CH 7.16.

Stanovenie 17-p-Estradiolu v krvnom sére metédou GC-MS

1. POUZITELCNOST METODY

Metdda je urena na stanovenie nizkych koncentracii 17-B-Estradiolu vo vzorkach
krvného séra hospodarskych zvierat (hoviddzi dobytok, oSipand, kon). Touto metddou je sticasne
stanoveny viazany (esterifikovany) aj pripadny volny estradiol. Metéda v d’alej popisanom
prevedeni spiia kritéria konfirmaénych metod uréenych na sledovanie rezidui hormonalnych
latok v biologickom materiali a méze byt pouzitd na konfirmaciu a kvantitativne stanovenie
tohto analytu v uvedenych vzorkach.

2. PRINCIP METODY

a) priprava vzorky

b)  Cistenie extrakciou na pevnej fize
C) derivatizacia

d) GC analyza s MS detekciou

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

— centrifuga

— rotacna vakuova odparka

— ultrazvukova vana, microshaker

— vyhrievaci blok Thermoblock

— koncentrator vzoriek Techne Dri-Block DB.3A

— SPE koloénky Extrelut 3 (Merck) — hotové, alebo plnené nahradnou napliiou Vv laboratoriu
— SPE kolonky Waters Sep-Pak C18 : 200mg (Lambda Life)

— plynovy chromatograf Agilent 6890N s hmotnostnym detektorom 5973N so splitless
nastrekom

— kapilarna koléna DB-1MS

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.2.1.  Standard 17-B-Estradiol, zakladny roztok o koncentréacii 1 mg/Iml v metanole. Skladuje sa
v mraznicke pri -20 °C.

3.2.1.1. Pracovny roztok 17-B-Estradiol, koncentracia 0,1ug/lml - pripravuje sa vzdy Cerstvy.

3.2.2.  Vnutorny Standard 17-B-Estradiol-d3, koncentracia 0,1 mg/iml v metanole. Skladuje sa
v mraznicke pri -20 °C.

3.2.2.2. Pracovny roztok vnutorného Standardu 17-p-Estradiol-d3, koncentracia 1 pg/ml v metanole.
Pripravuje sa vzdy Cerstvy.



3.2.3.  Terc- butylmetyléter, Cistoty pre GC

3.2.4. Etylacetat, Cistoty pre GC

3.2.5.  n- hexan Cistoty pre GC

3.2.6 10 % kyselina octova

3.2.7. Kyselina citronova, koncentracia 0,1 mol/l

3.2.8. Derivatizacné ¢inidlo: BSTFA + 1%TMS : bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide
s pridavkom 1% trimetylsilylu

3.2.9. Deionizovana voda (d’alej len voda)
3.2.10. Helium distoty 5.0 tlakova fl'asa
3.2.11. Dusik cistoty 3.0 tlakova fl'asa
3.2.12. Metanol, ¢istoty pre GC

3.2.13. Hovidzie sérum, neobsahujice hormony (Bovine Serum, Adult B9433 Sigma)

3. BEZPECNOST PRI PRACI

NakoTl’ko pri praci sa pouzivaji horlaviny, jedy a karcinogénne latky, je potrebné prisne dodrziavat’
Zasady pre bezpecnl pracu v chemickych laboratériach podla STN 01 8003.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORIEK
a)  Priprava vzorky

Do 2 sklenych skiimaviek sa nadavkuju 2 ml krvného séra tej istej vzorky. Prida sa 1 ml roztoku
10 % kyseliny octovej na tpravu pH (5,2), 20 pl enzymu glukuronidazy a 4 pl pracovného roztoku
vnutorného Standardu 17-p-Estradiolu-d3 o koncentracii 1 ng/lul. Vzorky sa dokladne premieSajt
a nechaju sa postat’ cez noc. Kalibra¢na krivka sa pripravuje fortifikovanim matrice neobsahujtce;j
stanovovany analyt (reagencia 3.2.13.) prislusnymi mnozstvami Standardov podl'a tabul’ky 1.

b)  Cistenie extrakciou na pevnej fize

Vzorka sa nanesie na premyta (5 ml etylacetatu, 5 ml vody) kolonku Extrelut 3 anecha sa
vsiaknut’. Potom sa analyt vymyje do srdcovej banky so zdbrusom pomocou 15 ml etylacetatu.
Eluat sa odpari na rotacnej vakuovej odparke pri 40 °C.

