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1 Souhrn

Cilem této prace bylo pomoci zavedeného zplisobu detekce rostlinnych transgenil rozsifit nabizenou
Skéalu stanoveni o postup pro detekci transgenni kukufice DAS 59122, kterou laboratof dosud

neprovadéla.

2 Uvod

Stavajici systém detekci transgenil v rostlinném materidlu je univerzalni. Specifitu stanovenim
dodava vybér vhodnych amplifikacnich primerii. Tak je mozné zavadét dalsi detekce v podstaté
libovolnych genetickych materidlli, coz specifické kity neumoziiuji. V ramci Jednotnych pracovnich
postupti byla zavedena identifikace dalsi genetické modifikace kukutice 59122 DAS. Byla
vyzkousena technika amplifikace DNA pomoci univerzalniho PCR-kitu (a v ném popsané¢ho
protokolu) v kombinaci s primery, jejichZ pouzivani je pro prislusnou detekci znamo z literatury
a materiali EU. Optimalizace parametriit PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova

reakce) byla provedena za pouziti dostupného certifikovaného referenc¢niho materialu (CRM).

3 Material a metody

Zakladem této metody je

1. Izolace DNA z daného vzorku,

2. Amplifikace DNA pomoci PCR,

3. Vyhodnoceni amplifikovanych fragmentti pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.

Vysledky se vyhodnocuji za pouziti systému kontrol a ve srovnani s CRM.

3.1 Pristroje a zarizeni
1. Laboratorni Srotovnik,
2. Vahy (s ptesnosti na 0,01g),

3. Elektricka vodni lazen,



Centrifuga,

Termostat,

Biohazard-box,
Elektromagnetické michadlo,

Elektricka vana a zdroj — elektroforéza,

o ® =N »nok

Gelové-dokumentacni zafizeni, jehoz soucasti je 1 snima¢ Olympus a PC se softwarem
AlphaDigiDoc)

10. SusSarna, autoklav.

3.2 Chemikalie a roztoky

Pouziva se jeden kit pro izolaci DNA a jeden univerzélni kit pro PCR. Piesné chemické sloZeni

reagencii neni vyrobcem kit uvedeno.

3.2.1 Kit pro izolaci DNA
GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit, vyrobce Sigma-Aldrich - kit pro izolaci DNA

z rostlinného materialu véetné semen.

Kit obsahuje

1. Lysis Solution Part A,

2. Lysis Solution Part B,

3. Precipitation Solution,

4. Binding Solution,

5. Column Preparation Solution,

6. Wash Solution Concentrate- pied pouzitim se fedi ethanolem 95% az 99% dle navodu,
7. Elution Solution (10mM Tris, | mM EDTA, pH pfiblizné 8,0),

8. GenElute™ Filtration Columns- kolony ve zkumavkach,

9. GenElute"™ Nucleic Acid Binding Columns- kolony ve zkumavkach,

10. Collection Tubes- sbérné¢ zkumavky o objemu 2ml.

3.2.2 Kit pro amplifikaci DNA
REDTaq™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix, vyrobce Sigma-Aldrich - univerzalni reakéni smés
pro PCR. (Déle je oznacovan jako ,,REDTaq*.)

Kit obsahuje

1. 20 mM Tris-HCI (pHS,3) se 100 mM KClI,
2. 3mM MgCl,,

3. Zelatina 0,002%

4. Stabilizatory,



5. 0,4 mM dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

6. 0,06 unit/pl Taq DNA-polymeraza,

7. Voda PCR Reagent

Ptipravu reak¢ni smési pro PCR uvadi tabulka ¢.1 zpracovana dle pokyna vyrobce k pouziti kitu.

Tabulka ¢&. 1: Priprava PCR, kit REDTaq

Slozka 1 reakce | Sreakei | 10 reakei | 15 reakei | 20 reakei | 25 reakei
(ub) (ud) (ul) (11 (ub) (ul)
Voda 18 90 180 270 360 450
REDTaq mix 25 125 250 375 500 625
Spemﬁcky amplifikacni 1 5 10 15 20 75
primer F
Spemﬁcky amplifikacni 1 5 10 15 20 75
primer R
Reakéni smés 45 225 450 675 900 1125
bez templatu
Templat %5 55 10x5  15x5  20x5  25x5
Reakéni smés 50 250 500 750 1000 1250
vcetné templatu
3.2.3 Charakteristika specifickych amplifika¢nich primert
Tabulka €. 2: Charakteristika specifickych amplifika¢nich primeri
Amplikon Délka Nazev primerit | Charakteristika Limit detekce
(bp) amplikonu dané PCR
(LOD)
DAS-59122-7- Specificky pro gen
Kukufice blf p by prog
86 Cry34Abl, Ovéfeno < 0,1 %

59122 DAS DAS-59122-7-

rblr

Cry35Abl a PAT




3.2.4 Pozitivni a negativni standardy (referen¢ni materialy - RM)

Laboratof pouziva referen¢ni materialy, které predstavuji:

1. Negativni kontrolu — ma obsah GMO nulovy nebo pod limitem detekce (LOD),

2. Pozitivni kontroly — jsou CRM v podobé mouky obsahujici asi 1 % a 10 % ptislusného GMO.

Jedna se o certifikovany referen¢ni material uznavany v ramci EU a ve svéte. Pochazi z Institute for

Reference Materials and Measurements (IRMM), Belgie.

Vedle uvedenych kontrol zahrnuje kazdé4 rutinni analyza vzorku i tzv. beztemplatovou kontrolu

kazdého béhu PCR pro vylouceni kontaminaci, které by mohly zplsobit faleSné pozitivni vysledky.

Tabulka ¢. 3: Pfrehled CRM

Plodina | Negativni kontrola | Pozitivni kontrola | Puvod, certifikat Poznamka
) Set ERM-BF424, ) )
59122 maize Dried maize
Kukuftice — Fluka Biochemica
(1% a 10 %) powder
IRMM
UKZUZ
. Zkusebni stanice Smés negativnich
Repka IRM2,3,4,5 -
Hradec nad kontrol
Svitavou

3.2.5 Chemikalie (nejsou soucasti Kiti)

Pouzivaji se chemikalie Cistoty p.a. nebo oznacené ,,pro molekularni biologii®.

1.
2.

AN

Voda vhodna pro PCR (vodivost do 2 uS),

¢

Agardza pro molekuldrni biologii (A-5093 Sigma, pro rutinni pouziti) — pro

elektroforézu,

Denaturovany ethanol — pouze do stti¢ek pro €isténi povrchd,

(95 — 100)% ethanol pro fedéni ,,Wash Solution* pfi izolaci DNA,

Ethidiumbromid — zasobni a pracovni roztok (Merck, 1%) — pro elektroforézu,

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (GeneRuler 50bp DNA Ladder SMO373
Fermentas, uchovava se ve zkumavkach po cca 20ul),
Ribonukle4dza A (ENO 531 Fermentas),

Chemikalie pro ptipravu elektroforetického pufru TAE (Sigma):




- Na 2(disodna sul kyseliny ethyléndiamintetraoctové),
- Trizma base [tris-(hydroxymethyl)aminomethan],

- Ledova kyselina octova.

3.3 Vzorky

Vzorky kukufice byly dodany odborem krmiv UKZUZ (krmna surovina — kukufiéné zrno).

Geneticka modifikace, jejiz detekce byla nové zavedena, vSak v nich nalezena nebyla.

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Izolace rostlinné DNA a DNA referen¢niho materialu

Metodika je pfesn¢ popsdna v manualech uvedenych kith a v JPP ,Detekce ptitomnosti GMO
v rostlinném materidlu metodou PCR*. Navazka mletého vzorku je dvakrat po 60 mg na kazdy
vzorek.

Rozemlety zhomogenizovany vzorek podstupuje lyzi bunék lyzaénim pufrem za pfitomnosti
proteindzy, degradaci RNA, vysrdzeni a odstranéni ostatnich bunécnych komponent, navazani DNA
na silikagel upevnény v kolonce, promyti navazané DNA a jeji rozpusténi v elu¢nim pufru.

K amplifikaci se pouziva izolat DNA v objemu dle navodu vyrobce PCR kitt.

3.4.2 Polymerazova retézova reakce PCR

Ptiprava reakéni smési:

1. Pfipravi se PCR box: pracovni nastroje, pomticky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli
molekul DNA otfenim povrchli ethanolem a UV zéfenim po dobu 30 min.

2. Stanovi se pocet reakci (poCet vzorki plus pfislusné kontroly). Podle tabulky reakénich smési
(viz. tab. 1) se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce. Vysledny objem celkové reakéni
smési je 50 pl.

3. Kompletni reakéni smés se sterilné¢ smichd v potadi: redestilovana H,O, REDTaq Mix
(obsahujici vS§echny komponenty potiebné pro PCR véetné DNA-polymerazy) a primery specifické
pro hledany tisek DNA. Tato smés bez templatu se rozpipetuje po mnozstvich uvedenych v tabulce
do ptichystanych amplifikacnich zkumavek.

4. Nakonec se do kazdé zkumavky ptida 5 pl templatové DNA. Pro beztemplatovou kontrolu
se misto templatové DNA ptidé 5 pl vody.

5. Amplifika¢ni zkumavky s dobfe utésnénym vickem se vlozi do jamek v bloku termocykleru

a spusti se pfisluSny program.



3.4.3 Elektroforéza v agarézovém gelu

Jedna se o standardni metodu pro tzv. "end-point" vyhodnoceni PCR (tj. vyhodnoceni po ukonceni
celé amplifikace), vhodnou pro kvalitativni detekce GMO.

1. Piiprava gelu: Uvaii se 2% agardzovy gel v elektroforetickém TAE-pufru (Tris-acetat-EDTA).
Pfipravi se nalévaci vanicka s vhodnym hiebinkem. "Zuby" hiebinku vytvoifi v tuhnoucim gelu
jamky konstantni velikosti. Po mirném zchlazeni se ptid4 roztok ethidiumbromidu (interkalacni
barvivo slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu), opatrné zamicha a nalije se do vanicky. Po ztuhnuti
gelu se opatrné vyjme hiebinek, gel se pienese do elektroforetické vany a prevrstvi se TAE-pufrem.
2. NanaSeni vzorkl: Objem vzorku nanaSené¢ho do jamky zavisi na typu hiebinku. Je nezbytné
promyslet si rozvrzeni vzorkli a markerti v jamkéch gelu. Vzorky pfed nanesenim do jamek neni
tieba barvit. Oba pouzivané amplifikacni kity pouZivaji ¢ervenou DNA-polymerazu a toto barvivo
béhem chodu elektroforézy indikuje postup DNA v gelu. Do jamek se nanesou vzorky amplifikath
a marker molekulové hmotnosti (obsahuje fragmenty DNA deklarovanych délek) a spusti se chod
elektroforézy. Pro amplifikaty se pouziva krokovy marker (po 50 bp).

3. Vyhodnoceni: Po 45 min. az 55 min. chodu, kdyZ rozdéleni fragmentt podle jejich délek jiz
dostateén¢ pokrocilo, se gel prosviti na transiluminatoru a udéla se fotodokumentace. Snimky

se popisuji, vyhodnocuji a uchovavaji v elektronické podobg.

3.4.4 Zavadéni nové PCR-detekce: kukufice DAS 59122
Cilem je ovéteni funkEnosti primert podle vytvoreného amplifikaéniho programu.
1. Do termalniho cykleru se naprogramuje novy program dle navodu k pouziti pfistroje. Konkrétni

naprogramovani cykleru pro kukutici 59122 uvadi tabulka ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Amplifikované fragmenty a amplifika¢ni program

Hledany/amplifikovany usek Amplifikaéni program
Nazev Délka Nazev Pribéh Poznamka
(bp)

Kukutice DAS 86 C:17 DAS |94 °C/ 8 min 30 sec/1 cyklus Jednoducha PCR
94 °C/ 30 sec
60 °C/ 1min
72 °C/ 40 sec/50 cykla
72 °C/ 1min/1 cyklus

2. Namicha se PCR-smés podle tabulek pro dany kit. Jako templat se pouzije roztok DNA, ktery

obsahuje amplifikovatelny usek (pozitivni kontrola 1% a 10%). Dale se pouzije beztemplatova



(misto DNA je ve smési voda) a negativni kontrola, pro zjisténi kontaminaci a nespecifickych
reakci. Jako dalsi se pouzije DNA ze vzorkt kukufice z laboratofe.

