CH 7.12.

Stanovenie stilbénov v mo¢i a svale metodou GC-MS

1. URCENIE METODY

Metdda je uréena na stanovenie nizkych koncentracii dietylstilbestrolu(DES), dienestrolu
(DEN) a hexestrolu (HEX) vo vzorkach mo¢u hospodarskych zvierat (hoviddzi dobytok, oSipana,
ovca, koza) a svalového tkaniva tychto hospodarskych zvierat vratane ryb a hydiny. Metoda v d’alej
popisanom prevedeni spifia kritéria konfirma¢énych metdd uréenych na sledovanie rezidui lie¢iv
Vv biologickom materidli a méze byt’ pouzita na kvantitativne stanovenie a konfirméciu tohto analytu
Vv uvedenych vzorkach.

A) STANOVENIE STILBENOV V MOCI
2. PRINCIP

Hydrolyza

Cistenie imunoafinitnou chromatografiou

Derivatizacia HFBA + aceton
GC analyza s MS detekciou

el A

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- laboratorne vahy

- centrifuga

- rotacna vakuova odparka

- ultrazvukova vana

- vortex

- manifold na Cistenie vzoriek na SPE koldnkach

- vyhrievaci blok Thermoblock

- koncentrator vzoriek Techne Dri-Block DB.3A

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

- kapilarna koléona DB-1MS

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.2.1. Standard Dietylstilbestrol, zdsobny roztok o koncentracii 1ug/1pl v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, stabilny minimalne 1 rok)

3.2.1.1 Diethylstilbestrol , pracovné roztoky o koncentracii 1ng/lul ; 0,5ng/lul; 0,1ng/1lpl
V metanole, pripravuju sa vzdy Cerstvé

3.2.2. Standard Dienestrol, zasobny roztok o koncentracii 1pg/lul v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, stabilny minimalne 1 rok)

3.2.2.1. Dienestrol, pracovné roztoky o koncentracii 1ng/1ul; 0,5ng/1ul v metanole, pripravujt sa
vzdy Cerstvé



3.2.3. Standard Hexestrol, zasobny roztok o Koncentracii lpg/1pl v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, stabilny minimalne 1 rok)

3.2.3.1. Hexestrol, pracovné roztoky o koncentracii 1ng/lul; 0,5ng/1ul; 0,1ng/lul v metanole,
pripravuju sa vzdy Cerstvé

3.2.4. Zmesny pracovny roztok dietylstilbestrol, hexestrol, dienestrol o koncentracii 100ng/1pl
v metanole (skladuje sa v mraznicke pri teplote <-20°C Vv tme, stabilny minimalne 1 rok)

3.25.  Interny Standard Dietylstilbestrol-d8, zasobny roztok o koncentracii 1pg/lul v metanole
(skladuje sa v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, stabilny minimalne 2 roky)

3.2.5.1. Dietylstilbestrol-d8, pracovny roztok o koncentracii 1ng/lul v metanole, pripravuje sa
vzdy Cerstvy

3.2.6.  Interny Standard, Dienestrol-d2, zasobny roztok o konc. 100ng/1ul v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, stabilny minimalne 2 roky)

3.2.6.1. Dienestrol-d2, pracovny roztok o koncentracii Ing/1ul v metanole, pripravuje sa vzdy
cerstvy

3.2.7. Interny Standard, Hexestrol-d4, zasobny roztok o konc. 100ng/1ul v metanole (skladuje sa
v mraznicke pri teplote <-20°C v tme, stabilny minimalne 2 roky)

3.2.7.1. Hexestrol-d4, pracovny roztok o koncentracii Ing/l1ul v metanole, pripravuje sa vzdy
cerstvy

3.2.8.  Metanol ¢istoty pre chromatografiu

3.2.9. Etanol, ¢istoty pre chromatografiu

3.2.9.1. 20 % (obj.) vodny roztok etanolu

3.2.9.2. 70 % (obj.) vodny roztok etanolu

3.2.10. stprava imunoafinitnych koldn pre stanovenie stilbénov RANDOX Laboratories Ltd.,
Crumlin, United Kingdom. Skladovat’ v chladni¢ke, nesmu zamrznat’!

