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Г лавная роль в решении проб


лемы, связанной с предотв


ращением поражения сельскохо


зяйственной продукции микроско


пическими грибами
продуцентами

микотоксинов, отводится профи


лактике через систему контроля заг


рязнения продуктов этими вещест


вами, разработке достоверных дос


таточно чувствительных и экспрес


сных методов индикации и норми


рованию безопасных их концентра


ций. Ежегодный ущерб от развития

плесневых грибов на сельскохозяй


ственных продуктах и промышлен


ном сырье в мире превышает 30

млрд долларов [1]. В настоящее вре


мя известно свыше 500 токсических

метаболитов, продуцируемых более

250 видами микроскопических гри


бов. Развитие исследований в облас


ти микотоксикологии показало, что

интоксикация микотоксинами яв


ляется не только реальной, но и

крайне серьезной угрозой для здо


ровья населения планеты. Более то


го, по масштабам опасности хрони


ческие микотоксикозы значительно

превосходят все известные вспыш


ки острых форм отравлений в Япо


нии, России, Индии, Китае и США

с летальным исходом для многих

тысяч людей.

Механизмы образования мико


токсинов из первичных метаболи


тов зависят от вида продуцента и ус


ловий биосинтеза [2]. Среди них вы


деляют такие: 1) поликетидный, ха


рактерный для афлатоксинов, охра


токсинов, патулина и др.; 2) терпе


ноидный, соответствующий трихо


теценовым микотоксинам; 3) опос


редованный через цикл трикарбо


новых кислот (для рубратотокси


нов); 4) аминокислотный (когда ис


ходными соединениями являются

аминокислоты), что имеет место в

случае эргоалкалоидов, циклопиа


зоновой кислоты и др.; 5) смешан


ный (сочетание двух и более меха


низмов), присущий для производ


ных циклопиазоновой кислоты.

Основным для биосинтеза боль


шой группы микотоксинов является

поликетидный механизм. В зависи


мости от числа включенных в моле


кулу С2
единиц микотоксины, син


тезирующиеся по первому механиз


му, подразделяются на тетракетиды

(патулин), пентакетиды (охраток


син А), гексакетиды, гептакетиды,

октакетиды, монокетиды (зеарале


нон) и декакетиды (афлатоксины)

[1, 2]. Несмотря на сложность и тру


доемкость исследования механиз


мов биогенеза микотоксинов, их

изучение помимо теоретического

имеет большое практическое значе


ние, поскольку является главным

условием изыскания способов пре


дотвращения токсинообразования

микроскопическими грибами.

Особое внимание к проблеме

микотоксинов обусловлено чрезвы


чайно широким распространением

их продуцентов в природе. Плесне


вые грибы могут контаминировать

продукты растительного и животно


го происхождения на любом этапе

их выращивания, переработки,

транспортирования и хранения в

производственных и домашних ус


ловиях. Несоблюдение технологи


ческих регламентов производства

продуктов, несвоевременная уборка

урожая или недостаточная сушка

его перед закладкой на хранение,

хранение и транспортирование про


дуктов при недостаточной их защи


те от увлажнения приводят к разм


ножению токсигенных микромице


тов. Размножаясь на пищевых про


дуктах, многие плесневые грибы не

только загрязняют их токсинами, но

и ухудшают органолептические

свойства, снижают пищевую цен


ность, приводят к порче этих про


дуктов и непригодности для техно


логической переработки, а исполь


зование в животноводстве кормов,

пораженных плесневыми грибами,

является причиной заболеваний и

даже гибели животных и птицы.

Микотоксины могут попадать в ор


ганизм человека и через систему пи


щевых цепей: с молоком и тканями

животных [1
3 ].

Среди микотоксинов, проявив


ших себя в качестве этиологическо


го фактора ряда алиментарных ток


сикозов и выделяющихся своей

распространенностью, особое место

занимает патулин. 

Основная цель настоящего обзо


ра заключается в анализе существу


ющих аналитических подходов для

определения содержания указанно


го выше микотоксина, которые бы

позволяли эффективно предотвра


щать  его появление в объектах ок


ружающей среды. Особое внимание

уделяется возможностям инстру


ментального экспрессного контроля

патулина. Для более полного пони


мания остроты стоящей проблемы

этому анализу предшествует краткое

изложение сведений о продуцентах

патулина, их распространенности и

биологических эффектах данного

микотоксина. 

