CH 8.5.a. Stanovenie aflatoxinu M1 v mlieku metodou HPLC/FLD

1. Povod metédy .
STN EN ISO 14501, modifikacia pre potreby SVPU Kosice

2. Princip metody

Aflatoxin M1 je z mlieka extahovany na imunoafinitnej kolone (IA). Vsetky d’alSie primesy
su z kolony vymyté roztokom PBS. Aflatoxin M1 je z IA kolonky eluovany zmesou
metanol/acetonitril (20:30, v/v). Ziskany eluat sa aplikuje do HPLC s FLD detekciou.

3. Pouzité pristroje

kolonky AFLAPREP M (R-BIOPHARM RHONE LTD),
SPE manifold,

Kadicky,

Skumavky,

vodna vyveva,

filtracné papiere,

kvapalinovy chromatograf FLD exc 365nm, em 420nm

4. Zoznam chemikalii
metanol,

acetonitril,

roztok prip. tablety PBS,
redestilovana voda,
Standard aflatoxinu M1.

5. Priprava vzoriek

Mlieko

Mlieko sa zohreje na 35 - 37°C a prefiltruje cez filtraény papier, v pripade potreby sa pouzije
d’alsi filtracny papier, popripade sa mlieko centrifuguje 15 min. pri 4000 ot/min. Na analyzu
sa odoberie priblizne 50 ml mlieka, toto mnozstvo sa odvazi. Na imunoafinitn1 kolénku sa
pripevni rezervoar, celych 50 ml mlieka sa aplikuje na imunoafinitnii kolonku. Necha sa
gravitaciou pretiect’, v pripade potreby sa pouzije vdkuum, ktoré sa nastavi tak, aby rychlost’
pretekania mlieka cez IA kolonkou bola cca. 1 kvapka za sekundu. Kolonka sa preplachne 10
ml roztoku PBS, nésledne sa preplach opakuje eSte raz s 10ml PBS a kolonka sa vysusi za
pouzitia vakua. Aflatoxin M1 sa eluuje s 1,25 ml zmesi MeOH/ACN (20:30, v/v). Na
zabezpecenie denaturdcie vizby aflatoxinu je potrebny minimalne 30 s. kontakt s eluénym
¢inidlom, ¢o zabezpefime opakovanym spitnym premytim kolonky — tzv. “backflusching”
aspon raz. Potom sa na kolonku aplikuje 1,25 ml vody a zbiera sa do skimavky spolu s prvym
eluatom, ¢im sa ziska 2,5 ml eluatu s obsahom aflatoxinu M1. Tento eluat sa priamo davkuje
do HPLC systému.

Susené mlieko:

Odvazi sa 10 g suseného mlieka do 250 ml banky. Zohreje sa 100 ml vody na teplotu 30 —
40 °C. Do suSen¢ho mlieka sa vleje cca 80 ml zohriatej vody v malych mnoZstvach a
postupne sa mieSanim rozpusta. Homogénna zmes sa kvantitativne prenesie do 100 ml
odmernej banky a doplni do 100 ml zvySkom zohriatej vody. Rekonstituované mlieko sa
prefiltruje cez filtrany papier a postupuje sa d’alej ako pri mlieku.



7. Podmienky stanovenia

Kolona: Eclipse XDB — C18, 150 x 4,6mm, 5um, Agilent

Mobilna faza: acetonitril — metanol - voda v pomere 16/26/58, v/viv
Prietok mobilnej fazy: 1,0 ml/min

Detekcia: FLD exc. 365nm, emis. 420nm

Teplota: 40 °C

Injekovany objem: 50 ul.



CH 8.5.a. Stanovenie Aflatoxinu M1 v mlieku, v mlie¢nych vyrobkoch

a Vv mlieénych kimnych zmesiach metédou HPLC

1 Urcenie metody
Metdda je pouzitelnd na analyzu Aflatoxinu M1 v surovom kravskom mlieku, v susenom

mlieku, v mlie¢nych vyrobkoch a v mlie¢nych kimnych zmesiach.

2 Princip metédy

Aflatoxin M 1 sa vo vzorke stanovi po jej aplikécii na imunoafinitna ¢istiacu koldnku, ktora
obsahuje Specificki protilatku naviazani na pevny materidl. Protilatka selektivne naviaze
antigén Aflatoxinu M1 za vzniku komplexu protilatka — antigén. VSetky ostatné zlozky
z matrice vzorky sa vymyju zkolonky vodou. Aflatoxin M1 sa zkolonky vyeluuje

acetonitrilom a stanovi sa metddou HPLC na reverznej faze fluorescenénou detekciou.

3 Pomocky
3.1 Pristroje a zariadenia
- laboratorne sklo: odmerné valce, pipety, sklenené lieviky, sklenené skimavky,
- rotacna vakuova odparka
- vakuové zariadenie na imunoafinitné kolonky
- nadstavce o objeme 50 ml
- filtraény papier
- imunoafinitné Cistiace kolonky

- analytické vahy

3.2 Chemikalie a roztoky
Pouzivaju sa len chemikalie Cistoty p.a. a HPLC
- acetonitril
- metanol
- hexan
- demineralizovana voda

- chlorid sodny, nasyteny roztok



- chloroform

- Celit

- zakladny Standard Aflatoxinu M1 v acetonitrile o0 koncentracii 10 pg/ml

- zasobny roztok Standardu Aflatoxinu M1 0 koncentracii 200 ng/ml

- roztoky Standardu Aflatoxinu M1 o koncentraciach 0,025 ng/ml az 10 ng/ml na

kalibra¢né krivky

4  Bezpe€nost pri praci
- dekontaminacia: vsetko pouzité sklo a roztoky sa musia dekontaminovat’ ponorenim
do 5 % roztoku hypochloritu sodného najmenej na dobu 30 minat a potom do 5 %

roztoku acetonitrilu na 30 minut.

