CH 8.2.a.

Stanovenie ochratoxinu A metodou HPLC/FLD

1 PRINCIP METODY

Ochratoxin A sa extrahuje zo vzorky zmesou acetonitril-voda, extrakt sa precistuje na
imunoafinitnej koloénke a nasledne analyzuje metdodou vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie na chromatografickej kolone so zakotvenou reverznou fazou a deteguje
fluorescencnou detekciou . Vyhodnotenie sa prevedie formou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie ochratoxinu v cerealiach, obilovinach, vyrobkoch z obilia,
kave, suSenom ovoci, ryzi, kakau, koreninach, v pive, vine, kfmnych zmesiach a peceni.
Rozsah metddy je uvedeny vo validacnom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.11
3.1.2
3.1.3
3.1.4
3.15
3.1.6
3.1.7
3.1.8
3.1.9
3.1.10
3.1.11
3.1.12
3.1.13
3.1.14

Acetonitril, gradient grade p.a.
Metanol, gradient grade
kyselina octova, 'adova
hydrogénuhli¢itan sodny p.a.
Na,HPO,4.12H,0 p.a.
NaH,P0O4.2H,0 p.a.

NaCl p.a.

hydroxid sodny p.a.

Standard ochratoxin A 1000ng/ml,
deionizovana voda

chloramin

aceton p.a.

destilovana voda

Tween 20




3.2 Roztoky a reagencie

3.21

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

riediaci roztok - metanol : kyselina octova : voda /49:1:50/ (do 1000 ml odmerne;j
banky preniest’ 490 ml metanolu (3.1.2), 10 ml kyseliny octovej (3.1.3) a doplnit’ po
rysku deionizovanou vodou (3.1.10)), pripravovat’ vzdy Cerstvy.

1 % roztok hydrogénuhli¢itanu sodného - navazit 1 g hydrogénuhli¢itanu sodného
(3.1.4) do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po rysku destilovanou vodou (3.1.13),
pripravovat’ vzdy Cerstvy.

extrakénd zmes - acetonitril : voda /60:40/

do 500 ml odmernej banky preniest’ 300 ml acetonitrilu (3.1.1) a doplnit’ po rysku
destilovanou vodou (3.1.13), roztok pripravovat’ vzdy Cerstvy.

PBS pufer, pH 7.4 - navazit' 7,15 g Na,HPO,4.12H,0 (3.1.5) + 0,65 g NaH,PO,4.2H,0
(3.1.6) a8,7 g NaCl (3.1.7) do 1 | odmernej banky a doplnit po znacku
s deionizovanou vodou (3.1.10) (pH neupravovat'!), doba expiracie : 1mesiac.

2M NaOH - navazit 8g NaOH (3.1.8), rozpustit' v destilovanej vode (3.1.13),
preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po rysku destilovanou vodou (3.1.13)),
doba expiracie: 1mesiac.

eluény roztok - kyselina octovd : metanol /2:98/ (do 100 ml odmernej banky
napipetovat’ 2 ml kyseliny octovej (3.1.3) a doplnit’ po rysku metanolom (3.1.2)),
pripravovat’ vzdy Cerstvy.

mobilnd fiza - acetonitril : voda : kyselina octova (51:47:2)

do 1000 ml odmernej banky preniest 510 ml acetonitrilu (3.1.1), 20 ml kyseliny
octovej (3.1.3) adoplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.10)), doba expiracie:
1mesiac.

10% chloramin - navazit 100g chloraminu (3.1.11), rozpustit' v destilovanej vode
(3.1.13)a doplnit’ do objemu 11

5% acetdn - 25ml acetonu (3.1.12) nariedit do objemu 500ml s destilovanou vodou
(3.1.10)

extrakéna zmes kava - metanol : 1% hydrogénuhli¢itan sodny (70:30)

do 500ml odmerného valca preniest’ 350ml metanolu(3.1.2) a doplnit’ po rysku 1%
hydrogénuhli¢itanom sodnym(3.2.2)

0,01% Tween 20 v PBS - Tween 20(3.1.14) nahriat’ aby skvapalnel, do 1000 ml
odmernej banky preniest’ priblizne 500ml PBS pufra(3.2.4), pridat 100ul Tweenu
20(3.1.14) a doplnit’ po rysku PBS pufrom(3.2.4).

