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SEPTINTOJI KOMISIJOS DIREKTYVA
1976 m. kovo 1 d.
nustatanti oficialiai pasary kontrolei taikytinus Bendrijos analizés metodus

(76/372/EEB)

EUROPOS BENDRIJUJ KOMISIJA,
atsizvelgdama j Europos ekonominés bendrijos steigimo sutarti,

atsizvelgdama | 1970 m. liepos 20 d. Tarybos direktyva dél
Bendrijos méginiy paémimo ir analizés metody, taikomy oficia-
liai pasary kontrolei, jvedimo (!), su paskutiniais pakeitimais,
padarytais Prisijungimo aktu (}) ir ypac i jos 2 straipsnj,

kadangi ta direktyva reikalauja, kad siekiant patikrinti, kaip
laikomasi jstatymais ir kitais teisés aktais patvirtinty nuostaty
deél pasary kokybés ir sudéties reikalavimy, oficialios pasary
kontrolés atlikimui baty taikomi Bendrijos méginiy paémimo ir
analizés metodai;

kadangi 1971 m. birZzelio 15 d. Komisijos direktyva
71/250/EEB , 1971 m. lapkricio 18 d. Komisijos direktyva

71/393[EEB (%), 1972 m. balandzio 27 d. Komisijos direktyva
72[199[EEB (), 1972 m. gruodzio 5 d. Komisijos direktyva
73[46[EEB (), 1974 m. kovo 25 d. Komisijos direktyva
74[203[EEB () ir 1974 m. gruodzio 20 d. Komisijos direktyva
75/84[EEB (%) jau nustaté keleta analizés metody, taikomy
Bendrijoje; atsizvelgiant i nuo to laiko padaryta pazanga, tiks-
linga priimti septintg metody rinkinj;

kadangi priemoneés, numatytos Sioje direktyvoje, atitinka Pasary
nuolatinio komiteto nuomone,

LL170,1970 8 3,p. 2.
LL 73,1972 3 27, p. 14.
L L 155 1971 7 12,p. 13.
LL279,1971 12 20, p. 7.
LL123,1972 5 29, p. 6.
L L 83,1973 3 30, p. 21.
L L 108, 1974 4 22,p.7.
LL 32,1975 2 5, p. 26.

PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Valstybés narés reikalauja, kad, oficialiai tikrinant pasarus, afla-
toksinui B, paSaruose nustatyti baty taikomi Sios direktyvos
priede aprasyti analizés metoda.

Sios direktyvos priede aprasytiems metodams taikomos bendro-
sios nuostatos, isdéstytos 1971 m. birZelio 15 d. Pirmosios
komisijos direktyvos 71/250/EEB priedo 1 dalyje (Izangoje),
isskyrus dalj, nagrinéjancia analizei skirto méginio paruogima.

2 straipsnis

Valstybés narés ne véliau kaip iki 1976 m. spalio 1 d. priima
jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie jgyvendina $ig direktyva.
Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

3 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1976 m. kovo 1 d.

Tarybos vardu
P. J. LARDINOIS

Komisijos narys
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3.8.

3.9.

PRIEDAS
AFLATOKSINO B, NUSTATYMAS

A. VIENMATES PLONASLUOKSNES CHROMATOGRAFIJOS METODAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatomas aflatoksino B, kiekis Siuose pasaruose: Zemés rieSuty, kopros, liny sémeny, sojos,
sezamo, Orbignia martiana palmés ir kukuriizy daigy iSspaudose, griiduose ir griidiniuose produktuose, Zirniy
miltuose, bulviy iSspaudose ir krakmole. Nustatymo riba — 0,01 mg/kg (10 milijardyjy daliy).