1. Продуценты патулина, его био@
логическое действие и распростра@
ненность.

Патулин — это токсичный лак


тон (4
гидрокси
4Н
фуро[3,2
c]пи


ран
2
(6Н)
один), имеющий эмпи


рическую формулу С7Н6О4 (рису


нок). Его молекулярная масса —

154,12 Д. Он термоустойчив, устой


чив в растворах кислот и лабилен в

щелочной среде. Впервые патулин

был выделен в 1943 г. из культуры

гриба Penicillium patulum (синоним

Penicillium urticae) как антибиотик.

Сначала патулин не считали особо

опасным микотоксином,. однако в

1954 г. он стал причиной гибели 100

коров в Японии, потреблявших кор


ма, контаминированные продуцен


тами микотоксина [4]. 
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Продуцентами патулина могут

быть различные виды грибов рода

Penicillium: P. expansum, P. claviforme,
P. urticae (P. patulum), P. cyclopium, P.
viridicatum, P. roqueforti; а также рода

Aspergillus: A. clavatus, A. terreus, A.
giganteus. Патулин образуют

Byssochlamys fulva и Byssochlamys
nivea. Вырабатывать патулин может

также плесневой гриб P. mortensic [3]

грибы рода Paecilomyces [5]. Наибо


лее важным продуцентом патулина

считается гриб P. expansum [6].

Обнаружено [6, 7], что токсич


ность патулина не является систем


ной, а только местной. Это согласу


ется с опытами по изучению подост


рой токсичности на грызунах, кото


рые сопровождались желудочноки


шечным изъязвлением и воспалени


ем [8, 9]. Эти эффекты могут быть

вызваны нарушениями кишечного

барьера при концентрациях патулина

приблизительно 1мг/кг [10], которые

обнаруживаются в яблочных соках.

В других исследованиях [3, 11]

отмечается, что при внутрибрю


шинном введении токсина беремен


ным мышам у потомства  развива


лись злокачественные опухоли. ЛД50

патулина для мышей при внутриб


рюшинном введении составляет

7,7
7,8 мг/кг, при пероральном —

17
18 мг/кг. Гибель животных насту


пала в течение 48
72 ч при нараста


нии явлений цианоза конечностей и

судорог. При гистологических ис


следованиях выявлено застой в лег


ких и очаги некроза в печени. Поэ


тому временное максимально до


пустимое ежедневное потребление

патулина (PMTDI) человеком опре


деленное на уровне 0.4х10
9 г/кг

массы тела, является оправданным

[11], и его содержание в пищевых

продуктах должно регламентиро


ваться. Всемирная организация

здравоохранения установила реко


мендуемый максимум концентра


ции патулина в яблочном соке —

0,05 мг/кг [12]. 

Международное агентство по

изучению рака на основании иссле


дования токсичности патулина в

1986 г. отнесло его к канцерогенам 3

группы или веществам, для которых

имеется недостаточно данных для

достоверной классификации [13]. В

имеющихся экспериментальных ис


следованиях не уточнены также осо


бенности поглощения и метаболиз


ма патулина в организме человека.

Поэтому с соблюдением этических

правил Хельсинской Декларации

были проведены исследования сы


воротки крови добровольцев, пот


реблявших сок с предельно допусти


мым уровнем патулина [14]. 

Согласно результатам, получен


ным в экспериментах с использова


нием стабильного растворимого

изотопа [13С2]
патулина, через 1 ч

после приема сока с предельно до


пустимой дозой в 49,9 нг/кг никаких

следов его в сыворотке крови не бы


ло обнаружено [15]. Однако, по дан


ным [14], вопрос о метаболизме па


тулина остается нерешенным. В мо


дельных экспериментах [16] иден


тифицировали приблизительно 10

различных пар стереометрических

аддуктов, которые могут появиться

в организме и для их обнаружения

должны использоваться чувстви


тельные методы — газо
жидкостная

хроматография и масс
спектромет


рия (GC
MS). Последний может

быть рекомендован для детектиро


вания глютатион
патулиновых

(GSH
РАТ) аддуктов [17]. Однако

реактивность патулина в организме

может вовлекать и другие нуклео


фильные или ферментативные

GSH
 реакции. Адаптация метода с

использованием стабильного раст


вора изотопа (SIDA) к исследовани


ям in vitro показала возможность об


наружения очень маленьких коли


честв патулина в крови за счет взаи


модействия его с глютатионом кро


ви [14]. В этих экспериментах in

vitro установлено [14], что при до


бавлении к 9 см3 цельной крови 100

нг патулина только 6,1% микоток


сина детектируется через 2 мин.

