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L 102/8 EIROPAS KOPIENU OFICIALAIS VESTNESIS 15.4.1976.

KOMISIJAS SEPTITA DIREKTIVA
(1976. gada 1. marts),
ar ko nosaka Kopienas analizu metodes baribas oficialajai kontrolei

(76/372/EEK)

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
nemot veéra Eiropas Ekonomikas kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1970. gada 20. julija Direktivu par
paraugu nemsanas un analiZu Kopienas metoZu ievieSanu
baribas oficialajai kontrolei ('), kura jaunakie grozijumi izdariti
ar Pievienoganas aktu (%), un jo ipasi tas 2. pantu,

ta ka minétaja direktiva ir prasits veikt oficialu baribas kontroli,
izmantojot paraugu nemsanas un analizu Kopienas metodes, lai
parbauditu atbilstibu prasibam, kas normativo un administra-
tivo aktu noteikumos paredzétas attieciba uz baribas kvalitati
un sastavu,

té ki ar Komisijjas 1971. gada 15. junija Direktivu

71/250/EEK (}),  1971. gada  18. novembra  Direktivu
71/393[EEK (%), 1972. gada 27. aprila Direktivu
72[199 /EEK (5 1972. gada 5. decembra  Direktivu
73[46[EEK (°), 1974. gada 25. marta Direktivu 74/203/EEK ()

un 1974. gada 20. decembra Direktivu 75/84/EEK (%) jau ir
noteiktas vairakas Kopienas analizu metodes;

ta ka $aja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar Baribas
pastavigas komitejas sniegto atzinumu,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Dalibvalstis prasa, lai analizes, ar ko baribas oficialas kontroles
noliika nosaka aflatoksina B, saturu, izdara saskana ar §is direk-
tivas pielikuma aprakstitajam metodém.

) OVL 170, 3.8.1970., 2. Ipp.
) OV L 73,27.3.1972., 14. Ipp.
) OV L 155,12.7.1971,, 13. Ipp.
) OV L 279,20.12.1971,, 7. Ipp.
) OV L 123,29.5.1972., 6. Ipp.
) OV L 83,30.3.1973,, 21. Ipp.
) OVL 108, 22.4.1974., 7. Ipp.
) OV L 32,5.2.1975., 26. Ipp.

Visparigos noteikumus, kas izklastiti 1971. gada 15. junija
Pirmas direktivas 71/250/EEK pielikuma 1. dala “levads”,
iznemot to dalu, kas attiecas uz analizéjama parauga sagata-
voSanu, pieméro 3$is direktivas pielikuma aprakstitajam
metodém.

2. pants

Dalibvalstis ne vélak ka lidz 1976. gada 1. oktobrim stajas
spéka normativie un administrativie akti, kas vajadzigi, lai
nodrosinatu atbilstibu $ai direktivai. Dalibvalstis par to talit
informé Komisiju.

3. pants

St direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Briselé, 1976. gada 1. marta

Komisijas varda —
Komisijas loceklis
P. ]. LARDINOIS
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PIELIKUMS
AFLATOKSINA B, NOTEIKSANA

A. VIENDIMENSIJAS PLANSLANU HROMATOGRAFIJAS METODE

Meérkis un piemérosanas joma

Ar 30 metodi var noteikt aflatoksina B, saturu $ada bariba: zemesriekstos, kopra, linséklas, soja, sezama,
babast palma, kukuriizas diglu ellas rauos, labiba un labibas produktos, zirpu miltos, kartupelu mikstuma
un kartupelu cieté. Zemaka noteiksanas robeza ir 0,01 mg/kg (10 ppb).