3. Provede se PCR a elektroforéza. Podle obrazki gelu se zjisti pfitomnost ¢i nepfitomnost
hledaného pruhu, jehoz vzdalenost od startu se porovnd s 50bp DNA markerem. Vysledek

piedstavuje obrazek €. 1.

Obr. ¢. 1: Amplifikace transgenu DAS

Bt N M 109109 111111 P1 P2 M

Bt Beztemplatova kontrola,

N Negativni kontrola IRM 2345,

M Marker 50bp,

109,111 Vzorky kukufice,

P1 Pozitivni kontrola CRM 1/2007 1%,
P2 Pozitivni kontrola CRM 2/2007 10%.

1. Provede se dalsi PCR pro zjisténi limitu detekce tak, ze se 1% CRM natedi redestilovanou
vodou na koncentraci 0,1 %. Namicha se PCR-smés pro dany kit. Jako templat DNA se pouzije
pouze CRM s koncentraci 0,1 %, 1 % a 10 %.

2. Po skonceni PCR reakce se provede elektroforéza. Z obrazku gelu se hodnoti vysledek (opét

srovnanim DNA 50bp markeru), ktery je zndzornén na obrazku ¢. 2.



Obr. ¢. 2: Amplifikace transgenu DAS

Bt N &M P1:P2:P3

Bt Beztemplatova kontrola,

N Negativni kontrola IRM 2345,

M Marker 50bp,

P1 Pozitivni kontrola 0,1 % ziskana fedénim z CRM 1/2007 1%,
P2 Pozitivni kontrola CRM 1/2007 1%,

P3 Pozitivni kontrola CRM 2/2007 10%.

4 Vysledky a diskuse

Byly analyzovany vzorky krmiv, pozitivni kontroly a negativni kontrola. V zddném z nich nebyla
detekovana pritomnost uvedené modifikace.

Jako pozitivni kontroly pro PCR se pouzily 2 druhy certifikovaného referenéniho materidlu
ve form¢ mouky, které byly zakoupeny od IRMM (Institute for Reference Materials and
Measurements), Belgie. Jako 3. pozitivni kontrola byl zafazen interni referencni material s obsahem

GMO 0,1 %. Ve vsech pozitivnich kontrolach byla genetickd modifikace 59122 nalezena.



5 Zavér
Byla vyzkouSena technika detekce a identifikacee DNA v ramci JPP. Byla ovéfena vhodnost téchto

technik v podminkéach pracovisté. Byla zavedena metoda pro detekci dalsi modifikace odrid
kukufice: 59122 DAS, ktera bude za¢lenéna do JPP.
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Dioxinovy screening metodou Biosense

Petra Kosubova
Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zemédelsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Byla zavedena screeningova metoda pro stanoveni latek s dioxinovym ucinkem s vyuzitim ELISA
detekce (enzyme-linked immunosrbent assay). Vybrand bioanalytickdi metoda (Ahimmu-
nostanoveni) umoziuje screeningové stanoveni latek, které maji schopnost interagovat s buné¢énym
proteinem, Ah-receptorem. Tuto schopnost vykazuji nejen latky dioxinového typu, ale také fada
dalSich organickych latek, které mohou negativné ovliviiovat ELISA detekci. Pro zachovani
selektivity detekce je vhodné metodu aplikovat pro matrice poskytujici minimélni mnozstvi
interferenti a koextrakti, jakymi jsou mineralni latky. U pfipravy komplikovanych matric, napf.
Cistirenskych kaldi, nebylo mozné pomoci zavedenych Cisticich postupl odstranit interferujici
koextrakty a zaroven zafazenim dalSich Cisticich kroki metoda ztratila screeningovy charakter.
Prace uvadi ptrehled bioanalytickych piistupii stanoveni latek dioxinového typu, jejich porovnani
s konfirma¢nimi metodami, v€etn¢ pozadavki na jejich provedeni, dale standardni opera¢ni postup

(SOP) pro potieby UKZUZ a zpracovani vysledki.

2 Uvod

2.1 Latky s dioxinovym ucinkem — jejich vlastnosti a vyskyt

Hlavnimi ptedstaviteli skupiny latek s dioxinovym ucinkem jsou polychlorované dibenzo-p-dioxiny
(PCDD) a polychlorované dibenzofurany (PCDF) ozna¢ované souhrnné PCDD/F. Strukturné se
jedna o dva benzenové kruhy spojené bud’ dvéma (PCDD) nebo jednim (PCDF) kyslikovym
mustkem substituované jednim az osmi atomy chloru. Skupina PCDD zahrnuje 75 kongenert
a skupina PCDF 135 kongenerti. Tyto latky nebyly nikdy zamérné vyrdbény. Primarnimi zdroji
PCDD/F jsou termické a spalovaci procesy. PCDD/F dale vznikaji jako vedlejsi produkty pfi
metalurgickych procesech a primyslovych vyrobach v pfitomnosti chloru, napiiklad pii vyrobé
papiru, vyrobé pesticidli, pentachlorofenolu a dalSich chlorovych sloucenin. K sekundarnim
zdrojim kontaminace PCDD/F patii naptiklad tiniky ze skladek odpadu nebo aplikace cistirenskych
kalt (1).

Jediny zptsob wuziti PCDD/F je voblasti vyzkumu téchto latek, pifi studiu vyskytu,

environmentalniho chovani a toxikologickych vlastnosti. Tyto latky vykazuji vysokou stabilitu
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za riznych podminek, schopnost akumulovat se v tukovych slozkdch a potravnich fetézcich
a zaroven patii k vysoce toxickym latkdm. Nejtoxictéjsi ze skupiny PCDD/F je 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) fazeny podle Mezinarodni agentury pro vyzkum
rakoviny (IARC) mezi karcinogeny pro ¢lovéka. Pro hodnoceni humannich rizik byl tomuto
kongeneru Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) piifazen jednotkovy faktor ekvivalentni
toxicity (TEF) a vyhodnocena relativni toxicita dalSich 16 toxikologicky vyznamnych kongenert
PCDD/F vzhledem k 2,3,7,8-TCDD. Tyto latky, 7 PCDD a 10 PCDF, vykazuji spolecny strukturni
znak, jsou substituované v polohach 2,3,7,8 atomy chléru, a zaroven vykazuji stejny zpiisob
interakce v organismu, vdZou se na bunény Ah-receptor. Podobné chovani bylo pozorovano u ctyt
non-ortho a osmi mono-ortho polychlorovanych bifenyli (PCB), které jsou oznacovany jako
koplanarni (c-PCB) nebo podobné dioxinim (DL-PCB). V roce 1998 Van den Berg zvetejnil TEF
pro 17 PCDD/F a 12 DL-PCB, které se vyuzivaji pro vypocet toxickych ekvivalentl jednotlivych
kongenert a celkovy toxicky ekvivalent (WHO-TEQ), popisujici riziko daného materidlu (2).
V roce 2005 byly WHO-TEF ptezkoumany a zméneény u 14 latek (3). Vedle WHO-TEQ muze byt
také vypocten mezinarodni toxicky ekvivalent (I-TEQ). Tento piistup se nejvice lisi v piispévku

1,2,3,7,8-pentachlorodibenzo-p-dioxinu a nezahrnuje vliv DL-PCB (4, 5) (viz. tab. ¢.1).

2.2 Legislativa a kontrola

Dioxiny se uvoliiuji do zivotniho prostiedi pfi rtiznych technologickych procesech a jsou
distribuovany v environmentalnich slozkach, kde podléhaji transformac¢nim procestim. Obecné zivé
organismy mohou byt exponovany dioxiny z zivotniho prostfedi tfemi zptisoby: inhalaéni cestou,
kazi a potravou. Hlavni expozi¢ni cestou pro ¢lovéka je potrava, kterou muize pfijimat vice nez
90 % dioxint. Asi 80 % potravy predstavuji obvykle potraviny zivo¢isného ptivodu.

Hlavnim zdrojem dioxinli v téchto potravinach jsou krmiva poddvana hospodaiskym zvitratim.
Za nejvice kontaminované krmné suroviny urcil Védecky vybor pro vyzivu zvifat (SCAN) rybi
maso, rybi olej a zivocisny tuk. Vysoké obsahy dioxini byly také nalezeny v doplitkovych latkach
krmiv, konkrétné ve slouceninach stopovych prvki. Evropska Komise vydala smérnici 2006/13/ES,
kterou se méni prilohy I a II smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES o nezadoucich
latkach v krmivech, pokud jde o dioxiny a PCB s dioxinovym efektem, kterd vedle maximalnich
obsahll udava také akéni hodnoty (6). Tyto hodnoty byly stanoveny za ucelem podpory aktivniho
piistupu ke sniZzovani dioxinll v potravindch a krmivech v ramci doporuceni Komise 2006/88/ES
aslouzi pfisluSnym organim a provozovatelim kurceni, zda je vhodné identifikovat zdroj
kontaminace a pfijmout opatfeni k jeho omezeni nebo odstranéni (7). Za ucelem ziskani
spolehlivych udaji o pfitomnosti PCDD/F a DL-PCB v produktech ur¢enych ke krmeni zvifat

navrhuje Komise v doporuceni 2004/704/ES minimalni Cetnost vzorkdl pro monitoring. Zaroven
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doporucuje analyzovat také PCB jiného typu nez typu dioxint s cilem porozuméni vztahti, vyskytu

a ¢asovému vyvoji pfitomnosti jednotlivych sledovanych skupin analytt (8).

Tabulka €. 1 Souhrn TEF latek s dioxinovym u¢inkem

Substituované pozice TEF

WHO-1998 (2) WHO-2005 (3) 1-1988 (4,5)
PCDD
2,3,7,8 1 1 1
1,2,3,7,8 1 1 0,5
1,2,3,4,7,8 0,1 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8 0,1 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9 0,1 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8 0,01 0,01 0,01
1,2,3,4,6,7,8,9 0,0001 0,0003 0,001
PCDF
2,3,7,8 0,1 0,1 0,1
1,2,3,7,8 0,05 0,03 0,05
2,3,4,7,8 0,5 0,3 0,5
1,2,3,4,7,8 0,1 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8 0,1 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9 0,1 0,1 0,1
2,3,4,6,7,8 0,1 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8 0,01 0,01 0,01
1,2,3,4,7,8,9 0,01 0,01 0,001
1,2,3,4,6,7,8,9 0,0001 0,0003 0,001
Non-ortho PCB
PCB 77 0,0001 0,0001
PCB 81 0,0001 0,0003
PCB 126 0,1 0,1
PCB 169 0,01 0,03
Mono-ortho PCB
PCB 105 0,0001 0,00003
PCB 114 0,0005 0,00003
PCB 118 0,0001 0,00003
PCB 123 0,0001 0,00003
PCB 156 0,0005 0,00003
PCB 157 0,0005 0,00003
PCB 167 0,00001 0,00003
PCB 189 0,0001 0,00003

Primérni environmentalni slozkou sledovanou v ramci kontroly potravinového fetézce je puda.
Hlavnim zdrojem kontaminace zemédélsky vyuzivané pudy je aplikace Cistirenskych kali.
Vyhlaska MZP &. 382/2001 Sb., o podminkach pouziti upravenych kalti na zemédélské ptidg, udava
maximalni hodnoty pouze pro obsahy dvou skupin organickych rizikovych latek, tj.
adsorbovatelnych organickych halogent (AOX) a PCB (9). V roce 2000 byl v ramci Evropské unie

zpracovan dokument s nadvrhy pro zlepSeni situace pii nakladani s kaly, ktery uvadél maximalni
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limit pro obsah PCDD/F v upravenych kalech 100 ng I-TEQ/kg v suchém vzorku (10). Navrh vSak

nebyl schvélen a v sou¢asnosti neni v CR limitni obsah PCDD/F v kalech legislativné stanoven.

