CH 8.12. a. Stanovenie T 2 toxinu a HT 2 toxinu v poZivatinich a v krmivach
metodou HPLC

1 Urcenie metody

SkuSobnd metdda je pouZitelnd na stanovenie T2 toxinu a HT2 toxinu v obilninéch,

V pozivatindch a v krmivach.

2  Princip metody

T2 toxin a HT2 toxin sa zo vzorky vyextrahuje extrakénym c¢inidlom, extrakt sa prefiltruje,
filtrat sa pre€isti na imunoafinitnej Cistiacej kolonke a analyzuje sa vysokouUcinnou
kvapalinovou chromatografiou po predkolonovej derivatizacii s pouzitim fluorescenéného

detektora.

3 Pomécky

3.1 Pristroje a zariadenia
- laboratorne sklo: odmerné valce, odmerné banky, pipety, sklenené lieviky, vialky
- analytické vahy
- mixér
- vakuové zariadenie na imunoafinitné kolonky
- termoblok nastavitelny na teplotu 50°C
- odparovacie zariadenie
- skimavkovy mixér (Vortex)
- filtrany papier
- filtraény papier so sklenenymi vlaknami
- striekacky o objeme 50 ml
- imunoafinitné kolonky

- pH meter



3.2. Chemikalie a roztoky

Pouzivaju sa len chemikalie oznac¢ené p.a. alebo ¢istoty HPLC

acetonitril

metanol

toluén

4-dimetylaminopyridin (DMAP) ( (katalyzétor v predkolénovej derivatizacii), roztok o
koncentracii 0,325 pg/ul

derivatiza¢né ¢inidlo 1-Antroylnitril (1-AN)

redestilované voda

chlorid sodny

chlorid sodny, roztok 2 %

extrakéné ¢inidlo: metanol/voda 90/10

zakladny $tandard T2 toxinu 0 koncentracii 100 pg/ml, roztok
zékladny Standard HT2 toxinu

roztok Standardu T2 toxinu 0 koncentracii 1 pg/ml

roztok Standardu HT2 toxinu 0 koncentracii 100 pg/ml
roztok Standardu HT2 toxinu 0 koncentracii 1 pg/ml

pracovné roztoky Standardov T2 a HT2 toxinov na kalibra¢né krivky

4. Bezpecnost’ pri praci

Dekontaminacia laboratorneho skla a roztokov obsahujucich T2 toxin a HT2 toxin sa robi

10% roztokom chloérnanu 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, ¢o je kompletny pracovny postup bez

vzorky a raz za tri mesiace sa zarad'uje referencny material ako kontrolna vzorka.



5.3 Priprava extraktu vzorky
5.3.1 Vzorky obilnin a potravin

Do sklenenej banky o0 objeme 250 ml sa navazi 50 g zhomogenizovanej a dobre
premieSanej vzorky, pridd sa 5 g chloridu sodného, zaleje sa 250 ml extrakéného cinidla
a extrahuje sa v mixéri poCas 2 minat. Vzorka s extrakénym cinidlom sa prefiltruje cez
filtracny papier. 10 ml filtratu sa zriedi 40 ml vody. Zriedeny filtrat sa dobre premiesa
a prefiltruje sa cez filtratny papier so sklenenymi vldknami. Imunoafinitnd koldnka sa
vytemperuje na laboratérnu teplotu, otvori sa vrchny uzaver a na kolonku sa nasadi striekacka
o objeme 50 ml. Z kolonky sa odstrani spodny uzaver, kolonka sa nasadi na vakuové
zariadenie na imunoafinitné kolonky a ihned sa na koléonku nanesie 25 ml pripraveného
filtratu vzorky, ktory sa necha pretiect’ kolonkou. Po preteceni vzorky sa imunoafinitna
kolonka premyje 20 ml vody. T2 toxin a HT2 toxin, zachytené v kolonke, sa opatrne vyeluuju
do skamavky. Na eluciu sa pouzije 1,5 ml metanolu. Obsah skiimavky sa odpari do sucha pri
teplote 50°C pod pridom vzduchu alebo dusika. Odparok sa podrobi predkolonovej

derivatizacii.

