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SIEDMA SMERNICA KOMISIE
z 1. marca 1976,

ktord ustanovuje analytické metddy spolocenstva na tiradni kontrolu krmiv

(76/372/EHS)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho hospodarskeho
spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady z 20. jila 1970 o zavedeni
met6d vzorkovania a analyz na tradnt kontrolu krmiv v spo-
lo¢enstve ('), naposledy zmenenti a doplnend Aktom o pristi-
peni (%), a najmi na jej ¢ldnok 2,

kedZe tdto smernica vyZaduje, aby sa dradné kontroly krmiv
vykondvali s pouzitim metéd vzorkovania a analytickych
metod spolocenstva na kontrolu dodrziavania poziadaviek
vyplyvajicich z ustanoveni danych zdkonmi, inymi pravnymi
predpismi a sprdvnymi opatreniami tykajicimi sa kvality
a zlozenia krmiv;

kedZe smernice Komisie 71/250/EHS z 15. juna 1971 (%),
71/393[EHS z 18. novembra 1971 (4, 72[199/EHS z 27.
aprila 1972 (), 73[46/EHS z 5. decembra 1972 (°),
74/203[EHS 7z 25. marca 1974 () a 75/84[EHS z 20. de-
cembra 1974 (*) uz ustanovili urcity pocet analytickych metod
spoloCenstva; kedZe vzhladom na pokrok dosiahnuty odvtedy
je vhodné schvdlit siedmy stbor metdd;

kedZe opatrenia uvedené v tejto smernici st v sulade so stano-
viskom Staleho vyboru pre krmiva,

170, 3.8.1970, s. 2.
73,27.3.1972,s. 14.
155,12.7.1971,s. 13.
279, 20.12.1971,s. 7.
123,29.5.1972, s. 6.
83, 30.3.1973, s. 21.
108, 22.4.1974,s. 7.
32, 5.2.1975, s. 26.
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PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské stity vyzadujd, aby sa analyzy na dradné kontroly
krmiv, pokial ide o obsah aflatoxinu B, v nich, vykondvali
v stlade s metddami opisanymi v prilohe k tejto smernici.

Vieobecné ustanovenia uvedené v casti 1 (Uvod) prilohy
k Prvej smernici Komisie 71/250/EHS z 15. jina 1971, okrem
Casti zaoberajucej sa pripravou vzorky, ktord sa bude analy-
zovat, st pouzitelné na metddy opisané v prilohe k tejto smer-
nici.

Cldnok 2
Clenské staty uveda do Géinnosti najneskor do 1. oktobra 1976
zakony, iné pravne predpisy a sprdvne opatrenia nevyhnutné
na dosiahnutie stladu s touto smernicou. Bezodkladne o tom
informuja Komisiu.

Cldnok 3

Tato smernica je adresovana ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 1. marca 1976

Za Komisiu
P. J. LARDINOIS

clen Komisie
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

PRILOHA
STANOVENIE AFLATOXINU B,

A. JEDNOROZMERNA CHROMATOGRAFICKA METODA NA TENKE] VRSTVE

Ucel a oblast

Této metdda umoziuje stanovit obsah aflatoxinu B, v nasledujicich krmivich: podzemnica olejnd, kopra,
lanové semeno, sdja, sezam, olejnaté vylisky z babassovej palmy a z kukuri¢nych klickov, obilniny
a vyrobky z obilnin, hrachovd mucka, zemiakovd duZina a Skrob. Spodnd medza stanovitelnosti je
0,01 mg/kg (10 ppb).