Ja traucgjosu vielu klatbiitne apgritina noteiksanu, analize jaatkarto, izmantojot B metodi (divdimensiju
planslanu hromatografija).
Princips
Paraugu ekstrahé ar hloroformu. Ekstraktu izfiltré, nem alikvotu dalu un attira kolonnas hromatografija ar
silikagelu. Eluatu ietvaicé un atlikumu no jauna izskidina noteikta daudzuma hloroforma vai benzola un
acetonitrila maisijuma. Alikvotu §a $kiduma dalu lieto planslanu hromatografija. Apstarojot hromatogrammu
ar UV gaismu, aflatoksina daudzumu nosaka vizuali vai fluordensitometrija, salidzinot ar aflatoksina B, stan-
dartiem, kuros aflatoksina daudzums ir zinams. No baribas ekstrahéta aflatoksina B, identitate jaapstiprina
saskana ar noradito procediiru.
Reagenti
NB: Ja nav citu noradijumu, visiem reagentiem jabit “analitiska reagenta” kvalitatei.
Acetons.
Hloroforms, kas stabilizéts ar 0, 5-1,0 % 96 % etanola (V[V).
N-heksans.
Metilspirts.
Beziidens dietiléteris, kas nesatur peroksidus.
Benzola un acetonitrila maisijums: 98/2 (V/V).
Hloroforma (3.2.) un metilspirta (3.4.) maisijums: 97/3 (V/V).
Kolonnas hromatografijai — silikagels, kura dalinu lielums ir 0,05-0,20 mm.
Absorbgjosa kokvilnas vate, kas ieprieks attaukota ar hloroformu, vai stikla vate.
Granuléts beziidens natrija sulfats.
Inerta gaze, pieméram, slapeklis.
1 N salsskabe.
50 % (V|V) serskabe.
Kizelgirs (diatomits), kas mazgats skabé.
Silikagels G-HR vai lidzvértigs — planslanu hromatografijai.

Standartskidums ar apméram 0,1 pg aflatoksina B, uz ml hloroforma (3.2.) vai benzolajacetonitrila maisi-
juma (3.6.), ko gatavo un parbauda, ka noradits 7. iedala.
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Kvalitativai parbaudei paredzéts standartskidums, kas satur apméram 0,1 pg aflatoksina B, un B, uz ml
hloroforma (3.2.) vai benzola/acetonitrila maisijuma (3.6.). Sis koncentracijas ir orientgjosas. Tas japrecizé,
lai abiem aflatoksiniem nodrosinatu vienadu fluorescences intensitati.

Attistitaji:

Hloroforms (3.2.)/acetons (3.1.): 9/1 (V/|V), nepiesatinata kamera.

Dietiléteris (3.5.)/metilspirts (3.4.)/adens: 96/3/1 (V[V|V), nepiesatinata kamera.
Dietiléteris (3.5.)/metilspirts(3.4.)[adens: 94/4,5/1,5 (V/V|V), piesatinata kamera.
Hloroforms (3.2.)[metilspirts (3.4.): 94/6 (V/V), piesatinata kamera.

Hloroforms (3.2.)[metilspirts (3.4.): 97/3 (V/V), piesatinata kamera.

Aparatiira

Smalcinatajs — maisitajs.

Kratitajs vai magnétiskais maisitajs.

Sleihera un Sila kroku filtri Nr. 588 vai lidzvértigi ar 24 cm diametru.

Hromatografijas stikla caurule, kuras icksgjais diametrs ir 22 mm un garums 300 mm, ar politetrafluore-
tilena (PTFE) kranu un 250 ml rezervuaru.

Rotacijas ietvaicétajs ar 500 ml apalkolbu.
500 ml koniskas kolbas ar §lifa aizbazniem.
Planslanu hromatografijas iekarta.

Stikla plates planslanu hromatografijai, 200 x 200 mm, sagatavotas ka noradits talak teksta (noraditie dau-
dzumi ir pietieckami piecu plagu sagatavosanai). 30 g silikagela G-HR (3.15.) lick koniska kolba. Pievieno
60 ml ddens, aiztaisa un krata vienu mindti. Suspensiju klaj uz platém ta, lai izveidojas viendabigs
0,25 mm slanis. Lauj noziit un liek eksikatora ar silikagelu. LietoSanas laika plates aktivé, turot vienu stundu
zavesanas skapi 110 °C temperatiira.

Var izmantot gatavas plates, ja tas dod lidzigus rezultatus tiem, ko iegast ar platém, kuras gatavo, ka aprak-
stits ieprieks.

UV lampa ar lielu vilnu garumu (360 nm). Gaismas intensitatei janodrosina 1 ng aflatoksina B, plankuma
skaidra izskirSana uz planslanu hromatografijas plates 10 cm attaluma no lampas.

