% of cases in average of 181 ng/g 
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(from 10 to 1000 ng/g) and T-2 toxin and its metabolites in 44% of cases in average 356 ng/g
(from 20 to 4300 ng/g). Besides trichothecenes in 50% of samples F-2 toxin in concentration
from 500 to 12100 ng/g, aflatoxin Bl in three samples (3.6 to 3o ng/g) and ochratoxin in one
sample (24 ng/g) were also found. Comparision between intensity of skin reaction and der­
matoxic trichothecenes content showed correlation r= 0.6, which is significant for P<0.005. In
no sample without or with weak dermatoxic effect greater quantities of dermatoxic toksins
were chemically proved.
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