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SMERNICE KOMISE 92/95/EHS
ze dne 9. listopadu 1992,

kterou se méni p¥iloha sedmé smérnice Komise 76/372/EHS, kterou se stanovi analytické metody
Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS ze dne
20. Cervence 1970 o zavedeni metod odbéru vzorka a analy-
tickych metod Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv ('), na-
posledy pozménénou aktem o pfistoupeni Spanélska a Portu-
galska, a zejména na clanek 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze sedmd smérnice Komise 76/372/EHS ze
dne 1. bfezna 1976, kterou se stanovi analytické metody Spole-
Censtvi pro ufedni kontrolu krmiv () ve znéni smérnice
81/680/EHS (*) stanovi metody, které se maji pouzivat pro
stanoveni aflatoxinu B1;

vzhledem k vyvoji védeckotechnickych poznatkt jsou davody
k dpravé téchto metod; Ze je zejména Zadouci mit k dispozici
dostupnou metodu kontroly velmi nizkych meznich hodnot
pro aflatoxin, stanovenych ve smérnici Rady 74/63/EHS ze dne
17. prosince 1973 o stanoveni maximdlnich pFpustnych
limitG nezddoucich latek a produktt ve vyzivé zvifat (%), napo-
sledy pozménéné smérnici 91/132/EHS (%);

vzhledem k tomu, Ze je rovnéz zddouci mit k dispozici

metodu stanoveni aflatoxinu B1, pokud jsou pfitomny rusivé
latky, jako je napf. citrusovd pulpa;

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

.vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
. vést. L 102, 15.4.1976, s. 8.
. vést. L 246, 29.8.1981, 5. 32.
.vést. L 38, 11.2.1974, 5. 31.
. vést. L 66, 13.3.1991, s. 16.
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PRIJALA TUTO SMERNICL:

Cldnek 1
Pfiloha smérnice 76/372/EHS se méni v souladu s piilohou
této smérnice.
Cldnek 2
Clenské stity uvedou v Géinnost pravni a sprdvni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
1. Hjna 1993. Neprodlené o nich informuji Komisi.
Tato opatien{ piijatd ¢lenskymi staty musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich
tfednim vyhldseni. Zptisob odkazu si stanovi ¢lenské staty.
Cldnek 3

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 9. listopadu 1992.

Za Komisi
Ray MAC SHARRY

clen Komise
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PRILOHA

I V &sti A ,Metoda jednorozmérné chromatografie na tenké vrstvé“ se text v bodé 1 ,Ucel a oblast pouziti“ nahra-
zuje timto:

,1. Utel a oblast pouziti

Tato metoda umoznuje stanovit obsah aflatoxinu B1 v téchto surovindch a krmnych surovinich. Tuto metodu
nelze pouzit, je-li pFitomna citrusovd pulpa. Dolni mezni hodnota stanovitelnosti je 0,01 mg/kg (10 ppb).

Pokud jsou piitomny rusivé latky, je nutné analyzu opakovat podle metody B (vysokot¢inné kapalinové chroma-
tografie).

II. V &isti B ,Metoda dvourozmérné chromatografie na ten ké vrstvé“ se text nahrazuje timto:

,B. STANOVENI AFLATOXINU B1 METODOU VYSOKOUCINNE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

1. Utel a rozsah
Tato metoda slouzi ke stanoveni aflatoxinu B1 v krmivech véetné takovych, kterd obsahuiji citrusovou
pulpu. Dolni mezni hodnota stanovitelnosti je 0,001 mg/kg (1 ppb).

2. Princip
Vzorek se extrahuje chloroformem. Extrakt se filtruje a jeho alikvotni &ist se Cisti na patroné s Flor-
silem a ndsledné na patroné s C18. Konecného rozdéleni a stanoveni se dosdhne vysokotcinnou kapa-
linou chromatografii (HPLC) s pouzitim kolony s reverzni fazi C18 a s ndslednou postkolonovou deri-

vatizaci vodnym roztokem jodu a fluorescencni detekei.

Pozndmka:

Mykotoxiny jsou mimofadné toxické latky. Manipulace s nimi by se méla provadét v urcenych digesto-
fich. Zvlastni opatient je tfeba pfijmout v piipadé, kdy toxiny jsou v suchém stavu, protoZe jsou elek-
trostatické a mohou se rozptylovat do pracovniho prostiedi.