2.3 Metody stanoveni a poZzadavky na jejich provedeni

S cilem sjednotit uvadéni a interpretaci analytickych vysledkt stanoveni PCDD/F a DL-PCB byly
Evropskou Komisi vydany pozadavky na metody odbéru vzorku a metody jejich stanoveni. Obecné
pozadavky na provadéni analytickych metod a interpretaci vysledkl jsou stanoveny v rozhodnuti
Komise 2002/657/ES (11), kterym se provadi smérnice Rady 96/23/ES o kontrolnich opattenich
u nékterych latek a jejich rezidui v zivych zvifatech a zivocisSnych produktech. Konkrétni
pozadavky pro stanoveni obsahu PCDD/F a DL-PCB v krmivech udadva smeérnice Komise
2002/70/EC (12).

Tato smérnice rozliSuje pozadavky podle dvou zadkladnich pfistupl stanoveni, a to screeningové
a konfirmac¢ni. Screeningové metody jsou pouZivany k vytipovani vzorkd s obsahem dioxini
od 30 % do 40 % hladiny maximalniho limitu s vyuzitim bioanalytickych pfistupli nebo plynové
chromatografie ve spojeni s nizkorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Pro potvrzeni
pfitomnosti dioxinl a stanoveni jejich obsahil jsou pozadovany konfirmaéni analyzy zaloZené na
vysokorozliSovaci plynové chromatografii s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (HRGC-
HRMS). Parametry pro screeningové metody jsou uvedeny v kapitole 3.7.2 (12).

Vysoké pozadavky jsou zaroven stanoveny pro piipravu vzorkl k analyze, kterd je detailné
zpracovana v metodé EPA 1613-B aplikované hlavn¢ v kombinaci s HRGC-HRMS analyzou (13).
Tento predpis zahrnuje vedle extrak¢énich technik soubor Cisticich a pre-separacnich postup,
umoznujicich maximalni odstranéni rtiznych skupin interferentti. Jejich eliminace je nezbytna pro
ziskani spolehlivych vysledki pii konfirmac¢nich stanovenich a zaroven je velice dulezita pti pouziti
biotestd, u kterych pfitomnost interferentd a nadbytek matricovych koextrakti muze vést
k vysokému podilu faleSn¢ pozitivnich nélezi, a tim sniZovat spolehlivost a pouzitelnost biotestu.

K extrakci PCDD/F je jako extrakéni ¢inidlo doporucovén toluen (13). Soxhletova extrakce probiha
az 24 hodin. V ptipad¢ tlakové extrakce rozpoustédlem (PLE) pti 200 °C je extrakéni doba vyrazné
niz$i (14). Jednou zobtizné extrahovatelnych matric jsou mineralni doplikové latky krmiv
z funk¢ni skupiny pojiv a protispékavych latek. Za ucelem sjednoceni extrakéniho postupu pro tyto
materidly byla v roce 2006 Referencni laboratoti spoleenstvi (CRL) pro dioxiny a PCB v krmivech
a potravinach ve Freiburgu uspotaddna mezinarodni studie. Jejim cilem bylo porovnat rtzné
extrakéni podminky a navrhnout jednotny postup. Dilezitym zavérem studie je doporuceni
provadét extrakci do smési toluenu s poladrnim rozpousStédlem, napiiklad ethanolem (15).
Na zéklad¢ zavéru této studie provedl J.-F. Focant optimalizaci PLE pro extrakci PCDD/F

z mineralnich krmiv. Série 12 pokusii byla provedena v Plackett-Burmanova designu a statisticky
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vyhodnocena (16). Optimalizované podminky byly vyuzity pii extrakci vybranych minerdlnich
Yy P p y byly vy y p y y

latek v ramei tohoto VU.

2.4 Bioanalytické pristupy

Problematika bioanalytickych metod (biotestl) pro stanoveni dioxinl je ptrehledné zpracovana
v praci M.S. Denisona (17). Metody se rozdéluji do dvou zakladnich skupin, imunochemické
(immunoassay = [A) a biologické (bioassay = BA). Detekce dioxinti u IA je zalozena na vysoce
specifické interakci protilatek produkovanych v organismech proti dioxinim. V BA se vyuziva
schopnosti dioxinti aktivovat Ah-receptor (AhR) a vyvolat jeho nasledny transduk¢ni mechanismus.
BA se dale dé€li na dvé podskupiny: na metody vyuzivajici bunécny, pripadné tkanovy extrakt,
popisujici schopnost latek pfitomnych v extraktu vzorku aktivovat vazbu AhR na DNA (in vitro
AhR-BA) a na metody zalozené na aktivaci exprese genu pomoci AhR probihajici v zivych
bunécnych liniich (in vivo AhR-BA). Principy a zplisoby detekce dioxint se u jednotlivych ptistupt
odlisuji, avSak vSechny metody zaloZené na biotestech by mély vykazovat schopnost selektivné
stanovit hodnoty toxického ekvivalentu pro sumu PCDD/F a DL-PCB (17).

Screening PCDD/F pomoci IA je popsan v metodé EPA 4025 (18). Protilatky vyuzivané v IA
soupravach specificky interaguji s PCDD/F, ale také se strukturné¢ podobnymi latkami pfitomnymi
v extraktu vzorku. Disledkem téchto kiizovych reakci je nadhodnocovéni obsahu PCDD/F
a zvyseny podil faleSné pozitivnich nélezl. Dalsi nevyhodou IA je vyrazné nizsi citlivost, tj. vyssi
detek¢ni limity, nez vykazuji BA. Na druhé strané IA stanoveni jsou rychlejsi v porovnani s BA
diky jednoduchosti detekéniho systému a nizSich naroktim na ¢isténi extraktd (17). M. Nichkova
studovala vliv intenzity Cisténi extraktu na matricové efekty pti imunochemické analyze sedimenti
a krevniho séra a popsala zvyseni spolehlivosti [A se vzrustajici intenzitou a po¢tem Cisticich krokd
(19).

Prvni screeningova analyza PCDD/F zaloZzena na bunééném systému byla popsana v 70. letech
minulého stoleti. In vivo AhR-BA jsou zalozené na indukci aktivity bunéénych enzymu, naptiklad
ethoxyresorufin O-deethylazy (EROD) nebo luciferazy, vyuzivané v metodich CALUX
(chemically-activated luciferase expression). V soucasnosti je vétSina analyz provadéna pomoci
téchto dvou systémul. Vyhodou in vivo AhR-BA je pfitomnost dal§ich metabolickych enzymd, které
mohou degradovat vazby interferujicich latek z extraktu vzorku s AhR, a tim sniZzovat podil falesné
pozitivnich nalezii. Certifikace téchto metod pro ucely oficialniho screeningu a monitoringu probiha
velice pomalu z diivodu nedostateéného poctu pritkaznych valida¢nich dat a studii (20 az 22).
Nejnovéjsimi screeningovymi metodami jsou in vitro AhR-BA, které¢ dosud nejsou Siroce
pouzivany. Pfi analyze se vyuziva tkanovy extrakt, nejcastéji jaterni cytosol, obsahujici 3 zékladni
slozky pro specifickou vazbu PCDD/F na AhR, tj. dimerizacni Arnt protein, oligomer DNA (DRE)

a samotny AhR. Jednim ze tii zplsobl detekce vzniklého komplexu je imunochemicka reakce
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ametoda se oznacuje jako Ah-imunostanoveni. Metoda je prezentovana jako rychla, relativné
levna, citlivda a snadno proveditelnd. AvSak vykazuje jednu hlavni nevyhodu, tj. vysoky podil
falesn¢ pozitivnich nalezii u neznamych vzorkl, pokud neni soucasti pfipravy vzorku intenzivni

Cistici procedura, ktera by umoziovala odstranit interferujici latky schopné vazby na AhR (17, 23).

Obrazek ¢. 1: Schéma Ah-imunostanoveni Biosense (23)

additiorn @amd blnding of AB 1 addition and binding of AB 2 color producticn

e “r’ b

chuc in=-like
DRE binder | | (Cytosal) ARMT DRE compound

Activated Cytoso

Traal=d Form

Obecné plati, ze pfi pouziti vhodnych extrakénich a dCisticich postupi data ziskand pomoci
uvedenych bioanalytickych metod mohou korelovat s vysledky ziskanymi pomoci HRGC-HRMS
stanoveni. AvSak porovnavana ¢isla poskytuji zcela odlisnou informaci o vzorku. Vysledky HRGC-
HRMS stanoveni jsou udavany v podobé toxickych ekvivalenti (TEQ), kjejichz vypoctu
se pouzivaji faktory stanovené vramci studii na zvifatech, které vyjadiujirelativni toxicitu
jednotlivych PCDD/F a DL-PCB kongenerti oproti 2,3,7,8-TCDD. Vysledky biotesti popisuji
pouze schopnost extraktu vyvolat urcitou biochemickou reakci, av§ak neposkytuji Zzddnou informaci
o toxicité analyzované latky v organismu. A nasledkem nespravného oznaceni vystupt jednotlivych
metod miize dojit ke Spatné interpretaci vysledkli a k nevhodnému pouziti bioanalytickych metod
(17).

Cilem prace bylo zavést screeningovou metodu pro Ah-imunostanoveni latek s dioxinovym

ucinkem v krmivech s vyuzitim soupravy Biosense.
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3 Material a metody — standardni operac¢ni postup

3.1 Rozsah pouziti

Ah-imunostanoveni Biosense je screeningova metoda zalozena na ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) detekci latek dioxinového typu, vhodnd pro analyzu materiald s nizkym
obsahem interferentd. Kvantifika¢ni limit soupravy Biosense je 1 pg az 2pg
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu. Metoda je vhodné pro identifikaci vzorka dopliikovych latek
krmiv s nadlimitnim vyskytem dioxind, jejichz obsahy jsou nasledné¢ stanoveny konfirmacni

analyzou.

3.2 Princip metody

Ah-imunostanoveni Biosense umoziuje screeningové stanoveni latek, které maji schopnost
interagovat s bunéénym proteinem, Ah-receptorem. Tuto schopnost vykazuji nejen latky
dioxinového typu, ale také fada dalSich organickych latek, které mohou negativné ovliviiovat
ELISA detekci a vést k falesné pozitivnim naleziim. Pro zachovani selektivity detekce je vhodné
metodu vyuzivat pro analyzu materialli s nizkym obsahem interferentii a koextrakti, jakymi jsou
naptiklad minerélni latky.

Mineralni latky jsou extrahovany metodou tlakové extrakce rozpoustédlem do smési toluenu
s ethanolem (14,15). Po pfevedeni do hexanu je extrakt pfeciStén pomoci adsorpéni kolonové
chromatografie na silikagelu (13). Eluat je odpafen k suchu a rozpustén v dimethylsulfoxidu
(DMSO).

Podil vzorku v DMSO je smichan s aktivovanych cytosolem, ktery obsahuje Ah-receptor a dalsi
komponenty pro ELISA detekci. Po dvouhodinové inkubaci pii 30 °C je nevazany Ah-receptor
odstranén a pfidany protilatky umoziujici fotometrické stanoveni vazaného komplexu Ah-receptoru

s latkou dioxinového typu. Intenzita zabarveni je imérnd mnozstvi vazaného komplexu (23).

3.3 Chemikalie

Vsechny chemikalie jsou &istoty pro rezidualni analyzu. Cistota pouzitych chemikalii je testovana
stanovenim slepého vzorku v kazdé analyzované sérii.

3.3.1 n-Hexan suprasolv (Merck),

3.3.2 Ethanol suprasolv (Merck),

3.3.3 Toluen suprasolv (Merck),

3.3.4 Dichlormethan (DCM) suprasolv (Merck),

3.3.5 Dimethylsulfoxid (DMSO) suprasolv (Merck),

3.3.6 Kyselina sirova (H,SO4), koncentrovana, p.a. (Merck),
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3.3.7  Hydroxid sodny (NaOH) p.a. (Lachner), 4 g pevného NaOH se rozpusti ve 100 ml
deionizované vody (Millipore),

3.3.8  Siran sodny bezvody (Na,S0Oys), praskovy (Merck), uréeny pro extrakei, aktivovany
minimalné 4 h pii 400 °C,

3.3.9  Siran sodny bezvody (Na,SO,), granulovany (Merck), uréeny pro chromatografii,
aktivovany minimaln¢ 4 h pti 400 °C,

3.3.10 Moftsky pisek, kysele prany (Merck), zihany minimalné 4 h pti 450 °C,

3.3.11 Aktivovany silikagel 60 (0,063-0,200 mm) (Merck), piecistény pomoci DCM
Soxhletovou extrakei po dobu 8 h, aktivovany 12 h pti 180 °C,

3.3.12 Kysely silikagel 60 (Merck), modifikovany H,SO4. K 56 g aktivovaného silikagelu 60
se pfida po Castech 44 g koncentrované H,SO, a smés se intenzivné tfepe az je sypka.

