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1 Souhrn

Multirezidualni stanoveni pesticidii se pro ucely narodniho monitoringu a ufedni kontroly
téchto latek v krmivech provadi v laboratofich RO Brno od roku 2007 pomoci plynové
chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS). Skupina
pesticidl zahrnuje také latky, které neni mozné stanovit pomoci GC-MS/MS a které¢ vyzaduji
analyzu pomoci kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS). V roce 2010 byl do laboratofe RO Brno zakoupen ultra-téinny kapalinovy
chromatograf s trojnasobnym kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem (UPLC-MS/MS)
Xevo TQ MS (Waters). V ramci zavedeni techniky UPLC-MS/MS do akreditované zkousky
pro multirezidualni stanoveni pesticid byla provedena validace stanoveni 35 vybranych latek
a spravnost validované metody ovéfena analyzou internich referen¢nich materialii a Gcasti

V testu zpusobilosti EUPT-C5/SRM6.

2 Uvod

Pesticidy predstavuji Sirokou Skalu latek, které se nejcastéji stanovuji pomoci
multirezidualnich metod zahrnujici GC-MS i LC-MS analyzu. Pro ucely ufedni kontroly
a monitoringu krmiv je nutné provadét stanoveni v souladu s platnymi normami Evropské
unie (EU). V soucasnosti existuji dvé evropské normy pro multirezidualni stanoveni pesticidi
s vyuzitim LC-MS techniky. CSN EN 15662 predstavuje extrakci acetonitrilem a Gisténi
pomoci disperzni extrakce na pevnou fazi (DSPE) (1) a CSN EN 15637 methanolovou
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extrakci a precisténi na kiemeliné (2). VRO Brno je stanoveni pesticidi zalozeno
na CSN EN 15662, oznatované jako metoda QuEChERS. Acetonitrilové extrakty
QuEChERS jsou vhodné pro obé analytickd koncova stanoveni, avSak pro ucely GC-MS
je nutné surovy vymrazeny extrakt piecistit pomoci DSPE s PSA (primarni sekundarni amin)
anebo smési PSA s aktivnim uhlim a/nebo se silikagelem modifikovanym oktadecylsilanolem.
Snadnéjsi priprava vzorku pro LC-MS stanoveni pfedstavuje pouze natfedéni vymrazeného

acetonitrilového extraktu deionizovanou vodou (1 : 1) a stabilizaci kyselinou mravencni.

Po zakoupeni UPLC-MS/MS systému Xevo TQ MS Waters bylo nutné zavést multirezidualni
stanoveni pesticidi v krmivech do akreditovanych postupt (3). Pro tento Gcel byly stanoveny
vybrané validacni parametry: ptesnost (opakovatelnost), spravnost, mez stanovitelnosti
(reportovaci limit), selektivita, nejistota, identifikacni parametry. Uvedené parametry byly
stanoveny analyzou obohacenych vzorkil reprezentativnich matric a analyzou internich
referen¢nich materidlt (IRM), tj. vzorkl obilovin ziskanych v rdmci Gc¢asti v mezinarodnich
testech zpuisobilosti potfadanych Referenénimi laboratofemi EU pro rezidua pesticidi (EUPT)
(5). Ziskané valida¢ni parametry byly porovnany s validaénimi kritérii uvedenymi
v dokumentu SANCO/10684/2009 (6), ktery zaroven stanovuje pozadavky na kontrolu
kvality metod vyuzivanych pro analyzu pesticidi v potravinach a krmivech v laboratotich

provadégjicich ufedni kontrolu rezidui pesticidii v ramci EU.

Cilem prace bylo validovat stanoveni vybranych pesticidnich latek s vyuzitim metody
QUEChERS a systtmu UPLC-MS/MS Xevo Waters a rozsifit tak Skalu sledovanych

pesticidii v ramci cilené kontroly a monitoringu krmiv v RO Brno.

3 Material a metody

Seznam pouzitych chemikalii, ¢inidel a piiprava vzorkd k analyze je uveden v JPP UKZUZ
Zkouseni krmiv — postup 10610.1 (3). Cistota a vhodnost pouzitych chemikalii a inidel byla
ovéfena analyzou laboratornich slepych pokusii. Koncové UPLC-MS/MS stanoveni bylo
provedeno pomoci systému Acquity UPLC — Xevo TQ MS (Waters) (viz tab. 1). Seznam

validovanych pesticidd je uveden v tabulce 2.



Tabulka €. 1. Nastaveni UPLC-MS/MS metody.

UPLC podminky
Kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 pum)
Ptedkolona ACQUITY UPLC BEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 pm)

Objem nastiiku

2ul

Slaby promyvaci roztok

Deionizovana voda/methanol (90/10)

Silny promyvaci roztok

Methanol

Mobilni faze A

0,1% kyselina octova v deionizované vod¢

Mobilni faze B

0,1% kyselina octova v methanolu

Prutok mobilni faze

0,6 ml/min

Gradient mobilni faze

0 min (10%B) — 4 min (100%B) — 7 min (100%B) — 7,1 min
(10%B) — 10 min (10%B)

MS podminky

Teplota iontového zdroje 150 °C
Teplota desolvata¢niho plynu | 450 °C
Pritok desolvata¢niho plynu | 700 I/h
Prtok ,,cone gas* 45 1/h
Pratok kolizniho plynu 0,18 ml/min
Napéti na kapilaie 3kV

lonizace

Elektrosprej se stfidanim polarit




Tabulka €. 2. Seznam validovanych pesticidu.

Pesticidy Zdivodnéni vybéru

Azoxystrobin, Carbendazim Pievedeno z Esquire 6000 Bruker

Imazalil, Imidacloprid, Methomyl, Prochloraz,

Thiabendazole, Thiophanate-methyl Pfevedeno z Premier Waters

Carbaryl, Omethoate, Pirimicarb, Spiroxamine,

Triadimefon, Triadimenol Prevedeno z Varian 1200 MS

2,4-D, Dichlorprop, MCPA, Mecoprop, Haloxyfop, Vyznamni zéstupci ze skupiny
Haloxyfop-2-ethoxyethyl, Haloxyfop-methyl fenoxykarboxylovych herbicida

Acephate, Carbofuran, Carbofuran-3-hydroxy,
Carboxin, Diflubenzuron, Dimethoate, Desmethyl-
pirimicarb, Linuron, Pyraclostrobin, Quinoxyfen,
Tebufenozide, Thiacloprid, Thiodicarb, D10-diazinon

Vyznamni zéstupci z dalSich
skupin pesticidl stanovitelnych
pomoci LC

4 Vysledky a diskuse

4.1 Stanoveni spravnosti a presnosti

Validace stanoveni vybranych pesticidnich latek byla provedena analyzou obohacenych
vzorkd krmiv (viz tab. 3) podle pozadavki uvedenych v dokumentu SANCO/10684/20009.
Testované matrice byly obohaceny v5 az 6 opakovani na 3 hladinach, tj. 10 pg/kg
(reportovaci limit), 20 pg/kg (zalozni hladina) a 100 pg/kg (10 x reportovaci limit).
Reportovacim limitem se dle SANCO/10684/2009 oznacuje urovenl odpovidajici nejniZsi
validované hladin¢. Takto je dle vySe uvedeného dokumentu definovana mez stanovitelnosti,
tj. uroven, nad kterou Ize vérohodné provést kvantitativni stanoveni. Koncové stanoveni bylo
provedeno u obou typit QUEChERS extraktu, tj. ¢isténého ureného pro GC-MS/MS
stanoveni a neciSténé¢ho ziedéného deionizovanou vodou (1 : 1). Obsah pesticidi byl
kvantifikovan s vyuzitim externi kalibrace pomoci matricovych standardt. V ramci validace
bylo ovéfeno pouziti systémového vnitiniho standardu (D10-diazinon) pro indikaci

nestandardniho chovani vzorku pfi pfipravé ¢i koncovém stanoveni.