Jei trukdanciy medziagy buvimas apsunkina nustatyma, analiz¢ biitina pradéti i§ naujo, taikant B metoda
(dvimatés plonasluoksnés chromatografijos metoda).
Metodo esmé

Méginys ekstrahuojamas chloroformu. Ekstraktas filtruojamas, alikvotiné filtrato dalis gryninama, taikant
kolonéling chromatografija su silikageliu. Eliuatas i$garinamas, likutis iStirpinamas tam tikrame chloroformo
arba benzeno ir acetonitrilo misinio tiryje. Su alikvotine $io tirpalo dalimi atlickama plonasluoksné chroma-
tografija (PSCh). Chromatogramg apsvietus UV spinduliais, aflatoksino B, kickis nustatomas vizualiai arba
fluorodensitometru, fluorescencijos intensyvuma lyginant su Zinomo kiekio etaloninio aflatoksino B, fluores-
cencija. I§ pasary ekstrahuoto aflatoksino B1 identiskumas turi biti patvirtintas pagal pateikiama procedira.
Reagentai

NB. Visi reagentai turi biiti analiziSkai gryni, jei nenurodyta kitaip.

Acetonas.

Chloroformas, stabilizuotas 0,5-1,0 % etanolio 96 % (v/v) tirpalu.

n-heksanas.

Metanolis.

Bevandenis dietileteris, neturintis peroksidy.

Benzeno ir acetonitrilo misinys: 98/2 (v/v).

Chloroformo (3.2) ir metanolio (3.4) misinys: 97/3 (v/v).

Silikagelis chromatografijai kolonél¢je, daleliy dydis 0,05-0,20 mm.

Higroskopiné vata, pries tai nuriebalinta chloroformu, arba stiklo vata.

Natrio sulfatas, bevandenis, granuliuotas.

Inertinés dujos, pvz., azotas.

Druskos riigties 1 N tirpalas.

Sieros ruigsties 50 % (v/v) tirpalas.

Diatomitas (arba Hyflo Super Cel), i$plautas riigstyje.

Silikagelis G-HR arba panasus, skirtas plonasluoksnei chromatografijai (PSCh).

Standartinis apie 0,1 pg/ml aflatoksino tirpalas chloroforme (3.2) arba benzeno/acetonitrilo misinyje (3.6),
paruostas ir patikrintas, kaip nurodyta 7 punkte.
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Kokybiniam patikrinimui naudojamas standartinis tirpalas chloroforme (3.2) arba benzeno/acetonitrilo misi-
nyje (3.6), kuriame aflatoksino B, ir B, koncentracija bfity mazdaug 0,1 pg/ml. Sios koncentracijos yra tik
orientacings. Jos turi biiti parenkamos taip, kad abiem aflatoksinams biity gaunamas toks pats fluorescencijos
intensyvumas.

Tirpikliy sistemos atskyrimui:
chloroformas (3.2)/acetonas (3.1): 9/1 (v/v), chromatografiné kamera neprisotinama tirpikliy garais;

dietileteris (3.5)/metanolis (3.4)[vanduo: 96/3/1 (v|v[v), chromatografiné kamera neprisotinama tirpikliy
garais;

dietileteris (3.5)/metanolis (3.4)[vanduo: 94[4,5/1,5 (v[v|v), chromatografiné kamera prisotinama tirpikliy
garais;

chloroformas (3.2)/metanolis (3.4): 94/6 (v/v), chromatografiné kamera prisotinama tirpikliy garais;

chloroformas (3.2)/metanolis (3.4): 97/3 (v/v), chromatografiné kamera prisotinama tirpikliy garais.

Iranga

Laboratorinis maltinas.

Purtyklé arba magnetinis maisiklis.

Klostuotas filtro popierius, Schleicher und Schiill, Nr. 588 arba panasus, 24 cm skersmens.

Stiklinis vamzdis chromatografijai (vidinis skersmuo 22 mm, ilgis 300 mm) su PTFE ¢iaupu ir 250 ml tirio
talpa.

Sukamasis vakuuminis garintuvas su 500 ml tirio apvaliadugne kolba.
500 ml tiirio konusinés kolbos su $lifo kams¢iais.
[taisas plonasluoksnei chromatografijai.