3.3.13 Bazicky silikagel 60 (Merck) modifikovany NaOH. K 50 g aktivovaného silikagelu 60
se ptida 25 ml 1M vodného roztoku NaOH a smés se intenzivné tiepe az je sypka.

3.3.14 Kifemenna vata silanizovana (Supelco),

3.3.15 ELISA souprava (Biosense Laboratories, AS), uchovand a zpracovana dle pokynil vyrobce
a manualu,

3.3.16 Standardni roztok 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (2,3,4,7-TCDD) o koncentraci
32,2 ug v 1 ml DMSO (Wellington),

3.3.16.1 Zasobni roztok st-A o koncentraci 32,2 ng/ml DMSO, 10 ul st o koncentraci 32,2 ug/ml
se doplni DMSO v 10 ml odmérné barice,

3.3.16.2. Zasobni roztok st-B o koncentraci 3,22 ng/ml DMSO, 1 ml st-A se doplni DMSO v 10 ml
odmeérné barnce,

3.3.16.3. Zasobni roztok st-C o koncentraci 0,322 ng/ml DMSO, 1 ml st-B se doplni DMSO
v 10 ml odmérné barce,

3.3.17 Deionizovana voda (Millipore) pro ptipravu roztoku.

3.4 Pristroje a pomiicky

3.4.1 ASE 100 (Dionex),

3.4.2 SuSarna (Memmet),

3.4.3 Popoustéci muflova pec (LAC),

3.4.4 Ultrazvukova lazen (Kaintek),

3.4.5 Rotacni vakuova odparka Laborota (RVO) (Heidolph),
3.4.6 Termovap pro odpatovani proudem inertniho plynu (Ecom),
3.4.7 Sklenéné kolonky pro sloupcovou chromatografii,

3.4.8 Hlubokomracizi box, minus 80 °C (NBSC),

3.4.9 Vortex/Multirotaror RS 60 — zafizeni pro michéni, ttepani zkumavek a vialek (Biosan),
3.4.10 Termostat, 30 °C (Trigon-plus),

3.4.11 Mikrodestickovy fotometr Optimax (EastPort),

3.4.12 Digestoft,

3.4.13 Laboratorni pomiicky (exsikator, automatické pipety, apod.) a sklo.
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3.5 Pracovni postup

3.5.1 Postup pripravy

3.5.1.1 ASE extrakce

Navazka 50 g vzorku se smicha s 20 g bezvodého Na,SO4, smés se vlozi do rozebiratelné nerezové
extrakéni cely o objemu 66 ml s celulézovym filtrem na dné. Zbytek objemu se vyplni kiemennym
piskem a loze se uzavie celulozovym filtrem a hlavou cely. Uzaviena cela se umisti do pfistroje
a provede se extrakce 10% ethanolem v toluenu podle piedvoleného programu (tlak 1500 psi,

teplota 150 °C, ¢as 2 x 15 min, proplach 60 % a profouknuti dusikem 100 s).

3.5.1.2 Prevedeni do hexanu
Extrakt se pfevede ze sbérné bailkky do 100 ml srdcovky a pomoci rota¢ni vakuové odparky pfi
40 °C se extrakt odpafi k suchu a nasledné rozpusti v hexanu. Srdcovka se 3 x oplachne hexanem

a ultrazvukuje se. Kone¢ny objem extraktu v hexanu je ~ 3 ml.

3.5.1.3 SPE ¢iSténi extraktu na silikagelu

Na dno sklenéné kolonky se vlozi smotek silanizované kiemenné vaty a nasype se silikagelové loze
(v potadi: 0,5 g granulovaného Na,SO, — 1 g bazického silikagelu — 0,5 g aktivovaného silikagelu —
4 g kyselého silikagelu — 0,5 g aktivovaného silikagelu — 1 g granulovaného Na;SO,4). Béhem
vrstveni 1 nakonec se peclivé potukavanim na kolonku sklepe cely obsah. Kolonka se promyje
10 ml hexanu a promyvaci hexan se odstrani. Smoceny sorbent se nesmi nechat vyschnout. Na
piipravenou kolonku se nanese sklenénou Pasteurovou pipetkou zkoncentrovany extrakt vzorku
v hexanu, nejlépe opakovanymi piidavky cca 1 ml extraktu. Banka se opakované vyplachne 3 x
1 ml az 2 ml hexanu. S pouzitim ultrazvuku po dobu cca 30 s se promyvaci podily postupné
nanesou na kolonku. Necha se pravé vsaknout, zajmové latky se eluuji 30 ml hexanu do zabrusové
srdcovky umisténé pod kolonkou s rychlosti promyvéani ~ 20 az 30 kapek za minutu. V piipadé

nedostatecné kapacity kolonky se Cisti jesté jednou pomoci nové kolonky.

3.5.1.4 Prevedeni do DMSO
Eluat se odpati pomoci RVO na objem ~ 100 pl, pievede se do sklenéného insertu vialky, srdcovka
se vyplachne ~ 100 ul hexanu a ten se ptfidd do insertu k extraktu. Hexan se odpafi mirnym

proudem dusiku do sucha a odparek se rekonstituuje do 20 ul DMSO.
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3.5.2 Postup stanoveni
Celkové ELISA stanoveni probihda po dobu jednoho pracovniho dne a detailni postup je uveden
v manualu pfilozeném ke kazdé zakoupené soupravé (23). Nasledujici postup je jeho zkracenou

verzi.

3.5.2.1 Priprava aktivovaného cytosolu (AC)

Chlazené komponenty soupravy se vyndaji z chladiciho boxu a vytemperuji se na pokojovou
teplotu. Zmrazené komponenty (Cytosol, DRE Oligo, ARNT extract, Activator) se vyndaji
z mraziciho boxu a nechaji se roztat. VSechny meziprodukty se uchovavaji v ledové lazni. Roztaty
obsah tub Cytosolu se vlije do 50 ml zkumavky. Pfida se potfebny objem DRE Oligo, smés se lehce
promicha. Do smési Cytosol a DRE-Oligo se ptida potiebny objem ARNT. Smés se opét lehce
promicha. Do smési Cyftosol, DRE-Oligo a ARNT se piida potiebny objem Activatoru. Smés AC se
okamzit¢ promicha a uchovava se v ledové lazni. Nepouzité komponenty (DRE Oligo, ARNT,

Activator) se vrati zpét do mraziciho boxu.

3.5.2.2 Uprava vzorku pied nanesenim na ELISA desti¢ku

K 1 ml podilu AC se ptfida 10 pl vzorku rozpusténého v DMSO. Stejnym zptisobem se pfipravi
referencni standard, negativni a pozitivni kontrola. Nartstu citlivosti stanoveni lze dosdhnout
vys$§im mnozstvim extraktu vic¢i AC. Naptiklad pro duplikatni stanoveni v jednom nafedéni lze

k 350 ul AC ptidat 8 pl extraktu. Na jedné ELISA desce je mozné zpracovat 10 az 40 vzorkd.

3.5.2.3 ELISA

Pokud bude vzorek modifikovan piimo k ELISA detekci v piipraveném natfedéni, nanese se
do jamky pouze 150 ul. Pokud bude extrakt stanoven ve vice fedénich, napipetuje se na ELISA
desti¢ku 300 pul upraveného roztoku vzorku. Redi se v poméru (1 : 1) aktivovanym cytosolem, tzn.
ke 150 ul aktivovaného cytosolu v nasledujici jamce se ptidd 150 pul roztoku z ptedchozi trovné.
Kazda tfedénd jamka se promichd ve Spicce automatické pipety minimalné Sestkrat opakovanym
nasatim a vypusténim obsahu jamky. Z posledni fedéné urovné se pred modifikaci k detekci
odebere 150 pl, aby zlstal ve vSech jamkach stejny objem (150 pl). Desticka se zakryje vickem
a inkubuje po dobu 2 hodin pfi 30 °C.

Béhem této doby se pfipravi promyvaci pufr zfedénim koncentratu deionizovanou vodou Millipore.
Pro 96 jamkovou desticku se pfipravi 500 ml promyvaciho pufru vodmérném valci
a nespotiebovany pufr se uchova pti 4 °C v chladicim boxu. Po skon¢eni inkubace se odstrani obsah
jamek a napipetuje se do vSech jamek 300 pl ziedéného promyvaciho pufru. Po 2 minutach se

obsah jamek odstrani a promyti se zopakuje jesté 2 x. Celkovy pocet promyti je 3.
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Ptipravi se pozadovany objem zasobniho roztoku primarnich protilatek (AB-1-ZR) smichanim 4B1
a AB diluent a sm¢s se opatrn¢ promichd. Nepouzity ABI a AB diluent se vrati do chladiciho boxu
a uchovaji se pti 4 °C. Do vSech jamek desticky se napipetuje 150 pul AB-1-ZR. Zakryta desticka se
inkubuje 1 hodinu pii 30 °C. Po skonceni inkubace se obsah jamek odstrani a 3 x promyje
zfedénym promyvacim roztokem, viz. vyse.

Ptipravi se pozadovany objem zasobniho roztoku sekundarnich protilatek (AB-2-ZR) smichanim
AB2 a AB diluent a smés se opatrné promicha. Nepouzity AB2 a AB diluent se vrati do chladiciho
boxu a uchovaji se pii 4 °C. Do vSech jamek desticky se napipetuje 150 ul AB-2-ZR. Zakryta
desticka se inkubuje 1 hodinu pii 30 °C. Po skonceni inkubace se obsah jamek odstrani a 3 x
promyje ziedénym promyvacim roztokem, viz. vySe. Promyta desticka se zbavi zbytkl roztoku

opakovanym vyklepnutim do filtra¢niho papiru.

3.5.2.4 Detekce

Detekéni zésobni roztok se piipravi rozpusténim pozadovaného poctu detekénich tablet
v odpovidajicim objemu detekéniho pufru. Roztok se opatrné promichd, chrani se pfed dennim
svétlem a vycka se minimaln€ 15 minut pro dokonalé rozpusténi slozek. Nepouzity detekéni pufr
a detekeni tablety se vrati do chladiciho boxu a uchovaji se pii 4 °C. Do vSech jamek desticky se
napipetuje 150 pl pfipravené¢ho detekcniho zasobniho roztoku. Zakrytd destiCka se inkubuje pfi
30°C bez pristupu svétla. Pfed méfenim je nutno odstranit ze dna desticky piipadnou

zkondenzovanou vodu. Mé&ii se fotometricky pii vinové délce 405 nm. Vysledky se odecitaji po (5;

wewr

3.6 Vyhodnoceni vysledkii

3.6.1 Kalibrace

K I ml aktivovaného cytosolu se ptida 13,3 pl st-A, dikladn€é se promicha a 2 x 300 ul tohoto
roztoku se nanese na desticku. Poté se Sestindsobné fedi podle manudlu a do posledniho osmého
fadku se napipetuje 150 upl aktivovaného cytosolu jako negativni kontrolni bod. Uvedenym
postupem se ziskaji kalibra¢ni jamky sobsahem (1; 2; 4; 8; 16; 32; 64) pg 2,3,7,8-TCDD.
Kalibra¢ni zavislost se sestavi vynesenim mnozstvi 2,3,7,8-TCDD v jamce a odpovidajicich hodnot

absorbance zmétenych pti 405 nm.

