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SEDMA SMERNICE KOMISE
ze dne 1. bfezna 1976,
kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro dfedni kontrolu krmiv

(76/372/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady za dne 20. ervence 1970
o zavedeni metod odbéru vzorkt a analytickych metod Spole-
Censtvi pro dfedni kontrolu krmiv (!), naposledy pozménénou
aktem o pfistoupeni (%), a zejména na ¢lanek 2 uvedené smér-
nice,

vzhledem k tomu, Ze uvedend smérnice stanovi, Ze ufedni
kontroly krmiv, jejichz cilem je ovéfit dodrzovani pozadavki
stanovenych pravnimi a spravnimi pfedpisy a tykajicich se
jakosti a slozeni krmiv, se provaddéji podle metod odbéru
vzorkd a analytickych metod Spolecenstvi;

vzhledem k tomu, Ze smérnice Komise 71/250/EHS ze dne
15. Cervence 1971 (), 71/393/EHS ze dne 18. listo-
padu 1971 (%), 72/199/EHS =ze dne 27. dubna 1972 (),
73[46[EHS ze dne 5. prosince 1972 (%), 74/203/EHS ze dne
25. bfezna 1974 () a 75/84/EHS ze dne  20. pro-
since 1974 (%) jiz stanovily fadu analytickych metod Spolecen-
stvi; Ze s ohledem na stav doposud provedenych praci je vSak
nutné stanovit sedmou sérii analytickych metod;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro krmiva,

. vést. L 170, 3.8.1971, s. 2.
vést. L 73, 27.3.1971, s. 14.
vést. L 155, 12.7.1971, s. 13.
vést. L 279, 20.12.1971,s. 7.
vést. L 123, 29.5.1972, s. 6.
vést. L 83, 30.3.1973, s. 21.
vést. L 108, 22.4.1974,s. 7.
L vést. L 32, 5.2.1975, s. 26.
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PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Clenské stity stanovi, ze analyzy pro Gfedni kontroly krmiv,
pokud jde o obsah aflatoxinu B,, se provaddéji podle metod
popsanych v piiloze této smérnice.

Obecnd ustanoveni uvedend v ¢asti 1 (4vod) piilohy prvni
smérnice Komise 71/250/EHS ze dne 15. Cervence 1971,
s vyjimkou &asti tykajici se piipravy vzorku k analyze, se
pouziji pro metody popsané v piiloze této smérnice.

Cldnek 2

Clenské stity uvedou v G&innost prévni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
1. ffjna 1976. Neprodlené o nich informuji Komisi.

Cldnek 3

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 1. bfezna 1976.

Za Komisi
P. J. LARDINOIS

clen Komise
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PRILOHA
STANOVENI AFLATOXINU B,

A. METODA JEDNOROZMERNE TENKOVRSTVE CHROMATOGRAFIE

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziiuje stanovit obsah aflatoxinu B, v téchto krmivech: podzemnice olejnd, kopra, Inénd
semena, sdja, sezam, babassu palma a kukufi¢né klicky, obiloviny a vyrobky z obilovin, hrachovd mouka,
bramborovd pulpa a $krob. Spodni hranice pro stanoveni je 0,01 mg/kg (10 ppb).

Pokud jsou pfitomny rusivé latky, které ztézuji stanoveni, je nutné opakovat analyzu podle metody B (dvou-
rozmérnd tenkovrstvd chromatografie).

Princip

Vzorek se extrahuje chloroformem. Extrakt se filtruje a jeho alikvotni ¢ast se odebere a precisti kolonovou
chromatografii na silikagelu. Eludt se odpaif a reziduum se rozpusti ve stanoveném objemu chloroformu
nebo ve smési benzenu a acetonitrilu. Alikvotni ¢ast tohoto roztoku se podrobi tenkovrstvé chromatografii.
Mnozstvi aflatoxinu B, se stanovi z chromatogramu pod UV svétlem bud vizudlné nebo fluorimetricky srov-
ndnim se zndmymi mnozstvimi standardu aflatoxinu B,. Identita aflatoxinu B, extrahovaného z krmiv musi
byt potvrzena stanovenym postupem.

Cinidla

Pozndmka: Pokud nenf stanoveno jinak, viechna ¢inidla musi byt Cistoty ,p. a“.

Aceton.