Хотя по имеющимся сведениям

[18, 19] патулин не проявлял мута


генной активности в тесте Эймса на

микроорганизмах Salmonella
typhimureum, все же пришли к зак


лючению о его способности пов


реждать хромосомы и Британский

комитет по изучению мутагенных

пищевых компонентов, продуктов

питания и окружающей среды клас


сифицировал его как мутаген [20]. В

обзоре Объединенного экспертного

комитета ФАО/ВОЗ по пищевым

добавкам (JECFA) на основе имею


щихся сведений делается заключе


ние, что патулин не имеет негатив


ных репродуктивных или тератоген


ных эффектов, но проявляет эмбри


отоксичность [21]. Несмотря на то,

что недавние исследования на мы


шах не продемонстрировали имму


нотоксичности, в относительно вы


соких дозах патулин имеет иммуно


депрессивные свойства [22]. Сдела


но заключение [21], что патулин ге


нотоксичен, но это неадекватно

канцерогенности в экспериментах

на животных.

Обнаружение у патулина высо


кой токсичности, мутагенных и

канцерогенных свойств стало осно


ванием для относения его к особо

опасным микотоксинам. Именно

поэтому JECFA снизил временное

максимально допустимое поступле


ние патулина в организм человека с

1,0 до 0,4 mг/кг массы тела в день.

Это связано с "концентрацией нуле


вого воздействия" (no effect level) —

КНВ, которая связана с допускаемой

суточной дозой для человека (ДСД)

формулой: ДСД = 0,01 КНВ. При

концентрациях до 43 нг/кг наблюда


ется отсутствии эффекта при 100%

гарантированной безопасности.

Национальными и международ


ными группами рекомендовано для

используемых в питании человека

яблочных продуктов содержание ос


таточных количеств патулина не бо


лее 50 mг/кг [23], в то время как

большинство стран регламентируют

уровень патулина в соке от 20 до 

50 mг/кг [21].

Патулином преимущественно

могут быть контаминованы фрукты

и некоторые овощи. Токсин обнару


живается в яблоках, грушах, абрико


сах, персиках, черешне, винограде,

бананах, клубнике, голубике, брус


нике, облепихе, томатах, а также в

продуктах их переработки — фрук


товых соках, компотах, пюре, дже


мах, напитках, морсах. Наиболее

часто он встречается в яблоках. Ана


лизируя особенности локализации

патулина в некоторых продуктах пи


тания, следует отметить, что именно

в яблоках он концентрируется в ос


новном в подгнившей части, в то

время как в неповрежденной части

плода обнаруживается только около

1% общего количества токсина. Для

Рис. Структура патулина
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томатов, независимо от размеров

подгнившего участка, патулин расп


ределяется равномерно по всей тка


ни [24]. Экспериментально установ


лено, что цитрусовые плоды и неко


торые овощные культуры (карто


фель, лук, редис, редька, баклажа


ны, цветная капуста, тыква, хрен)

обладают естественной резистент


ностью к заражению продуцентами

патулина.

Температурный оптимум образо


вания патулина наблюдается при

21
30 оС. Токсин обладает термоус


тойчивостью и может сохраняться в

процессе технологической перера


ботки. В ряде продуктов из яблок он

был обнаружен в концентрациях до

16 мг/кг. Однако, видимо, это следу


ет рассматривать как исключение,

поскольку обычно наблюдаются бо


лее низкие его концентрации — ме


нее 10х10
9 мг/кг [25]. 

Патулин весьма устойчив в кис


лых средах — при рН 3,5 — 5,5 даже

при повышенных температурах и

лабилен в щелочной среде [26]. При

промышленной переработке сочно


го растительного сырья, например,

яблок, путем вакуумного концент


рирования и кратковременной теп


ловой обработки пастеризацией (90 oС

в течение 10 мин) концентрация па


тулина снижается в соке лишь на

18,4
18,8%. В процессе хранения

упакованного сока его уровень так


же незначительно уменьшается. 

