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SIODMA DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 1 marca 1976 r.

ustanawiajaca wspolnotowe metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz

(76/372/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajgcy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg,

uwzgledniajgc dyrektywe Rady z dnia 20 lipca 1970 r. w
sprawie wprowadzenia wspdlnotowych metod pobierania
probek i dokonywania analiz do celéw urzedowej kontroli
pasz ('), ostatnio zmieniong Aktem Przystapienia (3, w szcze-
g6lnosci jego art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

dyrektywa wymaga, aby urzedowa kontrola pasz byla przepro-
wadzana przy zastosowaniu wspélnotowych metod pobierania
probek i analiz w celu sprawdzenia zgodnosci z wymaganiami
wynikajagcymi z przepisow ustawowych, wykonawczych i
administracyjnych dotyczacych jakosci i skladu pasz;

dyrektywy Komisji 71/250[EWG z dnia 15 czerwca 1971 r. (),
71/393/EWG z dnia 18 listopada 1971 r. (*), 72/199/EWG z
dnia 27 kwietnia 1972 r. (), 73/46/EWG z dnia 5 grudnia
1972 r. (%), 74/203/EWG z dnia 25 marca 1974 r.() i
75/84/EWG z dnia 20 grudnia 1974 r. (%) ustanowily juz szereg
wspoélnotowych metod analizy; postep prac od tamtego czasu
wskazuje na celowos¢ przyjecia sibdmego zestawu metod;

srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sg zgodne z opinig
Stalego Komitetu ds. Pasz,

() Dz.U. L 170 z 3.8.1970, str. 2.
() Dz.U.L 73 z 27.3.1972, str. 14.
() Dz.U. L 155 z 12.7.1971, str. 13.
() Dz.U. L 279 z 20.12.1971, str. 7.
() Dz.U. L 123 2 29.5.1972, str. 6.
() Dz.U. L 83 z 30.3.1973, str. 21.
() Dz.U. L 108 z 22.4.1974, str. 7.
() Dz.U. L 32 z 5.2.1975, str. 26.

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Pafistwa Czlonkowskie wymagaja, aby analizy do celéw urze-
dowych kontroli pasz w odniesieniu do zawartosci aflatoksyny
B, w paszach byly przeprowadzane przy uzyciu metod opisa-
nych w Zalgczniku do niniejszej dyrektywy.

Ogolne przepisy, okreslone w czesci I (Wstep) Zalacznika do
pierwszej dyrektywy Komisji 71/250[EWG z dnia 15 czerwca
1971 r., z wyjatkiem czesci opisujacej przygotowanie prébki
do analizy, maja zastosowanie do metod opisanych w
Zalaczniku do niniejszej dyrektywy.

Artykut 2

Panistwa Czlonkowskie wprowadzg w zycie, najpdzniej do dnia
1 pazdziernika 1976 r., przepisy ustawowe, wykonawcze i
administracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy i
niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 1 marca 1976 r.

W imieniu Komisji
P. ]. LARDINOIS

Czlonek Komisji
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3.9.

ZALACZNIK
OKRESLENIE ZAWARTOSCI AFLATOKSYNY B,

A. METODA JEDNOKIERUNKOWA CHROMATOGRAFI CIENKOWARSTWOWE]

Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia okreslenie zawartosci aflatoksyny B, w nastgpujacych paszach: orzechach ziemnych,
koprze, siemieniu Inianym, soi, sezamie indyjskim, makuchach z palmy babbasu i kietkach kukurydzy, rosli-
nach zbozowych i produktach zbozowych, maczce grochowej, pulpie ziemniaczanej i skrobi. Dolna granica
oznaczania wynosi 0,01 mg/kg (10 ppb).

Jesli obecnos¢ substancji interferencyjnych uniemozliwia okreslenie, analiz¢ trzeba rozpoczaé od nowa,
stosujac metode B (dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa).
Zasada

Prébka jest ekstrahowana chloroformem. Ekstrakt jest filtrowany, pobierana jest odpowiednia porcja filtratu
i oczyszczana metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Eluat jest odparowywany, a
pozostato§¢ rozpuszczana ponownie w okreslonej objetosci chloroformu lub mieszaniny benzenu i acetoni-
trylu. Odpowiednia porcja tego roztworu jest poddawana chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Zawar-
to$¢ aflatoksyny B, okreslana jest metoda wizualng lub fluorodensytometryczna, po naswietleniu chromato-
gramu promieniami ultrafioletowymi, przez poréwnanie ze znanymi iloSciami wzorcowej aflatoksyny B,.
Identyczno$¢ aflatoksyny B, ekstrahowanej z paszy musi zosta¢ potwierdzona wskazang procedurs.

