CH 8.3. Stanovenie aflatoxinov B1, B2, G1 a G2 v orieSkoch

1. Pévod metédy
BAKERBOND Application Note ,FF-014/ Trucksess,et.al,J.Assoc.Off.Anal.Chem.
67/5/973975,1984.

2. Princip metody

Metdda je vhodna na rychle analyzy aflatoxinov v potravinach. Zo vzoriek sa extrahuju
aflatoxiny zmesou rozpustadiel a zakoncentrujii sa pomocou extrakcie na tuhej faze. Po
vymyti aflatoxinov zmesou chloroform : acetén sa roztok odpari dosucha a odparok sa
rozpusti v metanole a nastrekuje sa do HPLC. Detekcia je na DAD pri UV 365 nm a
konfirmacia na FLD

s programovatel'nou vlnovou diZkou.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material
kolonky SPE

Silikagél,Octadecyl Cig

SPE manifold,

250 ml kadicka,

5 ml skimavka,

vodna vyveva,

kvapalinovy chromatograf HP 1090.

4. Zoznam chemikalii
Chloroform,
dichléormetan,
metanol,

benzén,

aceton,

hexan,

dietyléter,
redestilovana voda,
NaCl,

aflatoxiny (Supelco).

5. Priprava vzoriek/oriesky, syry, arasidové maslo
Vzorka sa homogenizuje a vytrepava so zmesou metanol : voda. Zmes sa prefiltruje a
odoberie sa 40 ml filtratu. K odobratému filtratu sa prida vodny roztok NaCl. Vyzrazané tuky
sa extrahuju. Kolonka SPE — Silikagél sa premyje 3 ml hexdnu a 3 ml dichlérmetanu.
Rozpusteny odparok sa nechd za mierneho vadkua pretiect SPE kolonkou . Zachytené
aflatoxiny sa vymyvaji zmesou chloroform : aceton.

Obilniny
50 g vzorky sa zhomogenizuje a nasledne extrahuje dvakrat 50 ml chloroformu.
Chloroformovy podiel sa oddeli a chloroform sa odpari dosucha

6. Podmienky stanovenia
Koloéna: LiChrospher C;g,endcapped, Symmetry



Mobilna faza: acetonitril : metanol : voda

Prietok mobilnej fazy: 0,5 ml/ min pre kolénu LiChrom, 1,1 ml / min pre kolénu Symmetry
Detektor: UV, 365 nm

Injekény objem: 40 ul

Teplota: 40° C



CH 8.3.

Stanovenie aflatoxinov HPLC/FLD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa extrahuje zmesou metanol-voda, extrakt sa precistuje na imunoafinitnej kolonke a
nasledne sa analyzuje na chromatografickej kolone so zakotvenou reverznou fazou..
Meranie aflatoxinov B, G sa realizuje fluorescenénou detekciou s pouzitim
postkolonovej derivatizacie. Aflatoxin M; sa stanovuje fluorescenénou detekciou bez
post- kolonovej derivatizacie.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodnd na stanovenie aflatoxinov B, G v orechoch, kéve, v mike a vyrobkoch
z muky, v rastlinnych produktoch, pive, peceni, v krmivach a aflatoxinu M; v susenom a
kvapalnom mlieku.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 chlorid sodny p.a.

3.1.2 metanol gradient grade

3.1.3 acetonitril gradiet grade

3.1.4 deionizovana voda

3.1.5 jod p.a. sublimovany

3.1.6 chlorid draselny p.a.

3.1.7 KH3POq p.a.

3.1.8 NaHPO, . 12H,0

3.1.9 Phosphate buffered saline tablets
3.1.10 kys.chlorovodikova 37% p.a

3.1.11 hydroxid sodny p.a.

3.1.12 standard: Aflatoxins Bj, By, G1, G, (zmesny Standard — kazdy aflatoxin 250 ng/ml)
3.1.13 standard: Aflatoxin M; (1000 ng/ml)
3.1.14 chloramin

3.1.15 acetén p.a.

