CH 8.10. Stanovenie fumonizinov B1 a B2 v biologickom materialy

P6vod metody
STN EN 13585
1. Rozsah metody

Metoda bola uspesne validovana v medzilaboratornom stadiu podl'a AOAC prirucky (1) v
kukurici obsahujucej od 405 ug/kg do 6732 ug/kg fumonizinu B; , a od 152 ug/kg do 2619
ug/kg fumonizinu B, Tato metdoda je vhodnd na analyzovanie vzoriek kukurice alebo
minimalne upravovanej kukurice (napr. Cerstvd, suSend a mletd). Tato metdda neposkytuje
spol'ahlivé vysledky pri vyrobkoch na baze kukurice.

3. Princip

Fumoniziny st zo vzorky kukurice extrahované zmesou metanolu a vody. Filtrovany
extarkt je precisteny na silnej anidn-menicovej SPE kolonke a fuminiziny su eluované zmesou
kyseliny octovej a metanolu. Extrakt sa odpari a rezidué sa opdtovne rozpustia v metanole a
prida sa o-ftaldialdehyd/2-merkaptoetanole) na vytvorenie derivatov, ktoré su fluorescen¢ne
aktivne. Derivaty sa analyzujli na kolone s obratenymi fazami metédou HPLC s
fluorecsencnou detekciou.

4. Chemikalie a material

4.1 VSeobecne

Pocas analyzy, pokial nie je inak uvedené, pouzivajte iba chemikalie znamej Cistoty a
iba destilovanu vodu stupna 1 ako je definované v EN ISO 3696. Rozpustadla musia byt
HPLC kvality.

5. Aparatura

Bezné laboratorne vybavenie

5.1 HPLC zariadenie:

-vysokotlakovy kvapalinovy chromatograf,

separacnd koldna s napliiou obratenych faz, -z nehrdzavejtcej ocele,

-fluorescencny detektor, Datova stanica

Homogenizator alebo mixér.

Filtracny papier

Silny anion meni¢ SPE kolonka, napr. Bond —Elut SAX-cartridges, obsahujuca 500 mg
sorbentu alebo podobna.

SPE extrak¢ny manifold

Rota¢na vakuova odparka s ohrevom.

Membranova filter, pre vodné roztoky s velkost'ou porov 0,45 um.

Priprava testovacej vzorky
Pomel'te vzorku aby presla 1,0 mm sitom a nasledne ju zhomogenizujte..

8.3.1 Testovany roztok z kukurice



Znova rozpust’e odparené reziduum (pozri 8.2) v 200 ul metanolu (4.2). Tiez sa mdze pouzit
acetonitrilovy roztok (4.4). Preneste 25 ul tohto roztoku na dno malej testovacej skimavky a
pridajte 225 ul derivatizacného c¢inidla (4.13). Energicky premiesajte (na wortexe) a injekujte
do HPLC alikvotne mnozstvo ( nap.10 ul) derivatizovaného roztoku na HPLC kolénu (5.1.2)
v reprodukovatelnom ¢ase do 3 minut po pridani derivatizacného €inidla. Ak fumonizinové
chromatografické piky prevysujt piky standardov alebo najvyssi bod kalibra¢nej krivky,
urobte riedenie extraktu vzorky a opakujte derivatizaciu.

Upozornenie 1 Je problematické odhadnit’ presny ¢as medzi pridanim derivatizacného
roztoku a injektazou na HPLC kolonu, pretoze progresivne klesa fluorescencia
fumonizinovych derivatov, ktora sa objavuje po 4 minutach.

Upozornenie 2 Limit detekcie a kvantifikacie sa menin podl’a citlivosti pouzitého
fluorescenéného detektora.

Upozornenie 3 Typicky chromatogram je v prilohe A.



CH 8.10.