3.2.11. premyvaci pufor na IAC kolonu RANDOX, koncentrat (dodavany spolu s kolénkami)

3.2.11.1.premyvaci pufor zriedeny z koncentratu nasledovne: 1 diel koncentrovaného premyvacieho
pufra sa zriedi s 19 dielmi deionizovanej vody

3.2.12. skladovaci pufor na IAC kolonu RANDOX, koncentrat (dodavany spolu s kolonkami)

3.2.12.1.skladovaci pufor zriedeny z koncentratu nasledovne: 1diel koncentrovaného skladovacieho
pufra sa zriedi so 4 dielmi deionizovanej vody

3.2.13. enzym glukuronidaza/arylsulfataza (Helix pomatia),Merck

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

3.2.15. kyselina octova (CH3COOH) p.a.

3.2.16. acetatovy pufor 2 mol/l, pH =5,2
54,34 g CH3;COONa x 3H,0 rozpustit’ v deionizovanej vode, doplnit’ na objem 200 ml -
roztok A. 6,0g kyseliny octovej rozpustit’ vo vode a doplnit’ do 50 ml - roztok B. 158 ml
roztoku A sa zmiesa so 42 ml roztoku B. Odmeria sa pH a pripadne upravi na hodnotu pH
5,2 pridanim pdvodnych roztokov.

3.2.17. Terc. butylmetyleter (t-BME)

3.2.18. suprava multirezidualna koléna pre extrakciu hormonov s prisluSenstvom

3.2.18.1. Premyvaci/extrakény pufor: zriedi sa 10- nasobne destilovanou vodou

3.2.18.2. Skladovaci pufor: zriedi sa 10- nasobne destilovanou vodou

3.2.18.3. Hydrolyza¢ny pufor: zriedi sa 10-nasobne destilovanou vodou

3.2.18.4. pripravi sa roztok aceton/voda 95/5 (v/v)

3.2.19. n- hexan cistoty pre chromatografiu

3.2.20. aceton Cistoty pre chromatografiu, bezvody (SeccoSolv)

3.2.21. Derivatiza¢né ¢inidlo: heptafluorobutyric anhydride (HFBA) v acetone (1+4)

3.2.22. Helium cistoty 5.0 tlakova fl'asa

3.2.23. Dusik Cistoty 5.0 tlakova fl'asa



4. BEZPECNOST PRI PRACI

Nakol'ko pri praci sa pouzivaju horlaviny, jedy a karcinogénne latky, je potrebné prisne
dodrziavat’ Zasady pre bezpecnu pracu v chemickych laboratéridch podl'a STN 01 8003.
5. PRACOVNY POSTUP

5.1. PRIPRAVA VZORIEK
1) RANDOX koléona
1. Hydrolyza

Do 25 ml skiimavky sa odmeria 5 ml vzorky mocu aupravi sa pH pridavkom 1 ml 2M
acetatového pufra na hodnotu 5,2. Pridd sa 50 ul enzymu glukuronidazy/arylsulfatazy Helix
pomatia. Ku vzorkam sa prida 25 ul pracovného roztoku interného Standardu prislusného analytu.
Vzorky sa dokladne premiesaju a nechaju hydrolyzovat’ cez noc pri laboratornej teplote.

Po hydrolyze sa vzorky znova premiesaji a nanaSaju na kondiciované IAC kolonky.

2. Cistenie imunoafinitnou chromatografiou

Po vytemperovani kolony na laboratérnu teplotu sa tato premyje 3 x 5 ml zriedeného premyvacieho
pufra. Potom sa nanesie vzorka a kolona sa premyje 2 x 5 ml zriedeného premyvacieho pufra.
Nésledne sa kolona preplache 5 ml deionizovanej vody. Pod kolonu sa umiestni zabrusova banka
rotacnej vakuovej odparky a vzorka sa eluuje z kolony 3 ml 70 % etanolu. Koldna sa eSte premyje 2
x 5 ml 70 % etanolu, ktory sa vyleje do odpadu. Dalej sa premyje 3 x 5 ml zriedeného
skladovacieho roztoku a zaliata tymto roztokom sa ulozi do chladni¢ky az do d’alSicho pouzitia
alebo sa postupuje od zaciatku s d’alSou vzorkou.

Eluat vzorky sa odpari na rota¢nej vakuovej odparke pri 50 °C.

3. Derivatizacia HFBA + aceton

Odparok po vakuovom odpareni sa kvantitativne prenesie pomocou 2 x 1 ml t-BME do
derivatiza¢nej vialky. Eter sa odpari pod pradom dusika do sucha. K suchému odparku sa prida 40
pl bezvodého acetonu a 10 pl derivatizacného cinidla HFBA. Odparok sa rozpusti azmes sa
inkubuje 60 min pri 60 °C. Prebytok cinidla sa po ochladeni odpari pridom dusika do sucha.
Odparok sa rozpusti v 50 pul bezvodého hexanu a je pripraveny na meranie.