Graduétas 10 ml mégenes ar polietiléna aizbazpiem.
UV spektrofotometrs.

Fluordensitometrs (vélams).

Procediira

Parauga sagatavoSana (sk. “Piezimes” C dalas 1. punkta)

Samal paraugu t3, lai tas viss iet caur sietu ar 1 mm acu izméru (saskana ar ISO R 565 ieteikumiem).

Ekstrakcija

50 g samalta un homogenizéta parauga lick koniska 500 ml kolba (4.6.). Pievieno 25 g kizelgtira (3.14.),
25 ml Gdens un 250 ml hloroforma (3.2.). Aiztaisa kolbu, krata vai maisa 30 mindtes ar aparatu (4.2.) un
izfiltré caur kroku filtru (4.3.). Izmet pirmos 10 ml filtrata un savac 50 ml.
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Kolonnas tiriSana

Hromatografijas caurules (4.4.) apaksgala ieliek kokvilnas vai stikla vates tamponu (3.9.), divas tresdalas
caurules piepilda ar hloroformu (3.2.) un pievieno 5 g natrija sulfata (3.10.).

Parbauda, vai natrija sulfata slana aug$ja virsma ir lidzena, un mazas porcijas pievieno 10 g silikagela
(3.8.). Péc katras porcijas pievienosanas labi samaisa, lai neveidojas gaisa burbuli. Lauj nostaties 15 miniites
un tad uzmanigi pievieno 15 g natrija sulfata (3.10.). Lauj skidrumam tecét uz leju, lidz tas ir nedaudz virs
natrija sulfata slana augsgjas virsmas.

Sajauc 50 ml ekstrakta, kas savakts, ka aprakstits 5.2., ar 100 ml n-heksana (3.3.), un maisijumu kvantitativi
parnes uz kolonnu. Lauj $kidrumam tecét uz leju, lidz tas ir nedaudz virs natrija sulfata slana augsgjas
virsmas. Sis saskalas nolej. Tad pievieno 100 ml dietilétera (3.5.) un vélreiz lauj tecét lidz natrija sulfata slana
augsgjai virsmai. Veicot $is darbibas, jaraugas, lai tecéSanas atrums ir no 8 lidz 12 ml minaté un lai kolonna
neiztek sausa. Nolej iztekoso $kidrumu. Péc tam elué ar 150 ml hloroforma/metilspirta maisijuma (3.7.) un
savac visu eluatu.

Pédéjo ar rotacijas ietvaicétaju (4.5.) gandriz lidz sausam stavoklim ietvaicé inertas gazes plasma (3.11.)
temperatira, kas neparsniedz 50 °C. Atlikumu, izmantojot hloroforma (3.2.) vai benzola un acetonitrila
maisijumu (3.6.), kvantitativi parnes uz graduétu 10 ml mégeni (4.10.). Skidumu koncentré inertas gazes
(3.11.) plisma un péc tam papildina tilpumu lidz 2 ml ar hloroformu (3.2.) vai benzola un acetonitrila
maistjumu (3.6.).

Planslanu hromatografija

Uz planslanu hromatografijas plates 2 cm no apaksgjas malas ar 2 cm atstarpém (4.8.) parnes turpmak
noraditos standartskiduma un ekstrakta tilpumus:

— 10, 15, 20, 30 un 40 pl aflatoksina B, standartskiduma (3.16.),

— 10 pl ekstrakta, ko iegist, ka aprakstits 5.3. punkta, un uzliek virst taja pasa vieta, 20 pl standartski-
duma (3.16.),

— 10 un 20 pl ekstrakta, ko iegtist, ka aprakstits 5.3. punkta.

Hromatogrammu attista tumsa ar vienu no attistitajiem (3.18.). Attistitajs jaizvélas ieprieks, liekot 25 pl
kvalitativa standartskiduma (3.17.) uz plates un parbaudot, vai péc attistiSanas aflatoksins B, ir pilnigi atdali-
jies no B,.

Lauj attistitajiem iztvaikot tumsa un péc tam apstaro ar UV gaismu, liekot plati 10 c¢m attaluma no lampas
(4.9.). Aflatoksina B, plankumi fluorescé zili.

