CH 7.15.

Stanovenie Zeranolu a ostatnych laktonov Kyseliny resorcylove;j
vV moci a svale metédou GC-MS

1. URCENIE METODY

Metdda je urend na stanovenie nizkych koncentracii zeranolu a lakténov kyseliny
resorcylovej vo vzorkach mocu hospodarskych zvierat (hovddzi dobytok, oSipana, ovca. koza) a
svalového tkaniva uvedenych hospodarskych zvierat vratane ryb a hydiny. Metoda v d’alej
popisanom prevedeni spifia kritéria konfirmaénych metéd uréenych na sledovanie rezidui
hormonalnych latok a latok s hormonéalnym uc¢inkom V biologickom materidli a méze byt pouzita
na kvantitativne stanovenie a konfirmaciu tychto analytov v uvedenych vzorkach.

Zeranol CAS 26538-44-3
synonymum: o — Zearalanol, 2,4-Dihydroxy-6-(6a,10-dihydroxyundecyl)benzoic acid p-lactone

Taleranol CAS 42422-68-4
synonymum: 3 — Zearalanol, 2,4-Dihydroxy-6-(6f,10-dihydroxyundecyl)benzoic acid p-lactone

a-zearalenol CAS 36455-72-8
synonymum: 2,4-Dihydroxy-6-(6a,10-dihydroxy-trans-1-undecenyl)benzoic acid p-lactone

f-zearalenol CAS 71030-11-0
synonymum: 2,4-Dihydroxy-6-(6p,10-dihydroxy-trans-1-undecenyl)benzoic acid p-lactone

Zearalenone CAS 17924-92-4
synonymum: 14,16-Dihydroxy-3-methyl-3,4,5,6,9,10-hexahydro-1H-2-benzoxacyclotetradecine-
1,7 (8H)-dione

Zearalanone CAS 5975 78-0
Synonymum: 2,4-Dihydroxy-6-(10-hydroxy-6-oxoundecyl)benzoic acid u-lactone

A) STANOVENIE V MOCI

2. PRINCIP METODY

a) Priprava priméarneho extraktu — extrakcia terc. — butylmetyléterom (t-BME)

b) Cistenie extraktu na SPE koloénkach (DSC-18 a DSC-NH, )

¢) Cistenie imunoafinitnou chromatografiou

d) Derivatizacia derivatizacnym ¢inidlom bis(trimethylsilyl) trifluoracetamide (BSTFA)
e) GC analyza s MS detekciou

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

laboratorne vahy
centrifuga

rotacné vakuova odparka
ultrazvukova vana
vortex



SP

vyhrievaci blok Thermoblock
koncentrator vzoriek Techne Dri-Block DB.3A s odparovanim pod N>
manifold na Cistenie vzoriek na SPE koldnkach

E kolonky: Discovery DSC-18 -6 ml

SPE kolonky: Discovery DSC-NH; -3 ml
plynovy chromatograf Agilent 6890N s hmotnostnym detektorom 5973 N, so splitless

nastrekom

kapilarna kolona DB-1MS

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.
3.2.6.
3.2.7.
3.2.7.1
3.2.8.
3.2.8.1.
3.2.9.
3.29.1.
3.2.10.
3.2.10.1.
3.2.11.
3.2.11.1.
3.2.11.2
3.2.11.3.
3.2.12.
3.2.13.
3.2.14.
3.2.14.1.
3.2.15.
3.2.16.
3.2.17.

3.2.18.
3.2.19.

