CH 8.11. Stanovenie patulinu v potravinach rastlinného pévodu metéodou
HPLC.

1. Povod metédy
Mac. Donald et al.:J.of AOAC Inter., Vol 83, No6, 2000 upravena na potreby SVPU Kosice
Dr. Tkacikovou.
Konfirmac¢na metoda podla navodu ku kolénkam MYCOSEP
PATULIN:Determination of Patulin in apple juice and apple juice concentrate with HPLC,
CODE 1004015, January 1999.

2. Princip metédy
Metoda je zalozena na principe extrakcie patulinu z matrice octanom etylnatym s naslednym
odstranenim interferujucich kyslych zluc¢enin uhli¢itanom sodnym.

3. Pouzité pristroje
Viahy,

Trepacka,

pH meter,

Rota¢na vakuova odparka,
Deliace lieviky,

Filtraéné lieviky,
Filtra¢né papiere,

4. Zoznam chemikalii

Octan etylnaty p.a.,

Redestilovana voda upravena na pH=4 I'adovou kys. octovou,
Ladova kys.octova,

Uhli¢itan sodny (NayCOs3) 1,5% vodny roztok,

Bezvody siran sodny (Na,SOy),

Acetonitril g.g.

5. Priprava Standardov

Zasobny roztok sa pripravi s koncentraciou 0,5 mg/L v octane etylnatom, pripadne v
dichlérmetane. Udrziava sa v mrazni¢ke v tme. Pracovné roztoky sa pripravia odparenim
vypocitaného objemu zéisobného roztoku patulinu v octane etylnatom a rozpustenim
Vv deionizovanej vode pH=4 tak, aby po rozpusteni bola jeho vysledna koncentracia 10,
100, 200, 500, 800 a1000 pg/L.

6. Priprava vzoriek

jablka,detské vyZivy, drene, dZiisy:

10 g zhomogenizovanej vzorky sa extrahuje 20 ml octanu etylnatého po dobu 15 min.
Vrstva octanu etylnatého sa zleje do deliaceho lievika a extrakcia sa zopakuje eSte raz. K
spojenym extraktom v deliacom lieviku sa prida 4 ml 1,5 % roztoku uhli¢itanu sodného a
dobre kratko pretrepe (cca. 0,5 min-patulin je nestabilny v alkalickom prostredi, preto sa
pracuje v tomto kroku ¢o najrychlejsie). Po oddeleni vrstiev sa zleje spodna vodna vrstva do
deliaceho lievika a horné octanova sa zleje cez filtraény papier s bezvodym siranom sodnym
do polgulovej banky. Vodna vrstva sa opakovane vytrepe s 10 ml octanu etylnatého a po
oddeleni vrstiev sa spodnd vrstva vyleje do odpadu. Hornd vrstva sa prilejeme cez bezvody
siran sodny do polgul'ovej banky k prvému extraktu. Siran sodny na filtracnom papieri sa este



oplachne malym mnozstvom octanu etylnatého. Spojené extrakty sa odparia na rotacnej
vakuovej odparke dosucha a rozpustia v 1 ml mobilnej fazy.

Priprava dzasov a ovocnych koncentratov pre potvrdenie patulinu na kolonke MYCOSEP PATULIN:

Ovocné koncentraty:

K 2,5 ml koncentratu sa do tmavej banky prida 10 ml zmesi acetonitril/voda (84/16 v/v) a
dobre sa pretrepe( na trepacke cca 15 min, na Vortex mixéri 5 min). Vrstvy sa nechaja
oddelit’.

Dzusy:
K 2,5 ml koncentratu sa do tmavej banky prida 10 ml acetonitrilu a dobre sa pretrepe (na
trepacke cca 15 min, na Vortex mixeri 5 min). Vrstvy sa nechaju oddelit’.

Odmeria sa mnozstvo hornej vrstvy (cca 11,5 ml) a zaznadi sa. Z tejto vrstvy sa odoberie
8 ml a prenesie do skiimavky v kyte. Patulinova koloénka sa gumenym ¢ervenym koncom
nasadi na vrchny otvor skimavky a pomaly ru¢ne sa vzorka pretla¢i cez sorbent kolonky do
hornej ¢asti (nezakryvat’ vrch kolénky prstami). Cas prechodu vzorky kolénkou nesmie byt
mensi ako 60 sec! Z precistenej vzorky sa odoberie 4 ml, ktoré sa odparia na rotacne;j
vakuovej odparke pri 60 °C dosucha. Odparok sa rozpusti v 1 ml mobilnej fazy.

