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Fusarium-sienet eli punahomeet ovat viljalle yleisia patogeeneja ympari maailman. Ne
heikentavat sadon laatua ja aiheuttavat terveydellisen haitan lisdksi merkittavia taloudellisia
tappioita viljelijoille. Fusarium-sienten maard Suomessa kasvavissa Vviljoissa riippuu pitkalti
kasvupaikasta, sééolosuhteista ja lajikkeiden alttiudesta homeelle. Homeiden tuottamista
toksiineista deoksinivalenoli (DON) on yleisin ja tutkituin hometoksiini. Euroopan komission
asetuksessa (EY) No 1881/2006 asetetaan enimmaisraja-arvot toksiineille elintarvikkeissa.
DON-pitoisuuden lakisaateiset raja-arvot ovat kauralla 1,75 ppm ja muille viljoille 1,25 ppm.

Opinnaytetydssa testattiin pikamenetelman toimivuus ja luotettavuus kolmella eri viljalajilla.
DON-pitoisuuksia  mitattiin ~ prosessoimattomasta viljasta lahella lakisdateisia raja-
arvopitoisuuksia. Maarityksiin kaytetty Rida®QuickDON-pikatesti ja tuloksen lukemiseen
suunniteltu lukijalaite ovat laajalti kaytdssa viljakaupassa maaritettdessa DON-pitoisuuksia
ostettavasta viljasta. Testauksen antamia tuloksia verrattin akkreditoidulla menetelmalla
saatuihin tuloksiin ja tuloksia vertailtiin 95 % luottamustasolla toisiinsa. Tulosten raportoinnissa
ja mitatun tuloksen mittausepavarmuuden laskemisessa noudatettiin lainsdadannén ohjeistusta.
Tyon tuloksista voidaan paatelld, ettd Rida®QuickDON-pikatesti ja tuloksen lukemiseen
kaytettava Rida®Quick Scan-lukijalaite tayttavat Euroopan komission asetuksen (EY) 401/2006
asettamat vaatimukset kvantitatiiviselle DON-toksiinin maaritykselle prosessoimattomasta
viljasta.
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DETERMINATION OF DEOXYNIVALENOL IN
GRAIN BY SEMI-QUANTITATIVE QUICK TEST

Fusarium fungi causing brown foot rot are common pathogens in grain around the world. They
reduce the crop quality and cause health risk in addition to significant financial losses for
farmers. The presence of Fusarium fungi during cultivation in Finland depends largely on the
growing area, the weather conditions and the susceptibility of the grain variety to fungi.
Fusarium fungi produce toxins of which deoxynivalenol (DON) is the most common and studied
toxin. EC Regulation No 1881/2006 sets the limits for mycotoxins in food. The DON limits are
1.75 ppm in oats and 1.25 ppm in other grain species.

The validity and reliability of the quick method were tested in this thesis for three different grain
species. The DON concentrations were measured from unprocessed grain around the statutory
threshold levels. The Rida®QuickDON quick test with a Rida®Quick Scan reader, which were
also used in this thesis, are widely used in the grain trade to measure DON. The results were
compared with those obtained by an accredited GC-MS method and at 95 per cent significance
level. The legislation guidelines were followed when reporting the results and the measurement
uncertainty of the calculation. According to the study, the Rida®QuickDON method with a
Rida®Quick Scan reader fulfills the requirements of the Commission Regulation (EC) 401/2006
for a quantitative determination of DON content in unprocessed grain.
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SANASTO

Deoksinivalenoli

Fumonisiini

Fusarium-sienet

Hometoksiinit

HT-2

MTT

Nivalenoli

T-2

Trikotekeenit-ryhma

VYR

Zearalenoni

12,13-epoksi-3,7,15 -trihydroksitrikotek-9-en-8- oni eli DON

1,2,3-propaanitrikarboksyylihappo, 1,1'-(1-(12-amino-4,9,11-
trinydroksi-2-metyyliltridekyyli)-2-(1-metyylipentyyli) -1,2-
etaanidiyyli) esteri eli FB1. Luonnossa esiintyvat myos FB2
ja FB3 muodot toksiinista

Punahomeita, joita esiintyy viljoissa

Viljoissa esiintyvien homeiden tuottamia myrkyllisia yhdistei-
ta

15-asetaatti-3a, 4p -dihydroksi -8a-[3-metyylibutyryyli-oksi]-
12,13-epoksitrikotek-9-en

Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus

3-a,4-B,7-a,15-tetrahydroksiscirp-9-en-8 -one;12,13 -epoksi-
3,4,7,15-tetrahydroksitrikotek-9-en-8-one eli NIV

43,15-diasetaatti-3a, dihydroksi-8a-[3-metyylibutyryyli-oksi] —
12,13-epoksitrikotek-9-en

Hometoksiineja, jotka ovat molekyylirakenteeltaan neliren-
kaisia seskviterpeeneja. Tunnistettu yli 200 erilaista yhdistet-
ta.

Vilja-alan yhteistyéryhma, joka on yritysten, yhteiséjen ja
maa- ja metsatalousministerion perustama yhteisrahoitteinen
toimielin, jonka tarkoitus on edistda kotimaisen viljelyn ja vil-
jelyketjujen toimivuutta

(4S12E)-15,17-dihydroksi-4metyyli-3-
oksabisyklo[12.4.0]oktadeka-12,15,17,19-tetraen-2,8-dioni
eli ZEA



1 JOHDANTO

Fusarium-sienet eli punahomeet ovat viljalle yleisia patogeeneja ympari maa-
pallon. Ne aiheuttavat terveydellisen haitan lisaksi merkittavia taloudellisia me-
netyksia viljelijoille heikentden sadon laatua ja altistaen viljan kasvisairauksille.
Fusarium-sienten aineenvaihdunnan tuloksena viljaan syntyy hometoksiineita.
Yleisin ja tutkituin Fusarium-toksiini on deoksinivalenoli (DON). Pelloilla viljaa
vaivaavassa homesienessa saattaa jo kasvupaikalla muodostua hometoksiine-
ja, jotka lisaantyvat edelleen viljaa varastoitaessa. Pellolla homesienista vapaa
vilja voi homehtua varastossa kostuessaan ja viljaan voi syntyd hometoksiineja

liittyen huonoon varastointiin (1).

Fusarium-sienten maard Suomessa kasvavissa viljoissa riippuu pitkalti kasvu-
paikasta, sd&olosuhteista ja lajikkeiden alttiudesta homeelle (2). Yksi homelaji

Voi tuottaa yhta tai useampaa eri toksiinia (3).

Taman opinnaytetyon tavoite oli testata Rida®QuickDON-pikatestin ja testilius-
kojen lukemiseen suunnitellun Rida®QuickScan-semikvantitatiivisen lukijalait-
teen toimivuus maaritettaessa eri viljalajeilla DON-pitoisuuksia lahella lakisaa-
teisia raja-arvoalueita. Pikatesti ja lukijalaite ovat R-Biopharmin (Darmstadt,
Germany) kehittamia tuotteita ja ne on tarkoitettu kaytettavaksi nopeaan deok-
sinivalenolin maarittamiseen viljanaytteista. Kvantitatiiviset analyysit, kuten kaa-
Su- ja nestekromatografiset analyysit ovat hitaita ja kallita DON-pitoisuuden
testaukseen viljasta, joten kysyntda luotettavalle ja nopealla analyysimenetel-
malle on viljakaupan piirissa. Viljateollisuudessa ostettavasta viljaerasté testa-

taan DON-pitoisuus ja se vaikuttaa viljan laatuluokitukseen.

Testauksessa kaytettiin viljanaytteitd, jotka olivat Maa- ja elintarviketalouden
tutkimuskeskuksen (MTT) viljojen turvallisuusseurantanaytteitd vuodelta 2012.
Valituista viljanaytteistd maaritettiin  semikvantitatiivisella pikamenetelmalla
DON-pitoisuudet. Vertailutuloksina kaytettiin akkreditoidulla menetelmélla saa-

tuja tuloksia. Yhteistydhon saatiin mukaan vilja-alan kaupallinen toimija ja tama

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



mahdollisti samojen viljanaytteiden testauksen kolmessa eri laboratoriossa.
Saatuja Rida-analyysien tuloksia viljanaytteista vertailtin keskenaan.

Yhtena osana opinnaytety6ta tehtiin validointisuunnitelma, josta tehtiin testauk-

sia soveltuvin osin vilja-alan toimijan kiinnostuksen mukaan.

Opinnaytety0 oli jatkoa projektityOlle, jossa testattiin Rida-pikamenetelmaa
MTT:n kauranaytteilla. Projektitydn tulokset esitettiin posterina Euroopan Fusa-
rium-seminaarissa Ranskassa 12.—16.5.2013 (4). Posteriesitys on liitteessa 7.

Projektitytsta saatuja tuloksia kaytettiin pohjana opinnaytetydn suunnittelussa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola
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2 SUOMALAISESSA VILJASSA ESIINTYVAT
HOMEMYRKYT

Vuodesta 1999 asti on Suomessa Vilja-alan yhteistyéryhman (VYR) toimesta
tehty viljojen turvallisuusseurantaa tavoitteena saada enemman tietoa mm. Fu-
sarium-sienten ja niiden tuottamien toksiinien esiintymisesta, hallinnasta ja eh-
kaisemisesta maamme viljasadoissa. Turvallisuusseurannassa tutkitaan myos

torjunta-ainejaamia ja raskasmetallipitoisuuksia viljoissa. (5).

2.1 Fusarium-suvun homesienet

Fusarium- eli punahomeet ovat viiledn ilmaston maissa yleisimpid homekonta-
minaatioita viljoissa. Tutkimusten mukaan kevatviljat ovat herkempia sienten
muodostumiselle kuin syysviljat. Syyna tahan on kevatviljojen my6héinen puin-
tiajankohta pelloilta, jolloin syksyinen kosteus ja lisdéantynyt sateiden esiintymi-
nen edesauttavat homeiden muodostumista. Jyvien sienitartunta saattaa johtaa

kasvukauden aikana toksiinien muodostumiseen tahkéssa (2).

Homeet ja hometoksiinit sailyvat maassa kasvijatteissa ja siemenissa. Viljely-
teknisilla toimenpiteilla ja oikeanlaisella sailonnalla homeiden ja niiden tuottami-
nen toksiineiden maardd saadaan pienennetyksi viljoissa. Punahomeen vai-
vaamat tédhkat ovat usein pienid ja huonokuntoisen nakoisia. Hometartunta altis-
taa viljan my6s muille kasvitaudeille ja heikentad satoa maarallisesti ja laadulli-
sesti. (5)

Viljassa oleva home on voinut tarttua kukinnon kautta jyviin. Homeen ja sen
tuottaman toksiinin maaréaan vaikuttaa lajikkeen kestavyys, sddolosuhteet, vilje-
lyaika ja siementen k&sittely. Suuri homeen maard ei automaattisesti korreloi

korkean toksiinipitoisuuden kanssa (6).

Yleisimmat Fusarium-toksiinien tuottajia ovat: F. avenaceum, F.graminearum,
F. culmorum, F. poae, F. tricinctum ja F. sporotrichioides. Toiset homelajit suo-

sivat lampiméampia ja kuivempia oloja kuin toiset, joten Fusarium-homeita esiin-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola
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tyy ympéari maailman. Meilld pohjoisessa viihtyvat parhaiten F. avenaceum, F.
culmorum, F. poae, F. sporotrichioides ja F. langsethiae. Suomen yleisin laji on

F. avenaceum (2).

2.2 Fusarium-toksiinit

Fusarium-sukuun kuuluvat sienet tuottavat aineenvaihdunnan tuloksena lukuisia
eri toksiineja. Yksi Fusarium-sieni tuottaa usein monia erilaisia toksiineja ja yh-
della hometoksiinilla voi olla useita erilaisia haittavaikutuksia ihmisten ja elain-
ten terveyteen. Toksiinipitoisuudeltaan raja-arvot ylittavalla viljalla ei ole enaa

elintarvikekayttoa, joten viljan kaupallinen arvo pienenee (7).

Yleisimpia ja tutkituimpia Fusarium-toksiineja ovat deoksinivalenoli, HT-2- ja T-
2-toksiinit, zearalenoni, nivalenoli ja fumonisiini. Neljd ensimmaista naista kuu-

luvat trikotekeeneihin ja ovat molekyylirakenteeltaan kuvan 1. kaltaisia (7; 8).

10 R
HyC=92 1171 g1
EPLiry
Rs 77 i g——a
Ry \ CHs Ry

14
R3

Kuva 1. Trikotekeenien molekyylirakenne. Erot sivuryhmissa maarittavat toksii-
nin ja sen ominaisuudet (8).

2.2.1 Deoksinivalenoli

Deoksinivalenoli, 12,13-epoksi-3,7,15-trihydroksitrikotek-9-en-8-oni eli DON
(kuva 2.) on Fusarium-sukuun kuuluvien homesienten F. graminearum ja F.

culmorum tuottama mykotoksiini (9).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola
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4-DEOXYNIVALENOL

(DON, vomitoxin)
CysH20
OH
3\ M.W. 296.1260
Species:
4

F. graminearun
F. culmorum

Kuva 2. Deoksinivalenolin rakennekaava (10).

Deoksinivalenoli kuuluu molekyylirakenteensa vuoksi B-luokan trikotekeeneihin
ja on yleisin esiintyva trikotekeeni maailmassa. Molekyylikoko on iso, 296,13
g/mol (10). DON on vesiliukoinen, korkeita lampdtiloja kestava yhdiste (11). Ny-
kyaan trikotekeeneita on eristetty yli 200 yhdistetta (8). DON eristettiin ensim-

maisen kerran 1980 (8).

DON:a tuottava Fusarium-sieni levidd kukinnon kautta jyviin ja DON jaa suu-
rimmaksi osaksi jyvan kuoriosaan epatasaisesti levittyneena (6). DON:a tuotta-
vien homesienten tartunta tulee yleisemmin kasvijatteiden mukana edellisen
satokauden puintijatteistd. F. graminearum ja F. culmorum selviavat hyvin
Suomen olosuhteissa, jotka ovat viileat ja kosteat (12). Naiden homesienten
optimaaliset kasvuolosuhteet ovat 21- 25 °C veden aktiivisuuden ollessa luok-
kaa 0,87 — 0,88 (13).

DON aiheuttaa ihmisille pahoinvointia, ruoansulatuselimiston tulehduksia, ripu-
lia, padnsarkya ja huimausta seka alentaa vastustuskykya. Elaimille DON aihe-
uttaa pienikasvuisuutta, oksentelua, ruokahaluttomuutta, ripulia, alentunutta

tuottavuutta ja heikentynytta vastustuskykya (6; 14)

2.2.2 T-2 ja HT-2

Suurin T-2 ja HT-2-toksiinien tuottaja Suomessa on F. langsethiae (1). T-2-
toksiinista muodostuu luonnossa hydrolyysin seurauksena HT-2-toksiinia, jolloin
neljannessa hiilessa oleva asetaattiryhma muuntuu hydroksiryhméksi (kuva 3.).
HT-2 ja T-2- toksiininit esiintyvat viljassa yhdessa. (15).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



13

T2 toxin HT2-toxin
) [21259-20-1] [26943-87-2]
CASN C24H3409 C22H3208
o H J - formula ) ) 466 amu 424.49 amu
di{ - molecular weight : - white crystals (mp=1515°C) |imp=152°C)
UV absorption < 200 nm <200 nm
LD50 (bw mice) 4 mg/kg (po) 9 mg/kg (ip)
N TDI 0.06 ugikg bw  |0.06 pgikg bw

Kuva 3. T-2 ja HT-2 toksiinien ero molekyylirakenteessa (15).

