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Okreslono optymalne warunki oznaczania aflatoksyny Mi w mleku. Zbadano
przebieg ekstrakcji, oczyszczania ekstraktow, tworzenia pochodnej acetalowej
aflatoksyny z kwasem trifluorooctowym oraz wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej. Sredni odzysk metody w zaleznosci od poziomu fortyfikacji wynosit
62-67%), granica oznaczalnosci 0,01 fig aflatoksyny Mi w litrze mleka.

WSTEP

Sposréd poznanych metabolitéw aflatoksyny Bi powstajacych w organizmie zwie-
rzecym szczeg6lne miejsce zajmuje aflatoksyna Mi czyli 4-hydroksy aflatoksyna Bb
Aflatoksyna Mi posiada zblizong site dziatania toksycznego do aflatoksyny Bb wyka-
zujac rowniez wiasciwosci kancerogenne [16]. Jest ona obecna m.in. w wydalinach
zwierzat narazonych na aflatoksyne Bi oraz, co jest szczegdlnie istotne, wykrywana jest
takze w mleku [11, 16]. Przechodzenie réznych mikotoksyn w postaci metabolitow
z paszy do mleka i produktéw zwierzecych - ,carry over”, jest powaznym problemem
jakosci higieniczno-zdrowotnej zywnosci i surowcéw przeznaczonych do jej produkcji
[12, 21, 23].

Istnieje wiele metod wykrywania i oznaczania aflatoksyny Mi w mleku, ktore sag
ustawicznie doskonalone pod wzgledem doktadnosci, precyzji oraz wykrywalnosci i
oznaczalnos$ci. Oproécz stosowanej do chwili obecnej chromatografii cienkowarstwowej
(TLC) jako metody rozdziatu i identyfikacji [4, 8, 13], coraz czesciej wykorzystuje sie
technike wysokosprawnej chromatografii cieczcowej (HPLC) [3, 5, 9, 10, 18, 22].
Zdaniem wielu badaczy pozwala ona na uzyskanie bardziej powtarzalnych wynikow;
o wielkos$ci btedu wzglednego oznaczenia decydujg jednak przede wszystkim czynniki

zwigzane ze sposobem ekstrakcji i oczyszczania ekstraktéow. Na uwage zastuguja
rowniez, szczeg6lnie w analizie pohloscmwej* techniki immunoenzymatyczne [5, 7, 19].
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Projekt nowego Zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej w sprawie wy-
kazu substancji dodatkowych dozwolonych i zanieczyszczeh technicznych w $rodkach
spozywczych i uzywkach okresla maksymalne, dopuszczalne zawartosci aflatoksyny Mi
w mleku i w modyfikowanych mieszankach mlecznych dla niemowlat i dzieci [17].

Totez celem niniejszej pracy byto opracowanie zoptymalizowanej, wiarygodnej me-
tody oznaczania aflatoksyny Mi w mleku ptynnym technika HPLC na podstawie
dostepnego pisSmiennictwa, jak rowniez w oparciu o wtasne doSwiadczenia z tego zak-
resu.

Uwzgledniono przy tym poszczeg6lne etapy toku analizy, a wiec: ekstrakcje toksyny
z badanego materiatu, oczyszczanie ekstraktow, warunki tworzenia odpowiednich po-
chodnych fluoryzujacych oraz warunki wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

MATERIALY | METODYKA

Wyposazenie

Wykorzystano zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy Milton Roy/LDC
Analytical sktadajacy sie z nastepujgcych elementéw: pompy izokratycznej Constametric IlI,
kolumny Techsphere 5 ODS 250 x 4,6 mm z przedkolumng Cig, detektora fluorymetrycznego
Fluoro-Monitor 111 z filtrami 370/418-700 nm, zaworu dozujacego Rheodyne 721 z petlg o0 po-
jemnosci 20 /ul. Prace zestawu kontrolowano za pomocg komputera z programem sterujagcym
i integrujgcym Axxiom 727. Do rejestracji chromatograméw wykorzystano drukarke Epson
XL-400.