Stiklinés plokstelées plonasluoksnei chromatografijai atlikti, matmenys 200 mm x 200 mm, paruo$iamos
tokiu badu (nurodyto kiekio uztenka padengti penkioms ploksteléms). | konusing kolba jberiama 30 g sili-
kagelio G-HR (3.15). Ipilama 60 ml vandens, kolba uzkemsama ir kratoma viena minutg. Suspensija pasklei-
dziama ant ploksteliy, kad susidaryty vienodo 0,25 mm storio sluoksnis.

Plokstelés palickamos dziati ore, po to dedamos | eksikatoriy su silikageliu. Prie§ pat naudojima plokstelés
aktyvuojamos, laikant dZiovinimo spintoje vieng valandg 110 °C temperatiiroje. Tinka gatavos plokstelés, jei
su jomis gaunami tokie patys rezultatai kaip su paruotomis nurodytu badu.

llgyjy bangy (360 nm) UV lempa. Spinduliavimo intensyvumas turi biiti toks, kad plonasluoksnés chroma-
tografijos ploksteléje 10 cm atstumu nuo lempos biity matoma démé, palikta 1 ng aflatoksino B,.

10 ml tirio graduoti mégintuvéliai su polietileniniais kams¢iais.
UV spektrofotometras.

Fluordensitometras (nebitinas).

Darbo procediira

Meéginio paruosimas (Zr. skyriy ,Pastabos®, C dalis, 1 punktas)

Méginys sumalamas taip, kad jis visas persisijoty per sieta su 1 mm skersmens akutemis. (pagal ISO R 565
rekomendacija).

Ekstrahavimas

[ konusing 500 ml talpos (4.6) kolbg dedama 50 g sumalto homogenizuoto méginio. [beriama 25 g diato-
mito (3.14), jpilama 25 ml vandens ir 250 ml chloroformo (3.2). Kolba uzkemsama, 30 minuciy kratoma
arba maiSoma ant purtyklés (4.2), turinys filtruojamas per klostuotg filtro popieriy (4.3). Pirmieji 10 ml
filtrato i$pilami, po to surenkama 50 ml.
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5.4.

5.5.
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Gryninimas kolonéléje

[ chromatografijai skirto vamzdzio (4.4) apacia ikiSamas vatos arba stiklo vatos kamstis (3.9), du tre¢daliai
kolonélés uzpildoma chloroformu (3.2) ir jdedama 5 g natrio sulfato (3.10).

Patikrinama, ar virSutinis natrio sulfato sluoksnio pavirsius yra lygus, mazomis dalimis jberiama 10 g silika-
gelio (3.8). Po kiekvienos jbertos silikagelio dalies vamzdis oro burbuliukams pasalinti atsargiai papurtomas.
Paliekama stovéti 15 minuciy ir atsargiai j{dedama 15 g natrio sulfato (3.10). Skyscio iSleidziama tiek, kad jo
bty tik truputj vir§ natrio sulfato sluoksnio virsaus.

Pagal 5.2 punkta surinkto 50 ml ekstrakto sumaiSoma su 100 ml n-heksano (3.3) ir misinys kiekybiskai
supilamas j kolonéle. Skyscio isleidZiama tiek, kad jo likty truputj vir§ natrio sulfato sluoksnio virsaus. Sis
praplovimo skystis i$pilamas. Toliau jpilama 100 ml dietileterio (3.5) ir vél skystis isleidziamas, kol jo lygis
pasiekia natrio sulfato sluoksnio virsy. Siy veiksmy metu reikia Zifiréti, kad debitas bfity 8-12 ml per
minute ir kad skystis i§ kolonélés neistekéty visas. Itekantis skystis i§pilamas. Toliau plaunama 150 ml chlo-
roformo/metanolio misiniu (3.7), visas eliuatas surenkamas.