Kaurasta on l0ydetty T-2 ja HT-2-toksiineja eniten verratessa muista viljoista
mitattuihin T-2 ja HT-2 pitoisuuksiin. Kokonaispitoisuudet ovat olleet kaurassa
keskiarvoltaan hieman alle 0,2 ppm. Muista viljoista mitatut kokonaispitoisuudet
ovat olleet kymmenesosa tasta eli n. 0,02 ppm (1). T-2 ja HT-2-toksiineille ei ole
saadetty lakisdateistd kokonaispitoisuusraja-arvoa viljoissa. Komission suosi-
tuksessa 2013/165/EU, joka on annettu 27.3.2013, ilmoitetaan 2015 julkaista-
vasta komission tiedotteesta, jossa tullaan raportoimaan T-2 ja HT-2 seurannan
tuloksista. Suosituksessa ohjeistetaan analyysimenetelman tarkkuudesta, jolla

T-2 ja HT-2-toksiineja maaritetaan elintarvike- ja rehunaytteista (16).

2.2.3 Zearalenoni, fumonisiinit ja nivalenoli

Zearalenonia (ZEA) on harvoin l0ydetty Suomessa kasvaneesta viljasta, mutta
tuontielintarvikkeissa sitd on havaittu viljoissa, saksanpahkindissa, soijapavuis-
sa ja banaaneissa. Zearalenonia havaitaan usein yhdessd DON, T-2 ja HT-2
toksiinien kanssa. Fumonisiineja esiintyy tuontielintarvikkeissa, kuten vehnassa,
riisissa ja maississa. Nivalenolia (NIV) tuottaa Suomessa F. cerealis ja F. poae.

Lainsdadanto sisaltaa naiden toksiinien pitoisuusraja-arvot (1).

2.2.4 Muut Fusarium-toksiinit

Elintarvikkeissa on havaittu myds muita, kuin edellda mainittuja, trikotekeeneihin
kuuluvia toksiineja. Tallaisia ovat esim. 3-asetyyli-DON (3-AcDON), 15-asetyyli-
DON (15-AcDON), fusarenon-X (F-X) ja diasetoksiskirpenoli (DAS). Naille tok-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



14

siineille ei ole saadetty enimmaispitoisuuksia, mutta komission asetuksessa
ohjeistetaan viljojen kanssa toimintaan, joka ehkaisee ja vahentda naiden pitoi-

suuksia elintarvikkeissa (1).

Useat Fusariumhomeet tuottavat ns. uusia Fusarium-toksiineja. F.avenaceum,
F. tricinctum ja F. poae tuottavat moniliformiinia (MON) ja enniatiineja (ENNS).
F. sporotrichioides ja F. poae tuottavat beauverisiinia (BEA), joka molekyylira-
kenteeltaan muistuttaa enniatiineja (ENNs). Nama toksiinit ovat erittain yleisia
suomalaisissa viljoissa ja maailmanlaajuisestikin yleisimpia kontaminantteja

viljoissa (1).

2.3 Viljan turvallisuusseurantatutkimukset Suomessa

Ensimmaisen kerran Suomessa tehtiin viljojen turvallisuusseurantatutkimusta
vuonna 1999 maa- ja metsatalousministerion (MMM) johtamassa seitseman
vuotisessa tutkimuksessa. Tutkimus noudatti ja toteutti kansallisen viljastrategi-
an paamaaria. Tutkimuksessa naytteita kerattiin kattavasti koko Suomesta vuo-
sittain ja viljoista edustettuina olivat rehuohra-, mallasohra-, kaura-, kevatvehna-
ruis- ja syysvehnanaytteet. Naytteita otettiin 100 — 170 kpl/ vuosi. Naytteista on
maaritetty tyypillisimmat Fusarium-toksiinit. Viljelijat toimittivat tiedot viljelytekni-
sista toimenpiteista seka viljelyn ja sadonkorjuun ajankohdista. Kuvassa 4. nah-
daan deoksinivalenolin esiintyminen eri viljalajeissa tutkimusvuosien aikana.
Kauran ja ohran DON-pitoisuudet ovat olleet korkeimmat ja pitoisuudet kevat-

vehnéssa ovat suuremmat kuin syysvehnassa (12).

Turvallisuusseurantatutkimuksen perusteella kartoitettiin homeiden levinneisyyt-
ta ja keinoja homeiden ja niiden muodostamien toksiinien vahentamiseksi ja
ehkaisemiseksi viljassa. Viljojen turvallisuustietoseurannan (1999 — 2006) ra-
porttien yhteenvedossa mainitaan homeiden ja hometoksiinien maaran hallinta-
keinoina siementen kunnostus, peittaus, kuorinta ja lajittelu, viljelykierto, sadon-

korjuun ajoitus ja viljan kuivaus (12).
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DON-toksiini v. 2000-2006

100 1

Hilh

ruis syysvehna rehuohra mallasohra kevatvehna  kaura

% naytteista

@ < 200 ug/kg O 200-1250 ugikg @ 1250-1750 ugikg B > 1750 ugikg

Kuva 4. DON-toksiinien pitoisuudet eri viljoissa vuosina 2000-2006. (12).

Myds muut tutkimukset vahvistavat kauran ja ohran olevan herkimpia hometar-
tunnoille ja niistd on mitattu korkeita Fusarium-toksiinipitoisuuksia. Testauksissa

on huomattu lajikekohtaisia eroja hometartuntojen alttiudelle ja toksiinipitoisuuk-

sille (2).

Vuonna 2003-2006 tehtiin MTT:n toimesta kenttakokeita neljalla eri kaura- ja
ohralajikkeella tarkoituksena selvittdéa Fusarium-tartunnan mekanismeja. Erityi-
sesti kiinnostuksen kohteena oli ymparistotekijdiden ja viljelymenetelmien (syys-
ja suorakylvot ja kasvitautien torjunta) merkitys homeiden ja toksiinien syntyyn.
Tulokset osoittivat, ettd suoraviljely on muuttanut Fusarium-kantoja, mutta muu-

ten viljlelymenetelmien vaikutusta ei tutkimuksessa voitu osoittaa (17).

Vuoden 2011 turvallisuusseurantanaytteiden DON-pitoisuuksien jakautuminen

esitetddn kuvassa 5. Kaurassa, ohrassa ja kevatvehndssa olivat suurimmat

DON-pitoisuudet (18).
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Kuva 5. Vuoden 2011 turvallisuusseurantanaytteiden DON-toksiinipitoisuudet
eri viljalajeissa (18).

VYR:n tiedotteessa 21.9.2011 kerrottiin toksiinipitoisuuksien vaihdelleen suu-
resti viljaerien ja -lajien mukaan. Vuoden 2011 kasvukausi oli sateinen ja lam-
min ja viljaerat, jotka puitiin elokuun puolivalin mennessé, olivat parhaiten séai-

lyneet hometartunnoilta (19).

VYR:n tiedotteessa 10.1.2013, joka koskee vuoden 2012 turvallisuusseuranta-
naytteitd, samoja, joita tassa tutkimuksessa kaytettiin, kerrotaan Fusarium-
hometartuntojen yleistyneen viljoissa vasta elokuusta alkaen. Kasvukausi oli
poikkeuksellinen johtuen sééolosuhteista, joiden vuoksi kylvot ja sadonkorjuu
ajoittuivat pitkalle ajanjaksolle. Kesa- ja elokuun sademé&éarat olivat suuria ja
vaihtelivat paikkakunnittain. Suuret sademaarat aiheuttivat suosiolliset kasvu-
olosuhteet Fusarium-homeille ja tdma né&kyi suurina hometoksiinipitoisuuksina
teollisuuden ja kaupan viljanaytteissa, erityisesti kaura- ja kevatvehnanaytteis-
sa. Kaikista analysoiduista naytteista 92 % alitti lakisdateisen DON-
pitoisuusarvon elintarvikekayttoon tarkoitetussa prosessoimattomassa viljassa
(20).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



17

3 LAINSAADANTO

Lainsaadanto velvoittaa Fusarium-toksiinien pitoisuuksien valvontaan elintarvik-
keissa. Valvontaa suoritetaan viranomaisvalvontana ja omavalvontana. Oma-
valvonta tulee toteuttaa laadullisista ja ennaltaehkéisevista syista tiloilla, myl-

lyissa, teollisuudessa ja kaupoissa (21).

Asetuksessa (EY) N:o 1881/ 2006 ja mydhemmin sen muutoksessa (EY) N:o
1126/2007 saadetdaan suurimmat sallitut pitoisuudet Fusarium-toksiineille elin-
tarvikkeissa. Asetuksessa (EY) N:o 401/2006 on naytteenoton ohjeistus ja kri-
teerit analyysimenetelmille toksiineja maaritettdessa. Suositus 2006/583/EY
ohjeistaa oikeaan toimintaan hometoksiinien minimoimiseksi elintarvikkeissa
(21; 22; 23).

Taulukossa 1. esitetddn DON-toksiinin enimmaispitoisuudet eri elintarvikkeissa.
Prosessoimattomassa kaurassa raja-arvo on 1750 pg/kg, kun muissa proses-
soimattomissa viljoissa se on 1250 ug/kg. Pienten lasten viljapohjaisissa ruois-

sa raja-arvo on 200 pg/kg (22; 23)

Taulukko 1. Lakisaateiset DON-toksiinin enimmaispitoisuudet elintarvikkeissa
(22).

Elintarvike Enimmaismaara (ug/kg)
Prosessoimaton kaura 1750
Muut prosessoimattomat viljat 1250

Jauhot, leseet ja alkiot, pastat
(suoraan elintarvikkeeksi myyta- 750

vat tuotteet)

Leipa, kakut, leivokset, keksit ja
pikkuleivat, viljavalipalat seka hiu- 500
taleet

Pienten lasten viljapohjaiset ruoat 6
ja muut ruoat
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Rehuviljoja koskeva saados on valmisteilla EU:ssa mutta nykyinen suositus re-
huissa on DON:n pitoisuuden osalta < 8 000 pg/kg. Elainryhmakohtaisesti suo-

situsarvot vaihtelevat (24).

3.1 Lakisaateiset vaatimukset analyysimenetelmalle

Asetus (EY) N:o 401/2006 ja my6hemmin sen muutoksessa (EY) N:o 178/2010
asetetaan vaatimukset menetelman toistotarkkuudelle, jolla hometoksiineja
maaritetddn. Asetuksessa myds annetaan maaritelmat ja vaatimukset tilastoma-
temaattisille laskutoimituksille, joita tuloksien tulkinnassa tulee kayttda seka
tarkkuus, jolla tulos tulee ilmoittaa. Taulukossa 2. on tastéa asetuksesta ote, jo-
hon on koottu raportoinnissa kaytettavat laskutoimitukset ja niiden selitykset
analyysitulosten yhteydessa (25).

Taulukko 2. Mittaustuloksen tarkkuuden osoittamiseksi asetuksen maarittaméat
termit (25).

toistettavuuden arvo, jonka alapuolella toistettavissa olosuhteissa (eli sa-
ma nayte, sama maarittaja, samat laitteet, sama laboratorio ja lyhyt aika-
vali) saadun kahden yksittaisen testituloksen véalinen absoluuttinen ero

sijaitsee tietylla todennakoisyydella (yleensa 95 %) elir=2,8 x s,

toistettavissa olosuhteissa saaduista tuloksista laskettu standardipoik-
S
' keama

toistettavissa olosuhteissa saaduista tuloksista laskettu suhteellinen stan-

RSD
' dardipoikkeama [(s; / %) x 100]

uusittavuuden arvo, jonka alapuolella uusittavassa olosuhteissa (eli maa-
rittdjan saamat identtiset naytteet eri laboratorioissa kayttden samaa stan-
dardimenetelmad) saatujen yksittaisten testitulosten vélinen absoluuttinen

ero sijaitsee tietylla todennékdisyydelld (yleensé 95 %), R = 2,8 x sg

uusittavissa olosuhteissa saaduista tuloksista laskettu standardipoik-
SR
keama

uusittavissa olosuhteissa saaduista tuloksista laskettu suhteellinen stan-

RSD
R dardipoikkeama [(ss / %) x 100]
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Lainsaadannodssa asetetut deoksinivalenolia koskevat vaatimukset toistettavuu-
den RSD; % ja uusittavuuden RSDr % osalta esitetaan taulukossa 3. Rinnak-
kaisten tulosten suhteellisen keskihajonnan tulee olla < 20 %, jotta menetelma

on hyvaksyttavissa DON-toksiinin maarittamiseen.

Taulukko 3. Asetuksessa (EY) N:o 401/2006 maaritellyt vaatimukset kvantitatii-

visessa analyysissa (25).

Pitoisuus pg/kg | RSD; % RSDg % Saanto
> 100 <500 <20 <40 60— 110
> 500 <20 <40 70-120

Kun kaytetaan analyysimenetelmaa, jota ei ole taysin validoitu, asetuksessa
ohjeistetaan kayttamaan tarkoitukseen sopivaa tapaa tulosten tarkkuuden las-
kemisessa. Menetelmdn hyvaksyttavyys arvioidaan laskemalla standardiepa-

varmuus tuloksesta (25).

Standardiepavarmuus lasketaan kaavalla:

Uf = /(LOD/ 2)? + (x x C)?
jossa
e Uf on standardiepavarmuuden enimmaisarvo (ug/kg)
e LOD on menetelman toteamisraja (ug/kg)

e a on C:n arvoon sidottu numeerinen vakiotekija. Kaytetyt arvot ovat tau-
lukossa 4.

e C on mitattu pitoisuus (pg/kg)

Taulukossa 4. on esitetty a:n kertoimet. Kerroin maaraytyy kaavaan mitatun
DON-pitoisuuden mukaan. Pitoisuuden ollessa 1,001 — 10,00 ppm on kerroin
0,12.
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Taulukko 4. a:n antamat kertoimet standardiepavarmuuden laskukaavaan mita-

tun DON-pitoisuuden mukaan (25).

C (ng/kg) a
<50 0,2
51 - 500 0,18
501 - 1000 0,15
1001 — 10 000 0,12
> 10 000 0,1

Maaritystulos ilmoitetaan muodossa X = U, jossa X on maaritystulos ja U on
laajennettu mittausepavarmuus. Mittausepavarmuudessa kaytetdan kattavuus-

kerrointa 2 ja luotettavuustaso on 95 % (25).

Lainsaadannon mukaan viljaerasta otetun naytteen maaritystuloksen perusteel-
la viljaera voidaan hyvaksya tai hylata edella olevien tulkitsemissaantéjen mu-

kaan.