3.1.16 destilovana voda

3.1.17 Thimerosal USP

3.2 Roztoky a reagencie




3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.2.4

3.25

3.2.6

3.2.7

3.2.8

3.2.9

3.2.10

3.2.11

extrakénd zmes - metanol: voda (60:40) (do 1 I odmernej banky preniest 600 ml
metanolu (3.1.2) adoplnit’ po rysku deionizovanou vodou) (3.1.4), pripravuje sa
cerstva.

metanol: voda (1:1) ( do 100ml odmernej banky preniest 50ml metanolu (3.1.2)
a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.4)), roztok pripravovat’ vzdy Cerstvy
mobilnd fiza - acetonitril : metanol : voda (22:22:56) (do 1 1 odmernej banky preniest,
220 ml acetonitrilu (3.1.3), 220 ml metanolu (3.1.2) a po rysku doplnit’ deionizovanou
vodou (3.1.4)), doba expiracie: 1mesiac

eluéna zmes M1 - metanol:acetonitril (20:30) (do 50 ml odmernej banky preniest’ 20
ml metanolu (3.1.2) a doplnit’ po rysku acetonitrilom (3.1.3)), roztok pripravovat’ vzdy
cerstvy

saturovany jod v destilovanej vode (100 mg I, (3.1.5) rozpustit' v kadicke v 2ml
metanolu (3.1.2), doplnit do 200 ml deionizovanou vodou (3.1.4), nechat na
ultrazvukovom kupeli 20 min., prefiltrovat’ cez Whatman 4, roztok pripravovat’ vzdy
cerstvy

0,1M HCI ( 8,3ml 37% HCI (3.1.10) preniest’ do 1 1 odmernej banky a doplnit’ po
rysku destilovanou vodou (3.1.16)), doba expiracie: Imesiac

0,1M NaOH ( navazit' 0,4g NaOH (3.1.11), rozpustit’ v redestilovanej vode (3.1.16),
preniest do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po rysku destilovanou vodou), doba
expiracie: 1mesiac

PBS pufer, pH 7.4 (1 tabletku Phosphate buffered saline tablets (3.1.9) rozpustit’
v 100ml redestilovanej vody(3.1.4))

10% chloramin (navazit' 100g chloraminu(3.1.13) do 11 odmernej banky, rozpustit’
v destilovanej vode (3.1.16) a doplnit’ do objemu 1 1)

5% aceton (25ml acetoénu (3.1.14) preniest’ do 500ml odmernej banky a doplnit’ po
rysku destilovanou vodou (3.1.16))

0,01% thimerosal - navazit' 100mg thimerosalu (3.1.17), rozpustit’ v destilovanej vode
a doplnit’ v 1 | odmernej banke po rysku.

3.3 Standardné roztoky

3.3.1

Zasobné roztoky Standardov

Zasobny zmesny roztok aflatoxinov By, By, G1, G, (3.1.11) ma koncentraciu kazdého analytu
250 ng/ml.
Zasobny roztok Mj (3.1.12) ma koncentraciu 1000 ng/ml.

3.3.2

Zakladné roztoky Standardov aflatoxinov

3.3.2.1 Zakladny roztok aflatoxinov B, G ZR1 (5 pg/l)

Do 25 ml odmernej banky napipetovat’ 500 pl zo zasobného zmesného roztoku aflatoxinov
B1,B2,G1,G2 (ABG) (3.1.11) adoplnit po rysku zmesou metanol : voda (1:1) (3.2.2).
Pripravovat’ vzdy Cerstvy pred kazdym meranim.



3.3.2.2 Zakladny roztok aflatoxinu M1 ZR2 (2 pug/l)

Do 25 ml odmernej banky napipetovat’ 50 pl zo zasobného roztoku aflatoxinu M; (AM)
(3.1.12) a doplnit’ po rysku zmesou metanol : voda (1:1) (3.2.2). Pripravovat’ vzdy Cerstvy
pred kazdym meranim.