3.3 Standardné roztoky

3.3.1

Zékladny roztok Standardu ochratoxinu A ZR1 (5 pg/l v riediacom roztoku)

Do 25 ml odmernej banky napipetovat 125 pl roztoku OCHR (3.1.8) a doplnit’ po rysku
riediacim roztokom metanol: kyselina octova: voda (49:1:50) (3.2.1). Pripravovat’ vzdy
cerstvy.

3.3.2

Kalibra¢né roztoky

Napipetovat’ do 10 ml odmernych baniek objemy podla tabulky 1 a doplnit’ riediacim
roztokom metanol : kyselina octov : voda (49:1:50) (3.2.1) po rysku.

Tabul'ka 1 Priprava kalibra¢nych roztokov ochratoxinu A

Koncentracia OCHR Oznacenie Pridavok zo zakladného roztoku
(ng/h) roztoku ZR1 (ml)
0,5 OCH1 1
1 OCH2 2




15 OCHS3 3
2 OCH4 4
5 OCH5 10

Kalibracné roztoky ochratoxinu A pripravovat’ vzdy Certstvé pred kazdym meranim.

3.4 Dekontaminacia

Sklo dekontaminovat’ ponorenim do roztoku 10% chloraminu (3.2.8) najmenej na 30 minut,
potom do roztoku 5% acetonu(3.2.9) na 30mintt. Potom starostlivo preplachnut’ destilovanou
vodou. Sklo nasledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratérne sklo.

Reagencie dekontaminovat’ vyliatim do 10% roztoku chloraminu (3.2.8), po 30minuatach
pridat’ roztok 5% acetonu (3.2.9). 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 fluorescenc¢nym detektorom
4.2 homogenizator Ultraturax

4.3 ultrazvukovy kapel

4.4 50 pl striekacka Hamilton

4.5 automatické pipety

4.6 odmerné labotatorne sklo

4.7 filtrany papier

4.8 imunoafinitné kolonky

4.9 mixér

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorky dokladne zhomogenizovat’ v celom objeme dodanej vzorky.

Vzorku peciva 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.
Ak ma vzorka po zomleti velka hustotu, treba pridat’ k vzorke znamy objem vody (3.1.13)
najlepSie v pomere 1:1 a zhomogenizovat’ ju v celom objeme. O toto mnozstvo znizit' obsah
vody pri extrakcii. Vzorky suSeného ovocia mézeme do tohto objemu vopred namocit’ a az
potom homogenizovat'.

5.2 Priprava vzorky pre kontrolu kvality merania
5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky kavy

Na pripravu vzoriek sa pouzivaje negativna matrica. Vzorka kéavy je fortifikovana na arovni
ustanovené¢ho MRL (5pg/kg prazena kéva, 10ug/kg instantna kava).

Navazit 20 g zhomogenizovanej vzorky prazenej kavy alebo 20 g zhomogenizovanej vzorky
instantnej kavy do odmerného valca, pridat’ Standardny roztok ochratoxinu A 1000ng/ml



(OCHR) (3.1.9) podrla tabulky 2. Zmixovat na Vortexe. Nechat postat’ 15 minut. Extrakciu
vzorky a precistenie extraktu vykonat’ podl'a 5.3.5 a precistenie extraktu podl'a 5.4.2.1.

Tabulka 2 Priprava negativnej a fortifikovanych vzoriek kavy

Komodita Koncentracia ochratoxinu A | Pridavok $tand. roztoku
vo vzorke kavy ( pg/kg ) OCHR ()
prazena a instantna kava 0 0
prazend kéva 5 100
instantna kava 10 200

5.2.2  Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky vyrobkov z obilia

Na pripravu vzoriek sa pouziva negativna matrica. Vzorka vyrobku z obilia je fortifikovana
na urovni ustanoveného MRL (3ug/kg).

Navazit 50 g zhomogenizovanej vzorky vyrobku z obilia do vysokej kadic¢ky, pridat
Standardny roztok ochratoxinu A 1000ng/ml (OCHR) (3.1.9) podl'a tabul’ky 3. Zmixovat’ na
Vortexe. Nechat' postat’ 15 mintt. Pridat’ 200 ml extrakénej zmesi acetonitril-voda (60:40)
(3.2.3) a premiesat’ na Ultraturaxe (4.9) 3 min. Extrakt prefiltrovat cez Whatman No.4. 5 ml
filtratu doplnit do objemu 50ml PBS pufrom (3.2.4). Dalej sa pokracuje podl'a bodu 5.4.
Precistenie extraktov.