Stosowano ponadto: wyparke prézniowa Biichi, blok grzejny Pierce wraz z naczynkami
reakcyjnymi poj. 5 ml, wytrzasarke laboratoryjng Elpan 358S, faznie ultradzwiekowa, Biichler,
mikrostrzykawke Hamilton poj. 100 gl oraz typowe szkto laboratoryjne takie jak: kolby miarowe,
kolby stozkowe pipety, rozdzielacze.

Odczynniki i materiaty pomocnicze

1 chloroform cz.d.a., POCH Gliwice, dwukrotnie destylowany suszony wstepnie bezwodnyn
CaCh, 2. chlorek metylenu cz.d.a., POCH Gliwice dwukrotnie destylowany, 3. n-heksan cz.,
POCH Gliwice, 4. acetonitryl i metanol o czystosci HPLC, BDH, 5. izopropanol cz.d.a., POCH
Gliwice, destylowany z odrzuceniem pierwszych i ostatnich 100 ml na kazde 2 litry rozpuszczal-
nika, uprzednio ogrzewanego 2 godziny ze 100 g KOH i 15 g pytu cynkowego, 6. woda do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej redestylowana znad 0,5 g KMn04 i 5 g NaOH doda-
nych na kazde 2 litry wody, 7. kwas trifluorooctowy (TFA) cz.d.a., Merck, 8. chlorek sodowy
cz.d.a., POCH Gliwice, 9. amoniak cz.d.a, POCH Gliwice, 10. celit 545, POCH Gliwice, 11.
kolumny SPE Cis 1000 mg, Baker, 12. kolumny SiOH 1000 mg, Baker, 13. wzorzec aflatoksyny
Mi, Sigma oraz roztwory wzorcowe: roztwor podstawowy w chloroformie o stezeniu 1 ~g/ml
i roztwory robocze w chloroformie, acetonitrylu oraz w wodzie o stezeniu 0,1 /ug/ml (stezenie
roztworu podstawowego sprawdzono wg [12]), 14. saczki jakoSciowe z bibuly filtracyjnej, POCH,
15. azot sprezony z butli.

Metody badan
Badania na roztworach wzorcowych

Ustalenie warunkoéw reakcji z kwasem trifluorooctowyn (TFA)

W pierwszej fazie badan okreslono optymalne warunki przeksztatcania aflatoksyny Mi w jej
pochodng acetalowa, aflatoksyne Mra. Do naczynek reakcyjnych odmierzano po 50 /xI roztworu
roboczego aflatoksyny w chloroformie. Po odparowaniu rozpuszczalnika w bloku grzejnym
w strumieniu azotu, w temperaturze nie przekraczajacej 60°C, do pozostatosci dodawano kolej-
no 200 /il n-heksanu i 50 g1 TFA. Zawarto$¢, po dokfanym wymieszaniu, ogrzewano w bloku



grzejnym w temperaturach 60, 40, 30°C w czasie: 2, 4, 6, 15 i 20 minut. Po ochtodzeniu roztwory
w naczynkach odparowywano do sucha w strumieniu azotu. Pozostato$¢ po odparowaniu roz-
puszczano w 200 ix1 mieszaniny acetonitrylu z wodg (1+9) mieszajgc 30 sekund w fazni ultra-
dzwiekowej. Roztwory nanoszono na kolumne chromatografu cieczowego.

Ustalenie warunkoéw wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Analize chromatograficzng wzorcéw aflatoksyny Mi po reakcji z TFA wykonywano na
kolumnie chromatograficznej ODS. Jako fazy ruchome stosowano nastepujace kombinacje
rozpuszczalnikow:

— acetonitryl, metanol, woda (17+17+66), (15+15+70), (10+10+80), (20+5+75),
(13+10+77), (9+15+76),

— acetonitryl, izopropanol, metanol, woda (13+4+4+79),

— metanol, izopropanol, woda (18+7+75), (17+6+77).
Predkosé przeptywu fazy ruchomej zmieniano w zakresie od 0,5 do 2,0 ml/min, dtugosci fali
wzbudzenia i emisji detektora fluorymetrycznego wynosity odpowiednio 370/417-700nm.