Standard Zeranol , zasobny roztok o koncentracii 1mg/iml v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, 1rok)

Standard Taleranol , zasobny roztok o koncentracii 1mg/lml v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme,1rok)

Standard a-Zearalenol, zasobny roztok o koncentracii 1mg/iml v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme,1rok)

Standard B-Zearalenol, zasobny roztok o koncentracii 1mg/Iml v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme,1rok)

Standard Zearalenone, zasobny roztok o koncentracii 1mg/iml v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme,1rok)

Standard Zearalanone, zasobny roztok o koncentracii 1mg/1ml v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme,1rok)

Zmesny Standardny pracovny roztok | meranych analytov o koncentracii 100pg/1ml v
metanole (skladuje sa v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, 3mesiace)

Zmesny Standardny pracovny roztok II meranych analytov o koncentracii 1pg/1ml
V metanole (pripravuje sa vzdy Cerstvy)

Vnutorny Standard Zeranol-d4/Taleranol-d4, zasobny roztok o koncentracii 1 mg/iml

v metanole (skladuje sa v mraznicke pri teplote <-20°C v tme,1rok)
Pracovny roztok I vnutorného Standardu o koncentracii lpg/Iml (pripravuje sa vzdy
cerstvy)

Vnutorny $tandard o - Zearalenol-d4 zasobny roztok o konc. 100ng/lul v metanole
(skladuje sa v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, 1rok)
Pracovny roztok Ivnuatorného Standardu o koncentracii 4pg/lml (pripravuje sa vzdy
cerstvy)

Vnuatorny Standard B - Zearalenol-d4 zasobny roztok o konc. 100ng/lul v metanole
(skladuje sa v mrazni¢ke pri teplote <-20°C v tme, 1rok)

Pracovny roztok I vnutorného Standardu o koncentracii lpg/Iml (pripravuje sa vzdy
cerstvy)

Metanol &istoty pre plynovll chromatografiu

10%-ny vodny roztok metanolu
. 30 % (obj.) vodny roztok metanolu

80 % (obj.) vodny roztok metanolu

Deionizovana voda (UltraPur)

Azid sodny NaNj3 p.a.

Chlorid sodny NaCl p.a.

4% vodny roztok NaCl

Octan sodny trihydrat (CH3COONa x 3 H,0) p.a.

Kyselina octova (CH3COOH) p.a.

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Na;HPO,4 X 2 H,0) p.a.

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PQO,) p.a.

2 mol/l acetatovy pufor, pH 5,2
54,34 g CH3COONa .3H,0 rozpustit’ v deionizovanej vode, doplnit’ na objem 200 ml
(roztok A). 6,0 g kyseliny octovej rozgustit’ vo vode a doplnit’ do 50 ml (roztok B). 158



ml roztoku A zmieSat’ so 42 ml roztoku B. Odmerat’ pH a pripadne upravit’ na hodnotu 5,2
pridanim pdvodnych roztokov . Uchovavat v chladnicke pri teplote 2 °C az 8§ °C 6
mesiacov.

3.2.20. PBS pufor, 0,05mol/l, pH=75
7,9 g NapHPO4 x 2H,0, 0,75 g KH,PO4 29,0 g NaCl rozpustit' v deionizovanej vode,
doplnit’ na objem 1000 ml. Sterilizovat’ v autokldve 20 minut pri 120 °C. Po vychladnuti
k roztoku pridat 1,0 g Na N3 . Uchovavat v chladni¢ke pri teplote (2 az 8) °C 6
mesiacov.

3.2.21. Enzym glukuronidaza/arylsulfataza (Helix pomatia) (Merck)

3.2.22. Terc.- butylmetyléter (t-BME)

3.2.23. n-hexan C¢istoty pre GC

3.2.24. Acetodn Cistoty pre GC

3.2.24.1. Roztok aceton/metanol 80/20 (obj.)

3.2.25. Gél pre imunoafinitni chromatografiu I.A.C.G Zeranol (Laboratory of Hormonology,
Marloie, Belgium) pripadne komeréné imunoafinitné kolonky

3.2.26. Derivatiza¢né ¢inidlo: BSTFA bis(trimethylsilyl)trifluoracetamide (Merck, Sigma)
Uchovavat’ v chladnicke pri teplote 2 az 8 °C.