Taman opinnaytetyon tulosten tarkastelun pohjaksi otettiin lainsaadannon vaa-
timukset ja tulokset esitettiin taman mukaisesti.
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4 RIDA®QUICK DON-MAARITYS

Rida®QuickScan-lukijalaite on R-Biopharmin kehittama mittalaite, joka on tar-
koitettu nopeaan deoksinivalenolin maarittdmiseen viljanaytteista. Rida®Quick
Scan-lukijalaite on suunniteltu kaytettavaksi yhdessd Rida®QuickDON-
pikatestin kanssa. Rida®QuickScan-lukijalaitteella voidaan mitata DON:n lisaksi

aflatoksiinia ja fumosiinia (26).
4.1 Rida®QuickDON

Rida®QuickDON-pikatesti on sivuvirtaustesti (lateral flow test) ja sen toiminta
perustuu immunologiseen reaktioon testialustalla. Spesifinen vasta-aine tunnis-
taa DON-molekyylin ja kiinnittyy tahan. Immunogromatografinen testiliuska si-
saltdd naytealustan, konjugaattialustan, testiviivan, kontrollivivan, membraanin,
imutyynyn ja kiinnitystuen (27). Kuvassa 6. nama osat havainnollistetaan testi-
liuskalla. Testiliuskassa on kontrolliviiva (kuva 6.), joka varjaytyy testin aikana
ja siten osoittaa testin toimivan. Naytteen ollessa DON-toksiinin osalta positiivi-
nen varjaytyy kontrollivivan viereen toinen viiva. Naytteen ollessa negatiivien
DON-toksiinin osalta, varjaytyy pelkka kontrolliviiva. Jos naytteen toksiinipitoi-
suus on korkea, kontrolliviiva nékyy heikkona ja tama vaikuttaa tuloksen oikeel-
lisuuteen (28; 29).

et W) e

Test Line Control Line l / \ \

g IR e l l testband control band  application area
ample p

| alaagg@®™> N/ /

(a) i
I reaction area

Kuva 6. Rida®QuickDON-testiliuska. Vasemmalla on testiliuskan rakennekuva
ja oikealla kaksi reagoinutta testiliuskaa, joista alemmassa positiivinen tulos
(27).
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Rida®QuickDON-testikitin mukana tulevat uuttopuskuriliuos, stop-reagenssi,
testiliuskat (20 kpl) ja visuaaliseen testaukseen kaytettava arviointikortti. Pakka-
uksen testiliuskojen loputtua ei jaljelle jaaneita liuoksia enaa kaytetd, vaan ne
havitetaan. Uusi pakkaus otetaan kayttéon ja jokaisella kittierdlla on oma era-
tunnus, joka skannataan lukijalla kaytettdessa RidaQuickScan-laitetta. Eratun-
nuksen vaihtuessa uuden kittierdn mukana tulee laatutodistus, josta on néhta-
vissad RidaQuickDON-testin antama mittaustulos kaytettdessa RidaQuickScan-
lukijaa. Laatutodistuksessa on kolmen mittauksen tavoitearvovalit ja mitatut ar-

vot. Nailla arvoilla ei voi laskea mittausepavarmuutta tuloksien yhteydessa (30).

4.2 Rida®QuickScan-semikvantitatiivinen lukijalaite

Rida®QuickScan-lukijalaite on sivuvirtaustestin lukija, joka mittaa naytevyohyk-
keen intensiteettid RidaQuickDON-testiliuskasta. Laitteen mittausalueet ovat 0,5
— 5,5 ppm (1 g naytettd + 15 mL uuttoliuosta) tai 0,3 — 0,9 ppm (2 g + 15 mL).
Mittalaitetta kaytettdessa nayteliuskaan ei lisata stop-reagenssia. Laite kalibroi-

daan laitteen mukana tulevalla kalibrointitikulla.

Rida®QuickScan-lukijalaitteen sivulla on kolo, johon testiliuska tyonnetdén ja
mittaus aloitetaan painamalla laitteen edessa olevaa painiketta. Nuolindppaimil-
|a siirrytaan valikosta toiseen. Laitteessa on sadan mittaustuloksen muisti, min-
k& jalkeen laite aloittaa kierroksen uudelleen ja uudet tulokset kirjaantuvat van-
hojen paalle. Tulokset voi tulostaa tai ladata suoraan tietokoneelle lukijalaittees-
ta. Kuvassa 7. on Rida®QuickScan-laite (29).

Mitattava nayte pipetoidaan testiliuskan testikaivoon ja 5 min vaikutusajan jal-
keen testiliuska tyonnetddn lukijalaitteeseen. Tulos lukijalaitteesta saadaan

muutamassa sekunnissa. Mittaustoiminto esitetddn kuvassa 8.
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Kuva 8. Naytteen mittaus lukija-laitteella.

4.3 Mittausmenetelma

Naytteen esikasittely ja mittaus suoritetaan valmistajan ohjeen mukaisesti (28).
Toimintapa kaydaan lapi sivulla 27.
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5 RIDA®QUICK DON-PIKAMENETELMAN
VALIDOINTISUUNNITELMA

Validoinnin tarkoituksena on osoittaa menetelman kelpoisuus ja saatujen mitta-
ustulosten luotettavuus. Validointi suunnitellaan menetelman kayttétarkoituksen

mukaan ja validointitestien vaatimukset mietitdan lainsaadannon pohjalta. (31).

Tybssa testattava menetelma oli semikvantitatiivinen pikamenetelma, jossa
naytteen esikasittely mittausta varten suoritettiin laitevalmistajan ohjeiden mu-
kaisesti. Nayte jauhettiin (1 mm:n seula) tasalaatuiseksi ennen testausta. Luki-
jalaitteeseen ei mittaustilanteessa syotetty naytteenkasittelytietoja, kuten punnit-
tua massaa tai pipetoitua tilavuutta. Tuloksen oikeellisuuteen vaikuttavat kriitti-
set tekijat ovat naytteenotto, naytteen jauhatus, mittaus ja mittaustuloksen mit-
tausepavarmuuden laskeminen. Validointisuunnitelmassa ei otettu kantaa nayt-
teenottoon. Validointisuunnitelman mukaista testausta tdssd tydssa ei tehty,
vaan suunnitelmasta poimittiin viljakaupan tarpeen kannalta oleellisimmat tes-
taukset. Naita olivat toistettavuuden ja oikeellisuuden testaukset seka oikeelli-

suuden testaus lakisaateisella raja-arvoalueella.
5.1 Toistettavuus ja oikeellisuus

Toistettavuuden ja oikeellisuuden maarittAmiseksi tehddan kuusi rinnakkaista
naytettd punnitsemalla naytetta tarkasti 1,000 g ja tekemalla naytteen kasittely
valmistajan antaman ohjeen mukaan. Tuloksista lasketaan toistettavuuden tu-
loksena keskiarvo, keskihajonta, suhteellinen keskihajonta ja vaihteluvali. Oi-
keellisuuden maarittdmiseksi tulosten keskiarvoa verrataan oikeana pidettyyn
arvoon. Oikeana arvona kaytetdan GC-MS-menetelman arvoa, kun testaus teh-
daan turvallisuusseurantanaytteella. Kaupallista standardia kéytettaessa, oi-
keana arvona kaytetaan reagenssivalmistajan ilmoittamaa arvoa. Tulosten ver-

tailu tehdaan t-testilla 95 % luotettavuustasolla.
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Lainsdadanto vaatii, ettd tulosten suhteellisen keskihajonnan tulee olla < 20 %.
Eri menetelmilla saatujen tulosten tulee olla yhtenevaiset t-testin, 95 % luotta-

mustasolla.

5.2 Uusittavuus

Uusittavuustesti tehdaan samalla naytteella tai standardilla kuten toistettavuus-
koe, mutta eri paivana ja eri kittierdlla. Tehdaan kuusi rinnakkaista mittausta.
Tuloksista lasketaan keskiarvo, keskihajonta, suhteellinen keskihajonta ja vaih-
teluvali. Mitattujen tuloksien keskiarvoa verrataan t-testilla 95 % luottamustason

mukaan aikaisemmin mitattuihin toistettavuuden tuloksien keskiarvoon.

Vaatimuksena uusittavuuden testauksessa on etta, tulosten keskiarvojen tulee
olla yhtenevéiset 95 % luottamustason mukaan. Uusittavuuden testauksen tu-
loksien suhteellisen keskihajonnan tulee olla < 20 % jotta menetelma tayttaa

lainsdadannon vaatimukset.

5.3 Oikeellisuus lakisaateisella raja-arvoalueella

Naytteina kaytetdén viljan turvallisuusseurantatutkimuksen kaura-, vehna- ja
ohranaytteitd. Validointiin valitaan ne viljanaytteet, joiden kvantitatiivisella GC-
MS-menetelmalla mitatut DON-pitoisuudet ovat tavoitteellisesti 80, 100 ja 120
% lakisdateisista raja-arvoista ja jokaisesta naytteestd tehdaan kuusi rinnak-

kaismaaritysta. Vertailussa kaytetaan kuuden rinnakkaisen naytteen keskiarvoa.

Testauksen tarkoitus on osoittaa pikamenetelman oikeellisuus lakisaateisella
raja-arvoalueella mitattaessa DON-pitoisuuksia viljanaytteista. Mittaustuloksista
lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta seka poikkeama
oikeana pidetysta arvosta (GC-MS-arvo). T-testilla verrataan Rida-analyysilla
saatuja mittaustuloksia kvantitatiivisella analyysilla saatuihin mittaustuloksiin

siten, etta kvantitatiivista tulosta kasitellaan kuin se olisi oikea arvo.
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Lainsdadanto vaatii, ettd tulosten suhteellisen keskihajonnan tulee olla < 20 %.
Eri menetelmilla saatujen tulosten tulee olla yhtenevaiset t-testin, 95 % luotta-

mustasolla.

5.4 Spesifisyys

Laitteen spesifisyytta DON-toksiinille tutkitaan standardinlisdysmenetelmalla.
Naytteeksi valitaan viljanayte, jossa ei GC-MS-analyysin perusteella ole Fusari-
um-toksiineja. Nayte esikasitellaan ensin normaalisti valmistajan ohjeen mukai-
sesti mutta uuttopuskurilisayksen jalkeen konsentroitua toksiinia lisatdan Fal-
con-putkeen ja ravistellaan hyvin. Taman jalkeen naytetta kasitelladn normaalin
kaytannon mukaisesti valmistajan analyysiohjeen mukaisesti ja lopuksi tulos
luetaan testiliuskalta lukijalaitteella. Tutkittavat Fusarium-toksiinit ovat 3AcDON,
T-2 ja HT-2 jotka kuuluvat trikotekeeneihin kuten DON. Kaytettavat materiaalit
ovat: Romer labs:n, (Tulln, Itavalta) konsentroituja toksiiniliuoksia, joiden toksii-
nipitoisuus on 100 pg/mL eli 100 ppm. Toksiinien tavoitepitoisuuden liuoksissa
tulee olla > 0,5 ppm:n laitevalmistajan ilmoittaman lukijalaitteen kvantitointirajan

vuoksi.

Vaatimuksena  spesifisyyden testaukselle on ettd, RidaQuickDON-
pikatestimenetelman tulee antaa DON-pitoisuudeksi < 0,5 ppm (ei varireaktio-
ta), ja luettaessa testiliuska RidaQuickScan-mittauslaitteella, tulee sen antaa
DON-pitoisuudeksi < 0,5 ppm. Valmistajan laitekasikirjan mukaan laite antaa

aina lukeman < 0,5 ppm, jos DON-toksiinia ei ole tai sitd on vdhemman kuin 0,5

ppm.
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6 TYON SUORITUS

Opinnaytety0ssa testattiin kauralla, ohralla ja kevéatvehnalla RidaQuickDON-
pikatestimenetelman luotettavuus DON-toksiinin maarityksessa. Testauksia teh-
tiin naytteilld, joiden DON-toksiinipitoisuudet olivat lakisdateisen raja-arvon la-
hella. Tydssa tutkittiin myds Rida-analyysien tulosten yhtenevaisyytta eri labora-
torioissa ja testattiin menetelman toimivuus, voiko naytettd laimentaa. Laiteval-
mistajan mukaan Rida-lukijalaitteen ylamé&aritysraja DON-toksiinille on 5,5

mg/kg.

6.1 DON-maéaaritysmenetelmét

Tyon testaukset tehtiin Rida-pikamenetelmalla Turun ammattikorkeakoulussa ja
referenssimenetelmalld tehdyt testaukset suoritettiin MTT:II&.

6.1.1 RidaQuickDON-menetelméa

RidaQuickDON-menetelmaa kaytettiin kayttbohjeen mukaisesti. (28). Toiminta-

tapa oli seuraava:

Tasalaatuista jauhettua viljanaytettd punnittiin analyysivaa’alla tarkasti 1,000 g
50 mL:n Falcon-putkeen. Naytteeseen liséttiin Rida®QuickDON-kittipaketin mu-
kana tulevaa uuttopuskuriliuosta 15 mL automaattipipetilla. Falcon-putki suljet-
tiin ja naytetta ravisteltiin voimakkaasti kolmen minuutin ajan. Sedimenttikerros
erotettiin supernatantista sentrifugoimalla nayte 10 min 3500 g. Supernatantista
pipetoitiin automaattipipetilla 100 pL liuosta testiliuskan naytekaivoon. Tulos
luettiin 5 min kuluttua RidaQuickScan-mittalaitteella.

Laitevalmistajan mukaan tuloksen oikeellisuuden kannalta on oleellista, etta
kaytettavat reagenssit ja laitteet ovat huoneenlampadisia. Naytettd pipetoitaessa
testiliuskan naytekaivoon ei saa tulla irtonaisia partikkeleita tuloksen luotetta-

vuuden takaamiseksi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



28

6.1.2 Referenssimenetelméa

Referenssimenetelmana kaytettin GC-MS-menetelmé&é, joka on kehitetty triko-
tekeenien analysoimiseksi viljanaytteista. Jauhettua naytettd (1 mm seula) pun-
nittiin 20 g, ja se uutettiin 84 % asetonitriiliin. Uutos pestiin MycoSep # 227 SPE
pylvas-kolonnilla (Romer Labs AG, Itavalta) ja siirrettiin silyloituun koeputkeen
ja haihdutettiin kuivaksi. Sisdisena standardina menetelmassa kaytettiin 19-
nortestosteronia, jota ei esiinny viljassa luontaisesti. Mittausepavarmuus oli 25,5
%, laajennettu 51 %, satunnainen virhe oli 23,3 % ja systemaattinen virhe oli
12,3 %. (32; 33). Referenssimenetelma erottaa DON:n johdannaiset 3-
asetyylideoksinivalenolin (3-AcDON) ja 15-asetyylideoksinivalenolin (15AcDON)
DON:sta, joten naiden johdannaisten mahdollinen lasnéolo ei nostanut DON-

pitoisuutta referenssituloksissa.

GC-MS-menetelmalla saatuja mittaustuloksia kaytettiin vertailuarvoina Rida-
analyysiarvoille. GC-MS-menetelma oli MTT:n akkreditoima ja MTT:n tutkimus-

ryhma teki ndma analyysit.

6.2 Testin toistettavuus ja oikeellisuus eri viljalajeilla

Pikamenetelman toistettavuus ja oikeellisuus kaura- ja ohra- ja kevatvehnanayt-
teille testattin kuudella rinnakkaisella naytteella. Lisdksi mitattin DON-
pitoisuudeltaan erilaisia naytteita kaikista kolmesta viljalajista. Tuloksia verrattiin
GC-MS-analyysin tuloksiin 95 % luottamustasolla.

6.3 Menetelméan toistettavuus viljanaytteiden DON-pitoisuuden ollessa raja-

arvoalueella

Testauksen tarkoituksena oli osoittaa maarityksen luotettavuus DON-
pitoisuuden ollessa raja-arvoalueella. Naytteend kaytettiin prosessoimattomia
viljanaytteitd. Testattavat naytteet valittin GC-MS-analyysitulosten mukaan.
Prosessoimattoman kauran lakisaateinen DON-pitoisuusraja naytteessa on
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1,75 ppm, joten naytteet valittiin taméan pitoisuuden molemmin puolin siten, etta
raja-arvoon verrattuna DON-pitoisuus oli 80, 100 ja 120 % naytteissa. Naytteita
valittiin yksi jokaisesta pitoisuusalueesta ja naytteista tehtiin aina kuusi rinnak-

kaista maaritysta.

Ohralla ja vehnélla prosessoimattoman viljan DON-pitoisuuksien raja-arvot ovat
1,25 ppm naytetta kohden. Naytteet valittiin ja testattiin ohralle ja vehnalle sa-
malla periaatteella kuin kauralle. Kevatvehna- ja ohranaytteilla ei ollut kaytetta-
vissa juuri 80, 100 ja 120 % DON-pitoisuusarvoja lakisaateisiin verrattuna, mista
syysta testaukseen valittiin naitd arvoja lahinnd vastaavat naytteet. Tuloksia

verrattiin GC-MS-analyysin tulokseen 95 % luottamustasolla.