В 1996 г. нормативы по содержа


нию микотоксинов введены в 

77 странах мира. Предельно допус


тимая концентрация патулина, сог


ласно медико
биологическим тре


бованиям, предъявляемым к фрук


товым и овощным сокам, пюре, сос


тавляет не более 0,05 мг/кг. В про


дуктах детского и диетического пи


тания присутствие даже следов па


тулина не допускается. Периодич


ность контроля продукции по этому

показателю предусмотрена норма


тивно
правовыми документами [27,

28]. В частности, согласно Методи


ческим указаниям о порядке и пери


одичности проверки продоволь


ственного сырья и пищевых продук


тов в отношении их безопасности,

контроль на наличие патулина про


водят 1 раз в квартал для овощей и

картофеля, фруктов, винограда и

ягод. В консервированных изделиях

его определяют при содержании в

партии сырья нестандартных пло


дов более 2,2% и 9,8% для косточко


вых и семечковых, соответственно.

Кроме того, этот показатель опреде


ляется в консервированных продук


тах при показателе числа Говарда

более 0.

Почва, как источник эпифитной

микрофлоры, может контаминиро


вать ее в плоды через механически

поврежденные участки [29]. При

этом грибы, минуя барьеры естест


венного иммунитета растительного

сырья, непосредственно получают

доступ к питательному субстрату.

Поэтому использование для техно


логической переработки плодов с

поврежденной поверхностью может

привести к высоким концентраци


ям патулина в соке [30].

В плодах бананов, ананасов, ви


нограда, персиков, абрикосов, чер


ной смородины, вишни, томатов,

пораженных коричневой гнилью,

обнаружен низкий уровень патули


на  [5, 6, 31].  

Теоретически патулин расцени


вается как индикатор качества. За


дача исключения порчи продуктов,

и ,в частности, яблок, при транс


портировании, хранении и перера


ботке является фактически трудно


выполнимой. Поэтому целесообраз


но применять эффективный метод

удаления патулина. Он может быть

исключен на этапе инспекции рас


тительного сырья — путем удаления

испорченных подгнивших потем


невших частей яблок. Этот подход

снижает концентрацию патулина до

90 % от его исходного уровня, но

трудоемок и весьма продолжителен.

Фильтрование через древесный

уголь практически удаляет весь па


тулин из яблочного сока. Патулин

инактивирует многие ферменты

вследствие высокой аффинности к

сульфгидрильным группам [33]. По


этому ограничить количество пату


лина можно за счет введения компо


нентов, содержащих сульфгидриль


ные группы, в виде натуральных пи


щевых добавок типа зерна, мяса,

сыра. Обработка диоксидом серы

также может быть применена для

снижения уровня патулина [ ].

В литературе приводятся резуль


таты медико
биологических иссле


дований, подтверждающие терато


генность патулина [32]. Кроме того,

он способен нарушать функции ми


тохондриальных и цитоплазмати


ческих мембран, что создает опас


ность для организма человека и осо


бенно детей [29]. Известны также

данные о его иммунодепрессивном

действии [33].

Сообщается о содержании пату


лина в яблочных соках в Австрии [6,

34], Бразилии [35], Италии [31], Ис


пании [36], Южной Африки [37],

Турции [38, 39], Великобритании

[40
42]. В целом, более 50% образ


цов соков, анализируемых в мире,

содержали детектируемые уровни

патулина [6, 43], причем его конце


нтрация часто превышала регламен


тируемые уровни.

Интересно отметить, что броже


ние при производстве сидра приво


дит к понижению уровня патулина в

готовом продукте [34]. Об этом до


вольно часто упоминается в литера


туре, однако имеются исключения,

когда содержание патулина сохра


нялось более 0,1 мг/кг [44].

Среди 29 образцов продукции из

яблок отечественного производства

и 14 образцов соков импортного

производства, а также 7 видов сид


ра, которые регулярно потребляют


ся взрослыми и детьми Бельгии, па


тулин был обнаружен в 79; 86 и 43%

этих образцов, соответственно, од


нако ни в одном из них не было пре


вышения его допустимого безопас


ного уровня [5]. Эти исследования

показали также отсутствие статис


тически достоверных различий в

концентрациях патулина в освет


ленных (7,8 нг/кг) и неосветленных

(10,7 нг/кг) яблочных соках, а также

в соках промышленного и домашне


го приготовления.