Pastarasis sukamajame vakuuminiame garintuve (4.5) inertiniy dujy (3.11) aplinkoje iSgarinamas beveik iki
sauso likucio, temperatirai neleidziant pakilti vir§ 50 °C. Naudojant chloroforma (3.2) arba benzeno ir
acetonitrilo misinj (3.6), likutis kiekybiskai supilamas { 10 ml graduota mégintuveélj (4.10). Tirpalas inertiniy
dujy (3.11) srovéje koncentruojamas ir chloroformu (3.2) arba benzeno ir acetonitrilo misiniu (3.6) praskie-
dziamas iki 2 ml.

Plonasluoksné chromatografija

Ant plonasluoksnei chromatografijai skirtos plokstelés (4.8) 2 ¢cm atstumu nuo apatinio krasto ir 2 cm
tarpais uzladinami Zemiau nurodyti standartinio tirpalo ir ekstrakto thriai:

— 10, 15, 20, 30 ir 40 pl standartinio aflatoksino B, tirpalo (3.16),
— 10 pl pagal 5.3 punkta gauto ekstrakto ir toje pacioje vietoje ant virsaus 20 pl standartinio tirpalo (3.16),

— 10 ir 20 pl pagal 5.3 punkta gauto ekstrakto.

Chromatografuojama tamsoje viena i§ tirpikliy sistemy (3.18). Tirpikliy sistema pasirenkama i§ anksto, ant
plokstelés uzlasinant 25 pl kokybiniam patikrinimui naudojamo standartinio tirpalo (3.17). Tikrinama, ar po
chromatografavimo aflatoksinas B, ir B, yra visiskai atsiskyre.

Tirpikliai igarinami tamsoje, po to plokstelé apsvieciama UV lempa (4.9), esan¢ia 10 cm atstumu. Aflatok-
sino B, démés fluorescuoja Zydra spalva.

Kiekybiniai nustatymai

Nustatoma vizualiai arba fluordensitometru, kaip nurodyta toliau.

Vizualiis matavimai

Aflatoksino B, kiekis ekstrakte nustatomas lyginant ekstrakto démiy fluorescencijos intensyvuma su vienos i3
standartiniy tirpaly démiy fluorescencijos intensyvumu. Prireikus daroma interpoliacija. Fluorescencija
démés, kuri buvo gauta ant ekstrakto virSaus uzlasinant standartinio tirpalo, turi bati intensyvesné negu
démés su 10 pl ekstrakto fluorescencija ir turi biiti ne daugiau kaip viena matoma démé. Jei démés su 10 pl
ekstrakto fluorescencijos intensyvumas yra didesnis nei démés su 40 pl etaloninio tirpalo, ekstraktas, pries jj
i§ naujo chromatografuojant plonasluoksnés chromatografijos metodu, 10 arba 100 karty praskiedZiamas
chloroformu (3.2) arba benzeno ir acetonitrilo misiniu (3.6).

Matavimai fluordensitometru

Aflatoksino B, démiy fluorescencijos intensyvumas matuojamas fluorodensitometru (4.12), esant 365 nm
suzadinimo bangos ilgiui ir 443 nm emisijos bangos ilgiui. Aflatoksino B, kiekis ekstrakto démése nusta-
tomas palyginant jy fluorescencijos intensyvuma su standartiniy tirpaly démiy fluorescencijos intensyvumu.

Aflatoksino B, tapatumo patvirtinimas

Aflatoksino B, buvimas ekstrakte patvirtinamas toliau nurodytais metodais.
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Poveikis sieros ragstimi

Pagal 5.4 punktg gauta chromatograma apipurskiama sieros riigsties tirpalu (3.13). Ultravioletinéje Sviesoje
aflatoksino B, fluorescencija i§ Zydros turi pasikeisti j geltong.