Chloroform stabilizovany 0,5 az 1,0 procentem 96 % (V/V) ethanolu.

N-hexan.

Methanol.

Diethylether, bezvody, neobsahujici peroxidy.

Smés benzenu a acetonitrilu: 98/2 (V/V).

Smés chloroformu (3.2) a methanolu (3.4): 97/3 (V/V).

Silikagel pro kolonovou chromatografii, velikost ¢astic 0,05 az 0,20 mm.

Absorbent — vata, pfedem odtu¢nénd chloroformem, nebo skelnd vata.

Siran sodny, bezvody, granulovany.

Inertni plyn, napt. dusik.

Kyselina chlorovodikovd 1 N.

50 % (V/V) kyselina sirova.

Kfemelina (hyflosupercel), promytd kyselinou.

Silikagel G-HR nebo ekvivalent, pro tenkovrstvou chromatografii.

Standardni roztok obsahujici asi 0,1 pg aflatoxinu B, na 1 ml chloroformu (3.2) nebo smési benzenu a ace-
tonitrilu (3.6), pfipraveny a zkontrolovany, jak je uvedeno v bodu 7.
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Standardni roztok pro testovani jakosti obsahujici asi 0,1 pg aflatoxinu B, a B, na 1 ml chloroformu (3.2)
nebo smési benzenu a acetonitrilu (3.6). Tyto koncentrace jsou orientatni. Musi byt upraveny tak, aby se
ziskala stejnd intenzita fluorescence u obou aflatoxint.

Vyvijeci rozpoustédla:

Chloroform (3.2)aceton (3.1): 9/1 (V/V), chromatograficky tank s nenasycenou atmosférou;

Diethylether (3.5)/methanol (3.4)[voda: 96/3/1 (V|V), chromatograficky tank s nenasycenou atmosférou;
Diethylether (3.5)/methanol (3.4)[voda: 94/4.5/1.5 (V|V), chromatograficky tank s nasycenou atmosférou;
Chloroform (3.2)/methanol (3.4): 94/6 (V|V), chromatograficky tank s nasycenou atmosférou;

Chloroform (3.2)/methanol (3.4): 97/3 (V|V), chromatograficky tank s nasycenou atmosférou.

Pristroje

Drti¢ — mixer.

Trepacka nebo magnetickd michacka.

Sklddané filtracni papiry, Schleicher a Schiill ¢. 588 nebo ekvivalentni, priimér 24 cm.

Sklenénd chromatografickd trubice (vnitini pramér 22 mm, délka 300 mm) s teflonovym kohoutem
a 250 pl zdsobnikem.

Rotaéni vakuové odparka, s barikou o objemu 500 ml a kulatym dnem.
Erlenmeyerovy batiky o objemu 500 ml, se zdbrusovymi zdtkami.
Zaiizeni pro tenkovrstvou chromatografii.

Sklenéné desky pro tenkovrstvou chromatografii, 200 x 200 mm, se pfipravi takto (uvedend mnozZstvi staci
pro pét desek): dit 30 g silikagelu G-HR (3.15) do Erlenmeyerovy baiky, piidat 60 ml vody, zazdtkovat
a protfepavat 1 minutu. Rozprostfit suspenzi na desky takovym zptsobem, aby se vytvorila stejnomérnd
vrstva o tloustce 0,25 mm. Nechat uschnout na vzduchu a poté uchovat v desikdtoru obsahujicim sili-
kagel. Pfed pouzitim aktivovat desky jednu hodinu v susdrné pii 110 °C.

Desky pfipravené k pouziti jsou vyhovujici, pokud vykazuji podobné vysledky jako desky pfipravené podle
uvedeného postupu.

UV lampa dlouhovlnnd (360 mm). Intenzita zdfeni musi byt dostatecnd, aby skvrna 1 ng aflatoxinu B, na
desce pro tenkovrstvou chromatografii byla na vzddlenost 10 ¢cm od lampy jesté jasné rozeznatelnd.

Odmérné zkumavky o objemu 10 ml, s polyethylenovymi zdtkami.
UV spektrofotometr.

Fluorimetr (volitelny).

Postup

Piiprava vzorku (viz ,Pozndmky*, ¢ast C bod 1)

Rozmélnit vzorek takovym zptsobem, aby cely prosel sitem s oky o velikosti 1 mm (v souladu s doporu-
Cenim ISO R 565).

