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Охратоксшш -  метаболиты многих.плесеней, возникающих при 
хранении, -  являются причиной микотоксаческой нефропатии свиней, 
характеризующейся симптомами полидипсии и полиурии. Известны 
также случаи отравления охратоксшшми кур и индеек.

Ущерб, причиняемый охратоксинами животноводству, достаточно 
велик, так как многие виды грибов, способные образовывать эти 
вещ ества, присутствуют в хранящемся фуража постоянно. Статисти­
ческие данные о распространенности повышенных концентраций охра- 
токсинов в кормах в нашей стране отсутствую т, так как соответст­
вующие исследования должным образом не ведутся .

Применяемые в практике упрощенные методы токсикологической 
оценки кормов, такие, как биопроба на коже кролика или рыбах 
гуппи, не позволяют установить наличие охратоксинов. Косвенным 
показателем может явиться выделение в повышенных количествах 
одного из известных продуцентов охратоксинов при серийных мико­
логических исследованиях кормов. Продуцентами охратоксинов яв ­
ляются грибы, относящиеся К видам P e n io illiu m  p u rp u r-e scen e
Горр, Р, commune Thom, Р, v irlrteca lu m  lVest.1.; P paid tana  Weetl;
P. ci* c l opium V/v-stl; P, v a r ia b i le  Горр; P. verruculosiun P ey ro - 
hel*, A sp e rg illu s  su lp h u reu s (.Pres.) Thom a v,d Chumhj A. s e le r o t  - 
Orum Huber, A, a l l i a c e u s  Thom and Church; A, m elleue Yukawa;
Л. ochrucevs V ilhelm ; A. o a tia n u a  V.’ehm er; A. n e t r a k i i  \oros»
Этот показатель относителен, так как не все разновидности потен­
циальных продуцентов способны образовывать охратоксшш, и проис­
ходит это далеко не в сегд а , даже если гриб получил на кормах 
достаточное развитие.

.пшико-аналитическое исследование кормов на содержание 
охратоксинов необходимо как с диагностической, тан и с профи­
лактической целью.

В первом случае необходимость исследования обусловлена 
рамдуош тчеасил комплексом, позволяющт предположить ликоток­
сическую нефропатию. Методически наиОолее правильным является 
’леелздопанпе подозреваемых кормов, которые использовались в те­
чение месяца, предшествующего возникновению заболевания.
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Показанием к организации профилактических Доследований 
должен служить факт поражения кормов однам из видов грибов, пе­
речисленных выше. Из зернофуража, подверженного поражению таки­
ми грибами, наиболее благоприятным для накопления охратокоинов 
субстратом слодуот считать ячмень, олео, кукурузу (как зерно, 
так и в початках) и в  м етл о й  степени -  пшеницу.. Токсянообразо- 
вание особенно усиливается при повышенной влажности субстрата, 
и этот процесс носит очаговый характер, что должно учитываться 
при отбора проб для анализа.

Исследование отобрашшх образцов может быть проведено с по­
мощью одной из следующих методик.

ш гтодкл  иОтСШЖИСТВКЙЮГО о ш зд д о н и я  
о х т л т о е т о в  з  sbphs и m.L'MoiVAX

Принцип метода
Метод основан на извлечении охратокеппов подкисленным хло­

роформом из измельченной пробы. Экстракт очищают на колонке с 
диатомитом, элюируют очищенную фракцию пэ колонка споцпфяческоЯ 
системой растворителей. Полученный полуочисэнный экстракт разде­
ляют в тонком слое силикагеля в прзеутетива вещества-свидетеля 
с. последующей идентификацией анализируемых вещзств по фактору 
удерживания ( W )  и характеру флюоресценции в ультрафиолетовой 
части спектра, Чувствительность определения -  на менее 
40 мкг/кг исследуемого образца.

Оборудование,реактивы и растворы^

И^ттель-ашшрпт; баня водяная или песочная; источник УФ- 
света (хроматоскоп, Шй- I  иля друг:'! прибор с аналогичной харак­
теристикой излучения); хроматографическая камера; колонки хрома- 
тографичэскяе (2 х 70 он); шшезчшя ххч хроматог;афия типа 
С илу фол; лаатомы* марки Це,лиг-ЦБ; фосфорная кислота; му равьн- 
ная кислота вб^-ная; уксусная кислота ледяная; хлороформ;

х/ Все реактивы должны соответствовать кБалшТгкацая х.ч. ил» 
ч.д.а. в соответствии с требованиями действующих гостов.
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гексан; бензол; метанол; спирт этиловый; раствор двууглекислого 
натрия, водный, 1,25!$-ный; смесь хлороформа с муравьиной кисло­
той (9 9 :1 ), свежаприготовленная; стандартный раствор охратокси- 
на А, 1-5 мкг/мп.