Dvimaté chromatografija, apimanti susidariusio aflatoksino B, hemiacetalio (aflatoksino
B,,) atskyrimg

NB. Toliau aprasomi veiksmai turi bati atliekami tiksliai pagal 3 paveiksle pavaizduota brézinj.
Tirpaly panaudojimas

Ploksteléje (4.8) tirpiklio sklidimui apriboti braukiamos dvi tiesés, lygiagrecios gretimiems krastams (6 cm
nuo atitinkamo krasto). Kapiliarine pipete ar mikrosvirkstu uzlasinami tokie tirpalai:

— A tagke: toks i$gryninto méginio ekstrakto (5.3) tiiris, kuriame biity apie 2,5 ng aflatoksino B,,

— B ir C taskuose: 25 pl standartinio tirpalo (3.16).
Atskyrimas

Chromatografuojama tamsoje I kryptimi, su tirpikliy sistema (3.18.1) (1 cm storio sluoksnis kamera tirpiklio
garais neprisotinama), kol tirpiklio frontas pasickia tirpiklio kilimg ribojancia linija.

Plokstel¢ iSimama i§ chromatografinés kameros, penkioms minutéms kambario temperatiiroje palickama
dziati tamsoje. Toliau druskos rtigstimi (3.12) apipurskiama 2,5 cm aukscio juosta, dengianti taskus A ir B,
kol patamsés (3 paveiksle parodyta uzbriksniuotu plotu). Likusi plokstelés dalis apsaugoma stikline ploks-
tele. Palieckama tamsoje reaguoti 10 minuciy, po to, kambario temperatiroje dZiovinama oro srove.

Po to, chromatografuojama tamsoje Il kryptimi, su tirpikliy sistema (3.18.1) (1 cm storio sluoksnis kamera
tirpiklio garais neprisotinama), kol tirpiklio frontas pasieks tirpiklio kilimg ribojancia linija. Plokstelé i§imama
i§ chromatografinés kameros ir dZiovinama kambario temperatiroje.

Chromatogramos aiskinimas

Chromatograma analizuojama UV §viesoje (4.9) ir ieskoma toliau aprasyty pozymiy.

a) Zydros aflatoksino B, fluorescencijos démés, atsirandancios dél C taske uzlaginto standartinio tirpalo
(migracija I kryptimi).

b) Zydros nereagavusio (su druskos riigitimi) aflatoksino B, démés ir intensyvesnés Zydros aflatoksino B,
hemiacetalio fluorescencijos démeés, atsirandanciy del B taske uZlasinto standartinio tirpalo (migracija
Il kryptimi).

) Démiy, atsirandanciy dél A taske uzlasinto méginio ekstrakto, kurios atitikty apradytasias (b) punkte. Siy
démiy padétj apsprendzia pirmiausia aflatoksino B, migracijos atstumas i§ A tasko I kryptimi (kaip stan-
dartinio tirpalo, uzlasinto C taske) bei aflatoksino B, hemiacetalio migracijos atstumai nuo $ios vietos

Il kryptimi (kaip ir standartinio tirpalo, uzlasinto B taske). Hemiacetalio démiy, gauty i§ ekstrakto, ir i§
B taske uzlasinto standartinio tirpalo, fluorescencijos intensyvumas turi sutapti.

Rezultaty apskai¢iavimas

Pagal vizualinius matavimus

Aflatoksino B, kiekis mikrogramais viename kg méginio (milijardosios dalys) apskai¢iuojamas pagal formule:

kurioje:

Y ir X yra atitinkamai aflatoksino B, standartinio tirpalo (3.16) ir ekstrakto, turin¢io panasy fluorescencijos
intensyvuma, tariai pl;

S = aflatoksino B, standartinio tirpalo (3.16) koncentracija pg/ml;
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6.2.

7.1.

7.2

<
Il

ekstrakto galutinis taris pl, atsizvelgiant j visus darytus batinus praskiedimus;

<

méginio masé g, atitinkanti kolonéléje gryninto ekstrakto tirj.

Matuojant fluordensitometru

Aflatoksino B, kiekis mikrogramais viename kg méginio apskai¢iuojamas pagal formulg:

kurioje:
Y = ant plokstelés uzlasinto ekstrakto taris (10 arba 20 pl);

S = aflatoksino B, kiekis ng ekstrakto déméje (proporcingas paimtam tdriui Y), nustatytas pagal mata-
vimus;

V = ekstrakto galutinis tiiris pl, atsizvelgiant i visus darytus batinus praskiedimus;

W = méginio masé g, atitinkanti kolonéléje gryninto ekstrakto tirj.