6.4 Naytteen laimennus

Naytteen laimennus testattiin yhdella kauranaytteella kolmella eri tavalla, joista
jokaisesta tehtiin kuusi rinnakkaista naytetta laimennustapaa kohti. Lopuksi teh-
tiin yksi mittaus laimentamattomasta kauranaytteesta vertailuarvoksi. Laimen-
nettava kauranayte ja DON-toksiinivapaa kauranayte valittin GC-MS-
analyysitulosten mukaan. Tuloksia verrattin GC-MS-analyysin tulokseen 95 %

luottamustasolla.

Ensimmainen laimennustapa oli sekoittaa laimennettavaa naytettd ja DON-
toksiinivapaata naytetta (nollanéyte), keskendadn. Molempia naytteita punnittiin
tarkasti 4 g ja naytteet sekoitettin keskendan samassa astiassa. Homo-
genoidusta naytteestad punnittiin tarkasti 1 g naytettd ja naytteen jatkokasittely

tehtiin ohjeen mukaisesti.

Toinen laimennustapa oli valmistaa molemmat naytteet eli laimennettava nayte
ja nollanayte, sentrifugointivaiheeseen saakka omina naytteindan. Taméan jal-
keen molempien naytteiden supernatanteista pipetoitin 5 mL samaan putkeen

ja sekoitettiin. Naytteen mittaus suoritettiin ohjeen mukaisesti.

Kolmas laimennustapa oli valmistaa laimennettava nayte normaalisti sentrifu-

gointivaiheeseen saakka. Puhtaasta uuttopuskurista ja naytteen supernatantista
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pipetoitin molemmista 5 mL samaan putkeen ja sekoitettiin. Naytteen mittaus

suoritettiin ohjeen mukaisesti.

6.5 Laboratorioiden valinen toistettavuus

Vertailunaytteilla haluttiin testata eri laboratorioiden Rida-analyysien toistetta-
vuus samoilla naytteilla. Ensimmaisessa naytesarjassa on 12 kaura- ja 12 veh-
nanaytetta, joista tunnettiin GC-MS-analyysitulokset. Analysointivaiheessa GC-
MS-tulokset eivat olleet laboratorioiden kaytettavissa. Nama naytteet testattiin
kahdessa eri laboratoriossa. Eri menetelmien antamia tuloksia vertailtiin parit-

taisen t-testin 95 % luottamustason mukaan.

Toisessa naytesarjassa oli kolme rinnakkaista naytetta, jotka testattiin kolmessa
eri laboratoriossa. Naista naytteista ei ollut GC-MS-vertailutuloksia. Kaikki nayt-
teet punnittiin valmiiksi nayteputkiin (50 mL Falcon-putki) siina laboratoriossa,
mista naytteet tulivat ja mittauslaboratorioissa suoritettiin naytteen esikasittely ja
mittaus analyysiohjeen mukaan. Kuvassa 9. esitetdan naytekaavio, jonka mu-
kaan naytteet jaettiin. Naytteen lahettava laboratorio mittasi naytteen mydos itse.
Eri laboratorioiden antamia Rida-analyysien tuloksia vertailtiin parittaisen t- tes-
tin 95 % luottamustason mukaan. Tuloksia tarkasteltiin pareittain, kaksi labora-

toriota kerrallaan.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



31

Viljalaborato-

rio 2.
MTT

Viljalabora-

torio 1.

1. Kvantitatiivisesti (GC-MS) analysoidut jauhondytteet (MTT)
2A. TuAMEK-jauhonaytteet (kevitvehni 12 kpl) viljalaboratorio 2. analysoitavaksi
2B. TuAMEK-jauhondytteet (kaural2 kpl) viljalaboratorio 1. analysoitavaksi

3. Viljalaboratorio 2. jauhonaytteet (kevatvehnd 12 kpl) viljalaboratorio 1. ja TuAMK:lle
analysoitaviksi
4. Viljalaboratorio 1. jauhondytteet (kaural2 kpl) viljalaboratorio 2. ja TuAMK:lle

analysoitaviksi

Kuva 9. Naytekaavio kaura- ja vehnanaytteiden jakoon laboratorioiden valilla.

6.6 Tilastollinen tulosten kasittely

Rida-analyysilla saatuja tuloksia verrattiin GC-MS-referenssimenetelmalla saa-
tuihin tuloksiin. Tuloksista tehtiin regressioanalyysi ja parittainen t-testi 95 %
luotettavuustasolla tulosten yhtenevaisyyden tarkastelemiseksi. Rinnakkaisista
tuloksista laskettiin keskiarvo (ka), keskihajonta(s) ja suhteellinen keskihajonta
(RSD %). Testauksissa GC-MS-referenssimenetelmalla saatua tulosta kasitel-
tiin oikeana arvona, johon rinnakkaisten tulosten keskiarvoa verrattiin t-testilla
95 % luottamustasolla. Absoluuttiset eroavaisuudet laskettiin vahentamalla GC-
MS-analyysin tuloksesta testauksessa mitattu Rida-analyysilla saatu mittausar-
vo. Prosentuaalisia eroavaisuuksia tarkasteltaessa GC-MS-tuloksesta vahen-
nettiin Rida-analyysin tulos ja jaettin GC-MS-tuloksella sek& kerrottiin sadalla.
Mittausepavarmuus laskettiin EU-asetuksen ohjeistuksen mukaan Uf eli stan-

dardiepavarmuuden enimmaisarvo sovellettuna tapaukseen, jossa menetelmaa
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ei ole taysin validoitu (kohta 3.1). Laajennettu mittausepavarmuus analyysitu-
loksille laskettiin 95 % luottamustasolla, kattavuuskertoimella 2, lasketun stan-

dardiepavarmuuden enimmaisarvon mukaan (34; 25).

6.7 Reagenssit ja valineet

Opinnaytetyossa kaytettiin vuoden 2012 turvallisuusseurantanaytteitd, 30 kpl
kaura-, 20 kpl ohra- ja 21 kpl kevatvehnénéaytteita. Lisaksi vilja-alan toimijan
kahden eri viljalaboratorion 12 kpl kaura- ja 12 kpl vehnanaytteita kaytettiin rin-

nakkaisten Rida-analyysien testauksessa.
Testauksessa kaytetty reagenssikitti oli R-Biopharmin valmistama pikatestikitti:

Rida®QuickDON Immunochromatographisher Test R-Biopharm AG, Darmstadt,
Saksa. Lot # 14083 exp. 2014—07, test strip: Batch # 8B81A993 exp. 2014-07
ja extraction buffer 450 ml: Lot # 12083 exp. 2014-07

Testauksessa kaytettiin seuraavia laitteita ja valineita:
Sentrifugi Heraus, bio 1694

Vaaka Mettler Toledo, AB204-S, tarkkuus 0,1mg, bio 1556 ja GWB, Mettler BB
2400 tarkkuus 0,01g

Automaattipipetit Biohitt, 1 — 5 mL, 7019233, A125 ja 50 — 1000 pL, 9100331
bio 2010B, kalibrointi 19.11.12.

Rida®QuickScan-semikvantitatiivinen lukijalaite, r-Biopharm

6.8 Naytteen kasittely ja ennen mittausta suoritettavat toimenpiteet

Viljanaytteen kasittely aloitettiin jauhamalla nayte tasalaatuiseksi jauhoksi. Tas-
sa testauksessa jyvat jauhettiin laboratoriomyllyilla MTT:Il& ja vilja-alan toimijan
kahdessa viljalaboratoriossa. Testaukset suoritettiin vilja-alan toimijan kahdessa

eri viljalaboratoriossa ja Turun ammattikorkeakoulun laboratoriossa.
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Viljalaboratorio 1. kayttdama laboratoriomylly oli Koneteollisuus Oy:n laborato-
riomylly KT 30, kaytdssa oli hienoin s&atd 2800 rpm ja rouhiva jauhatus. Viljala-
boratorion kauranaytteiden seulontatulokset: 500 um < 850 um < 1000 pm. Vi-
suaalisesti tarkasteltuna viljalaboratorio 1. jauhamat kauranaytteet olivat kar-

keimpia ja naytteiden pinnalla oli puoliintuneita akanoita.

Viljalaboratorio 2. kayttdmé& laboratoriomylly oli Laboratorio mill 3100 Falling
number, jauhatusaika oli 30s + jalkikaynti 30 s ja kaytossa leikkaava jauhatus.
Seulakoko oli 0,8 mm. Viljalaboratorion vehnénéaytteiden seulontatulokset olivat:
210 pm < 500 pm < 710 pm

MTT:n (GC-MS-menetelma) kayttama mylly oli leikkaava laboratoriomylly ja

seulakoko oli Imm. Turun amk:n kayttamat naytteet.

Ennen mittauksia suoritettiin vaa’an kalibrointi seurantapunnuksella ja Rida-
QuickScan — lukijalaitteen kalibrointi kalibrointitikulla. Lukijalaite oli ennen kalib-

rointia n. 30 min paalla.

Naytteet punnittiin kertakayttolusikoita kayttaden suoraan Falcon-putkiin.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola



34

7 TULOKSET

7.1 Testin toistettavuus eri viljalajeille

7.1.1 Kaura

Kauranaytteita oli 30 kpl (liite 1. (1/3)). Menetelman toistettavuus kauralla testat-
tiin kuudella rinnakkaisella mittauksella. Mittaustulosten keskiarvo oli 0,8 ppm %
0,6 ppm, hajonta 0,1 ppm ja suhteellinen keskihajonta oli 14 % (Liite 1. (2/3)).
Systeemin toistettavuus testattiin mittaamalla sama nayte kuudella eri testilius-
kalla. Lisaksi yksi em. testiliuskoista mitattiin kuusi kertaa lyhyen ajanjakson
aikana. Systeemin toistettavuuden mittausten keskiarvo oli 0,8 ppm 0,6, kes-
kihajonta oli 0,1 ppm ja suhteellinen keskihajonta oli 16 %. Saman testiliuskan
lukeminen lyhyen ajan sisalla antoi tulokseksi 0,8 ppm = 0,6 ppm, keskihajonta
oli 0,02 ppm ja suhteellinen keskihajonta oli 2 % (Liite 1. (3/3)). Nama testauk-
set tehtiin ensimmaisten testausten joukossa, joten toisin kuin ohralla ja vehnél-
le, ne eivat ole mukana yksittaisten naytteiden tuloksissa, jotka |0ytyvat liitteista.
Testattavaksi naytteeksi valikoitui silloisen kiinnostusten mukaan nayte, jonka
DON-pitoisuus oli 0,76 ppm (GC-MS), koska 0,750 ppm on lakisdateinen raja-
arvo suoraan myytavaksi tarkoitetuilla elintarvikkeilla. Kuvassa 10. kauranayt-
teiden tuloksien kuvaaja, jossa on regressiosuora Rida-analyysin tuloksista ver-

rattuna GC-MS-analyysin tuloksiin.
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Kuva 10. Regressioanalyysi kauran tuloksista. Pearsonin korrelaatio oli 0,935.

Absoluuttiset erot eri menetelmilla mitattujen yksittaisten mittaustulosten valilla
olivat -1,17 — 0,15 ppm:n valilta ja prosentuaaliset erot vaihtelivat valilla — 84,91
— 22,73 % (Liite 1. (1/3)).

Eri menetelmilla saatuja tuloksia vertailtin parittaisella t-testilla. Laskettu t-
testisuureen arvo oli 5,694. Vastaava taulukkoarvo on 2,042 (t-taul. 95 %, 2-
suun., n=30) (Liite 1. (3/3)). Nain ollen menetelmien tulokset poikkesivat toisis-

taan 95 % luotettavuustasolla.

Verrattaessa Rida-analyysilla mitattujen kuuden rinnakkaisen naytteen keskiar-
voa GC-MS-analyysin tulokseen todettiin ettad, tulokset eivat poikenneet toisis-
taan 95 % luotettavuustasolla. Laskettu t-arvo oli 1,117. Vastaava taulukkoarvo
on 2,571 (t-taul. 95 %, 2-suun., n=6) (Liite 1. (3/3)).

Rida-menetelmalla analysoitin myds naytteitd, joissa ei ollut havaittu DON-
toksiinia GC-MS-analyysissa. Rida-analyysilla saadut tulokset olivat yhtenevai-
set GC-MS-analyysitulosten kanssa eli DON-toksiinia ei I6ytynyt (tulos < 0,5
ppm) (Liite 1. (3/3)).

7.1.2 Ohra

Ohranéaytteita oli 20 kpl (lite 2. (1/2)). Menetelman toistettavuus ohralla testattiin
kuudella rinnakkaisella mittauksella naytteestd, jonka DON-pitoisuus GC-MS-

menetelmalla oli 1,30 ppm. Mittaustulosten keskiarvo oli 2,5 ppm, keskihajonta
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oli 0,2 ppm ja suhteellinen keskihajonta oli 9 %. Kuvassa 11. ohranaytteiden
tuloksien kuvaaja, jossa on regressiosuora Rida-analyysin tuloksista verrattuna

GC-MS-analyysin tuloksiin.

3,5
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Rida (ppm)

Rinnakkaiset 6 kpl

1,00 1,50 2,00
GC-MS (ppm)

Kuva 11. Regressioanalyysi ohran tuloksista. Pearsonin korrelaatio 0,931.

Regressioanalyysin kuvaajasta (kuva 11.) nahdaan Rida-analyysin antama ha-
jonta kuudelle rinnakkaiselle naytteelle. Absoluuttiset erot eri menetelmilla mitat-
tujen yksittaisten mittaustulosten valilla olivat -1,41 — (-0,12) ppm:n valilta ja
prosentuaaliset erot vaihtelivat valilla -137,7 — (-28,6) % (Liite 2. (1/2)).

Eri menetelmilla saatuja tuloksia vertailtin parittaisella t-testilla. Laskettu t-
testisuureen arvo oli 7,854. Vastaava taulukkoarvo on 2,120 (t-taul. 95 %, 2-
suun., n=17) (Liite 2. (2/2). Nain ollen menetelmien tulokset poikkesivat toisis-

taan 95 % luotettavuustasolla.

Verrattaessa Rida-analyysilla mitattujen kuuden rinnakkaisen naytteen keskiar-
voa GC-MS-analyysin tulokseen todettiin ettd, tulokset poikkesivat toisistaan 95
% luotettavuustasolla. Laskettu t-arvo oli 13,612. Vastaava taulukkoarvo on
2,571 (t-taul. 95 %, 2-suun., n=6) (Liite 2. (2/2)).

Rida-menetelméalla analysoitin myds naytteitd, joiden DON-toksiinipitoisuus
GC-MS-analyysin mukaan oli alle pikamenetelman lukija-laitteen kvantitointira-

jan. Kahdeksasta alhaisen DON-pitoisuuden omaavasta naytteesta (GC-MS,
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0,19 — 0,44 ppm) kuusi ei antanut lukemaa Rida-analyysilla. Kahden naytteen
lukemat olivat 0,54 (nayte 12) ja 0,72 ppm (nayte 17) (Liite 2. (1/2)).

7.1.3 Kevatvehna

Vehnanaytteita oli 21 kpl (lite 3. (1/2)). Menetelman toistettavuus vehnalla tes-
tattiin kuudella rinnakkaisella mittauksella naytteesta, jonka DON-pitoisuus GC-
MS-menetelmalla oli 1,00 ppm. Mittaustulosten keskiarvo oli 1,8 ppm, keskiha-
jonta oli 0,2 ppm ja suhteellinen keskihajonta oli 13 %. Kuvassa 12. on vehna-
naytteiden tuloksien regressiokuvaaja molempien menetelmien antamista yksit-

taisista mittaustuloksista.