Extrakce

Do Erlenmeyerovy bafiky o objemu 500 ml dit 50 g rozemletého a homogenizovaného vzorku. Pfidat
25 g kiemeliny (3.14), 25 ml vody a 250 ml chloroformu (3.2). Zazdtkovat, protfepdvat nebo promi-
chévat 30 minut tfepackou (4.2) a prefiltrovat pres sklddany filtracni papir (4.3). Odstranit prvnich 10 ml
filtrdtu, poté sebrat 50 ml.
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Precistént na koloné

Do spodni ¢dsti chromatografické trubice (4.4) vlozit zdtku z vaty nebo ze skelné vaty (3.9), naplnit trubici
se do dvou tetin chloroformem (3.2), a poté pridat 5 g siranu sodného (3.10).

Ovétit, Ze horni povrch vrstvy siranu sodného je zcela rovny, a poté pfidat po malych davkach 10 g silika-
gelu (3.8). Po kazdém ptidani opatrné zamichat, aby se odstranily vzduchové bubliny. Nechat 15 minut stat,
a poté opatrné piidat 15 g siranu sodného (3.10). Nechat kapalinu klesnout az k hornimu povrchu vrstvy
siranu sodného.

Smichat 50 ml extraktu ziskaného podle bodu (5.2) se 100 ml n-hexanu (3.3) a smés kvantitativné prelit
do kolony. Nechat kapalinu klesnout az k hornimu povrchu vrstvy siranu sodného. Pfidat 100 ml diethyle-
theru (3.5) a znovu nechat kapalinu klesnou az k hornimu povrchu vrstvy siranu sodného. Béhem tohoto
postupu dbét na to, aby rychlost pratoku byla 8 az 12 ml za minutu a aby kolona nevyschla. Odstranit
vytecenou kapalinu. Poté eluovat 150 ml smési chloroformu a methanolu (3.7) a sebrat cely eluit.

Odpafit eludt do sucha pod proudem inertniho plynu (3.11) v rota¢ni vakuové odparce (4.5) pii teploté
nizsi nez 50 °C. Reziduum kvantitativné prevést za pouziti chloroformu (3.2) nebo smési benzenu a aceto-
nitrilu (3.6) do odmérné zkumavky o objemu 10 ml (4.10). Koncentrovat roztok pod proudem inertniho
plynu (3.11), a poté doplnit objem na 2 ml za pouziti chloroformu (3.2) nebo smési benzenu a acetonitrilu
(3.6).

Tenkovrstvd chromatografie

Na desku pro tenkovrstvou chromatografii (4.8) nanést 2 ¢cm od spodni hrany a v odstupech po 2 c¢m tyto
objemy standardnich roztokt a extraktu:

— 10, 15, 20, 30 a 40 pl standardniho roztoku alfatoxinu B, (3.16),
— 10 pl extraktu ziskaného podle bodu 5.3 a k tomu 20 pl standardniho roztoku (3.16),

— 10 a 20 pl extraktu ziskaného podle bodu 5.3.

Chromatogram se vyviji ve tmé za pouziti jednoho z vyvijecich rozpoustédel (3.18). Vybér rozpoustédla se
musi provést pfedem nanesenim 25 pl jakostniho standardniho roztoku (3.1) na desku a musi se ovéfit,
zda jsou aflatoxiny B, a B, pfi vyvijeni zcela oddéleny.

Nechat rozpoustédla odpafit ve tmé a poté ozafit desku UV paprsky ze vzddlenosti 10 cm od lampy (4.9).
Skvrny aflatoxinu B, modfe fluoreskuji.

Kvantitativni stanoveni

Stanoveni se provadi bud vizudlné nebo fluorimetricky podle téchto pokynti:

Vizudlni méfeni

Mnozstvi aflatoxinu B, v extraktu se stanovi porovnanim intenzity fluorescence skvrn extraktu s intenzitou
fluorescence skvrn standardniho roztoku. V piipadé potieby se interpoluje. Fluorescence ziskand piekrytim
extraktu pfes standardni roztok musi byt silnéjsi nez fluorescence 10 ml extraktu a nesmi byt viditelnd vice
nez jedna skvrna. Pokud je intenzita fluorescence 10 pl extraktu silnéjsi nez intenzita fluorescence 40 pl
standardniho roztoku, rozfedit extrakt 10 krdt nebo 100 krit chloroformem (3.2) nebo smési benzenu
a acetonitrilu (3.6) a poté znovu podrobit tenkovrstvé chromatografii.

