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A BIZOTTSAG HETEDIK IRANYELVE
(1976. marcius 1.)
a takarmdnyok hatéségi ellenGrzésére szolgdlé kozosségi analitikai médszerek meghatdrozasardl

(76/372/EGK)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,

tekintettel az Eurépai Gazdasdgi Kozosséget létrehozé szerzd-
désre,

tekintettel a legutobb a csatlakozasi okmannyal (') médositott, a
takarmdnyok hatdsdgi ellendrzésénél alkalmazandé kozosségi
mintavételi és analitikai médszerek bevezetésérdl sz6l, 1970.
julius 20-i tandcsi irdnyelvre (%) és killonosen annak 2. cikkére,

mivel az emlitett irdnyelv el6irja, hogy a takarmanyok hatdsdgi
ellendrzését, amelynek célja a takarmdnyok mindségére és
osszetételére vonatkozd torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi
rendelkezésekbdl ered§ kovetelmények betartdsanak ellendr-
zése, kozosségi mintavételi és analitikai mddszerek alkalmaza-
saval kell végrehajtani;

mivel az 1971. janius 15-i 71/250/EGK (’), az 1971. november
18- 71/393/EGK (4, az 1972. 4prilis 27-i 72/199/EGK (), az
1972. december 5-i 73/46/EGK (%), az 1974. maércius 25-i
74[203/EGK () és az 1974. december 20-i 75/84/EGK (%)
bizottsdgi irdnyelv mar szdmos kozosségi analitikai modszert
meghatarozott; mivel az azdta eltelt id6ben, az adott teriileten
elért fejlédés kovetkeztében tandcsos egy hetedik médszerso-
rozat elfogaddsa;

mivel az ezen irdnyelvben el6irt intézkedések osszhangban
vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsdga véleményével,

() HLL 73, 1972.3.27., 14. .
() HL L 170., 1970.8.3., 2. o.
() HLL 155.,1971.7.12,, 13. o.
() HL'L 279.,1971.12.20., 7. o.
() HLL 123.,1972.5.29., 6. 0.
() HL L 83.,1973.3.30., 21. o.
() HL
() HL

L 108, 1974.4.22., 7. o.
L 32,1975.2.5, 26. o.

8)

)
)
)
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ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A tagédllamok elirjak, hogy a takarmdnyok hat6sagi ellendrzé-
sére szolgdld, a takarmdnyok aflatoxin B, tartalmdra vonatkoz6
analitikai vizsgdlatokat az e rendelet mellékletében leirt
modszerek szerint kell végrehajtani.

Az analizdlandé minta el6készitésérdl szo6l6 rész kivételével, az
1971. jinius 15-i 71/250/EGK els6 bizottsagi irdnyelv mellékle-
tének 1. részében (Bevezetés) megallapitott altaldnos rendelke-
zéseket kell alkalmazni az ezen irdnyelv mellékletében leirt
modszerek esetében.

2. cikk

A tagédllamok legkésébb 1976. oktdber 1-jéig hatdlyba léptetik
azokat a tOrvényi, rendeleti és kozigazgatasi rendelkezéseket,
amelyek szitkségesek ahhoz, hogy ennek az irdnyelvnek megfe-
leljenek. Errdl haladéktalanul tdjékoztatjak a Bizottsagot.

3. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 1976. marcius 1-jén.

a Bizottsdg részérdl
P. J. LARDINOIS
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET
AZ AFLATOXIN B, MEGHATAROZASA

A. EGYDIMENZIOS VEKONYRETEG-KROMATOGRAFIAS MODSZER

Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer lehet6vé tesz az aflatoxin B, szintjének meghatdrozdsit a kovetkezd takarmanyokban: f6ldimo-
gyord, kopra, lenmag, széja, szezdm, babaszu pdlmaolaj és kukoricacsira-olaj pogdcsa, gabonafélék és gabo-
nakészitmények, borsdliszt, burgonyapép és -keményit6. A meghatdrozds alsé méréshatira 0,01 mg/kg
(10 ppb).

Ha a meghatdrozdst interferdlé anyagok jelenléte hitraltatja, akkor a B. médszer (kétdimenziés vékonyréteg-
kromatogréfia) alkalmazdsdval Gjra kell kezdeni az analizist.