Rida (ppm)
[a¥]

05 - o Rinnakkaiset 6 kpl

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
GC-MS (ppm)

Kuva 12. Vehnan regressioanalyysi. Pearsonin korrelaatio 0,935.

Regressioanalyysin kuvaajasta (kuva 12.) ndhdaan Rida-analyysin antama ha-
jonta kuudelle rinnakkaiselle naytteelle. Absoluuttiset erot eri menetelmilla mitat-
tujen yksittdisten mittaustulosten valilla olivat -1,40 — (-0,01) ppm:n valilta ja

prosentuaaliset erot vaihtelivat valilla -121 — (- 2) % (Liite 3. (1/2)).

Eri menetelmilla saatuja tuloksia vertailtiin parittaisella t-testilla. Laskettu t-
testisuureen arvo oli 3,544. Vastaava taulukkoarvo on 2,131 (t-taul. 95 %, 2-
suun., n=16)(Liite 3. (2/2)). Nain ollen menetelmien antamat tulokset poikkesivat

toisistaan 95 % luotettavuustasolla.
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Verrattaessa Rida-analyysilla mitattujen kuuden rinnakkaisen naytteen keskiar-
voa GC-MS-analyysin tulokseen todettiin etta, tulokset poikkesivat toisistaan 95
% luotettavuustasolla. Laskettu t-arvo oli 8,561. Vastaava taulukkoarvo on
2,571 (t-taul. 95 %, 2-suun., n=6) (Liite 3. (2/2)).

Rida-menetelmélla analysoitin myds naytteitd, joiden DON-toksiinipitoisuus
GC-MS-analyysin mukaan oli alle pikamenetelman lukija-laitteen kvantitointira-
jan (GC-MS 0,17-0,35 ppm). Nam& naytteet eivat antaneet lukemaa Rida-
analyysilla. Kaikkien naytteiden tulokset esitetaan liitteessa 3. (1/2).

7.1.4 Yhteenveto testin toistettavuudesta eri viljalajeille

Taulukkoon 5. on koottu kolmen viljalajin kuuden rinnakkaisen naytteen toistet-
tavuustestien tulosten keskiarvo (ka), keskihajonta (s) ja suhteellinen keskiha-
jonta (RSD %). Taulukkoon on laskettu Rida-analyysille standardiepévarmuu-
den arvo (Uf), jolla tuloksen mittausepavarmuus ilmoitetaan. Laajennettu mitta-
usepavarmuus lasketaan 95 % luottamustasolla, k=2. Kuuden rinnakkaisen mit-
taustulokset voidaan ilmoittaa muodossa kaura 0,8 ppm % 0,6 ppm, ohra 2,5
ppm = 0,8 ppm ja vehna 1,8 ppm = 0,7 ppm.

Standardiepavarmuuden |. mittausepavarmuuden laskeminen kohdan 3.1 kaa-

van mukaan:

Kaura: Uf = ,/(0,5mg/kg/ 2)? + (0,15x 0,81 mg/kg)? = 0,28 ppm

Ohra: Uf = /(0,5mg/kg/ 2)? + (0,12x 2,46 mg/kg)? = 0,39 ppm

Vehna:Uf = /(0,5mg/kg/ 2)? + (0,12x 1,84 mg/kg)? = 0,33 ppm

Laajennettu mittausepavarmuus saadaan kertomalla standardiepdvarmuus kat-

tavuuskertoimelle 2 eli U, (k=2) on Uf * 2
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Taulukko 5. Viljalajien rinnakkaiset tulokset. Rida-maarityksessa n=6 ja GC-MS-
menetelmassé n=1.

DON - pitoisuus
KAURA | OHRA | VEHNA

GC-MS (ppm) 0,76 1,30 1,00

ka (ppm) 0,8 2,5 1,8
s (ppm) 0,12 0,21 0,24

Rida RSD % 14 9 13
Uf (ppm) 0,28 0,39 0,37

+U, k=2 (ppm) 0,6 0,8 0,7

U % 68 32 40

Referenssimenetelmana kaytetyn GC-MS-menetelmén laajennettu mittausepa-
varmuus on = 51 % (32). Huomioiden tama ja Ridan mittaustuloksiin lasketut
mittausepavarmuudet (£ U, k= 2) kahden eri menetelman antamissa tuloksissa
(taulukko 5.) olivat tulokset yhtenevaiset kaikilla viljalajeilla. Lakisaateinen RSD
% kvantitatiivisessa analyysissa on < 20 %, joten Rida - menetelman rinnak-

kaisten tulokset ovat taman mukaan hyvia.

Kaikkien viljalajien tulokset poikkesivat kahden menetelméan valilla parittaisen t-
testin 95 % luottamustason mukaan toisistaan mitattaessa yksittaisia viljanayt-

teita.

Verrattaessa kuuden rinnakkaisen kauranaytteen tulosten keskiarvoa GC-MS-
analyysin tulokseen t-testilld, tulokset eivat poikenneet toisistaan 95 % luotetta-
vuustasolla. Laskettu t-arvo oli 1,117. Vastaava taulukkoarvo on 2,571 (t-taul.
95 %, 2-suun., n=6). Liite 1. (3/3). Ohran (Liite 2. (2/2)) ja vehnan (Liite 3. (2/2))

kuuden rinnakkaisen tulokset poikkesivat toisistaan 95 % luottamustasolla.

7.2 Menetelman toistettavuus viljanaytteiden DON-pitoisuuden ollessa raja-

arvoalueella

Testaus suoritettiin kaikilla kolmella viljalajilla kolmella néaytteellda, joista jokai-
sesta tehtiin kuusi rinnakkaista analyysia. Taulukosta 6. ndhdaan GC-MS:n an-
tamat tulokset, Ridan kuudelle rinnakkaiselle naytteelle antamien tulosten kes-
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kiarvo, keskihajonta, suhteellinen keskihajonta ja standardiepavarmuus. Liit-
teessa 4. kohdissa (1/3),(2/3) ja (3/3) esitetdédn kaikkien naytteiden mittaustu-

lokset.

Taulukko 6. Toistettavuuden testaus viljojen lakisdateisten DON-pitoisuusraja-
arvojen lahella.

Rida (n=6)
el Vaihtelu-
MS ka S - RSD | lask. t- +U,
vali . Uf 1 zU %
(ppm) | (ppm) | (POM) | ) % testi k=2
1,4 1,7 0,1 0,2 5 8,019 | 0,32 | 0,6 | 38
Kaura 1,7 2,0 0,2 0,5 9 4,028 | 0,34 | 0,7 35
2,1 2,3 0,2 0,5 10 2,369 | 0,37 | 0,8 | 32
0,81 1,8 0,4 1,1 22 6,027 | 0,33 | 0,7 37
Ohra 1,3 2,3 0,3 0,7 13 8,534 | 0,38 | 0,8 | 32
1,6 2,3 0,4 0,9 16 4,796 | 0,37 | 0,8 | 32
Kevt- 0,79 1,3 0,1 0,4 10 9,607 | 0,30 | 0,6 45
vehni 1,0 1,6 0,4 0,8 23 4,031 | 031 |06 | 40
14 2,1 0,3 0,7 12 6,845 | 0,36 | 0,7 34

Lasketut t-arvot olivat kaikilla viljoilla suuremmat kuin t-taulukkoarvo t (taul. 95
%, 2-suunt., n=6 on 2,571, lukuun ottamatta kauran testausta tasolla 2,1 ppm. t-
arvojen laskuissa ei ole huomioitu mittausepavarmuutta erikseen. Laskutoimi-

tukset esitetaan liitteesta 4.

7.2.1 Yhteenveto menetelman toistettavuuden testauksesta viljanaytteiden

DON-pitoisuuksien ollessa lahella raja-arvopitoisuuksia

Kaikkien kolmen viljalajien tulokset mitattuna molemmilla menetelmilla poikkesi-

vat 95 % luottamustasolla toisistaan.

Tarkasteltaessa GC-MS- ja Rida-menetelmien tuloksia huomioiden molempien

menetelmien mittausepavarmuudet, tulokset ovat yhtenevat.

Taman mukaan Rida®Quick Scan- pikatesti toimii vaadittavalla luotettavuusta-
solla lahella enimmaispitoisuuksia maaritettdessd DON-toksiinipitoisuuksia vil-

janaytteistd huomioon ottaen mittaustuloksissa mittausepavarmuuden.
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7.3 Naytteen laimennus

Taulukkoon 7. on keratty kolmella eri tavalla (kohta 6.4) laimennetun kauranayt-
teen tulokset. Kaikilla naytteilla laskettu t-arvo oli suurempi kuin taulukkoarvo, t

(taul. 95 %, 2-suunt., n=6) on 2,571. Laskutoimitukset esitetaan liitteesta 5.

Taulukko 7. Kauranaytteen laimennustestausten antamat tulokset, n=6.

Rida (n=6)
GC- DON-
MS = > ROS D Iask._ toksiinin | Uf(ppm) i?z +U %
(ppm) (ppm) | (ppm) %o t-testi tulos =
Laim.1 | 2,2 1,4 0,2 14 3,328 2,7 0,41 0,8 30
Laim.2 | 2,2 1,3 0,2 13 3,266 2,7 0,40 0,8 31
Laim.3 | 2,2 1,3 0,1 9 4,126 2,6 0,40 0,8 gl

Nayte laimennettiin suhteessa 1:2 testauksen alussa, joten mitattujen tulosten
(Rida) keskiarvo taytyi kertoa kahdella oikean tuloksen saamiseksi. Nama arvot
loytyvat taulukosta 7. sarakkeesta DON-toksiinin tulos. Tata laskettua arvoa

kaytettiin verrattaessa tulosta GC-MS-analyysin tulokseen.

Tulokset voidaan ilmoittaa muodossa 2,7 ppm +0,8 ppm, 2,7 ppm + 0,8 ppm ja
2,6 ppm 0,8 ppm.

Testauksen lopuksi mitattiin laimentamaton néyte erikseen Rida-analyysilla ja
mittaustulokseksi saatiin 2,2 ppm + 0,7 ppm.

7.3.1 Yhteenveto kauranaytteen laimennuksesta

Vertailuarvoon (GC-MS) néhden t-testin 95 % luottamustason mukaan mene-
telmien tulokset poikkesivat toisistaan kaikilla kolmella laimennustavalla. Verrat-
taessa kahden menetelmén tuloksia kaikilla kolmella laimennustavalla huomioi-
den molempien menetelmien mittausepavarmuudet, tulokset olivat yhtenevat.
Laimentamattoman naytteen mittaus antoi Rida-analyysilla tuloksen 2,2 ppm ja
GC-MS-analyysi antoi tulokseksi 2,2 ppm.
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7.4 Laboratorioiden valinen toistettavuus

Kolmen eri laboratorion tutkimien kaura- ja vehnénéaytteiden DON-tulokset on
koottu taulukkoon 8. Parittaisen t-testin mukaan tulokset eivat eronneet toisis-
taan 95 % luottamustasolla. Tuloksia tarkasteltiin pareittain (kaksi laboratoriota
kerrallaan). Laskutoimitukset esitetaan liitteesta 6. (1/4) ja (2/4). Rinnakkais-
maaritysten kaikkien kolmen mittauksen antaessa tuloksen, on taulukkoon las-
kettu keskiarvo, — hajonta ja suhteellinen keskihajonta. Menetelméa ei anna nu-

meerista tulosta, jos naytteen DON-pitoisuus on < 0,5 ppm.
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Taulukko 8. Kolmen rinnakkaisten naytteiden Rida-analyysien tulokset eri labo-

ratorioissa mitattuina vehna- ja kauranaytteilla.

VEHNA
Viljalab.2. | Viljalab.1. | Amk ka S Uf iEJ’ +U
RSD % k=2
(ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) | (PPM) ®Pm) | oom) | %
<0,5 <0,5 <05
0,52 <0,5 0,51
<0,5 <0,5 <05
2,16 2,64 2,96 26 | 04 16 0,40 08 | 30
3,01 3,4 3,22 32 | 02 6 0,46 1,0 | 29
5,5 459 >55
0,87 <0,5 <0,5
0,93 0,93 0,83 09 | 0,06 6 0,28 06 | 63
0,76 0,77 0,76 0,8 | 0,006 1 0,27 06 | 72
0,5 <0,5 <0,5 0,5
0,5 <0,5 <05 0,5
1,19 1,31 1,58 14 | 02 15 0,30 06 | 44
KAURA
Viljalab.2. | Viljalab.1. | Amk | ka s uf U4y
RSD % k=2
(ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) %
1,62 1,45 1,59 1,6 0,1 6 0,31 06 | 40
2,08 1,91 1,63 1,9 0,2 12 0,34
1,22 1,62 1,12 1,3 0,3 20 0,30 06 | 45
1,44 1,87 1,91 1,7 0,3 15 0,33 06 | 37
<0,5 <0,5 <0,5
2,28 2,12 1,83 2,1 0,2 11 0,35 08 | 34
<0,5 <0,5 <0,5
1,14 1,34 1,43 1.3 0,1 11 0,29 06 | 45
1,48 0,97 0,99 1,2 0,3 25 0,30 06 | 53
2,07 1,76 1,65 1.8 0,2 11 0,33 06 | 36
3,55 4,13 3,24 3,6 0,5 12 0,50 1,0 | 28
3,01 3,48 3,89 3,5 0,4 13 0,48 1,0 | 28

Toisena vertailutestauksena olivat kahden laboratorion mittaukset rinnakkaisista

kaura- ja vehnanaytteista, taulukko 9. Naista naytteistd oli myds GC-MS-

analyysin tulokset vertailuarvoiksi. Mitatut arvot ja t-testin laskutoimitukset esite-
taan liitteessa 6. (3/4) ja (4/4).
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Taulukko 9. Kahden rinnakkaisten néaytteiden tulokset eri laboratorioissa mitat-

tuina kaura- ja vehnéanaytteista.

Kahden laboratorion tulokset samoista viljanaytteista

VEHNA
Rida
= - +
Toomy, | AmK | Vilialb2 | ke | s | oo oun [l
(ppm) | (ppm) (ppm) | (ppm) (®PM) | (opm)
1,90 31 3,38 32 | 02 6 046 | 09 29
0,35 <0,5 <0,5
0,77 1,53 1,31 14 | 02 11 030 | 06 43
0,37 <0,5 <0,5
1,40 2,8 2,23 25 | 04 16 039 | 08 31
1,00 1,59 1,8 17 | 01 9 032 | 06 38
0,79 1,58 1,18 14 | 03 21 030 | 06 43
3,90 >5,5 4,25 43
0,75 1,02 0,95 10 | 005 5 028 | 06 56
0,79 1,32 1,5 14 | 01 9 030 | 06 43
0,54 0,56 07 06 | 01 16 027 | 05 85
0,50 0,51 <0,5 0,5
KAURA
Rida
-M - +
Ci;:pm)s Amk Viljalab.1 ka S RSD % Uf ESZ +U %
(ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) (PPM) | (hom)

1,7 2,47 2,34 24 | 01 38 | 038 | 08 | 32
1,9 2,2 2,12 22 | 01 26 | 036 | 07 | 33
11 2,03 1,36 17 | 05 28 | 032 | 06 | 38
2,6 2,97 3,24 31 | 02 6 045 | 09 | 29
07 0,95 0,97 10 [ 001 | 15 | 029 | 06 | 60
14 1,76 1,94 19 | 01 7 033 | 07 | 36
0,61 0,86 0,87 09 | 001 1 028 | 06 | 65
6,2 4,11 4,18 42 | 0,05 1 056 | 1,1 | 27
2,2 2,98 2,62 28 | 01 9 042 | 08 | 30
0,94 0,89 1,16 10 | 02 19 | 028 | 06 | 54
0,45 <0,5 <0,5
0,55 <0,5 <0,5
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7.4.1 Yhteenveto vertailunaytteiden tuloksista

Tarkasteltaessa kolmen laboratorion kaura- ja vehnanaytteitd (taulukko 8.) RIi-
da-analyysien antamat tulokset (Liite 6. (1/4) ja (2/4)) eivat poikenneet toisis-

taan parittaisen t-testin 95 % luottamustason mukaan.

