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STANOVENiI OBSAHU MYKOTOXINU METODOU HPLC -
DEOXYNIVALENOL

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni deoxynivalenolu v krmivech.

Poznamky

1 Deoxynivalenol (DON) patii mezi vyznamné zdstupce mykotoxinii trichocenové
skupiny B, po chemické strance trichothec-9-en-8-one, 12, 13-epoxy-3, 7, 15-
trihydroxy - (3 a, 7 a).

2 Princip

Stanovi se extrakci ze vzorku vodou a Cast extraktu se piecisti pfes imunoafinitni kolonku.
Po odpareni a rozpusténi v mobilni fazi se DON kvantitativné stanovi metodou HPLC s UV
detekcei pii vinové délce 220 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Methanol — CH30OH, minimaln¢ 99,7 % v/v, HPLC grade.

2 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

3 Ledova kyselina octova, CH3COOH.

4 Mobilni faze pro HPLC — voda (2) + acetonitril (8) (90 + 10) (v/v).
Piprava: Smicha se 900 ml vody (2) a 100 ml acetonitrilu (8).

5 Deoxynivalenol — zasobni roztok v acetonitrilu (HPLC grade) o koncentraci 10 pg/ml.
Ptiprava: Ve 100 ml acetonitrilu (8) se rozpusti 1 mg deoxynivalenolu (15).

6 Pracovni roztoky pro kalibraci.
Piiprava: Do odmérnych banék o objemu 10 ml se pipetuje (75; 150; 225; 300; 375;
450) ul zasobniho roztoku (5), banky se doplni mobilni fazi (4) po znacku
a promichaji se. Ziskané roztoky o koncentracich (75; 150; 225; 300; 375; 450) ng/ml
mohou byt pouzity piimo pro nastfik do HPLC systému.

7 Polyethylen Glykol 8 000 (napt. Fluka k. ¢. 81 272).

8 Acetonitril, HPLC grade.

9 Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.
Ptiprava: 40 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni vodou do 1000 ml.
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10 Chlorid sodny, NaCl, min 99%.
11 Hydrogenfosfore¢nan disodny, NaoHPO4, min. 99%.
12 Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2 POs, min. 99%.
13 Chlorid draselny, KCI, min. 99%.
14 Solny fosfatovy pufr (PBS).
Ptiprava: 8 g chloridu sodného (10), 1,2 g hydrogenfosfore¢nanu disodného (11),
0,2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (12) a 0,2 g chloridu draselného (13)
se rozpusti v 900 ml vody. pH se upravi roztokem hydroxidu sodného (9) na hodnotu
pH 7,4 a pak se doplni do 1000 ml vodou. Lze pouzit komercné dostupné tablety pro
PBS (5 tablet/I litr).
15 Deoxynivalenol, standardni substance.
4 Piistroje a pomiicky
1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekei.
2 Laboratorni tfepacka horizontalni.
3 Vakuovy manifold.
4 Koncentrator vzorki.
5 Laboratorni odstfedivka.
6 Vakuové pumpa.
7 Plastové stiikacky a kohouty pro pfipojeni imunoafinitnich kolonek.
8 Koncentrator vzorki.
9 Ultrazvukova lazei.
10 Analytické vahy s piesnosti na 0,01 mg.
11 Imunoafinitni kolonky uréené pro precisténi extraktu deoxynivalenolu (napf.
DonPrep, R-Biopharm nebo DonTest, Vicam).
12 Filtra¢ni papir (napf. Whatman 113 V) a filtry z mikrovlakna (napf. Vicam k. ¢.
31955).
5 Pracovni postup
51  Extrakce

Do 500ml konické banky se navazi 25 g vzorku s presnosti 0,01 g, 5 g polyethylenglykolu (7)
a prelije se 200 ml vody (2). Banka se uzavie zatkou a vzorek se tfepe na tfepacce (2)
po dobu 1 h. Nastaveni po¢tu kmitu tfepacky zavisi na konzistenci vzorku. Poté se vlozi
do ultrazvukové lazné na dobu 10 min. Extrakt se prefiltruje ptes papirovy filtr do suché
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podlozni nadoby, pfic¢emz prvnich 5 ml se nepouzije. Nasledné se extrakt prefiltruje ptes filtr
Z mikrovlakna (12), prvnich 5 ml se nepouZije.