7. Podmienky stanovenia
Kolona: Chromolith Performance RP-18e (100x4,6 mm, Merck)
Mobilna faza: :A:redestilovana voda pH=4 (acetic acid)

B: acetonitril

Prietok mobilnej fazy: 1,2 ml / min
Detekcia: DAD (276,20) (450,50) nm
Teplota: laboratorna

Injekovany objem: 25 ul.



CH 8.11. Stanovenie Patulinu metodou HPLC

1. Urcenie metody

Metdda je urcena na stanovenie patulinu v ovocnych a zeleninovych vyrobkoch a
v surovinach.

2. Princip metody

Pripravend vzorka sa deli na chromatografickej kolone s reverznou fazou. Patulin sa stanovuje
kvapalinovou chromatografiou s UV/VIS detektorom alebo s detektorom didédového pola.

3. Pomocky

3.1. Pristroje a zariadenia

- HPLC zariadenie s UV/VIS detektorom alebo s detektorom diddového pola
- separacna kolona

- analytické vahy

- laboratorne sklo: deliaci lievik, Erlemayerove banky, pipety

- rota¢nd vakuova odparka

- filtra¢né disky

3.2. Chemikadlie a roztoky

Pouzivaju sa len chemikélie oznacené p.a. a Cistoty HPLC

- voda pre HPLC

- acetonitril pre HPLC (ACN)

- octan etylnaty p. a.

- uhli¢itan sodny p. a.

- siran sodny bezvody p.a.

- 20 % roztok kyseliny sirovej p. a.
- kyselina octova p.a.

-okyslend voda na pH 4,0; upravena kyselinou octovou
- Standard patulinu

- kyselina chlorista p.a. 60%

- chloramin 1% roztok

- aceton

- dekontamina¢ny roztok: 5 1 vody + 300 ml 1% roztoku chloraminu + 200 ml acetéonu



4. Pracovny postup
4.1. Priprava vzorky

Vzorka ur€end na analyzu sa pripravi podla nariadenia ES ¢. 401/2006 (poraviny).

V pripade jablkovej Stavy odvazime 10 g zhomogenizovanej vzorky a kvantitativne
prenesieme do deliaceho lievika. Patulin extrahujeme 20 ml octanu etylnatého a intenzivne
pretrepavame 2 mindty. Vrstvu octanu etylnatého prelejeme do sklenej kadicky. Tento postup
opakujeme eSte dvakrat. Spojené vrstvy octanu etylnatého prelejeme do deliaceho lievika.
Pridame 4 ml 1,5% roztoku uhli¢itanu sodného. Po intenzivnom pretrepani sa oddeli vodna
vrstva od organickej. Extrakcia musi byt urobend rychlo, vzhl'adom na nestilost’ patulinu
v alkalickom prostredi. Vodnt vrstvu premyjeme 10 ml octanu etylnatého. K spojenym
octanovym extraktom pridame 5 kvapiek koncentrovanej kyseliny octovej, pretrepeme.
Spojené vrstvy octanu etylnatého prelejeme cez 30g stipec siranu sodného bezvodého. Stipec
siranu sodného bezvodého premyjeme 20ml octanu etylnatého. Filtrat sa zachytdva do
destilacnej banky a pomocou vakuovej rotaénej odparky pri teplote 45 °C sa odpari do sucha.
Suchy odparok rozpustime v 5 ml octanu etylnatého, kvantitativne prenesieme do 10 ml
destila¢nej banky a odparime do sucha. Suchy odparok rozpustime v 1-2 ml zmesi mobilnej
fazy a 20 % roztoku kyseliny sirovej v pomere 50 : 50.Vzorku prefiltrujeme cez filtracny
krazok . Takto je vzorka pripravend na nastrek na separac¢nu kolonu.

V pripade tuhej vzorky (ako jablka, detskd vyziva) navaZzime 10 g zhomogenizovanej vzorky
do 100 ml Erlenmayerovej banky. Priddme 20 ml octanu etylnat¢tho a intenzivne
pretrepavame 2 minlty. Vrstvu octanu etylnatého prelejeme do sklenej kadicky. Tento postup
opakujeme eSte dvakrat. Spojené vrstvy octanu etylnatého prelejeme do deliaceho lievika.
Pokracujeme ako v predoslom pripade.

4.2. Priprava merania
So Standardom patulinu pracujeme podl'a odporticania vyrobcu.

Odporacand koncentracia pracovnych roztokov patulinu je 0,025 mg/l, 0,05 mg/l, 0,1 mg/l,
0,3mg/l, 0,5mg/l, 1 mg/l.