Ak pritomnost interferujicich latok brani stanoveniu, analyzu treba zopakovat od zaciatku pouzitim metddy
B (dvojrozmernd chromatografia na tenkej vrstve).
Podstata metédy

Vzorka sa extrahuje chloroformom. Extrakt sa prefiltruje, odoberie sa alikvotnd cast a vycisti sa stipcovou
chromatografiou na silikagéli. Eludt sa odpari a zvySok sa znovu rozpusti v znimom objeme chloroformu
alebo v zmesi benzénu a acetonitrilu. Alikvotnd Cast tohto roztoku sa podrobi chromatografii na tenkej
vrstve (TLC). Mnozstvo aflatoxinu B, sa stanovi po oziareni chromatogramu ultrafialovym svetlom bud
vizudlne, alebo fluorodenzitometricky, porovnanim so zndmymi mnozstvami Standardu aflatoxinu B,. Iden-
tita aflatoxinu B, vyextrahovaného z krmiva sa musi potvrdit uvedenym postupom.

Chemikdlie

Pozndmka: Vsetky chemikélie musia byt ,Cistoty p. a., pokial nie je uvedené inak.

Aceton.

Chloroform stabilizovany pridavkom 0,5 az 1,0 % 96 % etanolu (v/v).

N - hexdn.

Metanol.

Bezvody dietyléter, neobsahujtici peroxidy.

Zmes benzénu a acetonitrilu: 982 (v/v).

Zmes chloroformu (3.2) a metanolu (3.4): 97/3 (v/v).

Silikagél na stfpcovﬁ chromatografiu, velkost ¢astic 0,05 — 0,20 mm.

Absorbent — vata, vopred odmastend chloroformom, alebo sklend vata.

Siran sodny, bezvody, granulovany.

Inertny plyn, napr. dusik.

1 N kyselina chlorovodikova.

50 % (v[v) kyselina sirova.

Kremelina (hyflosupercel) premytd v kyseline.

Silikagél G-HR alebo ekvivalentny, na chromatografiu na tenkej vrstve (TLC).

Standardny roztok obsahujdci priblizne 0,1 pg aflatoxinu B, na 1ml v chloroforme (3.2) alebo v zmesi
benzén/acetonitril (3.6), pripraveny a skontrolovany sposobom uvedenym v oddiele 7.
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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.

5.1.

5.2.

Standardny roztok na kvalitativne testovanie, obsahujici priblizne 0,1 pg aflatoxinu B, a B, na Iml v chlo-
roforme (3.2) alebo v zmesi benzén/acetonitril (3.6). Tieto koncentracie st na usmernenie. Musia sa upravit
tak, aby sa dosiahla rovnakd intenzita fluorescencie pre obidva aflatoxiny.

Vyvijacie ¢inidla:

chloroform (3.2)[acetén (3.1): 9/1 (v[v), nenasytend kyveta;

dietyléter (3.5)/metanol (3.4)/voda: 96/3[1 (v|v[v), nenasytend kyveta;
dietyléter (3.5)/metanol (3.4)[voda: 94(4,5/1,5 (v|v|v), nasytend kyveta;
chloroform (3.2)/metanol(3.4): 94/6 (v|v), nasytend kyveta;

chloroform (3.2)/metanol (3.4): 97/3 (v/v), nasytend kyveta;

Pristroje

Mlynéek-mixér.

Trepacka alebo magnetickd miesacka.

Skladané filtracné papiere, Schleicher and Schull ¢. 588, alebo ekvivalentné s priemerom 24 cm.

Sklend trubica na chromatografiu (vttorny priemer: 22 mm, dfzka: 300 mm) s PTFE kohdtom a 250 ml
zsobnikom.

Rotaény vakuovy odparova¢ s 500 ml bankou s gulatym dnom.
500 ml Erlenmeyerove banky so zdbrusovymi zdtkami.
Vybavenie na chromatografiu na tenkej vrstve (TLC).

Sklené platne na TLC, 200 x 200 mm, pripravené nasledujicim sposobom (uvedené mnozstva stacia na
pokrytie piatich platni). Vlozte do Erlenmeyerovej banky 30 g silikagélu G-HR (3.15). Pridajte 60 ml vody,
zazdtkujte a pretrepdvajte jednu mindtu. Suspenziu natrite na platiu, tak aby sa dosiahla vrstva s rovno-
mernou hridbkou 0,25 mm. Nechajte vysusit na vzduchu a potom skladujte v exsikdtore obsahujicom sili-
kagél. Pred pouzitim platne aktivujte v susiarni jednu hodinu pri teplote 110 C.