Vizsgilati alapelv

A mintét kloroformmal extrahdljuk. A kivonatot szirjiik, egy aliquot részét kivessziik és szilikagél oszlopkro-
matografidval tisztitjuk. Az eludtumot bepdroljuk, és a maradékot meghatdrozott térfogatd kloroformban,
vagy benzol és acetonitril keverékében visszaoldjuk. Ezen oldat egy aliquot részén vékonyréteg-kromatogra-
fidt (TLC) végziink. Az aflatoxin B, mennyiségét a kromatogram UV-fénnyel torténé megvildgitisa mellett,
vizudlisan vagy fluorodenzitométerrel, ismert mennyiségli standard aflatoxin B,-el torténd oGsszehasonlitds
alapjan hatdrozzuk meg. A takarmdnybdl extrahdlt aflatoxin B, azonositdsat a jelzett méodszerrel kell megerd-
siteni.

Reagensek

Megjegyzés: Ha nincs mésképp jelolve, minden reagens ,analitikai tisztasdgtinak”.

Aceton.

0,5-1,0 %, 96 %-os (v/v) etanollal stabilizalt kloroform.

n-Hexdn.

Metil-alkohol.

Viz- és peroxidmentes dietil-éter.

Benzol és acetonitril 98/2 (v/v) ardnyd keveréke.

Kloroform (3.2.) és metil-alkohol (3.4.) 97/3 (v/v) ardnyu keveréke.

Szilikagél oszlopkromatografids célra, 0,05-0,20 mm kozotti részecskemérettel.

ElSzetesen kloroformmal zsirtalanitott hidrofil gyapot vagy tivegvatta.

Vizmentes, granulalt ndtrium-szulfét.

Inert gdz, pl. nitrogén.

1 N sosav.

50 %-os (v/v) kénsav.

Kieselguhr (hyflosupercel), savval mosva.

Szilikagél G-HR vagy ezzel egyenértékd a vékonyréteg-kromatografidhoz.

A 7. pontban leirtak szerint elkészitett és ellendrzott standard oldat, amely kloroform (3.2.) vagy benzol/
acetonitril keverék (3.6.) 1 milliliterében koriilbeliil 0,1 pg aflatoxin B -et tartalmaz.
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MinGségi vizsgélat céljara szolgdlé standard oldat, amely kloroform (3.2.) vagy benzol/acetonitril keverék
(3.6.) 1 milliliterében koriilbeliil 0,1 pg aflatoxin B,-et vagy B,-t tartalmaz. A megadott koncentracié irdny-
mutatdsul szolgdl. A koncentrdciot tigy kell bedllitani, hogy mindkét aflatoxin fluoreszcencia-intenzitdsa
azonos legyen.

Futtaté olddszerek:

Kloroform (3.2.)[aceton (3.1.): 9/1 (v[v), telitetlen kad;

Dietil-éter (3.5.)[/metil-alkohol (3.4.)[viz: 96/3[1 (v[v|v), telitetlen kid;
Dietil-éter (3.5.)/metil-alkohol (3.4.)/viz: 94[4,5/1,5 (v[v|v), telitett kad;
Kloroform (3.2.)/metil-alkohol (3.4.): 94/6 (v|v), telitett kdd;

Kloroform (3.2.)/metil-alkohol (3.4.): 97/3 (v/v), telitett kad.

Eszkoz6k

Darélé-keverd.

Rdz6gép vagy mégneses keverd.

Redds sziirGpapirok, Schleicher és Schiill No. 588 vagy azzal egyenértékd, dtmérs: 24 cm.

Uvegesé a kromatografidhoz (bels 4tmérd: 22 mm, hosszasdg: 300 mm), PTFE csappal és 250 ml-es tdro-
l6tartéllyal.

Rotéciés vakuum-beparld, 500 ml-es gomblombikkal.
500 ml-es Erlenmeyer-lombikok, csiszolt tivegdugéval.
Vékonyréteg-kromatografids (TLC) felszerelés.