3.3.3  Kalibra¢né roztoky

3.3.3.1 Kalibra¢né roztoky aflatoxinov B, G
Napipetovat’ do 10 ml odmernych baniek objemy zékladného roztoku aflatoxinov B1,B,,G1,G>
(ZR1) podrla tabul’ky 1 a doplnit’ zmesou metanol : voda (1:1) (3.2.2) po rysku.

Tabulka 1 Priprava kalibra¢nych roztokov aflatoxinov B, G

Koncentracia aflatoxinov Oznacenie Pridavok zo zakladného
B,G (png/l) roztoku roztoku ZR1 (ml)
0,5 BG1 1
1 BG2 2
15 BG3 3
2 BG4 4
5 BG5 10

Kalibraéné roztoky aflatoxinov B, G pripravovat Cerstvé pred kazdym meranim.
3.3.3.2 Kalibra¢né roztoky aflatoxinu M;
Napipetovat’ do 10 ml odmernych baniek objemy zakladného roztoku aflatoxinu M;

(ZR2) podra tabul’ky 2 a doplnit’ zmesou metanol : voda (1:1) (3.2.2) po rysku.

Tabul'ka 2 Priprava kalibra¢nych roztokov aflatoxinu M;

Koncentracia aflatoxinu M; Oznadenie Pridavok zo zakladného
(ng/l roztoku roztoku ZR2 (ml)
0,2 M1 1
0,5 M2 2,5
1 M3 5
15 M4 7,5
2 M5 10

Kalibra¢né roztoky aflatoxinu M; pripravovat Cerstvé pred kazdym meranim.

3.4 Dekontaminacia

Sklo dekontaminovat’ ponorenim do roztoku 10% chloraminu (3.2.9) najmenej na 30
minut, potom do roztoku 5% aceténu(3.2.10) na 30minut. Potom starostlivo preplachnut’
destilovanou vodou. Sklo néasledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratorne sklo.



Reagencie (Standardy, extrakty spike vzoriek) dekontaminovat’ vyliatim do 10% roztoku
chloraminu (3.2.9), po 30 minutach pridat’ roztok 5% aceténu (3.2.10). Zberat’ do zbernych
nadob.

4 PRISTROJE A POMOCKY

Ovladanie pristrojov a zariadeni je uvedené v SPP 1.2.01

4.1 kvapalinovy chromatograf s fluorescencnym detektorom
4.2  ultrazvukovy kapel

4.3 homogenizator Ultraturax

4.4  peristaltické cerpadlo

4.5 laboratorne odmerné sklo

4.6 odstredivka

4.7 imunoafinitné kolonky

4.8 mlyn ROMER Mills

4.9 filtrany papier

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 Vypocet jedlého podielu u vzoriek so Skrupinou

Zobrat’ 100 kusov orieskov nahodne vybratych zo vzorky, vyluskat’ a vazenim zistit’ obsah
jedlého podielu.

hmotnost’ 100ks orieSkov bez Skrupiny
jedly podiel (%) = x 100
hmotnost’ 100ks orieskov so Skrupinou

5.2 Priprava vzorky pre kontrolu kvality merania

5.2.1  Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky orieSkov a ostatnych tuhych
matric pre stanovenie aflatoxinov B, G

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji na Urovni
ustanovené¢ho MRL, podl'a tabul’ky 3:

Komodita MRL - Aflatox. B1 MRL - Suma Aflatox.
(ng/kg) (ng/kg)

Arasidy 2,0 4.0
Pistacie, Mandle 8,0 10,0
Lieskovce, Para orechy 5,0 10,0
Koreniny (paprika ) 5,0 10,0
Susené ovocie 2,0 4,0
Obilie 2,0 4,0




Pozn.: Platnost’ od 9.3.2010, novela NK 1881/2006

Navazit' 50 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ zmesny Standard aflatoxinov o koncentracii
250 ng/ml ABG (3.1.11) podl'a tabul’ky 4. Zmixovat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 15 minut
a pokracovat’ podl'a procediry 5.3.1.2.