Tabul’ka 3 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky vyrobkov z obilia

Koncentracia ochratoxinu A Pridavok §tand. roztoku
vo vzorke vyrobku z obilia OCHR (pl)
(ng/kg)
0 0
3 150

5.2.3 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky hrozienok

Na pripravu vzoriek sa pouZiva negativna matrica. Vzorka vyrobku z obilia je fortifikovana
na urovni ustanoven¢ho MRL (3ug/kg).

Navazit' 100 g zhomogenizovanej vzorky hrozienok (homogenizacia s vodou 1:1, t.z. Ze
vzorka obsahuje 50g vody) do vysokej kadicky, pridat Standardny roztok ochratoxinu
A 1000ng/ml (OCHR) (3.1.9) podla tabulky 4. Zmixovat' na Vortexe. Nechat postat’ 15
minat. Pridat’ 120 ml acetonitrilu a 30ml vody (kvoli odpocitaniu vody z homogenizacie
vzorky) a premieSat’ na Ultraturaxe (4.9) 3 min. Extrakt prefiltrovat cez Whatman No.4.
minimalne 5 ml filtratu doplnit do objemu 50ml PBS pufrom (3.2.4). Dalej sa pokraduje
podl'a bodu 5.4. Precistenie extraktov.

Tabul’ka 4 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky hrozienok

Koncentracia ochratoxinu A Pridavok §tand. roztoku
vo vzorke hrozienok (pg/kg) OCHR (pnl)
0 0
3 150




5.2.4 Priprava negativnej vzorky korenin , najma papriky

Na pripravu vzoriek sa pouziva negativna matrica. Vzorka korenin je fortifikovana na urovni
25ug/kg.

Navazit' 10 g zhomogenizovanej vzorky korenin do vysokej kadiCky, pridat’ Standardny
roztok ochratoxinu A 1000ng/ml (OCHR) (3.1.9) podla tabul’ky 5. Zmixovat’ na Vortexe.
Nechat’ postat’ 15 minat. Pridat’ 100 ml extrakénej zmesi acetonitril-voda (60:40) (3.2.3)
a premiesat’ na Ultraturaxe (4.9) 3 min. Extrakt prefiltrovat’ cez Whatman No.4. 5 ml filtratu
doplnit’ do objemu 50ml PBS pufrom (3.2.4). Ak sa po pridani PBS obsah v banke zakali
tento treba cely od centrifugovat’ . Dalej sa pokraduje podla bodu 5.4.2.2. Predistenie
extraktov.

Tabulka 5 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky korenin , najma papriky

Koncentracia ochratoxinu A Pridavok §tand. roztoku
vo vzorke vyrobku z obilia OCHR (pl)
(ng/kg)
0 0
25 1250

5.3 Priprava vzorky

5.3.1 Ceredlie, kimne zmesi, obiloviny, vyrobky z obilia, zelend kava, pecen

Navazit' 50 g zhomogenizovanej vzorky , pridat’ 200 ml extrakénej zmesi : acetonitril-voda
(60:40)(3.2.3). Vzorku s extrakénou zmesou premiesat’ po dobu 3 min. na Ultraturaxe(4.9).
Prefiltrovat’ cez Whatman No.4.

Zobrat’ 5 ml filtratu a doplnit’ do objemu 50 ml PBS pufrom (pH=7,4)(3.2.4). Ak je potrebné,
tak opat’ supernatant prefiltrovat’ (v tom pripade, ak sa vytvori zrazenina). Pokracovat’ podla
bodu 5.4. Precistenie extraktov .

5.3.2 Kaoreniny, najmé paprika

Navazit' 10 g zhomogenizovanej vzorky, pridat 100 ml extrakénej zmesi acetonitril : voda
(60:40)(3.2.3). Vzorku s extrakénou zmesou premies$at’ po dobu 3 min. na Ultraturaxe (4.9).
Prefiltrovat’ cez Whatman No.4.

Zobrat’ 5 ml filtratu a doplnit’ do objemu 50 ml PBS pufrom (pH=7,4)(3.2.4). Ak je potrebné,
tak opdt’ supernatant prefiltrovat’ (v tom pripade, ak sa vytvori zrazenina). Pokracovat’ d’alej
podla bodu 5.4.2.2 Ru¢né precistenie extraktov .