STANOVENIE FUMONIZINOV METODOU HPLC / FLD

1 PRINCIP METODY

Fumoniziny sa zo vzorky extrahuju zmesou acetonitril-metanol-voda. Prefiltrovany extrakt sa
precisti na imunoafinitnej kolonke, z ktorej st fumoniziny eluované metanolom. Eluat sa
odpari dosucha a po rozpusteni sa derivatizuje 0-phthaldialdehydom s 2-mercaptoethanolom.
Takto upravena vzorka sa napichuje na chromatograficki koléonu s reverznymi fazami
a deteguje s fluorescen¢nou detekciou.

2 POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodnd na stanovenie fumonizinov Bj, B, Vv obilovindch, kukurici, muke,
vyrobkoch z muky, v cerealidch a v krmivach.
Rozsah metody pre jednotlivé parametre je uvedeny vo validacnom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril isocratic grade LiChrosolv

3.1.2 metanol gradient grade LiChrosolv

3.1.3 redestilovana voda

3.1.4 o-fosforecna kyselina 85% H3PO4

3.1.5 o-phthaldialdehyd

3.1.6 2-mercaptoethanol

3.1.7 dihydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat

3.1.8 tetrabdritan disodny dekahydrat

3.1.9 chlorid sodny p.a.

3.1.10 NapHPO4.12H,0 p.a.

3.1.11 NaH,PO4.2H,0 p.a.

3.1.12 standard: Fumonisins Biopure (FB; 50 mg/l, FB, 50 mg/l v acetonitril-voda
(1:1))(FUM)

3.1.13 chloramin

3.1.14 aceton

3.1.15 destilovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 extrakénd zmes - acetonitril : metanol:voda (25:25:50 v/v) (do 1 | odmernej banky
preniest 250 ml acetonitrilu(3.1.1), 250 ml metanolu(3.1.2) a doplnit’ po rysku
redestilovanou vodou(3.1.3)), pripravovat’ vzdy Cerstvu.

3.2.2 PBS pufer, pH 7.4 (navazit' 7,15 g Na,HPO,.12H,0 (3.1.10) + 0,65 g NaH,PO4.2H,0
(3.1.11) a8,7 g NaCl (3.1.9) do 1 | odmernej banky adoplnit po znacku
redestilovanou vodou), pH neupravovat’! Expiracia 1 tyzden
PBS pufer sa moze pripravit’ aj rozpustenim tabletky.




3.2.3

3.2.4

3.25

3.2.6

3.2.7

3.2.8

3.2.9

0,1M tetrabdritan disodny (navazit' 3,8g tetrabdritanu disodného dekahydratu(3.1.8),
rozpustit’ a doplnit’ redestilovanou vodou do objemu 100ml)

derivatiza¢né ¢inidlo OPT (rozpustit 40mg o-phthaldialdehydu(3.1.5) v 1ml
metanolu(3.1.2) , pridat Sml 0,1M tetraboritanu disodného(3.2.3) a 50ul 2-
mercaptoethanol(3.1.6.) Doba expiracie: 5dni, uchovavat’ v tme v chladnicke.

0.1M dihydrogénfosfore¢nan sodny (navazit' 15,6g dihydrogénfosfore¢nanu sodného
dihydratu (3.1.7), rozpustit’ a doplnit’ redestilovanou vodou do objemu 1000ml)
metanol-voda (1:1)(do 100ml odmernej banky preniest 50ml metanolu(3.1.2)
a doplnit’ po rysku redestilovanou vodou(3.1.3). Tento roztok sluzi ako riediaci roztok
na pripravu kalibra¢nej krivky. Doba expiracie: Imesiac.

mobilnad fiza - metanol : 0,1M dihydrogénfosfore¢nan sodny (77:23 v/v) (do 1 1
odmernej banky preniest 770 ml metanolu(3.1.2), doplnit do po rysku 0,1M
dihydrogénfosforecnanom sodnym(3.2.5), premiesat, pH roztoku upravit’ na hodnotu
3,35 kyselinou fosforecnou. Mobilna fazu pripravovat’ vzdy Cerstvu.