Odczynniki

Notabene: Wszystkie odczynniki musza by¢ ,odczynnikami o czystoéci analitycznej”, chyba ze okreslono
inaczej.

Aceton.

Chloroform, stabilizowany 96-procentowym etanolem (v/v) w ilosci 0,5-1,0 %.
N-heksan.

Metanol.

Bezwodny eter etylu wolny od peroksydéw.

Mieszanina benzenu i acetonitrylu w stosunku 98:2 (v/v).

Mieszanina chloroformu (ppkt 3.2) i metanolu (ppkt 3.4) w stosunku 97:3 (v/v).
Zel krzemionkowy do chromatografii kolumnowej; wielko$¢ czastek 0,05-0,20 mm.
Wata absorpcyjna odttuszczona chloroformem lub wata szklana.

Bezwodny, granulowany siarczan sodu.

Gaz obojetny, np. azot.

1 N kwas solny.

50 % (v[v) kwas siarkowy.

Ziemia okrzemkowa wymyta w kwasie.

Zel krzemionkowy G-HR lub réwnowazny do chromatografii cienkowarstwowej.

Roztwor wzorcowy, zawierajacy okoto 0,1 pg aflatoksyny B, na 1,0 ml chloroformu (ppkt 3.2) lub miesza-
niny benzenu i acetonitrylu (ppkt 3.6), sporzadzony i sprawdzony zgodnie z sekcjg 7.



30

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 3

3.18.1.

3.18.2.

3.18.3.

3.18.4.

3.18.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.
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5.2.

Roztwér wzorcowy do badania jakosciowego, zawierajacy okoto 0,1 pg aflatoksyny B, i B, na 1,0 ml chlo-
roformu (ppkt 3.2) lub mieszaniny benzenu i acetonitrylu (ppkt 3.6). Powyzsze stezenia podane sa orienta-
cyjnie. Nalezy je dobra¢ tak, aby uzyskac to samo natgzenie fluorescencji dla obydwu aflatoksyn.

Rozpuszczalniki wywolujace:

Chloroform (ppkt 3.2) i aceton (ppkt 3.1) w stosunku 9:1 (v/v), zbiornik nienasycony;

Eter etylu (ppkt 3.5), metanol (ppkt 3.4) i woda w stosunku 96:3:1 (v/v[v), zbiornik nienasycony;
Eter etylu (ppkt 3.5), metanol (ppkt 3.4) i woda w stosunku 94:4,5:1,5 (v/v[v), zbiornik nasycony;
Chloroform (ppkt 3.2) i metanol (ppkt 3.4) w stosunku 96:4 (v/v), zbiornik nasycony;

Chloroform (ppkt 3.2) i metanol (ppkt 3.4) w stosunku 97:3 (v[v), zbiornik nasycony;

Aparatura

Mlynek-mieszarka.

Wytrzasarka lub mieszadlo magnetyczne.

Bibuly do filtra harmonijkowego Schleicher i Schiill nr 588 lub réwnowazne, o $rednicy 24 cm.

Rurka szklana (o $rednicy wewn. 22 mm i dlugosci 300 mm) do chromatografii z korkiem z policztero-
fluoroetylenu i 250-mililitrowym zbiornikiem.

Obrotowa parownica prozniowa z okragtodenna kolba o pojemnosci 500 ml.
Kolby stozkowe o pojemnosci 500 ml ze szlifowanymi korkami szklanymi.
Aparatura do chromatografii cienkowarstwowej.

Plytki szklane 200 x 200 mm do chromatografii cienkowarstwowej przygotowane w nastepujacy sposéb
(podane ilo$ci wystarczajg do pokrycia 5 plytek): umiesci¢ 30 g zelu krzemionkowego G-HR (ppkt 3.15) w
stozkowej kolbie. Doda¢ 60 ml wody, kolbe zatkaé i przez minute wytrzasal. Rozprowadzi¢ zawiesing na
plytkach tak, aby uzyskaé¢ réwnomierng warstwe o grubosci 0,25 mm. Pozostawi¢ do wyschnigcia na
powietrzu, a nastepnie przechowywal w eksykatorze z Zelem krzemionkowym. Bezposrednio przed
uzyciem aktywowa¢ plytki, trzymajac je w piecu w temperaturze 110 °C przez godzing.