2) Multirezidualna koléna
1. Hydrolyza

Pri stanoveni DES, HEX sa do sklenej skimavky nadavkuje 500 pl mocu, 1,5ml hydrolyza¢ného
pufra a25 ul enzymu f - glukuronidazy. Pri stanoveni DEN sa pracuje s 2 ml mocu, 6 ml
hydrolyza¢ného pufra a 100 pl enzymu glukuronidazy. Vzorka sa jemne premieSa a necha
hydrolyzovat’ cez noc pri laboratornej teplote. Potom sa ku vzorke pridaju 2 ml extrakéného pufra
(riedeného 1/10) a obsah sa jemne premiesa. Centrifuguje sa 10 mintt pri 2500 otackach za minttu.
Ciry supernatant je pripraveny na istenie.

2. Cistenie imunoafinitnou chromatografiou

Kolodna a reagenty sa nechajt ohriat’ na laboratornu teplotu.
Prvé premytie:



Tento premyvaci proces sa prevedie iba pri prvom pouziti kolony

- kolona sa premyje 10 ml elu¢ného roztoku (aceton/voda: 95/5 viv)
Kondiciovanie kolony:

- preplachnut’ 10 ml destilovanej vody, potom 2 ml extrak¢ného pufra, zatvorit’ kohutik
Elucia:

- Naleje sa 3 ml vzorky na koldnu, nechad sa prevlh¢it'. Pocka sa 5 mintt.

- Otvori sa kohutik a vzorka sa necha vytiect’

- Kolona sa premyje 4 ml zriedeného extrakéného pufra (1/10)

- Koloéna sa premyje 5 ml destilovanej vody

- Zopakuje sa krok 3. a 4.

- Zostavajuce kvapky sa nechaji vysusit'.

- Zatvori sa kohutik s 3 ml elu¢nej zmesi a gé¢l sa necha prevlhcit.

- Koldna sa zazéatkuje a pocka sa 5 mintt.

- Pod kolonu sa umiestni sklend centrifugacna skumavka.

- Otvori sa kohutik a eluat sa necha vytiect’ do pripravenej skimavky.

- Eluat sa vysusi vo vakuu (alebo pod pradom dusika) pri teplote 40 az 60 °C.

VysuSend vzorka je pripravena na derivatizaciu a meranie.

3. Derivatizacia HFBA + aceton
Postup je rovnaky ako pri RANDOX kolone.

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 vzorkam.
Na meranie sa pouziva metdda vnutorného (interného) Standardu.

Kalibra¢na krivka sa pripravi v rozsahu 0 az 5 ng/ml ( 0, 0,5, 1, 1,5, 5 ng/ml) pridanim
vypocitaného objemu pracovného roztoku prislusného standardu ku vzorkam mocéu neobsahujiceho
tieto analyty (slepa matrica) a pridanim pracovného roztoku prislusného vnutorného Standardu
Podra tabuliek 1a, 1b,1c alebo 2a, 2b, 2c.

Spracovanie vzoriek kalibra¢nej krivky sa vykonava s kazdym suborom vzoriek a je rovnaké ako
pri vzorkach.

1) RANDOX kolona

Tab.1a Priprava kalibra¢nej krivky Dietylstilbestrol

Koncentracia kalibracnych vzoriek 0 0.5 1 15 5.0
[ng/1]

Pridavok [ul] prac. roztoku $tandardu 0 25 5 75 o5
o0 konc. 1ng/1pl

?rldavok [wl] prac. roztoku interného 50 50 50 50 50
Standardu 0 konc. 1ng/1ul

Tab.1b Priprava kalibracnej krivky Dienestrol
Koncentracia kalibracnych vzoriek

0 0,5 1 1,5 5,0
[ng/l]
Pridavok [ul] prac. roztoku Standardu 0 2k 5 75 o5
o konc. 1ng/1pl ' '
Pridavok [ul] prac. roztoku interného 50 50 50 50 50

