CH 8.8.a

Stanovenie zearalenonu metodou HPLC/FLD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa extrahuje zmesou acetonitril — voda, extrakt sa nasledne precistuje na
imunoafinitne] kolonke aanalyzuje sa na chromatografickej koléone so zakotvenou
reverznou fazou. Meranie sa realizuje metdodou kvapalinovej chromatografie s
fluorescen¢nou detekciou. Vyhodnotenie sa robi metdédou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metdda je vhodna na stanovenie zearalenonu v obilninach, muke, vyrobkoch z muky, v
cerealiach a v krmivach.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril , gradient grade.
3.1.2 chlorid sodny p.a.

3.1.3 deionizovana voda

3.1.4 NayHPO4.12H,0 p.a.

3.1.5 NaH;P04.2H,0 p.a.

3.1.6 kyselina octova p.a.

3.1.7 standard: Zearalenon (100 mg/l)
3.1.8 chloramin

3.1.9 aceton p.a.

3.1.10 destilovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 extrakéna zmes - acetonitril : voda (75:25 v/v) (do 1 1 odmernej banky preniest’ 750 ml
acetonitrilu(3.1.1) a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou). Pripravit’ vzdy Cerstvé.

3.2.2  Zmes - acetonitril : voda (1:1 v/v) (do 250 ml odmernej banky preniest’ 125ml
acetonitrilu(3.1.1) a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou). Pripravit’ vzdy Cerstvé.

3.2.3 mobilna fiza - acetonitril : voda : kyselina octova (51:47:2) (do 1 I odmernej banky
preniest’ 510 ml acetonitrilu(3.1.1), 20 ml kys. octovej(3.1.6) a po rysku doplnit’
deionizovanou vodou). Expiracia 1 mesiac.

3.2.4 PBS pufer, pH 7.4 (navazit’ 7,15 g Na,HPO,4.12H,0 (3.1.4) + 0,65 g NaH,PO,4.2H,0
(3.1.5) a 8,7 g NaCl (3.1.2) do 1 | odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou
vodou), pH neupravovat’! Expiracia 1 tyzden.

3.2.5 10% chloramin (navazit' 100g chloraminu(3.1.8), rozpustit’ v destilovanej vode
a doplnit’ do objemu 1 1). Expirdcia 1 mesiac.

3.2.6 5% acetdon (25ml acetonu(3.1.9) nariedit’ do objemu 500ml s destilovanou vodou).
Expiréacia 1 mesiac.




3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok standardu zearalenonu
Zasobny roztok zearalenonu ZEA (3.1.7) ma koncentraciu analytu 100 mg/1.

3.3.2 Zakladny roztok Standardu zearalenonu ZR1 ( 100 pg/l)

Do 25 ml odmernej banky napipetovat’ 25ul zo zasobného roztoku ZEA (3.1.7) a doplnit’ po
rysku zmesou acetonitril : voda (1:1)(3.2.2)

3.3.3 Kalibra¢né roztoky

Napipetovat’ do 10ml odmernych baniek objemy zakladného roztoku zearalenonu ZR1 podla
tabul’ky 1 a doplnit’ zmesou acetonitril : voda (1:1) (3.2.2) po rysku.

Tabulka 1 Priprava kalibraénych roztokov zearalenonu

Koncentracia Oznacenie Pridavok zo zakladného
zearalenonu(pg/l) roztoku roztoku ZR1 (ml)

10 Z1 1

25 Z2 2,5

50 Z3 5

75 Z4 7,5

100 Z5 10

Kalibra¢né roztoky sa pripravuju vzdy Cerstvé pred kazdym meranim.

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 30mintt. Potom starostlivo preplachnut’ destilovanou
vodou. Sklo nasledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratdérne sklo.

