CH 8.6. Stanovenie nivalenolu v krmivach a krmnych zmesiach

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

2. Princip metody
Metdda je zaloZena na extrakcii nivalenolu z rastlinnej vzorky redestilovanou vodou a
naslednom precisteni na imunoafinitnych koldénkach.

3. Pouzité pristroje

Vahy,

Trepacka,

Ultrazvukova lazen,
Rotac¢na vakuova odparka,
Pipety,

SPE manifold,
imunoafinitné kolonky,
Kvapalinovy chromatograf.

4. Zoznam chemikalii
deionizovand voda HPLC (istoty,
Metanol p.a.,

metanol g.g.,

acetonitrl g.g.

polyetylénglykol,

PBS tablety.

5. Priprava Standardov

Nivalenol sa zakapi ako kryStalicka latka, ktora sa rekonstituuje 100 % acetonitrilom na
koncentraciu 1 mg/ml. Neché sa cez noc postat’ pri laboratdrnej teplote, aby sa krystaly
uplne rozpustili. Zasobny roztok moze byt uskladneny v mraznicke pri —20 °C jeden rok.
Pracovny roztok sa nariedi tak, aby vyslednd koncentracia bola 50 pg/ml, 200 pg/ml, 400
pg/ml, 500 pg/ml, 700 pg/ml a 1000 pg/ml v mobilnej faze.

6. Priprava vzoriek

dojcéenska strava, obiloviny:

Vzorka sa zhomogenizuje. Do polgul’ovej banky sa navazi 25 g homogénnej vzorky a
pridé sa 200 ml deionizovanej vody (pri dojcenskej strave sa prida eSte 8g polyetylén glykolu
(PEQG)). Vzorka sa vytrepava na trepacke 20 minuat. Extrakt sa prefiltruje cez filtra¢ny papier
do odmerného valca. Na d’alSie Cistenie sa odoberie 10 ml filtratu ((pri dojcenske;j strave 20
ml filtratu), ktory sa aplikuje na imunoafinitni koldnku pomocou rezervoara pri prietoku
cca.l kvapka za sekundu. Kolonka sa premyje 10 ml fosfatového pufra pripraveného z PBS
tabliet (pH=7.4) a nasledne vysusi za zapnutého vakua. Nivalenol 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 pl 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 imunoafinitni
kolonku pomocou rezervoara pri prietoku cca. 1 kvapka za sekundu. Kolénka sa premyje 10
ml fosfatového pufra pripraveného z PBS tabliet (pH=7.4) a nasledne vysusi za zapnutého
vakua. Nivalenol sa pomaly eluuje z kolénky 1,5 ml 100% acetonitrilu a kolonka sa nasledne
vysusi vakuom. Eluat sa odpari dosucha pri 60°C. Odparok sa rekonstituuje 1 ml mobilne;j
fazy a premiesa sa na vortexe. 50 pl sa pouzije na nastrek do HPLC systému.

8. Podmienky stanovenia

LC system

Koléna: C-18 endcapped /(Gemini,Phenomenex 150 x 4.6, 5 pum)
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