Kipené platne st vhodné vtedy, ak poskytujii vysledky podobné vysledkom ziskanym na platniach priprave-
nych vyssie uvedenym sposobom.

Ultrafialovd lampa s dlhou vinovou dizkou (360 nm). Intenzita Ziarenia musf byt takd, aby bola skvrna afla-
toxinu B, s koncentrdciou 1 ng zretelne rozlisitelnd na TLC platni vo vzdialenosti 10 c¢m od lampy.

10 ml odmerné skiimavky s polyetylénovymi zdtkami.
UV spektrofotometer.

Fluorodenzitometer (lubovolny).

Postup

Priprava vzorky (pozri ,Pozndmky”, cast C, bod 1).

Vzorku zomelte tak, aby v celom mnozstve presla sitom s velkostou 6k 1 mm (v sdlade s odpordcaniami
ISO R 565).

Extrakcia

Vlozte 50 g pomletej, zhomogenizovanej vzorky do 500 ml Erlenmeyerovej banky (4.6). Pridajte 25 g
kremeliny (3.14), 25 ml vody a 250 ml chloroformu (3.2). Banku uzatvorte, pretrepavajte alebo miesajte
30 minGt pomocou pristroja (4.2) a prefiltrujte cez skladany filtracny papier (4.3). Prvych 10 ml filtrdtu
odstrdiite a potom zachytte 50 ml.



03/zv. 3

Uradn}'f vestnik Eur6pskej dnie

31

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

Cistenie na koldne

Vlozte do spodnej Casti chromatografickej trubice (4.4) zitku z vaty alebo zo sklenej vaty (3.9), trubicu do
dvoch tretin napliite chloroformom (3.2) a pridajte 5 g siranu sodného (3.10).

Skontrolujte, ¢i je horny povrch vrstvy siranu sodného rovny, potom pridajte 10 g silikagélu (3.8) po
malych mnoZstvich. Po kazdom pridani opatrne premiesajte, aby ste odstranili vzduchové bubliny. Nechajte
stdf 15 minGt a potom opatrne pridajte 15 g siranu sodného (3.10). Nechajte tekutinu klesndt tak, aby sa
nachddzala tesne nad hornym povrchom vrstvy siranu sodného.

Zmiesajte 50 ml extraktu zachyteného podla bodu 5.2 so 100 ml n-hexdnu (3.3) a zmes kvantitativne
preneste na kolénu. Nechajte tekutinu klesndt tak, aby sa tekutina nachddzala tesne nad hornym povrchom
vrstvy siranu sodného. Tito premyvaciu kvapalinu odstrdiite. Potom pridajte 100 ml dietyléteru (3.5)
a znovu ho vypustite az po horny povrch vrstvy siranu sodného. Pocas tychto postupov dbajte na to, aby
bol prietok 8 — 12 ml za mindtu a aby koléna nevyschla. Vytekajicu kvapalinu odstrafite. Potom premyte
pomocou 150 ml zmesi chloroform/metanol (3.7) a cely objem eludtu zachytte.

Eludt odparte takmer dosucha pri teplote najviac 50 C v rotatnom odparovaci (4.5) pridom inertného
plynu (3.11). Zvysok kvantitativne preneste pouzitim chloroformu (3.2) alebo zmesi benzén-acetonitril (3.6)
do 10 ml odmernej skiimavky (4.10). Zvyste koncentriciu roztoku v pride inertného plynu (3.11) a objem
dopliite na 2 ml chloroformom (3.2) alebo zmesou benzén/acetonitril (3.6).