Ход анализа

Экстракция пробы и очистка экстракта. К 50 г тщательно 
измельченной я перемешанной пробу, помещенной в колбу Срле/шй- 
ера объемом 500 мл, прибавляют 25 мл 0,1 ГД раствора фосфорной 
кислоты и 250 мл хлороформа, экстрагируют при встряхивании на 
шуттель-аппарате в течение получаса и фильтруют через воронку 
Бюхнера, содержащую 10 г диатомита. Первые 50 мл полученного 
Экстракта смешивают с 40 мл гексана и вносят в хроглатографичс- 
скуго колонку, содержащую 2 г  диатомита, внесенного с помощью 
I мл водного раствора двууглекислого натрия. Колонку элюируют 
при максимальной скорости вытекания п промывают 75 ил хлорофор­
ма. Полученный элюат сохраняют для возможного дальнейшего ис­
следования на содержание эфиров охратоксинов с помощью газохро­
матографического метода (при отсутствии подобной возможности 
элюат отбрасывают).

Извлечение охра то кс и н с оде ржаще й фракции из колонки. Колон- 
хсу промывают 75 мл свежеприготовленной смеси хлороформа с (му­
равьиной кислотой (9 9 :1 ), давая стечь растворителю с максималь­
ной скоростью. Элюат быстро выпаривают на водяной бане (для 
предотвращения бурного кипения добавляют стеклянные бусы), и 
остаток переносят о помощью небольшого количества хлороформа в 
коническую центрифужную пробирку. Полученный раствор выпарива­
ют, а остаток растворяют в 750 мкл бензола, содержа.щего 1% 
уксусной кислоты. Этот раствор используют для дальнейшего опре­
деления вещества в тонком слое силикагеля.

Хроматогиапцческое разделение в тонком слое. На стартовую 
линию пластинки наносят ряд проб объемом 3, 5, 7,Ь и дваж­
ды гю 10 мкл раствора исследуемого вещества. В одну из нанесен­
ных проб объемом 10 мкл прибавляют 10 мкл стандартного раство­
ра охратокоиня А (внутренний стандарт). Стандартный раствор 
наносят также в виде отдельных проб объемами 5, 7 ,5  и
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10 мкл (для нанесения проб на пластинки рекомендуется пользо­
ваться ыикрошприцеы для газовой хроматографии объемом 10 м кя).

Пластинку помещают в ненасыщенную камеру, содержащую смесь 
ба нзол-мо ганол-уксус ная кислота (1 3 :1 :1 ) ,  и разделяют до момента 
подъема фронта растворителя на максимальную высоту. Поело этого 
пластинку извлекают, подсушивают на воздухе до исчезновения за­
паха смеси растворителе?; а просматривают в темнота под длинно­
волновым УСоветом. Охратоксаны А и Е имеют показатель фактора 
удерживания ( R-5 ) в диапазоне 0 ,4 -0 ,8 . Охратоксан А более ин­
тенсивно флюоресцирует под воздействием длинноволновой области 
спектра (86Ь нм), создаваемого МКГ-1, охратоксин В -  в коротко­
волновой области спектра (254 нм), создаваемого хроматоскопом.

Оценка результатов 
и дополнительное проявление

При обнаружении в исследуемом экстракте веществ, идентич­
ных стандарту но а характеру флюоресценции, визуально
сравнивают иктонолвноегь флюоресценции в пробах исследуемого а  
стандартного вещества. В случав несоответствия интенсивности 
свечения стандарта в пробы анализируемый раствор может быть 
сконцентрирован или разбавлен и процесс хроматографирования по­
вторяют на новой пластинке, с тем чтобы получить сопоставимую 
интенсивность свечения. Это позволяет ориентировочно определить 
концентрацию веществ- в исследуемом растворе в м кг/кл. При пере­
счета на концентрацию в исследуемом корме асе вещество, находя­
щееся в элюате из колонн-, следует принимать за количество, 
аликвотное 10 г исследуемого материала, или 2С#,

Для уточнения полученных результатов а подтверждения, что 
обнаруженное вещество действительно является охратоксипом, 
пластинку можно опрыснуть спиртовым раствором двууглешелого 
натрия (б г УаПС03 + 100 мл воды + 20 ил этанола). Интенсив­
ность флюоресценции обнаруженного и стандартного вещества при 
просмотре пластинки в длинноволновом УФ-свете должна возрасти, 
а ее оттенок сместиться в сторону голубого. Ориентировочную 
оценку концентрации обнаруженного вещества повторяют. Ира несо 
ответствии первой и второй оценок правильной следует прианават 
первую оценку.



