CH 8.9. STANOVENIE MYKOTOXINOV METODOU GC/TOF

1 PRINCIP METODY

Mykotoxiny (deoxynivalenol, nivalenol, T-2, TH-2) sa zo vzorky extrahuji zmesou
acetonitril — voda. Extrakt sa nasledne precistuje na Cistiacej kolonke, derivatizuje TMSI a
TMSC a napichuje sa na chromatografickti kolénu. Meranie sa realizuje metodou GC/TOF.

2  POUZITEENOST METODY

Metdda je vhodna na stanovenie deoxynivalenolu, nivalenolu, T-2, TH-2 v obilovinach,
kukurici, muke, vyrobkoch z muky, v cerealiach a v krmivach.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril

3.1.2 deionizovana voda

3.1.3 Sstandard: Deoxynivalenol (DON)
3.1.4 standard: Nivalenol (NIV)

3.1.5 standard: T-2 (T2)

3.1.6 standard: HT-2 (HT2)

3.1.7 chloramin

3.1.8 aceton

3.1.9 destilovana voda

3.1.10 dietyléter

3.1.11 hydrogénuhli¢itan sodny (NaHCOs3)
3.1.12 TMSI — trimethylsilylimidazole
3.1.13 TMCS - trimethylchlorosilane

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 extrak¢na zmes: acetonitril : voda (84:16 v/v) (do 1 I odmernej banky preniest’ 840 ml
acetonitrilu(3.1.1) a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou).

3.2.2 10% chloramin (navazit' 100g chloraminu (3.1.5), rozpustit' v deionizovanou vode
a doplnit’ do objemu 1 1)

3.2.3 5% aceton (25ml acetonu(3.1.6) nariedit’ do objemu 500ml s deionizovanou vodou)

3.24 5% NaHCO; (navazit' 2,59 NaHCOs3 (3.1.11) do 50ml odmernej banky a doplnit’ po
rysku deionizovanou vodou)

3.2.5 silaniza¢né Cinidlo TMSI : TMCS (9:1) (zmiesat 9ml TMSI (3.1.12) a Iml TMCS
(3.1.13))

3.3 Standardné roztoky




3.3.1 Zakladny roztok Standardu deoxynivalenolu, nivalenolu, T-2, HT-2 (DNT) (1 mg/l)

Do 10 ml odmernej banky napipetovat’ 100 pl zo standardu DON (3.1.3), NIV (3.1.4), T-2
(3.1.5), HT-2 (3.1.6) a doplnit’ po rysku acetonitrilom (3.1.1).

3.4 Dekontaminacia

Sklo dekontaminovat’ ponorenim do roztoku 10% chloraminu (3.2.2) najmenej na 30 mindt,
potom do roztoku 5% acetonu (3.2.3) na 30minat. Potom starostlivo preplachnut’ destilovanou
vodou. Sklo nésledne umyt’ Standardnym postupom ako laboratorne sklo.

Reagencie dekontaminovat vyliatim do 10% roztoku chloraminu (3.2.2), po 30 minttach
pridat’ roztok 5% acetonu (3.2.3). Zberat’ do zbernych nadob.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 dvojdimenzionalny plynovy chromatograf s nizkorozliSovacim detektorom LECO
PEGASUS IV GCxGC/TOF

4.2 kapilarna chromatografickd kolona: VF5, 35 m x 0,25mm, ID 0,25um

4.3 kapilarna chromatografickd kolona: BPX50, 10 m x 0,1mm, 0,1pum

4.4 homogenizator Ultraturax

4.5 laboratorne odmerné sklo

4.6 kolonky MycoSep

4.7 filtrany papier

4.8 termovap

4.9 analyticka vaha

4.10 trepacka head over head

4.11 minishaker

4.12 odstredivka

4.13 centrifuga¢né nadobky

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 Homogenizacia vzoriek

Vzorky dokladne zhomogenizovat’ v celom objeme dodanej vzorky.

Vzorku peéiva a chleba zvazit, vysusit do konstantnej hmotnosti v susiarni pri teplote 105°C
a znovu zvazit. Vyratat’ susinu. Vzorku navazit’ zo zhomogenizovanej vysusenej vzorky.
Vzorku krmiva zhomogenizovat’, navazovat’ zo zhomogenizovanej vzorky. Stanovit’ susinu.