Chromatografia na tenkej vrstve

Na TLC platiiu (4.8) naneste 2 cm od spodného okraja a vo vzdialenostiach 2 cm od seba nizsie uvedené
objemy $tandardného roztoku a extraktu:

— 10, 15, 20, 30 a 40 pl standardného roztoku aflatoxinu B, (3.16),
— 10 pl extraktu ziskaného podla bodu 5.3 a na to isté miesto 20 pl Standardného roztoku (3.16),
— 10 a 20 pl extraktu ziskaného podla bodu 5.3.Chromatogram nechajte vyvijat v tme jednym z vyvija-

cich cinidiel (3.18). Vyber cinidla sa musi vykonat vopred nanesenim 25 pl Standardného roztoku na
kvalitativne testovanie (3.17) na platiiu a kontrolou, ¢i st po vyvijani aflatoxiny B, a B, tplne oddelené.

Nechajte ¢inidld odparit v tme a potom platfiu oZiarte UV svetlom tak, Ze ju umiestnite 10 cm od lampy
(4.9). Skvrny aflatoxinu B, ddvaji modri fluorescenciu.

Kvantitativne stanovenia

Stanovte bud vizudlne, alebo fluorodenzitometricky, ako je uvedené dalej.

Vizudlne stanovenia

Stanovte mnozstvo aflatoxinu B, v extrakte porovnanim intenzity fluorescencie skvin extraktu s intenzitou
skvin Standardného roztoku. Podla potreby interpolujte. Fluorescencia dosiahnutd navrstvenim extraktu na
Standardny roztok musi byt intenzivnejsia ako fluorescencia 10 pl extraktu a nesmie tam byt viac ako jedna

dardného roztoku, zriedte extrakt predtym, ako ho znovu podrobite chromatografii, na tenkej vrstve 10-
alebo 100-ndsobne chloroformom (3.2) alebo zmesou benzén/acetonitril (3.6).

Merania fluorodenzitometrom

Zmerajte intenzitu fluorescencie skvin aflatoxinu B, fluorodenzitometrom (4.12) pri excitaénej vinovej dfzke
365 nm a emisnej vlnovej dlzke 443 nm. Stanovte mnozstvo aflatoxinu B, v Skvrndch extraktu porov-
nanim ich intenzit fluorescencie s intenzitou fluorescencie skvin Standardu aflatoxinu B,

Potvrdenie identity aflatoxinu B,

Identitu aflatoxinu B, v extrakte potvrdte nizsie uvedenymi postupmi.
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5.6.1.

5.6.2.

5.6.2.1.

5.6.2.3.

6.1.

Posobenie kyselinou sirovou

Nastriekajte kyselinu sirovi (3.13) na chromatogram ziskany v bode 5.4. Fluorescencia skvin aflatoxinu B,
sa musi pri oziareni UV svetlom zmenit z modrej na Zltd.

Dvojrozmernéd chromatografia s tvorbou aflatoxin B, — hemiacetalu (alfatoxin B,))
Pozndmka: Pri nizSie uvedenych postupoch sa musi dosledne dodrzat diagram uvedeny na obrdzku 3.
Nandsanie roztokov

Vyryte dve rovné ¢iary na platiiu (4.8) rovnobezne s prilahlymi stranami (6 cm od kazdej strany), tak aby
sa obmedzila migricia ciel vyvijacieho ¢inidla. Pomocou kapildrnych pipiet alebo injekénych mikrostrieka-
Ciek naneste na platiiu nasledujice roztoky:

— do bodu A: objem vycisteného extraktu vzorky, ziskaného podla bodu 5.3, ktory obsahuje priblizne
2,5 nm aflatoxinu B,,

— do bodov B a C: 25 yl Standardného roztoku (3.16).5.6.2.2.  Vyvijanie

Chromatrogram nechajte vyvijat v smere I v tme s vyvijacim ¢inidlom (3.18.1) (1 c¢m vrstva v nenasytenej
kyvete) dovtedy, kym celo ¢inidla nedosiahne medznt &iaru ¢inidla.