3. Cinidla

3.1. Chloroform, stabilizovany 0,5-1,0 % ethanolu (hmotnostné). Viz pozndmku 10.2.

3.2. Methanol, ¢istoty HPLC, pro piipravu podle bodu 3.6.

3.3. Aceton

3.4. Acetonitril, ¢istoty HPLC

3.5. Elu¢ni roztoky — pFipravuji se jeden den pfed pouzitim nebo se z nich odstrani vzduch ultrazvukem.

3.5.1.  Smés acetonu (3.3) a vody 98 + 2 (v/v)

3.5.2.  Smés vody a methanolu (3.2), 80 + 20 (v/v)

3.5.3.  Smés vody a acetonu (3.3), 85 + 15 (v[v)

3.6. Mobilni fize pro HPLC
Smés vody, methanolu (3.2) a acetonitrilu (3.4), 130 + 70 + 40 (v[v/|v).

Pozndmka: Slozeni mobilni fize mizZe byt potieba upravit v zdvislosti na vlastnostech pouzité kolony
HPLC.

3.7. Nasyceny roztok jéodu: Do 400 ml vody se pfidd 2 g jodu. Michd se nejméné 90 minut a potom se
piefiltruje pfes membrdnovy filtr (4.15). Pfipraveny roztok se musi chranit pred svétlem, aby nedoché-
zelo k fotodegradaci.

3.8. Kyselinou promyty Celit 545 nebo ekvivalentni

3.9. Florisilové patrona (Waters SEP-PAK) nebo ekvivalent

3.10. Patronas C18 (Waters SEP-PAK) nebo ekvivalent

3.11.  Inertni plyn, napft. dusik
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3.12.  Aflatoxin B1, standardni roztok v chloroformu, koncentrace 10 pg/ml Koncentrace roztoku se zkon-
troluje takto: na spektrofotometru (4.23) se stanovi absorpéni spektrum pfi 330 az 370 nm. Zméfi se
absorbance (A) maxima v oblasti kolem 363 nm. Vypoditd se koncentrace aflatoxinu B1 (X) v mikro-
gramech na mililitr roztoku podle tohoto vzorce:

312 x A x 1000
K t l) = ——F————— = 13991 x A
oncentrace (pg/ml) 2 300 x

3.12.1. Aflatoxin B1, zdsobni standardni roztok v chloroformu
Do 50 ml odmérné banky se kvantitativné pfevede 2,5 ml standardniho roztoku aflatoxinu B1 (3.12)
a doplni se po znacku chloroformem (3.1). Roztok se skladuje v chladu (4 °C) a temnu v dobfe
uzaviené nadobé, obalené folif z hliniku.

3.13.  Aflatoxin B1, kalibra¢ni roztoky pro HPLC
Pozndmka:

Na pripravu téchto roztokd se pouziva sklo predem umyté v kyseliné (viz odstavec 4, P¥istroje)

3.13.1. Kalibra¢ni roztok 4 ng/ml
Odmérnd barika se standardnim zdsobnim roztokem (3.12.1) zabalend ve f6lii z hliniku se nechd zahtét
na pokojovou teplotu (nékolik hodin). Do 50 ml odmérné banky se kvantitativné pfevede 400 pl stan-
dardniho zdsobntho roztoku (200 ng aflatoxinu B1) a rozpoustédlo se odpaii do sucha v proudu inert-
niho plynu.
Zbytek po odpateni se rozpusti v asi 20 ml smési voda-aceton (3.5.3), doplni se touto smési po znacku
a dobfe se promichd.

3.13.2. Kalibra¢ni roztok 3 ng/ml
Do 10 ml odmérné barnky se kvantitativné pfevede 7,5 ml kalibra¢niho roztoku (3.13.1), doplni se
smési voda-aceton (3.5.3) po znacku a dobfe se promichd.

3.13.3. Kalibra¢ni roztok 2 ng/ml.
Do 50 ml odmérné bariky se kvantitativné prevede 25 ml kalibra¢niho roztoku (3.13.1), doplni se
smési voda-aceton (3.5.3) po znacku a dobfe se promichd.
Timto roztokem se pouZije jako referen¢ni standard pouzivany pro opakovany ndstiik béhem HPLC
(5.5.)