Kahden laboratorion Rida-mittaustuloksia (taulukko 9.) verratessa kauranayttei-
den tulokset (Liite 6. (3/4)) eivat poikenneet toisistaan 95 % luottamustasolla.
Myds vehnanaytteiden mittaustulokset (Liite 6. (4/4)) eivat eronneet toisistaan
95 % luottamustasolla. Verrattaessa tuloksia kahden eri menetelméan (Rida ja
GC-MS) vadlilla kauranaytteiden tulokset eivat eronneet toisistaan 95 % luotta-
mustasolla. Vehnanaytteita tarkastellessa tulokset menetelmien vélilla erosivat
95 % luottamustasolla kvantitatiivisesta analyysista. Laite on optimoitu vehnélle,
joten saatu luotettavampi tulos kauralle oli yllattdvaa. Vertailtaessa vehnan tu-
loksia ja huomioiden molempien menetelmien mittausepéavarmuudet, tulokset

kohtaavat ja ovat yhtenevat.

Verrattaessa GC-MS-analyysien yksittaisia tuloksia Rida-analyysien tuloksiin
ilman, ettd mittausepavarmuus huomioidaan, voidaan todeta GC-MS-analyysien
tulosten olevan pienempia. Naytteet, jotka GC-MS-analyysin mukaan ovat alle
lakisaateisen pitoisuuden DON-toksiinin osalta, ovatkin Rida-analyysilla mitat-
tuina yli raja-arvon. Esimerkkind vehnan GC-MS tulos 1,0 ppm ja Rida-

analyysien tulokset 1,6 ppm ja 1,8 ppm.

Koko vertailutestausta tarkastellessa viljanaytteiden alhaisen DON-pitoisuuden
vuoksi Rida-analyysit antoivat yhtenevaisen < 0,5 ppm lukeman muutamaa lu-
kemaa lukuun ottamatta. Yksi analyysitulos ylitti lukijalaitteen mittausalueen
kahden muun laboratorion lukijalaitteen osuessa mittausalueelle samalla nayt-

teella.
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8 JOHTOPAATOKSET

Rida-pikatestin toimivuus testattiin kolmella viljalajilla (kaura 30 kpl, ohra 20 kpl
ja vehna 21 kpl). Pikamenetelmalla ja kvantitatiivisella menetelmalla saatiin yh-
tenevdiset tulokset, kun menetelmien laajennetut mittausepavarmuudet otettiin
huomioon. llman mittausepéavarmuuksia tarkasteltuna Rida-analyysien tulokset
antoivat muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta isompia DON-pitoisuuksia kuin
akkreditoidun GC-MS-analyysien tulokset. Suurilla pitoisuuksilla (= 2 ppm) Rida-
analyysin mittaustulokset olivat lahempéana GC-MS-tuloksia kuin pienilla, lahella
lakisaateisia pitoisuusrajoja olevilla mittaustuloksilla. Rida-analyysien laajennet-
tu mittausepavarmuus oli suurempi pienilla (< 1.0 ppm) pitoisuuksilla kuin suu-
remmilla pitoisuuksilla. Kun mitattiin naytteita, jotka olivat GC-MS-menetelman
mukaan DON-toksiinivapaita tai DON-pitoisuus oli alempi kuin rida-analyysin
maaritysraja, Rida-analyysi ei antanut lukemaa kahta ohran mittaustulosta lu-

kuun ottamatta.

Lainsaadannon edellyttama keskihajonta rinnakkaisissa viljanaytteissa maaritet-
tdessa DON-toksiinia on < 20 %. Rida®QuickDON-pikamenetelma tayttaa na-
ma vaatimukset. Menetelméan toistettavuutta testattiin kaura- ja vehnénaytteilla
(yht. 48 kpl). Testaukset suoritettiin kolmessa eri laboratoriossa eri henkildiden
tekemina samoista jauhetuista ja punnituista naytteista. Naiden rinnakkaisten
naytteiden Rida-analyysien tulokset olivat yhtenevat kesken&an 95 % luotta-

mustasolla.

Tybssa testattin myds naytteen laimentamisen vaikutusta analyysitulokseen.
Laimennustapoja oli kolme ja laimennustapa ei vaikuttanut naytteen DON-
pitoisuuteen. Nayteviljan laimentaminen puhtaalla viljalla oli tekotapana paras,
koska naytteen kasittely oli tasséd menetelmassa helpointa. Laimennustapa,
jossa pelkka uuttopuskuri lisattiin laimennettavan naytteen supernatanttiin, oli
laimennustavoista nopein. Uuttopuskurin suuri maaré vaikeutti kuitenkin nayt-

teen pipetointia, koska néyte vaahtoutui.
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Taman opinnaytetyon perusteella Rida®QuickDON-pikatesti ja tuloksen lukemi-
seen kaytettdva Rida®Quick Scan-lukijalaite tayttdvat Euroopan komission ase-
tuksen (EY) 401/2006 asettamat vaatimukset kvantitatiiviselle analyysille DON-
toksiinin maaritykselle prosessoimattomasta viljasta. Mittaustulokseen laske-
taan naytekohtaisesti laajennettu mittausepavarmuus (Uf = standardiepéavar-
muuden enimmaisarvo validoimattomassa menetelméssa ja laajennetun mitta-
usepavarmuuden laskeminen Uf-arvosta 95 % luottamustasolla, k=2). Mittaus-
epavarmuuden laskeminen Rida-analyysilla mitattuun yksittaiseen mittaustulok-
seen viljanaytteesta on tarkeaa tuloksen oikeellisuuden kannalta. TA&mé&n opin-
naytetyon tulosten perusteella DON-toksiinin pitoisuus viljanaytteessa voi kvan-
titatiivisella menetelmalla mitattuna olla pienempi kuin Rida-analyysilla saatu
tulos. Kun mittausepavarmuus otetaan mukaan tulokseen, voidaan parhaiten
valttya virheellisiltA DON-positiivisilta tuloksilta. Rida®QuickScan-lukijalaite an-
taa tuloksen kahden desimaalin tarkkuudella, mutta testauksen tulosten keski-

hajonnan perusteella tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

Kun Rida-analyysi antaa naytteelle tuloksen, joka ylittda lakisaateisen raja-
arvon mittausepavarmuus huomioon otettuna, on mittaustulos syytad varmentaa

akkreditoidulla kvantitatiivisella menetelmalla.
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Kauranaytteet

Liite 1. (1/3)

Taulukko 1. Kauranaytteet 30 kpl ja DON-analyysitulokset seka mittausepavar-

muus.
Rida MTT B
Nayte | (mg/kg) | (makg) | Ero @) | M8 |uf epm)| TV K2 | suw
nako) | (malk (ppm) (ppm)
1 0,69 053 | -3019 | -016 027 05 78
2 0,98 053 | 8491 | -045 0,29 06 59
3 0.5 0,55 9,09 0,05 0,26 05 104
4 07 057 | 2281 | -013 0,27 05 77
5 0,72 058 | 2414 | -0.14 0,27 05 76
6 0,86 061 | 4098 | -0.25 0,28 06 65
7 0,52 0,63 17,46 | 0411 0,26 05 101
8 0,51 0,66 2273 | 015 0,26 05 103
9 0,95 0.7 3571 | 025 0,29 06 61
10 0,71 0,76 6,58 0,05 0,27 05 77
11 1,26 076 | 6579 | -05 0,29 06 46
12 1,08 089 | 21,35 | -0.19 0.28 06 52
13 0,89 0,94 532 0,05 0,27 05 61
14 1,18 11 727 | -008 0,29 06 49
15 2,03 11 8455 | 0,93 0,35 0,7 34
16 1,73 13 3308 | 043 0,32 06 38
17 1,54 1,4 10,00 | 014 031 06 40
18 1,76 1.4 2571 | 036 0,33 0,7 37
19 1.9 1,4 3571 | 05 0,34 0,7 36
20 224 1.6 20,00 | 064 037 0.7 33
21 247 1,7 2529 | -0.77 0,39 08 31
22 2,49 1,7 2647 | 0,79 0,39 08 31
23 2.87 1,7 6882 | 1,17 0,43 0.9 30
24 256 1.8 2222 | 0,76 0,40 08 31
25 22 1.9 1579 | 03 0,36 0,7 33
26 262 2.1 2476 | 052 0,40 08 31
27 213 22 3.18 0,07 0,36 0,7 34
28 2,63 22 1055 | 043 0,40 08 31
29 2,98 2.2 3545 | 0,78 0,44 0,9 29
30 2,97 2.6 1423 | 037 0,44 0,9 29
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Taulukko 2. DON-pikamenetelman toistettavuuden testaus kuudella rinnakkai-

sella kauranaytteella.

y Punnitu Rida GC-MS 0 Vaihtelu U, k=2 0

nayte s () (opm) (opm) ero ero% vali Uf (ppm) (opm) U %
1 1,0032 0,68 0,08 10,53 0,27 0,5 79
2 1,0032 0,94 -0,18 -23,68 0,29 0,6 61
3 1,0021 0,8 -0,04 -5,26 0,28 0,6 69
4 1,0012 0,76 0,76 0 0,00 0,29 0,27 0,5 72
5 1,0015 0,97 -0,21 -27,63 0,29 0,6 60
6 1,0021 0,73 0,03 3,95 0,27 0,5 75
ka 0,81 -0,05 0,28 0,6 68
S 0,1169

RSD% 14,37

Taulukko 3. Systeemin toistettavuuden testaus yhdella naytteelld joka luetaan

kuudella eri testiliuskalla (kaura).
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6. naytteestd |Lukema (ppm) |Vaihteluvali | Uf (ppm) i(;J;)I:n—)Z U %

1 0,96 0,29 0,6 60
2 0,84 0,28 0,6 67
3 0,69 0.32 0,27 0,5 78
4 0,81 0,28 0,6 69
5 1,01 0,28 0,6 55
6 0,72 0,27 0,5 76
ka 0,84 0,28 0,6 67
S 0,1273

RSD% 15,19




Liite 1. (3/3)

Taulukko 4. Systeemin toistettavuuden testaus lukemalla samaa testiliuskaa
kuudesti lyhyen ajan sisalla (kaura).

6. naytteestd| Lukema (ppm) | Vaihteluvali| Uf (ppm) i(l;’pl:n_)z U %
1 0,78 0,28 0,6 70,8
2 0,80 0,28 0,6 69,3
3 0,81 005 0,28 0,6 68,6
4 0,82 ’ 0,28 0,6 68,0
5 0,83 0,28 0,6 67,3
6 0,83 0,28 0,6 67,3
ka 0,81 0,28 0,6 68,5
S 0,0194

RSD% 2,39

Taulukko 5. Kauranaytteiden (30 kpl) parittainen t-testi GC-MS-analyysin ja Ri-

da-analyysin tulosten valilla.

Parittainen t-testi naytteista

ka -0,352 0,352
S 0,338591403
+t 5,69412982
t (taul.95%,2-suunt., n=30) =2,045
2,042 <5,694 95 % luotettavuustasolla Rida-tulokset poikkeavat GC-MS:n tulok-
sista.

Taulukko 6. Menetelméan testauksen kuuden rinnakkaisen tuloksen keskiarvon

vertailu t-testilla GC-MS:n arvoon, jota pidetdén oikeana mittaustuloksena.

lask. £t 1,11749 (GC-MS - arvoa pidetdén oikeana arvona)
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
1,117< 2,571, menetelman tulos ei poikkea 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelmén tuloksesta

Taulukko 7. Kauranaytteet, joiden DON-pitoisuus on GC-MS-analyysin mukaan

alle lukijalaitteen kvantitointirajan, eivat antaneet Rida-analyysilla lukemaa.

RIDA GC-MS

nayte |DON (mg/kg) DON (mg/kg) [T-2 (mg/kg)HT-2 (mg/kg]NIV (mg/kg)| 3-AcDON
297-1 <05 0,34 0,41
278-2 <05 <0,025 0,27 11 0,039
297-9 <05 0,17 13 25 <0,025
353-22 <05 0,036 0,32
309-19 <0,5 0,071 <0,025 0,15 <0,025

std 1,67 1,431 Kaupallinen std. valmistajan ilmoittama pitois.
kont. 0,55 0,53
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Ohranaytteet

Taulukko 8. Ohranaytteet 20 kpl ja DON-analyysitulokset sek& mittausepavar-
muus. Menetelman toistettavuuden testauksena kuusi rinnakkaista yhdesta
naytteesta (naytteet 20-25).

Rida MTT +U. k=2
Nayte |Massa(g)| (ppm) (ppm) Ero Ero % Uf (ppm) _(piom) +U %

DON DON
1 1,0046 <05 0,20
2 1,0046 <05 0,24
3 1,0063 1,03 0,73 -0,3 -41,10 0,28 0,6 54
4 1,0025 2,46 1,60 -0,86 -53,75 0,39 0,8 31
5 1,0036 <05 0,20
6 1,0049 <05 0,19
7 1,0025 157 0,81 -0,76 -93,83 0,31 0,6 40
8 1,0088 <05 0,38
9 1,0042 <05 0,44
10 1,0078 1,75 0,83 -0,92 -110,84 0,33 0,7 37
11 1,0087 <05 0,38
12 1,004 0,54 0,42 -0,12 -28,57 0,26 0,5 97
13 1,0048 0,79 0,55 -0,24 -43,64 0,28 0,6 70
14 1,0051 1,32 0,75 -0,57 -76,00 0,30 0,6 45
15 1,0051 1,64 0,69 -0,95 -137,68 0,32 0,6 39
16 1,0081 1,06 0,75 -0,31 -41,33 0,28 0,6 53
17 1,0071 0,72 0,45 -0,27 -60,00 0,27 0,5 76
18 1,0064 1,59 0,67 -0,92 -137,31 0,31 0,6 40
19 1,0064 <05 0,39
20 1,0043 2,71 1,30 -1,41 -108,46 0,48 1,0 35
21 1,0045 2,45 1,30 -1,15 -88,46 0,44 0,9 36
22 1,0038 2,31 1,30 -1,01 -77,69 0,43 0,9 37
23 1,0078 2,14 1,30 -0,84 -64,62 0,41 0,8 38
24 1,0005 2,6 1,30 -1,3 -100,00 | 0,463249 0,9 36
25 1,0048 2,57 1,30 -1,27 -97,69 0,459467 0,9 36

Taulukko 9. Parittainen t-testi kaikista ohranédytetuloksista, jotka antoivat luke-

man Rida-analyysilla.

Parittainen t-testi ndytteista

ka -0,77647 0,776471
S 0,407599
+t 7,854465

t (taul.95%,2-suunt., n=17) =2,120
2,120 <7,854 95 % luotettavuustasolla tulokset poikkeavat GC-MS:n tuloksista.
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Taulukko 10. Kuuden rinnakkaisen ohranaytteen mittaustuloksen keskiarvo, -
hajonta ja suhteellinen keskihajonta. GC-MS-analyysin tulos oli 1,30 ppm.