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



4  PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf s FLD-detektorom
4.2 mlyn ROMER Mills, laboratorny mixér

4.3 ultrazvukovy kapel

4.4 homogenizator Ultraturax

4.5 striekacka 25 pl Hamilton

4.6 laboratorne odmerné sklo

4.7 laboratérna odstredivka

4.8 filtratny papier

4.9 imunoafinitné kolonky

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Predpriprava vzoriek
5.1.1 Homogenizacia 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’ susSinu. Vzorku navazit’ zo zhomogenizovanej vysusenej vzorky.
Vzorku krmiva zhomogenizovat’, navazovat’ zo zhomogenizovanej vzorky. Stanovit’ susinu.

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

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Fortifikované vzorky sa fortifikuji na
urovni ustanoveného MRL:

nespracované obilniny, iné ako kukurica: 100ug/kg

nespracovana kukurica: 350ug/kg

rafinovany kukuri¢ny olej: 400ug/kg

kukurica, kukuri¢na muka, ranajkové cerealie na baze kukurice: 100ug/kg

obilie, obilna muka, otruby, klicky: 75ug/kg

chlieb, pecivo, susSienky, obilné snacky: 50ug/kg

potraviny na baze obilnin a kukurice pre doj¢ata a malé deti: 20ug/kg

Navazit 20 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ Standard zearalenonu o koncentracii 100 mg/1
ZEA (3.1.7) podla tabul'ky 2. Zmixovat’ na Vortexe. Nechat postat’ 15 minat a pokracovat’
podl’a procedury 5.3.1.2.

Tabul'’ka 2 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky pre stanovenie zearalenonu

MRL Koncentracia
Komodita (ug/ka) zearalenonu Pridavok standardu ZEA(ul)
Hgikg vo vzorke(ug/kg)
kukurica 350 350 70
nespracované obilniny | 100 100 20




obilna muka 75 75 15

chlieb, pecivo,
susienky, obilninyna |50 50 10
pripravu ranajok

potraviny na baze

obilnin pre deti 20 20 4

5.3 Priprava vzoriek

5.3.1 Priprava vzorky pre stanovenie zearalenonu
Pocas pripravy a spracovania laboratornych vzoriek je potrebné co najviac vylucit’ denné
svetlo, pretoze mykotoxiny sa vplyvom ultrafialového svetla rozkladaju.
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Navazit’ 20 g zhomogenizovanej vzorky (5.1.1)
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Pridat’ 100ml extrak¢nej zmesi (3.2.1) a premiesat’ na Ultraturaxe (4.5) 3 min. Extrakt
centrifugovat’ v laboratérnej odstredivke (4.8) pri 1600g 10min., prefiltrovat’ cez filtracny
papier . Zobrat’ 20ml filtratu a nariedit’ s 80ml PBS pufru (3.2.4).

5.4 Predistenie extraktov

Vybrat’ kolonku EASY-EXTRAKT Zearalenon(4.10) z chladnicky a vytemperovat’ na izbovu
teplotu. Aktivovat kolonku presatim 20ml PBS pufra(3.2.4) rychlostou Sml/min. Prekvapkat’
cez kolonku 25ml nariedeného extraktu rychlostou Sml/min. Kolonku preplachnut’ 20ml
deionizovanej vody rychlost'ou Sml/min. Eluovat’ 1,5 ml acetonitrilu(3.1.1) do sklenene;j
skamavky rychlostou 1 kvapka/sek. Eluat 3-krat spitne reverzne presat’ cez kolonku.
Kolénku dokladne vysusit’ vzduchom a presat’ eSte 1,5ml deionizovanej vody (celkovy objem
eluatu je 3ml). Vzorka je nariedena 3-krat.

5.5 Chromatograficka analyza
LC-podmienky

chromatograficka kolona LC-18

teplota kolony: 40 °C

mobilnd faza : acetonitril:voda:kys. octova (51:47:2 v/v) (3.2.3)
prietok: 1 ml/min.

nastrek: 50 pl

fluorescenc¢na detekcia

excitaténa vlnova dizka 274 nm

emisna vlnova dizka 455 nm




6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je imerna hodnotam 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 (ng/l)

R - stupeni riedenia

Vysledky merani st prepoc€itané na vytaznost metody (korekcia na recovery).
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC — vysokotcinna kvapalinova chromatografia
FLD — fluorescencny detektor

SPE - solid phase extraction

MRL — maximalny rezidualny limit

KT — kruhovy test



CH 8.8.a. Stanovenie Zearalenonu v pozivatinach a v krmivach
metédou HPLC

1 Urcenie metody

Metoda je pouzitel'nd na analyzu Zearalenonu v pozivatinach a v krmivéch.