Vyberte platiiu z nddoby a nechajte schndt v tme pri laboratornej teplote pat mindt. Potom striekajte kyse-
linu chlorovodikovii (3.12) v pdse s vyskou 2,5 cm, ktory pokryva body A a B (vyznacené na obr. 3
vysrafovanou plochou) dovtedy, kym nestmavne, pricom zvySok platne chrénte sklenou tabulou. Nechajte
reagovat 10 mindit v tme a vysuste pradom vzduchu pri laboratérnej teplote.

Potom chromatogram nechajte vyvijat v smere Il v tme s vyvijacim ¢inidlom (3.18.1) (1 c¢m vrstva v nena-
sytenej kyvete) dovtedy, kym celo vyvijacieho ¢inidla nedosiahne medznd ¢iaru Cinidla. Vyberte platiu
z kyvety a nechajte vyschnut pri laboratornej teplote.

Interpretdcia chromatogramu

Preskiimajte chromatogram pod UV svetlom (4.9) a skontrolujte nasledujice charakteristické znaky.

a) Vznik modrej fluoreskujiicej skvrny aflatoxinu B, pochddzajicej zo $tandardného roztoku naneseného
v bode C (migricia v smere I).

b) Vznik modrej fluoreskujiicej skvrny nezreagovaného (s kyselinou chlorovodikovou) aflatoxinu B, a inten-
zivnejsie modrofluoreskujica $kvrna aflatoxin B, — hemiacetélu, pricom obidve pochddzaji zo $tandard-
ného roztoku naneseného v bode B (migracia v smere II).

¢) Vznik skvfn podobajticich sa skvrndm opisanym v b), ktoré pochddzaji z extraktu vzorky naneseného
v bode A. Poloha tychto $kvfn je definovand v prvom rade migra¢nou vzdialenostou aflatoxinu B,
z bodu A v smere I (rovnakd ako td, ktora presiel Standard naneseny v bode C) a ndsledne migra¢nymi
vzdialenostami v smere II aflatoxinu B, — hemiacetdlu z tohto miesta (rovnakd ako td, ktorti presiel Stan-

dard naneseny v bode B). Intenzita fluorescencie $kvin hemiacetdlu pochddzajiceho z extraktu a zo
Standardu naneseného v bode B by mala byt rovnakd.

Vypocet vysledkov

Z vizudlnych stanoveni

Obsah aflatoxinu B, v mikrogramoch na kg vzorky (ppb) je dany vzorcom:

v ktorom:

Y a X st objemy v mikrolitroch $tandardného roztoku aflatoxinu B, (3.16) a extraktu, ktoré maji podobnii
intenzitu fluorescencie;

S = koncentrécia aflatoxinu B, v mikrogramoch na 1 ml v $tandardnom roztoku (3.16);
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6.2.

7.1

7.2

<
Il

kone¢ny objem extraktu v mikrolitroch, s prihliadnutim na v3etky riedenia, ktoré boli vykonané;

<

hmotnost vzorky v gramoch, zodpovedajtca objemu extraktu precisteného na koléne.

Z fluorodenzitometrickych merani

Obsah aflatoxinu B, v mikrogramoch na kg vzorky (ppb) je dany vzorcom:

v ktorom:
Y = objem extraktu v mikrolitroch, naneseny na platiu (10 alebo 20 pl);

S = mnozstvo aflatoxinu B, v nanogramoch vo $kvrne extraktu (proporciondlne k danej hodnote Y),
vypocitané z meran;

V = kone¢ny objem extraktu v mikrolitroch, s prihliadnutim na v3etky riedenia, ktoré boli vykonané;

W = hmotnost vzorky v gramoch, zodpovedajtca objemu extraktu precisteného na koléne.

Priprava a skdSanie Standardného roztoku (3.16)

Stanovenie koncentrdcie aflatoxinu B,

Pripravte $tandardny roztok aflatoxinu B, v chloroforme (3.2) alebo v zmesi benzén/acetonitril (3.6) s kon-
centrdciou 8 aZ 10 pg/ml. Pomocou spektrofotometra (4.11) stanovte absorpéné spektrum medzi 330
a 370 nm.