200x200 mm-es iiveglemezek a TLC-hez a kovetkezdk szerint el6készitve (a megadott mennyiségek ot
lemez bevondsihoz elegendSek). Helyezziink 30 g szilikagél G-HR-t (3.15) egy Erlenmeyer-lombikba.
Adjunk hozzd 60 ml vizet, zdrjuk le és rdzzuk egy percig. Teritsiik szét a szuszpenzidt a lemezeken tgy,
hogy egy egyenletes, 0,25 mm vastag réteget kapjunk. Hagyjuk a levegén szdradni, majd tdroljuk szilikagélt
tartalmazé exszikkdtorban. Felhasznaldskor egy 6rdn dt 110 °C-os kemencében tartva, aktivaljuk a leme-
zeket.

A gyérilag kent kész lemezek akkor megfelelSk, ha a fenti eljards szerint elkészitett lemezekéhez azonos
eredményeket adnak.

Hosszl hullimhosszt (360 nm) UV-limpa. A sugdrzds intenzitdsa olyan legyen, hogy egy 1 ng-os aflatoxin
B, foltot a lampdtdl 10 centiméterre 1évd TLC lemezen egyértelmden meg lehessen kiilonboztetni.

10 ml-es osztott kémesovek polietilén dugéval.
UV spektrofotométer.

Fluorodenzitométer (nem feltétleniil sziikséges).

A vizsgélat médja

A minta eldkészitése (ldsd az ,Eszrevételek” cimii C. rész 1. pontjdban)

Oroljiik a mintdt olyan finomsagira, hogy az teljes mennyiségben dtmenjen egy 1 mm szemnagysag( szitan
(az ISO R 565 ajanlds szerint).

Extrahdlds

Helyezziink 50 g 6rolt, homogenizdlt mintdt egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba (4.6.). Adjunk hozzd
25 g Kieselguhr-t (3.14.), 25 ml vizet és 250 ml kloroformot (3.2.). Zarjuk le a lombikot, rdzzuk vagy
keverjitk 30 percig a késziilékkel (4.2.), és szirjiik 4t egy red6s sztir6papiron (4.3.). Ontsiik el a szfirlet elsg
10 ml-ét, majd gyfdjtsiink 6ssze 50 ml szdrletet.
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Tisztitds oszlopkromatogrdfidval

A kromatografids oszlop (4.4.) als6 végébe helyezziink egy gyapot- vagy iivegvatta dugot (3.9.), toltsiik fel
az oszlopot kétharmad részig kloroformmal (3.2.) és adjunk hozzd 5 g ndtrium-szulfitot (3.10.).

Ellendrizziik, hogy a natrium-szulfit réteg felszine egyenes-e, majd kis adagokban adjunk hozzd 10 g szilika-
gélt (3.8.). Minden egyes adag hozzdaddsa utdn dvatosan keverjitk meg, hogy eltdvolitsuk a levegébuboré-
kokat. Hagyjuk &llni 15 percig, azutdn 6vatosan adjunk hozzd 15 g ndtrium-szulfatot (3.10.). Hagyjuk a
folyadékot lefolyni, amig az éppen a natrium-szulfat réteg felszine folé ér.

Keverjitk dssze az 5.2. pontban nyert kivonat 50 milliliterét 100 ml n-Hexdnnal (3.3.) és az elegy teljes
mennyiségét vigyiik fel az oszlopra. Hagyjuk a folyadékot lecs6pogni, amig az éppen a natrium-szulfdt réteg
felszinéhez ér. Ontsiik el a moséfolyadékot. Ezutdn adjunk hozzd 100 ml dietil-étert (3.5.), és ismét hagyjuk
lecsopogni, amig a ndtrium-szulfdt réteg felszinéhez ér. A fenti miveletek alatt figyeljink arra, hogy az
dramlasi sebesség percenként 8-12 ml legyen és, hogy az oszlop ne szdradjon ki. Ontsiik el a moséfolya-
dékot. Ezutdn mossuk az oszlopot 150 ml kloroform/metil-alkohol keverékkel (3.7.), és gytijtsitk Gssze az
eludtum teljes mennyiségét.