Fluorimetrické méfeni

Intenzita fluorescence skvrn aflatoxinu B, se méf{ fluorimetrem (4.12) pii excitaéni vinové délce 365 nm
a emisni délce 443 nm. Mnozstvi aflatoxinu B, ve skvrnich extraktu se stanovi porovndnim jejich intenzit
fluorescence s intenzitami skvrn standardniho roztoku aflatoxinu B,.

Potvrzeni identity aflatoxinu B,

Potvrzeni identity aflatoxinu B, v extraktu se provede takto:
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Og3etfeni kyselinou sirovou

Na chromatogram ziskany podle bodu 5.4 nastiikat kyselinu sirovou (3.13). Fluorescence skvrn aflatoxinu
B, se musi pod UV zdfenim zménit z modré na Zlutou.

Dvourozmérnd chromatografie zahrnujici tvorbu aflatoxinu B, - hemiacetalu (aflatoxin
B,

Pozndmky: Nize popsané pracovni postupy se musi provddét pfesné podle schématu uvedeném na
obrazku 3.

Nanesen{ roztoki

Narysovat na desku (4.8) dvé pifmky rovnobézné se dvéma pfilehlymi stranami (6 cm od kazdé strany),
urCené k vymezeni migrace ¢el rozpoustédel. Nanést na desku pomoci kapildrnich pipet nebo injekénich
mikrostifkacek tyto roztoky:

— v bodu A: objem vycisténého extraktu vzorku ziskaného podle bodu 5.3, ktery obsahuje asi 2,5 nm afla-
toxinu B,,

— v bodech B a C: 25 pl standardniho roztoku (3.16).5.6.2.2 Vyvijeni

Chromatogram se vyviji za pouziti vyvijectho rozpoustédla (3.18.1) [vrstva o tloustce 1 ¢m v chromatogra-
fickém tanku s nenasycenou atmosférou] ve tmé ve sméru I, dokud celo rozpoustédla nedosdhne k vymezu-
jict linii.

Vyjmout desku z tanku a nechat oschnout pét minut ve tmé a pii pokojové teploté. Poté stitkat kyselinu
chlorovodikovou (3.12) na pések o $ifce 2,5 cm, ktery pokryvd body A a B (na obrizku 3 vyznaceno
Srafovang), dokud pdsek neztmavne, pficemz zbytek desky je chrinén skelnym papirem. Nechat pusobit
10 minut ve tmé, a poté vysusit desku proudem vzduchu pti pokojové teploté.

Poté se chromatogram vyviji za pouziti vyvijeciho rozpoustédla (3.18.1) [vrstva o tloustce 1 cm v chroma-
tografickém tanku s nenasycenou atmosférou] ve tmé ve sméru II, dokud &elo rozpoustédla nedoséhne
k vymezujici linii. Vyjmout desku z chromatického tanku a nechat oschnout pét minut ve tmé a pfi poko-
jové teploté.

Interpretace chromatogramu

Pozorovat chromatogram pod UV svétlem (4.9) a ovéfit tyto znaky:

a) Objeveni se modré fluoreskujici skvrny aflatoxinu B, pochdzejici ze standardniho roztoku naneseného
v bodu C (migrace ve sméru ).

b) Objeveni se modré fluoreskujici skvrny aflatoxinu B, (ktery nereagoval s kyselinou chlorovodikovou)
a intenzivnéjsi modré fluoreskujici skvrny aflatoxinu B, — hemiacetalu, pficemz obé skvrny pochdzeji ze
standardniho roztoku naneseného v bodu B (migrace ve sméru II).

¢) Objeveni se podobnych skvrn, jaké jsou popsiny v bodu b), pochdzejicich ze vzorku extraktu nanese-
ného v bodu A. Poloha téchto skvrn vychdzi jednak z migra¢ni vzdilenosti aflatoxinu B, od bodu A ve
sméru | (stejnd vzddlenost jako u standardniho vzorku naneseného v bodu C) a déle migra¢ni vzdale-
nost aflatoxinu B, — hemiacetalu od bodu A ve sméru II (stejnd vzdalenost jako u standardniho vzorku
naneseného v bodu B). Fluorescenéni intenzity skvrn hemiacetalu pochdzejicich z extraktu a ze stan-
dardniho vzorku naneseného v bodu B by si mély odpovidat.

