8.7.a. Stanovenie deoxynivalenolu v surovinach rastlinného povodu
metédou HPLC.

1. Pévod metddy: .
Aplikac¢né listy R-Biopharm Rhone LTD upravené na podmienky SVPU Kosice RNDr.
S. Tkécikovou .

2. Princip metody

Deoxynivalenol, nazyvany aj vomitoxin, je ¢lenom trichotecénovych toxinov
produkovanych pliestiami rodu fusarium. Metdéda je zaloZzena na extrakcii
deoxynivalenolu z rastlinnej vzorky redestilovanou vodou a naslednom precisteni na
imunoafinitnych koloénkach.

3. Pouzité pristroje

Viahy,

Trepacka,

Ultrazvukova lazen,
Rota¢na vakuova odparka,
Pipety,

SPE manifold,
imunoafinitné kolonky,
Kvapalinovy chromatograf.

4. Zoznam chemikalii
deionizovana voda HPLC distoty,
Metanol p.a.,

metanol g.g.,

acetonitrl g.g.

polyetylénglykol,

PBS tablety.

5. Priprava Standardov

Deoxynivalenol sa zakupi ako krystalicka latka, ktora sa rekonStituuje 100 % acetonitrilom
na koncentraciu 1 mg/ml. Necha sa cez noc postat’ pri laboratornej teplote, aby sa kryStaly
uplne rozpustili. Zasobny roztok méze byt uskladneny v mraznicke pri —20 C jeden rok.
Pracovny roztok sa nariedi tak, vysledna koncentracia bude 2 ug/ml, 1 ug/ml, 0.5 ug/ml,
0.25 ug/ml, 0.125 ug/ml a 0.0625 ug/ml v mobilne;j faze.

6. Priprava vzoriek

dojcenska strava, obiloviny:

Vzorka sa zhomogenizuje. Do polgul'ovej banky sa navazi 25 g homogénnej vzorky a
prida sa 200 ml deionizovanej vody (pri dojCenskej strave sa prida eSte 8g polyetylén glykolu
(PEG)). Vzorka sa vytrepava na trepacke 20 minut. Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier
do odmerného valca. Na d’alSie Cistenie sa odoberie 10 ml filtratu ((pri dojcenskej strave 20
ml filtratu), ktory sa aplikuje na imunoafinitnii kolonku pomocou rezervoara pri prietoku



cca. 1 kvapka za sekundu. Kolonka sa premyje 10 ml fosfatového pufra pripraven¢ho z PBS
tabliet (pH=7.4) a nasledne vysusi za zapnutého vakua. Deoxynivalenol sa pomaly eluuje z
kolonky 1,5 ml 100% metanolu a kolonka sa nasledne vysusi vakuom. Eluat sa odpari
dosucha pri 60 C. Odparok sa rekonstituuje 1 ml mobilnej fazy a premiesa sa na vortexe. 50
ul sa pouzije na nastrek do HPLC systému.

krmiva:

Vzorka sa zhomogenizuje. Do polgul’'ovej banky sa navazi 25 g homogénnej vzorky
krmiva a prida sa 100 ml 84% acetonitrilu (ACN/voda 84/16 v/v). Vzorka sa vytrepava na
trepacke 20 minut. Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier do odmerného valca. Odoberie sa
2 ml filtratu, ktoré sa rozpustia v 34 ml redestilovanej vody a aplikuje sa na imunoafinitnu
kolénku pomocou rezervodara pri prietoku cca. 1 kvapka za sekundu. Kolénka sa premyje 10
ml fosfatového pufra pripraveného z PBS tabliet (pH=7.4) a nésledne vysusi za zapnutého
vakua. Deoxynivalenol sa pomaly eluuje z kolonky 1,5 ml 100% acetonitrilu a kolonka sa
nasledne vysusi vakuom. Eluat sa odpari dosucha pri 60 C. Odparok sa rekonstituuje 1 ml
mobilnej fazy a premiesa sa na vortexe. 50 pl sa pouzije na nastrek do HPLC systému.