Kuusi rinnakkaista(ppm)

ka 2,46
S 0,209
RSD% 8,50
Uf 0,39
+U, k=2 0,8
+U 31

Taulukko 11. DON-pikamenetelman testauksen kuuden rinnakkaisen mittaustu-
loksen keskiarvon vertailu t-testilla GC-MS:n arvoon, jota pidetdaéan oikeana ar-

vona.
*t 13,611644 (GC-MS - arvoa pidetdan oikeana arvona)

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
13,612 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
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Taulukko 12. Kevatvehnanaytteet 21 kpl ja DON-analyysitulokset sek& mittaus-

epavarmuus. Menetelmén toistettavuuden testauksena kuusi rinnakkaista yh-
desta naytteesta. (Naytteet 11-16).

i + =

No Nayte |Massa(g) Rld;(()prm) MTE(()p[\Tm) Ero Ero % Uf (ppm) _(ﬁpl:n)z tU %
1 260-5 1,0031 <0,5 0,35

2 260-6 1,0044 3,1 1,90 -1,20 -63,16 0,45 0,9 29
3 278-6 1,004 <0,5 0,19

4 278-7 1,0041 <0,5 0,35

5 278-8 1,0018 <0,5 0,17

6 278-9 1,0051 <0,5 0,22

7 297-14 1,0051 1,53 0,77 -0,76 -98,70 0,31 0,6 41
8 336-10 1,0011 <0,5 0,37

9 336-11 1,0033 2,8 1,40 -1,40 -100,00 0,42 0,8 30
10 336-12 1,0022 <0,5 0,19

11 336-13 1,0039 2,07 1,00 -1,07 -107,00 0,35 0,7 34
12 336-13 1,0059 2,21 1,00 -1,21 -121,00 0,36 0,7 33
13 336-13 1,0036 1,59 1,00 -0,59 -59,00 0,31 0,6 40
14 336-13 1,0041 1,74 1,00 -0,74 -74,00 0,33 0,7 37
15 336-13 1,004 1,76 1,00 -0,76 -76,00 0,33 0,7 37
16 336-13 1,0023 1,69 1,00 -0,69 -69,00 0,32 0,6 38
17 336-14 1,0028 1,58 0,79 -0,79 -100,00 0,31 0,6 40
18 349-1 1,0052 <0,5 0,33

19 349-3 1,0073 1,02 0,75 -0,27 -36,00 0,28 0,6 55
20 349-4 1,0071 1,32 0,79 -0,53 -67,09 0,30 0,6 45
21 349-5 1,0034 0,56 0,54 -0,02 -3,70 0,26 0,5 94
22 349-6 1,0005 <0,5 0,23

23 349-8 1,0033 1,16 0,74 0,42 -56,76 0,29 0,6 49
24 349-9 1,0048 0,51 0,50 -0,01 -2,00 0,26 0,5 103
25 349-10 1,0071 1,32 0,76 -0,56 -73,68 0,30 0,6 45
26 349-11 1,0049 >55 3,90

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola




Liite 3. (2/2)

Taulukko 13. Parittainen t-testi kaikista vehnanaytetuloksista, jotka antoivat lu-
keman Rida-analyysilla.

Parittainen t-testi naytteista

ka 0,617975 0,617975
S 0,697439
*t 3,54425

t (taul.95%,2-suunt., n=16) =2,131
2,131<3,544 95 % luotettavuustasolla tulokset poikkeavat GC-MS:n tuloksista.

Taulukko 14. Kuuden rinnakkaisen vehnanaytteen mittaustuloksen keskiarvo, -

hajonta ja suhteellinen keskihajonta. GC-MS-analyysin tulos oli 1,00 ppm.

Kuusi rinnakkaista(ppm)

ka 1,84
S 0,2413
RSD% 13,09
Uf 0,33
+U, k=2 0,7
+U 36

Taulukko 15. DON-pikamenetelman testauksen kuuden rinnakkaisen tuloksen

keskiarvon vertailu t-testilla GC-MS:n arvoon, jota pidetaan oikeana arvona.

*t 8,5607916 (GC-MS - arvoa pidetadan oikeana arvona)
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571

8,561 > 2,571, menetelmén tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelmén tulok-
sesta
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Taulukko 16. Menetelman toistettavuuden testaus Vviljanaytteiden DON-

pitoisuuden ollessa raja-arvoalueella (kaura).

punnittu m. (g) | mitattu DON (ppm) | GC-MS(ppm) | Ero (ppm)| Ero % | Uf (ppm) (ip%r:j)_z +U %
1,0069 1,6 14 -0,2 -14,29 0,32 0,6 39
1,0035 1,6 14 -0,2 -14,29 0,32 0,6 39
Néyte 1. 1,0075 1,84 14 -0,44 -31,43 0,33 0,7 36
1,0053 1,7 14 -0,3 -21,43 0,32 0,6 38
1,0058 1,72 14 -0,32 -22,86 0,32 0,6 38
1,0029 1,69 14 -0,29 -20,71 0,32 0,6 38
ka 1,69 0,32 0,6 38
s 008o09] PP™
RSD % 5,27
Vaihteluvali -0,24 ppm
lask. £t 8,0194|(GC-MS - arvoa pidetaan oikeana arvona) |
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
8,019> 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
. . +U, k=2
punnittu m. (g) | mitattu DON (ppm) | GC-MS(ppm) | Ero (ppm)| Ero % | Uf (ppm) (ppm) +U %
1,0024 1,89 1,7 -0,19 -11,18 0,34 0,7 36
1,0084 1,82 1,7 -0,12 -7,06 0,33 0,7 36
Néyte 2. 1,0085 2,28 1,7 -0,58 -34,12 0,37 0,7 33
1,0021 2,05 1,7 -0,35 -20,59 0,35 0,7 34
1,0084 1,95 1,7 -0,25 -14,71 0,34 0,7 35
1,0032 1,87 1,7 -0,17 -10,00 0,34 0,7 36
ka 1,98 ppm 0,34 0,7 35
S 0,16825
RSD % 8,51
Vaihteluvali 0,46 ppm
lask. +t 4,0280[(GC-MS - arvoa pidetdan oikeana arvona) |
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
4,028> 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
. . +U, k=2
punnittu m. (g) | mitattu DON (ppm) | GC-MS(ppm) | Ero (ppm)| Ero % | Uf (ppm) (ppm) +U %
1,006 2,00 2,1 0,1 4,76 0,35 0,7 35
1,0016 2,46 2,1 -0,36 -17,14 0,39 0,8 31
Néyte 3. 1,0031 2,06 2,1 0,04 1,90 0,35 0,7 34
1,0043 2,53 2,1 -0,43 -20,48 0,39 0,8 31
1,0087 2,43 2,1 -0,33 -15,71 0,38 0,8 32
1,0058 2,45 2,1 -0,35 -16,67 0,39 0,8 32
ka 2,32 opm 0,37 0,7 32
S 0,22921
RSD % 9,87
Vaihteluvali 0,53 ppm
+t 2,3689|(GC-MS - arvoa pidetaan oikeana arvona) |

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571

2,369 < 2,571, menetelméan tulos ei poikkea 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
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Taulukko 17. Menetelmén toistettavuuden testaus viljanaytteiden DON-
pitoisuuden ollessa raja-arvoalueella (ohra).

Ohra
. . k=2 g
punnittu m. (g) |mitattu DON (ppm)|GC-MS(ppm) |Ero (ppm) |Ero % Uf (ppm) |(ppm)
1,008 1,96 0,81 -1,15 -142 0,34 0,7 35
1,0028 1,43 0,81 -0,62 =77 0,30 0,6 42
Nayte 1 1,0071 1,89 0,81 -1,08 -133 0,34 0,7 36
' 1,0087 1,23 0,81 -0,42 -52 0,29 0,6 47
1,0074 2,34 0,81 -1,53 -189 0,38 0,8 32
1,0056 1,92 0,81 -1,11 -137 0,34 0,7 35
ka 1,80 m 0,33 0,7 37
s 040034 P
RSD % 22,30
Vaihteluvali 1,11 ppm
+t 6,026785535|(GC-MS - arvoa pidetaan oikeana arvona) |
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
6,027 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
. _ U, k=2 +U%
punnittu m. (g) [mitattu DON (ppm)|GC-MS(ppm) |Ero (ppm) [Ero % Uf (ppm) |(ppm) -
1,01 2,07 1,30 -0,77 -59,23 0,35 0,7 34
1,01 2,55 1,30 -1,25 -96,15 0,40 0,8 31
Nayte 2 1,00 2,60 1,30 -1,30 -100,00 0,40 0,8 31
' 1,01 1,87 1,30 -0,57 -43,85 0,34 0,7 36
1,00 2,41 1,30 -1,11 -85,38 0,38 0,8 32
1,00 2,52 1,30 -1,22 -93,85 0,39 0,8 31
ka 2,34 0,38 0,8 32
s 020757] PP™
RSD % 12,73
Vaihteluvali 0,73 ppm
+t 8,533528653 | (GC-MS - arvoa pidetdan oikeana arvona) |
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
8,534 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
_ _ +U, k=2 +U %
punnittu m. (g) |mitattu DON (ppm)| GC-MS(ppm)| Ero (ppm)| Ero % | Uf (ppm) [(ppm) -
1,0061 1,74 1,60 -0,14 -8,75 0,33 0,7 37
1,0058 2,66 1,60 -1,06 -66,25 0,41 0,8 30
Nayte 3 1,0084 2,13 1,60 -0,53 -33,13 0,36 0,7 34
' 1,0069 2,55 1,60 -0,95 -59,38 0,40 0,8 31
1,0009 2,66 1,60 -1,06 -66,25 0,41 0,8 30
1,0014 2,18 1,60 -0,58 -36,25 0,36 0,7 33
ka 2,32 m 0,37 0,7 32
s 036775 P
RSD % 15,85
Vaihteluvali 0,92 ppm
+t 4,795739014|(GC-MS - arvoa pidetdan oikeana arvona) |

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
4,796 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
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Taulukko 18. Menetelman toistettavuuden testaus Vviljanaytteiden DON-

pitoisuuden ollessa raja-arvoalueella (vehnd).

Kevatvehna
+U, k=2 +U %
punnittu m. (g)| Rida DON (ppm) |GC-MS(ppm)|Ero (ppm)| Ero % |Uf (ppm) [(ppm) -
1,0021 1,95 1,00 -0,95 -95,00 0,34 0,7 35
1,0019 1,77 1,00 -0,77 -77,00 0,33 0,7 37
Néyte 1. 1,0034 2,01 1,00 -1,01 -101,00 0,35 0,7 35
1,0066 1,33 1,00 -0,33 -33,00 0,30 0,6 45
1,0045 1,28 1,00 -0,28 -28,00 0,29 0,6 46
1,0044 1,21 1,00 -0,21 -21,00 0,29 0,6 48
ka 1,59 opm 0,31 0,6 40
S 0,35958
RSD % 22,59
Vaihteluvali 0,8 ppm
lask. £t 4,030501281 | (GC-MS - arvoa pidetéén oikeana arvona) |
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
4,031> 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelmén tuloksesta
U, k=2 +U%
punnittu m. (g)[Rida DON (ppm) |GC-MS(ppm) |Ero (ppm) |Ero % Uf (ppm) |(ppm) -
1,01 1,95 1,40 -0,55 -39,29 0,34 0,7 35
1,01 2,02 1,40 -0,62 -44,29 0,35 0,7 34
Néyte 2. 1,01 2,08 1,40 -0,68 -48,57 0,35 0,7 34
1,00 2,50 1,40 -1,10 -78,57 0,39 0,8 31
1,00 1,80 1,40 -0,40 -28,57 0,33 0,7 37
1,00 2,31 1,40 -0,91 -65,00 0,37 0,7 32
ka 2,11 0,36 0,7 34
s 0,25409| PP™
RSD % 12,04
Vaihteluvali 0,7 ppm
lask. £t 6,84466525|(GC-MS - arvoa pidetdén oikeana arvona) |
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
6,845> 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
U, k=2 +U%
punnittu m. (g)[Rida DON (ppm) |GC-MS(ppm) |Ero (ppm) |Ero % Uf (ppm) |(ppm) -
1,0071 1,26 0,79 -0,47 -59,49 0,29 0,6 46
1,0059 151 0,79 -0,72 -91,14 0,31 0,6 41
Néyte 3. 1,009 141 0,79 -0,62 -78,48 0,30 0,6 43
1,0037 1,27 0,79 -0,48 -60,76 0,29 0,6 46
1,0017 1,36 0,79 -0,57 -72,15 0,30 0,6 44
1,0012 1,12 0,79 -0,33 -41,77 0,28 0,6 51
ka 1,32 0,30 0,6 45
s 0,13556| PP™
RSD % 10,26
Vaihteluvali 0,39 ppm
+t 9,606865025|(GC-MS - arvoa pidetdan oikeana arvona) |

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571

9,607> 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
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Taulukko 19. Kauranaytteen laimennus kolmella eri tavalla

Laimennus 1. Sekoitetaan nollanéytetta ja laimennettavaa naytetta

Liite 5.

Vaihteluvali Uf (ppm) | £U, k=2 DON GC-
Néayte m(9) Rida (ppm) [kerroin 2 ero (ppm) Ur (ppm) kerroin2 | (ppm) % m@) MS (ppm)
1 1,0036 1,39 2,78 -0,58 0,30 0,42 08 30 nollanayte | 4,971 0,028
2 1,0019 1,50 3,00 -0,80 0,31 0,44 0,9 29 laim. nayte| 3,981 22
3 1,004 147 294 -0,74 0,84 0,31 043 09 29
4 1,0059 1,08 2,16 0,04 0,28 0,36 0,7 33
5 1,0058 1,16 2,32 -0,12 0,29 0,37 0,7 32
6 1,0067 1,49 2,98 -0,78 0,31 044 09 29
ka (ppm) 1,35 2,70 0,50 0,30 0,41 038 30
s (ppm) 0,182802 0,37
RSD % 13,56
+t 3.328|(GC—MS - arvoa pidetéén oikeana arvona)
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
3,328 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
Laimennus 2. Molemmat néytteet tehd&an fuukaukseen saakka omina néytteina.
Supernatanteista pipetoidaan 5 ml molemmista ja sekoitetaan
Vaihteluvali Uf (ppm) Uf (ppm) | +U, k=2 U %
Néayte Rida (ppm)|kerroin 2 ero (ppm) kerroin 2 (ppm) ~ nollanayte |m (g) laim.néyte |m (g)
7 141 2,82 -0,62 0,30 0,42 0,8 30 1* 1,009 1 1,0034
8 5 mi+5 mi 114 2,28 -0,08 0,28 0,37 0,7 33 2* 1,0045 2 1,0045
9 143 2,86 -0,66 0.84 0,30 0,42 0,8 30 3* 1,0021 3 1,005
10 1,29 2,58 -0,38 ! 0,29 0,40 0,8 31 4* 1,0037 4 1,0063
11 1,55 3,10 -0,90 0,31 0,45 0,9 29 5* 1,0043 5 1,0083
12 113 2,26 -0,06 0,28 0,37 0,7 33 6* 1,0024 6 1,005
ka (ppm) 1,33 2,65 0,45 0,30 0,40 038 31
s (ppm) 0,168731| 0,34
RSD % 12,73
+t 3,266](GC-MS - arvoa pidetaén oikeana arvona) ]
t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
3,266 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
Laimennus 3. Laim. Nayte valmistetaan norm. Fuugaukseen saakka, jonka jalkeen
néaytetta otetaan 5 ml + 5 ml puhdasta puskuri sekoitetaan kesken&én
Vaihteluvali Uf (ppm) | U, k=2
[Nayte m(g) Rida (ppm)|kerroin 2 ero (ppm) Uf (ppm) kerroin 2 (ppm) %
13 1,0065 154 3,08 -0,88 0,31 0,45 0,9 29
14 1,002 1,25 2,50 -0,30 0,29 0,39 0,8 31
15 1,0066 121 2,42 -0,22 0.66 0,29 0,38 0,8 32
16 1,0026 1,25 2,50 -0,30 ! 0,29 0,39 0,8 31
17 1,0073 1,29 2,58 -0,38 0,29 0,40 0,8 31
18 1,007 1,27 2,54 -0,34 0,29 0,39 0,8 31
ka (ppm) 1,30 2,60 -0,40 0,29 0,40 0,8 31
s (ppm) 0,119736 0,24
RSD % 9,20
+t 4.125586|(GC—MS - arvoa pidetaén oikeana arvona)