5.3.3 Pivo

Odplynit’ na ultrazvukovom kupeli 150 ml piva po dobu asi 20 minut. pH vzorky upravit’
pouzitim 2 M NaOH (3.2.5) na hodnotu 7,2. Pokraovat podla bodu 5.4.1 Prelistenie
extraktov.

5.3.4 Vino
Napipetovat’ 15 ml vina a doplnit’ PBS pufrom (3.2.4) do objemu 50 ml. Pokracovat’ podla
bodu 5.4.1 Precistenie extraktov.



5.3.5 PraZena kava, instantné kava, capuccino
Navazit 20 kavy, pridat 100ml extrakéného roztoku metanol-1%hydrogénuhlicitan
sodny(3.2.10). Premiesat’ na Ultraturaxe (4.9) 3minuty. Prefiltrovat’ cez Whatman 4. Zobrat’
5ml filtratu, nariedit’ na objem 50 ml s 0,01%Tween-PBS(3.2.11). Pokrac¢ovat d’alej podla
bodu 5.4.2.1. Rucné precistenie extraktov kavy

5.3.6 Hrozienka a susené ovocie

Navazit’ 50 g zhomogenizovanej vzorky ( ak bola pri homogenizacii vzorky pridand voda
navazit’ tak aby v homogénnej zmesi bolo 50g) , pridat’ 200 ml extrak¢nej zmesi : acetonitril-
voda (60:40)(3.2.3) (ak bola pri homogenizacii vzorky pridana voda o thto znizit' jej objem
Vv extrakénej zmesi). Vzorku s extrakénou zmesou premies$at’ po dobu 3 min. na Ultraturaxe
(4.9). Prefiltrovat’ cez Whatman No.4.

Zobrat" 5 ml filtratu a doplnit’ do objemu 50 ml PBS pufrom (pH=7,4)(3.2.4) v odmernej
banke. Ak je potrebné, tak opdt supernatant prefiltrovat’ (v tom pripade, ak sa vytvori
zrazenina), alebo od centrifugovat’. Pokra¢ovat’ podl'a bodu 5.4.1 Precistenie extraktov .

5.4 Predistenie extraktov
5.4.1 Rucné precistenie extraktov

Pri ruénom kvapkani kalibracného roztoku ochratoxinu A cez imunoafinitni koldénku
napipetovat’ 3 ml kalibracného roztoku OCH4 (2pg/l) do odmerného valca, pridatt PBS
pufer (3.2.4) do objemu 40 ml. Aplikovat’ sa na kolonku 40 ml zriedené¢ho kalibraéného
roztoku, d’alej postupovat’ presne tak, ako u vzorky v bode 5.4.1.

5.4.1.1 Rucné precistenie extraktov kavy
Extrakty prazenej a instantnej kavy sa kvapkaju cez immunoafinitni kolénku OCHRAPREP
vzdy ruc¢ne nasledovnym postupom:

50ml nariedeného extraktu kavy (cely objem)

20ml roztoku 0,01%Tween-PBS(3.2.11)

10ml PBS(3.2.4)

eltcia: 1,5ml metanol-kys.octova (98:2)
1,5ml deionizovanej vody

Vzorka je 3x riedena.

5.4.1.2 Rucné precistenie extraktov korenin
Extrakty korenin sa kvapkaji cez immunoafinitni kolonku OCHRAPREP vZzdy rucne
nasledovnym postupom:

40ml z nariedeného extraktu korenin (50ml)

20ml roztoku 0,01%Tween-PBS(3.2.11)

10ml PBS(3.2.4)

elicia: 1,5ml metanol-kys.octova (98:2)
1,5ml deionizovanej vody

Vzorka je 7,5x riedena.

5.5 Chromatograficka analyza

Chromatograficka koléna LC-18, 25 cm x 4.6 mm



teplota kolony 30°C

MF : ACN: H;0 : kyselina octova (51:47:2 v/v)(3.2.7)

prietok 1 ml/min.

Fluorescenény detektor: excitaéna vinova dizka 333nm
emisna vlnova dizka 444 nm

nastrek: 50 pl

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

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

Cs. Ay
Cy~= .R (mg/kg)
As

Cy - koncentracia analytu v mg/kg

Cs - koncentracia Standardu (mg/1)
Ay - plocha piku analytu u vzorky

Ag - plocha piku analytu u kal. roztoku
R - stupeni riedenia

Vysledky merani su prepocitané na vytaznost’ metddy (korekcia na recovery).
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia/
FLD - fluorescen¢ny detektor

LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

SD - vyberova smerodajna odchylka

SPE - solid phase extraction



CH 8.2.a. Stanovenie Ochratoxinu A v poZivatinach a v krmivach
metodou HPLC

1 Urcenie metody

Skuasobna metdda je pouziteI'nd na stanovenie ochratoxinu A v pozivatinach a v krmivéch.