2

Princip metody

Vzorky sa extrahuju zmesou acetonitril / voda, extrakt sa prefiltruje, alikvotna cast filtratu sa

zriedi slanym tlmivym roztokom PBS a preisti sa na imunoafinitnej cistiacej kolonke.

Precistené extrakty sa analyzuju na reverznej faze HPLC fluorescen¢nou detekciou.

3 Pomécky

3.1 Pristroje a zariadenia

laboratérne sklo: odmerné valce, odmerné banky, pipety, sklenené lieviky, sklenené
skamavky, Erlenmayerove banky

vakuové zariadenie na imunoafinitné kolonky

filtracny papier

filtrany papier so sklenenymi vladknami

polypropylénové centrifugacné skiimavky o objeme 50 ml

imunoafinitné Cistiace kolonky

horizontalna trepacka

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

redestilovana voda

chlorid sodny

extrak¢éné Cinidlo, acetonitril / voda (90 / 10)
30 % zmes metanol / voda

hydrogénfosfore¢nan disodny, Na;HPO4



- dihydrogénfosfore¢nan draselny, KH,PO4

- chlorid draselny

- hydroxid sodny

- slany fosfore¢nanovy tlmivy roztok (PBS)

- hydroxid sodny, roztok, ¢ (NaOH) = 0,2 mol/l

- zékladny Standard Zearalenonu 0 koncentracii 100 pg/ml

- zéasobny roztok Standardu Zearalenonu 0 koncentracii 5 000 ng/ml

- pracovné roztoky Standardu Zearalenonu na kalibra¢né krivky

4 Bezpecnost’ pri praci

Dekontaminacia laboratorneho skla a roztokov obsahujucich Deoxynivalenol sa robi 10%

roztokom chlérnanu sodného, pH =7

5 Pracovny postup

5.1 Priprava vzorky na analyzu

Vzorka ur€ena na analyzu sa pripravi jednym z postupov uvedenych v Prilohe ¢. 2 k Vynosu
MP SR ¢. 1497/4/1997-100 (krmiva) alebo podla Nariadenia Komisie ES ¢. 401/2006
(potraviny)

5.2 Kontroln4 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 50 g vzorky. Do vzorky sa prida 5 g
chloridu sodného a 150 ml extrakéného ¢inidla. Obsah banky sa trepe na trepacke pocas 1
hodiny.

Extrakt sa prefiltruje cez skladany filtraény papier (filtrat ¢. 1). Do odmernej banky o objeme
50 ml sa napipetuje 10 ml filtratu €. 1, banka sa doplni po znacku tlmivym roztokom PBS
a dobre sa premiesa. Obsah odmernej banky sa prefiltruje cez filtraény papier so sklenenymi
mikrovlaknami (filtrat ¢. 2). Filtracia cez filtraény papier so sklenenymi vldknami sa urobi

esSte raz (filtrat €. 3)



5.4 Cistenie filtratu na imunoafinitnej Cistiacej kolonke

Imunoafinitna Cistiaca kolonka sa pripoji na vakuovy systém. Na vrch kolonky sa pripoji
zasobnik s fritou. Koldnka sa premyje 20 ml tlmivého roztoku PBS.

Do zasobnika sa napipetuje 25 ml filtratu €. 3. Extrakt sa necha pretiect’ cez kolonku.

Ak sa neanalyzuje vzorka pigmentovana kolonka sa premyje 20 ml redestilovanej vody.

Ak sa analyzuje pigmentovana vzorka kolonka sa premyje 15 ml 30 % zmesi metanol.
Zasobnik sa odstrani a Zearalenon sa z kolonky vymyje 2 ml acetonitrilu.