3.13.4. Kalibrac¢ni roztok 1 ng/ml
Do 10 ml odmérné banky se kvantitativné prevede 2,5 ml kalibra¢niho roztoku (3.13.1), doplni se
smési voda-aceton (3.5.3) po znacku a dobfe se promichd.

3.14.  Ampule obsahujici smés aflatoxint B1, B2, G1 a G2 v koncentracich ptiblizné 1, 0,5, 1 a 0,5 pg/ml,
v 1 ml chloroformu

3.14.1. Roztok pro chromatograficky test
Obsah ampule (3.14) se kvantitativné pfevede do zkumavky se sklenénou zdtkou nebo do lahvicky se
Sroubovacim uzdvérem. Potom se 40 pl tohoto roztoku kvantitativné pfevede do zkumavky pfedem
vymyté v kyseliné, kterd md sklenénou zdtku (4.22). Chloroform se odpaii v proudu inertniho plynu
(3.11) a zbytek po odpaieni se rozpusti v 10 ml smési voda-aceton (3.5.3).

3.15.  Cinidla pro potvrzujici test (6)

3.15.1. Chlorid sodny, nasyceny roztok

3.15.2. Siran sodny, bezvody, granulovany

4. Piistroje a pomiicky

4.1.

Upozornéni: Pouzivani skla pro vodné roztoky aflatoxint, které nebylo umyto v kyseling, muze
zplisobit ztrdty. Zvlastni péce musi byt vénovdna novému sklu a sklu na jedno pouziti, jako jsou napf.
lahvicky do autosampleru a Pasteurovy pipety. Z tohoto diivodu se laboratorni sklo, které prichdzi do
styku s vodnymi roztoky aflatoxint, ponofi na nékolik hodin do zfedéné kyseliny (napt. kyseliny sirové
o koncentraci 2 molfl), potom se dobfe opldchne destilovanou vodou, aby se odstranily veskeré zbytky
kyseliny (napf. tiikrdt a kontroluje se pH papirkem). V praxi je tento postup nezbytny pro barky
s kulatym dnem (4.4), odmérné banky, odmérné vélce, lahvicky nebo zkumavky pouzivané na kali-
bra¢ni roztoky a konecné extrakty (zejména lahvicky do autosampleru) a Pasteurovy pipety, pokud se
pouzivaji pro pieliti kalibra¢nich roztokt nebo extraktd.

Drti¢ — mixér.
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4.2. Sito s oky o velikosti 1,0 mm (ISO R 565)

4.3. Mechanickd tfepacka

4.4. Rota¢ni vakuové odparka sabarika s kulatym dnem o objemu 150 az 250 ml

4.5. Vysokoucinny kapalinovy chromatograf, vstfikovaci systém se smyckou vhodnou pro ndstiik 250 ml.
Viz navod k pouziti od vyrobce pro ¢dste¢nou nebo tplnou ndpli smycky.

4.6. Analytickd kolona pro HPLC: ndpln C18 3 pm nebo 5 pm

4.7. Bezpulzni ¢erpadlo pro jodové postkolonové ¢inidlo

4.8. T-spojka s nulovym mrtvym objemem Valco, korozivzdorna ocel, (1/16 x 0,75 mm)

4.9.  Spirdlova reakéni smycka; z teflonu nebo korozivzdorné oceli. Rozméry 3000x0,5 mm az
5000x0,5 mm jsou vhodné v kombinaci s HPLC kolonami s ndplni 3 pm nebo 5 pm.

4.10.  Termostatem fizend vodni ldzen nastavend na 60 °C, schopnd regulace teploty v rozmez{ + 0,1 °C.

4.11.  Fluorescentni detektor s excitaéni vlnovou délkou 365 nm a emisni vinovou délkou 435 nm. (Pro
detektory s filtry: emisni vinovd délka >400 nm). Detektor musi byt schopny detekce nejméné 0,05 ng
aflatoxinu B1. Doporucuje se urcity zpétny tlak (napf. restriktor, teflonovd nebo nerezovd smycka
piipojend k vystupu detektoru), aby se potlacily vzduchové bubliny v prutocné kyveté.