Tabulka 4 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky pre stanovenie aflatoxinov B,G

Koncentracia aflatoxinov B; By, Pridavok roztoku
Gi, Gy vo vzorke (pg/kg) ABG ()
0 0
2,0 400
5,0 1000
8,0 1600

5.2.2 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky mlieka pre stanovenie aflatoxinu
M,

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuji na urovni
ustanovené¢ho MRL (0,05ug/kg).

Zobrat 50 ml vzorky mlieka. Pridat’ Standard aflatoxinu M; 0 koncentracii 1000 ng/ml
AM(3.1.12) podla tabulky 5. Zmixovat na Vortexe a pokracovat’ podla bodu 5.4.2
Precistenie extraktu pri stanoveni aflatoxinu M.

Tabul'ka 5 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky pre stanovenie aflatoxinu M;

Koncentracia aflatoxinu M Pridavok roztoku
vo vzorke ( pg/kg ) AM (pnl)
0 0
0,05 2,5

5.3  Priprava vzoriek
5.3.1  Priprava vzorky pre stanovenie aflatoxinov Bs, By, G, G

Pocas pripravy a spracovania laboratérnych vzoriek je potrebné ¢o najviac vylac¢it denné
svetlo ( priprava v miestnosti s minimalnym pristupom denného svetla ), pretoze aflatoxiny sa
postupne vplyvom ultrafialového svetla rozklada.

Navazit 50 g zhomogenizovanej vzorky (5.1.2). U vzorky, pri ktorej bola pri
homogenizacii pridana voda, navazit’ preratané mnozstvo vzorky ( na 50g v pévodnej hmote
), tmerné mnozstvu pridanej vody.

Pridat’ 4 g NaCl (3.1.1) .Vzorku extrahovat’ 250ml zmesi metanol : voda (60:40)
(3.2.1) za pomoci Ultraturaxu. U vzorky, pri ktorej bola pri homogenizacii pridana voda, pri
extrakcii znizit mnoZzstvo vody v extrakénej zmesi o objem pouzity pri homogenizacii.
Nasledne prefiltrovat’ cez Whatman 4 asi v objeme 50 ml. Zobrat' 10 ml filtratu, nariedit’
s 10ml PBS pufru (3.2.8).

Pivo odplynit’ na ultrazvuku a nariedit’ 1:1 s deionizovanou vodou (3.1.4). Dalej postupovat’
podla bodu 5.4 Precistenie extraktov.



5.3.2 Priprava vzorky pre stanovenie aflatoxinu M;

Tekuté mlicko zohriat’ na teplotu 35 - 370C, priblizne 60ml prefiltrovat, podla potreby
odstredit’ 5 min. pri 20 000 ota¢./min.
Susené mlieko sa musi najskor obnovit: navazit’ 10 g sus. mlieka do 100ml odmerného valca.

Pridat’ deionizovanti vodu o teplote 35 - 400C do objemu 100ml, dobre premiesat’. Takto
obnovené mlieko prefiltrovat’, podla potreby odstredit’ 5 min. pri 20 000 otac./min.
Smotana 33%, kondenzované mlieko: navazit’ 20g vzorky do 100ml odmerného valca, zriedit’

deionizovanou vodou o teplote 35 - 400C do objemu 100ml. Prefiltrovat’, podl'a potreby
odstredit’ 5 min. pri 20 000 ota¢./min.
Smotana 10%,: navazit 25g vzorky do 50ml odmerného valca, zriedit' deionizovanou vodou

o teplote 35 - 400C do objemu 50ml. Prefiltrovat’, podl'a potreby odstredit’ 5 min. pri 20 000
otac./min.