Tabulka ¢. 3. Vybér krmiv pro acely validace.

Krmna surovina Zastupce

Obiloviny PSenice

Lusténiny Soja

KS s vysokym obsahem chlorofylu Vojtéskové expelery
KS s vysokym obsahem tuku Rybi moucka

U vSech 35 pesticidnich latek byla splnéna validacni kritéria pro spravnost (vytéznost)
a presnost (opakovatelnost) dle SANCO/10684/2009, tj. vytéznost v rozmezi (70— 120) %
a opakovatelnost < 20 % na vybranych hladinach v necisténych extraktech. Vyjimku
pfedstavoval acefat (acephate), ktery vykazoval vytéZnost 61 % u vojtésky a 57 % u rybi
moucky. V pfipadé nélezu acefatu v téchto typech krmiv je nutnd korekce obsahu
na vytéznost. Toto opatieni je nutné aplikovat také u nalezi fenoxykarboxylovych herbicidi

Vv tuénych matricich, kde byly vytéZnosti téchto latek také nizsi nez 70 %.

Dalsi vyjimku piedstavoval karboxin (carboxin) a thiofanat-methyl (thiophanate-methyl),
kter¢ vykazovaly v necisténych extraktech vojtésky opakovatelnost vétsi nez 20 %.
Pozadavek na opakovatelnost u téchto latek byl splnén pfi analyze ¢isténych vojtéskovych
extraktd urCenych pro GC-MS/MS analyzu. Pii nalezu karboxinu a thiofanat-methylu
V materidlech s vysokym obsahem chlorofylu je nutné analyzu opakovat s vyuzitim ¢isténych

extraktu.

Spravnost stanoveni validovanych pesticidii byla na zavér ovétena analyzou IRM, piicemz

ziskané hodnoty z-skore se nachazely v povoleném intervalu —2,0 az +2,0 (viz obr. 1).




Tabulka €. 4. Souhrn vytéznosti (%) v ruzné oSetfenych extraktech validovanych

krmnych surovin.
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2,4-D 20 103 7 71 18 73 9 59 tuéné
2,4-DP (Dichlorprop) 18 82 15 71 27 71 13 61 tuéné
Acephate 75 96 60 84 60 61 57 57 | tuéné, chlorofyl
Azoxystrobin 117 108 91 108 115 118 112 108 -
Carbaryl 116 104 94 100 106 82 101 102 -
Carbendazim 96 93 74 91 83 96 74 91 -
Carbofuran 110 103 93 94 98 88 91 88 -
Carbofuran-3-hydroxy 92 98 98 103 129 108 105 109 -
Carboxin 112 101 95 96 93 47 99 98 -
Desmethyl-pirimicarb 101 102 91 117 97 112 92 104 -
Diflubenzuron 93 98 90 89 77 78 83 81 -
Dimethoate 114 106 92 93 112 95 95 90 -
Haloxyfop 28 101 22 103 34 82 25 75 -
Haloxyfop-2-ethoxyethyl | 107 101 100 100 87 84 89 87 -
Haloxyfop-methyl 98 97 101 109 90 105 83 72 -
Imazalil 98 105 85 97 94 94 89 83 -
Imidacloprid 107 100 89 90 98 88 84 85 -
Linuron 107 100 91 90 88 79 81 87 -
MCPA 18 103 9 71 19 73 9 53 tuéné
Mecoprop (MCPP) 19 106 10 79 32 80 12 69 tucné
Methomyl 111 98 95 98 104 97 91 90 -
Omethoate 97 94 82 86 69 70 71 75 -
Pirimicarb 108 104 92 99 103 101 91 94 -
Prochloraz 124 99 94 96 94 99 95 99 -
Pyraclostrobin 128 96 94 101 97 97 89 109 -
Quinoxyfen 89 98 71 85 79 78 76 77 -
Spiroxamine 56 100 48 86 55 102 43 86 -
Tebufenozide 96 96 80 85 137 105 98 109 -
Thiabendazole 86 94 63 90 70 80 72 80 -
Thiacloprid 107 102 89 90 99 89 88 90 -
Thiodicarb 88 109 88 97 102 103 109 114 -
Thiophanate-methyl 104 103 92 96 94 47 89 87 -
Triadimefon 100 114 88 103 116 114 82 102 -
Triadimenol 141 99 83 92 145 117 119 106 -
D10-diazinon 105 102 92 95 110 103 89 89 -




Obrazek €. 1. Z-skore vybranych validovanych pesticidii stanovenych v IRM.
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4.2 Stanoveni selektivity metody

Selektivita je schopnost metody selektivné zméfit validovanou vlastnost, tzn., Ze vliv
potencidlnich interferentii je nevyznamny. V hmotnostni spektrometrii je mirou selektivity
hmotnostni spektrum, které je charakteristické pro kazdou jednotlivou latku. V ptipadé
kvantitativni analyzy s vyuZzitim trojit¢ho kvadrupolu se pro kazdy analyt sleduji nejmén¢ dva
specifické produktové ionty. Selektivita detekce je splnéna Vv pfipadé, Ze pomér intenzity
zastoupeni sledovanych iontli zlstdva zachovan u standardu i realnych vzorkd. V ptipadé
LC-MS analyz jsou pozorovany matricové efekty (ME), coz znamena ovlivnéni signalu

analytu pfitomnosti matrice pfi ionizaci.

Nejintenzivnéjsi ME byly pozorovany u vojtésky, tj. zastupce materialti s vysokym obsahem
chlorofylu. V ramci validace byly ME sledovany v obou typech extraktd, tj. v ¢isténych
extraktech pro GC-MS/MS stanoveni a v surovych vymrazenych extraktech. Obecné byly
pozorovany niz§i ME v Cisténych extraktech v porovnani s ME stanovenych v surovych
extraktech (viz tab. 5). Vzhledem k nizkym vytéznostem nékterych pesticidnich latek
(herbicidni fenoxykyseliny a spiroxamin) zpusobenych DSPE ¢isténim se presto v praxi

upifednostiiuje analyza surovych extrakti.



Tabulka ¢. 5. ME (%) pozorované v riizné osetienych extraktech krmnych surovin.
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2,4-D 109 94 110 96 72 65 145 128
2,4-DP (Dichlorprop) 126 135 98 95 102 90 138 113
Acephate 111 92 96 85 89 85 71 76
Azoxystrobin 92 98 103 114 144 184 97 116
Carbaryl 86 86 88 81 109 119 96 101
Carbendazim 100 101 108 117 114 136 112 121
Carbofuran 106 101 99 93 91 78 105 102
Carbofuran-3-hydroxy 111 93 118 148 137 170 132 149
Carboxin 97 93 99 111 121 75 99 106
Desmethyl-pirimicarb 104 101 114 129 118 152 117 141
Diflubenzuron 97 89 88 86 65 44 88 73
Dimethoate 94 96 101 97 93 99 99 105
Haloxyfop 103 91 87 89 92 95 79 104
Haloxyfop-2-ethoxyethyl | 100 99 104 100 66 55 95 87
Haloxyfop-methyl 108 94 97 97 108 90 111 140
Imazalil 104 96 107 107 103 110 113 123
Imidacloprid 102 97 97 80 78 76 101 90
Linuron 102 110 104 112 83 66 97 90
MCPA 94 95 108 99 92 86 94 110
Mecoprop (MCPP) 114 89 99 83 83 84 99 85
Methomyl 95 97 104 111 100 104 107 112
Omethoate 102 100 108 106 106 102 76 77
Pirimicarb 100 97 107 106 100 110 108 107
Prochloraz 106 87 83 94 117 103 120 149
Pyraclostrobin 93 115 95 98 116 119 116 109
Quinoxyfen 104 98 107 108 107 108 111 111
Spiroxamine 107 100 107 107 98 99 102 102
Tebufenozide 120 92 116 127 108 147 142 152
Thiabendazole 100 99 106 118 110 122 106 116
Thiacloprid 102 104 96 84 105 102 118 118
Thiodicarb 121 104 119 132 146 178 109 159
Thiophanate-methyl 107 98 104 114 87 61 110 119
Triadimefon 106 78 111 145 127 136 111 111
Triadimenol 99 109 90 133 113 166 128 163
D10-diazinon 101 98 105 102 101 102 104 102