Standardu o konc. 1ng/1ul




Tab.1c Priprava kalibrac¢nej krivky Hexestrol

Koncentracia kalibracnych vzoriek 0 05 1 15 5.0
[ng/l]
Pridavok [ul] prac. roztoku $tandardu 0 25 5 75 o5
o konc. 1ng/1ul
?rldavok [wl] prac. roztoku interného 50 50 50 50 50
Standardu o konc. 1ng/1ul
2) Multirezidualna koléna
Tab.2a Priprava kalibra¢nej krivky Dietylstilbestrol
Koncentracia kalibracnych vzoriek 0 0.5 1 15 5.0
[ng/l]
Pridavok [ul] prac. roztoku $tandardu 0 25 5 75 o5
o konc. 0,1ng/1pl
Pridavok [ul] prac. roztoku interného
Standardu o konc. 1ng/1ul S S S 5 5
Tab.2b Priprava kalibra¢nej krivky Dienestrol
Koncentracia kalibracnych vzoriek 0 05 1 15 5.0
[ng/l]
Pridavok [ul] prac. roztoku Standardu 0 1 5 3 10
o konc. 1ng/1ul
?rldavok [wl] prac. roztoku interného 20 20 20 20 20
Standardu o konc. 1ng/1ul
Tab.2c Priprava kalibra¢nej krivky Hexestrol
Koncentracia kalibracnych vzoriek 0 05 1 15 5.0
[ng/l]
Pridavok [ul] prac. roztoku $tandardu 0 25 5 75 o5
o konc. 0,1ng/1ul
Pridavok [ul] prac. roztoku interného
Standardu o konc. 1ng/1ul S S S S S
Podmienky merania:
Injektovany objem vzorky: 2l splitless
Teplota na vstupe: °C
Teplota injektora: 250 °C

Prietok nosného plynu — He:

Teplota ibnového zdroja:
Typ kolony: kapilarna, DB -1MS

Spdsob merania: SCAN  na spektrum stanovovaného analytu

1,2 ml/min konStantny

230 °C

SIM  vyber charakteristickych i6nov pre stanovovany analyt




5.3. MERANIE

Najprv sa zmeraji matricové kalibracné vzorky. Do kalibra¢ného grafu sa vynesi hodnoty pomeru
ploch analytu a prislusného vnitorného 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. zhodna kontrolnd vzorka ( tu: kalibracna slepa
vzorka - blank — do matrice neobsahujucej sledovany analyt sa prida interny Standard), 3. vzorka,
ktora ma byt potvrdenad, 4. zhodna kontrolna 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 retenénym ¢asom
Vv kalibracnom Standarde, pritomnost’ 4 charakteristickych iéonov v tomto retenénom cCase a zhoda
relativnych intenzit pikov Styroch i6nov, nameranych v konfirmovanej vzorke av kalibra¢nej
vzorke s pridavkom $tandardu 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 pristupi sa ku kvantifikacii.

6.1. SPRACOVANIE NAMERANYCH HODNOT

Spracovanie udajov o kalibracii a vypocet koncentracie v pripade nezhodnej vzorky sa vykonavaju
pomocou pocitacového programu Excel podl'a rovnice:

A (STD)
— D
A (ISTD)

X (ng/l) = ,
a

kde A(STD) je plocha prisluchajuca vo vzorke 19 - Nortestosteronu,
A(ISTD) plocha prislichajtica vo vzorke vnutornému $tandardu,
b hodnota interceptu z aktualnej kalibra¢nej krivky
a hodnota smernice z aktualnej kalibra¢nej krivky

Hodnotenie a vypocet vysledkov

Obsah analytu sa od¢ita z kalibra¢nej krivky. Konfirmacia pritomnosti analytu vo vzorke sa
prevedie porovnanim ploch pikov Styroch idonov, nameranych v konfirmovanej vzorke a vo vzorke
mocu s pridavkom priblizne rovnakej koncentracie Standardu. Spracovanie udajov o kalibracii
a vypocet koncentracie v pripade nezhodnej vzorky sa vykonavaju pomocou pocitacového
programu Excel.

B) STANOVENIE STILBENOV VO SVALE

2. PRINCIP

1. Priprava primarneho extraktu



2. Cistenie imunoafinitnou chromatografiou
3. Derivatizacia HFBA + aceton
4. GC analyza s MS detekciou

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- laboratorne vahy

- centrifuga

- rota¢na vakuova odparka

- Ultrazvukova vana

- vortex

- manifold na ¢istenie vzoriek na SPE koldénkach
- vyhrievaci blok Thermoblock

- koncentrator vzoriek Techne Dri-Block DB.3A
- homogenizator Ultra Turrax IKA T18 basic

- plynovy chromatograf Agilent 6890N s hmotnostnym detektorom 5973 N, so splitless nastrekom
- kapilarna koléna DB-1MS