4.12.  Zapisovac

4.13.  Elektronicky integrator (nepovinné)

4.14.  Sklddany filtra¢ni papir o priméru 24 cm, Macherey-Nagel 617 % nebo ekvivalent

4.15.  Membranovy filtr s péry 0,45 pm, Millipore HAWP 04700 nebo ekvivalent

4.16.  Erlenmayerova barika o objemu 500 ml se zdbrusovou zdtkou

4.17.  Sklenénd kolona (vnitini prumér piiblizné 1 c¢m, délka pfiblizné 30 cm) se zakoncenim Luer

4.18.  Chloroformu odolny uzaviraci kohout Luer (napf. Bio-Rad 7328017, Analytichem A1 6078, ].T. Baker
4514) nebo ekvivalent

4.19.  Chemicky odolné injekéni stifkacky, 10 ml Luer konektor

4.20.  Injekent stifkacky vhodné pro ddvkovdni 250 pl do piistroje HPLC (4.5)

4.21.  Injekéni mikrostiikacky 100 pl na piipravu kalibra¢nich roztokd (zajisti se, aby presnost byla nejméné
2 % hmotnostni)

4.22.  Kalibrované zkumavky o obsahu 10 ml se zabrusovymi zdtkami

4.23.  Spektrofotometr vhodny pro méfeni v UV oblasti spektra

4.24.  Vybaveni pro potvrzovaci test (6)

4.24.1. Kyselinou vyplachnutd délici nalevka o objemu 100 mls teflonovym uzaviracim kohoutem

4.24.2. Tepelny blok, 40-50 °C

5. Postup

5.1. Priprava vzorku
Vzorek se rozmélni takovym zptisobem, aby prosel sitem (4.2).

5.2. Zkusebni ddvka
Do Erlenmayerovy baiiky se navdzi 50 g piipraveného zkusebni vzorku (4.16).

5.3. Extrakce
Ke zkuSebni navdzce (5.2) v Erlenmayerové bance se pfidd 25 g Celitu (3.8), 250 ml chloroformu
(3.1) a 25 ml vody. Banka se zazdtkuje a tfepe se 30 minut na mechanické tfepacce (4.3). Prefiltruje
se pies sklddany filtracni papir (4.14) a jimd se 50 ml filtrdtu. Je-li to nezbytné, odebere se alikvotni
cast filtrdtu a rozfedi se do 50 ml chloroformem (3.1), aby koncentrace aflatoxinu B1 nebyla vy3si nez
4 ng/ml.

5.4. Procisténi (postup se musi provést bez vyjznamnyich preruseni)

Upozornéni:

— laboratof, kde se provadi analyzy, se ndlezité chrani pfed dennim svétlem. Ucinné se toho dosihne
pouzitim napf.:
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5.4.1.

5.4.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.

5.4.2.1.

5.4.2.2.

5.5.

(i) folii absorbujici UV zdfeni na oknech v kombinaci s tlumenym svétlem (ne pfimé slune¢ni
svétlo),

(ii) zdclonami nebo roletami v kombinaci s umélym osvétlenim (vhodné jsou zéfivky).

— Roztoky obsahujici aflatoxiny se musi co nejvice chrénit pied svétlem (uchovévat v temnu, chrénit

folif z hliniku).

Cisténi Florisilem SEP-PAK

Priprava spojeni kolony a patrony

Uzaviraci kohout (4.18) se spoji s kratsi stopkou Florisilové patrony (3.9) (viz obr. 1). Patrona se
promyje a odstrani se z ni vzduch 10 ml chloroformu (3.1) tak, Ze se 8 ml pomoci injekéni stiikacky
(4.19) protlaci rychle patronou pies uzaviraci kohout. Delsi stopka patrony se piipoji ke sklenéné
koloné (4.17) a zbyvajici 2 ml chloroformu se protlaci pies patronu do kolony. Uzaviraci kohout se
uzavie. Injekénti stitkacka se odpoji.

Cistén{

Filtrdt, ktery se ziskd podle odstavce 5.3. se pfidd na spojenou kolonu a patronu a nechd se stéci.
Kolona s patronou se propldchne 5 ml chloroformu (3.1) a poté 20 ml methanolu (3.2) a spojené
eludty se odstrani. Behem téchto dkont se zajisti, aby kolona s patronou nevyschla.