4.3 Stanoveni nejistoty analyzy

Rozsitena nejistota odpovida smérodatné odchylce dat stanovenych pro hodnoceni presnosti
vynasobené faktorem pokryti 2. Stanovené nejistoty vychazeji z vicendsobnych méfeni
vybranych matric obohacenych na rtiznych hladinach. Pozadavek na maximalni rozsifenou
nejistotu 50 % stanoveny v dokumentu SANCO/10684/2009 byl v piipadé analyzy
necisténych extraktd splnén u vSech validovanych parametri s vyjimkou karboxinu
a thiofanat-methylu ve vojtésce (viz tab. 6). Tyto dva pesticidy v krmnych surovinach
s vysokym obsahem chlorofylu je nutné stanovit s vyuzitim ¢isténych extrakti, které vSak
nebylo vhodné pro stanoveni fady jinych pesticidnich latek, tj. prochlorazu, triadimenolu,

acefatu, haloxyfopu a fenoxykarboxylovych herbicida (viz obr. 2).
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Obrazek ¢. 2. Porovnani nejistot v riizné oSetfenych extraktech validovanych matric.

D10-diazinon




Tabulka €. 6. Souhrn rozsifrenych nejistot (%) stanovenych v surovych extraktech.

Jic

2

5 g 2 5 Z

2 2 S 2 S

2,4-D 23 31 24 30 50
2,4-DP (Dichlorprop) 20 22 26 33 50
Acephate 11 16 14 15 50
Azoxystrobin 17 19 15 11 50
Carbaryl 23 22 25 23 50
Carbendazim 6 9 5 7 50
Carbofuran 7 11 6 6 50
Carbofuran-3-hydroxy 18 22 18 21 50
Carboxin 11 16 64 14 50
Desmethyl-pirimicarb 11 8 13 7 50
Diflubenzuron 24 17 21 22 50
Dimethoate 7 14 8 6 50
Haloxyfop 16 22 19 32 50
Haloxyfop-2-ethoxyethyl 9 8 14 8 50
Haloxyfop-methyl 24 14 21 17 50
Imazalil 10 8 11 10 50
Imidacloprid 12 8 13 14 50
Linuron 29 27 25 24 50
MCPA 15 24 26 17 50
Mecoprop (MCPP) 19 25 27 28 50
Methomyl 13 9 8 8 50
Omethoate 10 3 12 12 50
Pirimicarb 5 11 8 8 50
Prochloraz 26 24 19 20 50
Pyraclostrobin 22 24 19 15 50
Quinoxyfen 8 11 6 7 50
Spiroxamine 10 7 8 6 50
Tebufenozide 22 13 16 16 50
Thiabendazole 10 14 8 8 50
Thiacloprid 14 14 13 11 50
Thiodicarb 26 23 22 25 50
Thiophanate-methyl 18 17 63 18 50
Triadimefon 12 12 17 11 50
Triadimenol 30 30 18 12 50
D10-diazinon 4 4 7 5 50
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4.4 Stanoveni identifika¢nich parametri

K identifikaci byla pouzita konfirmacni kritéria podle SANCO/10684/2009, tj. relativni
retencni ¢as (RRT) a pomér sledovanych kvantifika¢nich a konfirmacnich iont. Povolena
odchylka RRT pro LC stanoveni je +2,5%. Povoleny rozsah pomért sledovanych iontd
je zavisly na relativni intenzité sledovanych iontd. Pfitomnost sledované latky ve vzorku

je potvrzena, pokud jsou splnéna vyse uvedena kritéria. Identifika¢ni ukazatele validovanych

latek pro UPLC-MS/MS jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka €. 7. Identifika¢ni parametry.

RT (min) Kvantifikaéni MRM Konfirma¢ni MRM Pomér ionth
2,4-D 2,36 221> 163 219> 125 1,770
2,4-DP (Dichlorprop) 2,70 233>161 233> 125 0,057
Acephate 0,50 184 > 143 184 > 125 0,126
Azoxystrobin 2,69 404 > 372 404 > 329 0,580
Carbaryl 2,16 202 > 145 202 > 127 1,440
Carbendazim 0,94 192 > 160 192 > 132 0,241
Carbofuran 2,05 222 >123 222 > 165 0,392
Carbofuran-3-hydroxy 1,38 238 > 181 238 > 163 1,603
Carboxin 2,12 236 > 143 236 > 87 0,334
Desmethyl-pirimicarb 1,29 225>72 225> 168 0,679
Diflubenzuron 3,06 311 > 141 311 > 158 0,400
Dimethoate 1,33 230> 125 230> 199 0,762
Haloxyfop 3,16 362 > 316 362 >91 0,946
Haloxyfop-2-ethoxyethyl 3,48 434 > 316 434 >91 0,693
Haloxyfop-methyl 3,36 376 > 316 376 >91 0,838
Imazalil 2,32 297 > 159 297 > 69 0,523
Imidacloprid 1,21 256 > 175 256 > 209 0,736
Linuron 2,66 249 > 160 249 > 182 0,556
MCPA 2,46 199 > 141 201 > 143 0,279
Mecoprop (MCPP) 2,75 213 > 141 215> 143 0,287
Methomyl 0,87 163 > 106 163 > 88 0,659
Omethoate 0,58 214 > 183 214 > 125 1,049
Pirimicarb 1,86 239> 72 239 > 182 0,539
Prochloraz 3,21 376 >70 376 > 307 0,012
Pyraclostrobin 3,24 388 > 163 388 > 194 0,512
Quinoxyfen 3,60 308 > 197 308 > 162 0,704
Spiroxamine 2,71 298 > 100 298 > 144 0,969
Tebufenozide 3,08 353 > 133 353 > 297 0,422
Thiabendazole 1,13 202 > 175 202 > 131 0,987
Thiacloprid 1,57 253 > 126 253 >90 0,229
Thiodicarb 2,28 355 > 88 355> 108 0,616
Thiophanate-methyl 2,02 343 > 151 343>93 0,278
Triadimefon 2,84 294 > 197 294 > 69 0,641
Triadimenol 2,92 296 > 70 296 > 99 0,352
D10-diazinon 3,16 315>170 315> 154 0,641
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4.5 Stanoveni poZadavku pro kontrolu kvality metody v rutinni praxi

Spravnost provedeni stanoveni pesticidi pomoci UPLC-MS/MS se kontroluje pouzitim
isotopove znaceného vnitiniho standardu D10-diazinon, ktery pti validaci vykazoval stabilni
vytéznost (95 — 103) % a vysokou selektivitu (98 — 102) % ME v riznych matricich.
D10-diazinon je ptidan do kazdého vzorku a vyznamna odchylka ve vytéznosti tohoto
IS (< 80 % a > 120 %) bude indikovat nestandardni chovéani vzorku pfi pfipravé ¢i stanoveni
a nutnost provedeni opakovaného vzorku. Spravnost metody Se V pravidelnych intervalech

kontroluje analyzou obohacenych vzorkt a IRM.