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
4,126 > 2,571, menetelman tulos poikkeaa 95 % luotettavuustasolla GC-MS- menetelman tuloksesta
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Taulukko 20. Viljalaboratorio 1. kauranaytteet (12 kpl), jotka testattiin viljalab.1.,
viljalab. 2. ja amk:ssa

viljalab.1
Kaura Viljalab.2 AMK
. Ero1Ridan [Ero 1Ridan | Ero 2Ridan
. 2mitattu . : . o o
néiyte massa (g) imitattu néyte massa (g) DON néyte massa (g) 3mitattu ja2Ridan | jasRidan | jasRidan
DON (ppm) DON (ppm) | tulosten tulosten | tulosten
(ppm) valila | valila | valil
1 1,45 1 1,0044| 1,62 1 1,0063 1,59 -0,17 -0,14 0,03
2 1,91 2 1,0092| 2,08 2 1,0036 1,63 -0,17 0,28 0,45
3 1,62 3 1,0049( 1,22 3 1,0016 1,12 0,4 0,5 0,1
4 1,87 4 10072 1,44 4 1,0032 1,91 0,43 -0,04 -0,47
5 <0,5 5 1,002 <055 5 1,0120 <0,5
6 2,12 6 1,0002| 2,28 6 1,0049 1,83 -0,16 0,29 0,45
7 <0,5 7 1,0074| <05 7 1,0040 <0,5
8 1,34 8 10003 1,14 8 1,0022 1,43 0,2 -0,09 -0,29
9 0,97 9 1,0017( 1,48 9 1,0044 0,99 -0,51 -0,02 0,49
10 1,76 10 1,0037| 2,07 10 1,0026 1,65 -0,31 0,11 0,42
11 4,13 11 1,0018| 3,55 11 1,0022 3,24 0,58 0,89 0,31
12 3,48 12 1,003] 3,01 12 1,0036 3,89 0,47 -0,41 -0,88

Taulukko 21. Lasketut t-arvot rinnakkaisille analyysituloksille (kaura), jotka ovat

taulukossa 20. Naytteita tarkasteltiin pareittain

Parittainen t-testi, 1Rida ja 2Rida

ka 0,076
S 0,383556457
*t 0,626591204

t (taul.95%,2-suunt., n=10) = 2,262
0,627 < 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla ei ole eroa

Parittainen t-testi, 1Rida ja sRida

ka 0,14
S 0,369204851
+t 1,173419141

t (taul.95%,2-suunt., n=10) = 2,262
1,173< 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla ei ole eroa

Parittainen t-testi, 2Rida ja sRida

ka 0,061
S 0,4679376
+t 0,4122322

t (taul.95%,2-suunt., n=10) = 2,262
0,412 < 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten valill& ei ole eroa
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Taulukko 22. Viljalaboratorio 2. vehnénaytteet (12 kpl), jotka testattiin viljalab.1.,
viljalab. 2. ja amk:ssa

viljalab.2
Vehna Viljalab.1 AMK
. Ero1Ridan [Ero 1Ridan | Ero 2Ridan
. 2mitattu . : . o o
néiyte massa (g) imitattu néyte massa (g) DON néyte massa (g) 3mitattu ja2Ridan | jasRidan | jasRidan
DON (ppm) DON (ppm) | tulosten tulosten | tulosten
(ppm) valila | valila | valil
1 1,00 <0,5 1 <0,5 1 1,00 <05
2 1,00 0,52 2 <0,5 2 1,00 0,51 0,01
3 1,00 <0,5 3 <0,5 3 1,00 <05
4 1,00 2,16 4 2,64 4 1,00 2,96 -0,48 -0,8 -0,32
5 1,00 3,01 5 34 5 1,00 3,22 -0,39 -0,21 0,18
6 1,00 55 6 4,59 6 1,00 >55 0,91
7 1,00 0,87 7 <0,5 7 1,00 <05
8 1,00 0,93 8 0,93 8 1,00 0,83 0 0,1 0,1
9 1,00 0,76 9 0,77 9 1,00 0,76 -0,01 0 0,01
10 1,00 0,5 10 <0,5 10 1,00 <05
11 1,00 0,5 11 <0,5 11 1,00 <05
12 1,00 1,19 12 1,31 12 1,00 1,58 -0,12 -0,39 -0,27

Taulukko 23. Lasketut t-arvot rinnakkaisille analyysituloksille (vehna), jotka ovat

taulukossa 22.

Parittainen t-testi, 1Rida ja 2Rida

ka -0,015 0,015
S 0,494722144
*t 0,074268651

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
0,074 < 2,571, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla ei ole eroa
Parittainen t-testi, 1Rida ja sRida

ka -0,22 0,215
S 0,337327734
*t 1,56121256

t (taul.95%,2-suunt., n=6) = 2,571
1,561 < 2,571, 95 % merkitsevyystasolla tulosten valilla ei ole eroa
Parittainen t-testi, 2Rida ja sRida

ka -0,06 0,06
S 0,223495
+t 0,6003002

t (taul.95%,2-suunt., n=5) = 2,776
0,600 < 2,776, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla ei ole eroa
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Taulukko 24. DON-analyysitulokset (kaura), jotka mitattiin amk:ssa ja viljalabo-

ratorio 1.
AMK Viljalab.1
. ; Ero 1Ridan |Ero 2Ridan
) imitatty , amitaty | EroRidan| 60 s | jaGCMS | ja GC-MS
nayte massa (g) nayte massa (g)| DON tulosten
DON (ppm) (Ppm) valilla (ppm) tulosten tulosten
pp valilla vAlillA
1 0,9999 2,47 1 1,0017 2,34 0,13 1,7 0,77 0,64
2 1,0018 2,2 2 1,0034 2,12 0,08 1,9 0,3 0,22
3 1,0045 2,03 3 1,0089 1,36 0,67 1,1 0,93 0,26
4 1,004 2,97 4 1,0075 3,24 -0,27 2,6 0,37 0,64
5 1,00 0,95 5 1,0049 0,97 -0,02 0,7 0,25 0,27
6 1,0044 1,76 6 1,0070 1,94 -0,18 1,4 0,36 0,54
7 1,02 0,86 7 1,0030 0,87 -0,01 0,61 0,25 0,26
8 1,0048 4,11 8 1,0068 4,18 -0,07 6,2 -2,09 -2,02
9 1,0021 2,98 9 1,0068 2,62 0,36 2,2 0,78 0,42
10 1,0048 0,89 10 1,0053 1,16 -0,27 0,94 -0,05 0,22
11 1,0014 <0,5 11 1,0042 <0,5 0,45
12 1,02 <0,5 12 1,0038 <0,5 0,55

Taulukko 25. Parittaisen t-testin arvot ja tulosten vertailu 95 % luottamustasolla.

Parittainen t-testi, 1Rida ja 2Rida
ka 0,042
S 0,292073
t (taul.95%,2-suunt., n=10) = 2,262
0,455 < 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten valill& ei ole eroa

Parittainen t-testi, 1Rida ja GC-MS

ka 0,187
S 0,85431
+t 0,692191

t (taul.95%,2-suunt., n=10) = 2,262
0,692 < 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla ei ole eroa

Parittainen t-testi, 2Rida ja GC-MS

ka 0,145
S 0,779049
*t 0,588577

t (taul.95%,2-suunt., n=10) = 2,262
0,589 < 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla ei ole eroa
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Taulukko 26. analyysituloksille (kaura), jotka mitattiin amk:ssa ja viljalaboratorio
2.

AMK Viljalab.2
. . Ero 1Ridan | Ero 2Ridan
) imitattu ) amitatu | Ero Ridan| - 50 s | 3 Go-MS | ja GC-MS
nayte massa (9) nayte massa (g)| DON tulosten
DON (ppm) I (ppm) tulosten tulosten
(ppm) valilla i i
valillg valilla
1 1,0044 3,1 1 1,0024 3,38 -0,28 1,90 1,20 1,48
2 1,0041 <0,5 2 1,0045 <0,5 0,35
3 1,0051 1,53 3 1,0045 1,31 0,22 0,77 0,76 0,54
4 1,0011 <0,5 4 1,0033 <0,5 0,37
5 1,0033 2,8 5 1,0026 2,23 0,57 1,40 1,40 0,83
6 1,0036 1,59 6 1,0073 1,8 -0,21 1,00 0,59 0,80
7 1,0028 1,58 7 1,0066 1,18 04 0,79 0,79 0,39
8 1,0049 >55 8 1,0024 4,25 3,90 0,35
9 1,0073 1,02 9 1,0089 0,95 0,07 0,75 0,27 0,20
10 1,0071 1,32 10 1,0062 15 -0,18 0,79 0,53 0,71
11 1,0034 0,56 11 1,0043 0,7 -0,14 0,54 0,02 0,16
12 1,0048 0,51 12 1,0052 <0,5 0,50 0,01

Taulukko 27. Parittaisen t-testin arvot ja tulosten vertailu 95 % luottamustasolla.

Parittainen t-testi, 1Rida ja GC-MS

ka 0,62
S 0,481779
*t 3,853772

t (taul.95%,2-suunt., n=9) = 2,306
3,854 > 2,306, 95 % merkitsevyystasolla tulosten vélilla on eroa

Parittainen t-testi, 2Rida ja GC-MS

ka 0,61
s 0,409695
£t 4,442329

t (taul.95%,2-suunt., n=9) = 2,262
4,442 < 2,262, 95 % merkitsevyystasolla tulosten valilla on eroa

Parittainen t-testi, 1Rida ja 2Rida

ka 0,05625
S 0,313365943
*t 0,507710009

t (taul.95%,2-suunt., n=8) = 2,365
0,508< 2,365, 95 % merkitsevyystasolla tulosten valilla ei ole eroa
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Screening deoxynivalenol in oat using a quick-method
with comparison to a quantitative GC-MS analysis

M. Rauvola', T. Hovinen', S. Ramé?, V. Hietaniemi2, J. Kaitaranta'

1Turky University of Applied Sciences, | emminkdisenkaty 30, 20520 Turkn, Finknd and
2MTT Agrifood Research Finland, 31600 Jokioinen, Finfand

Introduction

Fusanium Appeatance in grain depends on vanous
Zpects and in Finland o 2t i the mostsenstive grain
to this contamination. The Commision R e gulation
(EC) No 1882006 s ets the limis for mycotoxng in
food and their analyss & increasingly conducted as a
measure bo grain approval fortrade. The quandiative
measurement usually are ime consuming and
apensive and thus new methods have been
dewelopad and commercialized forthe semi
quantitative quick anahsi of specific mycotedins.

In this study the Rida® Quick DON metho d with
Rida® CQuick Secan reader were festedto the
determination of dewaornivalenol{(DON) in 0at The
results were compared to these obtained with an
accredited GC-MS method,

Principles of RIDAEQUICK DON test

The testie an immunochr omatographic lateral flow
test iz bazed on the antigen- anBbody reaciion on
thi lestshrip reactingwith DON. The resulls ane read
with RIDASQUICK SCAN. The testwhich has been
walid ated for wheat, riticale and corm samples &
manufactured by Biopharm AG, Germaniy.

Experimenta

ARogether 30 oat samples were anahzed by bwo
different methods. The repeatability of the quick
methodwas tested with six parallel s amples and the
repeatabilty of the system was tested with 2 single
Fample 50 thatthe sample was read on 3 b different
teststrips. The same strip was read six times wighin
1.5 min to check the repeatability of the device. The
repeatability and reproducibility were akso testedin
o corsecutive days. Specificity of the device was
tested with five different s amples.

RIDAEQUICK DON analysis

Ground grain sample (1.0 g; 1 mmsieve) wae taken
into a F alcon tube and 15 ml of Rid a®@Quick DON
edraction buffer was added, The midure was
maniually shaken for 2 min bafore centrifugation for 10
min (3500 g). The dear supernatant(100 ph was
pipetted orto the application area of the teststrip and
the resultwas read after 5 min.

The test strips wilh bands are shoven below.

WAl band  contrel Band  applicdon e

reaction area

Reference trichothecenes analysis
Tiichothecenes were analysed & described in
Hietaniemni et o, (2004). In brief, ground grain s amples
(20 g 1 mm siewe) veer e edr acted with 84 %
acetonitrile. The ram exdractwas purified with
MbycoSep #227 SPE column (Romer Labs A%,
Aulia) andtrarefenredto asiylated test fube and
evapor ated into dryness. DON, other trichothecenes
and 18 nortestosterone (internal standard)we e
identified and quantified as their TMS] —derivatives by
GLC-ME, Uncertaingy for DONwas 255 % (expanded
51 %), the random enor being 233 % and the
systematio error is 12.3 %,

Results

For the interpretation of the results the linear
regression analysis was made and paired t testwas
applied o revealthe 95 per centsignifica nos level,
Thereatter the 30 oastsamples containing 05 =25
ppm DO as measured by GC-MIS were applied to
the regression analysis.
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Peatzon's Correlation 0.835

ftable 05 %, 2- tailed, r= 20 = 2042

t= 5604

Paired ttestshows that there are differences on the
@5 % gignifican ce bevel belve en the resule,

The percentage differance behween the individual
walues ranges from-85to 23 %, and the absolube
differences were between -1.17 and 015 ppm.

TURUN AMMATTIKORKEAKOULU
TURKY UMIVERSITY QF APPLIED SCIEMNCES

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Marion Rauvola

Precision of the method

An ostzsample with e DON content of 076 ppm
(3C- MS analysis) resulted on awerage 0.81 ppm
wihen analyzed with the quick metod in stc parallel
samples the RSD percentage being 19, Respecively,
another oatzample containing 1,70 ppm DON
resuled on average 195 ppm in Rida analyses with
RS0 9 %.

Thee repeatability of the an abtical system tself in i
determinatiors resulted on average 084 ppm wish
RS0 15 %, When the same testshipwas read in
sequence for sblimes the reader counts Bveraged
0.81 ppmwith RSD % of onby 2 4.

Repyroduci bility
The reprodusibilitywas tested using three samples
with the DON condents of 0.7, 1.1, and 1.7 ppm( =)

Fida av.
Sarple | GCMS (ppm) ? RSO %
1 07 085 271
2 1.1 161 146
3 1.7 221 42

Commercial standard (Che d sample D e ooyniealenol
inwheat, Romer Labs, 1 431ppm £ 0.255 ppm)
resulted on awerage 2.11 ppmwith RS0 241 %,

Cross reactions

The BON content in five seleded samples was below
0.5 ppm (3 C-MS analysis) butthe samples contained
vanying amount of other trichofecenes which,
hoeewer, did not seemto affectthe DON analbyzis with

the Rida@Quide DON method.

Conclusion

Based on this shudy the zemi quanfitatve Fid 2B80uid
DON met the requirements of the Commission
Regulation (EC) 402006 for a quantitatve DON
determination which should showthe RSD parcentage
equal orless than 20, 1t i, homewer, suggested that a
single result indicating the DOMN content clos e to the
legislative limits should be reconfiimed with an
accredited quantdative analys i,
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