3.2.27. Kyselina chlorovodikova p.a.

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Vsetky extrakéné a Cistiace kroky sa uskutoéniuji pod ventilaénym zariadenim s odtahom pri
pouziti ochrannych okuliarov a rukavic.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORKY
a) Priprava primdrneho extraktu — extrakcia terc. -BME

Do 25 ml skimavky sa odmeria 5 ml vzorky mocu aupravi sa pH pridavkom 1 ml 2M
acetatového pufra na hodnotu 5,2. Prida sa 50 ul enzymu glukuronidazy/arylsulfatazy Helix
pomatia. Ku vzorkam sa prida 25 ul pracovného roztoku vnutorného Standardu. Vzorky sa
dokladne premieSaju a nechaji hydrolyzovat’ cez noc pri laboratdrnej teplote.

Po hydrolyze sa vzorky znova premies$aji a extrahuju sa 2 X 5 ml terc.- butylmetyléteru. Po
odstredeni sa spojené extrakty Vv sklenenej skimavke odparia pradom dusika pri 50 °C do sucha.
Odparok sa rozpusti v 4 ml 30 % metanolu a nanesie na kondiciovant kolonku DSC-18.

b) Cistenie na manifolde na kolénkach DSC-18 6 ml a DSC-NH, 3 ml

Kolonky DSC-18 sa kondiciuju postupnym premytim 5 ml metanolu a 3 x 5 ml vody. Potom sa

nanesie vzorka. Skiimavka sa eSte premyje 1 ml 30 % metanolu. Kolonky sa premyju d’alsimi 10 ml
30% metanolu. Premyvacie rozpustadla a voda sa zachytavaji do odpadu. Potom sa pod kolonky
umiestnia zabrusové skimavky alebo zabrusové banky rotac¢nej vakuovej odparky a analyty sa
eluuja 5 ml 80% metanolu. Eluat sa odpari na rotacnej vakuovej odparke pri 40 °C alebo pod
pradom dusika do sucha.
Kolonky DSC-NH; sa kondiciuju premytim 5 ml roztoku aceton/metanol (80/20). Vzorka sa
rozpusti v 3 ml roztoku aceton/metanol (80/20) a nanesie na kolonku. Skumavka v ktorej bola
vzorka sa premyje eSte 2 ml toho istého roztoku a tiez sa nanesie na kolonku. Vsetkych cca 6 ml sa
zachyti do skumavky (banky) a odpari na rotac¢nej vakuovej odparke pri 40 °C alebo pod pridom
dusika.



c) Cistenie imunoafinitnou chromatografiou

Odparok sa rozpusti v 100 pl etanolu, pridda sa 5 ml deionizovanej vody a nanesie sa na
kondiciovanll imunoafinitnt kolonu.
Kondiciovanie kolony s imunoafinitnym gélom
Vsetky potrebné reagencie sa vytemperuju na laboratérnu teplotu. Koléna sa premyje 2 x 5 ml
0,05 mol/l PBS, pH 7,5. Potom sa kolona premyje 3 x 3 ml deionizovanej vody a mdze sa
aplikovat’ vzorka.
Po vzorke sa kolona premyva 3 x 3 ml 10% metanolu. Analyty sa eluuju 3 ml 80% metanolu. Eluat
sa odpari na rota¢nej vakuovej odparke pri 50 °C do sucha.
Odparok z rota¢nej vakuovej odparky sa prevedie 2 x 0,5 ml t-BME do derivatiza¢nej vialky.

d) Derivatizacia vzorky

Rozpustadlo sa odpari pradom dusika a k suchému zbytku sa prida 40 ul derivatizacného
¢inidla BSTFA. Vzorka sa inkubuje 30 minut pri 70°C. Po ochladeni sa prebyto¢né ¢inidlo odpari
prudom dusika a vzorka sa rozpusti v 50 pl bezvodého toluénu alebo hexanu a je pripravend na
chromatograficku analyzu.

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 metoda vnuatorného
(interného) Standardu.

Kalibra¢na krivka sa pripravi v rozsahu 0 az 10 pg/l ( 0, 1, 2, 5, 10 ug/l) pridanim zmesného
Standardného pracovného roztoku ku vzorkam mocu neobsahujuceho tieto analyty (slepd matrica) a
pridanim pracovného roztoku vnatorného standardu — do vsetkych vzoriek (aj kalibraénych) podla
tabulky 1. Spracovanie vzoriek kalibracnej krivky sa vykonava s kazdym stborom vzoriek a je
rovnaké ako pri vzorkach.