5 Z.avér

S vyuzitim metody QuEChERS a systtmu Xevo TQ MS bylo validovdno stanoveni
35 pesticidnich latek v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu za ucelem rozsifeni skaly
pesticidi sledovanych v ramci cilené kontroly a monitoringu krmiv. Ziskané valida¢ni

parametry vyhovovaly poZadavkiim stanovenym dle SANCO/10684/2009.
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Prima extrakce DNA z ptudnich vzorki

Jiii Cuhel
Ustfedni kontrolni a zkuSebni ustav zeméd¢€lsky, Narodni referencni laboratof,

Odd¢leni mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
jiri.cuhel@ukzuz.cz

1 Uvod

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je zdkladni slozkou kazdého zivého organismu.
DNA v sobé nese genetickou informaci pro syntézu vSech enzymu fidicich jakoukoli
biologickou aktivitu. Diky studiu sekvenci pidni DNA mnohymi molekularné-biologickymi
pfistupy je mozné celkem zietelné rozlisit a identifikovat jednotlivé ptidni mikroorganismy

(bakterie, archaea i eukaryota).

Az do nedavné doby byla vétSina praci, které se pokousSely najit vhodné mikrobidlni
indikatory pro monitoring kvality pidy, znacn€ omezena nekultivovatelnosti mnohych
mikroorganismll a nizkou citlivosti tradi¢nich mikrobiologickych metod. Avsak soucasné
molekularni metody, které jsou zalozené¢ na amplifikaci fragmentd extrahované DNA,
se ukazaly byt velice vhodnou alternativou vuci klasickym kultivaénim metodam, ktera
ucinné rozkryvd problematiku sloZeni, struktury a diverzity spolecenstva pldnich

mikroorganismd.

Extrakce DNA zpudy piedstavuje prvni nezbytny krok naprosté vétSiny molekularné-
biologickych analyz mikrobialnich spolecenstev. Béhem poslednich dvaceti let byla vyvinuta
cela fada metod extrakce DNA z pidnich vzorkd, pfi¢emz jednotlivé metody se mohou
od sebe podstatné liSit a poskytuji tak extrahovanou DNA v rizném mnozstvi aV rizné
kvalit¢ (Bakken a Frostegard, 2006). Z tohoto diivodu je mnohdy obtizné srovnavat mezi
sebou vysledky molekularnich analyz, u kterych byla DNA z piidy extrahovéana odliSnymi
metodami. V roce 2010 byla proto zvefejnéna norma ISO 11063 Soil quality — Method

to directly extract DNA from soil samples, ktera zavadi a doporucuje standardizovanou

13



metodu pro pfimou extrakci DNA z ptidnich vzorkl. Tato norma vychazi z prace Martin-

Laurenta et al. (2001).

Na oddéleni mikrobiologie a biochemie UKZUZ byl dosud pro extrakci DNA z piid pouzivan
postup zalozeny na extrakci DNA komercéné dodavanym kitem. Jedna se o postup ¢. 31110.1
(Epicentre Biotechnologies; Zbiral et al., 2011). Tento postup je velice pracny, zdlouhavy

a neni zndmo piesné chemické slozeni jednotlivych komponent kitu.

Nové zavadéna metoda ,,Ptima extrakce DNA z pudnich vzorkt“ dle ISO 11063 pftinasi
do izolace DNA krok ucinné fyzikalni destrukce pudnich castic a mikrobidlnich bunék

a je mnohem rychlejsi, elegantnéjsi a v neposledni fadé levné&jsi.

Cilem prace bylo otestovat metodu piimé extrakce DNA z pludnich vzorkil s riznymi
fyzikalné-chemickymi parametry, zavést ji v laboratofich NRL a srovnat tuto metodu

s doposud pouzivanou metodou izolace DNA komeréné dodavanym kitem.

2 Testovani metody primé extrakce DNA

DNA byla izolovana ze tii padnich vzorkti s riznymi hodnotami fyzikalné-chemickych
parametr, a to novou metodou piimé extrakce DNA s vyuzitim mikrohomogenizatoru
(,,izolace bead-beaterem®, viz kapitola 3) a dosavadni metodou izolace DNA komer¢né
dodavanym kitem (,,izolace kitem®) dle jiz zavedeného postupu ¢. 31110.1, viz vySe. Vybrané
fyzikalni a chemické parametry pid jsou uvedeny v tabulce 1. Padni vzorky byly odebrany
Vv i{jnu 2011 z horni 15c¢m vrstvy dle postupu €. 31000.1, ptesaty pies sito s velkosti ok 2 mm
a uskladnény pii teplot¢ —20 °C. DNA byla z kazdého vzorku extrahovana V Sesti

laboratornich opakovanich.
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Tabulka ¢. 1. Zakladni popis a vybrané fyzikalni, chemické a mikrobiologické
parametry pud pouZitych pro testovani metody izolace DNA bead-beaterem. Jsou
uvedeny pruméry hodnot zlet 1998-2008 (SNA — Kkratkodoba nitrifikacni aktivita,
Cox — oxidovatelny uhlik, Cyj, — uhlik mikrobidlni biomasy, jil — zrnitostni frakce < 0,02
mm).

Oznaceni vzorku 7006 7013 7043

Nazev plochy Domanin Ujezd u Brna Nyklovice
Okres Zd’ar nad Sazavou Brno - venkov Zd’ar nad Sazavou
Zemédélské vyuziti orna puda orna puda trvaly travni porost
Padni typ (FAO) Cambisol Chernozem Planosol
PH1m kel 4,58 743 5,44

jil (%) 16,0 29,6 7,8

Cox (%0) 1,64 1,65 3,60

Coio (ng C/g) 226 214 516

SNA (ng NO2-N/g/h) 92,7 875 570

Testovana metoda neni metodou kvantitativni, jejim smyslem neni analyticky stanovit
vybranou veli¢inu. Uéelem metody neni ziskat veikerou DNA pfitomnou v piidnim vzorku,
ale ziskat DNA v dostateném mnoZstvi a kvalité, aby byla vyuzitelnd pro dalsi praci.
Z tohoto diivodu nebylo mozné stanovit validacni parametry. Nicméné Se laboratot pokusila
otestovat vyuZitelnost ziskané DNA pro navazujici molekularni analyzy. DNA vyizolovana
obéma metodami byla preciSténa dle postupu ¢. 31130.1, jeji pfitomnost v extraktu ovétfena
gelovou elektroforézou dle postupu €. 31160.1 s tim rozdilem, Ze na gel nebyly nanaSeny
produkty PCR, ale precisténd DNA. Jeji koncentrace byla stanovena fluorescen¢ni metodou
dle postupu €. 31140.1. DNA byla dale vyuzita pro amplifikaci bakteridlniho genu amoA
polymerazovou fetézovou reakce (PCR) dle postupu ¢. 31150.1. Pfitomnost produktii DNA

byla ovétena gelovou elektroforézou dle postupu ¢. 31160.1.
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3 Metoda piimé extrakce DNA z pidnich vzorku

Uplna metodika piimé extrakce DNA z padnich vzorki je uvedena v JPP Analyza pad 111
(Zbiral et al., 2011) jako postup ¢. 31120.1.

3.1  Rozsah pouziti

Tato metoda byla vyvinuta pfedevsim pro izolaci DNA ze zemédé€lskych ptid a minerdlnich
horizontli lesnich ptad. Prakticky nebyla ovéfena pro pudy s vysokym obsahem organické
hmoty (napt. pidy raSeliniSt’) a pro pidy kontaminované organickymi polutanty ¢i t€zkymi
kovy. Ziskana DNA je vychozim materialem pro analyzu slozeni a abundance mikrobialnich

spole€enstev s vyuzitim metod zaloZzenych na polymerdzové fetézové reakci (PCR).

3.2 Princip

Metoda piimé extrakce DNA z pidnich vzorkll se skladd ze tii zékladnich kroka: lyze
mikroorganismull, vysrdzeni proteini a vysrdzeni a promyvani extrahovanych nukleovych
kyselin. Pidni vzorek se podrobi mechanické a chemické lyzi mikrobidlnich bunék
(mikrohomogenizace, inkubace pti 70 °C, pasobeni sodiumdodecylsulfatu). Po centrifugaci
se Vv supernatantu vysrazeji bilkoviny octanem sodnym. Po dal$i centrifugaci se nukleové
kyseliny vysrazeji isopropanolem, dale se promyji etanolem a resuspenduji se ve vodé

¢i pufru.