Kvantitativa noteikSana

Nosaka vizuali vai fluordensitometrija, ka noradits turpmak.

Vizualie mérijumi

Aflatoksina B, daudzumu ekstrakta nosaka, salidzinot ekstrakta plankumu fluorescences intensitati ar stan-
dartskiduma plankumu fluorescences intensitati. Vajadzibas gadijuma interpolé. Fluorescencei, kas rodas,
ekstraktu uzliekot uz standartskiduma, jabat intensivakai par 10 pl ekstrakta fluorescenci un nedrikst bat
vairak par vienu redzamu plankumu. Ja 10 pl ekstrakta fluorescence ir intensivaka par 40 pl standartskiduma
fluorescenci, ekstraktu pirms atkartotas planslanu hromatografijas atskaida 10 vai 100 reizu ar hloroformu
(3.2.) vai benzola un acetonitrila maisijumu (3.6.).

Fluordensitometrijas mérijumi

Aflatoksina B, plankumu fluorescences intensitati méra ar fluordensitometru (4.12.) 365 nm garuma induk-
cijas vilnos un 443 nm garuma emisijas vilnos. Aflatoksina B, daudzumu ekstrakta plankumos nosaka, sali-
dzinot to fluorescences intensitati ar aflatoksina B, standarta plankumu fluorescences intensitati.

Aflatoksina B, identitdtes apstiprinasana

Aflatoksina B, identitati ekstrakta apstiprina turpmak noraditajas procediiras.
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Apstrade ar sérskabi

Saskana ar 5.4. iegiito hromatogrammu apsmidzina ar sérskabi (3.13.). Aflatoksina B, plankumu zilajai fluo-
rescencei jaklast dzeltenai, apstarojot ar UV gaismu.

Divdimensiju hromatografija ar aflatoksina B, pusacetala (aflatoksina B,,) veidoSanos
NB: Turpmak aprakstitas darbibas javeic, precizi ievérojot diagrammu 3. attéla.
Skidumu lietojums

Uz plates (4.8.) novelk divas taisnas linijas, kas ir paralélas divam blakuspusém (6 c¢m uz iek$u no katras
puses), lai ierobezotu $kidinataja frontu parvieto$anos. Ar kapilarpipetém vai mikropipetém uz plates uzpi-
lina $adus skidumus:

— punktd A: tilpumu attirita parauga ekstrakta, kas iegiits, ka aprakstits 5.3. punktd, un satur apméram
2,5 nm aflatoksina B,,

— punkta B un C: 25 pl standartskiduma (3.16.).

AttistiSana

Hromatogrammu attista tumsa virziena I ar attistitaju (3.18.1.) (1 cm slanis nepiesatinata kamera), lidz skidi-

Iznem plati no kameras un piecas mindites lauj Zt tumsa apkartéjas vides temperatiira. Tad 2,5 cm augsta
josla izsmidzina salsskabi (3.12.), noklajot punktus A un B, kas 3. attéla paraditi iezimétaja rajona, lidz ta
klast tumsa, bet plates atlikuso dalu aizsedz ar stikla plaksni. Lauj reagét tumsa 10 mindtes, 7avé ar gaisa
plasmu apkartéjas vides temperatira.

Péc tam hromatogrammu attista tumsa virziena Il ar attistitaju (3.18.1.) (1 cm slanis nepiesatinata kamera),

temperatira.
Hromatogrammas interpretacija.

Hromatogrammu apskata UV gaisma (4.9.) un parbauda, vai tai ir $adas iezimes:

a) zils fluorescents aflatoksina B, plankums, kas radies no standartskiduma C punkta (parvietosanas virziena

I);

zils fluorescents (ar salsskabi) nereagéjusa aflatoksina B, plankums un intensivak zils fluorescents aflatok-
sina B -pusacetala plankums, kuri abi radusies no standartskiduma punkta B (parvietoSanas virziens II);