5.4 Predistenie extraktov
54.1  Predistenie extraktov pri stanoveni aflatoxinov By, By, G1, G,

Vybrat’ koléonku AFLAPREP B, G (4.11) z chladnicky a vytemperovat’ na izbovu teplotu.
Aplikovat’ 10 ml zriedeného extraktu (5.3.1) vzorky na kolonku rychlostou asi 2 ml/min
pomocou zariadenia na SPE. Potom kolonku preplachnut’ 2x s 10 ml destilovanej (3.1.15)
vody rychlost’ou Sml/min.
Rezidud eluovat’ s 1 ml metanolu (3.1.2) s rychlostou 1 kvapka/s. Vyeluovany roztok spétne
nasat’ na napln kolonky a opét prekvapkat. Spitné kvapkanie vykonat’ 2-krat. Potom
prekvapkat’ cez naplin eSte 1 ml destilovanej vody (3.1.15).

Do série vzoriek sa zarad'uje aj tkz. slepy pokus, ¢o je vlastne zmes 10ml roztoku
PBS(3.2.8) a 10ml extrakénej zmesi (3.2.1).

54.2 Precistenie extraktov pri stanoveni aflatoxinu M3

Vybrat’ kolonku AFLAPREP M (4.12) z chladnicky a zohriat’ na izbovu teplotu. Nasat’ cez
kolonku 50 ml tekutého prefiltrovaného mlieka, u suSeného mlieka 50ml obnoveného
prefiltrovaného mlieka, u smotany 10% a 33% a u kondenzovaného mlieka 50ml zriedenej
prefiltrovanej vzorky rychlostou 2-3ml/min.. Preplachnut 2x 10 ml vody rychlost'ou
5ml/min. Eluovat’' s 1,25 ml zmesi metanol-acetonitril (20:30)(3.2.4) rychlost'ou 1kvapka/2-
3sekundy. Vykonat’ spitné kvapkanie 2-krat: vyeluovany roztok spétne nasat’ cez napli
kolonky a opat’ prekvapkat. Potom prekvapkat’ cez naplii eSte 1,25 ml destilovane; vody
(3.1.15).

5.5 Chromatograficka analyza
LC-podmienky

chromatograficka koléona — C18

teplota kolony: 30°C

mobilna faza - voda : acetonitril : metanol
prietok: 1 ml/min.

nastrek: 50 pl



5.4.1 Nastavenie FLD pre aflatoxiny By B, G; G

excita¢na vlnova dizka 360 nm
emisna vlnova dlzka 444 nm

5.4.2 Postkolonova derivatizacia pre aflatoxiny By By Gi G
prietok saturovaného jodu: 0.4 ml/min

5.4.3 Nastavenie FLD pre aflatoxin M1
excita¢na vlnova dlZzka 360 nm
emisna vlnova dizka 430 nm

Poznamka: Prili§ velké kolisanie teploty sposobuje postivanie retenénych casov pikov.
Povolend Grovei je: +£5% relativnych (tzv. windows). Preto je vhodné dodrzat’ stalu teplotu
laboratodria kde sa meracie zariadenie nachadza. Kontrola teploty tohto priestoru sa pravidelne
vykonéava a zaznamenava v zadzname ¢.33/C/3-1.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je umernd hodnotdm plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.

Cv=0Cs. R (ngke)

Cy - koncentracia analytu v ug/kg
Cs - koncentrécia analytu ur¢ena z kalibracnej krivky (pg /1)

R - stupen riedenia

Vysledky merani su prepocitané na vytaznost’ metody ( korekcia na recovery ).
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HPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia/
FLD — fluorescencny detektor

LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

SD - vyberova smerodajna odchylka

SPE - solid phase extraction

10



CH 8.3. Stanovenie aflatoxinu B1 a sumy aflatoxinov B1, B2, G1 a G2 v pozivatinach a v

1

krmivach metédou HPLC

Urcenie metody

Metdda je pouzitel'nd na analyzu aflatoxinov v pozivatinach a v krmivach.