3.3 Pristroje a pomtcky

1 Homogenizator typu ,,mini bead-beater* s oscilacni frekvenci 1600 kmiti/min.

2 Sklenéné kuli¢ky o priméru 2 mm a kyselinou promyté sklenéné kuli¢ky o priméru
106 pm).

3 Umélohmotné mikrozkumavky, 1,5 ml a2 ml.

4 Umeélohmotné mikrozkumavky 2 ml se Sroubovacim uzdvérem a gumovym
tésnénim.

5 Vodni lazen.

6 Susarna.

16



9
10

3.4

Vhodna nadoba se Supinkovym ledem.

Stolni chlazena centrifuga srotorem pro mikrozkumavky 15 ml a 2 ml,

s nastavitelnou hodnotou g 14000 a pracovni teplotou 4 °C.
Mrazak s pracovni teplotou —20 °C.

Digestof.

Chemikalie

Chemikalie museji byt v Cistoté¢ pro molekularné-biologické analyzy. NaOH a HCI postacuji

v kvalit¢ p.a. Cinidla a pufry kromé SDS se sterilizuji 20 min pii 120 °C a skladuji

pti laboratorni teploté. Etanol a isopropanol se uchovavaji pti —20 °C.

-

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 10 mol/l.
Kyselina chlorovodikova, HCI, c(HCI) = 4 mol/l.

Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid, C4H1;NOs-HCI, roztok, c(Tris-
HCI) = 1 mol/l, pH = 8,0.

Ptiprava: 121,14 g Tris se rozpusti v 800 ml vody, pomoci HCI se upravi pH

na hodnotu 8,0 a doplni se vodou na celkovy objem 1000 ml.

Disodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), CioH14N2OgNaz.2H-0,
roztok, c(EDTA) = 0,5 mol/l, pH = 8,0.

Piiprava: Ke 186,10 g EDTA se ptida 800 ml vody, roztokem NaOH se upravi pH
na hodnotu 8,0 a doplni se vodou na celkovy objem 1000 ml (EDTA se rozpousti
az po pridavku roztoku NaOH).

Chlorid sodny, NaCl, roztok, ¢(NaCl) = 1 mol/I.

Polyvinylpyrrolidon (PVP), [C¢HgNO],, roztok, c(PVP) = 20%.
Dodecylsulfat sodny (SDS), CH3(CH;)1:0S03Na, roztok, c(SDS) = 20%.
Extrakéni puft.

Piiprava: Smicha se 100 ml roztoku Tris-HCI, 200 ml roztoku EDTA, 100 ml
roztoku NaCl, 50 ml roztoku PVP, 100 ml roztoku SDS a 450 ml vody. Extrak¢ni

pufr se piipravuje vzdy Cerstvy.

Kyselina octova, CH3COOH, bezvoda, c(CH3;COOH) = 100%.
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10 Octan sodny, CH3COONza, roztok, c(CH3COONa) = 5 mol/I.

Priprava: 410,15 g CH3COONa se rozpusti v 800 ml vody, piida se 120 ml kyseliny
octové, kyselinou octovou se upravi pH na hodnotu 5,5 a doplni se vodou na celkovy

objem 1000 ml.
11 Etanol, C,HsOH, roztok, ¢c(C,HsOH) = 70%.
12 TE pufr, pH 8,0.

Ptiprava: Smichd se 10 ml roztoku Tris-HCI (3) a 2 ml roztoku EDTA (4) a doplni
se vodou (14) na celkovy objem 1000 ml.

13 Isopropanol, CH3CHOHCHj.

14 Voda ve vysoké ¢istoté pro molekularni biologii, H,O (rezistivita 18,2 MQ/cm).

3.5 Pracovni postup

Do 2ml mikrozkumavek se Sroubovacim uzavérem a tésnénim Se navazi 0,25 g pudy
(ekvivalent suché pady). Knavazenym plidnim vzorkim se piidaji 2 sklenéné kulicky
0 priméru 2 mm a 0,5 g sklenénych kuli¢ek o priméru 106 pum. Ke kazdému vzorku se ptida
1 ml extrakéniho pufru a vzorky se nechaji 30 s tfepat v homogenizatoru pii frekvenci
1600 kmiti/min. Poté se 10 min inkubuji na vodni lazni pii 70 °C. Padni suspenze
se centrifuguje 1 min pii 14000 g a 4 °C. Supernatant se opatrn¢ pienese do novych 2ml

mikrozkumavek.

K extraktu se piida roztok octanu sodného o objemu odpovidajicimu 1/10 objemu extraktu.
Obsah mikrozkumavky se promicha a vzorky se nechaji inkubovat 10 min na Supinkovém
ledu. Po nasledné centrifugaci (5 min, 14000 g, 4 °C) se supernatant opatrné¢ pienese

do novych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.

K extraktu se ptfida vychlazeny isopropanol (—20 °C) o stejném objemu, jako ma extrakt
a obsah mikrozkumavky se promicha. Vzorky se ponechaji 15 min pii —20 °C a poté
se 30 min centrifuguji pii 14000 g a 4 °C. Supernatant se opatrné vylije a k ziskanému peletu
nukleovych kyselin se pfida 200 ul vychlazeného etanolu (20 °C) tak, aby se pelet
nerozpustil. Mikrozkumavky se centrifuguji 15 min, pifi 14000 g a 4 °C.
Pak se z mikrozkumavek vylije etanol, usti mikrozkumavky se otfe bunicitou vatou a oteviené

mikrozkumavky se na 15 min vlozi do suSarny vyhtaté na 37 °C, aby se pelet vysusil.
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Pelet nukleovych kyselin se poté opatrné rozpusti ve 100 ul pufru TE. Takto ziskana DNA
se bud’ podrobi okamzité purifikaci a stanoveni koncentrace DNA nebo se uchova piti —20 °C

az do dalsiho pouziti. Je tfeba zamezit opakovanému zmrazovani a rozmrazovani DNA.

4 Vysledky a diskuse

Pro testovani metody ,,Pfima extrakce DNA z piidnich vzorka* byly vybrany tfi ptidni vzorky,
které se podstatné liSily v zékladnich fyzikalnich, chemickych i biologickych parametrech
(tabulka 1), protoZe mnohé pudni parametry znaénym zptisobem ovliviiuji mnozstvi, kvalitu
a Cistotu extrahované DNA (Bakken a Frostegédrd, 2006). Predev§im vysoky obsah organickeé
hmoty casto vede ke koextrakci huminovych latek spolu s DNA pfitomnost téchto latek
v extraktu znesnadnuje dal$i molekularni analyzy. Metoda tedy byla testovana na vzorcich
ornych pud (vzorky 7006 a 7013) a také na vzorku pudy trvalého travniho porostu (vzorek

7043) se znatelné vysSim obsahem oxidovatelného organicky vazaného uhliku.

Byla otestovana dalsi pouzitelnost vyextrahované DNA. Obr. 1 ukazuje gely po gelové
elektroforéze s nanesenou piecisténou DNA ziskanou obéma extrakénimi postupy. Je zietelné
viditelné, ze extrakci bead-beaterem se podatilo vyizolovat DNA ze vsech tii pud a ze vSech
Sesti opakovani. Navic vizudlni porovnani geli ptesvédcivé ukazuje, ze tato novd metoda
extrakce poskytuje DNA ve vysS§i koncentraci nez metoda extrakce kitem. Vizudlni
zhodnoceni je téZ podpoteno vysledky stanoveni koncentrace piecisténé DNA fluorescencni
metodou (tabulka 2). Koncentrace DNA vyizolované bead-beaterem byla nejméné 2,3 x vyssi
nez koncentrace DNA po extrakcei kitem a celkovy vytéZzek DNA byl po izolaci DNA bead-

beaterem 1,9 az 2,5 x vys$§i nez vytéZzek DNA po izolaci kitem.