50 °C-ot meg nem haladé hémérsékleten, inertgdz-dramban (3.11.), rotdcids beparléval (4.5.), paroljuk az
eludtumot majdnem szdrazra. A maradékot teljes mennyiségben kloroform (3.2.) vagy a benzol/acetonitril
keverék (3.6.) segitségével helyezzitk dt egy 10 ml-es osztott kémcsébe (4.10.). Koncentrdljuk az oldatot
inertgdz-dram alatt, majd toltsiik fel 2 ml-re kloroformmal (3.2.) vagy a benzol/acetonitril keverékkel (3.6.).

Vékonyréteg-kromatogrdfia

A standard oldat és a kivonat alabbiakban feltiintetett mennyiségeit cseppentsitk a VRK lemezre (4.8.) ugy,
hogy a foltok az alsé sz€létdl 2 cm-re és egymadstdl 2 cm-re legyenek:

- 10, 15, 20, 30 és 40 pl standard aflatoxin B, oldat (3.16.),
— az 5.3. pontban nyert kivonatbdl 10 pl és, ugyanarra a pontra, a standard oldatbdl (3.16.) 20 pl,

— az 5.3. pont szerint nyert kivonatbol 10 és 20 pl.

Futtassuk a kromatogramot sotétben a futtat6 olddszerek (3.18.) egyikével. Az olddszert elére ki kell vélasz-
tani, 25 pl kvalitativ standard oldat (3.17.) lemezre helyezése utdn, annak ellendrizésével, hogy a futtatds
sordn az aflatoxin B, és B, teljesen kiilonvalik-e.

Hagyjuk az olddszereket sotétben elparologni, azutdn vildgitsuk meg a lemezt UV-fénnyel 10 cm-re helyezve
a lampatdl (4.9.). Az aflatoxin B, foltok kéken fluoreszkalnak.

Mennyiségi meghatdrozdsok

A meghatdrozést vizudlisan vagy fluorodenzitométerrel végezziik a kovetkezsk szerint.

Vizudlis mérések

Hatdrozzuk meg a kivonatban 1évé aflatoxin B, mennyiségét gy, hogy a kivonatfoltok fluoreszcencidjanak
erdsségét Osszevetjitk a standardoldat-foltok egyikénél mért fluoreszcencia erésségével. Sziikség esetén inter-
poldljunk. A kivonat és a standardoldat egymadsra helyezésével kapott fluoreszcencidnak erésebbnek kell
lennie, mint a 10 pl kivonatfolt dltal adott fluoreszcencia és nem szabad, hogy egynél tobb folt legyen
ldthat6. Ha a kivonat 10 pl-ének fluoreszcencidja erésebb, mint a 40 pl standardoldaté, akkor ismételjiik meg
a vékonyréteg-kromatogréfids vizsgdlatot kloroformmal (3.2.) vagy a benzol/acetonitril keverékkel (3.6.), 10-
vagy 100-szorosdra higitott kivonatot hasznélva.

Fluorodenzitométeres mérések

Mérjiik meg az aflatoxin B, foltok fluoreszcencidjdnak erdsségét a fluorodenzitométerrel (4.12.), 365 nm
gerjesztési és 443 nm emissziés hullimhosszon. Hatdrozzuk meg a kivonatfoltokban 1évé aflatoxin B,
mennyiségét tigy, hogy fluoreszcencidjanak erdsségét dsszevetjiik a standard aflatoxin B, foltok fluoreszcenci-
djanak erdsségével.

Az aflatoxin B, azonositdsdnak megerdsitése

Az aldbbiakban leirt eljdrdssal erdsitsiik meg a kivonatban 1év§ aflatoxin B, azonositdsat.
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Kénsavas kezelés

Permetezziink kénsavat (3.13.) az 5.4. pont szerint nyert kromatografids lemezre. UV-fény alatt, az aflatoxin
B, foltok fluoreszcencidja kékrdl sargdra kell, hogy valtozzon.

Kétdimenzids kromatografia aflatoxin B,-hemiacetdl (aflatoxin B,,) képzéssel

Megjegyzés:
Az aldbbiakban leirt mtveleteket a 3. dbrdn ldthaté diagram pontos kovetésével kell elvégezni.