Pred meranim premyjeme kolénu 20 minlt zmesou vody a acetonitrilom (50% : 50%) a
potom 20 minut mobilnou fazou. Po kaZzdom nastreku vzorky premyjeme kolonu
acetonitrilom. Po ukonceni prac premyjeme kolénu 20 minut zmesou vody a acetonitrilu
(50% : 50%) a 20 minut acetonitrilom.

4.3. Meranie

Vzorky sa analyzujt po ustaleni HPLC systému .
V kazdej sade sa meria kalibra¢na krivka, vzorky a kontroln4 vzorka na vytaznost.

5. Vyhodnotenie nameranych adajov

Vypocet sa robi na zaklade metdody vonkajSieho Standardu integraciou ploch pikov alebo
meranim vySok pikov po zohl'adneni elu¢nych ¢asov, spektralnej zhody a linearity kalibracnej
krivky. Pri vypocte sa zohl'adni pripadny zried’ovaci faktor. Koncentracia vzorky sa prepocita
na stanovenu vytaznost'.



5.1. Spracovanie nameranych hodnot
Obsah patulinu vo vzorke sa vypocita podl'a nasledujucej rovnice:

c.F
X =

n
X - obsah analytu vo vzorke v ug/kg
Cc - koncentracia meraného roztoku v ng/ml
V - kone¢ny objem meraného roztoku v ml
n -navazka vzorky v g
F - prepocitavaci faktor

Za podmienok metody V=1ml, F=1ak V=2ml, F=2.

5.2. Interpreticia nameranych vysledkov.

Vysledok koncentracie patulinu vo vzorke sa porovnd s platnou legislativou. Do protokolu sa
uvedie namerana hodnota prepocitand na vytaznost’ s prislusnou neistotou merania, aka bola

zistend pri validacii metody.

6. Literatara

STN EN 14177 — Stanovenie patulinu v ¢irej a zakalenej jablkovej $tave a
Vv jablkovom  pyré. Metoda HPLC s precistenim extrakciou kvapalina-kvapalina.

Nariadenie komisie ( ES ) ¢. 1881/2006 z 19. decembra 2006, ktorym sa ustanovuji
maximalne hodnoty obsahu niektorych kontaminantov v potravinach.

Nariadenie komisie ( ES ) ¢. 401/2006 z 23. februara 2006, ktorym sa stanovuji
metody odberu vzoriek a analytické metddy na uradnt kontrolu hodnét mykotoxinov

V potravinach.






CH 8.11.

STANOVENIE PATULINU METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa extrahuje etylacetatom, extrakt sa nasledne odpari a rozpusti vo vode. Analyzuje sa
na chromatografickej koloéne so zakotvenou reverznou fazou. Meranie sa realizuje DAD
detektorom pri vinovej dlzke 275nm.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie patulinu v ovocnych népojoch, nektaroch, koncentratoch
a vyrobkoch z ovocia.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 patulin 100 pl/ml Standard

3.1.2 HMF - (hydroxymetyl)furan-2-carbaldehyd
3.1.3 acetonitril

3.1.4 etylacetat for gas chromatography

3.1.5 uhlic¢itan sodny dekahydrat

3.1.6 deionizovana voda

3.1.7 chloramin

3.1.8 aceton

3.1.9 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 1,5% uhli¢itan sodny (navazit 1,5g uhli¢itanu sodného (3.1.5) do 100ml odmernej
banky a doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.8) po rysku).

3.22 10% chloramin (navazit 100g chloraminu (3.1.8), rozpustit' v destilovanej vode
(3.1.10) a doplnit’ do objemu 11).

3.2.3 5% aceton ( 25ml acetonu (3.1.9) narieditt do objemu 500ml s destilovanou vodou
(3.1.10)).

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok Standardu patulinu
Zasobny roztok patulinu (3.1.1) ma koncentraciu analytu 100 mg/1.

3.3.2 Zasobny roztok standardu HMF (1000mg/1 v acetonitrile)
Navazit 10 mg HMF (3.1.2) do 10 ml odmernej banky. Banku doplnit po znacku
acetonitrilom (3.1.3).

3.3.3 Zakladny roztok Standardu patulinu ZR1 (1 mg/l)
Do 10 ml odmernej banky napipetovat’ 100ul zo zasobného roztoku patulinu (3.1.1) a doplnit’
po rysku deionizovanou vodou (3.1.8).




3.3.4 Zakladny roztok standardu HMF ZR2 (1 mg/l)

Do 25 ml odmernej banky napipetovat’ 25ul zo zasobného roztoku HMF (3.1.1) a doplnit’ po
rysku deionizovanou vodou (3.1.8).