Ustalenie warunkéw elucji aflatoksyny Mi z kolumn SPE Cig i SiOH

Zbadano przydatno$¢ kolumn SPE oceniajac stopiert wyeluowania aflatoksyny Mi. Kolumny
typu Ci8 kondycjonowano w nastepujgcy sposob: kolumne przemywano 20 ml metanolu, a
nastepnie 26 ml wody, predko$¢ przeptywu cieczy przy zastosowaniu podci$nienia wynosita
1 ml/min. Nastepnie na kolumne nanoszono 100 ml roztworu wzorcowego aflatoksyny w wodzie,
predkosé przeptywu ustalono na ok. 5 ml/min., eluat odrzucano. Kolumne przemywano ponownie
20 ml wody (z predkoscig j.w.), eluat odrzucano, kolumne suszono ok. 6 min (podcis$nienie) i
przemywano 20 ml n-heksanu (wariant pierwszy), w warunkach jak poprzednio, odrzucajac
rowniez te frakcje. Po ponownym wysuszeniu kolumny (6 minut) aflatoksyne Mi eluowano do
naczynka reakcyjnego (predkos$¢ przeptywu 5 ml/min) 4 ml mieszaniny acetonu z chlorkiem
metylenu (5+95). Rozpuszczalnik odparowywano w bloku grzejnym w strumieniu azotu, w
temperaturze nie przekraczajacej 60°C, do pozostatosci dodawano kolejno 200 fX\ n-heksanu i
50 y\ TFA. Zawarto$¢ naczynka, po doktadnym wymieszaniu, ogrzewano w bloku grzejnym 6
minut w temperaturze 60°C. Nastepnie postepowano zgodnie z opisem badan dotyczacych
warunkoéw wysokosprawnej chromatografii cieczowej, przy czym stosowano uktad rozwijajacy
stanowigcy mieszaninge metanolu, izopropanolu i wody (18+7+75).

W drugim wariancie elucji, na analogicznej kolumnie, po naniesieniu wodnego roztworu
wzorca aflatoksyny Mi, kolumne przemywano kolejno: 20 ml wody, 20 ml mieszaniny amonia-
ku, acetonitrylu oraz wody (1+10+90), 20 ml kwasu octowego z acetonitrylem i woda
(1+10+99). Elucje aflatoksyny wykonywano jak w poprzedniej wersji - acetonem z dichloro-
metanem.