2

Princip metody

Vzorky sa extrahuju zmesou metanol/voda, extrakt sa prefiltruje, alikvotna cast’ filtratu sa

precisti na imunoafinitnej Cistiacej kolonke. Aflatoxiny sa vyeluuju z kolonky metanolom

a vodou. Analyzuju sa na reverznej fdze metdédou HPLC s pouzitim fluorescencnej detekcie

s postkolonovou derivatizaciou aflatoxinov B1 a G1.

3 Pomocky

3.1 Pristroje a zariadenia

laboratérne sklo: Petriho misky, kadi¢ky, odmerné valce, pipety, Erlenmayerove
banky, Biichnerov lievik

vakuové zariadenie na imunoafinitné kolonky

turbomixér alebo mixér so sklenenou nadobou

filtracny papier so sklenenymi vlaknami

imunoafinitné Cistiace kolonky

3.2 Chemikalie a roztoky

PouZzivaju sa len chemikalie oznacené p.a. alebo Cistoty HPLC

acetonitril

methanol

kyselina dusi¢na, roztok, ¢ = 4 mol/I
bromid draselny

n-hexan

redestilovana voda

11



- chlorid sodny

- extrakéné Cinidlo, metanol/voda, roztok 70 %

- slany fosfore¢nanovy tlmivy roztok (PBS)

- zakladné Standardy jednotlivych aflatoxinov 0 koncentracii 3 pg/ml

- zasobné roztoky Standardov jednotlivych aflatoxinov 0 koncentracii 120 ng/ml

- zasobny zmesny roztok Standardov aflatoxinov 0 koncentricii: 12 ng/ml aflatoxinu
B1, 12 ng/ml aflatoxinu B2, 12 ng/ml aflatoxinu G1, 12 ng/ml aflatoxinu G2

- pracovné roztoky Standardov aflatoxinov na kalibraé¢né krivky

Dekontaminacia laboratérneho skla a roztokov obsahujtcich aflatoxiny sa robi v roztoku
pripravenom z 5 litrov vody, 100 g chloraminu a 200 ml acetonu. (laboratérne sklo sa

umiestni do roztoku na noc).

4 Pracovny postup

4.1 Priprava vzorky na analyzu

Vzorka ur¢ena na analyzu sa pripravi jednym z postupov uvedenych v Prilohe ¢. 2 k Vynosu
MP SR ¢. 1497/4/1997-100 (krmiva) alebo podla Nariadenia Komisie ES ¢. 401/2006
(potraviny)

4.2 Kontrolna vzorka a slepa vzorka
S kazdou sadou vzoriek sa analyzuje slepd vzorka, ¢o je kompletny pracovny postup bez

vzorky.

4.3 Priprava extraktu vzorky

4.3.1. Orechy, pistacie, mandle, araSidy a olejnaté semena

Do sklenenej nddoby vhodného objemu sa navazi 25 g vzorky. Do vzorky sa pridad 5
g chloridu sodného, 200 ml extrakéného ¢inidla a 100ml n-hexanu. Vzorka s extrakénym
¢inidlom sa homogenizuje pocas 3 minut v turbomixéri. Pri pistaciach pridavame len 100 ml
extrakéného ¢inidla s 50 ml n-hexanu a homogenizuji sa v mixéri so sklenenou nadobou 3

minuty.

12



Do skleneného lievika sa vlozi filtratny papier so sklenenymi vldknami.
Zhomogenizovana vzorka sa prefiltruje a filtrat sa zachyti. Z filtratu sa odpipetuje 10 ml,
prida sa 60 ml roztoku PBS , takto nariedeny filtrat sa pouZzije na d’alSie stanovenie.