Eluat sa odpari do sucha pod dusikom, pri teplote kiipel'a 45°C £+ 5°C. Odparok sa rozpusti
v 1,0 ml mobilnej fazy apremiecSa sa v skiimavkovom mixéri apouzije sa na HPLC

stanovenie.

6 Vyhodnotenie nameranych adajov

Mnozstvo Zearalenonu X v ng/kg sa vypocita podla nasledujucej rovnice:

X=c.F
v ktorej:
c je mnozstvo Zearalenonu v analyzovanej vzorke, uvedené v chromatograme po
zintegrovani piku, v ng/ml
F je faktor riedenia vzorky v procese analyzy, ziskany vypoctom:
Riedenie (ml): 150/10+40/25/1
150 - objem extrak¢éného ¢inidla
10 - objem extraktu vzorky braného na riedenie
40 - objem PBS, ktorym sa extrakt nariedi
25 - objem extraktu vzorky nanaSaného na kolénu
1 - objem mobilnej fazy, v ktorej bol rozpusteny odparok

F= (150.0,04).5/m alebo zjednoduSene F =30/m

150 - objem extrak¢ného ¢inidla v ml
0,04 - podiel hodnét 1/25



- zohladnenie riedenia

- hmotnost’ navazky v g

Literatira

Draft ISO/DIS 17372, dec.2005

ISO 17372:2008

navod na pouzitie imunoafinitnych ¢istiacich koloniek

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

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

vzoriek a analytické metody na uradntl kontrolu hodndét mykotoxinov v potravinach
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CH 8.8.a Stanovenie zearalenonu v biologickom materialy metédou HPLC

1. Povod metody
Rhone-Diagnostics Technologies LTD
2. Princip metody

Metoda je vhodnd na analyzu zearalenonu V roznych vzorkach rastlinného a zivociSneho
povodu a Vv detskej strave. Zo vzoriek sa extrahuje toxin zmesou rozpustadiel. Néasledne sa
zachytava na imunoafinitnej kolonke a zaroven sa koextrahované analyty vymyju z kolonky
spolu s extrakénymi roztokmi. Denaturaciou imunoafinitnej kolonky metanolom sa z nej
uvol'ni zearalenon.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material

imunoafinitné kolonky
SPE manifold,

trepacka,

250 ml polgulova banka,
delice lieviky,
striekackové mikrofiltre,
ultrazvukovy kupel,
kvapalinovy chromatograf

4. Zoznam chemikalii

metanol p.a., 9.g.,

hydroxid sodny 0,2M (8g NaOH rozpustit' v 1 L vody),
PBS tablety

redestilovana voda,

extrakcény roztok:. metanol/voda 75/25 viv

premyvaci roztok

rozpustaci roztok: metanol/voda 50/50 v/iv

Standard zearalenonu

5. Priprava Standardov

Zasobny roztok zearalenonu sa pripravi na koncentraciu 2000 ng/ml v acetonitrile.

6. Priprava vzoriek
Extrakcia

Vzorka sa navazi do uzatvaratel'nej banky s objemom cca.250-500 ml. K vzorke sa prida 150
ml zmesi extrakéného roztoku metanol/voda. Zmes sa pretrepe prudko v rukach, aby sa
dosiahla homogénna suspenzia. Nasledne sa vytrepava na trepacke. Extrakt sa prefiltruje
a zbiera do odmerného valca. Z filtratu sa odoberie 30 ml. Doplni sa roztokom pripravenym
Z PBS tabliet. Dobre sa pretrepe. Prefiltruje sa cez filtracny papier. Okamzite sa pokracuje
v Cisteni na imunoafinitnej kolonke.

7. Podmienky stanovenia
Kolona: LiChrospher Cig,
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Mobilna faza: metanol : voda 75/25 v/v
Prictok mobilnej fazy: 0,7 ml/ min
Detektor: FLD

Injekény objem: 40 ul

Teplota: 40° C
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