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STANOVENiI OBSAHU MYKOTOXINU METODOU HPLC -
ZEARALENON

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni zearalenonu v krmivech.

Poznamky

1 Zearalenon (ZON) je charakterizovan jako lakton kyseliny p-resorcylove.
Po chemické strance se jednda o [6-(10-hydroxy-6-oxo-trans-a-undecenyl)-g-
resorcylic-acid-lactone].

2 Princip

ZON se zkrmiv extrahuje vodnym roztokem rozpoustédla. Extrakt se piecisti
na imunoafinitni kolonce. Zearalenon se stanovi pomoci HPLC na reverzni fazi s
fluorescencni detekci pii excitacni vinové délce 274 nm a emisni vinové délce 446 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Acetonitril, CH3CN, HPLC grade.

Methanol, CH3OH, HPLC grade.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Chlorid sodny, NaCl, min 99%.

Hydrogenfosfore¢nan disodny, NazHPO4, min. 99%.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2POs, min. 99%.
Chlorid draselny, KCI, min 99%.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, ¢ = 8 g/I.
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Ptiprava: 8 g hydroxidu sodného se rozpusti ve vod¢ (3) a po vytemperovani se doplni
vodou (3) do 1000 ml.

9 Solny fosfatovy pufr (PBS).

Ptiprava: 8 g chloridu sodného (4), 1,2 g hydrogenfosfore¢nanu disodného (5),
0,2 g dihydrogenfosforetnanu draselného (6) a 0,2 g chloridu draselného (7)
se rozpusti v 900 ml vody, pH se upravi roztokem hydroxidu sodného (8) na hodnotu
7,4 a pak se doplni do 1000 ml vodou. Lze pouZzit komeréné dostupné tablety pro PBS
(5 tablet /1000 ml).
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Mobilni faze pro HPLC — methanol + voda, (75 + 25), (v/v).

Piiprava: Smicha se 750 ml methanolu (2) a 250 ml vody (3).

Extrak¢ni roztok — methanol + voda (75 + 25), (v/v), je stejny jako mobilni faze.
Ptiprava: Smicha se 750 ml methanolu (2) a 250 ml vody (3).

Promyvaci roztok — methanol + PBS (15 + 85), (v/v).

Piiprava: Smicha se 150 ml methanolu (2) a 850 ml PBS (9).

Redici roztok — methanol + voda (50 + 50), (V/V).

Ptiprava: Smicha se 500 ml methanolu (2) a 500 ml vody (3).

Zearalenon, zasobni roztok.

Piiprava: Do 50ml odmérné banky se pievede 10 mg zearalenonu (18), doplni se
po znacku acetonitrilem (1) a promicha. Koncentrace zearalenonu je 200 pg/ml.

Pracovni roztok standardu.

Piiprava: Do 100ml odmérné banky se pipetuje 1 ml zasobniho roztoku (14) a doplni
se po znacku acetonitrilem (1). Vysledna koncentrace je 2000 ng/ml.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, ¢ = 40g/I.

Ptiprava: Ve vodé (3) se rozpusti 40 g hydroxidu sodného a po vytemperovani
se doplni vodou do 1000 ml.

Extrakéni roztok pro kolonky R-Biopharm: acetonitril + voda, (75 + 25), (vV/v).
Ptiprava: Smicha se 750 ml acetonitrilu (1) a 250 ml vody (3).

Zearalenon, standardni substance.

Piistroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s fluorescencni detekei.
Laboratorni ttepacka horizontalni.

Vakuovy manifold.

Vakuova pumpa.

Plastové stiikacky a kohouty pro pfipojeni imunoafinitnich kolonek.
Koncentrator vzorku Termovap.

Ultrazvukova lazen.

Analytické vahy.

Imunoafinitni kolonky urcené pro ptecisténi zearalenonu (napt. ZearalaTest, Vicam,
EASI-EXTRACT Zearalenon, R-Biopharm).
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10 Filtra¢ni papir (napt. Whatman 113V nebo filtra¢ni papir Vicam k. ¢. 13242) a filtry
Z mikrovlakna (napt. Vicam k.¢. 31955)

11 Laboratorni sklo.

5 Pracovni postup

51 Extrakce

Do konické banky (250 ml nebo 500 ml) se navazi 25 g vzorku s presnosti na 0,01 g a 2,5g
NaCl, ptfidd se 100 ml extrakéni smési (11), banka se uzavie zatkou a vzorek se tfepe
na laboratorni tiepacce po dobu 1 h. Poté se vlozi do ultrazvukové 1azn€ na dobu 10 min. Pak
se extrakt prefiltruje ptes papirovy filtr a nasledné ptes filtr z mikrovlakna (10) do suché
podlozni nadoby, pfi¢emz prvnich 5 ml se nepouzije.