Poznamky

2 Pred viastni extrakci se vzorek upravuje homogenizaci a mletim na castice o velikosti
1,0 mm az 0,5 mm tak, aby se zabranilo prehrati vzorku béhem homogenizace.

3 Vihké vzorky (silaze, sendze) je nutné nejprve ususit v susarné pri teplote 50 °C
na vlhkost mensi nez 14 % a pak postupovat stejné jako u suchych vzorkii.

4 Po extrakci silazi a sendzi je nutné zmerit pH a upravit na hodnotu 7,0 az 7,4
roztokem NaOH (9).

5.2 Precisténi extraktu

Ptipravi se imunoafinitni kolonky (11). Vrchni kryt se propichne ostrym hrotem ntizek, sejme
se dolni kryt a napoji se ptes kohout (7) na vakuovy manifold (3). Na kolonku se nasadi
plastova stiikacka a do ni se pipetuji 2 ml filtratu. Roztok se necha pomalu prochazet pies
kolonku az do prichodu vzduchu samovolné (gravitaci) nebo je mozné pouzit vakuovou
pumpu (6). Pratok by nemé¢l piekrocit Sml/min (1 az 2 kapky/s). Poté se kolonka promyje
10 ml PBS pufru (14), opét az do pruichodu vzduchu. Nakonec se vysusi proudem dusiku
po dobu asi 5 s. DON se eluuje 0,75 ml methanolu (1) do vialky. Poté, co kolonkou protece
posledni kapka methanolu, se pocka asi 1 min a potom se prida jest¢ 0,75 ml methanolu
pro celkovou eluci.

5.3  Priprava pro HPLC analyzu

Eluat se odpafi na koncentratoru vzorku pod proudem dusiku pii teploté 45 °C, ihned
se ochladi na laboratorni teplotu a rozpusti v 0,5 ml mobilni fdze (4). Vzorek se protiepe
a necha nejméné 30 s v ultrazvuku. Pokud je to nezbytné, mize se pied analyzou HPLC jesté
zfiltrovat nebo odstredit na laboratorni odstfedivce po dobu 5 min pfi 50000t/min.

54 Stanoveni a kalibrace HPLC

Tabulka 1. Piiklad podminek chromatografického systému.

Kolona Analyticka separa¢ni kolona s reverzni fazi, napt. Synergi Hydro -
RP (C18) 250 mm x 4,6 mm I.D. 4 um, nebo podobna

Mobilni faze 4)

Teplota kolony 30°C

Objem nastiiku 100 pl

Detektor UV 220 nm

Retencni Cas 19,5 min (méni se dle pouZzité kolony)

Pratok 0,6 ml/min

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 10. 12. 2015




‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zem&dé&lsky

. TN Narodni referen¢ni laboratoft Strana 4
UKZUZ
Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv »
Vydani 1
10560.1 — Stanoveni obsahu mykotoxinti metodou HPLC .
. Revize 2
— deoxynivalenol
5 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah DONu (X) v krmivech vyjadfeny vV ng/g se vypocita podle vztahu
X=cxVxEmxA=cx2
kde
c je koncentrace DONu vypocitana z kalibra¢ni kiivky (ng/ml),
\Y objem rozpoustédla pouzity na extrakci (ml),
E konecny objem roztoku (0,5 ml mobilni faze),
m navazka vzorku (g),
A objem extraktu pouzity na pieéisténi (ml).
Poznamky
5 Veskeré sklo, které prislo do styku s mykotoxiny, je nutné dekontaminovat.
K dekontaminaci se pouziva 2% roztok chlornanu sodného, ktery se nechd pusobit
nejmeéné 2 h. Sklo se po oplachnuti vodou umyje béznym zpuisobem.
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