3.3.5 Kalibra¢né roztoky

Napipetovat’ do 10 ml odmernych baniek objemy zakladného roztoku patulinu ZR1 a HMF
ZR2 podl'a tabul’ky 1 a doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.7) po rysku.

Tabulka 1 Priprava kalibraénych roztokov patulinu

Koncentracia patulinu a Oznacenie Pridavok zo Pridavok zo

HMF roztoku zakladného roztoku zakladného roztoku
(ng/h) ZR1 (ml) ZR2 (ml)

10 P1 0,1 0,1

25 P2 0,25 0,25

50 P3 0,5 0,5

75 P4 0,75 0,75

100 PS5 1 1

3.4 Dekontaminacia

Sklo dekontaminovat’ ponorenim do roztoku 10% chloraminu (3.2.5) najmenej na 30 minut,
potom do roztoku 5% acetonu (3.2.6) na 30minut. Potom starostlivo preplachnut’ destilovanou
vodou (3.1.10). Sklo nésledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratorne sklo.

Reagencie dekontaminovat’ vyliatim do 10% roztoku chloraminu (3.2.5), po 30 minutach
pridat’ roztok 5% acetonu (3.2.6). Zberat’ do zbernych nadob.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom
4.2 trepacka

4.3 striekacka 25 pul Hamilton

4.4 Vortex

4.5 laboratorne odmerné sklo

4.6 laboratérna odstredivka

4.7 laboratérny mixér

4.8 sklenena vata

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Predpriprava vzoriek
5.1.1 Homogenizécia vzoriek

Ak ide otekuté vzorky, dokladne premiesat, ak ide o vzorky polotekutej alebo tuhej
konzistencie dokladne rozmixovat’ v laboratdrnom mixéri a premiesat’.




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

Na pripravu vzoriek sa pouziju negativne matrice. Fortifikované vzorky sa fortifikuji na
urovni ustanovené¢ho MRL:

Ovocné napoje, nektare a koncentraty : 50ug/kg

Polotekuté a tuhé vyrobky z ovocia : 25ug/kg

Potraviny z ovocia pre dojcata a malé deti : 10ug/kg

Navazit’ 5 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ Standard patulinu o koncentracii 1 mg/1 (3.1.7)
podla tabulky 2. Premiesat’ na Vortexe. Nechat postdt 15 minat a pokracovat podla
procedury 5.3.2.

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

Koncentracia Pridavok zo Konetny objem pridanej
Komodita MRL patulinu zikladného deionizovanej vody
(ng/kg) | Vo vzorke Standardu (ml)
(na/kg) patulinu (ml)

Negativna vzorka 0 0 podrl'a zvolenej matrice
Ovocné napoje,
nektare a 50 50 0,25 5
koncentraty
Polotekuté a tuhé
vyrobky z ovocia 25 25 0,125 25
Potraviny z ovocia
pre dojcata a malé 10 10 0,05 0,5
deti

5.3  Priprava vzoriek
5.3.1 Predpriprava vzorky pre stanovenie patulinu

Navazit' 5 g zhomogenizovanej vzorky (5.1.1).

5.3.2 Priprava vzorky pre stanovenie patulinu

Pridat’ 10ml etylacetatu (3.1.4), dat’ na trepacku na 20 min a nechat’ postat’ 5 min. Organicku
vrstvu odobrat’. Organicku vrstvu a extrahovat’ 1,5% uhli¢itanom sodnym (3.2.1), premiesat’
na Vortexe a nechat’ postat’ 10 min. Odobrat’ vrchnl vrstvu. Extrakt prefiltrovat’ cez sklenenu
vatu a oplachnut’ 2ml etylacetatom (3.1.3). Odparit’ a rozpustit' v 0,5ml deionizovanej vody.
U negativnej a fortifikovanej vzorky rozpustit’ v objeme podla tabulky 2.

Poznamka 1: V pripade, ze sa vzorka koncentratne vymyka z rozsahu meranej kalibracne;j
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky

chromatografické kolona C-18, 125mm




mobilna faza :

A — acetonitril isocratic (3.1.2)
B - deionizovana voda (3.1.7)
prietok: 0,5 ml/min.

nastrek: 20 pl

DAD detekcia

vlnova dizka 275 nm
Gradientova eltcia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je umerna hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibraénych roztokoch.
Cy= Cs.R  (mg/kg)
Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu urcena z kalibra¢nej krivky (mg/1)
R - stupeni riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HMF —hydroxymetylfurfural

HPLC — vysokou¢inna kvapalinova chromatografia
DAD - diode array detektor

MRL — maximalny rezidudlny limit
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