Na druhou stranu neni koncentrace DNA pro dal§i molekularné-biologické vyuziti zcela
zasadnim parametrem, protoze ve vétSiné piipadi se ziskand DNA pted dalS$imi analyzami
fedi. SpiSe je dilezitd celkova Cistota a integrita DNA, aby mohla poslouzit jako vhodny
templat pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Cistota a integrita DNA byla otestovana
rutinni analyzou provadénou na Oddéleni mikrobiologie a biochemie UKZUZ, a to PCR
bakteridlniho genu amoA. Gen amoA koduje funkéni podjednotku  enzymu
ammoniummonooxigenasy, ktery katalyzuje prvni krok mikrobidlniho procesu nitrifikace
(pfeménu amoniaku na hydroxylamin). Zamémé& byly proto do testovani extrakéni metody
bead-beaterem vybrany pudy s rozdilnou kratkodobou nitrifikacni aktivitou (SNA), tabulka 1,
aby bylo mozné posoudit, zda 1ze amplifikovat gen amoA z piady s vysokou SNA (vzorek
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7013), ale ptedevsim 1 z pidy s velice nizkou SNA (vzorek 7006). Obr. 2A jasné ukazuje,
extrakce bead-beaterem vedla k Gspé$né PCR genu amoA ze vSech tii pid a ze vSech Sesti
laboratornich opakovéni. Navic analyza produkti PCR gelovou elektroforézou odhalila, ze
neni znatelného rozdilu mezi obéma metodami extrakce DNA (Obr. 2A a 2B) a extrakce
DNA bead-beaterem je plnohodnotnou alternativou vuci dosud pouzivané extrakci DNA

komercné doddvanym kitem.

Tabulka ¢. 2. Koncentrace a vytézek pieCisténé DNA po extrakci bead-beaterem
a kitem. Jsou uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 6).

Izolace bead-beaterem Izolace kitem
Pida Koncentrace DNA | Vytézek DNA | Koncentrace DNA | Vytézek DNA
(ng/pl) (ng) (ng/pl) (ng)
7006 22,7+ 1,24 2,50+0,13 7,8 +£2,06 1,00 £ 0,27
7013 242 +£1,26 3,00+0,18 94+1,93 1,14 £ 0,20
7043 25,3+0,83 2,82 +0,23 11,2+ 1,14 1,49 £ 0,18
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Obr. ¢. 1. Fotografie geli po gelové elektroforéze DNA z pid 7006, 7013 a 7043 ziskané
extrakci bead-beaterem (A) a extrakci kitem (B) (1-6 — jednotliva laboratorni opakovani
pri extrakci DNA, Mix — standard DNA).
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Obr. €. 2. Fotografie geli po gelové elektroforéze produkti PCR po amplifikaci
bakterialniho genu amoA, kde byla jako templat pouzita DNA z pad 7006, 7013 a 7043
ziskana extrakci bead-beaterem (A) a extrakci kitem (B) (1-6 — jednotliva laboratorni
opakovani pri extrakci DNA, NTC - beztemplatova kontrola, IRM1 - pozitivni
kontrola, LR — standard DNA ,,low range*).
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5 Z.avér

V praci byla Gspésné¢ otestovana a zavedena metoda pfimé extrakce DNA z pidnich vzorka.
Touto metodou se podafilo izolovat DNA zpad se znacné rozdilnymi fyzikalnimi,
chemickymi a biologickymi parametry. DNA je plné vyuzitelnd pro dalSi molekularné-
biologické analyzy pidniho mikrobidlniho spolecenstva. Bylo ukazano, Ze tato metoda
extrakce DNA pIné nahrazuje doposud pouzivanou extrakci DNA komeréné dodavanym
kitem. Navic v sobé zahrnuje ucinnou destrukci ptidnich ¢astic a bunék mikroorganismu, je

rychlejsi, elegantné€jsi a v neposledni fad¢€ téz vyrazné levné;jsi.
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Stanoveni obsahu morfinu v makoviné metodou HPLC

Nadé&ida Kabdtovd, Radvana Sulovd

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tUstav zemd&d&lsky, Narodni referen¢ni laboratof,
Regionalni oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
nadezda.kabatova@ukzuz.cz

1 Uvod

Ceska republika patfi k nejvyznamnéjsim péstitelim maku setého nejen v evropském, ale
I celosvétovém métitku. Prevlada zde péstovani potravinarského maku na semeno. Makovina
jako vedlejsi produkt je z casti vykupovana jako surovina pro farmaceuticky pramysl.
Z divodu mozného zneuziti opiati makoviny museji byt na tizemi CR dodrzovany
pii péstovani maku stanovené podminky, uvedené v zdkoné €. 167/1998 Sb. o navykovych
latkach. Nové odridy maku registruje Narodni odrtidovy ufad. Nova odriida musi projit
statnimi odridovymi zkouskami, které provéeii jeji vlastnosti a znaky a zjisti, zda spliiuje
stanovené pozadavky pro registraci. Jednim z kritérii posuzovani nové vyslechténych odrid
maku je obsah morfinu v makoving, ktery se stanovuje v laboratoti RO Brno. V souéasné
dobé neexistuje v CR ani v zemich EU zavazny postup na jeho stanoveni. Dosud pouzivana
metoda stanoveni morfinu plynovou chromatografii vyzaduje derivatizacni krok s pouZitim
silylaénich ¢inidel, kterd negativnd ptisobi na stavajici citlivéjsi pristrojové vybaveni. Ukolem
této prace bylo proto pfipravit vhodny extrakéni a Cistici postup tak, aby mohly byt morfin,
piipadn¢ dal§i opiové alkaloidy, stanoveny metodou vysokou¢inné kapalinové

chromatografie.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1  Mak sety, Papaver somniferum L.

2.1.1  Popis rostliny

Mak sety patii do Celedi Papaveraceae (makovité). Je to jednoleta, (70 — 180) cm vysoka
kulturni bylina. Lodyha je pfima, na povrchu nejcastéji lysa nebo jen fidce ochlupena, modie
ojinénd. Listy jsou stfidavé, podlouhlé az vejcité se zubatym zvinénym okrajem. Kvéty
dosahuji velikosti az 10 cm v praméru, maji dva opadavé kalisni listky a ¢tyfi korunni platky,
které mohou byt zbarveny od bilé pfes rizovou az do fialové, obvykle s tmavou nebo naopak
svétlou skvrnou na bazi. Plodem je tobolka - makovice. Jeji tvar a velikost zavisi na odradé.
Nejvhodnéjsi z hlediska péstovani jsou makovice Siroce ovalného nebo kulovitého tvaru.
Semena jsou drobnd, nejcastéji modra az modroSedd, mohou byt ale 1 bild, okrova, hnéda
¢i Cerna.

Cela rostlina s vyjimkou semen je protkdna mléénicemi, které pii poruseni roni bilé mléko
(tzv. latex) s vysokym podilem alkaloidd.

Mak se péstuje v mirnych a subtropickych pasmech téméf celého svéta. Navzdory
mezinarodnim dohoddm je vSak na fad¢ mist dodnes péstovan zejména jako nelegalni zdroj

opia.