Az oldatok felvitele

A lemez (4.8.) két szomszédos oldaldval parhuzamosan hdzzunk két egyenes vonalat (6 centiméterre a
szélektdl), melyek az olddszerfront migrdcids hatdraként szolgalnak. Kapilldris pipettdval vagy mikrofecs-
kenddvel cseppentsiik fel a kovetkezd oldatokat a lemezre:

— az A. pontra: az 5.3. pont szerint nyert, tisztitott kivonatot, amely koriilbelil 2,5 nm aflatoxin B, -et
tartalmaz,

— a B. és C. pontra: a standardoldatbdl (3.16.) 25 pl-t.
Futtatds

A futtaté oldészer hasznélatdval (3.18.1.) (1 centiméteres réteg telitetlen kddban) sotétben futtassuk a kroma-
togramot az L. irdnyba, amig az oldészerfront eléri az olddszer hatdrvonaldt.

Vegyiik ki a lemezt a tartdlybdl, és sotétben, szobahémérsékleten hagyjuk szdradni 6t percig. Azutdn perme-
tezziik be sésavval (3.12.) 2,5 cm széles sdvban az A. és B. pontok teriiletét (a 3. dbrdn a besatirozott teriilet
jelzi), amig elsotétedik gy, hogy a lemez tobbi részét egy iiveglappal védjiik. Hagyjuk reagdlni sotét helyen
10 percig, és szobahSmérsékleten levegGdramban szdritsuk meg.

Ezutdn a futtaté old6szer haszndlatdval (3.18.1.) (1 centiméteres réteg telitetlen tartdlyban) sotétben futassuk
a kromatogramot a II. irdnyba, amig az olddszerfront eléri az old6szer hatdrvonaldt. Vegyiik ki a lemezt a
kadbdl, és hagyjuk megszdradni szobahémérsékleten.

A kromatogram értelmezése

Vizsgaljuk meg a kromatogramot UV-fényben (4.9.), és ellendrizzik a kovetkez8k megjelenését.

a) A C. ponton felvitt standardoldatbdl szdrmazé aflatoxin B, kéken fluoreszkdld foltjanak megjelenése
(migracié az . irdnyba).

b) A B. ponton felvitt standardoldatbél szdrmazé, (sésavval) el nem reagdlt aflatoxin B, kéken fluoreszkdld
foltjdnak és az ugyanonnan szdrmaz6 aflatoxin B,-hemiacetdl er6sebb kéken fluoreszkalé foltjanak megje-
lenése (migracié a II. irdnyba).

¢) A A.. ponton felvitt mintakivonatbdl szdrmazo, a b) pontban leirtakkal megegyezd foltok megjelenése. E
foltok elhelyezkedését egyrészt az aflatoxin B,-nek az A. pontbdl az . irdnyba tortént migrdci6 tdvolsdga
(megegyezik a C. ponton felvitt standard migraciés tavolsdggal), médsrészt az onnan az aflatoxin B,-hemia-
cetdl dltal a IL. irdnyba tett migrdci6 tdvolsdga (megegyezik a B. ponton felvitt standard migracids tavol-
sdggal) hatdrozza meg. A kivonatbdl, illetve a B. ponton felvitt standardbdl szdrmazé hemiacetdl-foltok
fluoreszcencia-intenzitdsanak egyeznie kell.

Az eredmény kiszdmitdsa

A vizudlis mérések esetén

A minta pg/kg-ban kifejezett aflatoxin B, tartalma (ppb) a kovetkezd képlettel szdmithato ki:

ahol:

Az Y és az X az aflatoxin B, standardoldat (3.16.), illetve azonos fluoreszcencia-intenzitdsi kivonat pl-ben
kifejezett térfogata;

S = a standardoldat aflatoxin B, koncentracidja pg/ml-ben (3.16.);
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7.1

7.2
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a kivonat végtérfogata pl-ben, figyelembe véve a sziikségessé valt higitdsokat;

W = az oszlopkromatografidval tisztitott kivonat térfogatinak megfelel§ minta tomege grammban.

A fluorodenzitometrids mérések esetén

A minta pgfkg-ban kifejezett aflatoxin B, tartalma a kovetkezd képlettel szdmithato ki:

ahol:
Y = alemezre felvitt kivonat térfogata pl-ben (10 vagy 20 pl);

S = a kivonat foltjdban 1év§ aflatoxin B, a mérések alapjan kiszamitott mennyisége ng-ban kifejezve (az
alkalmazott Y mennységgel ardnyos),;

<
I

a kivonat végtérfogata pl-ben, figyelembe véve a sziikségessé vilt higitdsokat;

W = az oszlopkromatografidval tisztitott kivonat térfogatanak megfelel§ minta tomege grammban.