Zmerajte absorbanciu (A) pri 363 nm v chloroformovom roztoku; alebo pri 348 nm v roztoku v zmesi
benzén/acetonitril.

Vypocitajte koncentraciu aflatoxinu B, v mikrogramoch na ml roztoku z nasledujicich vzorcov:

312-A-1 000

ak ide o chloroformovy roztok;
20 600

312:A-1 000

ak ide o roztok zmesi benzén/acetonitril.
19 800

Ak je to vhodné, zriedte mimo pdsobenia denného svetla, tak aby ste ziskali pracovny $tandardny roztok
s koncentriciou aflatoxinu B, priblizne 0,1 pg/ml. Ak sa roztok uchoviva v chladnicke pri teplote 4 °C, je
staly dva tyzdne.

Skisanie chromatografickej cistoty

Naneste na platiiu (4.8) 5 pl Standardného roztoku aflatoxinu B, obsahujticeho 8 az 10 pg/ml aflatoxinu B,
(7.1). Chromatogram nechajte vyvijat spdsobom uvedenym v bode 5.4. V UV svetle sa méze na chromato-
grame objavit len jedna $kvrna a v povodne nanesenej zéne nesmie byt Ziadna fluorescencia.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke tym istym pracov-
nikom nesmie presiahnut:

— 25 % z vy$sej hodnoty pre obsahy aflatoxinu B, od 10 do 20 pg/kg,
— 5 pg, v absolitnej hodnote pre obsahy vyssie ako 20 a do 50 pg/kg,
— 10 % z vy$sej hodnoty pre obsahy nad 50 pg/kg.

Reprodukovatelnost

Pozri ,Pozndmky*, bod 2 casti C.
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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. DVOJROZMERNA CHROMATOGRAFICKA METODA NA TENKE] VRSTVE

Ucel a oblast

Tato metéda umoziuje stanovit hladinu aflatoxinu B, v krmivéch, na ktoré sa nevztahuje metdda A. Dolnd
medza stanovitelnosti je 0,01 mg/kg (10 ppb). Metdda nie je pouzitelnd na krmivd obsahujice citrusovi
duzinu.

Podstata met6dy

Vzorka sa extrahuje chloroformom. Extrakt sa prefiltruje, odoberie sa alikvotnd Cast a vycisti sa stipcovou
chromatografiou na silikagéli. Eludt sa odpari a zvySok sa znovu rozpusti v presnom objeme chloroformu
alebo v zmesi benzénu a acetonitrilu. Alikvotnd Cast tohto roztoku sa podrobi dvojrozmernej chromato-
grafii na tenkej vrstve (TLC). Mnozstvo aflatoxinu B, sa stanovi po oziareni chromatogramu ultrafialovym
svetlom bud vizudlne, alebo fluorodenzitometricky, porovnanim so zndmymi mnoZstvami $tandardu aflato-
xinu B, Identita aflatoxinu B, vyextrahovaného z krmiva sa musi potvrdit uvedenym postupom.
Chemikailie

Pozndmka: Vsetky chemikélie musia byt ,Cistoty p. a.“, pokial nie je uvedené inak.

Aceton.

Chloroform, stabilizovany pridavkom 0,5 az 1,0 % 96 % etanolu (v/v).

N - hexdn.

Metanol.

Bezvody dietyléter, neobsahujtici peroxidy.

Zmes benzénu a acetonitrilu: 98/2 (v[v).

Zmes chloroformu (3.2) a metanolu (3.4): 97/3 (v/v).

Silikagél na stfpcovﬁ chromatografiu, velkost ¢astic 0,05 — 0,20 mm.

Absorbent — vata, vopred odmastend chloroformom, alebo sklend vata.

Siran sodny, bezvody, granulovany.

Inertny plyn, napr. dusik.

1 N kyselina chlorovodikovd.

Kremelina (hyflosupercel) premytd kyselinou.