Ao

plankumi, kas atbilst b) punkta aprakstitajiem; radusies no parauga ekstrakta punkta A. So plankumu
atrasanas vietu nosaka, pirmkart, aflatoksina B, parvietoSanas attalums no punkta A virziena I (vienads ar
punkta C uzpilinata standarta parvietodanas attalumu) un, otrkart, aflatoksina B, -pusacetala parvietosanas
attalumi no ta virziena Il (vienadi ar punkta B uzpilinata standarta parvietosanas attalumu). To pusacetala
plankumu fluorescences intensitatei, kas radusies no ekstrakta un no standartskiduma, kas uzpilinats
punkta B, biitu jasakrit.

e}
~

Rezultatu aprekinasana

Pec vizualajiem merijumiem

Saturu mikrogramos aflatoksina B, uz kg parauga (ppb) aprékina péc formulas:

kur:

Y un X ir attiecigi aflatoksina B, standartskiduma (3.16.) un ekstrakta ar lidzigu fluorescences intensitati
tilpums mikrolitros,

S = koncentracija mikrogramos aflatoksina B, uz ml standartskiduma (3.16.),
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7.1

7.2

<
I

ekstrakta galigais tilpums mikrolitros, no kura var sagatavot jebkuru vajadzigo atskaidijumu,

=

parauga svars gramos, kas atbilst kolonnas tiriSanas ekstrakta tilpumam.

Pec fluordensitometrijas merjjumiem

Saturu mikrogramos aflatoksina B, uz kg parauga aprékina péc formulas:

kur:
Y = uz plates uzpilinata ekstrakta tilpums mikrolitros (10 vai 20 pl),

S = aflatoksina B, daudzums nanogramos ekstrakta plankuma (proporcionals attiecigajai Y vértibai), ko
izsecina no mérijumiem,

V = ekstrakta galigais tilpums mikrolitros, no kura var sagatavot jebkuru vajadzigo atskaidijumu,

W = parauga svars gramos, kas atbilst kolonnas tiriSanas ekstrakta tilpumam.

Standartskiduma (3.16.) gatavosana un parbaude

Aflatoksina B, koncentracijas noteikSana

Sagatavo aflatoksina B, standartskidumu hloroforma (3.2.) vai benzola un acetonitrila maisjjuma (3.6.) ar
koncentraciju no 8 lidz 10 pg/ml. Ar spektrofotometru (4.11.) nosaka absorbcijas spektru no 330 lidz
370 nm.

[zmeéra optisko blivumu (A) 363 nm limeni hloroforma $kiduma; vai 348 nm limeni benzola un acetonitrila
maisijuma $kiduma.

Aprékina aflatoksina B, koncentraciju mikrogramos uz ml skiduma péc formulam:

W hloroforma skiduma,

312 A 1000 po6]a un acetonitrila maisijuma $kiduma.
19800 ’

Péc vajadzibas, sargdjot no dienasgaismas, atSkaida, lai iegitu darba standartskidumu ar aflatoksina B,
koncentraciju apméram 0,1 pg/ml. Glabajot ledusskapi 4 °C temperatira, is $kidums ir stabils divas nedélas.
Hromatografiskas tiibas parbaude

Uzpilina uz plates (4.8.) 5 l aflatoksina B, standartskiduma, kas satur no 8 lidz 10 pg/ml (7.1.). Hromato-
grammu attista, k noradits 5.4. punkta. UV gaisma hromatogramma vajadzétu biit redzamam tikai vienam
plankumam, un sakumpunkta nedrikst biit uztverama fluorescence.

Atkartojamiba

No viena parauga viena analitika divas paralélas noteiksanas iegiito rezultatu atskiriba nedrikst parsniegt:
— 25 % no lielaka rezultita, ja aflatoksina B, saturs ir no 10 lidz 20 pg/kg,
— 5 pg péc absolata lieluma, ja saturs ir lielaks par 20 un mazaks par 50 pg/kg,

— 10 % no lielaka rezultata, ja saturs parsniedz 50 pg/kg.

Reproducgjamiba

Sk. “Piezimes” C dalas 2. punkta.
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B. DIVDIMENSIJU PLANSLANU HROMATOGRAFIJAS METODE

Mérkis un piemérosanas joma

Ar 30 metodi var noteikt aflatoksina B, limeni bariba, uz ko neattiecas A metodes piemérosanas joma.
Zemaka noteiksanas robeza ir 0,01 mg/kg (10 ppb). Metode nav piemérojama baribai, kas satur citrusauglu
mikstumu.