3.6.2 Kvantifikace

Dioxinovy ekvivalent (DEQ) je odezva vzorku stanoveného pomoci soupravy Biosense. DEQ se
vypocitd pomoci kalibra¢ni rovnice a naméfené absorbance piislusného vzorku. U doplikovych
latek se predpoklada velice nizky obsah dioxint. Proto se vzorek oproti doporuceni Ctyindsobné

nefedi, ale kazdy vzorek se méfi v duplikatu nebo triplikdtu pouze v jednom ftedéni. Daéle je
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k vypoctu nutno pouzit navazku vzorku pied extrakci (50 g), objem DMSO, ve kterém se piecistény
extrakt rozpustil (20 pl), primarni natfedéni podilu DMSO extraktu v aktivovaném cytosolu (1 : 50)

a objem extraktu v DMSO v jamce (3 pl).
DEQ v jamce (pg) = (pramerna absorbance vzorku — intercept) / smérnice kalibrace

DEQ v pivodnim vzorku (ng/kg) = DEQ v jamce x 20 /3 / 50

3.7 Kontrola kvality
3.7.1 ELISA stanoveni

Kalibracni zavislost je v rozsahu 1 pg az 64 pg 2,3,7,8-TCDD/jamku linearni a charakterizovana
nasledujicimi parametry: relativni smérodatna odchylka (RSD) < 6 %, R* > 0,99 a smérnice 0,040
(absorbance/pg) (23).

Kvantifika¢ni limit ELISA soupravy je 1 pg az 2 pg 2,3,7,8-TCDD v jamce.

Do kazdé série se zatradi negativni a pozitivni kontrola. Negativni kontrolni bod musi vykazovat
kontrolu kalibrace s vyuzitim netoxického a-napthoflavonu (NAP), ktery je dodavan v souprave.
Absorbance 2 pl roztoku NAP v jamce odpovida odezvé druhého nejvyssiho kalibra¢niho bodu, tj.
32 pg 2,3,7,8-TCDD.

3.7.2 Pozadavky pro screeningové metody

Metoda musi umoZziovat identifikaci vzorki s obsahem latek dioxinového typu od 30 % do 40 %
hladiny maximalniho limitu, tj. 0,2 ng az 0,3 ng 2,3,7,8-TCDD/kg dopliikové latky.

V kazdé sérii museji byt zatazeny slepé laboratorni vzorky, referen¢ni vzorky s obsahem dioxini na
hladin€ maximalniho limitu, na jeji polovin¢ a na jejim dvojndsobku. VytéZnost metody musi byt
v rozsahu 30 % az 140 % a RSD za podminek opakovatelnosti < 30 %.

Mez detekce se stanovi jako podil hodnoty odezvy trojnasobku smérodatné odchylky odezvy deseti
opakovanych stanoveni provedenych se slepym vzorkem a hodnoty smérnice kalibraéni ptimky.
Odezva vzorku se porovna s odezvou referenéniho vzorku sobsahem PCDD/F na hlading
maximalniho limitu. Vzorky s odezvou niz$i nez je referenni vzorek se oznac¢i za negativni
avzorky svyssi odezvou se povazuji za pozitivni. Kazdy pozitivni vysledek a 2 % az 10 %
negativnich vzorki musi byt potvrzeno konfirmacni analyzou. Podil falesné negativnich vysledkt

musi byt nizs$i nez 1 %. Podil faleSn€ pozitivnich vysledki by mél byt nizky (12).

21



3.8 Myti a dekontaminace skla a ASE cel

Vzhledem k velmi stabilnimu charakteru stanovovanych latek, které se ve vod€ nerozpoustéji,
sorbuji se na sklo a jsou schopny odolavat i silnym oxida¢nim c¢inidlim, se voli vhodna
dekontaminace. Sklo se umyje v teplé vod¢ se saponatem a dikladné se oplachne destilovanou
vodou. V peci se nejprve predsusi 2 hodiny pii 120 °C a poté vypali 2 hodiny pii 400 °C.
Po zchladnuti se vyplachne hexanem suprasolv. Vialky se promyji 2 x v rozpoustédle, piedsusi
2 hodiny pii 120 °C a poté vypali 2 hodiny pii 400 °C. Po zchladnuti se vyplachnou hexanem
suprasolv.

Rozebrané ASE cely se vlozi do smési rozpoustédla z RVO a Cisti se v ultrazvukové 1azni 15 minut,
poté se oplachnou hexanem a vysusi 2 hodiny pfi 120 °C. Tésnéni a o-krouzky se méni dle potieby
a doporuceni v manudlu k ASE.

Vicka se oplachnou hexanem suprasolv a nechaji se oschnout v digestofi.

Veskera septa, inserty a $picky jsou na jedno pouziti.

4 Vysledky a diskuse
4.1 Kalibrace

Prvni kalibraéni zéavislost odpovidala parametrim vyrobce (viz. obr. ¢. 2) a pozitivni kontrola

stanovend pomoci a-napthoflavonu vykazovala odezvu 102 %.

Obrazek ¢. 2 Kalibrace pro prvotni testovani Ah-imunostanoveni (Biosense)

33

28 - y = 0,043x + 0,428
R =0,998

A pii 405 nir

0 10 20 30 40 50 60 70
pg 2,3,7,8-TCDD

Béhem dalSich experimenti souprava Biosense poskytovala kalibracni zavislosti s nelinearnim
prabéhem. Na obrazku ¢.3 jsou znazornéna kalibracni data z nasledného méfeni odectena
z ptipravené desky v sedmi riznych ¢asech. Primérnd smérnice sestrojenych kalibra¢nich zavislosti

byla 0,018, tj. priblizné dvakrat nizsi nez deklaruje dodavatel soupravy (23).
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Obrazek ¢. 3 Vyvoj kalibracni zavislosti v ¢ase
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V nésledujicich tfech experimentech vykazovaly kalibra¢ni zavislosti opét odlisné parametry oproti
referenénim hodnotam. Pfi odeCtu ve stejnych detekénich ¢asech (20 min) vykazovaly rtiznou
citlivosti, kterd byla vzdy nizs§i nez deklarovand hodnota 0,040 (viz. obr.¢.4). Pozorované
odchylky a nestabilita byly konzultovany s vyrobcem soupravy (Dr.Chip Biotechnology
Incorporation, Taiwan), ktery piipousti nelinearni prab¢h kalibracnich zavislosti v rozsahu 1 pg az
64 pg 2,3,7,8-TCDD a doporucuje kalibrovat v rozsahu 1 pg az 16 pg 2,3,7,8-TCDD. Vyrobce

zaroven trva na stabilni citlivosti béhem celé exspira¢ni doby soupravy, ale upozoriiuje na mozné
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vngjsi faktory ovliviiujici stabilitu soupravy, jako jsou skladovaci a pfepravni podminky a dodrzeni

analytickych podminek.

4.2 Analyza dopliikovych latek

V prvni fazi byla testovand metoda zalozena na extrakci dle aplikacnich specifikaci Dionex.
Extrakce toluenem probihala pti 200 °C po dobu 2 x 5 minut. Extrakt se Cistil pomoci sloupcové
chromatografie na 12 g silikagelu 60 modifikované¢ho 30% kyselinou sirovou. Metoda vykazovala
na validovanych hladinach pro doplikové latky (0,375; 0,75; 1,5) ng 2,3,7,8-TCDD/kg Siroky

rozsah vytéznosti (viz. tab. ¢. 2).

Tabulka €. 2 Stanoveni reprezentativnich matric a vzorki obohacenych 2,3,7,8-TCCD

Vzorek Absorbance DEQ Vytéznost

(ng/kg) (%)

Blank 0,475 0,44 B

ML 0,476 0,54 a

ML + 0,375 0,470 0,47 -1

ML + 0,75 0,507 0,89 47

ML + 1.5 0,671 2,7 146

ML 442 0,434 0,06 B

ML 285 0,982 6,9 B

V dalsi fazi testovani bylo nutné ovétit metodu piipravy analyzou redlnych vzorkd. Protoze neni
mozné porovnavat hodnoty stanovené pomoci Ah-imunostanoveni s legislativné stanovenymi TEQ,
metoda piipravy byla ovéfena srovnanim referencniho vzorku minerdlniho krmiva (ZnO) ve
spolupraci s NRL pro persistentni organické polutanty v Dobré ve Frydku-Mistku pti Zdravotnim
Gstavu Ostrava (ZUO). Tato laboratof piipravila predistény extrakt validovanym postupem
s prumérnou vytéznosti PCDD/F 80 % a poskytla jej pro Ah-imunostanoveni. V NRL-RO Brno byl
stejny vzorek piipraven postupem uvedenym v SOP a stanoven soucasné s extraktem ze ZUO.
Prepoctovy faktor mezi stanovenou hodnotou DEQ a referencni hodnotou TEQ byl nastaven
pomoci vzorku ze ZUO a pouzit pro vzorek z laboratofe NRL-RO Brno. Tento experimentalné
stanoveny faktor 2 se vyrazné lisil od faktoru 10 az 13, ktery navrhuje Biosense. Vytéznosti obou
vzorkll byly vyhovujici, tj. v rozsahu 30 % az 140 % pro screeningové metody (viz. tab. €. 3).
Postup ptipravy je vhodny pro stanoveni dopliitkovych latek krmiv a bude ovéfen vicendsobnou

analyzou referencniho vzorku.
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Maximalni limit pro obsah PCDD/F v doplitkovych latkach je (0,75 — 1,0) ng TEQ/kg a pro sumu
PCDD/F a DL-PCB 1,5 ng TEQ/kg. Z pozadavkll na screeningovou metodu vyplyva, ze metoda
musi umoziiovat stanovit obsahy na hladin€ 30 % az 40 % maximalniho limitu, tj. 0,6 ng TEQ/kg
pro sumu PCDD/F a DL-PCB. Kvantifikacni limit metody je pfimo umérny smérodatné odchylce
slepych stanoveni a nepfimo umérny smérnici kalibrace (12). Pokud tedy neni detekéni metoda
dostate¢né presna a zaroven vykazuje nizkou citlivost, bude poskytovat vysoké kvantifikacni limity.
Jiz pfi tfetinové citlivosti soupravy Biosense byl kvantifika¢ni limit metody nevyhovujici pro jeji

vyuziti pfi analyze doplitkovych latek.

Tabulka €.3 Ovéreni pripravy vzorki dopliikovych latek krmiv pro Ah-imunostanoveni

Absorbance] RSD TCDD DEQ Referencni | VytéZnost
405 nm (%) (pg) (ng/kg) hodnota (%)
Poz_mvm kontrola 0.833 1 32.6 3 31,7 103
kalibrace
Bl -UKZUZ 0,449 19 1,28 0,17 - -
Zn0—URZUZ | ) 595 9 11,9 1,76 0,92 86
Zn0-ZU0 0,557 14 10,1 134 0,92 73

V roce 2007 bylo metodou Biosense analyzovano 20 vzorkii doplitkovych latek s negativnimi
nalezy. NejCastéji se jednalo o uhli¢itan vapenaty, hydrogenuhliitan sodny, oxid hofecnaty
a dihydrogenfosfore¢nan sodny, amonny a vapenaty. Vzhledem k pozitivnim nalezim PCDD/F
v ZnO pii konfirmacni analyze HRGC-HRMS bylo navrZeno, aby v nasledujicim obdobi byly
zafazeny vzorky ZnO také pro screeningové stanoveni za ucelem cilené kontroly kontaminace
PCDD/F v tomto materidlu a ovétovani funkénosti tohoto stanoveni analyzou pozitivniho vzorku.

Screeningové stanoveni PCDD/F se hodnoti porovnanim ziskanych hodnot realnych vzorki
s referenénim vzorkem s obsahem PCDD/F na maximalni hladiné. Vzorek s obsahem mensSim nez
referencni vzorek se oznaci za negativni, vzorek s obsahem vétSim nez referencni vzorek se oznaci
za pozitivni. Takovy vzorek je nutné podrobit konfirma¢ni analyze zalozené na HRGC-HRMS.
Pokud kalibrace nebo kontrolni vzorky neposkytnou ocekévanou odezvu, je nutné ptepracovani celé

série.

4.3 Analyza {istirenskych kali

V prvni fazi byla testovana extrakce Cistirenskych kali pii 170 °C po dobu 2 x 5 minut do smési
hexanu a acetonu. Pfed sloupcovou chromatografii na 12 g modifikovaného silikagelu 60 bylo

zafazeno tfepani extraktu s koncentrovanou kyselinou sirovou. Vytéznost postupu na testovanych

hladinach (50; 100; 200) ng 2,3,7,8-TCDD/kg byla 10 %, 49 % resp. 59 % (viz. tab. ¢. 4). Extrakty
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kali nebylo mozné pomoci stavajiciho postupu dostatecné precistit a neodstranitelné zbytky

extraktti mohly negativné ovlivnit funkci soupravy.