5.2  Priprava vzorky pre kontrolu kvality
Na pripravu vzoriek sa pouzijii negativne matrice. Vzorky krmiv a vzorky potravin a obilia sa
fortifikuju na urovni 0,1mg/kg.

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanej vzorky

Navazit 10g zhomogenizovanej vzorky. Pridat Standardy deoxynivalenol, nivalenol, T-2
a HT-2 podrla tabul’ky 2 a 50ml extrakénej zmesi acetonitril-voda 90:10 (3.2.1). Premiesat’ na
Ultraturaxe (4.4). Prefiltrovat’ cez filtraény papier. Odobrat’ filtrat. Pokraovat’ podl'a postupu
5.3.3.

Tabulka 2 Priprava negativnej a fortifikovanej vzorky pre stanovenie DON, NIV, T-2, HT-2

\ Koncentracia \ Pridavok \ Pridavok \ Pridavok \ Pridavok




DON, NIV, T-2, Standardu Standardu Standardu Standardu
HT-2 deoxynivalenol nivalenol T-2 HT-2
vo vzorke (3.1.3) (3.1.4) (3.1.5) (3.1.6)
(ug/kg) () (ul) (12)) (12))
0 0 0 0 0
100 25 25 25 25

5.3  Priprava vzoriek

5.3.1 Navazenie vzorky
Navazit’ 10 g zhomogenizovanej vzorky (5.1.1) do odmerného valca.

5.3.2 Extrakcia vzorky
Pridat’ 100ml extrak¢nej zmesi acetonitril-voda 90:10 (3.2.1). Premiesat’ na Ultraturaxe(4.4).
Prefiltrovat’ cez filtraény papier. Odobrat’ filtrat.

5.3.3 Silanizacia vzorky

Filtrat preniest na kolonku MycoSep (4.7). Zvrchnej casti odobrat 2ml do velkej
odparovacky. Odparit’ pod pradom dusika. K odparenej vzorke pridat’ 100ul silanizaéného
¢inidla TMSI : TMCS (9:1) (3.2.5). PremieSat’ na Vortexe. Inkubovat’ vo vodnom kupeli.
Ochladit’ na laboratérnu teplotu. Pridat’ 1ml izooktanu a premies$at’ na Vortexe. Pridat’ 4ml
NaHCOj3 (3.2.4). Miesat’ na trepacke Head Over. Odobrat’ vrchnt vrstvu a injektovat’ do GC
systému.

5.4 Chromatograficka analyza

GC TOF -podmienky

Kolény: 1. dimenzia: VF-5ms (35m x 0,25mm x 0,25um )
2. dimenzia BPX50 (1,79m x 0,2mm x 0,1um)

Teplotny program: 1. dimenzia: 70°C (0,2min), 25°C/min do 170°C (0,2min), 5°C/min do

300°C (6min)
2. dimenzia: 100°C (0,2min), 25°C/min do 200°C (0,2min), 5°C/min do

330°C (6min)

Front inlet: 0,00°C (0,6min), 400°C/min do 350°C (32min)

Kolodna 1.- front inlet gas saver flow 15 ml/min

Kolona 2.- front inlet gas saver flow 5 ml/min

Modulator. 30°C

TOF-MS parametre:
Ion source temperature: 220°C

Transferline temperature: 280°C

Nastrek: 5pl

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA



Koncentracia zlozky je umernd hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.

Cvy=GCs.R (Ug/kg)
Cy - koncentracia analytu v ug/kg
Cs - koncentracia analytu urcena z kalibracnej krivky (ug/l)
R - stupeni riedenia
Vysledky merani su prepocitané na vyt'aznost’ metddy (korekcia na recovery).

Vysledky merani pre vzorky peciva a chleba su preratané na suSinu na pévodni hmotnost’.
Vysledky merani pre vzorky krmiva su preratané na 12% vlhkost’ (88% susina).

Neistota merani je vypocitana z Horwitzovej rovnice podla Nariadenia Komisie (ES) ¢.
401/2006 (predtym Commission Directive 2002/26/EC).
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8 ZOZNAM SKRATIEK

GC/TOF - plynovy hmotnostny spektrometer s analyzatorom doby letu (time-of-flight)