Princips

Paraugu ekstrahé ar hloroformu. Ekstraktu izfiltré, nem alikvotu dalu un attira kolonnas hromatografija ar
silikagelu. Eluatu ietvaicé un atlikumu no jauna izskidina noteikta daudzuma hloroforma vai benzola un

acetonitrila maisijuma. Alikvotu 3a $kiduma dalu lieto divdimensiju planslanu hromatografija. Apstarojot
hromatogrammu ar UV gaismu, aflatoksina B, daudzumu nosaka vizuali vai fluordensitometrija, salidzinot
ar aflatoksina B, standartiem, kuros aflatoksina daudzums ir zinams. No baribas ekstrahéta aflatoksina B,
identitate jaapstiprina saskana ar noradito procediru.

Reagenti

NB: Ja nav citu noradijumu, visiem reagentiem jabat “analitiska reagenta” kvalitatei.

Acetons.

Hloroforms, kas stabilizéts ar 0,5-1,0 % 96 % etanola (V/V).

N-heksans.

Metilspirts.

Beziidens dietiléteris, kas nesatur peroksidus.

Benzola un acetonitrila maisijums: 98/2 (V/V).

Hloroforma (3.2.) un metilspirta (3.4.) maisijums: 97/3 (V/V).

Kolonnas hromatografijai — silikagels, kura dalinu lielums ir 0,05-0,20 mm.

Absorbgjosa kokvilnas vate, kas ieprieks attaukota ar hloroformu, vai stikla vate.

Granuléts beziidens natrija sulfats.

Inerta gaze, pieméram, slapeklis.

1 N salsskabe.

Kizelgtirs (diatomits), kas mazgats skabe.

Silikagels G-HR vai lidzvértigs — planslanu hromatografijai.

Attistitaji.

Dietiléteris (3.5.)[/metilspirts (3.4.)/adens: 94/4,5/1,5 (V[V/|V), piesatinata kamera.

Hloroforms (3.2.)[acetons (3.1.): 9/1 (V|V), nepiesatinata kamera.

Standartskidums ar apméram 0,1 pg aflatoksina B, uz ml hloroforma (3.2.) vai benzola un acetonitrila maisi-
juma (3.6.), ko gatavo un parbauda, ka aprakstits A metodes 7. punkta.

Iekarta

Sk. A metodes 4. punkta.



03/3. s§j.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

35

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.
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5.4.3.

5.4.4.

5.5.

Procediira

Parauga sagatavoSana
Ekstrakcija Sk. A metodes 5.1., 5.2. un 5.3. punktu.

Kolonnas tiriSana

Divdimensiju planslanu hromatografija
Skidumu lietojums (sk. diagrammu 1. attéla)

Uz plates (4.8.) novelk divas taisnas linijas, kas ir paralélas divam blakuspusém (5 un 6 cm uz iekSu no
katras puses), lai ierobezotu $kidinataja frontu parvietoSanos. Ar kapilarpipetém vai mikropipetém uz plates
uzpilina $adus skidumus:

— punkta A — 20 pl attirita parauga ekstrakta, ko iegiist saskana ar 5.3. punktu,

— punktd B - 20 pl standartskiduma (3.16.),

— punkta C — 10 pl standartskiduma (3.16.),

— punkta D — 20 pl standartskiduma (3.16.),

— punktd E — 40 pl standartskiduma (3.16.).

7ave lena gaisa vai inertas gazes (3.11.) pliisma. legiito plankumu diametram jabiit apméram 5 mm.

Attisti§ana (sk. diagrammu 1. attéla)

Hromatogrammu attista tumsa virziena [ ar attistitaju (3.15.1.) (1 cm slanis piesatinata kamera), lidz skidi-
natdju fronte sasniedz $kidinataja robeZliniju. Iznem plati no kameras un 15 mindtes lauj ZGt tumsa
apkartgjas vides temperatiira.

Péc tam hromatogrammu attista tumsa virziena Il ar attistitaju (3.15.2.) (1 cm slanis nepiesatinata kamera),

lidz skidinataju fronte sasniedz $kidinataja robezliniju. Iznem plati no kameras un lauj Zat apkartéjas vides
temperatara.