Tabulka €. 4 Stanoveni Cistirenskych kali obohacenych 2,3,7,8-TCCD

Vzorek Absorbance DEQ VytéZnost
(ng/kg) (%)

Blank —
0,590 6,7

CK -
0,677 31,0

CK + 50 10
0,717 36,1

CK + 100 49
1,072 80,4

CK + 200 59
1,614 148

Cilem druhé¢ faze testovani bylo odstranéni nepolarni alifatické uhlovodikové frakce z extrakta kalt
s vyuzitim gelové permeacni chromatografie (GPC), ktera je rutinné¢ vyuzivand v NRL-RO Brno
pii ptipravé vzorkl krmiv a kalli. Pro ovéfeni navrzeného postupu byly zvoleny referen¢ni vzorky
sedimenttl se stanovenou hodnotou TEQ (vzorek z testu SETOC, Wageningen, Nizozemi).
Navrzeny postup piipravy vzorkll sedimenti k Ah-imunostanoveni zahrnoval extrakci pomoci
ASE 100 a tfistupiiové Cisténi extraktu pomoci koncentrované kyseliny sirové, s naslednou GPC
a dale kombinovanou silikagelovou kolonkou podle EPA 1613B. Navazka vzorku byla 4 g a 4g
Na,SO,4. Extrakéni rozpoustédlo byla smés hexan/aceton (3 : 1) a extrakéni podminky byly
nasledujici: teplota 180 °C, 2 x 5 min, proplach cely 60 % a profouknuti dusikem 100 s. Nastaveni
odpovidd modifikovanému postupu z aplikac¢niho listu Dionex pro extrakci PCDD/F. Vytéznosti
jednotlivych ¢isticich krokl stanovené pomoci standarda byly vyhovujici, tj. 101 % u GPC a 83 %
pro ¢isténi na silikagelu.

Pouzitim navrzeného postupu se opct nepodafilo zcela odstranit nepolarni uhlovodikovou frakci
a zbytkovy podil mohl ovlivnit spolehlivost Ah-imunostanoveni PCDD/F. Vlivy rtznych Cisticich
postuptt na matricové efekty vzorki sedimenti pii ELISA stanoveni byly popsany v praci M.
Nichkovy (19). Zjistila, Ze pro potlaceni matricovych efektl pfi ELISA stanoveni vzorki sedimentl
je nutné pouzit minimalné dvoustupiiové €isténi, zahrnujici kombinovanou silikagelovou kolonku
a separaci na aktivnim uhli. Piiprava vzorka kalt, které obsahuji primérmé 10 x az 20 x vice
organického materidlu nez sedimenty, coz znamend vyrazné¢ vys$i mnozstvi koextraktli, bude

vyzadovat vicestupniové ¢iSté€ni odlisné od toho, které bylo doposud testovano v NRL-RO Brno.
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4.4 Interpretace dat

Dulezitou otazkou zistava interpretace ziskanych dat. Vzorky suréitou hodnotou TEQ, avsak
sriznymi profily PCDD/F a rlznym obsahem koextrakti, budou poskytovat pii Ah-
imunostanoveni neporovnatelné odezvy. Dukazem jsou vysledky porovnani tfech referen¢nich
vzorkid sedimentd, u kterych obsah 2,3,7,8-TCDD ptedstavoval primérné 24 % stanovené hodnoty
DEQ, avSak nebylo mozné jednoznacné stanovit pomer mezi stanovenou hodnotou DEQ
a celkovym referenénim TEQ jednotlivych vzorka (viz. tab. ¢.5). Z vysledka tedy vyplyva, ze
u nizkych hodnot DEQ je mozné piedpokladat nizky obsah 2,3,7,8-TCDD a naopak, ale nelze
jednoznacné odhadnout celkovy TEQ pro vzorky s neznamymi profily PCDD/F. Podobné zavéry
také predklada zprava projektu Horizontal SSPI-CT-2003-50241, ve které autofi upozoriiuji na
vyrazné rozdily mezi hodnotami TEQ a odezvou pouzité bioanalytické metody u nékterych vzorka

testovaci sady (20).

Tabulka €. 5 Porovnani hodnot TEQ a DEQ stanovenych pomoci soupravy Biosense

Vzorek DEQ REF-TEQ TEQ/DEQ
(ng/kg) (ng/kg) (%)
suma TCDD suma TCDD suma
ST78 32 0.85 50.8 27 1597
S 758 38.5 7.7 243 20 63
S 764 227 56.3 135 25 60
5 Zavér

Byla vypracovana screeningovd metoda pro Ah-imunostanoveni latek s dioxinovym efektem,
zalozena na ELISA detekci s vyuZitim soupravy Biosense. Postup pfipravy vzorku, detekce latek
s dioxinovym ucinkem a vyhodnoceni vzorku byly zpracovany v podobé SOP. Pokud souprava
Biosense vykazuje pfi detekci charakteristiky, které deklaruje vyrobce, je tato metoda vhodna pro
screeningové stanoveni dopliikovych latek krmiv. Metoda vSak neni vhodna pro analyzu
komplexnich matric, jako jsou napfiklad sedimenty, pfipadné Cistirenské kaly, protoze poskytuje
odezvy, které jsou zavislé na zastoupeni PCDD/F kongenerdi, a neposkytuje odezvy umérné
celkovému TEQ analyzovaného vzorku. SoucCasnym problémem zlstava Casova nestabilita

a nedostatecna citlivost vyhodnocovaci soupravy Biosense, kterd se fesi s jejim vyrobcem.
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Zavedeni multirezidualni metody stanoveni pesticidu
v krmivech metodou LC-MS/MS

lvana Vaverkova

Usttedni kontrolni a zku$ebni ustav zemédelsky, NRL- RO Praha, Za opravnou 4,
150 06 Praha 5 — Motol
ivana.vaverkova@ukzuz.cz

1 Uvod

Po zapojeni laboratoii UKZUZ do sité CRL/NRL bylo nezbytné zavést do rutinniho pouZivani
metody podle stavajicich pozadavkli na analytické laboratofe. Podle navrhu normované
multirezidualni metody (dokument CEN/TC 275/WG 4 N 0236, tzv. QuEChERS metoda) bylo
nutné¢ zavést tento postup, ovéfit zdkladni valida¢ni parametry pro dostupné standardy, vybrat
pocatecni skupinu nejméné 10 pesticidnich latek, vhodnych pro pfipravu k akreditaci metody
s koncovym stanovenim metodou LC-MS/MS pro detektor typu trojitého kvadrupolu a pfipravit
SOP a dalsi podklady nutné pro pfihlaseni zkouSky k akreditaci.

Multirezidualni metoda QuEChERS  specifikuje podminky pro stanoveni Sirokého spektra
pesticidnich pfipravki. Pfed uvedenim do rutinniho pouziti v laboratofi se musi ovéfit postup
publikované metody, optimalizovat podminky a vybrat skupinu analytl, které vyhovuji kritériim
pouzitelnosti metody pro stanoveni pomoci LC s hmotnostni detekci. Dale pak vymezit validacni
parametry a ptipravit SOP pro akreditaci metody.

Analyty byly vybrany na zikladé seznamu piipravki povolenych v CR k mofeni obilovin
a lusténin, seznamu pro monitoring EU a seznamu latek, které jsou pfedmétem mezilaboratornich
porovnavacich zkousek. Dalsim kriteriem pro vybér analytl byla pouzita metoda LC-MS/MS.

V r. 2007 se laboratof zGc¢astnila mezinarodni porovnavaci zkousky C1/SRM2 pro stanoveni rezidui
pesticidnich latek. Ze 40 stanovovanych latek zahrnutych v testu jich bylo laboratofi testovano 22

a bylo dosazeno velmi dobrého vysledku.

2 Princip

Pti pouziti QUEChERS metody jsou zmrazené homogenizované vzorky krmiv extrahovany pomoci
acetonitrilu. Matrice s malym obsahem vody navic pied pocatecni extrakci vyzaduji ptidavek vody
do celkového obsahu 10 g. Po ptidavku bezvodého MgSO,4, NaCl a pufru jsou faze po dalsi extrakei
odd€leny odstfedénim. Podil organické vrstvy je nejprve zmrazen pro odstranéni tukti, voskl

a cukri a poté precistén dispersni SPE s ptfidavkem sorbetu PSA (a GCB) a dalSiho bezvodého
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MgSO,. Extrakt je okyselen 5% kyselinou. Faze pteciSténi vzorku byla nakonec odstranéna, jak
bude popsano dale. Vzorky jsou analyzovany metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
na reverzni fazi C;g s MS/MS hmotnostni detekci. Ke stanoveni se pouziva interni standard (ISTD).
Ten slouzi ke korekci chyb, korekei kolisani objemu acetonitrilové faze pii extrakci, zaptic¢inéného
riznym obsahem vody nebo cukrii ve vzorcich a riznou teplotou, stejné jako ke korekci rozdilt

v nastfikovaném objemu.

3 Chemikalie

3.1 Acetonitril, HPLC grade,

3.2 Methanol, HPLC grade,

3.3 Redestilovana voda (18,2 MQ.cm™),

3.4 Redestilovana voda (18,2 MQ.cm'l), chlazena <4 °C,

3.5 Kyselina mraven&i p.a. for mass spectrometry, 98%, Mr = 46,03 g.mol ™ ,
3.6 Siran hotfe¢naty bezvody,

3.7 Chlorid sodny p.a.,

3.8 Hydrogencitrat disodny seskvihydrat p.a.,

3.9 Citrat trisodny dihydrat p.a.,

3.10 Extrakéni smés soli

Do plastové vazenky se navazi 4,0 g = 0,2 g bezvodého siranu hote¢natého (3.6), 1,00 g + 0,05 g
chloridu sodného (3.7), 1,00 g + 0,05 g citratu trisodného (3.9) a 0,50 g + 0,03 g hydrogencitratu
disodného (3.8).

3.11 Mobilni faze A (voda + 0,01% kys. mravenci)

Ptipravi se smichanim 1000 ml vody (3.3) a 0,1 ml kys. mravenci (3.5).

3.12 Mobilni faze B (acetonitril + 0,01 % kys. mravenci)

Ptipravi se smichanim 1000 ml acetonitrilu (3.1) a 0,1 ml kyseliny mravenci (3.5).
3.13 Interni standard (ISTD) Tris-(1,3-dichlorisopropyl)-fosfat (3P),

3.14 Zasobni roztok ISTD (10 mg/ml)

Do vialky se navazi asi 10 mg ISTD a doplni vypoc¢itanym mnozstvim acetonitrilu (3.1) tak, aby
vysledna koncentrace ziskaného roztoku byla pfesné 10 pg/ml. Tento roztok se uchovava ve tmé pfi

teploté minus 18 °C.
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3.15 Pracovni roztok ISTD (50 pg/ml)

Ptipravi se natedénim 50 pl zasobniho roztoku ISTD (3.14) do odmérné baiky (10 ml) a doplni se

acetonitrilem po rysku.
3.16 Standardy analytt,
3.17 Zasobni roztoky analytt (10 mg/ml)

Do vialky se navazi asi 10 mg standardu a doplni vypoc¢itanym mnozstvim acetonitrilu (3.1) tak,
aby vysledna koncentrace ziskaného roztoku byla piresné 10 mg/ml. Tento roztok se uchovava ve
tmé pii teplot¢ minus 18 °C. Zasobni roztok carbendazimu se pro mens$i rozpustnost piipravi

v koncentraci 1 mg/ml a doplni se methanolem (3.2).
3.18 Pracovni smésny roztok standardi (50 pg/ml)

Pfipravi se nafedénim 50 pl zasobnich roztokl jednotlivych standardd (3.17) do 10 ml odmérné

bariky a doplni se acetonitrilem (3.1) po rysku.
3.19 Pracovni roztok standarda (5 pg/ml)

Pfipravi se nafedénim 1 ml pracovniho smésného roztoku standardii (3.18) do 10 ml odmérné

bariky, roztok se doplni acetonitrilem (3.1) po rysku.
3.20 Pracovni roztok standarda (0,5 pg/ml)

Pfipravi se nafedénim 1ml pracovniho roztoku standard o koncentraci Spg/ml (3.19) do 10 ml

odmérné banky, roztok se doplni acetonitrilem (3.1) po rysku.