Standartinio tirpalo (3.16) paruosimas ir tikrinimas

Aflatoksino B, koncentracijos nustatymas

Paruosiamas chloroforme (3.2) arba benzeno ir acetonitrilo misinyje (3.6) pradinis standartinis aflatoksino B,
tirpalas, kurio koncentracija 8-10 ug/ml. Spektrofotometru (4.11) nustatomas absorbcijos spektras 330-
370 nm bangy ilgiy intervale.

Tirpalo chloroforme optinis tankis (A) matuojamas esant bangos ilgiui 363 nm; jei tirpalas ruoSiamas
benzeno ir acetonitrilo misinyje, matuojama esant 348 nm bangos ilgiui.

Aflatoksino B1 koncentracija mikrogramais viename tirpalo ml apskai¢iuojama pagal Zemiau pateikiamas
formules:

312:A-1 000 , tirpalo chloroforme atveju;
20600
% , tirpalo benzeno ir acetonitrilo miinyje atveju.

Darbiniam etaloniniam tirpalui, kuriame aflatoksino B, koncentracija bty mazdaug 0,1 pg/ml, gauti Sis
tirpalas tamsoje kiek reikia praskiedZiamas. Laikomas Saldytuve 4 °C temperatiiroje, tirpalas patvarus dvi
savaites.

Chromatografinio grynumo tikrinimas

Ant plokstelés (4.8) uzlaginama 5 pl etaloninio tirpalo, kuriame yra 8-10 pg/ml aflatoksino B, (7.1). Chro-
matografuojama, kaip nurodyta 5.4 punkte. UV $viesoje chromatogramoje turi matytis tik viena démeé ir
neturi biti matoma jokiy fluorescencijos pozymiy lago pradinio uzdéjimo vietoje.

Pakartojamumas

Skirtumas tarp dviejy rezultaty, gauty tam paciam analitikui atlieckant du lygiagrecius matavimus su tuo
paciu meéginiu, turi nevirsyti:

— 25 % didziausios vertés, kai aflatoksino B, kiekis 10-20 pg/kg,
— 5 pg, absoliucia verte, esant kiekiams 20-50 pg/kg,
— 10 % didziausios vertés, kai aflatoksino B, daugiau kaip 50 pg/kg.

Atkartojamumas

7r. C skyriaus ,Pastabos” 2 punktg.
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B. DVIMATES PLONASLUOKSNES CHROMATOGRAFIJOS METODAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatomas aflatoksino B, kiekis pasaruose, kuriuose jo negalima nustatyti A metodu. Apatiné
nustatymo riba 0,01 mg/kg (10 milijardyjy daliy). Metodas netaikytinas pasarams, kuriuose yra citrusiniy
isspaudy.

Metodo esmé

Méginys ekstrahuojamas chloroformu. Ekstraktas filtruojamas, alikvotiné filtrato dalis gryninama, taikant
kolonéling chromatografija su silikageliu. Eliuatas iSgarinamas, likutis iStirpinamas tiksliame chloroformo
arba benzeno ir acetonitrilo misinio taryje. Su alikvotine $io tirpalo dalimi atlickama dvimaté plonasluoksné
chromatografija. Chromatogramg apsvietus UV spinduliais, aflatoksino B, kiekis nustatomas vizualiai arba
fluordensimetru, fluorescencijos intensyvuma lyginant su Zinomo kiekio standartinio aflatoksino B, fluores-
cencija. I§ pasary ekstrahuoto aflatoksino B, identiskumas turi biiti patvirtintas pagal nurodyta metodika.
Reagentai

NB. Visi reagentai turi baiti analizi$kai gryni, jei nenurodyta kitaip.

Acetonas.