2. Аналитические подходы к конт@
ролю уровня патулина в продуктах пи@
тания.

2.1. Пути подготовки образцов
для анализа.

При анализе продуктов питания

основной задачей является получе


ние средних образцов или средних

проб, представительных по распре


делению концентрации микотокси


на для всей партии. Выполнение

этой задачи зависит от содержания

микотоксина, свойств продукта

(сырой, обработанный, жидкий,

пастообразный и т.д.), способа под


готовки образца. С точки зрения

распределения загрязнения патули


ном все продукты можно разделить

на две большие группы, а именно: с

высокой степенью неоднородности

и с однородным характером загряз


нения. Для однородных продуктов

(фруктовых и овощных соков, на




питков, повидла, джема) представи


тельный средний образец может

быть меньшим и составлять около

100
200г при условии, что продукт

происходит из одной партии. Чис


тоту и аутентичность стандартного

препарата патулина устанавливают,

используя следующие его характе


ристики (табл. 1) [45, 46]. 

Для извлечения патулина из об


разца применяют этилацетат с пос


ледующей очисткой экстракта кар


бонатом натрия [47]. Для этого мож


но использовать и так называемый

бифазный диализный метод с при


менением флоризиловых патронов

и патронов из кварцевого геля [43].

Для идентификации и количествен


ного определения патулина реко


мендован ТСХ
метод с различными

системами растворителей и дерива


тизацией с 0,5% 3
метил
2
бензоти


азолинон
гидразоном (МВТН) [43].

Подготовка образца по Brause

[48] включает взятие навески (5 см3)

и тщательное ее перемешивание 

(1 мин) в 10 см3 этилацетата. Верх


нюю часть (после разделения слоев)

объединяют с последующими пор


циями этилацетатного экстракта.

Объединенные экстракты обраба


тывают 2 см3 бикарбоната натрия,

при этом нижний водный слой отб


расывают, а остальную часть упари


вают на роторном испарителе (при

40 0С в токе азота) и немедленно

растворяют в уксусной кислоте (рН

4,0). Полученные образцы подвергают

глубокому замораживанию (
20 0С)

для длительного хранения перед

анализом. 

2.2. Традиционные аналитические
методы.

Для обнаружения, идентифика


ции и количественного определения

микотоксина патулина используют

различные виды хроматографии: од


но
 и двумерная тонкослойная хро


матография (ТСХ) для серийных ис


следований; высокоэффективная

жидкостная хроматография (ВЭЖХ)

с УФ
фотометрическим и флуори


метрическим детектированием для

постановки серийных и для арбит


ражных анализов. Хроматографиро


вание в первом направлении осуще


ствляют смесью хлороформа с ацето


ном (4:1), а во втором — смесью то


луола, метилацетата и муравьиной

кислоты (5:4:1). При этом патулин

обнаруживается в виде желтых флуо


ресцирующих пятен [45
47]. 

Обзор методов определения па


тулина показывает, что ТСХ
методы

более трудоемки, дают меньшее раз


решение и более низкую чувствитель


ность в сравнении с методом ВЭЖХ,

что можно проиллюстрировать ре


зультатами, приведенными в табл. 2.

Методом ВЭЖХ патулин идентифи


цируется по сравнительным характе


ристикам выхода токсина для испы


туемого образца и стандарта.

Изучение эффективности ис


пользования ацетонитрила как мо


бильной фазы показало возмож


ность полного разделения пиков

гидроксиметилфурфурола (5
НМF)

и патулина при снижении длитель


ности разделения — время задержа


ния снизилось с 12,1 и 16,1 до 6,3 и

8,5 мин соответственно. Процесс

выделения патулина обычно соп


ровождается экстракцией 5
НМF,

который образуется при термичес


кой обработке яблочного сока [5,

43]. Разделение патулина и 5
НМF

является критическим этапом при

использовании жидкостной хрома


тографии высокого давления

(НРLC
метод). Патулин определя


ют в обратимой фазе НРLC на С18

колонке, элюент — 5
10 % ацето


нитрил, скорость 1 см3/мин. Детек


тирование проводится в УФ
лучах

при длине волны 276 нм. Линейный

коэффициент регрессии стандарт


ной кривой для патулина при кон


центрации в диапазоне от 1 до 2000

нг/дм3 равен 0,999995. Точность оп


ределения патулина от 93,1 до

96,6%, коэффициент варьирования

результатов — менее 3%. Предел

экспериментального обнаружения

0,05 нг.