4 Pristroje a pomicky

4.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS deteket,

4.2 Separacni kolona Zorbax XDB C18, 150 mm % 2,1 mm, 3,5 um,
4.3 Analytické vahy s piesnosti 0,1 mg,

4.4 Ultrazvukova lazen,

4.5 Laboratorni odstiedivka,

4.6 Plastové vazenky,

4.7 Plastové zkumavky, 12 ml,

4.8 Plastové centrifugaéni zkumavky se Sroubovym uzévérem, 50 ml.
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5 Pracovni postup

5.1 Priprava vzorku

Vzorek se upravuje homogenizaci, zmrazenim pies noc, dal$i homogenizaci tésné pied vazenim
a dalSim zpracovanim tak, aby se zabranilo pfehtati vzorku béhem upravy a ztratdm chemicky

labilnich analyta.

5.2 Extrakce

Do plastové centrifugacni zkumavky (4.8) se navazi 5 g zkuSebniho vzorku s presnosti na 0,001 g,
ke kterému se piida 10 ml vody (3.4), 10 ml acetonitrilu (3.1) a 100 ul pracovniho roztoku ISTD
(3.15). Zkumavka se bezpecné¢ uzavie a prudce protfepava po dobu 1 minuty. Je nutno zamezit
uniku extraktu pres uzavér béhem extrakce i otevirani zkumavky. Pfida se smés soli (3.10) a smés
se ihned stejnym postupem protiepe (1 min). Siran hofecnaty ma tendenci vytvaret rychle tvrdnouci
shluky, proto je potieba ihned po pridani smési soli obsah zkumavky prudce protiepat alespon po
dobu 10 sekund. Naslednou jednominutovou extrakci je mozno provést az spolecné s dalSimi

vzorky. Ziskany extrakt se poté odstfedi 5 minut pfi 3000 min™'a analyzuje pomoci LC-MS/MS.

5.3 Precisténi

V ramci optimalizace podminek stanoveni byly odzkouSeny postupy pro piecisténi organické faze,
avSak ukazalo se, ze spiSe nez ke zlepSeni ptispivaji k prudké ztraté vytéznosti jednotlivych analytu.
Stejného vysledku bylo dosazeno pii analyze zmrazenych extraktii, a to s- 1 bez- nasledného
okyseleni. Pfehled ubytki vytéznosti vybranych pesticidil je uveden v nasledujicich tabulkach 1 a 2.
V literatufe se uvadéji i ptipady zapojeni hydrolyzy a néasledné neutralizace pro iniciaci $tépeni
vazby mezi kyselym pesticidem a slozkami matrice. I v tomto ptfipadé vSak dochazi ke ztratam
analytu béhem piipravy vzorku. Z téchto diivodid byl krok precisténi a nasledného okyseleni
extraktu z postupu vyloucen. Pii piipravé tak nedochéazi k prudkému nariistu pH vlivem pouzitych

sorbetil a ztratdm labilnich pesticidii. Neni tedy ani potfebné zatazovat nasledné okyseleni.
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Tabulka 1: Porovnani pfipravy vzorku

Nazev c
(mg/kg)
Deklarovana
hodnota Bez zmraZeni Se zmraZenim S okyselenim
Azoxystrobin 0,24 0,19 0,15 0,16
Carbendazim 0,13 0,13 0,11 0,12
MCPA 0,05 0,05 0,04 0,04
Mecoprop 0,31 0,27 0,22 0,22
Propiconazol 0,36 0,28 0,27 0,28
Tabulka 2: Odchylky p¥i riznych pripravach vzorku
Nazev Odchylka
(%)
Bez zmraZeni Se zmraZenim S okyselenim

Azoxystrobin -21,25 - 35,83 - 33,33
Carbendazim 3,08 - 13,08 -9.23
MCPA 0,00 - 22,00 - 24,00
Mecoprop -12,50 - 31,09 - 29,49
Propiconazol -21,39 - 24,44 -22,78

5.4 Kvantitativni stanoveni

5.4.1 Externi kalibrace

Pro prvotni nebo pfiblizné stanoveni a pro potvrzeni nepfitomnosti je mozné pouzit kalibraci pouze
v rozpoustédle (acetonitrilu). Pro kvantifikaci a vysledné stanoveni se vSak pouziva interni
kalibrace v matrici, protoze na rozdil od externi kalibrace 1épe postihuje vlivy matrice vzorku

na ionizaci a tim i na celkovou odezvu signalu. Mize byt nutné pfipravit vice nez jednu kalibracni

zavislost s ohledem na stanovované koncentrace jednotlivych analyti.

5.4.2 Ovéreni kalibracni zavislosti

5 g vzorku blanku (matrice bez analytl) se pfipravi stejnym postupem jako zkusSebni vzorek, ale bez
pridavku interniho standardu. Misto n¢j je pfiddno stejné mnozstvi acetonitrilu (100 pl). Do péti

vialek se odpipetuje po 1 ml takto pfipravené¢ho extraktu. Do kazdé znich se pak piida 10 pl
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pracovniho roztoku vnitfniho standardu (3.15), pozadované mnozstvi pracovniho roztoku standardt

(3.19, 3.20) a mnozstvi acetonitrilu pro dosazeni konstantniho objemu. Pro kalibra¢ni rozsah

(0,0025 — 0,5) mg/kg se pouzije nasledujici fedéni:

Tabulka 3: Rozpis pro sestrojeni kalibrac¢ni zavislosti

Vialka 1 2 3 4 5
Pridavek
Extrakt (ml) 1 1 1 1 1
ISTD (3.15) (ub) 10 10 10 10 10
Prac. r. stand. (3.20) (ul) 10 0 0 0
Prac. r. stand. (3.19) (nl) 0 0 10 50 100
Acetonitril (3.1) (ul) 95 90 90 50 0
Koncentrace (mg/kg) 0,0025 0,005 0,05 0,25 0,5

Kalibrac¢ni zavislost se urci zvlast’ pro kazdou latku pomoci nésledujicich vztaht:

calmix

PRcalmix __pes
Aseme, pro kazdy stupeti kalibrace

Ve pro kazdy stupeh kalibrace.

calmix __
m - Cpes pes

pes
Kalibraéni kiivka mé rovnici:

PRCalmix — acal . mcalmix +b

pes cal

Hmotnostni frakce wr pesticidu ve vzorku je vypocitana pomoci poméru plochy piki pesticidu
a interniho standardu:

vz

PR”™ = "= ziskanych z kone¢ného extraktu jako:
ISTD

W :(P Vz_bcal)_i_ ml"}éTD |:n1g:| ,kde

R calmix
a ma m]STD kg

cal

A plocha piku pesticidu z kalibracni kiivky

pes

A plocha piku interniho standardu z kalibra¢ni kiivky
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4, plocha piku pesticidu ze zkuSebniho vzorku

A plocha piku interniho standardu ze zkuSebniho vzorku
a,, konstanta kalibra¢ni kiivky (smérnice) (1/ug)
b.., konstanta kalibracni kiivky (Gsek)
C s koncentrace pracovniho roztoku pesticidd [pug/ml]
m, hmotnost zkusebniho vzorku (2)
calmix . . . v s v .
s hmotnost pesticidu v kalibra¢ni smési (ng)
miem hmotnost interniho standardu v kalibra¢ni smési (ng)
Msrp hmotnost interniho standardu ptidaného ke zkuSebnimu vzorku (ng)

PR pomér plochy pikii pesticidu a interniho standardu z kalibra¢ni smési

PR” pomér plochy piki pesticidu a interniho standardu ze zkusebniho vzorku (ml)
V;ff"”'x objem pracovniho roztoku pesticidt v kalibra¢ni smési
We hmotnost pesticidu ve zkus. vzorku (mg/kg)

V ptipad€ podezielého ndlezu nebo u slozek, které se ukazou jako siln€¢ matri€né ovliviiované, je

nutno pfistoupit ke kvantifikaci analytl metodou standardniho ptidavku.

Koneény extrakt zkuSebniho vzorku se odpipetuje postupné do 4 vialek. Prvni se ponecha bez
pridavku standardd, do zbyvajicich se ptida podle potfeby daného stanoveni odpovidajici mnozstvi
pracovniho roztoku standardii o obsahu 0,5 pg/ml (3.20) nebo 5 pg/ml (3.19) a doplni se do
konstantniho objemu acetonitrilem (3.1).

Sestroji se zavislost plochy piku na mnozstvi pfidavku a zjisti se parametry a, b rovnice y = ax + b,

popisujici ptimku pomoci linedrni regrese.

Vyslednd koncentrace (wr) v mg/kg se vypocte podle vzorce:

W, |:é. 4 {mg} kde
a kg

V. -m

pr a
a konstanta kalibra¢ni kiivky (1/pg)
b konstanta kalibracni kiivky
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m hmotnost zkuSebniho vzorku (g

V objem ptidaného acetonitrilu (10 ml) (ml)
V., objem pouzity jako standardni pfidavek (ml)
Wp hmotnost pesticidu ve zkuSebnim vzorku (mg/kg)

Do méfené sekvence se museji zaradit kontrolni vzorky, vtomto pfipadé krmivo
se znamym pridanym mnozstvim smésného roztoku standardi, které se pfipravi stejnym postupem
jako vzorky zkusSebni. Pro potvrzeni malé vyznamnosti chyb vzniklych pfi pouziti interniho
standardu je pak mimo jiné potieba provést kontrolni méfeni ISTD. Toho je dosazeno pridanim
interniho standardu v jiné fazi analytického postupu, napt. ke kone¢nému extraktu, a tim ke zjisténi

odchylek v signalu ISTD, vzniklych jinou nez objemovou chybou.

Je také nutné zméfit slepy vzorek s matrici, ve které nebudou zadné stopy po sledovanych analytech

v danych retencnich Casech.

5.5 Chromatografické podminky
Vlastni méteni se provadi za nasledujicich podminek chromatografického systému
° Kolona: Zorbax XDB C18, 3,5 um, 150 mm X% 2,1 mm
e  Teplota kolony: 40 °C
e  Teplota autosampleru: 10 °C
. Mobilni faze: gradient mobilni faze A (3.10) a mobilni faze B (3.11) dle tabulky 4
. Celkova doba analyzy: 24 min
° Pritok mobilni faze: 0,3 ml/min

e  Objem nastiiku: 5 pl
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Tabulka 4: Gradientovy program LC pro analyzu

Cas Mobilni faze A Mobilni faze B
(min) (%) (%)
0 80 20
20 0 100
22 0 100
22,1 80 20
24 80 20

5.6 MS podminky

Pro identifikaci jednotlivych analyti byl pouzit MRM (multiple reaction monitoring) méd, zalozeny
na sledovani dvou produktovych iontii pochdzejicich z jednoho prekurzorového iontu (European
Union Commission Decision 2002/657/ECC). Nalezené optimalni parametry MS detektoru, pfi

kterych je intenzita daného dcefiného iontu maximadlni, jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka S: Paremetry MS detektoru

Parametr Hodnota
Capilary voltage 3,5kV

Cone voltage 15V
Source temperature: 120 °C
Desolvation temperature 350 °C
Desolvation gas flow 700 I/h

Cone gas flow 100 1/h

CID gas argon, 0,25 ml/min

5.7 Vybér analyti

Kazdy analyt byl nejprve proméien a podle hmotnostniho spektra, produktovych iontti a retencniho

¢asu byla provedena prvotni identifikace a vytvoren seznam analyta (tabulka 6).
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Tabulka 6: Seznam stanovovanych pesticidi

Nazev Nazev
1 2,4-D 15 Methomyl
2 Azoxystrobin 16 Myclobutanil
3 Carbaryl 17 Penconazol
4 Carbendazim 18 Pirimicarb
5 Diazinon 19 Pirimifos methyl
6 Dichlorvos 20 Prochloraz
7 Endosulfan sulfat 21 Propiconazol
8 Fenpropimorph 22 Spiroxamin
9 Chlorpyrifos 23 Tebuconazol
10 Imazalil 24 Thiabendazol
11 Imidacloprid 25 Thiophanate-methyl
12 Kresoxim methyl 26 Triadimefon
13 Malathion 27 Triadimenol
14 MCPA 28 Triazophos