Aflatoxin B1 se eluuje 40 ml smési aceton-voda (3.5.1) a cely eludt se jimd do odparovaci banky
rotacni odparky (4.4). Na rotacni odparce pii teplot¢ 40-50 °C se koncentruje eludt, nez se dokonéi
destilace acetonu. (Pozn.: V bance zistane asi 0,5 ml kapaliny. Testy ukdzaly, Ze dalsi odpafovdni neni
Skodlivé a ze pokud zbude asi 0,5 ml kapaliny, jiz tam neni vyznamné mnozstvi acetonu. Zbytky
acetonu by mohly vést ke ztratdim aflatoxinu B1 na patronce s ndplni C18.) Pfidd se 1 ml methanolu
(3.2), intenzivnim michdnim se rozpusti aflatoxin B1 na sténdch banky, pfidaji se 4 ml vody a pro-
michd se. Patrona se sejme a oddéli od kolony. Sklenénd kolona se oplichne vodou a pouzije se pro
cisténi s C18.

Cisténi pfes patronu s C18 SEP-PAK

Priprava spojeni kolony a patrony

Uzaviraci kohout (4.18) se spoji s kratsi stopkou patrony s C18 (3.10) (viz obr. 1). Patrona se zaplni
a odstrani se z ni vzduch rychlym protlacenim 10 ml methanolu (3.2) pomoci injekéni stiikacky
(4.19) pfes uzaviraci kohout. (Bubliny vzduchu jsou v patroné viditelné jako svétlé skvrny na jinak
$edavém pozadi.) Nanese se 10 ml vody a 8 ml se nechd volné protéct pies patronu. (PF pfechodu
methanolu na vodu je tieba vyhnout se pronikdni vzduchu do patrony.) Delsi stopka patrony se pfipoji
ke sklenéné koloné (4.17) a zbyvajici 2 ml vody se protla¢i pres patronu v koloné. Uzaviraci kohout
se uzavie. Injekéni stitkacka se odpoji.

Cisténi

Extrakt, ktery se ziskd podle odstavce 5.4.1.2, se kvantitativné pievede do sklenéné kolony (4.17),
piicemz odpafovaci barika se dvakrdt vyplichne 5 ml smési voda-methanol (3.5.2), a nechd se stéci.
Béhem téchto dkont se zajisti, aby kolona s patronou nevyschla. (Pokud se vytvoif vzduchové bubliny
v zuzeni blizko patrony, zastavi se pritok a poklepdvanim na sklenénou kolonu se vzduchové bubliny
odstrani. Poté se pokracuje.) Kolona s patronou se dale promyji 25 ml smési voda-methanol (3.5.2),
eludt se vylije. Aflatoxin B1 se eluuje 50 ml smési voda-aceton (3.5.3.) a cely eludt se jimd do 50 ml
odmérné bariky. Barika se doplni vodou po znacku a promichd se. Vysledny roztok se pouzije k chro-
matografii.

Upozornéni: ~ Obvykle neni filtrace kone¢ného extraktu pred HPLC nutnd. Pokud je povaZzovdna za nutnou,
nesmi se pouzivat celulézovy filtr, protoZe by to mohlo vést ke ztrdtdm aflatoxinu BI.
Vhodny je teflonovy filtr.

Vysokoticinnd kapalinovd chromatografie
(viz obrdzek 2 pro sestaveni zafizeni.) Poskytne se dostatek casu pro kondicionovani a stabilizovan{

piistroja.

Pozndmka 1:

Rychlost pritoku mobiln{ fize a postkolonového ¢inidla je pouze informativni. MiZe se upravit podle
vlastnosti kolony HPLC.
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Pozndmka 2:

Odezva detektoru na aflatoxin B1 zdvisi na teploté, proto je tieba vyrovnat posun (viz obr. 3). Pravi-
delnym (napf. kazdy tieti vstfik) ndstiikem stanoveného mnozstvi referen¢niho standardu aflatoxinu B1
(3.13.3) lze napravit vrcholové hodnoty aflatoxinu B1 mezi témito referenénimi standardy pouzitim
stiedni hodnoty odezvy za predpokladu, Ze rozdil mezi dvéma odezvami po sobé ndsledujicich referenc-
nich standardd je velmi maly (<10 %). Proto je nutné providét ndstiik bez preruseni. Pokud je nutné
pferuent, posledni a prvni ndstiik pfed prerusenim musi byt referencni standard (3.13.3). ProtoZe kali-
bracni kiivka je linedrni a prochazi pocdtkem, je mozné p¥imo stanovit obsah aflatoxinu B1 v extraktu
vzorku s ohledem na pfilehly standard.