Kvoli zékalu filtrat sa eSte jeden krat prefiltruje cez filtracny papier so sklenenymi

vlaknami a pouzije sa 50ml zachyteného filtratu.

4.3.2. Figy, hrozienka a susené ovocie

Do sklenenej nadoby vhodného objemu sa navazi 25 g vzorky (ak sa navazuje zmes
vzorky s vodou, navazka sa zvoli tak, aby obsahovala priblizne 25 g vzorky), s presnostou na
0,001 g. Do vzorky sa prida 5 g chloridu sodného a 300 ml extrakéného ¢inidla. Vzorka
s extrakénym ¢inidlom sa homogenizuje pocas 3 mintt v turbomixéri.

Do sklenené¢ho lievika sa vlozi filtracny papier so sklenenymi vldknami.
Zhomogenizovana vzorka sa prefiltruje a filtrat sa zachyti. Z filtratu sa odpipetuje 10 ml,
prida sa 60 ml roztoku PBS. Kvoli zakalu sa filtrat este jeden krat prefiltruje cez filtracny

papier so sklenenymi vldknami a pouzije sa 50ml zachyteného filtratu.

4.3.3. Korenie a koreniace zmesi

Do sklenenej nddoby vhodného objemu sa navazi 5 g vzorky s presnostou na 0,001g.
Do vzorky sa prida 5 g chloridu sodného a 300 ml extrakéného ¢inidla. Vzorka s extrakénym
¢inidlom sa homogenizuje poc¢as 30 mintt na trepacke.

Do skleneného lievika sa vlozi filtraény papier so sklenenymi vladknami.
Zhomogenizovana vzorka sa prefiltruje a filtrat sa zachyti. Z filtratu sa odpipetuje 10 ml,
prida sa 60 ml roztoku PBS, takto nariedeny filtrat sa eSte jeden krat prefiltruje cez filtracny

papier so sklenenymi vlaknami a 50ml zachyteného filtratu sa pouZije na d’alSie stanovenie

4.3.4. Ostatné vzorky — pekarenské vyrobky, obilniny, ryZa, mleta paprika a krmiva
Do sklenenej nadoby vhodného objemu sa navazi 25 g vzorky (ak sa navazuje zmes
vzorky s vodou, navazka sa zvoli tak, aby obsahovala priblizne 25 g vzorky), s presnostou na
0,001 g. Pri paprike sa navazuje 5 g.
Do vzorky sa pridd 5 g chloridu sodného a 125 ml extrakéného cinidla. Vzorka
S extrakénym cinidlom sa homogenizuje po€as 2 minlt v turbomixéri alebo v mixéri so

sklenenou nadobou.
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Do skleneného lievika sa vlozi filtracny papier so sklenenymi vldknami. Zhomogenizovana
vzorka sa prefiltruje a filtrdt sa zachyti. Z filtratu sa odpipetuje 15 ml, pridd sa 30 ml

redestilovanej vody, znova sa prefiltruje a filtrat sa pouzije na d’alSie stanovenie

4.4 Cistenie filtratu na imunoafinitnej éistiacej kolénke

4.4.1 Cistenie filtratu na imunoafinitnej Cistiacej kolénke pre komodity pripravené
podla 4.3.1,4.3.2 a4.3.3

Imunoafinitnd Cistiaca kolonka sa nechd vytemperovat’ na laboratornu teplotu, potom sa
pripoji na vakuovy systém a na kolonku sa pripoji zasobnik.. Koldna sa aktivuje 2x10ml PBS.
Na kolonku sa pipetou prenesie 70 ml zriedeného filtratu a necha sa pretiect’ cez kolonku pri
ustalenom prietoku; prietokova rychlost’ musi byt 1 az 2 kvapky za sekundu. Po preteceni
filtratu sa kolonka premyje 2x10 ml redestilovanej vody.