Plytki nadaja si¢ do uzycia, jesli daja wyniki podobne do wynikéw uzyskanych z plytek przygotowanych w
opisany wyzej sposob.

Lampa UV o dlugosci fali 360 nm. NatgZenie napromieniania musi umozliwiaé wyrazne odréznianie na
plytce TLC plamki aflatoksyny B, o masie 1 ng z odleglosci 10 cm od lampy.

Probéwki miarowe o pojemnosci 10 ml z korkami z polietylenu.
Spektrofotometr UV.

Fluorodensytometr (nieobowigzkowo).

Procedura

Przygotowanie probki (patrz ,Uwagi”, czg$¢ C pkt 1)

Zemle¢ probke tak, aby w calosci przechodzila przez sito o wielkosci oczka 1 mm (zgodnie z zaleceniem
ISO R 565).

Ekstrakcja

Umiesci¢ 50 g zmielonej, jednolitej probki w stozkowej kolbie o pojemnosci 500 ml (ppkt 4.6). Dodaé
25 g ziemi okrzemkowej (ppkt 3.14), 25 ml wody i 250 ml chloroformu (ppkt 3.2). Zatka¢ kolbe,
wstrzasa¢ lub miesza¢ przez 30 minut przy uzyciu urzadzenia (ppkt 4.2) i przefiltrowac przez bibutowy filtr
harmonijkowy (pakt 4.3). Odrzuci¢ pierwsze 10 ml filtratu, a nastgpnie zebra¢ 50 ml.
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Oczyszczanie na kolumnie

Do dolnego korica rurki chromatograficznej (ppkt 4.4) wlozy¢ korek z waty lub welny szklanej (ppke 3.9),
napelni¢ dwie trzecie rurki chloroformem (ppkt 3.2) i doda¢ 5 g siarczanu sodu (ppkt 3.10).

Sprawdzi¢, czy gérna powierzchnia warstwy siarczanu sodu jest plaska, nastepnie doda¢ w matych porcjach
10 g zelu krzemionkowego (ppkt 3.8). Po kazdej porcji dodania starannie zamiesza, aby usuna¢ babelki
powietrza. Pozostawi¢ na 15 minut do odstania, a nastgpnie ostroznie dodaé 15 g siarczanu sodu (ppkt
3.10). Pozwoli¢ cieczy opas¢ tak, aby znajdowala si¢ dokladnie nad gérng powierzchnia warstwy siarczanu
sodu.

Wymiesza¢ 50 ml ekstraktu, zebranego w ppkt 5.2, ze 100 ml pakt-heksanu (ppkt 3.3) i ilosciowo prze-
nie§¢ mieszaning na kolumng. Pozwoli¢ cieczy opas¢ tak, aby znajdowala si¢ dokladnie nad goérng
powierzchnig warstwy siarczanu sodu. Zlaé popluczyny. Nastepnie doda¢ 100 ml eteru etylu (ppkt 3.5) i
ponownie pozwoli¢ cieczy opa$¢ do gérnej powierzchni warstwy siarczanu sodu. Podczas tych czynnosci
pilnowad, zeby tempo przeplywu wynosito 8-12 ml/min. i zeby kolumna nie pracowala na sucho. Zlewaé
ciecz wyplywajaca. Nastepnie wymy¢ kolumne 150 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (ppkt 3.7) i
zebraé calo$¢ eluatu.

Odparowac eluat prawie do sucho$ci w wyparce obrotowej (ppkt 4.5), w temperaturze nieprzekraczajacej
50 °C i w strumieniu gazu obojetnego (pakt 3.11). Pozostalos¢ przenies¢ ilo$ciowo, przy pomocy chloro-
formu (ppkt 3.2) lub mieszaniny chloroformu z acetonitrylem (ppkt 3.6), do 10-mililitrowej probéwki
miarowej (ppkt 4.10). Zagesci¢ roztwér pod strumieniem gazu obojetnego (ppkt 3.11), a nastepnie
uzupehi¢ objeto$¢ do 2 ml chloroformem (ppkt 3.2) lub mieszaning chloroformu z acetonitrylem (ppkt
3.6).