Kolumne typu SiOH kondycjonowano 10 ml chloroformu przy predkosci przeptywu Iml/min.
Nastepnie nanoszono 2 ml chloroformowego roztworu wzorcowego aflatoksyny Mi, eluat chlo-
roformowy odrzucano, a kolumne przemywano kolejno: 1 ml chloroformu, 2 ml n-heksanu
i 1 ml eteru etylowego oraz ponownie 1 ml n-heksanu. Przy wszystkich wymienionych manipu-
lacjach (oprécz kondycjonowania) predkos$¢ przeptywu rozpuszczalnika wynosita 5 ml/min.
Eluaty odrzucano, a aflatoksyne wymywano 2 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (9+1).
Po odparowaniu rozpuszczalnika w warunkach jak opisano poprzednio, do pozostatosci w
naczynku reakcyjnym dodawano kolejno 200 al n-heksanu i 50 /j1 TFA. Po doktadnym wymie-
szaniu, zawarto$¢ naczynka ogrzewano w bloku grzejnym 6 minut w temperaturach 60°C.
Nastepnie postepowano zgodnie z opisem badan dotyczagcym warunkdéw wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej.
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Ustalenie warunkoéw ekstrakcji aflatoksyny Mi z probek mleka, oczyszczania ekstraktow oraz
wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Ekstrakcja i oczyszczanie ekstraktow*: 50 ml mleka wytrzagsano 30 minut na wytrzgsarce
mechanicznej z 250 ml chloroformu i 5 g celitu. Warstwe chloroformowa pobierano pipeta,
sgczono przez saczek z bibuly i do dalszej analizy pobierano 130 ml klarownego ekstraktu.
Ekstrakt chloroformowy odparowywano w wyparce prozniowej w 55°C, sucha pozostato$¢ roz-
puszczano w 100 ml wody wytrzasajac na wytrzasarce przez 10 minut. Roztwdr wodny sgczono
przez saczek karbowany z bibuly i nanoszono na kolumne SPE Cig postepujgc zgodnie z
procedurg opisang dla roztworéw wzorcowych (oba warianty). Eluat zawierajacy aflatoksyne
przenoszono ilosciowo 20 ml n-heksanu do rozdzielacza, do ktérego dodawano 45 ml wody i 4
ml nasyconego roztworu chlorku sodowego. Cato$¢ wytrzasano 1 minute. Warstwe dolng, po
przeniesieniu do nastepnego rozdzielacza, ekstrahowano dwukrotnie minute dwiema kolejnymi
porcjami, po 10 ml kazda, n-heksanu. Po rozdzieleniu sie faz, warstwe wodng przenoszono do
nastepnego rozdzielacza, po czym dodawano 20 ml chloroformu. Zawarto$¢ rozdzielacza wy-
trzasano 3 minuty. Warstwe chloroformowg przenoszono do kolby od wyparki, a pozostatg
w rozdzielaczu warstwe wodng ekstrahowano 2-krotnie chloroformem (porcjami po 10 ml).
Potaczone ekstrakty chloroformowe odparowywano w wyparce prozniowej do sucha w 55°C.
Pozostato$¢ po odparowaniu przenoszono ilosciowo chloroformem do naczynek reakcyjnych,
rozpuszczalnik odparowywano w bloku grzejnym w 60°C w strumieniu azotu.

W przypadku kolumny SiOH ekstrakt chloroformowy (ekstrakcja wstepna) odparowywano
w wyparce prézniowej w 55°C, suchg pozostato$¢ przenoszono ilosciowo do naczynek reakcyj-
nych chloroformem, ekstrakt rozpuszczano w 2 ml chloroformu i nanoszono na kolumne
postepujac zgodnie z procedurg opisang dla roztworéw wzorcowych. Nastepnie ekstrakty oczy-
szczano w rozdzielaczach n-heksanem analogicznie jak w przypadku ekstraktow z kolumny Ci8.

Reakcja z TFA

Do pozostatosci w naczynkach reakcyjnych dodawano 200 jul n-heksanu i 50 /xI TFA. Zawar-
to$¢ naczynek mieszano 1 minute na tazni ultradzwiekowej, nastepnie ogrzewano 6 minut
w 60°C w bloku grzejnym. Po schiodzeniu mieszaning reakcyjng odparowywano w strumieniu
azotu, a pozostatos¢ rozpuszczano w 200 fj\ mieszaniny acetonitrylu z wodg (1+9) mieszajac 30
sekund w tazni ultradzwiekowej.