Zasobnik sa odstrani a aflatoxiny sa z kolonky vymyju s 0,5 ml metanolu as 0,75 ml
metanolu a postupne s redestilovanou vodou 1 ml, 1ml a 0,75ml. Takto pripraveny extrakt sa

pouZije na stanovenie.

4.4.2 Cistenie filtratu na imunoafinitnej Cistiacej kolénke pre komodity pripravené
podla 4.3.4

Imunoafinitnad cistiaca kolonka sa necha vytemperovat na laboratdérnu teplotu, potom sa
pripoji na vakuovy systém a na koldnku sa pripoji zasobnik. Na kolonku sa pipetou prenesie
20 ml filtratu a necha sa pretiect’ cez kolonku pri ustdlenom prietoku. Po prete€eni filtratu
sa kolonka premyje 10 ml redestilovanej vody.

Zésobnik sa odstrani a aflatoxiny sa z kolonky vymyju 1 ml metanolu a 1 ml redestilovanej

vody. Takto pripraveny extrakt sa pouZije na stanovenie.
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4.5 Meranie
45.1 Priprava merania
Pred meranim sa separacna kolona premyje (prekondiciovanie):
- metanolom (100%), 20 min.
- zmesou metanol/voda (50/50), 20 min.
- mobilnou fazou
- pripoji sa Kobra cela a mobilna faza sa neché pretekat’ cez Kobra celu pocas 30 minut,

potom je pristroj pripraveny na meranie

4.5.2 Meranie
Spravna funkcia pristroja sa overi zmeranim a vyhodnotenim niektorého Standardu
kalibracnej krivky.

Po overeni spravnej funkcie pristroja a systému sa nastrekna vzorky.

4.6 Skoncenie merania
Po skonceni merania sa Kobra cela odpoji a premyje sa vodou.
Analyticka kolona sa premyje (postkondiciovanie):

- zmesou metanol/voda (20/80), 20 min.

- metanolom (100%), 20 min.

5 Vyhodnotenie nameranych idajov

Mnozstvo kazdého aflatoxinu X v pg/kg sa vypocita podl'a nasledujucej rovnice:

X=c.F

v ktorej:
c je mnozstvo aflatoxinu v analyzovanej vzorke, uvedené v chromatograme po

zintegrovani piku, v ng/ml
F je faktor riedenia vzorky v procese analyzy

Vex . R. Vv

F=

M . Vk

Vex — Objem extrakéného ¢inidla
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VV — Objem, ktorym sa analyt vytesnil z kolonky

R — Nasobok riedenia filtratu (napr., pri riedeni 10+ 60 je R=7)
Vk —Objem filtratu aky sa daval na koloénu

M —navéazka v ¢

6 Literatira

- STN EN 12955 Pozivatiny. Stanovenie aflatoxinu B1 a sumy aflatoxinov B1, B2, G1,
G2 v obilninach, Skrupinovom ovoci a vyrobkoch znich. Metdéda vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie s postkolonovou derivatizaciou a predéistenim na
imunoafinitnej kolone.

- STN EN 14123 Pozivatiny. Stanovenie aflatoxinu B1 a sumy aflatoxinov B1, B2, G1,
G2 v lieskovych orieskach, figich amletej paprike. Metoéda vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie s postkolonovou derivatizaciou a predipravou S pouzitim
imunoafinitnych koloniek.

- ISO/FDIS 17375 Krmiva pre zvierata — Stanovenie aflatoxinu B1

- navod na pouzitie imunoafinitnych ¢istiacich koloniek

- navod na pouzitie Kobra cely

- Vynos MP SR zo 7.10.1997 ¢. 1497/4/1997-100 o Gradnom odbere vzoriek
a 0 laboratérnom skuSani a hodnoteni krmiv

- Nariadenie Komisie ES ¢. 401/2006 z 23.2.2006, ktorym sa stanovuju metédy odberu

vzoriek a analytické metody na tradnt kontrolu hodndt mykotoxinov v potravinach
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