8. Podmienky stanovenia

LC system

Koloéna: C-18 endcapped (Gemini,Phenomenex 150x4.6, 5 um)
Mobilna faza: voda/metanol/acetonitril 90 /5/5 v/v/v

Prietok mobilnej fazy: 1,0 ml / min

Teplota na kolone : 40 °C

Teplota vzoriek: 10 °C

Injekovany objem: 50 ul

UV detekcia: 218 nm

Cas analyzy: 20 min



CHB8.7.a

STANOVENIE DEOXYNIVALENOLU METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Deoxynivalenol sa zo vzorky extrahuje zmesou acetonitril — voda. Extrakt sa nasledne
precistuje na imunoafinitnej kolonke a napichuje sa na chromatograficki kolénu so
zakotvenou reverznou fazou. Meranie sa realizuje metodou kvapalinovej chromatografie s
DAD detekciou. Vyhodnotenie vysledkov sa prevedie formou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodné na stanovenie deoxynivalenolu v obilovinach, kukurici, muke, vyrobkoch
Z muky, v cereéliach a v krmivéch.
Rozsah metddy je uvedeny vo validacnom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Acetonitril, gradient grade

3.1.2 Metanol, gradient grade

3.1.3 deionizovana voda

3.1.4 standard: Deoxynivalenol (100 mg/l v acetonitrile)(DON)
3.1.5 chloramin

3.1.6 aceton

3.1.7 destilovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 extrakéna zmes - acetonitril : voda (84:16 v/v) (do 1 I odmernej banky preniest’ 840 ml
acetonitrilu(3.1.1) adoplnit po rysku deionizovanou vodou), pripravovat vzdy
cerstvu.

3.2.2 mobilna faza - voda : acetonitril : metanol (88:6:6 v/v) (do 1 | odmernej banky
preniest, 60 ml acetonitrilu (3.1.1), 60 ml metanolu (3.1.2) apo rysku doplnit
deionizovanou vodou (3.1.3)), doba expiracie: 2 tyzdne

3.2.3 10% chloramin (navazit 100g chloraminu (3.1.5), rozpustit' v destilovanej vode
a doplnit’ do objemu 1 1), doba expiracie 1 mesiac

3.2.4 5% acetén (25ml acetonu (3.1.6) nariedit’ do objemu 500ml s destilovanou vodou),
doba expiracie 1 mesiac

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok standardu deoxynivalenolu




Zasobny roztok deoxynivalenolu DON (3.1.4) mé koncentraciu analytu 100 mg/I1.

3.3.2 Zakladny roztok $tandardu deoxynivalenolu ZR1 ( 1 mg/l = 1000 ug/l) )

Do 10 ml odmernej banky napipetovat’ 100 pl zo zasobného roztoku DON (3.1.4) a doplnit’
po rysku mobilnou fazou (3.2.2)

3.3.3 Kalibrac¢né roztoky

Napipetovatt do 5ml odmernych baniek objemy zékladného roztoku deoxynivalenolu
ZR1(3.3.2) podrla tabulky 1 a doplnit’ po rysku mobilnou fazou (3.2.2).

Tabulka 1 Priprava kalibra¢nych roztokov deoxynivalenolu

Koncentracia Oznacenie Pridavok zo zakladného
deoxynivalenolu(ug/l) roztoku roztoku ZR1 (ul)
50 Z1 250
100 Z2 500
150 Z3 750
200 Z4 1000
500 Z5 2500

Do kalibra¢nej krivky sa zarad'uje aj zékladny Standardny roztok s koncentracoiu 1000ug/1
(ZR1).

3.4 Dekontaminacia

Sklo dekontaminovat’ ponorenim do roztoku 10% chloraminu (3.2.3) najmenej na 30 mint,
potom do roztoku 5% aceténu (3.2.4) na 30minut. Potom starostlivo preplachnut’ destilovanou
vodou. Sklo nasledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratdérne sklo.

Reagencie dekontaminovat vyliatim do 10% roztoku chloraminu (3.2.3), po 30 minatach
pridat’ roztok 5% acetonu (3.2.4). Zberat’ do zbernych nadob.

4 PRISTROJE A POMOCKY

Ovladanie pristrojov a zariadeni je uvedené v SPP ¢.1.2.01 CH

4.1 kvapalinovy chromatograf s DAD detektorom
4.2 laboratorne odmerné sklo

4.3 laboratorna odstredivka

4.4 imunoafinitné kolonky

4.5 filtrany papier

4.6 Termovap

4.7 Vortex

4.8 chromatograficka kolona SUPELCOSIL LC-18
4.9 automatické kalibrované pipety

4.10 homogenizator Ultraturax



5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 Homogenizacia vzoriek

Vzorky dokladne zhomogenizovat’ v celom objeme dodanej vzorky.

Vzorku peéiva a chleba zvazit, vysusit do konstantnej hmotnosti v susiarni pri teplote 105°C
a znovu zvazit. Vyratat’ susinu. Vzorku navazit’ zo zhomogenizovanej vysusenej vzorky.
Vzorku krmiva zhomogenizovat’, navazovat’ zo zhomogenizovanej vzorky. Stanovit’ susinu.