Silikagél G-HR alebo ekvivalentny, na chromatografiu na tenkej vrstve (TLC).

Vyvijacie ¢inidla:

dietyléter (3.5)/metanol (3.4)/voda: 94[4,5/1,5 (v|v|v), nasytend kyveta.

chloroform (3.2)/acetén (3.1): 9/1 (v[v), nenasytend kyveta.

Standardny roztok obsahujdci priblizne 0,1 pg aflatoxinu B, na 1 ml v chloroforme (3.2) alebo v zmesi
benzén/acetonitril (3.6), pripraveny a skontrolovany spésobom uvedenym v bode 7 metddy A.

Pristroje

Pozri bod 4 metédy A
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.4.4.

5.5.

Postup

5.1. Priprava vzorky

5.2. Extrakcia pozri v bodoch 5.1, 5.2 a 5.3 metédy A
5.3. Cistenie na kolone

Dvojrozmernd chromatografia na tenkej vrstve
Nandsanie roztokov (riadte sa diagramom uvedenym na obr. 1)

Vyryte dve rovné Ciary na platiiu (4.8) rovnobezne s prilahlymi stranami (5 a 6 cm od kazdej strany), tak
aby sa obmedzila migrdcia ciel vyvijacieho ¢inidla. Pomocou kapilarnych pipiet alebo injek¢nych mikrostrie-
kaciek naneste na platiiu nasledujtce roztoky:

— do bodu A, 20 pl precisteného extraktu vzorky ziskaného podla bodu 5.3,
— do bodu B, 20 pl standardného roztoku (3.16),
— do bodu C, 10 pl $tandardného roztoku (3.16),
— do bodu D, 20 yl standardného roztoku (3.16),

— do bodu E, 40 pl standardného roztoku (3.16).

Vysu$te v pomalom pride vzduchu alebo inertného plynu (3.11). Ziskané skvrny musia mat priemer
priblizne 5 mm.

Vyvijanie (riadte sa diagramom uvedenym na obr. 1)

Chromatrogram nechajte vyvijat v smere I v tme s vyvijacim ¢inidlom (3.15.1) (I cm vrstva v nasytenej
kyvete) dovtedy, kym celo vyvijacieho ¢inidla nedosiahne medzni iaru ¢inidla. Vyberte platiu z kyvety
a nechajte schndt v tme pri laboratérnej teplote 15 mindt.

Chromatrogram nechajte potom vyvijat v smere II v tme s vyvijacim ¢inidlom (3.15.2) (1 cm vrstva
v nenasytenej kyvete) dovtedy, kym celo ¢inidla nedosiahne medzni ¢iaru ¢inidla. Vyberte platiu z kyvety
a nechajte schntit pri laboratérnej teplote v tme.

Interpretdcia chromatogramu (riadte sa diagramom uvedenym na obr. 2)

Oziarte chromatogram UV svetlom tak, Ze ho umiestnite do vzdialenosti 10 c¢m od lampy (4.9). Urcite
polohu modrofluoreskujiicich skvin B, C, D a E aflatoxinu B, zo Standardného roztoku. Vyneste dve imagi-
ndrne Ciary prechddzajice cez tieto Skvrny v pravych uhloch k smerom vyvijania. Priesecnik P tychto ciar
je miestom, v ktorom by sa podla o¢akdvania mala nachddzat skvrna aflatoxinu B, pochddzajica z extraktu
vzorky naneseného v bode A (obrdzok 1). Skutotné miesto vyskytu Skvrny aflatoxinu B, sa viak moze
nachddzat v bode Q v priese¢niku dvoch imagindrnych priamok zvierajiicich medzi sebou uhol priblizne
100 a prechddzajicich cez skvrny B a C. Stanovte mnozstvo aflatoxinu B, v extrakte vzorky sposobom
uvedenym v bode 5.5.