Tab.1 Priprava kalibracnej krivky

Koncentracia [ug/1] 0 1 2 5 10
Sr[ISEVOk zmesného prac. roztoku 11 0 5 10 o5 50
Iiridavok prac. roztoku I interného o5 o5 o5 o5 o5
Standardu v [pl]

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 ibnového zdroja: 230 °C

Typ kolony: kapilarna, DB -1MS

Sposob merania: SCAN  na spektrum stanovovaného analytu
SIM  vyber charakteristickych i6nov pre stanovovany analyt s prisluSnym
derivatizacnym c¢inidlom



5.3. MERANIE

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

Po kalibracii sa meraju vzorky v nasledovnom poradi: 1.slepy pokus (tu: n-hexan ako rozpustadlo,
Vv ktorom sa odparok po derivatizacii rozpusta), 2. zhodna kontrolnd vzorka ( tu: kalibracna slepa
vzorka - blank — do matrice neobsahujucej sledovany analyt sa prida interny Standard), 3. vzorka,
ktora ma byt potvrdena, 4. zhodna kontrolnéa vzorka (blank), 5. nezhodna kontrolna vzorka (matrica
neobsahujuca analyt fortifikovana standardom).

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Podmienkou potvrdenia pritomnosti analytu vo vzorke je zhoda s prislusnym reten¢nym casom
Vv kalibracnom Standarde, pritomnost’ 4 charakteristickych iéonov v tomto retenénom cCase a zhoda
relativnych intenzit pikov Styroch idnov, nameranych v konfirmovanej vzorke av kalibra¢nej
vzorke s pridavkom standardu priblizne rovnakej koncentracie. Ak relativne intenzity prislusnych
i6nov vo vzorke su zhodné s relativnymi intenzitami i6nov v Standarde, pritomnost analytu vo
vzorke je potvrdena (podl'a 2002/657/ES) a pristipi sa ku kvantifikacii.

6.1. SPRACOVANIE NAMERANYCH HODNOT

Spracovanie udajov o kalibracii, porovnanie relativnych intenzit idnov a vypocet koncentracie
V pripade nezhodnej vzorky sa vykonavaji pomocou pocitacového programu Excel.

Vypocet koncentracie:
A(STD)

—-D

A(ISTD)

X pg/ll =

a

kde A (STD) je plocha, prislichajuca vo vzorke stanovovanému analytu,

A(ISTD) plocha, prisluchajica vo vzorke vnitornému Standardu,
b hodnota interceptu z aktualnej matricovej kalibracnej krivky
a hodnota smernice z aktualnej matricovej kalibra¢nej krivky

B) STANOVENIE VO SVALE

2. PRINCIP METODY

a) Priprava primarneho extraktu a odstranenie tuku n-hexanom
b) Cistenie na SPE kolénkach (DSC-18 a DSC-NH,)

c) Derivatizacia BSTFA

d) GC analyza s MS detekciou

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA



- laboratérne vahy

- centrifaga

- homogenizator Ultra Turrax IKA T18 basic

- rota¢nd vakuova odparka

- ultrazvukova vana

- vortex

- vyhrievaci blok Thermoblock

- koncentrator vzoriek Techne Dri-Block DB.3A s odparovanim pod N>

- manifold na Cistenie vzoriek na SPE kolonkach

- SPE kolonky: Discovery DSC-18 -6 ml

- SPE kolénky: Discovery DSC-NH; -3 ml

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

- kapilarna koléna DB-1MS

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY
AKko v postupe A)

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Ako v postupe A)

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORKY
a) Priprava primarneho extraktu a odstranenie tukov