5.3.2 Vzorky krmiv
Do sklenenej banky o objeme 250 ml sa navazi 50 g zhomogenizovanej a dobre
premieSanej vzorky, prida sa 5 g chloridu sodného, zaleje sa 250 ml extrakéného cinidla
a extrahuje sa v mixéri poc¢as 2 minat. Vzorka s extrakénym cinidlom sa prefiltruje cez
filtracny papier. 10 ml filtratu sa zriedi 40 ml 2% roztoku chloridu sodného. Zriedeny filtrat sa
prefiltruje cez filtrany papier so sklenenymi vlaknami. Imunoafinitna kolonka sa
vytemperuje na laboratornu teplotu, otvori sa vrchny uzaver a na kolonku sa nasadi striekacka
o objeme 50 ml. Z kolonky sa odstrani spodny uzaver, kolonka sa nasadi na vakuové
zariadenie na imunoafinitné kolonky a ihned’ sa na kolonku nanesie 25 ml pripraveného
filtratu vzorky, ktory sa necha pretiect’ kolonkou.
Po preteceni vzorky sa imunoafinitnd koloénka premyje 20 ml vody. T2 toxin a HT?2
toxin, zachytené v kolonke, sa opatrne vyeluuji do skimavky. Na eltciu sa pouzije 1,5 ml
metanolu. Obsah skumavky sa odpari do sucha pri teplote 50°C. Odparok sa podrobi

predkolonovej derivatizacii.



5.3.3 Predkolonova derivatizacia Standardov

Do vialky sa napipetuje 100 pl roztoku Standardu T2 toxinu alebo HT2 toxinu
s koncentraciou 1000 ng/ml a odpari sa do sucha pri teplote 50°C. K odparku standardu sa
prida 50 pl roztoku DMAP, 50 ul roztoku 1-AN, vialka sa zatvori a obsah sa premieSa
v skimavkovom mixéri (Vortex) poc¢as 1 min. Zmes sa necha reagovat’ v termobloku pri
teplote 50°C pocas 15 min., potom sa ochladi vo vode s 'adom pocas 15 min. a odpari sa do
sucha pri teplote 50°C v prude vzduchu alebo dusika.

Odparok sa rozpusti v1 ml zmesi acetonitril/voda 70/30 apremicSa sa
vV skimavkovom mixéri pocas 30 sekiind. Takto pripraveny Standard méa koncentraciu 100
ng/ml T2 toxinu alebo HT2 toxinu a pripravia sa z neho d’alsie riedenia o koncentraciach 75
ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml a 1,0 ng/ml, ktoré sa

nastreknt na kolonu.

5.3.4 Predkolonova derivatizacia vzoriek

K odparku vzorky, pripravenému podl'a 5.3.1 alebo 5.3.2, sa pridd 50 ul roztoku DMAP, 50
pl roztoku 1-AN, obsah sa premiesa v skimavkovom mixéri (Vortex) pocas 1 min. Zmes sa
nechd reagovat’ v termobloku pri teplote 50°C pocas 15 min., potom sa ochladi vo vode s
I'adom pocas 15 min. a odpari sa do sucha pri teplote 50°C .Odparok sa rozpusti v 1 ml zmesi
acetonitril/voda 70/30 apremiesa sa v skimavkovom mixéri pocas 30 sekind. Takto

pripravena vzorka sa nastrekne na kolonu.

6 Vyhodnotenie nameranych udajov

Mnozstvo T2 toxinu alebo HT2 toxinu (X) v pg/kg sa vypocita podla nasledujucej rovnice:

X=c.F
v ktorej:
c je mnozstvo T2 toxinu alebo HT2 toxinu v analyzovanej vzorke, uvedené
V chromatograme po zintegrovani piku, v ng/ml

F -je faktor riedenia vzorky v procese analyzy, ziskany vypoctom:



Riedenie (ml): 250/(10+40)/25/1

250
10
40
25
1

- objem extrakéného Cinidla

- objem filtratu

- objem, ktorym sa riedil filtrat

- objem extraktu vzorky nanaSan¢ho na kolonu

- objem mobilnej fazy, v ktorej bol rozpusteny odparok

F= (250.0,04).5/m alebo zjednoduSene F = 50/m

250
0,04
5

m

— objem extrakéného €inidla v ml
- podiel hodnét 1/25
- nasobok riedenia filtratu, t.j. (10+40)/10

- hmotnost’ navdzky v g

Literatura

Navod na pouZitie imunoafinitnych cistiacich koloniek

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

Nariadenie Komisie ES ¢. 401/2006 z 23.2.2006, ktorym sa stanovuji metody odberu

vzoriek a analytické metody na tiradnti kontrolu hodn6t mykotoxinov v potravinach