A standardoldat (3.16.) elkészitése és vizsgilata

Az aflatoxin B, koncentrdcidjdnak meghatdrozdsa

acetonitril keverékben (3.6.). Spektrofotométerrel (4.11.) hatdrozzuk meg az abszorpcids spektrumot 330 és
370 nm kozott.

Mérjitk meg az optikai stirtiséget (A.) a kloroform oldat esetében 363 nm-nél, a benzol/acetonitril keverékkel
késziilt oldat esetében 348 nm-nél.

Az oldat aflatoxin B,, pg/ml-ben kifejezett koncentracidja az aldbbi képletekkel szamithato ki:

% kloroformoldat esetében:;

312-A-1 000 benzol]
19800

acetonitril keverék oldata esetében:.

Fénytdl elzdrva higitsuk fel dgy, hogy egy korilbelil 0,1 pg/ml koncentrdcidji aflatoxin B, standard
munkaoldatot kapjunk. Hit6ben tdrolva 4 °C-on, ez az oldat két hétig marad stabil.

A kromatogrdfids tisztasdg vizsgdlata

kromapogramot az 5.4. pontban leirtak szerint. UV-fényben a kromatogram csak egy foltot mutathat, és az
eredeti felviteli z6ndban nem szabad fluoreszcencidt észlelniink.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn, ugyanazon analitikus dltal végzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti
kiilonbség nem haladhatja meg:

— a legmagasabb eredmény 25 %-dt, 10-20 pg/kg aflatoxin B, tartalom esetén,
— abszolut értékben az 5 pg-t, 20-50 pg/kg aflatoxin B, tartalom esetén,

- a legmagasabb eredmény 10 %-dt, 50 pg/kg-ndl magasabb aflatoxin B, tartalom esetén.

Reprodukdlhatésig

Lisd a ,Eszrevételek” C. részének 2. pontjdban.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.15.1.

3.15.2.

B. KETDIMENZIOS VEKONYRETEG-KROMATOGRAFIAS MODSZER

Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi az aflatoxin B, szint meghatdrozasat az A. médszer alkalmazdsi teriiletén kiviil
es6 takarmdnyokban. A meghatdrozds alsé6 méréshatdra 0,01mg/kg (10 ppb). Ez a mddszer nem alkalmaz-
hat6 a citrusgytiimolesokbdl késziilt pépet tartalmazoé takarmanyok esetében.

Vizsgilati alapelv

A mintdt kloroformmal extrahdljuk. A kivonatot leszirjitk, majd vesszitk egy aliquot részét és szilikagél
oszlop-kromatogréfidval tisztitjuk. Az eludtumot bepdroljuk és a maradékot meghatdrozott térfogati kloro-
formban vagy benzol és acetonitril keverékében visszaoldjuk. Ezen oldat egy aliquot részén kétdimenzids
vékonyréteg kromatografidt (TLC) végziink. Az aflatoxin B, mennyiségét a kromatogram UV-fénnyel torténd
megvildgitasaval, vizudlisan vagy fluorodenzitométerrel, standard aflatoxin B, ismert mennyiségeivel torténd
osszehasonlitds alapjan hatdrozzuk meg. A takarmdnybdl kivont aflatoxin B, azonositisit a jelzett
modszerrel meg kell erdsiteni.

Reagensek

Megjegyzés:
Az bsszes reagens ,analitikai tisztasdga”, kivéve ha masként irjak eld.

Aceton.

0,5-1,0 %, 96 %-os (v/v) etil-alkohollal stabilizdlt kloroform.

n-Hexan.

Metil-alkohol.

Viz- és peroxidmentes dietil-éter.

Benzol és acetonitril: 98/2 ardnyt (v[v) keveréke.

Kloroform (3.2.) és metil-alkohol (3.4.): 97/3 ardnyt (v[v) keveréke.