Chloroformas, stabilizuotas 0,5-1,0 % etanolio 96 % (v/v) tirpalu.

n-heksanas.

Metanolis.

Bevandenis dietileteris, neturintis peroksidy.

Benzeno ir acetonitrilo misinys: 98/2 (v/v).

Chloroformo (3.2) ir metanolio (3.4) misinys: 97/3 (v/v).

Silikagelis kolonélinei chromatografijai, daleliy dydis 0,05-0,20 mm.

Higroskopiné vata, pries tai nuriebalinta chloroformu, arba stiklo vata.

Natrio sulfatas, bevandenis, granuliuotas.

Inertinés dujos, pvz., azotas.

Druskos riigsties 1 N tirpalas.

Diatomitas (arba Hyflo Super Cel), iSplautas rigstyje.

Silikagelis G-HR arba panasus, skirtas plonasluoksnei chromatografijai.

Tirpikliy sistemos atskyrimui:

Dietileteris (3.5)/metanolis (3.4)/vanduo: 94/4,5/1,5 (v|v[v), chromatografiné kamera prisotinama tirpikliy
garais;

Chloroformas (3.2)/acetonas (3.1): 9/1 (v[v), chromatografiné kamera neprisotinama tirpikliy garais.
Standartinis tirpalas chloroforme (3.2) arba benzeno ir acetonitrilo miinyje (3.6), kuriame aflatoksino B1
koncentracija bty mazdaug 0,1 pg/ml. Paruostas ir patikrintas, kaip nurodyta A metodo 7 skyriuje.

Iranga

7r. A metodo 4 skyriy.
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Darbo procediira

5.1. Méginio paruosimas

5.2. Ekstrahavimas zr. A metodo 5.1, 5.2 ir 5.3 punktus.

5.3. Gryninimas kolon¢léje

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

5.5.

Dvimaté plonasluoksné chromatografija
Tirpaly uzlaginimas (daroma pagal 1 paveikslo brézinj)

Plokstelé¢je (4.8) tirpiklio sklidimui apriboti jbréziamos dvi tiesés, lygiagrecios gretimiems krastams (5 ir
6 cm nuo atitinkamo krasto). Kapiliarinémis pipetémis ar mikro§virkstais uzlasinami tokie tirpalai:

— A taske: 20 pl méginio ekstrakto, isgryninto pagal 5.3 punkta,
— B taske: 20 pl standartinio tirpalo (3.16),
— C taske: 10 pl standartinio tirpalo (3.16),
— D taske: 20 pl standartinio tirpalo (3.16),

— E taske: 40 pl standartinio tirpalo (3.16).

DZiovinama nestipriame oro arba inertiniy dujy (3.11) sraute. Gauty démiy skersmuo turi biiti mazdaug
5 mm skersmens.

Atskyrimas (daroma pagal 1 paveikslo brézinj)

Chromatografuojama tamsoje I kryptimi, su tirpikliy sistema (3.15.1) (1 cm storio sluoksnis, kamera prisoti-
nama tirpiklio gary), kol tirpiklis pasiekia jam uzbréita ribg. Plokstelé iSimama i§ indo, palickama
15 minuciy dziati tamsioje vietoje kambario temperatiiroje.

Chromatografuojama tamsoje II kryptimi, su tirpikliy sistema (3.15.2) (1 cm storio sluoksnis, kamera
tirpiklio gary neprisotinamay), kol tirpiklis pasiekia jam uzbréZta ribg. Plokstel¢ i$imama i§ indo ir tamsioje
vietoje dziovinama kambario temperatiroje.