5.2 Priprava vzorky pre kontrolu kvality

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Vzorky krmiv a vzorky potravin a obilia sa
fortifikuju na arovni MRL.

Ustanovené limity MRL v krmivach podl’a Nariadenia vlady ¢. 430/2007:
-obilniny: 5mg/kg

-obilniny pre prezuvavce: 8 mg/kg

-vedlajsie vyrobky z kukurice: 12 mg/kg

-KZ pre tel’ata, jahnata: 2 mg/kg

-doplnkové a kompletné krmiva: 5 mg/kg

-KZ pre hydinu: 1 mg/kg

-KZ pre osipané: 0,9 mg/kg

Ustanovené limity v potravinich podl’a Nariadenia Komisie (ES) 1126/2007:
-nespracované obilniny iné ako tvrda pSenica, ovos a kukurica: 1250 pg/kg
-nespracovana tvrda pSenica, ovos a kukurica: 1750 pg/kg

-obilie, obilnd a kukuri¢nd muka, cestoviny: 750 ng/kg

-cestoviny: 750 ng/kg

-chlieb, pecivo,susienky a cerealie: 500 pg/kg

-obilninova strava pre deti a doj¢ata: 200 pg/kg

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky

Navazit' 25 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ Standard deoxynivalenolu o koncentracii 100
mg/l DON (3.1.4) podla tabulky 2. Zmixovat’ na Vortexe. Nechat postat 15 minut
a pokracovat’ podl'a procedury 5.3.2

Tabul'ka 2 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky pre stanovenie deoxynivalenolu

Koncentracia deoxynivalenolu | Pridavok roztoku DON
vo vzorke (ug/kg) ()
0 0
500 125

5.3  Priprava vzoriek



5.3.1 Navazenie vzorky
Navazit’ 25 g zhomogenizovanej vzorky (5.1.1) do odmerného valca.

5.3.2 Extrakcia vzorky

Pridat 100ml extrak¢nej zmesi acetonitril-voda 84:16 (3.2.1). Premiesat’ na
Ultraturaxe (4.4) 2 minuty. Prefiltrovat cez filtracny papier Whatman 4 alebo Whatman 113.
Zobrat’ 2ml filtratu a zriedit’ s 34 ml redestilovanej vody (= 0,5g).

5.3.3 Precistenie extraktu vzorky

Vybrat’ kolonku DONPREP (4.8) z chladnicky a oteplit’ na izbovu teplotu. Prekvapkat’
cez kolonku zriedeny extrakt rychlostou 1 kvapka/sek. Preplachnut’ kolonku 10ml
redestilovanej vody rychlostou 1 kvapka/sek. Vysus$it' kolonku. Eluovat deoxynivalenol
pomalym prietokom 1,5ml acetonitrilu.(3.1.1) do sklenej skimavky. 3-krat vykonat’ spatné
nasatie eluatu cez kolonku (backflush). Presat cez kolénku vzduch na vyeluovanie
poslednych kvapiek acetonitrilu. Umiestnit’ sklenti skimavku s eluatom do Termovapu (4.10)
apridom dusika pri teplote 60°C odparit’ dosucha. Rozpustit’ v 1ml mobilnej fazy (3.2.2).
PremieSat’ na Vortexe(4.11). Takto pripravena vzorka je zriedené 2-krat.

5.4 Chromatograficka analyza
LC-podmienky

chromatograficka kolon LC-18

teplota kolony: 40° C

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

nastrek: 50ul

DAD detekcia: 218nm

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

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

Cv=Cs.R  (nglkg)
Cy - koncentracia analytu v ug/kg

Cs - koncentracia analytu uréena z kalibracnej krivky (ug/l)

R - stupen riedenia
Vysledky merani st prepocitané na vytaznost’ metody (korekcia na recovery).

7 LITERATURA

1. R-Biopharm Rhone — Application note for analysis of deoxynivalenol in animal feed using
acetonitrile extraction in conjuction with DONPREP, 2003

2. R-Biopharm Rhone — DONPREP immunoaffinity column for detection of deoxynivalenol
in cereals and cereal based products using HPLC, 2003

3. Nariadenie Komisie (ES) ¢. 401/2006



8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia
DAD - detektor diddového pola

KZ — kfmna zmes

MRL — maximalny rezidudlny limit



CH 8.7.a. Stanovenie Deoxynivalenolu v poZivatinich a v krmivach
metodou HPLC

1 Urcenie metody
SkuSobnd metdda je pouzitelnd na stanovenie deoxynivalenolu v pozivatinich a v

krmivéch.