2.1.2  Vyuziti maku

Podle uzitkovych vlastnosti se rozeznéavaji dva typy maku
mak olejny (semenny) — makovice jsou hrbolaté, lyko je méné vytvorené, tvrdé, s malymi
mlécnicemi. Témet nemléci a nehodi se na produkci opia.
— maky potravinarské — semeno maku se vyuziva predevS§im jako pochutina
Vv domdacnostech nebo jako surovina v pekaiské a cukraiské vyrob€. Semeno maku
jako zdroj nenasycenych mastnych kyselin, vlakniny a vapniku, ma vyborné dietetické
vlastnosti. Suché, rozbité makovice s maximalné¢ 15 cm stonku (tzv. makovina),
se po vymlatu semen uplatiiuji ve farmaceutickém primyslu. Obsah morfinu
v makoviné se pohybuje od 0,1 % do 1 %. Ceska republika je nejvétsim svétovym
producentem a exportérem semen potravinarského maku.
— maky pramyslové — péstuji se predevSim pro vyuziti ve farmaceutickém pramyslu.
Maji obvykle (1,5 — 2,5) % morfinu v suché makoving. V Tasmanii se péstuji i odrudy

sobsahy nad 3 % morfinu, pfipadné¢ odridy s vysokym obsahem nerizikového
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thebainu. NejvétsSimi producenty maku pro primyslové vyuziti jsou Tasmaénie,
Turecko, Spanélsko a Mad’arsko.
mak opiovy — rostliny maji bohaté¢ vytvorené, dobie vodivé mékké lyko s velkymi
mlécnicemi. Makovice jsou hladké. V opiové zralosti, kdy zelené makovice po nafiznuti
intenzivné mlééi, maji tobolku pokrytou voskovymi vypotky. Pé&stuji se hlavné v Asii
(Afghénistan), kde se zneuzivaji pro produkci opia. Legélné se péstuji maky na produkcei opia

pro farmaceutické vyuziti v Indii, Ciné nebo KLDR.

2.1.3  Alkaloidy v maku

Celed rostlin makovitych (Papaveracea) je zndméa bohatstvim a rozmanitosti alkaloidiL.
U druhu Papaver somniferum L. jich bylo popsano vice nez c¢tyficet. Jak jiz bylo zminéno,
cela rostlina maku s vyjimkou semen je protkdna mlécnicemi ronicimi pfi poruseni bilé
mléko, které po ususeni a ztuhnuti ptedstavuje surové opium. To obsahuje ze tfi Ctvrtin latky
typické pro mlécné Stavy, tzn. sliz, kaucuk, pryskyfice, bilkoviny, vosky, enzymy atd.
Zbyvajici jednu ctvrtinu tvofi alkaloidy, organické kyseliny (napf. kyselina mlécna,
mekonova, opidnova) a lakton mekonin. V rostlindch méku se vyskytuji alkaloidy piedev§im
téchto typt [1, 2]:

morfinanovy (fenanthrenovy) — morfin, kodein, thebain, neopin, pseudomorfin,
benzylisochinolinovy — papaverin, laudanin, laudanidin, laudanosin, papaveraldin, kodamin,
gnoskopin,

ftalidisochinolinovy — narkotin (syn. noskapin), narkotolin, narcein, nornarcein,

protoberberinu — berberin.

Alkaloidy se vyskytuji pfedevSim ve formé soli kyseliny mekonové, sirové a mlécné, pouze

narkotin je volny.

Biosyntéza nejdulezitéjSich alkaloidl je schématicky znazornéna na obrazku €. 2. Zatimco
thebain se nachazi v celé fadé rostlin ¢eledi makovitych, kodein a morfin byly nalezeny pouze
Vv rostlinach maku setého (Papaver somniferum L.) a maku S$tétinkatého (Papaver setigerum
DC). Tyto rostliny maji specifickou schopnost demethylace methoxylovych skupin za vzniku

kodeinu a morfinu [1].
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Obrazek ¢. 1. Strukturni vzorce hlavnich alkaloidi vyskytujicich se v rostlinach maku
setého.
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Obsah jednotlivych alkaloidd v maku se Vv prabéhu vegetatni doby meéni. K nejvyssi
akumulaci alkaloidii dochazi v dobé dvou tydnli od pocatku opadu korunnich platkd.
V tobolkéch je obsah opia nejvyssi v obdobi opiové zralosti, tzn. asi 10 az 12 dnl pfed plnym

dozravanim. Semena maku alkaloidy neobsahuji. Stopovd mnozstvi alkaloidli nalezena
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V semeni jsou zpusobena jeho znecisténim prachovymi ¢asticemi makoviny pii sklizni nebo

Vv pribéhu skladovani.

Vyskyt alkaloidi v mdku zavisi na odridé, ale mize byt ovlivnén i1 klimatickymi
podminkami, obsahem latek v pid€, ovzdusi nebo zplsobem péstovani. Nové smeéry
ve zpracovani alkaloidii vedou ke studiu registrovanych odrtid i z hlediska alkaloidniho
spektra. Po nékolik desetileti byl v poptedi zajmu zpracovatelll morfin. Pouziva se primarné
v Iékarstvi jako silné analgetikum a také jako surovina na vyrobu dalSich opioida
morfinového typu (napf. kodeinu, pouzivané¢ho k tiSeni kasle). Morfin patii k omamnym
latkam, je siln€¢ navykovy a vedle svého pouziti v mediciné je zneuzivan jako droga nebo
surovina k vyrobé heroinu. Proto se v sou¢asné dob¢ dostava do poptedi thebain, ktery mutize
slouzit pro vyrobu fady 1€kt a pfitom je obtizné¢ zneuzitelny k narkomanii. Jako dominantni
alkaloid se thebain vyskytuje v maku listenatém (Papaver bracteatum), jehoz péstovani je ale
v nasich podminkach neekonomické. V roce 1997 byla v Australii (Tasmanie) registrovana
nova vysokothebainova odriida maku set¢ho Norman. Pomoci mutageneze byla zablokovéana
syntéza alkaloidi na turovni thebainu. Tato odrida tak neobsahuje morfin ani kodein.
Od ledna 2007 nekteti predni svétovi zpracovatelé zahajili nakup makoviny i z noscapinovych

odrud pro produkci noskapinu.

214 Makovina

Za makovinu se povazuje vyprazdnéna tobolka maku se stonkem dlouhym max. 15 cm. Sklizi
se Vv c¢ase plné zralosti, ktera je totozna s biologickou zralosti maku. Obsah morfinu
v makovin¢ zavisi pfedevsim na odrid€, péstebni technologii a pribéhu pocasi v dobé
dozravani maku. Vyhradnim odbératelem makoviny pro Ceskou republiku je firma Zentiva
a.s. Hlohovec, ktera je zaroven monopolnim zpracovatelem makoviny ve stfedni Evropé.
Nakup, kontrola a pfebirani makoviny se fidi podnikovou normou ¢. 03-497-PNY.
Limitujicim faktorem pro odbér makoviny je obsah morfinu. Zentiva kazdy rok stanovuje
minimalni hranici obsahu morfinu pro vykup (obvykle 0,25 %, ptipadné 0,5 % napft. v roce
2007).

2.2 Analytické metody na stanoveni morfinu a dalSich opiovych alkaloidi

K nejbéznéji pouzivanym metodam na stanoveni obsahu morfinu a dalSich opiovych alkaloid

patfi metody chromatografické. V literatufe 1ze najit fadu praci popisujicich jejich stanoveni
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metodou TLC. Lisi se zptusoby extrakce, vyvijecimi soustavami i zpusoby detekce [4,5,6].
Vétsina metod vSak v soucasné dobé vyuziva pro stanoveni alkaloidli v makoviné a maku
techniky GC/FID, GC/MS nebo HPLC/DAD [5,7,8,9,10]. Uvedené metody vyzaduji obvykle
extrakéni a Cistici kroky. Metoda GC vyzaduje navic derivatizaci silyla¢nimi ¢inidly
a pro presnou kvantifikaci i pouziti vnitiniho standardu. Dal$i vhodnou metodou, ktera vynika
vysokou selektivitou a citlivosti, je kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) v rezimu ESI (Electrospray Ionization). Tato metoda
nevyzaduje zadné specidlni Cistici kroky [11]. Do popiedi se dostava i z divodu zvyseného
z4jmu o identifikaci a kvantifikaci opiovych alkaloidii Vv semeni méku. Ten byl vyvolan
probihajici diskusi o zavedeni regulacnich limiti na obsah téchto latek v semeni maku
uréeném pro potravinaiské ucely.