2  Princip metody
Ochratoxin A sa zo vzorky vyextrahuje extrakénym ¢inidlom, extrakt sa prefiltruje, filtrat sa
pre¢isti na imunoafinitnej Cistiacej kolonke a analyzuje sa vysokoucinnou kvapalinovou

chromatografiou s pouzitim fluorescen¢ného detektora.

3 Pomocky

3.1 Pristroje a zariadenia
- laboratorne sklo: odmerné valce, odmerné banky, pipety, sklenené lieviky,
Erlenmayerove banky, vialky
- analytické védhy
- laboratorna trepacka
- turbomixér
- vakuové zariadenie na imunoafinitné kolonky
- filtrany papier
- filtraény papier so sklenenymi vlaknami
- plastové striekacky o objeme 50 ml
- imunoafinitné kolonky

- pH meter

3.2. Chemikalie a roztoky
Pouzivaji sa len chemikalie oznacené p.a. alebo ¢istoty HPLC
- acetonitril, ¢istota HPLC
- metanol, ¢istota HPLC
- kyselina octova, ¢istota HPLC
- hydrogénuhli¢itan sodny, Cistota p.a.
- chlorid sodny, Cistota p.a.

- polyetylénglykol, p.a.



- siran sodny, bezvody, p.a.

- kyselina fosfore¢na, p.a.

- chloroform, p.a.

- amoniak, p.a.

- Tween 20

- Tween 20, 0,1% roztok v PBS

- redestilovana voda

- chloramin

- aceton

- extrakéné ¢inidlo pre vzorky kavy: 1% vodny roztok hydrogénuhli¢itanu sodného

- extrak¢né Cinidlo pre vzorky vina: zmesny roztok: 1% polyetylénglykolu a 5 %
hydrogénuhli¢itanu sodného

- premyvaci roztok pre vzorky vina: zmesny roztok: 2,5 % chloridu sodného a 0,5 %
hydrogénuhlic¢itanu sodného

- extrak¢éné cinidlo pre ostatné vzorky (okrem kavy, vina, piva, zemiakov):
metanol/3% roztok hydrogénuhli¢itanu sodného (1+1)

- slany fosfore¢nanovy tlmivy roztok (PBS)

- zakladny $tandard ochratoxinu A 0 koncentracii 10 ug/ml

- roztok Standardu ochratoxinu A 0 koncentracii 1 pg/ml

- pracovné roztoky Standardu ochratoxinu A na Kkalibraéné Kkrivky o

koncentraciach: 0,75 ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,1 ng/ml

Dekontaminacia laboratorneho skla a roztokov obsahujicich ochratoxin A sa robi
alkalickym roztokom pripravenym z5 1 vody, 300 ml chléraminu a 200 ml aceténu

(laboratdrne sklo sa umiestni do roztoku najmenej na 6 hodin).

4 Pracovny postup

4.1 Priprava vzorky na analyzu
Vzorka urend 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).



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

vzorky.

4.3. Priprava extraktu vzorky

4.3.1 Vzorky kavy

Do sklenenej banky o objeme 250 ml sa navazi 5 g zhomogenizovanej a dobre premiesanej
vzorky, zaleje sa 100 ml extrakéného €inidla (1% vodny roztok hydrogénuhli¢itanu sodého)
a extrahuje sa v turbomixéri pocas 2 minat. Vzorka s extrakénym ¢inidlom sa prefiltruje cez
filtracny papier. 20 ml filtratu sa zriedi 20 ml 0,1% Tweenu 20 v PBS. Cely objem zriedené¢ho
filtratu sa nanesie na vytemperovani imunoafinitni kolénku a necha sa pretiect’ kolonkou
prietokom 2 az 3 kvapky za sekundu. Po preteceni vzorky sa imunoafinitna kolonka premyje
20 ml 0,1% Tweenu 20 v PBS. Ochratoxin A, zachyteny v kolonke, sa vyeluuje do vialky 1,5
ml zmesi metanol/kyselina octova (98/2) a 1,5 ml redestilovanej vody. Takto pripravena

vzorka sa analyzuje vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou.