Homatogrammas interpretacija (sk. diagrammu 2. attéla)

Apstaro hromatogrammu ar UV gaismu, noliekot plati 10 cm attaluma no lampas (4.9.). Nosaka zilo fluo-
rescento aflatoksina B, plankumu B,C, D un E novietojumu. Caur $iem plankumiem taisna lenki pret attis-
ti§anas virzieniem projicé divas iedomatas linijas. So liniju krustojuma P ir prognozgjams aflatoksina B, plan-
kums, kas radies no punkta A (1. attela) uzpilinata parauga ekstrakta. Tomér faktiski aflatoksina B, plankums
var bat punkta Q, kur krustojas divas taisnas, iedomatas linijas, kas ir apméram 100° lenki viena pret otru
un attiecigi projicétas caur plankumu B un C. Aflatoksina B, daudzumu parauga ekstrakta nosaka, ki aprak-
stits 5.5. punkta.

Papildhromatografija

Uz jaunas plates (4.8.) novelk divas taisnas linijas, kas ir paralélas divam blakuspusém, ka paradits
diagramma 1. att€la, un punkta A (sk. 1. att€lu) uzpilina 20 pl attirita ekstrakta, kas iegits, ka aprakstits
5.3. punktd, un uzpilina tam virs@i 20 pl standartskiduma (3.16.). Attista, ka noradits 5.4.2. punkta. Hroma-
togrammu apstaro ar UV gaismu (4.9.) un parbauda, vai:

— aflatoksina B, plankumi, kas radusies no ekstrakta un standarta, ir uzlikti virs,

— S$is plankums fluorescé intensivak neka aflatoksina B, plankums punkta Q uz pirmas plates.

Kvantitativa noteikSana

Nosaka vizuali vai fluordensitometrija, ka noradits talak teksta.
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5.5.1.

5.6.

Vizuali mérijumi

Aflatoksina B, daudzumu ekstraktd nosaka, salidzinot ekstrakta plankuma fluorescences intensitati ar stan-
dartskiduma plankumu C, D un E fluorescences intensitati. Vajadzibas gadijuma interpolé. Ja 20 ul ekstrakta
fluorescence ir intensivaka par 40 pl standartskiduma fluorescenci, ekstraktu pirms atkartotas planslanu
hromatografijas atskaida 10 vai 100 reiZu ar hloroformu (3.2.) vai benzola un acetonitrila maisijumu (3.6.).
Fluordensitometrijas mérijumi

Aflatoksina B, plankumu fluorescences intensitati méra ar fluordensitometru (4.12.) 365 nm garuma induk-
cijas vilpos un 443 nm garuma emisijas vilnos.

Aflatoksina B, daudzumu ekstrakta plankuma nosaka, salidzinot ekstrakta plankuma fluorescences intensitati
ar standartskiduma plankumu C, D un E fluorescences intensitati.

Aflatoksina B, identitates apstiprinasana

Sk. A metodes 5.6. punktu.

Rezultatu apréekinasana

Sk. A metodes 6. punktu.

Atkartojamiba

Sk. A metodes 8. punktu.

Reproducgjamiba

Sk. “Piezimes” C dalas 2. punktu.

C. PIEZIMES PAR A UN B METODI

1. AttaukoSana

Paraugi, kas satur vairak par 5 % tauku, péc sagatavoSanas, kas aprakstita 5.1. punkta, jaattauko ar petroléteri (v. t.
40-60 °C).

Tados gadijumos analitiskie rezultati jaizsaka neattaukota parauga svara izteiksmé.

2. Rezultatu reproducéjamiba

Rezultatu reproducéjamiba, t. i., no viena un ta pasa parauga divas vai vairakas laboratorijas iegiito rezultatu atskiriba
ir novértéta $adi:

+

+

+

50 % no vidéja lieluma, ja ir no 10 lidz 20 pg/kg,
10 pg/kg no vidéja lieluma, ja vidgjais lielums parsniedz 20 un ir mazaks par 50 pg/kg,

20 % no vidgja lieluma, ja vidjais lielums parsniedz 50 pg/kg.
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