10% chloramin (navazit 100g chloraminu(3.1.5), rozpustit' v destilovanej vode
a doplnit’ do objemu 1 1)

5% acetdn (25ml acetonu(3.1.6) nariedit’ do objemu 500ml s destilovanou vodou)

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok standardu fumonizinov

Zasobny roztok fumonizinov FUM (3.1.12) ma koncentraciu analytov FB; 50 mg/l a FB, 50
mg/I

3.3.2 Zakladny roztok standardu fumonizinov ZR1 (FB; 2 mg/l, FB; 2 mg/l)

Do 5 ml odmernej banky napipetovat’ 200 ul zo zasobného roztoku FUM (3.1.12) a doplnit’
po rysku zmesou metanol-voda (1:1)(3.2.6)

3.3.3

Kalibra¢né roztoky Standardu fumonizinov pred derivatizaciou

Napipetovat’ do Sml odmernych baniek objemy zakladného roztoku fumonizinov ZR1(3.3.2)
podl'a Tabul’ky 1 a doplnit’ po rysku zmesou metanol-voda (1:1)(3.2.6)
Tabulka 1 Priprava kalibracnych roztokov fumonizinov FB1, FB;

Oznacenie Pridavok zo
Koncentracia Koncentracia | kalibrac.roztoku \ ,
FB; (ng/l) FB; (ng/l) pred zakladného
e roztoku ZR1 (ml)
derivatizaciou
200 200 K1 05
500 500 K2 1,25
1000 1000 K3 25
2000 2000 K4 5

3.3.4 Derivatizécia kalibracnych roztokov standardu fumonizinov

Kalibracné roztoky Standardu fumonizinov (3.3.3)je potrebné pred meranim derivatizovat’

derivatizacnym ¢inidlom OPT(3.2.4)nasledovne:

Po pridani derivatiza¢ného ¢inidla OPT (3.2.4) sa obsah vialky premies$a na pristroji
Vortex po dobu 30 sekund a obsah sa do 3 mintt aplikuje na chromatograficku kolonu. Je

potrebné dodrzat’ vzdy rovnaky ¢as od derivatizacie po népich.




Rovnakym spdsobom budu derivatizované aj vzorky.

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 30minut. Potom starostlivo preplachnut’ destilovanou
vodou. Sklo nésledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratorne sklo.

Reagencie dekontaminovat’ vyliatim do 10% roztoku chloraminu (3.2.8), po 30 minuatach
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 AGILENT 1100 fluorescen¢ny detektor
4.2 homogenizator Ultraturax

4.3 striekacka

4.4  laboratorne odmerné sklo
4.5 Ilaboratérna odstredivka
4.6 imunoafinitné kolonky
4.7 filtrany papier

4.8 Termovap fy Ecom

4.9 Vortex

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek
5.1.1 Homogenizécia vzoriek
Vzorku dokladne rozmixovat’ v laboratornom mixéri.

5.2  Priprava vzorky pre kontrolu kvality merania

Na pripravu vzoriek sa pouZiji negativne matrice. Vzorky sa fortifikujii na arovni FB; 0,2
mg/kg, FB; 0,2 mg/kg.

Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky
Navazit 20 g zhomogenizovanej vzorky. Pridat’ zasobny roztok Standardu fumonizinov
0 koncentracii fumonizinov FB; 50 mg/l, FB, 50 mg/l FUM (3.1.10) podl'a tabulky 3.

Zmixovat na Vortexe. Nechat’ postat’ 15 minut a pokracovat’ podl'a procedury 5.3.2.