Vzorka svalovej hmoty sa ¢iastocne rozmrazi a zhomogenizuje. Navazi sa 5 g svalovej hmoty
a zhomogenizuje sa s 10ml 4 % roztoku NaCl. 6g homogenatu (zodpoveda 2g vzorky) sa navazi do
50 ml plastove] centrifugacnej skumavky, prida sa roztok vnutorného Standardu, 1 ml
koncentrovanej HCI a 20 ml t-BME. Obsah skiimavky sa dokladne zhomogenizuje a centrifuguje 5
minat pri 3000 otackach za minttu pri laboratérnej teplote. Organicka faza (hornd vrstva) sa
prevedie do odparovacej banky a odpari do sucha na rotaénej vakuovej odparke pri 40 °C. Suchy
odparok sa rozpusti pomocou ultrazvuku v 2 x 2 ml 30 % metanolu a kvantitativne prenesie do
kratkej zabrusovej skimavky. Extrahuje sa 2 x 1 ml hexanu.
Hexan s rozpustenymi tukmi sa vzdy po kratkom centrifugovani odstrani. Vzorka sa potom nanesie
na kondiciovanu kolénku DSC-18.

b) Cistenie na manifolde na kolénkach DSC-18- 6 ml a DSC-NH, -3 ml

Kolonky DSC-18 sa kondiciuju postupnym premytim 5 ml metanolu a 3 x 5 ml vody. Potom sa

nanesie vzorka. Skimavka sa eSte premyje 1 ml 30 % metanolu. Kolonky sa premyjt d’al§imi 10 ml
30% metanolu. Analyty sa eluuju 5 ml 80% metanolu. Eluat sa odpari na rota¢nej vakuovej odparke
pri 40 °C alebo pod praidom dusika do sucha.
Kolonky DSC-NH; sa kondiciujii premytim 5 ml roztoku aceton/metanol (80/20). (Ten sa po
prechode kolonkou zachytdva do odpadu.) Pod kolonky sa umiestnia sklenené zabrusové
skamavky alebo banky rotacnej vakuovej odparky. Vzorka sa rozpusti v3 ml roztoku
aceton/metanol (80/20) a nanesie na kolonku. Sktimavka v ktorej bola vzorka sa premyje eSte 2 ml
toho istého roztoku atieZ sa nanesie na kolonku. VSetkych cca 6 ml sa zachyti do skimavky
(banky) a odpari na rota¢nej vakuovej odparke pri 40 °C alebo pod pradom dusika.



¢) Derivatizacia vzorky

Rozpustadlo sa odpari pod pradom dusika a k suchému zbytku sa prida 50 ul derivatizacného
¢inidla BSTFA. Vzorka sa inkubuje 30 mintt pri 70°C. Po ochladeni sa prebyto¢né ¢inidlo odpari
pradom dusika a vzorka sa rozpusti v 50 pl bezvodého toluénu alebo hexanu a je pripravena na
chromatografickt analyzu.

5.2. PRIPRAVA MERANIA
Ako v postupe A), s vynimkou kalibra¢nej krivky, postupuje sa podl'a tabul’ky 2:

Kalibra¢na krivka sa pripravi v rozsahu 0 az 10 ug/kg ( 0, 1, 2, 5, 10 ug/kg) pridanim
zmesného Standardného pracovného roztoku ku vzorkdm svalu neobsahujuceho tieto analyty (slepa
matrica) a pridanim pracovného roztoku vnutorného Standardu — do vSetkych vzoriek (aj
kalibracnych) podla tabulky 2. Spracovanie vzoriek kalibracnej krivky sa vykondva s kazdym

suborom vzoriek a je rovnaké ako pri vzorkach.

Tab.2 Priprava kalibracnej krivky

Koncentracia [pg/kg] 0 1 2 5 10
Pridavok zmesného prac. 0 2 4 10 20
roztoku |1 v [ul]

Pridavok prac. roztoku | 10 10 10 10 10

interného $tandardu v [ul]

5.3. MERANIE

Je rovnaké ako v pripade A)

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV
Vykonava sa ako v pripade A)
6.1. SPRACOVANIE NAMERANYCH HODNOT

Vykondava sa ako v pripade A)
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