5.5.1. Nastaveni ¢erpadla HPLC

6.1.

Cerpadlo pfistroje HPLC (4.5) se nastavi tak, aby priitok mobilni fize (3.6) pro HPLC kolonu (4.6)
s ndplni 5 pm byl 0,5 ml/min a s ndplni 3 pm byl 0,3 ml/min.

Nastaveni postkolonového ¢erpadla

Cerpadlo (4.7) se nastavi tak, aby préitok nasyceného vodného roztoku jodu (3.7) byl 0,2 az 0,4 ml/
min. Jako hrubé voditko: priitok nastaveny na 0,4 ml/min je zddouci v kombinaci s pritokem mobiln{
faze (3.6) 0,5 ml/min a pritok 0,2 ml/min pro pritok mobilni fize 0,3 ml/min.

Fluorescen¢ni detektor

Fluorescenéni detektor (4.11) se nastavi na excita¢ni vinovou délku 365 nm a emisni délku 435 nm
(piistroje s filtry > 400 nm). Citlivost detektoru pro 1 ng aflatoxinu B1 se nastavi asi na 80 % celko-
vého rozsahu stupnice pera.

Vstiikovaci systém

Pro viechny roztoky se nastiikuje mnozstvi 250 pl podle névodu k pouziti od vyrobce vstiikovactho
systému.

Kontrola chromatografické separace

Provede se néstiik roztoku pro chromatograficky test (3.14.1). Sedla by méla byt méné nez 5 % souctu

vysek pika piilehlych pikd.
Kontrola stability systému

Pred kazdym souborem analyz se opakované nastiikuje referen¢ni standard (3.13.3), dokud se neziskaji
stabilni plochy pikél. (Pozn.: Odezva aflatoxinu B1 mezi po sobé ndsledujicimi vstfiky se nesmi lisit
o vice nez 6 %). Po kontrole stability systému se bezodkladné provede kontrola linearity (5.5.7).

Kontrola linearity

Provede se néstfik kalibra¢nich roztokd aflatoxinu B1 (3.13.1 az 3.13.4). Po kazdém tietim ndstiiku se
davkuje referen¢ni standard (3.13.3) pro ndpravu posunu v odezvé. (Pozn.: Rozdil mezi odezvami refe-
rencnich standardd se v prabéhu 90 minut nesmi lisit o vice nez 10 %). Posun se napravi podle
vzorce v odstavci 7. Kalibra¢ni graf by mél byt linedrni a prochdzet pocitkem v rozsahu dvojndsobné
smérodatné chyby odhadu Y. Zjisténé hodnoty se nesmi lisit o vice nez 3 % nomindlni hodnoty. Pokud
jsou splnény tyto podminky, pokracuje se bezodkladné. Pokud tomu tak neni, nez se pokracuje, musi se
urcit a napravit zdroje problému.

Ndstiik extraktu vzorku

Provede se ndstiik pfecisténého extraktu (5.4.2.2). Vidy po dvou vzorcich se provede néstiik referenc-
niho standardu (3.13.3) podle nasledujictho pofadi: referen¢ni standard — extrakt — extrakt — referen¢ni
standard — extrakt — extrakt — referen¢ni standard atd.