Vypocet vysledki

Na zdkladé vizudlnich méfeni

Obsah aflatoxinu B, v mikrogramech na 1 kg vzorku (ppb) se vypocitd pomoci vzorce:

kde:

X a Y jsou piislusné objemy standardniho roztoku aflatoxinu B, v mikrolitrech (3.16) a extraktu, ktery md
stejnou intenzitu fluorescence;

S = koncentrace, v mikrogramech na 1 ml, aflatoxinu B, ve standardnim roztoku (3.16);



03/sv. 3

Utedni véstnik Evropské unie

33

6.2

7.1

7.2

V = kone¢ny objem extraktu v mikrolitrech, s ohledem na ptipadnd fedénf;

W = hmotnost zkusebniho vzorku v gramech, s ohledem na objem extraktu pouZity pro procisténi na
koloné.

Na zdkladé fluorimetrického méreni

Obsah aflatoxinu B, v mikrogramech na 1 kg vzorku (ppb) se vypocitd pomoci vzorce:

kde:
Y = objem extraktu, v mikrolitrech, nanesenéhona desku (10 pl nebo 20 pl);

S = mnozstvi aflatoxinu B,, v nanogramech, ve skvrné extraktu (pomérné k pouzité hodnoté Y) odvozené
z méfeni;

V = kone¢ny objem extraktu v mikrolitrech, s ohledem na ptipadna fedénf;

£

hmotnost zkusebniho vzorku v gramech, s ohledem na objem extraktu pouZity pro procisténi na
koloné.

Piiprava a testovdni standardniho roztoku (3.16)

Stanoveni koncentrace aflatoxinu B,

Pripravit standardni roztok aflatoxinu B, v chloroformu (3.2) nebo smési benzenu a acetonitrilu (3.6), jehoz
koncentrace je od 8 do 10 pg/ml. Stanovit absorpéni spektrum mezi 330 a 370 nm za pouZiti spektrofoto-
metru (4.11).

Zméfit optickou hustotu (A) pti 363 nm v piipadé chloroformového roztoku nebo pti 348 nm v piipadé
roztoku smési benzenu a acetonitrilu.

Vypocitat koncentraci aflatoxinu B, v mikrogramech na 1 ml roztoku pomoci tohoto vzorce:

312-A-1 000

20600 PO chloroformovy roztok;

312-A-1 000

pro roztok ve smési benzenu a acetonitrilu..
19 800

Ve tmé provést piislusnd fedéni s cilem ziskat standardni pracovni roztok, jehoZz koncentrace aflatoxinu B,
je asi 0,1 pg/ml. Pokud se roztok skladuje v chladnicce pti 4 °C, je staly po dobu dvou tydni.

Testovdni chromatografické cistoty

Nanést na desku (4.8) 5 pl standardniho roztoku obsahujictho 8 az 10 pl aflatoxinu B, na 1 ml (7.1). Vyvi-
nout chromatogram, jak je uvedeno v bodu 5.4. Pii UV svétle by méla byt viditelnd pouze jedna skvrna
a v misté puvodniho naneseni by neméla byt znatelnd Zddnd fluorescence.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni, které u jednoho vzorku proved! stejny analytik, nesmi
piekrocit:

— 25 % nejvyssiho vysledku pro obsahy aflatoxinu B, od 10 do 20 pg/kg,
— 5 pg absolutni hodnoty pro obsahy od 20 do 50 pg/kg,
— 10 % nejvyssiho vysledku pro obsahy vyssi nez 50 pglkg.

Reprodukovatelnost

Viz ,Pozndmky*, ¢ist C bod 2.
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B. METODA DVOUROZMERNE TENKOVRSTVE CHROMATOGRAFIE

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit obsah aflatoxinu B, v krmivech, které nespadaji do oblasti pasobnosti
metody A. Spodni hranice pro stanoveni je 0,01 mglkg (10 ppb). Tato metoda se nepouzije pro krmiva
obsahujici citrusovou pulpu.