W analogiczny sposéb wykonywano reakcje z TFA dla roztworéw wzorcowych aflatoksyny
Mi.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Stosowano uktady rozwijajagce wymienione w punkcie dotyczagcym badan na roztworach
wzorcowych. Réwnolegle chromatografowano roztwory standardowe po wykonaniu reakcji z
TFA. Zawarto$¢ aflatoksyny obliczono za pomocg programu integrujgcego Axxiom na podstawie
poréwnania powierzchni pikéw probki i standardu; w przypadku prébek mleka zawartos¢ tok-
syny wyrazano w /j.g/1

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W badaniach nad doborem warunkéw reakcji aflatoksyny Mi z TFA zamierzano
pierwotnie wykorzysta¢ metodyke opisang w pracy Takedy [22]. Poniewaz w wersji

* W badaniach wstepnych stwierdzono, ze bezposrednie nanoszenie prébki mleka na kolumne
(po rozcienczeniu wodg w odpowiednim stosunku) nie pozwala na uzyskanie ekstraktow (elu-
atéw) o odpowiedniej czystosci. Rowniez odbiatczanie probek za pomocg siarczanu cynkowego
w $rodowisku alkalicznym nie przyniosto oczekiwanych wynikow.



oryginalnej nie uzyskano powtarzalnych wynikéw, postanowiono przede wszystkim
zbadaé¢ przebieg reakcji, w zalezno$ci od czasu jej trwania, w réznych warunkach
temperatury. Najlepsza powtarzalno$¢ V-7% oraz najwyzsze odpowiedzi detektora
otrzymano w temperaturze 60°C w czasie 6 minut. Zblizone wyniki, jesli chodzi o wiel-
ko$¢ powierzchni pikéw uzyskano w tej samej temperaturze w czasie 15 min., przy
znacznie jednak gorszej powtarzalnosci. W pozostatych warunkach obserwowano niski
poziom odpowiedzi detektora oraz znaczny ich rozrzut. W tabeli | przedstawiono
wplyw temperatury i czasu na przebieg reakcji aflatoksyny Mi z TFA.

Tabela 1. Wplyw temperatury i czasu na przebieg reakcji aflatoksyny Mi z TFA (wiel-
kosci powierzchni pikéw aflatoksyny Mi stanowig Srednie z 16 réwnolegtych
pomiaréw dla kazdej z badanych temperatur)

Influence of temperature and time on derivatisation of aflatoxin Mi with TFA
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Préba polegajaca na strgcaniu biatka za pomoca roztwor6w siarczanu cynku w al-
kalicznym $rodowisku wg Chambona i wsp. [2], przeprowadzona w badaniach wstep-
nych, nie powiodta sie, poniewaz straty aflatoksyny siegaty 100%. R6wniez zastosowa-
nie kolumn SPE SiOH nie dawato pozytywnych rezultatéw, ze wzgledu na niewystar-
czajacy stopien oczyszczenia ekstraktow. By¢ moze zastosowanie kombinacji kolumn
SPE obu rodzajéw przyniostoby oczekiwany efekt, jednak wigzatoby sie to z wysokimi
kosztami analizy i znacznym wydtuzeniem czasu jej trwania.

Na podstawie przeprowadzonych badan za niezbedne uznano oczyszczanie ekstrak-
téow chloroformowych na kolumnie SPE Cis, a nastepnie ekstrakcje ciecz-ciecz n-hek-
sanem i reekstrakcje aflatoksyny chloroformem.

W celu okreslenia najodpowiedniejszych warunkéw wysokosprawnej chromatografii
cieczowej zbadano uklady rozwijajace na bazie wody z dodatkiem trzech modyfika-
toréw: acetonitrylu, izopropanolu oraz metanolu, w réznych kombinacjach i propor-
cjach. Okreslono zatem wptyw sity eluotropowej uktadéw jak i rodzaju modyfikatorow
na efekt rozdziatu aflatoksyny Mi (jako aflatoksyna M2a) i substancji interferujgcych
oraz na ich czasy retencji.