Ш ОДКА ГА30ХРСМАТ0ГРАФИЧЕСКиГО ОПРЕДО'УГЕНШ 
ЭТИЛОВЫХ ЭФИРОР ОЖТОКСИгЮВ

Принцип мегодлки

Метод основан на извлечении охратоксилов из пр*бы и фрак­
ционировании природных эфиров охратоксинов от охратом ш ю й.обл"- 
дающих свойствами кислот. Экстракт разделяют на колонке, запол­
ненной диатомитом, повторно очищают Фракцию, содержащую эфиры 
охратоксияоз, методом осадочной хроматографии на второй колош е 
о диатомитом. Пробу очищенного экстракта разделяют на хромато­
графе. Это позволяет дифференцированно обнаруживать биологнчос:" 
активные (токсичные) и биологически неактивные (нетоксичные) 
Форш природных зфяроз о"ратоксшюв и проводить их количестве/!- 
нов определение в пробе.

Чувствительность метода при введении в колонку хроматогра­
фа минимальных объемов экстракта (X мил) составляет не менее 
20 нг/мкл,илп 250 м кг/кг  корма. При введении в испаритель при­
бора оптимального объема {о мкл) метод позволяет определять ве­
щество на уровне рекомендуемых предельно допустимых концентра­
ций (ДНЮ -  50 м кг/кг.

Оборудование и посуда

Газовый хроматограф Газохроя 1106 э со стеклянной колонкой 
0 ,3  х, 50 см, заполненной ыетилсалоксаном 5i>-30 (5?  на хромато- 
н е ) ; спектрофотометр Сф-16 (СФ-26) или аналогичш’Й прибор; шуг- 
гвль-amwpBT; баня водяная или песочная; колонки хроматографи­
ческие (2 х ?0  см ); лабораторная посуда.

геактивы и растворы*^

.Хлороформ; бензол; гексан ; метанол; кислота уксусная ледя­
н ая ; кислота фосфорная; кислота муравьиная 85^-ная; натрий дву­
углекислый; диатомит г.арк-i Пели т-545 (перед рэбсгой следует 
прокалить при 150° в течение 8-12 ч ); раствор двууглекислого 
натрия водный, X,25^-ны.М; раствор двууглекислого натрия водно- 
метанольный (0 ,3  г  МаНСОд в 30 мл НдО + 70 uu метанола).

Все реактизв должны соответствовать квалификации х .ч .  или 
ч .д .а .  в соответствии с требованиями действующих гостов .
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Стандартные растворы этиловых эфиров охратоксинов А и В или 
их а .в о ь  (30-50  мкг/шг) ь хроматографически чистом ацетоне или 
гексане. При необходимости концентрацию уточняют, измеряя опти­
ческую плотность вещества в бензола, содержащем 155 уксусной кис­
лоты <jCW4/ - 333 НМ, МВ -  431, £  -  6200 И Лт<и -  320 НМ,
UB -  3S7, £ -  6500).

Смесь бензол-гексан-муравыш ая кислота. Приготовление: сме­
шать в делительной воронке бензол с гексаном (2 :8 )  и прилить к 
полученной смеси десятую часть ?05>-ного водного метанола. До­
ждаться разделения фаз а  отброоить нижнюю, а  к верхней прибавить 
ЗЬ5?-ную кислоту в количестве, составляющем Ъ% от объема первой 

меси, Разделить и отбросить нижний слой.