Princip

Vzorek se extrahuje chloroformem. Extrakt se filtruje a jeho alikvotni ¢dst se odebere a precisti kolonovou
chromatografii na silikagelu. Eludt se odpaii a residuum se rozpusti ve stanoveném objemu chloroformu
nebo ve smési benzenu a acetonitrilu. Alikvotni ¢ést tohoto roztoku se podrobi dvojrozmérné tenkovrstvé
chromatografii. Mnozstvi aflatoxinu B, se stanovi z chromatogramu pod UV svétlem bud vizudlné nebo
flourometricky srovndnim se zndmym mnozstvim standardniho aflatoxinu B,. Identita aflatoxinu B, extraho-
vaného z krmiv musi byt potvrzena stanovenym postupem.

Cinidla

Pozndmka: Pokud neni stanoveno jinak, viechna ¢inidla musi byt istoty ,p.a“.

Aceton.

Chloroform stabilizovany 0,5 - 1,0 procentem 96 % (V/V) ethanolu.

N-hexan.

Methanol.

Diethylether, bezvody, neobsahujici peroxidy.

Smés benzenu a acetonitrilu: 98/2 (V/V).

Smés chloroformu (3.2) a methanolu (3.4): 97/3 (V[V).

Silikagel pro kolonovou chromatografii, velikost ¢astic 0,05 az 0,20 mm.

Absorbent — vata, pfedem odtu¢nénd chloroformem, nebo skelnd vata.

Siran sodny, bezvody, granulovany.

Inertni plyn, napt. dusik.

Kyselina chlorovodikovd 1 N.

Ktemelina (hyflosupercel) promytd kyselinou.

Silikagel G-HR nebo ekvivalent, pro tenkovrstvou chromatografii.

Vyvijeci roztoky.

Diethylether (3.5)/methanol (3.4)[voda 94/4,5/1,5 (V|V), chromatograficky tank s nenasycenou atmosférou.
Chloroform (2.3)/aceton (3.1): 9/1 (V[V), chromatograficky tank s nenasycenou atmosférou.

Standardni roztok obsahujici asi 0,1 pg aflatoxinu B, na 1 ml chloroformu (3.2) nebo smési benzenu a ace-
tonitrilu (3.6), pfipraveny a kontrolovany jak je uvedeno v bodu 7 metody A.

Pfistroje

Viz bod 4 metody A.
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5.4

5.4.1

5.4.2

5.4.3

5.4.4

5.5

Postup

5.1 Priprava vzorku

5.2 Extrakce viz body 5.1, 5.2 a3.5 metody A.
5.3 Procisténi na koloné

Dvourozmérmd tenkovrstvd chromatografie
Naneseni roztokt (podle schématu na obrdzku 1)

Narysovat na desku (4.8) dvé piimky rovnobéiné se dvéma piilehlymi stranami (6 cm od kazdé strany),
ur¢ené k vymezeni migrace Cel rozpoustédel. Nanést na desku pomoci kapildrnich pipet nebo injekénich
mikrostitkacek tyto roztoky:

— v bodu A: 20 pl vycisténého extraktu vzorku ziskaného podle bodu 5.3;
— v bodu B: 20 pl standardniho roztoku (3.16),
— v bodu C: 10 pl standardniho roztoku (3.16),
— v bodu D: 20 pl standardniho roztoku (3.16),

— v bodu E: 40 pl standardniho roztoku (3.16).

Vysusit slabym proudem vzduchu nebo inertniho plynu (3.11). Ziskané skvrny musi mit pramér asi 5 mm.

Vyvijeni (podle schématu na obrdzku 1)

Chromatogramem se vyviji za pouziti vyvijectho rozpoustédla (3.15.1) [vrstva o tloustce 1 c¢m v chromato-
grafickém tanku s nasycenou atmosférou] ve tmé ve sméru I, dokud Celo rozpoustédla nedosdhne k vyme-
zujici linii. Vyjmout desku z chromatografického tanku a nechat oschnout 15 minut ve tmé a pfi poko-
jové teploté.

Poté se chromatogram vyviji za pouziti vyvijeciho rozpoustédla (3.15.1) [vrstva o tloustce 1 cm v chroma-
tografickém tanku s nenasycenou atmosférou] ve tmé ve sméru II, dokud celo rozpoustédla nedosdhne
k vymezujici linii. Vyjmout desku z chromatického tanku a nechat oschnout ve tmé a pfi pokojové
teploté.