Najlepsze wyniki otrzymano w przypadku mieszaniny metanolu, izopropanolu i wody
(18+7+75) o sile eluotropowej gEA 160, przy predkosci przeptywu 0,9 ml/min.
Wspotczynnik pojemnosciowy k’ w tych warunkach wynosit 2,27. Poprawne byly
réwniez chromatogramy otrzymane za pomocg ukiadu zawierajacego wspomniane
komponenty w proporcjach: (17+6+77) odpowiednio, o mniejszej sile eluotropowej
gEA réwnej 146 (k’ = 3,42). Uzyskane na chromatogramach piki aflatoksyny byty
jednak nieco rozmyte, a czasy retencji o okoto 25% dtuzsze w poréwnaniu z pierwszym
z wymienionych uktadéw, rye. 1, 2.

W przypadku uktadoéw ztozonych z acetonitrylu, wody i metanolu o catkowitej sile
eluotropowej gEA od 192 do 136, wymienionych w czesci doswiadczalnej niniejszej
pracy, rozdzialy aflatoksyn i substancji balastowych byty niezupetne (Rs < 1), podobnie
jak po zastosowaniu mieszaniny acetonitrylu, izopropanolu, metanolu i wody o gEA
152. Swiadczy to réwniez o wplywie rodzaju modyfikatora na przebieg procesu chro-
matograficznego nie tylko w aspekcie zblizonych wtasciwosci eluotropowych fazy ru-
chomej. Zwigkszenie predkosci przeptywu powyzej Iml/min, teoretycznie korzystne ze
wzgledu na mozliwos$é skrécenia czasu analizy chromatograficznej, pogarszato istotnie
rozdziat aflatoksyny od substancji towarzyszacych, obecnych w ekstraktach. Optymalna
predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,9 ml/min.

Na podstawie przeprowadzonych badan przyjeto nastepujacy schemat oznaczania
aflatoksyny Mi w mleku (kazdy z etapéw szczegdtowo opisano w poprzedniej czesci
pracy): 1) ekstrakcja 50 ml probki mleka chloroformem, 2) oczyszczanie ekstraktu
chloroformowego na kolumnie SPE C)8 (wariant 1), 3) odttuszczanie n-heksanem, 4)
reakcja z TFA w 60°C, 6 min, 5) chromatografia HPLC na kolumnie ODS z faza
ruchomg stanowigcg mieszaning metanolu, izopropanolu i wody (18+7+75).

W celu okre$lenia podstawowych parametrow statystycznych metody, probki mleka
ptynnego fortyfikowano aflatoksyng Mj na poziomie: 0,2, 0,1 i 0,05 /ig/l mleka.

Wartosci $redniego odzysku bedacego miarg btedu bezwglednego metody, odchyle-
nie standardowe i przedziat ufnosci $redniego odzysku przedstawiono w tabeli II.



Rye. 1. Chromatogram ekstraktu probki mleka fortyfikowanego aflatoksyng Mi. Uktad rozwi-
jajacy: metanol, izopropanol, woda (18+7+75). Aflatoksyna jako pochodna Mra

% c- 2. Chromatogram ekstraktu prébki mleka fortyfikowanego aflatoksyna Mj. Uktad rozwi-
jajacy: metanol, izopropanol, woda (17+6+77). Aflatoksyna jako pochodna Mra






Okres$lono rowniez granice wykrywalnosci metody (Srednia warto$¢ sygnatu probki
Slepej plus trzy odchylenia standardowe), ktéra wynosita 0,0025 fig aflatoksyny Mi
w litrze mleka. Jako granice oznaczalno$ci obrano 4-krotng warto$¢ granicy wykrywal-
nosci; co stanowi 0,01/u.g aflatoksyny Mj/1 mleka. Najwyzsza dopuszczalna zawartos$c
aflatoksyny w mleku ptynnym zgodnie z projektem Zarzadzenia Ministra Zdrowia
i Opieki Spotecznej w sprawie wykazu substancji dodatkowych dozwolonych i zanie-
czyszczen technicznych w $rodkach spozywczych i uzywkach wynosi 0,05 /xg/l mleka
[17]. Dla poréwnania, najmniejszg ilo$¢ aflatoksyny Mi, ktérg mozna jeszcze wykryé
metodg chromatografii cienkowarstwowej wynosi 0,025 yugl mleka [13].