Высокая чувствительность (ли


нейный ответ в диапазоне концент


раций 0,05 — 0,5 нанограммов, вве


денных в колонку) и воспроизводи


мость (RSD в пределах 1,0
4,0%)

присуща газовым хроматографичес


ким методам [48]. 

Несмотря на все перечисленные

выше достоинства хроматографи


ческих методов, все же будущее в об


ласти анализа патулина, как и мико


токсинов вообще, за более точными

и специфическими иммунохимичес


кими методами, основанными на

взаимодействии антиген
антитело.
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Молекулярная 
масса

Длина волны
максимума

поглощения, нм

Коэффициент
молярной

экстинкции в
метаноле, см2 /моль

Растворитель 
для приготовления

стандартного
раствора

Концентрация 
микотоксина в растворе,

мкг/см3

стандартном рабочем

154,0 276 14500 Бензол
ацетонитрил 10,0 10,0

Таблица 1

Коэффициенты молярной экстинкции, стандартный и рабочий растворы патулина

Метод *Rsr, % **RSR,% ***Rr,% ****RR, %
Чувствительность

анализа, мг/кг
Степень

извлечения, %

ТСХ 42 65 118 182 0,012 75

ВЭЖХ 13 18 36 50 0,005 75

Таблица 2

Сравнительная оценка методов определения патулина (при уровне загрязнения 0,1 мг/кг)

Примечания: 1.*внутрии **межлабораторные среднеквадратичные отклонения; 

2. ***отклонение результатов от среднего арифметического значения для двух параллельных

определений, выполненных в одной лаборатории; 3. ****в разных лабораториях.
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2.3. Иммунохимический анализ.
Патулин, также как и другие ми


токсины, является низкомолекуляр


ным соединением, поэтому он мо


жет быть антигеном, но не может

служить в качестве иммуногена. Та


кое свойство эти соединения приоб


ретают после коньюгирования с

белками
носителями [49]. Для ряда

микотоксинов (Т2, афлатоксин, зеа


раленон та охратоксин) имеются

коммерческие препараты антител, а

для патулина и выше указанных ми


котоксинов разработаны и тест
на


боры на основе ELISA
метода

(Sigma, США). Сообщается [50] и о

получении поликлональных анти


тел к патулину, хотя их специфич


ность остается не высокой. К сожа


лению, коммерческих препаратов

моноклональных антител к данному

микотоксину нам не удалось выя


вить, несмотря на большой интерес

практики к постановке различных

видов иммунохимического анализа,

включая и его инструментальные, а

именно, биосенсорные разновид


ности, о которые речь будет идти

ниже. Как уже сообщалось [14, 15],

изотопный анализ патулина позво


ляет выявлять этот микотоксин при

концентрации 12 нг/см3 . 

2.4. Современные инструменталь�
ные методы экспрессного анализа.

Сегодняшние требования прак


тики к методам контроля качества

пищевых продуктов резко возросли.

Они включают целый ряд положе


ний, а именно, высокий уровень из


бирательности и чувствительности

анализа, его экспрессность и низ


кую себестоимость, возможность

проведения обследований в поле


вых условиях, в режимах on line и of

line. Кроме того, весьма важным яв


ляется возможность одновременной

проверки нескольких однотипных

образцов или образцов разного про


исхождения и, наконец, обеспече


ние электронной обработки полу


ченных результатов, а также их авто


матическая передача в специализи


рованные лаборатории и контроли


рующие инстанции. Выполнение

всех этих требований возможно с

разработкой и внедрением принци


пиально новых инструментальных

аналитических средств. К таким

перспективным средствам можно

уверенно отнести те, которые бази


руются на принципах биосенсори


ки. Они наиболее полно приближа


ются ко всему комплексу жестких

требований практики не только в

области биотехнологий, но и меди


цинской диагностики и экологичес


кого мониторинга [51
56]. К настоя


щему времени разработаны иммун


ные биосенсоры для определения в

воде и продуктах питания содержа


ния ряда низкомолекулярных ток


сических веществ, таких как: тяже


лые металлы, фосфорорганические

пестициды, атразин, симазин, но


нилфенол и Т2 микотоксин [57
60].