Kolonka Waters (200mg) sa nakondicionuje postupnym premytim 3 ml metanolu a 5 ml vody.
Vzorka sa upravi rozpustenim odparku z primarnej extrakcie v 100 pl etanolu a pridanim 3 ml
kyseliny citrénovej o koncentracii 0,1 mol/l. Takto pripravend vzorka sa nanesie na kondiciovanu
kolénku. Srdcova banka sa eSte oplachne 5 ml vody, ktoré sa tiez nanest na kolonku. Kolonka sa
premyje eSte 5 ml vody, nechd sa vysuSit 3 minuty. Rezidud sa vymyji do cistej skumavky
pomocou 4 ml terc.-butylmetyléteru. Kvoli lepSiemu rozvrstveniu faz sa ziskany eluat centrifuguje



5 mintat. Z hornej vrstvy sa pipetou odsaji 2 ml eluatu a prenesu do derivatizacnej vialky. Eluat sa
vysusi pradom dusika pri laboratdrnej teplote.
VysuSend vzorka je pripravena na derivatizaciu.

C) derivatizdcia

K suchému odparku sa prida 50 pl derivatizaéného €inidla BSTFA + 1% TMS. Zmes sa premiesa,
kym sa odparok sa nerozpusti, potom sa inkubuje 30 minut pri teplote 75°C. Po ochladeni sa
prebytok ¢inidla odpari pradom dusika do sucha. Odparok sa rozpusti v 50 pl bezvodého n-hexanu
a je pripraveny na meranie.

5.2. PRIPRAVA MERANIA

Pred zacatim merania sa skontroluje a kondiciuje plynovy chromatograf . Pred meranim sa kolona
precisti rozpustadlom. Pri kazdom merani vzoriek sa najprv vykona kalibracia s fortifikovanou
matricou, zodpovedajucou meranym vzorkdm. Na meranie sa pouziva metéda vnutorného
(interného) Standardu.

Kalibra¢na krivka sa pripravi vrozsahu 0 az 1 pg/l (0; 0,04; 0,06; 0,15; 0,5;) pridanim
Standardného pracovného roztoku ku vzorkam krvného séra neobsahujiceho merany analyt (slepa
matrica) a pridanim pracovného roztoku vnatorného Standardu — do vSetkych vzoriek (aj
kalibracnych) podla tabulky 1. Spracovanie vzoriek kalibra¢nej krivky sa vykondva s kazdym
suborom vzoriek a je rovnaké ako pri vzorkach.

Tab.1 Priprava kalibracnej krivky

Koncentracia kalibracnych vzoriek

0 0,04 0,06 0,08 0,15 0,5
[ug/1]
Pridavok [wl] prac. roztoku
Standardu 17-B-Estradiolu 0 0,8 1,2 1,6 3 10

0 koncentracii 0,1ng/1pl

Pridavok [ul] prac. roztoku interného
Standardu 17-B-Estradiolu-d3 4 4 4 4 4 4
0 koncentracii Ing/1ul

Podmienky merania

Injektovany objem vzorky: 2ul splitless

Teplota na vstupe: 50 °C

Teplota injektora: 250 °C

Prietok nosného plynu — He: 1,2 ml/min konS$tantny

Teplota ionového zdroja: 230 °C

Typ kolony: kapilarna, DB -1MS

Sposob merania: SIM vyber charakteristickych i6nov pre stanovovany analyt
5.3. MERANIE

Najprv sa zmeraji matricové kalibracné vzorky. Do kalibra¢ného grafu sa vynesu hodnoty pomeru
ploch analytu a prislusného vnatorného Standardu oproti koncentracii Standardu.

Po kalibracii sa meraju vzorky v nasledovnom poradi: 1.slepy pokus (tu: n-hexan ako rozpustadlo,
v ktorom sa odparok po derivatizacii rozpusta), 2. zhodnd kontrolna vzorka ( tu: kalibracna slepa

3



vzorka - blank — do matrice neobsahujucej sledovany analyt sa prida interny Standard), 3. vzorka ,
kontrolna vzorka - Standard

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Podmienkou potvrdenia pritomnosti analytu vo vzorke je zhoda s prisluSnym retenénym casom
v kalibra¢nom S§tandarde, pritomnost’ 4 charakteristickych iénov v tomto retenénom case a zhoda
relativnych intenzit pikov Styroch i6nov, nameranych v konfirmovanej vzorke av kalibracnej
vzorke s pridavkom $tandardu priblizne rovnakej koncentracie. Ak relativne intenzity prislusnych
ionov vo vzorke st zhodné s relativnymi intenzitami iénov v Standarde, pritomnost’ analytu vo
vzorke je potvrdena (podla 2002/657/ES) a pristipi sa ku kvantifikacii.

6.1. SPRACOVANIE NAMERANYCH HODNOT

Vypocet koncentricie:

A(STD)

—-D
A(ISTD)

Xpg/l =

a

kde A (STD) je plocha, prislichajuca vo vzorke stanovovanému analytu,
A(ISTD) plocha, prisluchajtiica vo vzorke vnitornému Standardu,
b hodnota interceptu z aktualnej matricovej kalibra¢nej krivky
a hodnota smernice z aktualnej matricovej kalibracnej krivky

Vysledok sa uvadza v pg/l vzorky.
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