Chromatografia cienkowarstwowa

Nanie$¢ punktowo na plytke TLC (ppkt 4.8), w odleglosci 2 cm od dolnej krawedzi, w odstgpach 2 cm,
podane ponizej objetosci roztworu wzorcowego i ekstraktu:

— 10, 15, 20, 30 i 40 pl wzorcowego roztworu aflatoksyny B, (ppkt 3.16),

— 10 pl ekstraktu uzyskanego w ppkt 5.3, i nakladanego na ten sam punkt, 20 pl roztworu wzorcowego
(ppkt 3.16),

— 101 20 pl ekstraktu uzyskanego w ppkt 5.3.

Wywolaé chromatogram w ciemnoéci jednym z rozpuszczalnikow wywotujacych (ppkt 3.18). Wyboru
rozpuszczalnika nalezy dokonaé wezesniej, nanoszac na plytke 25 pl jako$ciowego roztworu wzorcowego
(ppkt 3.17) i sprawdzajac, czy aflatoksyny B, i B, sa catkowicie oddzielone po wywolaniu.

Odczekad, az rozpuszczalniki odparujg w ciemnosci, a nastgpnie naswietli¢ plytke promieniami ultrafioleto-
wymi, umieszczajac ja w odleglosci 10 cm od lampy (ppkt 4.9). Miejsca z aflatoksyna B, $wieca na
niebiesko.

Okreslenia ilosciowe

Okresli¢ wizualnie lub metodg fluorodensytometryczng w opisany ponizej sposob.

Pomiary wizualne

Okredlic ilos¢ aflatoksyny B, w ekstrakcie, poréwnujgc natezenie fluorescencji plamki ekstraktu z natgzeniem
fluorescencji plamki roztworu wzorcowego. W razie potrzeby interpolowal. Fluorescencja uzyskana w
wyniku nalozenia ekstraktu na roztwér wzorcowy musi by¢ intensywniejsza niz pochodzaca od 10 pl
ekstraktu i nie moze by¢ widoczna wigcej niz jedna plamka. Jesli natezenie fluorescencji wywotane przez 10
pl ekstraktu jest wigksze niz wywolane przez 40 pl roztworu wzorcowego, nalezy rozcieficzy¢ ekstrakt dzie-
sigciokrotnie lub stukrotnie chloroformem (ppkt 3.2) lub mieszanina benzenu i acetonitrylu (ppkt 3.6) przed
ponownym poddaniem go chromatografii cienkowarstwowe;.

Pomiary metoda fluorodensytometryczng
Zmierzy¢ natezenie fluorescencji plamki aflatoksyny B, fluorodensytometrem (ppkt 4.12) przy dlugosci fali

wzbudzenia 365 nm i dlugosci fali emisji 443 nm. Okresli¢ ilo$¢ aflatoksyny B, w plamkach ekstraktu,
poréwnujac natezenie fluorescencji plamki ekstraktu z natezeniem fluorescencji plamki wzorcowej aflatok-

syny B,.

Potwierdzenie identycznosci aflatoksyny B,

Potwierdzi¢ identyczno$¢ aflatoksyny B, w ekstrakcie, przeprowadzajac opisane ponizej procesy.
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5.6.2.3.

6.1.

Obrébka kwasem siarkowym

Rozpyli¢ kwas siarkowy (ppkt 3.13) na chromatogram uzyskany w ppkt 5.4. Fluorescencja plamek aflatok-
syny B, musi si¢ zmieni¢ z niebieskiej na z6lta pod wplywem napromieniania ultrafioletem.

Dwukierunkowa chromatografia z utworzeniem aflatoksyny B -pétacetalu (aflatoksyny
B,

Notabene: Ponizsze operacje nalezy wykona¢, przestrzegajac dokladnie schematu na rysunku 3.
Nanoszenie roztworéw

Zarysowal dwie linie proste na plytce (ppkt 4.8) réwnolegle do dwoch sgsiednich krawedzi (w odleglosci
6 cm od kazdej krawedzi), aby ograniczy¢ migracje czolowych czesci rozpuszczalnika. Pipetami kapilarnymi
lub mikrostrzykawkami nanies¢ punktowo na plytke nastepujace roztwory:

— w pkt. A: objetos¢ oczyszczonego ekstraktu prébki, uzyskanego w ppkt 5.3, zawierajacg okolo 2,5 nm
aflatoksyny B,

— wpkt. Bi C: 25 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.16).