Nastaveni MRM parametrii jednotlivych pfechodii je uvedeno v tabulce 7 spolecné s typem

ioniza¢niho modu a reten¢nimi ¢asy jednotlivych analyta.
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Tabulka 7: MRM parametry, ioniza¢ni mddy a retencni ¢asy analyti

Nazev Mdd | RT |Prekurzorovy| Cone |Produktovy [ Kolizni | Produktovy | Kolizni
iont voltage iont 1 energie iont 2 energie
(min) (m/z) W) (m/z) 1 (eV) (m/z) 2 (eV)
1]12,4-D ESI- | 9,14 219,0 30 160,9 22 124,9 35
2| Azoxystrobin ESI+ | 12,57 404,1 30 371,9 20 343.9 35
3 [ Carbaryl ESI+ | 9,09 202,1 18 1449 16 127,0 34
4 [ Carbendazim ESI+ | 7,94 192,1 35 160,0 22 132,0 37
5 [ Diazinon ESI+ | 15,97 305,1 45 169,1 40 96,6 42
6 | Dichlorvos ESI+ | 7,52 220,9 25 108,9 27 127,1 25
7 | Endosulfan sulfat | ESI- |16,19 420,8 32 96,8 30 79,9 90
8 | Fenpropimorph ESI+ | 10,11 3043 50 147,1 40 116,9 40
9 | Chlorpyrifos ESI+ | 18,58 3499 25 198,0 35 96,9 45
10 [ Imazalil ESI+ | 7,86 297,0 45 158,9 28 200,9 25
11 [ Imidacloprid ESI+ | 3,89 256,1 28 175,0 25 208.9 18
12 [Kresoxim methyl | ESI+ [ 15,04 314,1 18 115,9 18 206,1 8
13 | Malation ESI+ | 13,77 331,0 18 127,0 18 99,0 28
14| MCPA ESI- | 9,35 199,0 35 140,8 37 1249 21
15| Methomyl ESI+ | 2,20 163,0 15 88,0 10 106,0 14
16 [ Myclobutanil ESI+ | 12,42 289,1 40 125,1 35 70,1 25
17 | Penconazol ESI+ [ 13,58 284,1 35 70,1 20 158,9 25
18 [ Pirimicarb ESI+ | 5,49 239,1 35 72,1 26 181,9 22
19 [ Pirimifos methyl ESI+ | 16,46 306,1 35 164,1 28 108,1 40
20 | Prochloraz ESI+ [ 13,28 376,0 22 308,0 17 265.9 22
21 | Propiconazol ESI+ [ 14,18 342,1 45 159,0 35 69,1 33
22 | Spiroxamin ESI+ | 9,93 298.3 35 144,2 25 211,2 30
23 | Tebuconazol ESI+ [ 13,21 308,1 40 70,0 28 1249 40
24 | Thiabendazol ESI+ | 2,06 202,0 40 131,1 40 174,9 32
25| Thiophanate-methyl [ ESI+ | 7,96 343,0 30 151,0 25 192,0 20
26 | Triadimefon ESI+ | 12,77 294,0 30 197,2 23 225,1 16
27 | Triadimenol ESI+ [ 11,33 296,1 20 70,1 14 2272 12
28 | Triazophos ESI+ | 13,85 314,0 30 119,0 45 161,9 25
29 | Tris fosfat ISTD | 14,52 430.,9 22 320,8 15 98.9 30
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6 Statistické udaje

Vytéznost postupu a validaéni parametry byly ovéfeny pomoci vzorku krmné smési a premixu
obohacenych pfidavkem smésného standardu pesticidi. Podle dokumentu SANCO/10232/2006
odpovidaji vybrané analyty pozadavkim, a to vytéZnosti vrozmezi 70 % azl110 %

a opakovatelnosti < 15 % relat.

V tabulkach 8 a 9 jsou zaznamenany zkracené statistické udaje jednotlivych pesticidnich latek.

Dalsi parametry jsou soucasti valida¢niho protokolu.

Tabulka 8: Statistické udaje analytii — Opakovatelnost. KS- krmna smés, PX- premix,

6 stanoveni, poZadovana opakovatelnost < 15 (% relat.)

Nazev Matrice Opakovatelnost
(% relat.)
2,4-D KS 0,41
PX 10,00
Azoxystrobin KS 2,36
PX 7,14
Carbaryl KS 3,20
PX 9,47
Carbendazim KS 4,83
PX 10,49
Diazinon KS 3,77
PX 6,12
Dichlorvos KS 6,77
PX 9,46
Endosulfan sulfat KS 6,63
PX 8,46
Fenpropimorph KS 3,89
PX 8,06
Chlorpyrifos KS 7,95
PX 12,10
Imazalil KS 0,98
PX 5,49
Imidacloprid KS 2,74
PX 6,04
Kresoxim methyl KS 10,68
PX 11,01
Malathion KS 11,53
PX 9,60
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Nazev Matrice Opakovatelnost
(% relat.)
MCPA KS 3,62
PX 12,25
Methomyl KS 3,46
PX 6,20
Myclobutanil KS 4,27
PX 5,39
Penconazol KS 2,97
PX 5,22
Pirimicarb KS 2,62
PX 6,98
Pirimifos methyl KS 2,26
PX 6,60
Prochloraz KS 2,73
PX 5,46
Propiconazol KS 4,28
PX 4,95
Spiroxamin KS 3,19
PX 6,09
Tebuconazol KS 3,60
PX 7,06
Thiabendazol KS 3,24
PX 8,81
Thiophanate-methyl KS 3,40
PX 5,46
Triadimefon KS 5,30
PX 7,97
Triadimenol KS 2,38
PX 6,64
Triazophos KS 9,12
PX 6,99
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Tabulka 9: Statistické udaje analytii — Spravnost. KS- krmna smés, PX- premix, predloZeno

0,5 mg/kg, poZzadovana vytéznost (70 — 110) %.

Nazev Matrice Prumérna Piesnost Spravnost
vytéZnost
(%)

2.4-D KS 89,38 0,02865 Potvrzena
PX 90,87 0,04543 Potvrzena
Azoxystrobin KS 86,69 0,01021 Potvrzena
PX 90,24 0,03222 Potvrzena
Carbaryl KS 102,18 0,01635 Potvrzena
PX 93,74 0,0444 Potvrzena
Carbendazim KS 91,38 0,02206 Potvrzena
PX 99,53 0,05222 Potvrzena
Diazinon KS 96,39 0,01819 Potvrzena
PX 97,87 0,02997 Potvrzena
Dichlorvos KS 86,42 0,02926 Potvrzena
PX 87,05 0,04118 Potvrzena
Endosulfan sulfat KS 94,09 0,03118 Potvrzena
PX 93,95 0,03976 Potvrzena
Fenpropimorph KS 90,33 0,01758 Potvrzena
PX 96,70 0,03882 Potvrzena
Chlorpyrifos KS 82,07 0,03261 Potvrzena
PX 84,69 0,07819 Potvrzena
Imazalil KS 91,34 0,0045 Potvrzena
PX 95,56 0,02621 Potvrzena
Imidacloprid KS 94,86 0,01301 Potvrzena
PX 96,63 0,02918 Potvrzena
Kresoxim methyl KS 93,17 0,04977 Potvrzena
PX 86,66 0,04772 Potvrzena

Malathion KS 131,05 0,07327 Nepotvrzena
PX 88,13 0,04232 Potvrzena
MCPA KS 106,05 0,0192 Potvrzena
PX 76,05 0,0466 Potvrzena
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Nazev Matrice Primérna Presnost Spravnost
vytéZnost
(%)

Methomyl KS 88,97 0,01538 Potvrzena

PX 99,69 0,0309 Potvrzena

Myclobutanil KS 102,16 0,0218 Potvrzena

PX 100,47 0,02707 Potvrzena

Penconazol KS 101,08 0,01501 Potvrzena

PX 96,06 0,02505 Potvrzena

Pirimicarb KS 98,55 0,01289 Potvrzena

PX 100,93 0,03523 Potvrzena

Pirimifos methyl KS 94,72 0,01068 Potvrzena

PX 96,80 0,03196 Potvrzena

Prochloraz KS 92,30 0,01259 Potvrzena

PX 97,97 0,02673 Potvrzena

Propiconazol KS 91,39 0,01956 Potvrzena

PX 90,51 0,0224 Potvrzena

Spiroxamin KS 91,51 0,01461 Potvrzena

PX 97,76 0,02976 Potvrzena

Tebuconazol KS 93,22 0,01679 Potvrzena

PX 98,64 0,03484 Potvrzena

Thiabendazol KS 86,35 0,01398 Potvrzena
PX 28,90 0,01266 Nepotvrzena

Thiophanate-methyl KS 99,05 0,01684 Potvrzena

PX 72,60 0,01982 Potvrzena

Triadimefon KS 101,30 0,02686 Potvrzena

PX 100,33 0,03996 Potvrzena

Triadimenol KS 97,45 0,01161 Potvrzena

PX 101,04 0,03353 Potvrzena

Triazophos KS 87,61 0,03995 Potvrzena

PX 93,56 0,03268 Potvrzena

U thiabendazolu odpovidaji hodnoty pozadavkim pfi analyze krmnych smési, avSak u premixt je
vytéznost analytu pouze 28,9 %. Vzhledem k nizké hodnoté relativni opakovatelnosti (8,8 %)
je mozné metodu pro tento analyt pouzit, vysledky je vSak nutno korigovat na vytéZnost. Stejny

postup lze aplikovat u stanoveni malathionu u krmnych smésich s vytéznosti 131,1 %.
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7 Porovnavaci zkouSky

V roce 2007 se laboratof zucastnila mezinarodni porovnavaci zkouSky CI1/SRM2 pro stanoveni
rezidui pesticidnich latek. Ze 40 stanovovanych latek zahrnutych v testu jich bylo v laboratofi

testovano 22. Ty jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Seznam stanovovanych latek v C1/SRM2

Nazev Nazev

1 2,4-D 12 Methomyl

2 Azoxystrobin 13 Penconazol

3 Carbaryl 14 Pirimicarb

4 Carbendazim 15 Pirimifos methyl
5 Fenhexamid 16 Prochloraz

6 Fenpropimorph 17 Propiconazol

7 Imazalil 18 Spiroxamin

8 Kresoxim methyl 19 Thiabendazol

9 Malation 20 Thiophanate-methyl
10 MCPA 21 Triadimefon
11 Mecoprop 22 Triadimenol

Laboratoi identifikovala vSechny analyty pfitomné ve zkuSebnim vzorku bez falesné pozitivnich
nebo negativnich hodnot. Takovychto latek s deklarovanou hodnotou, stanovitelnych pomoci
kapalinové chromatografie, bylo ve vzorku celkem pét. Jejich podrobné&jsi vysledky jsou shrnuty

v tabulce 11.
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Tabulka XI: Vysledky C1/SRM2

Nazev Hodnota Z-score
(mg/kg)
Azoxystrobin 0,189 -0,9
Carbendazim 0,134 0,3
MCPA 0,05 0
Mecoprop 0,273 -0,6
Propiconazol 0,38 0,3

Porovnévaci zkouSky se zucastnilo celkem 63 laboratoii z 25 zemi. Laboratof dosahla Sestého

nejlepsiho vazeného primeéru z-score.

8 Zavér

Z ptivodniho seznamu bylo vybrano 28 latek, které spliiuji podminky metody, a to jak z pohledu
samotné analyzy, tak z pohledu statistickych vysledkl vytéznosti a opakovatelnosti. Byly vytvoreny
SOP a podklady potiebné k piihlaSeni zkouSky k akreditaci. V ramci ovéfeni metody se laboratot
zucCastnila mezinarodni porovnavaci zkousky C1/SRM2 pro stanoveni rezidui pesticidnich latek
a dosdhla vyborné¢ho vysledku. Vysledky zavadéni a ovéfovani metody jsou hodnotnym krokem

k dal$im GspéSnym stanovenim rezidui pesticidnich latek v této laboratofi.
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