Szilikagél oszlop-kromatografidhoz, 0,05-0,20 mm kozotti részecskemérettel.
El§zetesen kloroformmal zsirtalanitott abszorbens gyapotvatta vagy iiveggyapot.
Vizmentes, granulalt ndtrium-szulfét.

Inert gaz, pl. nitrogén.

1 N sésav.

Savval mosott Kieselguhr (hyflosupercel).

Szilikagél G-HR vagy azzal egyenértékd a TLC-hez.

Futtaté olddszerek.

Dietil-éter (3.5.)/metil-alkohol (3.4.)[viz: 94[4,5[4,5 (v|v|v) ardnyt keveréke, telitett kad;
Kloroform (3.2.)[aceton (3.1.): 9/1 (v/v) ardnyu keveréke, telitetlen kad.

Standardoldat, amely koriilbeliil 0,1 pg/ml aflatoxin B,-et tartalmaz kloroformban (3.2.) vagy benzol/aceto-
nitril keverékben (3.6.), az A. mddszer 7. pontjdban leirt médon elkészitve és ellendrizve.
Eszkozok

Lasd az A. mddszer 4. pontjaban.
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5.1. A minta elkészitése

5.2. Extrahdlds Ldsd az A. mddszer 5.1., 5.2. és 5.3. pontjdban.

5.3. Oszlop-kromatografids tisztitds

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

5.5.

Kétdimenzids TLC
Az oldatok felvitele (kovessiik az 1. dbrdn ldthaté diagramot)

Huazzunk két egyenes vonalat a lemez (4.8.) két szomszédos oldaldval parhuzamosan (5 és 6 centiméterre a
szélektdl), amelyek oldészerfront migrdcids hatdraként szolgdlnak. Kapilldris pipettdval vagy mikrofecs-
kenddvel cseppentsiik foltokban a lemezre a kovetkezd oldatokat:

— az A. pontra: az 5.3. pont szerint nyert tisztitott mintakivonatbol 20 pl-t,

— a B. pontra: a standardoldatbdl (3.16.) 20 pl-t,

- a C. pontra: a standardoldatbdl (3.16.) 10 pl-t,

— aD. pontra: a standardoldatbdl (3.16.) 20 pl-t,

— az E. pontra: a standardoldatbdl (3.16.) 40 pl-t.

Széritsuk a lemezt levegd vagy inert gaz (3.11.) drammal. A kapott foltok dtmérgjének koriilbelill 5 mm-nek
kell lennie.

A kromatogram kifejlesztése (kovessitk az 1. dbrdn ldthaté diagramot)

A futtatdszerrel (3.15.1.) (1 centiméteres réteg a telitett kddban), s6tét helyen fejlessziik ki a kromatogramot
az L. irdnyba, amig az olddszerfront eléri a hatdrvonalat. Vegyiik ki a lemezt a kddbol és sotét helyen,
szobahémérsékleten hagyjuk szdradni 15 percig.

Ezt kovetSen a futtatdszerrel (3.15.2.) (1 centiméteres réteg a telitetlen kddban), sotét helyen fejlessziik ki a
kromatogramot a II. irdnyba, amig az olddszerfront eléri a hatdrvonalat. Vegyiik ki a lemezt a kddbdl, és
sotét helyen hagyjuk szdradni szobahSmérsékleten.

A kromatogram értelmezése (kovessiik a 2. dbrdn ldthat6 diagramot)

A lemezt a ldmpdtdl (4.9.) 10 centiméterre helyezve vildgitsuk meg a kromatogramot UV-fénnyel. Hati-
rozzuk meg a standard oldatbdl szdrmaz6 aflatoxin B, fluoreszkdl6 B., C., D. és E. foltjainak elhelyezkedését.
Huazzunk két, ezeken a foltokon dthaladé, illetve a futtatdsi irdinyra merdleges, képzeletbeli vonalat. E vonalak
P. metszéspontja az a hely, ahol az A. ponton felvitt (1. dbra) mintakivonatbdl szdrmazé aflatoxin B, folt
véarhat6an megtaldlhatd. Azonban az aflatoxin B, folt tényleges helye az egymdssal koriilbeliil 100°-o0s szoget
bezdr, a B., illetve a C. ponton dthalad6 képzeletbeli egyenesek Q. metszéspontjdban is lehet. A mintakivo-
natban taldlhat6 aflatoxin B, mennyiségét az 5.5. pont szerint hatdrozzuk meg.