2  Princip metody
Deoxynivalenol sa zo vzorky vyextrahuje vodou, extrakt sa prefiltruje, filtrat sa precisti na
imunoafinitnej ¢istiacej kolonke a analyzuje sa vysokotué¢innou kvapalinovou chromatografiou

s pouzitim UV detektora.

3 Pomécky

3.1 Pristroje a zariadenia
- laboratorne sklo: odmerné valce, odmerné banky, pipety, sklenené lieviky, sklenené
skumavky, Erlenmayerove banky
- analytické védhy
- laboratorna trepacka
- vékuové zariadenie na imunoafinitné kolonky
- filtraény papier
- filtracny papier so sklenenymi vlaknami
- polypropylénové centrifugacné skiimavky
- imunoafinitné kolonky

- zariadenie na odparovanie extraktov vzoriek v atmosfére dusika

3.2. Chemikalie a roztoky
PouZivaju sa len chemikélie oznagené p.a. a Cistoty HPLC
- acetonitril
- metanol
- extrakéné ¢inidlo: voda
- zakladny $tandard Deoxynivalenolu o koncentracii 100 pg/ml

- zasobny roztok Standardu Deoxynivalenolu o koncentracii 20 pg/ml



- zasobny roztok Deoxynivalenolu 0 koncentracii 2 pg/ml

- pracovné roztoky Standardu Deoxynivalenolu na kalibra¢nu krivku

4  Bezpe€nost pri praci

Dekontaminacia laboratorneho skla a roztokov obsahujicich Deoxynivalenol sa robi 10%

roztokom chlérnanu sodného, pH =7

5 Pracovny postup
5.1 Priprava vzorky na analyzu

Vzorka urena na analyzu sa pripravi jednym z postupov uvedenych vo Vynose MP SR ¢.
1497/4/1997-100 (krmiva) alebo podl'a Nariadenia Komisie ES ¢. 401/2006 (potraviny)

5.2 Kontrolna vzorka a slepa vzorka

S kazdou sadou vzoriek sa analyzuje slepa vzorka; kompletny pracovny postup bez vzorky.

5.3 Priprava extraktu vzorky

Do Erlenmayerovej banky o objeme 500 ml sa navazi 25 g zhomogenizovanej a dobre
premieSanej vzorky a zaleje sa 200 ml redestilovanej vody Vzorka sa extrahuje 30 min na
laboratornej trepacke. Suspenzia sa prefiltruje cez filtracny papier (= filtrat 1). Filtrat 1 sa
prefiltruje cez filtracny papier so sklenenymi vldknami ( = filtrat 2).

5 ml filtratu 2 sa pipetou prenesie na imunoafinitnii kolonku, vopred vytemperovani na
laboratornu teplotu a filtrat sa necha pretiect’ cez kolonku. Imunoafinitna kolonka sa premyje
10 ml redestilovanej vody, ktora sa nechd pretiect’ cez kolonku.

Deoxynivalenol sa z kolonky vyeluuje 2 ml metanolu, ktory sa necha volne prekvapkat’ do
pripravenej sklenenej skimavky. Eluat sa odpari do sucha pod dusikom pri teplote 50°C.
Odparok sa rozpusti v 1 ml mobilnej fazy. Takto pripravend vzorka sa analyzuje

vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou UV detektorom.



6 Vyhodnotenie nameranych udajov

Mnozstvo Deoxynivalenolu X v mg/kg sa vypocita podla nasledujucej rovnice:

X=c.F
v ktorej:
c - je mnozstvo Deoxynivalenolu v analyzovanej vzorke, uvedené v chromatograme po
zintegrovani piku, v pg/ml
F -Je faktor riedenia vzorky v procese analyzy, ziskany vypoctom:
Riedenie (ml): 200/5/1
200 - objem extrakéného Cinidla
5 - objem extraktu vzorky nanasaného na kolénu
1 - objem mobilnej fazy, v ktorej bol rozpusteny odparok

F= (200.0,2) /m alebo zjednodusene F =40/m

200 — objem extrak¢ného Cinidla v ml

0,2 - podiel hodn6t 1/5 v ml

m - hmotnost’ navazky v g
- analyza referencnych materidlov najmenej raz za tri mesiace
- Ucast’ v medzilaboratornych porovnavacich skuskach
- paralelné stanovenie kazdej dvadsiatej vzorky

- validacia metddy

7 Literatura

- navod na pouzitie imunoafinitnych ¢istiacich koloniek

- 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 tradnti kontrolu hodndt mykotoxinov v potravinach
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