Ход анализа

Извлечение вещества из пробы и его очистка. Измельченный 
высушенный корм (50 г ) помещают в колбу объемом 0 ,5  л ,  прилива­
ют 20 ыл ОД М раствора фосфорной кислоты и 250 мл хлороформа, 
экстрагируют при интенсивном перемешивании (шуттель-аппарат) в 
течение 30 мин. Экстракт отфильтровывают через стекляннй фильтр 
о ХО г  диатомита Целит-о4 5 . 50 мл фильтрата смешивают с 40 мл 
гексана и вносят в хроматографическую колонку, содержащую 2 г  
диатомита и I  мл 1,25?<~пого раствора двууглекислого натрия. Ко­
лонку элюируют при максимальной скорости вытекания смеси и про- 
мываат 75 i/ux хлороформа. Объединенный элгоат, полученный из ко­
лонки, выпаривают. Остаток с помощью 50 ыл гексана переносят во 
вторую колонку с 4 г диатомита и 2 ,5  мл водно-матанолового раст­
вора двууглекислого нитрил. Бистро сливают внесенный раствор и 
промывают колонку 50 мл смеси бензол-гексан ( 1 :9 ) ,  уравновешен­
ной 2 ,5  ыл водно-метанолового раствора двууглекислого натрия. 
Блюат отбрасывают а колонку промывают смесью (100 мл) бензол- 
гексан-муравыаная кислота. Вновь подученный элюат немедленно 
выпаривают. Остаток переносят в пробирку с притертой пробкой с 
помощью небольших количеств хлороформа, излишек растворителя вы­
паривают в токе з з лта до Рзчезноления запаха, л остаток перерас­
пределяют в 1 ия х р о м а т о гр а ф а м и  чиотох’б ацетона или гексана. 
Полученный раствор ( V g) Н сттьсую т для в!ида п хроматограф.
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Р азделение. идентификация и количественное определение 
охратоксинов ш хроматографе. Ус танавливаят следующий режим 
работы прибора: температура, термостат'' колонки -  220°, •.'",рмо~ 
отата детектора -  240-250°, испарителя -  235°. Соотнесение р а с ­
хода газа-носиталя и г а з а ,  подаваемого в камзру детектора, -  
40-60 мл/ш ш. Вводят в испаритель проб? стандартного растворе , 
объемом 1-5  мял (в  зависимости от выбранного для работы масшта­
ба уоилоняя электрометра). Определяют время удерживания охра- 
токсинов, которое при аш у казан п и м  режиме должно составлять 
для эфира охратоксина В (нетоксичного) около .10 млн, а для ойп- 
ра охратокопна А (токсичного) -  около 14-14 ,5  мин.

Вводя* в исш ритель прибора ряд проб исследуемого раствопо 
тех же объемов п определяет среднее значение высот пиков, шлею- 
щих то же время удерживания, что и стандарт. Но трем повторным 
результатам  рассчитывают среднее значение высоты пика стандарт­
ного вещества (H j) и вещества в определяемой пробе <&,),

Концентрации определяемого вещества в исследуемом продукте 
( I )  рассчитывают по следующей формуле, принимая за 0 ,2  
от величины навески, взятой для анализа:

,25 • А • Н2 • V

где X -

'А -

«2 -  
Уз -  
Ч  -

Vg -  
1 ,2 6 -

концентрация вещества в исследуемой проба 
(м г /л , м г /к г ) ;
количество вещества в стандартном растворе, 
введенном в хроматограф (м к г );
высота пика стандартного вещества (д а ) ;  
высота пика определяемого вещества ( ш ) ;  
количество анализируемой пробы (мл, г ) ;
объем экстракта, введенный з  испаритель 
хроматографе (м кл);
общий объем экстракта после его упаривания (м л );
коэффициент учета потери вещества при экстракции 
и очистке экстракта на колонках.
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Заключение по результатам анализа

При обнаружении огратоксглов в кормах необходимо принять 
меры к рациональному использованию неблагополучных партий кор­
мов, руководствуясь следующими положениями.

Верхнгм пределом допустимых концентраций охратоксинов в 
кормах (исключая лредубойный период) следует считать 100 мкг в 
1 кг корма для жвачных и 50 м кг/кг для свиней и птиц.

при выявлении партий зернового сырья,средняя концентрация 
охратоксинов в которых превышает 3-4 м г /к г , их не следует ис­
пользовать для изготовления комбикормов. Такое сырье должно 
быть направлено на техническую утилизацию, так как повторная 
сушка или термическая обработка при существующих технологиче­
ских режимах не обеспечивают удовлетворительного снижения кон­
центрации токсина.

Корма для свиней и птиц, содержащие любые концентрации 
охратоксинов, следует категорически запрещать скармливать в 
десятидневный период, предшествующий убого животных.
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