Poznamky

2 Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na cdstice o velikosti 1,0 mm az 0,5 mm tak,
aby se zabranilo prehiati vzorku béhem homogenizace.

3 Vihké vzorky (silaze, sendze) je nutné nejprve ususit v susarné pri teplote 50 °C
na vihkost mensi nez 14 % a pak postupovat stejné jako u suchych vzorkii.

4 Neékteré matrice (susené silaze a senadze, seno) poutaji velké mnozstvi extrakcni smési.
Jeji objem je pak nutné zvysit na 200 ml.

5 Po extrakci silazi a sendzi je nutné zmérit pH a upravit na hodnotu 7,0 az 7,4 roztoky
(8), (16).

5.2  Prelisténi na imunoafinitni kolonce - ZearaTest firmy Vicam

Do sklenéné kadinky se napipetuje 10 ml filtratu vzorku (viz. 5.1) a roziedi se 40 ml PBS (9).
Naredény vzorek se dobie zamicha a piefiltruje pres filtr z mikrovldkna (10), pficemz
prvnich 5 ml se nepouzije. Imunoafinitni kolonky se pfipravi podle ndvodu vyrobce. Vrchni
kryt imunoafinitni kolonky (9) se propichne ostrym hrotem nlzek, sejme se spodni kryt
a napoji se pres kohout na vakuovy manifold (3). Na kolonku se pfipoji plastova stiikacka
(5). Do stiikacky-zasobniku se pipetuje 10 ml extraktu vzorku a necha se prechazet
ptes kolonku samovolné (gravitaci) nebo mize byt pouzita vakuova pumpa (4). Pritok by
nemél prekrocit 5 ml/min (1 aZz 2 kapky/s) a aplikace vzorku probiha az do prichodu
vzduchu.

Imunoafinitni kolonka se proplachne 5 ml promyvaciho roztoku (12) a 10 ml vody (3).
Nakonec se necha projit kolonkou vzduch. Kolonka se vyjme z manifoldu a umisti se
nad vialku. Pfi pouziti jinych kolonek je nutné fidit se navodem vyrobce.
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5.3  Priprava zkuSebniho roztoku vzorku

Zearalenon se eluuje do vialky 0,75 ml methanolu (2). Po priichodu posledni kapky kolonkou
se pocka jesté¢ 1 min a pak se pokracuje v eluci druhou davkou 0,75 ml methanolu (2). Ptida
se 1,5 ml vody (3), smés se dobfe promicha a muze se podle potieby pfed analyzou HPLC
jeste zfiltrovat nebo odstfedit na laboratorni odstiedivce po dobu 5 min pti 10000 ot/min.

5.4  HPLC analyza
Kalibraéni krivka

Do 10ml odmérnych banck se pipetuje postupné (50; 250; 450; 650; 850) ul pracovniho
roztoku standardu (15) a doplni se po znacku fedicim roztokem (13). Vysledna koncentrace
kalibracnich roztoka je (10; 50; 90; 130; 170) ng/ml. Kalibracni kiivka se pfipravuje
na poc¢atku kazdého dne analyzy a kdykoliv se zméni chromatografické podminky.

HPLC podminky

Tabulka 1. Pfiklad podminek chromatografického systému.

Kolona Analyticka kolona s reverzni fazi, napft.
C18, 250 mm x 4,6 mm [.D, 4 um nebo podobna
Mobilni faze (10)
Teplota kolony 30°C
Objem nastiiku 100 pl
Fluorescenc¢ni detekce Excitacni vinova délka 274 nm, emisni vlnova délka 446 nm
Pratok mobilni faze 1,0 ml/min

6 Vypocet a vyjadreni vysledkii
Obsah zearalenonu (X) v krmivech vyjadieny v pg/kg se vypocita podle vztahu
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kde
c je koncentrace ZONu vypocitana z kalibra¢ni kfivky (ng/ml),

\Y objem rozpoustédla pouzity na extrakci (ml),
E koneény objem roztoku (3,0ml),
m navazka vzorku (g),
A objem extraktu pouzity na precisténi (ml).

Poznamky

6 Jestlize je obsah zearalenonu vyssi nez 3 mg/kg, je nutné extrakt pred cisténim
na imunoafinitnich kolonkdch redit 10 x.

7 Veskeré sklo, které prislo do styku s mykotoxiny, je nutno dekontaminovat.
K dekontaminaci se pouziva 2% roztok chlornanu sodného, ktery se necha piisobit
minimalné 2 h. Sklo se po oplachnuti vodou umyje béznym zpiisobem.
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