5 Pracovny postup

5.1 Priprava vzorky na analyzu
5.1.1 Surové mlieko
Vzorka mlieka sa premiesa a zahreje na teplotu 35°C az 37°C a prefiltruje sa cez viac vrstiev

filtra¢ného papiera. Na analyzu je potrebné pripravit’ najmenej 50 ml mlieka.

5.1.2 SuSené mlieko a mlie¢ne kimne zmesi

Do kadicky o objeme 250 ml sa navazi 5 g dobre premieSanej vzorky a po malych
mnoZstvach sa prida celkom 50 ml vody vopred zohriatej na teplotu 50°C. Zmes sa mieSa

Vv ultrazvukovom ktpeli az do ziskania homogénnej konzistencie. Vzorka obnoveného mlieka
sa necha vychladnit’ na teplotu 20°C a potom sa kvantitativne prenesie pomocou malého
mnozstva vody do odmernej banky o objeme 100 ml a banka sa vodou doplni na objem 100
ml. Na analyzu je potrebné pripravit’ najmenej 50 ml mlieka alebo 50 ml mlie¢nej kfmne;j

Zmesi.

5.1.3 Mliecne vyrobky

Do banky sa navazi 20 g vzorky s presnostou na 0,001 g, prida sa 75 ml chloroformu, 1 ml
nasytené¢ho roztoku chloridu sodného a 5 g Celitu. Obsah banky sa trepe na trepacke pocas 20
minit a potom sa prefiltruje cez skladany filtracny papier. Banka sa oplachne 50 ml

chloroformu a chloroform so zvySkami vzorky sa prefiltruje. Cely filtrat sa odpari do sucha



Vv rotacnej vakuovej odparke pri teplote 50°C. Odparok sa rozpusti v 1 ml metanolu, prida sa
50 ml hexanu azmes sa prenesic do oddelovacieho lievika o objeme 500 ml. Zmes
v oddel'ovacom lieviku sa postupne vytrepava 30 ml vody, 20 ml vody a 20 ml vody. Spodna

vodna vrstva sa zachytava.

5.2 Cistenie vzoriek na imunoafinitnych kolénkach

5.2.1 Surové mlieko a obnovené suSené mlieko

Do kadi¢ky sa napipetuje 50 ml pripravenej vzorky. Do nadstavca o objeme 50 ml,
pripojen¢ho na imunoafinitnu kolénku sa vzorka kvantitativne prenesie a necha sa pomaly
pretiect’ cez kolonku.

Kolénka sa po preteceni vzorky premyje 2 x 10 ml vody. Kolonka sa odpoji od vakuového
systému. Aflatoxin M1 sa z kolonky vyeluuje 4 ml acetonitrilu. Eluat sa zachyti do sklenenej
banky a odpari sa do sucha pri teplote 50°C v rotacnej vakuovej odparke. Odparok sa

rozpusti v 0,5 ml vody a pouzije na HPLC stanovenie.

5.2.2 Mlie¢ne vyrobky

Cely objem vzorky pripraveny postupom 5.1.3 sa prenesie do nadstavca o objeme 50 mi,
pripojen¢ho na imunoafinitna koldnku a neché sa pomaly pretiect’ cez kolonku.

Kolonka sa po prete¢eni vzorky premyje 2 x 10 ml vody.. Kolonka sa odpoji od vakuového
systému. Aflatoxin M1 sa z kolonky vyeluuje 4 ml acetonitrilu. Eluat sa odpari do sucha
Vv rota¢nej vakuovej odparke pri teplote 50°C. Odparok sa rozpusti v 0,5 ml vody a pouzije na

HPLC stanovenie.

6 Vyhodnotenie nameranych udajov a vyjadrenie vysledkov

V chromatograme prisluSnej vzorky sa zintegruje pik, ktory ma rovnaky retenc¢ny cas ako

Standard podl'a aktudlnej kalibracnej krivky. Hodnoty koncentracie Aflatoxinu M1 su

vyjadrené v ng/ml. Z nameraného mnozstva sa vypocita obsah Aflatoxinu M1 podl'a rovnice:
X =c¢ . F

v ktorej:

X je mnozstvo Aflatoxinu M 1 v analyzovanej vzorke v pg/kg



c - je mnozstvo Aflatoxinu M 1 v analyzovanej vzorke, vypocitané z kalibracnej krivky,
v ng /ml

F -Je faktor riedenia vzorky v procese analyzy, ziskany vypoctom podl’a komodit:

6.1 Mlieko a mlie¢ne vyrobky
Riedenie (ml): 0,5

F=05/m
0,5 -objem, v ktorom bol rozpusteny odparok
m - hmotnost’ navazky v g

6.2 SuSené mlieko a mlie¢ne kimne zmesi
Riedenie (ml): 100/50/0,5
F= 100.0,01/m, zjednodusene 1/m

100 - objem extra¢ného Cinidla

50 - objem vzorky nanesenej na imunoafinitni kolonku
0,5 -objem, v ktorom bol rozpusteny odparok

m - hmotnost’ navazky v g

0,01 - podiel hodnét 0,5/50

7 Literatura

- I1SO 14501: 1998 (E) — Milk and milk powder — Determination of aflatoxin M1
content — Clean-up by immunoaffinity chromatography and determination by high-
performance liquid chromatography

- navod na pouZitie imunoafinitnych Cistiacich koloniek






	CH 8.5.a. mykotoxiny M1 HPLC.pdf
	CH 8.5.a.Stanovenie Aflatoxínu M1 metódou HPLC.pdf