4.3.2 Vzorky vina

Do kadic¢ky o objeme 250 ml sa napipetuje 50 ml vina a prida sa 50 ml extrakéného ¢inidla:
1% polyetylénglykol/5% hydrogénuhli¢itan sodny. Vzorka sa extrahuje 30 min na
laboratornej trepacke.

Vytemperovana imunoafinitna kolonka sa vlozi do drziaka koloniek a aktivuje sa 10 ml
slan¢ho tlmivého roztoku PBS, ktory sa necha pretiect’ cez kolonku. 25 ml vzorky z kadicky
sa nanesie na imunoafinitnu kolonku a necha sa pretiect’ kolonkou prietokom 2 az 3 kvapky
za sekundu. Po preteceni vzorky sa kolonka premyje 5 ml zmesi: 2,5 % chloridu sodného/0,5
% hydrogénuhlicitanu sodného a po preteeni zmesi 5 ml destilovanej vody.

Ochratoxin A, zachyteny v kolonke, sa vyeluuje do vialky 1 ml zmesi metanol / kyselina
octova (98/2) a 1 ml redestilovanej vody.

Takto pripravena vzorka sa analyzuje vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou.

4.3.3 Vzorky piva
Do kadicky o objeme 250 ml sa napipetuje 50 ml piva avzorka sa vlozi na 30 min na
laboratornu trepacku.
Vytemperovana imunoafinitnd koloénka sa vlozi do drziaka koloniek a aktivuje sa 10 ml

slané¢ho tlmivého roztoku PBS, ktory sa neché pretiect’ cez kolonku. Cely objem vzorky (50
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ml) z kadicky sa nanesie na imunoafinitni koléonku a nechd sa pretiect’ cez kolonku. Po
preteceni vzorky sa kolonka premyje 20 ml redestilovanej vody. Ochratoxin A, zachyteny
Vv kolonke, sa vyeluuje do vialky 1 ml zmesi metanol/kyselina octova (98/2) al ml
redestilovanej vody. Takto pripravena vzorka sa analyzuje vysokoucinnou kvapalinovou
chromatografiou.

4.3.4 Vzorky zemiakov

Do sklenenej banky 0 objeme 250 ml sa navazi 25 g rozmixovanych zemiakov, prida sa 30 g
bezvodého siranu sodného, 5 ml zriedenej kyseliny fosfore¢nej (6,7 ml 85 %-nej kyseliny
fosfore¢nej, sa zriedi redestilovanou vodou na objem 1000 ml) a 60 ml chloroformu. Zmes sa
extrahuje na laboratdrnej trepacke pocas 30 minit a potom sa prefiltruje cez skladany
filtrany papier s 10 g bezvodého siranu sodného do destilacnej banky o objeme 250 ml.
Filtrat sa odpari do sucha vo vakuovej rotaénej odparke. Odparok sa rozpusti v2 x 2 ml
acetonitrilu v ultrazvukovom kupeli a preleje sa do 100 ml kadi¢ky. Destilatna banka sa
vymyje 2 x 40 ml tlmivého roztoku a vyleje sa do kadi¢ky s acetonitrilovym podielom. Cely
objem (84 ml) sa prefiltruje cez Biichnerov lievik. Filtrdt sa nanesie na vytemperovanu
a kondiciovanu imunoafinitni kolénku. Nechd sa pretiect’ kolonkou prietokom 2 az 3 kvapky
za sekundu a nasledne sa kolonka premyje 250 ml redestilovanej vody.

Ochratoxin A, zachyteny v kolonke, sa vyeluuje do vialky 1 ml zmesi metanol/kyselina
octova (98/2) a 1 ml redestilovanej vody.

Takto pripravena vzorka sa analyzuje vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou.

4.3.5 Ostatné vzorky

Do Erlenmayerovej banky o objeme 250 ml sa navazi 10 g zhomogenizovanej a dobre
premiesanej vzorky s presnostou na 0,001 g a zaleje sa 100 ml extrakéného ¢inidla metanol/3
% hydrogénuhli¢itan sodny (1+1).

Vzorka sa extrahuje 30 min na laboratornej trepacke a potom sa prefiltruje cez filtracny
papier.

Vytemperovana imunoafinitna kolonka sa vlozi do drziaka koloniek a aktivuje sa 10 ml
slaného tlmivého roztoku PBS, ktory sa necha pretiect’ cez kolonku.