Chromatogramos interpretavimas (daroma pagal 2 paveikslo brézinj)

Chromatograma analizuojama UV $viesoje, padéjus plokstele 10 cm atstumu nuo UV lempos (4.9). Nusta-
toma aflatoksino B, standartinio tirpalo palikty B, C, D ir E démiy vieta. NubréZiamos dvi jsivaizduojamos
tiesés, einancios per ias démes statmenai chromatografavimo kryptims. Siy tiesiy susikirtimo P taskas yra
vieta, kurioje tikimasi rasti aflatoksino B, déme, atsiradusia dél A taske uzlaginto bandinio ekstrakto (1
paveikslas). Taciau tikroji aflatoksino B, démeés padeétis gali bati Q taske, kur susikerta dvi isivaizduojamos
tiesés, sudarancios tarp saves mazdaug 100° kampa ir einancios atitinkamai per B ir C démes. Aflatoksino B,
kiekis bandinio ekstrakte nustatomas kaip nurodyta 5.5 punkte.

Papildomas chromatografavimas

Naujoje ploksteléje (4.8) jbréziamos dvi tiesés lygiagrecios gretimiems krastams, kaip parodyta 1 paveikslo
brézinyje. A taske (Zzr. 1 paveiksla) uzlasinama 20 pl pagal 5.3 punkty igryninto méginio ekstrakto ir ant jo
virsaus uzlasinama 20 pl standartinio tirpalo (3.16). Ryskinama, kaip nurodyta 5.4.2 punkte. Chromato-
grama ap$vieciama UV lempa (4.9) ir Zitirima, ar:

— aflatoksino B, ekstrakto ir standartinio tirpalo démés uzkloja viena kitg,

— Sios démés fluorescencija intensyvesné, negu aflatoksino B, démés, atsiradusios pirmosios plokstelés

Q taske.

Kiekybiniai nustatymai

Nustatoma vizualiai arba fluordensitometru, kaip nurodyta toliau.
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5.6.

Vizualiniai matavimai

Aflatoksino B, kiekis ekstrakte nustatomas lyginant ekstrakto démiy fluorescencijos intensyvuma su standar-
tiniy tirpaly C, D ir E démiy fluorescencijos intensyvumais. Prireikus atlickama interpoliacija. Jei démes, kuri
buvo gauta su 20 pl ekstrakto, fluorescencijos intensyvumas yra didesnis negu démés su 40 pl etaloninio
tirpalo, ekstraktas 10 arba 100 karty praskiedziamas chloroformu (3.2) arba benzeno ir acetonitrilo misiniu
(3.6) ir 1§ naujo chromatografuojamas.

Matavimai fluordensitometru

Aflatoksino B, démiy fluorescencijos intensyvumas matuojamas fluordensitometru (4.12), esant 365 nm
suzadinimo bangos ilgiui ir 443 nm spinduliavimo bangos ilgiui.

Aflatoksino B, kiekis ekstrakto démeése nustatomas lyginant jy fluorescencijos intensyvuma su standartiniy
tirpaly C, D ir E démiy fluorescencijos intensyvumais.

Aflatoksino B, tapatumo patvirtinimas

7r. A metodo 5.6 punkta.

Rezultaty apskai¢iavimas

Zr. A metodo 6 punkta.

Pakartojamumas

Zr. A metodo 8 punkta.

Atkartojamumas

7r. C skyriaus ,Pastabos* 2 punkt.

C. AIR B METODAMS TAIKOMOS PASTABOS

1. Nuriebalinimas

Meéginiai, kurivose yra daugiau kaip 5 % riebaly, po paruosimo pagal 5.1 punkta turi biti nuriebalinti petrolio eteriu
(virimo temperatiira ne didesné kaip 40 °C).

Tokiais atvejais analizés rezultatai turi bati apskaiciuojami nenuriebalinto méginio masei.

2. Rezultaty atkartojamumas

Rezultaty atkartojamumas, t. y. nuokrypis tarp to paties méginio tyrimo rezultaty, gauty dviejose ar daugiau labora-
torijy turéty bati:

+

+

+

50 % vidurkio vertés, kai aflatoksino B, vidurkio verté 10-20 pg/kg;
10 pgfkg nuo vidurkio vertés, kai vidurkio verté 20-50 ug/kg;
20 % vidurkio vertés, kai vidurkio verté didesné kaip 50 pgfkg.
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