Kiegészit6 kromatogrifia

Huazzunk két egyenes vonalat egy 6ij lemez (4.8.) két szomszédos oldaldval parhuzamosan az 1. dbrédn lathatd
diagram 4dltal jelzett mddon, és az A. ponton (ldsd az 1. dbrdt) vigytink fel az 5.3. pont szerint nyert tisztitott
mintakivonatb6l 20 pl-t, és erre rdhelyezve vigyiink fel a standard oldatbél (3.16.) 20 pl-t. Fejlesszik ki az
5.4.2. pont szerint. Vildgitsuk meg a kromatogramot UV-fénnyel (4.9.), és ellendrizziik azt, hogy:

— a kivonatbdl és a standard oldatb6l szdrmazé aflatoxin B, foltok egymdson vannak-e,

— ennek a foltnak a fluoreszcencidja erésebb-e, mint az elsé lemezen, a Q. ponton fejlesztett aflatoxin B, folt
fluoreszcencidja.

Mennyiségi meghatdrozdsok

A meghatdrozést vizudlisan vagy fluorodenzitométerrel az aldbbiakban leirt médon végezziik.
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5.5.1. Vizudlis mérések

Hatdrozzuk meg a kivonatban 1évS aflatoxin B, mennyiségét tgy, hogy a kivonatfolt fluoreszcencidjanak
erdsségét oOsszevetjitk a standard oldat C., D. és E. foltok fluoreszcencidjanak erésségével. Sziikség esetén
interpoldljunk. Ha a kivonat 20 pl-ének fluoreszcencia-intenzitdsa nagyobb, mint a standard oldat 40 pl-ének
fluoreszcencia-intenzitdsa, akkor az ismételt vékonyréteg-kromatografids vizsgdlatot megelzden higitsuk fel
a kivonatot 10- vagy 100-szorosdra kloroformmal (3.2.) vagy a benzol/acetonitril keverékkel (3.6.).

5.5.2. Fluorodenzitometrids mérések

Mérjitk meg az aflatoxin B, foltok fluoreszcencia-intenzitdsit a fluorodenzitométerrel (4.12), 365 nm
gerjesztési hullimhosszon és 443 nm emisszios hullimhosszon.

A kivonatfoltban 1év§ aflatoxin B, mennyiségét tigy hatdrozzuk meg, hogy annak fluoreszcencia-intenzitdsat
osszevetjiik a standard oldat C., D. és E. foltjainak fluoreszcencia-intenzitdséval.

5.6. Az aflatoxin B, azonositdsdnak megerdsitése

Ldsd az A. médszer 5.6. pontjiban.

Az eredmények kiszdmitdsa

Lasd az A. mddszer 6. pontjdban.

Megismételhet§ség

Lasd az A. mddszer 8. pontjdban.

Reprodukdlhatésig

Lisd az ,Eszrevételek” C. részének 2. pontjdban.

C. AZ A. ES B. MODSZERRE VONATKOZO ESZREVETELEK

. Zsirtalanitds

Az 5 %-ndl tobb zsirt tartalmazé mintdkat az 5.1. pontban leirt el6készités utdn petroléterrel (fp. 40-60 °C) zsirtalani-
tani kell.

Ilyen esetekben az analizis eredményét a zsirtalanitds elStti minta tomegére vonatkozodan kell kifejezni.

. Az eredmények reprodukalhatésiga

Az eredmények reprodukdlhatdsdgdnak, vagyis az ugyanazon mintdbdl két vagy tobb laboratérium dltal kapott ered-
mények kozotti eltérés becsiilt értékei a kovetkezsk:

a kozépérték + 50 %-a, ha az aflatoxin B,-re kapott kozépérték 10-20 pg/kg kozé esik;
+ 10 pg/kg, ha az aflatoxin B,-re kapott kozépérték 20-50 pglkg kozé esik;

a kozépérték + 20 %-a, ha az aflatoxin B -re kapott kozépérték az 50 pg/kg-ot meghaladja.
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