Do kadicky o objeme 150 ml sa napipetuje 20 ml filtratu (v pripade vzoriek muky a obilnin 40
ml). K filtratu sa prida 30 ml (v pripade vzoriek muky a obilnin 60 ml) slaného tlmivého
roztoku (PBS). Vzorky muky a obilnin sa prefiltruji cez filtraény papier so sklenenymi

vlaknami. Na imunoafinitnu kolénku sa nanesie 50 ml zriedenej vzorky s PBS, alebo 50 ml
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druhého filtratu v pripade muky a obilnin a nechd sa pretiect’ kolonkou prietokom 2 az 3
kvapky za sekundu. Po preteceni vzorky sa kolonka premyje 15 ml redestilovanej vody.
Ochratoxin A, zachyteny v koldnke, sa vyeluuje do vialky 1 ml zmesi metanol/kyselina
octova (98/2) a 1 ml redestilovanej vody.

Takto pripravena vzorka sa analyzuje vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou.

4.3.6 Vzorky korenia a koreniacich pripravkov

Do Erlenmayerovej banky o objeme 250 ml sa navazi 5 g zhomogenizovanej a dobre
premiesanej vzorky a zaleje sa 100 ml extrakéného ¢inidla metanol/3 % hydrogénuhlicitan
sodny (1+1).Vzorka sa extrahuje 30 min na laboratornej trepacke a potom sa prefiltruje cez
filtracny papier. Ak je vzorka vel'mi jemna, na filtraciu sa pouzije Biichnerov lievik alebo sa
vzorka odstredi.

Vytemperovana imunoafinitnd kolonka sa vlozi do drziaka koloniek a aktivuje sa 10 ml
slaného tlmivého roztoku PBS, ktory sa necha pretiect’ cez kolonku.

Do kadicky o objeme 150 ml sa napipetuje 40 ml filtratu. K filtratu sa prida 60 ml slané¢ho
tlmivého roztoku (PBS) a prefiltruje sa cez filtraény papier so sklenenymi vladknami. Na
imunoafinitnu kolonku sa nanesie 50 ml filtratu a necha sa pretiect’ kolonkou prietokom 2 az
3 kvapky za sekundu (pomocou vékua). Po preteCeni vzorky sa kolonka premyje 15 ml
redestilovanej vody.

Ochratoxin A, zachyteny v koldnke, sa vyeluuje do vialky 1 ml zmesi metanol/kyselina
octova (98/2) a 1 ml redestilovanej vody.

Takto pripravena vzorka sa analyzuje vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou.

5 Vyhodnotenie nameranych udajov

Mnozstvo Ochratoxinu A (X) v ug/kg sa vypocita podl'a nasledujicej rovnice:

X=c.F
v ktorej:
¢ je mnozstvo Ochratoxinu A v analyzovanej vzorke, uvedené v chromatograme po

zintegrovani piku, v ng/ml
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F je faktor riedenia vzorky v procese analyzy, ziskany vypo¢tom podl'a komodit:

5.1 Kava

Riedenie (ml): 100/20/3

100 - objem extrak¢ného Cinidla

20 - objem extraktu vzorky nanasaného na kolonu

3 - objem, s ktorym bol analyt vyeluovany z imunoafinitnej kolonky
m - hmotnost’ navazky v g

F= (100.3/20) /m alebo zjednodusene F = 15/m

5.2 Pivo
Riedenie (ml) : 50/2

F=2/50 = 0,04
2 - objem, s ktorym bol analyt vyeluovany z imunoafinitnej kolonky
50 - objem vzorky nanesenej na imunoafinitni kolonku

5.3 Vino a napoje
Riedenie (ml) : (50 + 50)/25/2

F=22/25=0,16
50 - objem vzorky
50 - objem extrakéného Cinidla
25 - objem vzorky nanesenej na imunoafinitnti kolénku
2 - objem, s ktorym bol analyt vyeluovany z imunoafinitnej kolonky

5. 4 Ostatné vzorky
Riedenie (ml): 100/20/2

100 - objem extrak¢ného Cinidla
20 - objem extraktu vzorky nanasaného na kolonu
2 - objem, s ktorym bol analyt vyeluovany z imunoafinitnej kolonky

m - hmotnost’ navdzky v g
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F= (100.2/20) / m alebo zjednodusene F = 10/m
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