Pozostate parametry analityczne takie jak: Sredni odzysk czy odchylenie standardowe
sg porownywalne do cytowanych przez innych autoréw. | tak np. Chang i wsp. [3] w
metodzie oznaczania aflatoksyny Mi w mleku, z wykorzystaniem techniki HPLC- RPis
i reakcji z TFA odzyskiwali 67% aflatoksyny dodanej do mleka. Zakres zbadanych
stezen wynosit 100 do 8000 ng/l. Wspoiczynnik zmienno$ci natomiast osiggat wartosé
13-23%.

Rutynowa metoda HPTLC (poréwnywalna z HPLC) stosowana w Veterinarunter-
suchungsamt w Hanowerze [1] charakteryzuje sie srednim odzyskiem na poziomie 50%
i granicg wykrywalnosci 0,05/ig aflatoksyny Mi w litrze mleka. Sheperd i wsp. [20]
oznaczajac aflatoksyne Mi w mleku za pomocag wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej, po uprzedniej ekstrakcji i oczyszczeniu prébek na kolumnach SPE Cie, odzyskiwali
40 do 60% dodanej toksyny (poziomy fortyfikacji 16 i 160 ng/l mleka). Granica
wykrywalnosci metody wynosita 0,005 /xg aflatoksyny/ litr mleka. Natomiast jej odzysk
z préobek mleka metodg zblizong do poprzednio omoéwionej, wg Piva i wsp. [15] wynosit
55-97%.

Warto$¢ tego parametru, jak donosi Takeda [22], ksztattowata sie na poziomie
76-91%. Postepowanie analityczne proponowane przez autora obejmowato nastepujace
etapy: ekstrakcje i oczyszczanie ekstraktéw probek mleka na kolumnach SPE Cis,
reakcje z TFA, wysokosprawng chromatografie cieczcowag w fazach odwréconych. Me-
tode te probowano wykorzystaé w pracy witasnej, jednak ekstrakty zawieraty tak znaczne
ilosci interferujgcych substancji, iz nie mogty byé analizowane chromatograficznie.
Réwniez Fremy i wsp. [6], po ekstrakcji aflatoksyny chloroformem z probek mileka,
mleka w proszku oraz sera i oczyszczaniu ekstraktéow na kolumnach SPE SiOH, od-
zyskiwali 61-100% dodanej toksyny.

WNIOSKI

1- Opisana metoda oznaczania aflatoksyny Mi w mleku, dzieki bardzo dobrej
wykrywalnosci moze by¢ stosowana do kontroli tego surowca na jej obecnos¢.

2. Celowe jest wykorzystanie metody, po uprzednim przeprowadzeniu stosownych
badan, do oznaczania aflatoksyny Mi w mleku w proszku i w odzywkach dla dzieci.
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DETERMINATION OF SELECTED MYCOTOXINS IN FOOD
PART L.: SELECTION OF OPTIMISED CONDITIONS FOR THE DETERMINATION
OF AFLATOXIN Mi IN MILK BY MEANS OF HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY

Summary

The aim of this study was to perform a optimized method for determination of aflatoxin Mi
in milk. The manner of extraction and clean-up of milk extracts as well conditions of reaction
of aflatoxin Mi with TFA and HPLC was described. The main steps of optimized method were:
extraction of samples with chloroform, clean-up of extracts on SPE Ci8 columns and by means
of extraction with n-hexane, derivatisation of aflatoxin Mi with TFA (60°C, 6 minutes) to acetal
form - aflatoxin Mra and determination of aflatoxin by means of the RP-HPLC technique. The
mobile phase was a mixture of methanol, isopropanol and water (18+7+75). Fluorometric
detection was made at 370/418-700 nm. The mean recovery of aflatoxin Mi dependent on
fortification level was 62-67%, limit of detection was 0,01 /xg/1 of milk.
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