Wywolywanie

Wywolywal w ciemnos$ci chromatogram w kierunku [, stosujac rozpuszczalnik wywolujacy (ppkt 3.18.1)
(1-centymetrowa warstwa w zbiorniku nienasyconym), dopdki czoto rozpuszczalnika nie osiagnie linii
granicznej.

Wyjal plytke ze zbiornika i pozostawi¢ w ciemnosci do wyschnigcia na pig¢ minut, w temperaturze
otoczenia. Nastepnie rozpyli¢ na plytke kwas solny (pakt 3.12) wzdluz pasa o wysokosci 2,5 cm pokrywaja-
cego pkt A i B (zakreskowany obszar na rysunek 3), dopoki nie Sciemnieje, zakrywajac pozostala czesé
plytki szklang szybka. Odczeka¢ 10 minut na przereagowanie kwasu w ciemnosci i wysuszy¢ plytke w stru-
mieniu powietrza, w temperaturze otoczenia.

Nastgpnie wywolywaé w ciemnodci chromatogram w kierunku 11, stosujac rozpuszczalnik wywotujacy (ppkt
3.18.1) (1-centymetrowa warstwa w zbiorniku nienasyconym), dopdki czolo rozpuszczalnika nie osiggnie
linii granicznej. Wyjaé plytke ze zbiornika i pozostawi¢ w ciemnosci do wyschnigcia, w temperaturze
otoczenia.

Interpretacja chromatogramu

Zbada¢ chromatogram w $wietle ultrafioletowym (ppkt 4.9) i sprawdzi¢ pod katem nastepujacych wiasci-
wosci:

a) Pojawienie si¢ niebieskiej fluoryzujacej plamki aflatoksyny B, pochodzacej z roztworu wzorcowego
natozonego w pkt C (migracja w kierunku I).

b) Pojawienie si¢ niebieskiej fluoryzujacej plamki nieprzereagowanej (z kwasem solnym) aflatoksyny B, i
intensywniej fluoryzujgcej na niebiesko plamki aflatoksyny B,-pStacetalu pochodzacych z roztworu wzor-
cowego, natozonego w pkt B (migracja w kierunku II).

¢) Pojawienie si¢ plamek odpowiadajacych plamkom opisanym w lit. b) pochodzacych z roztworu wzorco-
wego, natozonego w pkt A. Polozenie tych plamek jest okreslone najpierw przez odleglos¢ migracji afla-
toksyny B, od pkt A w kierunku I (taka sama, jak odleglos$¢ przebyta przez wzorzec natozony w pkt C),
a nastgpnie przez odleglosci migracji aflatoksyny B,-pélacetalu stamtad w kierunku II (takie same, jak
odleglosci przebyte przez wzorzec nalozony w pkt B). Natezenia fluorescencji plamek poélacetalu
pochodzacych z ekstraktu i z roztworu wzorcowego nalozonego w pkt B powinny pasowac do siebie.

Obliczanie wynikéw

Z pomiaréw wizualnych

Zawarto$¢ aflatoksyny B, w pg na kg prébki (ppb) jest wyrazona wzorem:

gdzie:

Y i X sa odpowiednio objetosciami w pl wzorcowego roztworu aflatoksyny B, (3.16) i ekstraktu o
podobnym natezeniu fluorescencii;

S = stezenie wyrazone w pg aflatoksyny B, na ml roztworu wzorcowego (ppkt 3.16);
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6.2.

7.1

7.2

<
Il

koficowa objegtoé¢ ekstraktu w pl, umozliwiajaca ewentualne niezbedne rozcienczenie;

<

masa probki w g odpowiadajaca objetosci ekstraktu poddanego oczyszczeniu na kolumnie.

Z pomiaréw metodg fluorodensytometryczng

Zawarto$¢ aflatoksyny B, w g na kg probki jest wyrazona wzorem:

SV
WY

gdzie:

Y = objetos¢ ekstraktu naniesionego na plytke, w pl (10 lub 20 pl);

S = ilo§¢ aflatoksyny B, w ng w plamce ekstraktu (proporcjonalna do pobranej wartosci Y);
V = koficowa objeto§¢ ekstraktu w pl, umozliwiajaca ewentualne niezbedne rozciericzenie;

W = masa probki w g odpowiadajaca objetosci ekstraktu poddanego oczyszczeniu na kolumnie.