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

1. Chloroform, ¢istoty pre chromatografiu
2. 1 M roztok NaOH

1 g NaOH rozpustit’ v destilovanej H>O a doplnit’ na objem 25 ml
3. 6 M roztok H3PO4

20 ml koncentrovanej H3PO,4 (85%) + 30 ml destilovanej H,O

Ostatné reagencie ako v postupe A)

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Ako v postupe A)
5. PRACOVNY POSTUP

5.1. PRIPRAVA VZORKY
1) RANDOX kolona
1. Priprava primarneho extraktu
Vzorka svalovej hmoty sa ¢iasto¢ne rozmrazi, pokraja sa noZom na menSie kusky , pripadne sa
pomelie na masovom mlynéeku. Do 50 ml centrifugacnej skimavky sa navazi 2,5g pomletého
tkaniva, pridd sa 15 ml t-BME, 25 ul pracovného roztoku zmesného interného Standardu
a homogenizuje sa priblizne 30 sekund. Potom sa vzorka premieSa na vortexe asi 3 minuty.
Centrifuguje sa 10 minat pri 2000 ot/min. Eterova vrstva (12ml) sa odsaje do centrifugacnej
skamavky a odpari do sucha pod pradom alebo dusika pri 50 °C. Odparok sa rozpusti v 1 ml
chloroformu, premiesa na vortexe 3 minuty. Pridd sa 2 ml 1 M NaOH, znova sa premiesa na vortexe

3 minuty. Centrifuguje sa 10 minut pri 2000 otdCkach za mintitu. Vodna vrstva (1 ml) sa odsaje do
skimavky a k chloroformovej vrstve sa znova pridd 1 ml 1M NaOH. Vortexuje sa 3 minuty ,



centrifuguje 10 minut pri 2000 ot./min, vodna vrstva sa odsaje a prida k predchadzajicej. Extrakty
sa premiesaju a pH sa neutralizuje pridavkom 200 pul 6M H3PO4 k2 ml frakcii. Cely objem
neutralizovanej frakcie sa aplikuje do kondiciovanej kolonky.

2. Cistenie imunoafinitnou chromatografiou
Postupuje sa rovnako ako v ¢asti A)
3. Derivatizacia HFBA + aceton
Postupuje sa rovnako ako v ¢asti A)
2) Multirezidualna koléna
1. Priprava primdrneho extraktu
- chudé miso sa nakréja na malé kusky
- odvazi sa 2,5 g posekan¢ho maésa, prida sa 10 ml zmesi metanol/voda 3/1, homogenizuje na
homogenizatore (ultraturrax) 10 mintt
- centrifuguje sa 20 minut pri 3000 otackach za minutu
- premyje sa 2x 3 ml n-hexanu
- extrahuje sa 3 krat 10ml dichlérmetanu
- dichlérmetan sa odpari do sucha
- odparok sa rozpusti v 500 pl zmesi metanol/voda 1/1 a premiesa na vortexe
- prida sa 2,5 ml zriedeného extrakéného pufra (dodaného so supravou)
- vzorka je pripravena na Cistenie
2. Cistenie imunoafinitnou chromatografiou
Postup je zhodny s postupom pri analyze mocu v Casti A/2).
3. Derivatizacia HFBA + aceton
Postup je zhodny s postupom pri analyze mocu v Casti A).
5.2. PRIPRAVA MERANIA
Ako v postupe A), s vynimkou kalibra¢nej krivky, postupuje sa podl'a tabul’ky 3:
Kalibra¢na krivka sa pripravi v rozsahu 0 az 5 ug/kg ( 0; 0,5; 1; 1,5; 5 pg/kg) pridanim
prislusného objemu pracovného roztoku Standardu ku vzorkam svalu neobsahujuceho tieto analyty
(slepad matrica) a pridanim pracovného roztoku prislusného vnutorného Standardu. Spracovanie

vzoriek kalibra¢nej krivky sa vykonava s kazdym suborom vzoriek a je rovnaké ako pri vzorkéch.

Tab.3 Priprava kalibracnej krivky Diethylstilbestrol, Dienestrol, Hexestrol

Koncentracia [ug/kg] 0 0,5 1 1,5 5
Pridavok  [wl] prac.  roztoku

Standardu 0 konc. 0,1 ng/1ul 0 125 25 50 125
Pridavok  [ul] prac. roztoku

interného Standardu o0 konc.1ng/1pl 25 25 25 25 25




5.3. MERANIE
Je rovnakeé ako v pripade A)

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Vykonava sa ako v pripade A)

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