К сожалению, в литературе мы не

обнаружили сведений о разработке

биосенсоров для контроля уровня

патулина, но таковые имеются для

ряда других микотоксинов, вклю


чая: Т2 микотоксина, афлатоксина и

деоксиниваленола [61
63]. Чтобы

представить возможности биосен


сорного контроля микотоксинов во


обще, ниже мы рассмотрим имею


щиеся сведения в этом отношении.

Это необходимо сделать с той точки

зрения, что принципиально биосен


сорное определение патулина не бу


дет принципиально отличаться о то


го, которое разработано для других

микотоксинов. Поэтому важно

знать, а что же оно дает при контро


ле уровня низкомолекулярных ток


синов в объектах окружающей сре


ды и что можно ожидать от него в

случае применения для обнаруже


ния патулина. Следует, прежде все


го, отметить, что почти все предло


женные биосенсорные устройства

для контроля микотоксинов явля


ются оптическими и базируются на

использовании явления поверхно


стного плазмонного резонанса

(ППР) или элипсометрии полного

внутреннего отражения (TIRE). 

Так, для определения афлаток


сина разработан биосенсор на осно


ве ППР и он испытан при выполне


ние анализа в двух алгоритмах.

"Конкурентный", когда свободный

микотоксин в растворе и его конью


гат с белком конкурировали за анти


тела, иммобилизованные на поверх


ности оптического преобразователя.

"Ингибиторный", когда образец с

микотоксином смешивался со спе


цифическими антителами, а остав


шаяся не прореагировавшая их

часть, связывалась с коньюгатом,

предварительно сорбированном на

поверхности того же типа преобра


зователя [61]. В обоих случая ис


пользовали поликлональные анти


тела. Линейные области откликов

биосенсора были 12,0 — 25000

нг/см3 и 3,0 — 98,0 нг/см3 для "кон


курентного" и "ингибиторного" ана


лизов соответственно. Специфич


ность анализа зависела от специ


фичности использованных антител

(Табл. 3). После каждого анализа

поверхность биосенсора регенериро


вали с помощью 1 М этаноламина с

20% ацетонитрилом, рН 12,0. Общее

время анализа составляло в пределах

20
30 мин.

В случае анализа афлатоксина

прямым способом, когда иммоби


лизованные специфические антите


ла взаимодействовали с указанным

токсином, а результат этого взаимо


действия регистрировали с по


мощью ППР, удавалось достичь

чувствительности 50 нг/мл [57]. При

этом общее время анализа составля


ло 10 мин. 

Для определения деоксинивале


нола был разработан такой же тип

иммунного биосенсора, а анализ

выполняли "конкурентным" спосо


бом, когда данный микотоксин был

коньюгирован с казеином и иммо


билизован на поверхности оптичес


кого преобразователя [63]. В данном

случае использовали моноклональ


ные антитела. Установлено, что оп


тимальная область определяемых

концентраций составляет 2,5


30 нг/см3. Для анализа готовили об


разцы экстракцией 80% ацетонит


рилом с последующим их 10 крат


ным разбавлением буфером. Пове


Афлатоксин % перекреста Афлатоксин % перекреста

В1 100 M1 35,09

В2 67,5 M2 1,67

G1 65,5 B2a 33,41

G2 50,13 G2a 15,53

Таблица 3

Перекрестные реакции антител к афлатоксину В1 к другим
разновидностям афлатоксина
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рхность биосенсора регенерировали

6 М гуанидинхлоридом и последо


вательно использовали до 500 раз.

Сравнительная эффективность ра


боты биосенсора с традиционным

методом жидкостной хроматогра


фии в комбинации с масс
спектрос


копией (ЖХ и МС) приведена в

табл. 4. Полученные результаты де


монстрируют относительно удов


летворительное совпадение, харак


терное для небольших выборок

(n=4). 

Что касается иммунобиосенсор


ного анализа Т2 микотоксина, то

было установлено следующее [60,

64]. В случае ППР иммунного био


сенсора и "прямого" анализа мини


мальное количество микотоксина,

которое удавалось выявить, состав


ляло 100 нг/см3. При "конкурент


ном" анализе достигалась чувстви


тельность на уровне 10 нг/см3.