Sporzadzanie i sprawdzanie roztworu wzorcowego (ppkt 3.16)

Okreslenie stezenia aflatoksyny B,

Sporzadzi¢ wzorcowy roztwor aflatoksyny B, w chloroformie (ppkt 3.2) lub mieszaninie benzenu i acetoni-
trylu (ppkt 3.6) o stezeniu 8-10 pg/ml. Za pomoca spektrofotometru (ppkt 4.11) okresli¢ widmo absorp-
cyjne w zakresie dlugosci fali 330-370 nm.

Zmierzy¢ gesto$¢ optyczng (A) przy dlugosci fali 363 nm w przypadku roztworu chloroformu lub 348 nm
w przypadku roztworu w mieszaninie benzenu i acetonitrylu.

Z ponizszych wzoréw obliczy¢ stezenie aflatoksyny B, wyrazone w pg na ml roztworu:

312-A-1000 dla roztworu chloroformu;
20600

312-A-1000 . . ) '
T 19800 dla roztworu w mieszaninie benzenu i acetonitrylu.

Rozcienczy¢ odpowiednio, z dala od $wiatla dziennego, aby uzyskaé roboczy roztwér wzorcowy o stezeniu
aflatoksyny B, okoto 0,1 ug/ml. Trwalo§¢ roztworu wynosi dwa tygodnie, pod warunkiem ze jest przecho-
wywany w lodéwce w temperaturze 4 °C.

Sprawdzanie czystosci chromatograficznej

Nanie$¢ punktowo na plytke (ppkt 4.8) 5 pl wzorcowego roztworu aflatoksyny B, zawierajacego 8-10 ug/
ml (ppkt 7.1). Wywola¢ chromatogram zgodnie z ppkt 5.4. W $wietle ultrafioletowym na chromatogramie
powinna by¢ widoczna tylko jedna plamka i nie powinna by¢ widoczna zadna fluorescencja w pierwotnej
strefie naniesienia.

Powtarzalnos¢

Roéznica migdzy wynikami dwdch réwnoleglych okreslen przeprowadzonych na tej samej probee, przez t¢
samg osobe, nie powinna przekraczaé:

— 25 % najwigkszego uzyskanego pomiaru dla zawartosci aflatoksyny B, 10-20 pg/kg,
— 5 pg wartosci bezwzglednej dla zawartosci aflatoksyny B, 20-50 pg/kg,
— 10 % najwigkszego uzyskanego pomiaru dla zawartosci aflatoksyny B, powyzej 50 ug/kg.

Odtwarzalno$é

Patrz ,Uwagi”, cz¢s¢ C pkt 2.
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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. METODA KIERUNKOWE] CHROMATOGRAFI CIENKOWARSTWOWE]

Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia okreslenie zawartosci aflatoksyny B, w paszach nieobjetych zakresem metody A. Dolna
granica oznaczania wynosi 0,01 mg/kg (10 ppb). Metody tej nie stosuje si¢ do pasz zawierajacych pulpe z
owocow cytrusowych.

Zasada

Prébka jest ekstrahowana chloroformem. Ekstrakt jest filtrowany, pobierana jest odpowiednia porcja filtratu
i oczyszczana metodg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Eluat jest odparowywany, a
pozostalo§¢ rozpuszczana ponownie w okreslonej objetosci chloroformu lub mieszaniny benzenu i acetoni-
trylu. Odpowiednia porcja tego roztworu jest poddawana dwukierunkowej chromatografii cienkowar-
stwowej (TLC). Zawarto$¢ aflatoksyny B, okreslana jest metodg wizualng lub fluorodensytometryczna, po
napromienieniu chromatogramu ultrafioletem, poprzez poréwnanie ze znanymi ilociami wzorcowej afla-
toksyny B,. Identyczno$¢ aflatoksyny B, ekstrahowanej z paszy musi zosta¢ potwierdzona wskazang
procedura.

Odczynniki

Notabene: Wszystkie odczynniki musza by¢ ,odczynnikami o czystosci analitycznej”, chyba ze okreslono
inaczej.