Pridavnd chromatografia

Vyryte dve rovné ¢iary na novd platiiu (4.8) rovnobezne s prilahlymi stranami, tak ako je uvedené na obr.
1, naneste v bode A (pozri obrdzok 1) 20 pl precisteného extraktu vzorky, ziskaného v bode 5.3,
a naneste nain 20 pl Standardného roztoku (3.16). Nechajte vyvijat sposobom uvedenym v bode 5.4.2.
Chromatogram oZiarte UV svetlom (4.9) a skontrolujte, ¢i:

— st $kvrny aflatoxinu B, pochddzajiiceho z extraktu a zo Standardného roztoku navrstvené na sebe,

— fluorescencia tejto Skvrny je intenzivnejsia ako fluorescencia $kvrny aflatoxinu B, v bode Q na prvej
platni.

Kvantitativne stanovenia

Stanovte vizudlne alebo fluorodenzitometricky, tak ako je uvedené dalej.
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5.6.

Vizuédlne merania

Stanovte mnozstvo aflatoxinu B, v extrakte porovndvanim intenzity fluorescencie $kvfn extraktu s inten-
zitou Skvin Standardného roztoku v bodoch C, D a E. Podla potreby interpolujte. Ak intenzita fluorescencie
vyzarovanej z 20 pl extraktu bude vacsia ako zo 40 pl $tandardného roztoku, zriedte extrakt predtym, ako
ho znovu podrobite chromatografii na tenkej vrstve, 10- alebo 100-ndsobne chloroformom (3.2) alebo
zmesou benzén/acetonitril (3.6).

Merania fluorodenzitometrom

Zmerajte intenzitu fluorescencie skvin aflatoxinu B, fluorodenzitometrom (4.12) pri excitacnej vinovej dizke
365 nm a pri emisnej vlnovej dlzke 443 nm.

Stanovte mnozstvo alfatoxinu B, v $kvrne extraktu porovnanim intenzity jej fluorescencie s intenzitami
standardného roztoku vo $kvrnach C, D a E.

Potvrdenie identity aflatoxinu B,
Pozri bod 5.6 metddy A.

Vypocet vysledkov
Pozri bod 6 met6dy A.

Opakovatelnost
Pozri bod 8 metddy A.

Reprodukovatelnost

Pozri pod ,Pozndmky*, bod 2 casti C.

C. POZNAMKY TYKAJUCE SA METOD A A B

1. Odtu¢nenie

Vzorky obsahujtce viac ako 5 % tuku sa musia odtu¢nit petroléterom (bod varu 40 az 60 °C) po priprave uvedenej

v 5.1.

V takychto pripadoch sa analytické vysledky musia vyjadrit v hmotnosti neodtu¢nenej vzorky.

2. Reprodukovatelnost vysledkov

Reprodukovatelnost vysledkov, t. j. odchylka medzi vysledkami ziskanymi v dvoch alebo viacerych laboratéridch

VA

+

+

+

tej istej vzorky, bola odhadnuté:

50 % z priemernej hodnoty pre priemerné hodnoty aflatoxinu B, od 10 do 20 pg/kg;
10 pgfkg od priemernej hodnoty pre priemerné hodnoty vyssie ako 20 az do 50pg/kg;
20 % z priemernej hodnoty pre priemerné hodnoty vyssie ako 50 pg/kg.



03/zv. 3 Uradny vestnik Eur6pskej tinie

37

Dodatok k prilohe

11
________ >
i
{E
1
g ¢D Standardy
ol |
tC
I
1
1
i
|
I
I
|
1
]
5l
N |
|
i
|
I
|
l
N gtanglard B
__._+ _____________________ f o e o @ e o o]
E I
|
13 cm < 5 cm
2 cm
Obrdzok 1
II
I
*E
v
Standardy \‘+D
\
‘C
Iy
\
\
\
\

}
|
|
|
|
|
]
|
|
|
|
:
| ~100°
Q B standard

Obrdzok 2




38

Uradny vestnik Eur6pskej tnie

03/zv. 3

I

-

€«————— l4cm

Obrdzok 3