Tabul'ka 3 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky pre stanovenie fumonizinov

Koncentracia fumonizinu Koncentracia fumonizinu Pridavok roztoku FUM
FBjvo vzorke ( pg/kg) FB, vo vzorke ( pg/kg) (n)
0 0 0
200 200 80

5.3 Priprava vzoriek



5.3.1 Navazenie vzorky
Navazit’ 20 g zhomogenizovanej vzorky (5.1.1) do odmerného valca.

5.3.2 Extrakcia vzorky

Pridat 100ml extrak¢nej zmesi acetonitril-metanol-voda (25:25:50 (3.2.1). PremieSat’ na
Ultraturaxe (4.3) 2 minaty. Centrifugovat’ 10min. pri 25000ta¢./min. Prefiltrovat’ cez
filtratny papier Whatman 4 alebo Whatman 113. Zobrat’ 10ml filtratu a zriedit’ s 40 ml PBS
pufra(3.2.2)

5.3.3 Precistenie extraktu vzorky

Vybrat' kolonku FUMONIPREP (4.7) zchladnicky a oteplit na izbova teplotu.
Prekvapkat cez kolonku 10ml zriedeného extraktu (=0,4g) rychlostou 1 kvapka/sek.
Preplachnut’ kolonku 10ml PBS pufra(3.2.2) rychlostou 1 kvapka/sek. Vysusit' kolonku.
Fumoniziny eluovat’ pomalym prietokom 2ml metanolu(3.1.2) do sklenej skimavky. 3-krat
vykonat’ spdtné nasatie eludtu cez kolonku (backflush). Potom eSte eluovat 1 ml
metanolu(3.1.2). Presat’ cez kolonku vzduch na vyeluovanie poslednych kvapiek metanolu.
Umiestnit’ sklenti skimavku s eludtom do Termovapu (4.9) a pradom dusika pri teplote 60°C
odparit’ dosucha. Odparok rozpustit’ v 400ul zmesi metanol-voda (1:1)(3.2.6).

Chromatografickd analyza
LC-podmienky

chromatograficka kolona — RP-18
mobilna faza : metanol : 0,1M dihydrogénfosfore¢nan sodny (77:23 v/v) pH 3,35 (3.2.7)
prietok: 1 ml/min
nastrek: 50 pl
FLD detekcia: excita¢na vinové dizka 335nm
emisna vlnova dizka 440nm

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je Umernd hodnotdm plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibracnych roztokoch.

Cv=Cs.R  (nglkg)
Cy - koncentracia analytu v mg/kg

Cs - koncentracia analytu uréena z kalibracnej krivky (ug/l)

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

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

SPE - solid phase extraction

KZ — kfmna zmes

MRL — maximalny rezidualny limit

FB;1, FB; — fumoniziny B, B;



CH 8.10. Stanovenie Fumonizinu B1 a Fumonizinu B2 v pozivatinach a v krmivach

metodou HPLC

1 Urcenie metody

Metoda je pouzitelnd na analyzu Fumonizinu Bl a Fumonizinu B2 v pozivatinach

a Vv krmivach.

2 Princip metody

Fumoniziny sa zo vzorky vyextrahujii zmesou acetonitril/metanol/voda, extrakt sa prefiltruje
a alikvotna Cast’ filtratu sa precisti na imunoafinitnej Cistiacej kolonke. Fumoniziny B1 a B2
sa z kolonky vyeluuji metanolom. Eluat sa odpari do sucha, odparok sa rozpusti v zmesi
acetonitril/voda a po predkolonovej derivatizacii o-phthaldialdenydom sa analyzuje na HPLC

fluorescen¢nou detekciou.