Aceton.

Chloroform, stabilizowany 96-procentowym etanolem (v/v) w ilosci 0,5-1,0 %.

N-heksan.

Metanol.

Bezwodny eter etylu wolny od peroksyddw.

Mieszanina benzenu i acetonitrylu w stosunku 98:2 (v/v).

Mieszanina chloroformu (ppkt 3.2) i metanolu (ppkt 3.4) w stosunku 97:3 (v[v).

Zel krzemionkowy do chromatografii kolumnowej; wielkos¢ czastek 0,05-0,20 mm.

Wata absorpcyjna odtluszczona chloroformem lub wata szklana.

Bezwodny, granulowany siarczan sodu.

Gaz obojgtny, np. azot.

1 N kwas solny.

Ziemia okrzemkowa wymyta w kwasie.

Zel krzemionkowy G-HR lub réwnowazny do chromatografii cienkowarstwowej.
Rozpuszczalniki wywolujace.

Eter etylu (ppkt 3.5), metanol (ppkt 3.4) i woda w stosunku 94:4,5:1,5 (v/v[v), zbiornik nasycony.
Chloroform (ppkt 3.2), aceton (ppkt 3.1) w stosunku 9:1 (v/v), zbiornik nienasycony.

Roztwér wzorcowy, zawierajacy okoto 0,1 pg aflatoksyny B, na 1,0 ml chloroformu (ppkt 3.2) lub miesza-
niny benzenu i acetonitrylu (ppkt 3.6), sporzadzony i sprawdzony zgodnie z pkt 7 metody A.
Aparatura

Patrz pkt 4 metody A.
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5.1.
5.2.
5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

5.5.

Procedura

Przygotowanie prébki
Ekstrakcja ppkt 5.1-5.3 sa identyczne jak w metodzie A.

Oczyszczanie na kolumnie

Dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa
Nanoszenie roztwordw (postepowac zgodnie ze schematem na rysunku 1)

Zarysowaé dwie linie proste na plytce (ppkt 4.8) rownolegle do dwéch sasiednich krawedzi (odpowiednio w
odleglosci 51 6 cm od kazdej krawedzi), aby ograniczy¢ migracje czotowych czesci rozpuszczalnika. Pipe-
tami kapilarnymi lub mikrostrzykawkami nanie$¢ punktowo na plytke nastepujace roztwory:

— w pkt A: 20 pl oczyszczonego ekstraktu probki, uzyskanego w ppkt 5.3,
— w pkt B: 20 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.16),
— w pkt C: 10 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.16),
— w pkt D: 20 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.16),

— w pkt E: 40 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.16).

Wysuszy¢ w tagodnym strumieniu powietrza lub gazu obojetnego (ppkt 3.11). Srednice uzyskanych plamek
muszg wynosi¢ okoto 5 mm.

Wywolywanie (postepowaé zgodnie ze schematem na rysunku 1)

Wywolywaé w ciemnosci chromatogram w kierunku I, stosujac rozpuszczalnik wywolujacy (ppkt 3.15.1)
(1-centymetrowa warstwa w zbiorniku nasyconym), dopdki czolo rozpuszczalnika nie osiagnie linii
granicznej. Wyjal plytke ze zbiornika i pozostawi¢ w ciemnosci do wyschnigcia na 15 minut, w tempera-
turze otoczenia.

Nastgpnie wywolywaé w ciemnosci chromatogram w kierunku II, stosujac rozpuszczalnik wywotujacy (ppkt
3.15.2) (1-centymetrowa warstwa w zbiorniku nienasyconym), dopoki czoto rozpuszczalnika nie osiagnie
linii granicznej. Wyjal plytke ze zbiornika i pozostawi¢ w ciemno$ci do wyschnigcia, w temperaturze
otoczenia.