Interpretace chromatogramu (podle schématu na obrdzku 1)

Ozéfit chromatogram UV svétlem, pficemz se deska umisti do vzdalenosti 10 cm od lampy (4.9). Urcit
polohu modrych fluoreskujicich skvrn aflatoxinu B, ze standardntho roztoku B, C, D a E. Nacrtnout dvé
pomyslné piimky, které prochdzeji témito skvrnami a sviraji pravy thel s vyvijecimi sméry. Priasecik P
téchto pfimek urcuje misto, kde Ize ocekdvat skvrnu aflatoxinu B, pochdzejici z extraktu vzorku naneseného
v bodu A (obrdzek 1). Skute¢nd poloha skvrny aflatoxinu B, viak mize byt v bodu Q umisténém na prise-
¢iku dvou pomysinych piimek svirajicich dhel asi 100 stupnt a protinajicich body B a C. Mnozstvi aflato-
xinu B, v extraktu vzorku se stanovi, jak je uvedeno v bodu 5.5.

Dopliujici chromatografie

Narysovat na novou desku (4.8) dvé piimky rovnobézné se dvéma ptilehlymi stranami, jak je uvedeno ve
schématu na obrdzku 1, a nanést na bod A (viz obrdzek 1) 20 pl pfecisténého extraktu vzorku, ktery byl
ziskdn podle bodu 5.3, a k tomu 20 pl standardniho roztoku (3.16). Vyvijet jak je uvedeno v bodu 5.4.2.
Ozdfit chromatogram UV svétlem (4.9) a ovéfit zda:

— se skvrny aflatoxinu B, z extraktu a ze standardniho roztoku prekryvaji,

— fluorescence téchto skvrn je silngjsi nez fluorescence skvrn aflatoxinu B, kterd se vyvinula v bodu Q na
prvni desce.

Kvantitativni stanoveni

Stanoveni se provadibud vizudlné nebo flourometricky podle téchto pokyni:
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5.6

Vizudlni méfen{

Mnozstvi aflatoxinu B, v extraktu se stanovi porovnanim intenzity fluorescence skvrn extraktu s intenzitou
skvin C, D a E standardniho roztoku. V pfipadé potieby se interpoluje. Pokud je intenzita fluorescence
20 pl extraktu silngjsi nez intenzita 40 pl standardniho roztoku, zfedit roztok 10 krat nebo 100 krat chlo-
roformem (3.2) nebo smési benzenu a acetonitrilu (3.6), a poté znovu podrobit tenkovrstvé chromatografii.

Fluorimetrické méfeni

Intenzita fluorescence skvrn aflatoxinu B, se zméfi fluorimetrem (4.12) pii excita¢ni vinové délce 365 nm
a emisni vlnové délce 443 nm.

Mnozstvi aflatoxinu B, ve skvrndch extraktu se stanovi porovnanim fluorescen¢ni intenzity skvrny extraktu
s intenzitou skvrn C, D a E standardniho roztoku.

Potvrzeni identity aflatoxinu B,

Viz bod 5.6 metody A.

Vypocet vysledka
Viz bod 6 metody A.

Opakovatelnost
Viz bod 8 metody A.

Reprodukovatelnost

Viz ,Pozndmky*, ¢ist C bod 2.

C. POZNAMKY TYKAJICI SE METOD A A B

1. Odtucnéni

Vzorky obsahujici vice nez 5 % tuku se musi po piipravé podle bodu 5.1 odtucnit petroletherem (b. v. 40 az 60 °C).

V takovych piipadech musi byt analytické vysledky vyjadieny jako hmotnost neodtu¢néného vzorku.

2. Reprodukovatelnost vysledkit

Reprodukovatelnost vysledkd, tj. rozdil mezi vysledky ziskanymi dvéma nebo vice laboratofemi ze stejného vzorku,

se odhaduje na:

+

50 % stredni hodnoty pro stfedni hodnoty aflatoxinu B, o 10 pg/kg az do 20 pg/kg;

+

10 pglkg na zdkladé stiedni hodnoty pro stiedni hodnoty od 20 do 50 pg/kg;

+

20 % stfedni hodnoty pro stfedni hodnoty vyssi nez 50 pg/kg.
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