3 Pomécky
3.1 Pristroje a zariadenia
- laboratorne sklo: odmerné valce, odmerné banky, pipety, sklenené lieviky, sklenené
skamavky
- vakuové zariadenie, prisposobené na imunoafinitné kolonky
- filtraény papier
- imunoafinitné Cistiace kolonky
- horizontalna trepacka

- zariadenie na odparovanie extraktov vzoriek v atmosfére dusika

3.2 Chemikalie a roztoky

PouZivaju sa len chemikélie oznadené p.a. a Cistoty HPLC
- acetonitril
- metanol

- redestilovana voda



- kyselina octova, l'adova

- o-phthaldialdehyd (OPA)

- 2-mercaptoetanol (MCE)

- hydrogénfosforecnan disodny, Na,HPO,

- dihydrogénfosfore¢nan draselny, KH,PO4

- chlorid draselny, KCl

- chlorid sodny, NaCl

- tetraboritan disodny, dekahydrat

- derivatizacné ¢inidlo (OPA c¢inidlo)

- slany fosfore¢nanovy tlmivy roztok (PBS)

- zakladny $tandard Fumonizinu B1 0 koncentracii 50 pg/ml

- zakladny $tandard Fumonizinu B2 0 koncentracii 50 pg/ml

- zasobny zmesny roztok Standardov 0 koncentracii 5 000 ng/ml Fumonizinu Bl
a 5 000 ng/ml Fumonizinu B2

- pracovné roztoky Standardov Fumonizinov B1 a B2 na kalibra¢né krivky

4 Bezpecnost’ pri praci

Dekontaminacia laboratorneho skla a roztokov obsahujucich Fumonizin B1, B2 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

a najmenej raz za tri mesiace referencny material ako kontrolna vzorka



5.3 Priprava extraktu vzorky

Do sklenenej banky o objeme 250 ml sa navazi 25 g vzorky, prida sa 2,5 g NaCl a 125 ml
extrak¢ného Cinidla. Obsah banky sa trepe na trepacke pocas 1 hodiny.

Extrakt sa prefiltruje cez skladany filtraény papier. Do odmernej banky o objeme 50 ml sa
napipetuje 10 ml filtratu, banka sa doplni po znacku tlmivym roztokom PBS a dobre sa

premiesa.

5.4 Cistenie filtratu na imunoafinitnej Cistiacej kolénke

Imunoafinitna Cistiaca kolonka sa pripoji na vadkuovy systém. Na vrch kolonky sa pripoji
zasobnik. Koldnka sa premyje 10 ml PBS. Do zdsobnika sa napipetuje 10 ml filtratu vzorky
a necha sa pretiect’ cez kolonku. Kolonka sa premyje 10 ml PBS.

Zasobnik sa odstrani a fumoniziny sa z kolonky vyeluuji 3 ml metanolu.

Eluat sa odpari do sucha pod dusikom, pri teplote kiipel'a 50°C £ 5°C. Odparok sa rozpusti

v 0,25 ml zmesi acetonitril/voda (1+1) a premiesa sa v skimavkovom mixéri.

5.5 Predkolonova derivatizacia
- Predkolonova derivatizdcia vzorky sa robi OPA c¢inidlom. Vzorka musi byt

nastreknutd v 3. minuate po zmieSani s OPA ¢inidlom.

6 Vyhodnotenie nameranych udajov
Mnozstvo Fumonizinu Bl alebo Fumonizinu B2 X v ug/kg vzorky sa vypocita podla

nasledujtcej rovnice:

X=c.F
v ktorej:
c je mnozstvo Fumonizinu B1 alebo Fumonizinu B2 v analyzovanej vzorke, uvedené
V chromatograme po zintegrovani piku, v ng/ml
F -je faktor riedenia vzorky v procese analyzy, ziskany vypoctom:
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Riedenie (ml): 125/10+40/10°/0,25

125 - objem extrak¢ného Cinidla

10 - objem filtratu

40 - objem, ktorym bol filtrat riedeny

10" - objem extraktu vzorky nandsaného na kolonu

0,25 - objem mobilnej fazy, v ktorej bol rozpusteny odparok

F= (125.0,025).5/m alebo zjednodusene F =15,625/m

125 - objem extrak¢ného Cinidla v ml

0,025 - podiel hodnét 0,25/10 v ml

5 -ndsobok riedenia filtratu, t.j. (10+40)/10
m - hmotnost’ navdzky v g
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