Interpretacja chromatogramu (postgpowac zgodnie ze schematem na rysunku 2)

Naswietli¢ chromatogram $wiatlem ultrafioletowym, umieszczajac plytke w odleglosci 10 ecm od lampy
(ppkt 4.9). Zlokalizowaé polozenie niebieskich fluoryzujacych plamek B, C, D i E aflatoksyny B,
pochodzacej z roztworu standardowego. Przeprowadzi¢ dwie wyobrazalne linie przechodzace przez
powyzsze punkty, pod katami prostymi do kierunkéw wywolywania. Punkt przeciecia P tych linii oznacza
miejsce, w ktérym nalezy si¢ spodziewaé plamki aflatoksyny B,, pochodzacej z ekstraktu prébki naniesio-
nego w pkt A (rys. 1). Jednakze rzeczywistym polozeniem plamki aflatoksyny B, moze by¢ punkt Q, lezacy
na przecigciu dwoch wyobrazalnych linii prostych, tworzacych migdzy soba kat okolo 100° i przechodza-
cych odpowiednio przez pkt B i C. Okreslic ilo$¢ aflatoksyny B, w ekstrakcie prébki zgodnie z ppkt 5.5.

Chromatografia uzupelniajgca

Zarysowal dwie linie proste na nowej plytce (ppkt 4.8) rownolegle do dwdch sasiednich krawedzi, zgodnie
ze schematem na rysunku 1, i nanie§¢ w pkt A (patrz rysunek 1) 20 pl oczyszczonego ekstraktu probki,
uzyskanego w ppkt 5.3, i nalozy¢ w to samo miejsce 20 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.16). Chromato-
gram wywola¢ zgodnie z ppkt 5.4.2. Napromieni¢ chromatogram $wiatlem ultrafioletowym (ppkt 4.9) i
sprawdzié, czy:

— plamki aflatoksyny B, z ekstraktu i roztworu wzorcowego nakladajg sig,

— punkt ten fluoryzuje intensywniej niz plamka aflatoksyny B, wywolana w punkcie Q na pierwszej

plytce.

Okreslenia ilosciowe

Okresli¢ wizualnie lub metoda fluorodensytometryczng w opisany ponizej sposob.
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Pomiary wizualne przez dopasowanie

Okresli¢ ilos¢ aflatoksyny B, w ekstrakcie, poréwnujac natezenie fluorescencji plamek ekstraktu z nateze-
niem fluorescencji plam roztworu wzorcowego w pkt C, D i E. W razie potrzeby interpolowac. Jesli
natezenie fluorescencji wywolane przez 20 pl ekstraktu jest wigksze niz wywolane przez 40 pl roztworu
wzorcowego, nalezy rozcieficzy¢ ekstrakt dziesigciokrotnie lub stukrotnie chloroformem (ppkt 3.2) lub
mieszaning benzenu i acetonitrylu (ppkt 3.6) przed ponownym poddaniem go chromatografii cienkowar-
stwowe;j.

Pomiary fluorodensytometryczne

Zmierzy¢ natezenie fluorescencji plamek aflatoksyny B, fluorodensytometrem (ppkt 4.12) przy dlugosci fali
wzbudzenia 365 nm i dhugoci fali emisji 443 nm.

Okresli¢ ilo§¢ aflatoksyny B, w plamce ckstraktu, poréwnujac natezenie fluorescencji plamki ekstraktu z
natezeniem fluorescencji plamek C, D i E roztworu wzorcowego.

Potwierdzenie identycznosci aflatoksyny B,

Patrz metoda A ppkt 5.6.

Obliczanie wynikéw
Patrz metoda A pkt 6.

Powtarzalno$é

Patrz metoda A pkt 8.

Odtwarzalnosé

Patrz ,Uwagi”, cz¢s¢ C pkt 2.

C. UWAGI DOTYCZACE METOD A 1B

1. Odtluszczanie

Probki zawierajace ponad 5 % tluszczéw musza zostaé odtluszczone lekkg ropa naftowa (temp. wrzenia 40-60 °C)
po przygotowaniu zgodnie z ppkt 5.1.

W takich przypadkach uzyskane wyniki nalezy przedstawi¢ w odniesieniu do masy nieodttuszczonej prébki.

2. Odtwarzalno$¢ wynikéw

Odtwarzalnos¢ wynikéw, tj. roznica migdzy wynikami uzyskanymi na tej samej probee przez dwa laboratoria lub ich
wigksza liczbe, zostala oszacowana na:

+

+

+

50 % $redniej warto$ci wyniku dla $redniej zawartosci aflatoksyny B, 10-20 pg/kg;
10 pgfkg dla Sredniej zawartosci aflatoksyny B, 20-50 pg/kg;
20 % $redniej wartosci wyniku dla $redniej zawartosci aflatoksyny B, 10-20 pg/kg.
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