Приблизительно такой же она была,

когда применяли так называемый

анализ "донасыщения", который на


поминал описанный выше "конку


рентный" анализ. Причем во всех

случаях уровни чувствительности

были сопоставимы как с использо


ванием моно
, так и поликлональ


ных антител, хотя диапазон регист


рируемых концентраций был значи


тельно шире в последнем случае.

Чувствительность иммунного био


сенсора на основе TIRE была значи


тельно больше, чем установленные

выше уровне. Даже при выполнении

"прямого" анализа, она составляла

0,15 нг/см3. Безусловно, что поста


новка "прямого" анализа значитель


но проще, чем остальных вариантов.

К тому же общее время его проведе


ния занимает лишь около 10 мин,

что тоже существенно меньше, чем

для остальных. В последнее время

[65] разработаны и условия поста


новки иммунного биосенсора на ос


нове пьезокристаллов. Чувствитель


ность такого биосенсора достигала

уровня в 0,15 нг/мл при выполне


нии "прямого" анализа.

Весьма интересным в рассмат


риваемом плане является проточно


инжекционный иммуноанализ с

флуоресцентной детекцией для вы


явления фумонизина В1 и В2 в куку


рузе [66]. Его чувствительность сос


тавляла 1 мг/кг.

Заключение
Изложенный выше анализ суще


ствующих сведений литературы дает

основание сделать соедующее зак


лючение. Во
первых, патулин явля


ется одним из широко распростра


ненных весьма неблагоприятных

для организма микотоксинов, уро


вень которого должен быть строго

регламентирован и постоянно конт


ролироваться в продуктах питания

и, особенно, во фруктах и изделиях

из них. На сегодня основными сред


ствами контроля этого микотоксина

является жидкостная хроматогра


фия с масс
спектроскопией. Однако

их ограничения в отношении опера


тивности выполнения анализа и его

стоимости не позволяют осущес


твлять широкий скрининг и произ


водить проверки качества продуктов

в полевых условиях, в режимах on

line и of line. Перспектива соверше


нствования аналитических средств

лежит в развитии иммунохимичес


кого анализа и современного нап


равления инструментального ана


лиза на основе достижений биосен


сорики. Сделанные шаги в отноше


нии последнего демонстрируют ши


рокие возможности биосенсоров

для выполнения самых строгих тре


бований практики при контроле

уровня микотоксинов, в том числе и

патулина. Это, прежде всего, касает


ся чувствительности анализа,

экспрессности, простоты и деше


визны его выполнения. 

Образец

Результат анализа (мкг/кг) с
помощью Различие, %

ЖХ и МС Биосенсора*

1 870 951 (8,0) 9

2 250 331 (4,4) 28

3 170 201 (7,2) 17

4 760 983 (6,1) 26

5 415 297 (7,2) 
33

6 1115 1148 (4,3) 3

7 180 165 (1,3) 
9

8 1370 1379 (14,1) 1

9 900** 1359 (14,4) 41

10 595** 1051 (9,0) 55

Таблица 4

Сравнение результатов анализа деоксиниваленола с помощью
иммунного биосенсора и традиционного метода (ЖХ и МС)

Примечание: 1 —*в скобках — стандартное отклонение; 

2 — **анализ предварительно высушенных образцов.
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М. Ф. Стародуб, Л. М. Пилипенко,
А. В. Егорова, І. В. Пилипенко 

МИКОТОСИН ПАТУЛІН: ПРОДУЦЕНТИ,
БІОЛОГІЧНА ДІЯ, ІНДИКАЦІЯ В ХАРЧОВИХ

ПРОДУКТАХ
Розглянуті існуючі дані літератури, щодо продуцентів міко


токсину патуліну та його біологічної дії. Проаналізовано мето


дичні підходи, що традиційно використовуються для його вияв


лення, приділена основна увага сучасним інструментальним ме


тодам аналізу на основі принципів біосенсорики.

N. F. Starodub, L. N. Pilipenko,
А. V. Egorova, I. V. Pilipenko

PATULIN MYCOTOXIN: PRODUCERS, BIOLOGI#
CAL EFFECTS, INDICATION IN FOODDSTUFFS

The existing data  literature data about micotoxin patuline producers

and it biological effects were considered. The methodical approaches that

are traditionally used for this micotoxin revealing were analyzed. The

main attention to modern instrumental methods of analysis based on the

principles of biosensorics was given.
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