Potvrzujici test
Dalsi postup s extraktem

Ke konenému extraktu ziskanému podle odstavce 5.4.2.2 se pfidd 5 ml roztoku chloridu sodného
(3.15.1). Extrahuji se tiikrat 2 ml chloroformu (3.1) v délici ndlevce (4.24.1) po dobu 1 minuty.
Spojené chloroformové extrakty se pievedou ptes asi 1 g siranu sodného (3.15.2) do 10 ml zkumavky.
Muze byt pouzita napt. mald délicf ndlevka (o priméru 4 cm) s kouskem vaty v zaZeni, pokrytym
siranem sodnym.
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Vrstva siranu sodného se proplachne nékolika ml chloroformu a eludt se jimd do stejné zkumavky.
Chloroformovy extrakt se odpaii do sucha v té samé zkumavce za pouziti tepelného bloku (4.24.2)
a znovu se rozpusti v 1 ml chloroformu.
6.2. Priprava derivdtii a chromatografie na tenké vrstvé
Viz metoda A v priloze smérnice Rady 76/372/EHS bod 5.6.2.
7. Vypocet vysledkit
Obsah aflatoxinu B1 (ug/kg) vzorku se vypocte podle ndsledujictho vzorce:
aflatoxin B1 (pg/kg) = V:nxXil\/[V:“V_f
Ve
kde:
m = mnozstvi aflatoxinu B1 v ng, vypoctené z piku aflatoxinu B1 ve vzorku vypoctené takto:
m = __PRvz) x 2 r(st)
P (st;) + P(st,)
P,y = plocha piku aflatoxinu B1 ve vzorku
P(st,) = plocha piku aflatoxinu B1 ziskand pfedchozim ndstiikem referen¢niho standardu (3.13.3)
P(st) = plocha piku aflatoxinu B1 ziskand ndslednym ndstiikem referen¢niho standardu (3.13.3)
r(st) = mnozstvi aflatoxinu B1 ve vstiiku referen¢niho standardu (3.13.3) v ng
V., = objem néstiiku extraktu vzorku v mililitrech
V, = kone¢ny objem extraktu vzorku v mililitrech (po vSech zfedénich, kterd byla provedena podle
odstavce 5.3)
M = hmotnost vzorku v gramech
V; = objem filtrdtu pfevedeného na patronu s Florisilem (5.4.1.2) v mililitrech
V. = objem chloroformu pouzitého k extrakci vzorku v mililitrech
Pokud je dodrzen postup, zméni se vzorec takto:
aflatoxin B1 (ug/kg) = 20 x m
7.1 Vypocty vysledkii mohou byt také provedeny z vysek pikd.
8. Opakovatelnost
Viz odstavec 10.1.
9. Reprodukovatelnost
Viz odstavec 10.1.
10. Pozndmky
10.1.  Presnost

Na mezindrodn{ Grovni byla provedena spole¢nd studie (') pro krmné smési, jejiz vysledky opakovatel-
nosti a reprodukovatelnosti jsou uvedeny v tabulce 1. Vyraz opakovatelnost (r) je zde definovan jako
nejvetsi pomér, ktery neni vyznamny na Grovni pravdépodobnosti 95 % pro porovndni dvou méfenych
tidajii stejného vzorku v téze laboratofi a za podobnych podminek. Vyraz reprodukovatelnost (R) je zde
definovdn podobné pro porovndni dvou riiznych laboratoii. V souladu s normou ISO () a s rozhod-
nutim Komise 89/610/EHS () jsou hodnoty r a R v tabulce uvddény také v podobé varia¢niho koefi-
cientu.

Tabulka 1
Opakovatelnost (r) a reprodukovatelnost (R) vyjidiené jako pomér odpovidajicich variaénich
koeficient
(15 laboratofi)
Koncentrace r R CVr (*) CVR
(hglkg) (%) (%)
8al4 1,4 1,7 11 18

(*) CV = variacni koeficient

(") Egmond, H. P. van, Heisterkamp, S. H. a Paulsch, W. E. (1991). Food Additives and Contaminants 8, 17-29.
() ISO 3534-1977.
() UF. vést. L 351, 2.12. 1989, s. 39.
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10.2.

10.3.

Stabilizace chloroformu (3.1)

Pokud se ke stabilizaci chloroformu pouzivd jiny stabilizdtor nez ethanol, mize dochdzet ke zméné
adsorp¢ni charakteristiky florisilové patrony. Pokud neni popsany chloroform dostupny, musi se to
ovéfit v souladu s odstavcem 10.3.

Sprdvnost

Sprévné pouziti metody se ovéfuje opakovanymi méfenimi schvilenych referencnich materidli. Pokud
nejsou k dispozici, provedeni metody se ovéfuje testem vytéznosti na fortifikovanych slepych vzorcich.
Standardni odchylka od skute¢né hodnoty vyjadiend v % skutecné hodnoty musi byt v rozmezi -20 az

+10 %.
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Obr. 1: Propojeni kolony a patrony
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Obr. 2: Zpracovatelské schéma systému HPLC s postkolonovou derivatizaci jédem
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Obr. 3: Kompenzace posunu odezvy aflatoxinu B1 pravidelnym ndstiikem referencniho standardu (3.13.3)"