Pro stanoveni morfinu byly navrzeny i metody vyuzivajici kapilarni elektroforézu s UV nebo
MS detekei. Tyto metody se zatim béZné vyuzivaji ke stanoveni 1é¢iv, ale v soucasné dobé
se projevuje zvysujici se zdjem o né i na poli bezpecnosti potravin. Alkaloidy byly stanoveny
I micelarni elektrokinetickou chromatografii a kapilarni zonovou elektroforézou [3].

V né¢kterych laboratofich (napt. Zentiva a.s. Hlohovec) se obsah morfinu v makoving i nadale

stanovuje pomoci polarografie [12].

3 Experimentalni ¢ast

Na zaklad¢ literarni reSerSe byl pfipraven postup na stanoveni obsahu morfinu v makoviné
metodou vysokouUcinné kapalinové chromatografie s vyuzitim detektoru diodového pole.
Pomoci smési vybranych standard opiovych alkaloidi (morfin, kodein, thebain, papaverin
a noskapin) byly optimalizovany podminky méfeni tak, aby v pfipadé potieby mohla byt
metoda rozSifena o stanoveni dalSich alkaloidi. Bylo odzkouSeno né&kolik extrakénich
a Cisticich postupti, z nichz byly nakonec vybrany dva. Prvni z postupi vyuziva extrakéni
smés chloroform, isopropanol, ethanol a amoniak, druhy zplsob extrakce vyuzivd 5%
kyselinu octovou s naslednym piecisténim pomoci extrakce na pevnou fazi (SPE). Navrzena
metoda byla ovéfena na vzorcich makoviny ze sklizné¢ 2009. Vzorky sklizné¢ 2010 byly
analyzovany obéma extrakénimi postupy a vysledky byly porovnany. Metoda byla

validovana.
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3.1 Princip stanoveni obsahu morfinu v makoviné

Morfin se z pomletého vzorku makoviny extrahuje bud’ smési chloroform, isopropanol,
ethanol, amoniak nebo 5% kyselinou octovou s naslednym piecisténim pomoci SPE.
Po odstranéni extrakéniho piipadné elucniho ¢inidla se morfin rozpusti v methanolu
anasledn¢ se stanovi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci

v UV oblasti pti 284 nm.

3.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Voda, ¢istota HPLC.

2 Chloroform.

3 Isopropanol.

4 Ethanol, ~ 96%, denaturovany benzinem.

5 Amoniak, 25% - 29% vodny roztok.

6 Extrakéni smés.
Piiprava: Smicha se 600 ml chloroformu (2), 200 ml isopropanolu (3), 150 ml
ethanolu (4) a 50 ml amoniaku (5). Smés se ditkkladné promicha.

7 Kyselina octova, 99,0 % (m/m), p(CH3COOH) = 1,05 g/ml.

8 Kyselina octova, 5% roztok.
Ptiprava: 50,5 ml kyseliny octové (7) se pifidava do asi 500 ml vody (1).
Po vytemperovani se v 1000ml odmérné batnice doplni vodou (1) po znacku.

9 Kyselina chlorovodikova, 35 % (m/m), p(HCI) = 1,18 g/ml.

10 Kyselina chlorovodikova, ¢c(HCI1) = 0,1 mol/l.
Ptiprava: 8,8 ml kyseliny chlorovodikové (9) se ptfiddva do asi 500 ml vody (1).
Po vytemperovani se v 1000ml odmérné baiice doplni vodou (1) po znacku.

11 Methanol, pro HPLC.

12 Eluéni ¢inidlo pro SPE.
Ptiprava: Smicha se 50 ml amoniaku (5) s 950 ml methanolu (11). Smés se dikladné
promicha.

13 Acetonitril, pro HPLC.

14 Heptansulfonat sodny.

15 Kyselina fosfore¢na, 85 % (m/m), p(H3PO,4) = 1,70 g/ml.
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Mobilni faze.
Mobilni faze A: Acetonitril (13).

Mobilni faze B: Heptansulfonat sodny, c¢(C7H15SOsNa) = 10 mmol/l, pH 3,5.
Ptiprava: 2,0225 g heptansulfonatu sodného (14) se rozpusti ve vodé (1). Poté
se roztok kvantitativné prevede do 1000ml odmérné banky a po vytemperovani

na laboratorni teplotu se doplni po znacku vodou (1). pH roztoku se upravi pomoci

kyseliny fosforecné (15) na hodnotu 3,5.

Standardni latky opiovych alkaloidi.
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Morfin, roztok v methanolu, 1 mg/ml.

Ptipravi se fada kalibra¢nich roztokli o koncentraci 10 pg/ml az 400 pg/ml morfinu

v methanolu (11).

Morfin hydrochlorid trihydrat.
Thebain, roztok v methanolu, 1 mg/ml.
Kodein, roztok v methanolu, 1 mg/ml.
Noskapin.

Papaverin hydrochlorid.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s detektorem diodového pole.

Analytické vahy s pfesnosti 0,01 mg.

pH-metr.

Laboratorni tfepacka.

Minittepacka typu Vortex.

Ultrazvukova lazei.

Odstredivka laboratorni.

Koncentrator vzorkt - Termovap 10.

Stiikackové filtry (PTFE, 0,45 um), injekéni strikacky, 5 ml.
SPE manifold s membranovym ¢erpadlem.

SPE kolonky Oasis MCX, 3 ml/60 mg.

Filtra¢ni papir sttedni hustoty.

Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.

Vialky se Sroubovacim uzavérem, 2 ml.

31



3.4 Pracovni postup

3.4.1 Priprava vzorku

Makovina se sklizi vétSinou ru¢né, odfezanim piislusné Casti stonku s makovici. Mak

se vysype, zbyly stonek s makovici se rozdrti a odebere se laboratorni vzorek.

Cely laboratorni vzorek makoviny se bez jakékoliv dal$i tipravy pomele na ultraodstiedivém
mlynku Retsch ZM 200 rychlosti 1400 ot/min. Pro extrakci kyselinou octovou s naslednym
precisténim extraktu na SPE kolonkach se voli sito s velikosti ok 0,5 mm a pro extrakci smési
rozpoustédel sito s velikosti ok 1,0 mm. Pomlety material se uchovava v uzaviratelné plastové

nadobé¢ pii laboratorni teploté.
3.4.2 Extrakce morfinu

Morfin se extrahuje ze vzorku makoviny jednim z niZze uvedenych postupti. Po odstranéni

extrak¢niho ptipadné eluéniho ¢inidla se rozpusti v methanolu.
Extrakce za pouziti extrakéni smési chloroform, isopropanol, ethanol, amoniak

Do 100ml kulaté banky se zdbrusem se navazi 1 g makoviny. Pfida se 25 ml extrakéni smési
(6), banka se uzavie zatkou a vzorek se extrahuje 1 h na tiepacce pii laboratorni teploté. Poté
se extrakt filtruje pres suchy skladany filtr do 50ml odmérné baiiky. Dba se na spravné
kvantitativni pfevedeni vzorku. Promyti podilu na filtru a doplnéni na 50 ml se provadi
extrakéni smési (6). Z takto pfipraveného extraktu se odpipetuji 2 ml do Sml extrakéni vialky.
Ta se umisti do koncentratoru vzorkd, kde se extrakéni smés odpaii pod proudem dusiku pfi
40 °C. K odparku se ptidaji 2 ml methanolu (11), rozpusti se pomoci ultrazvuku a roztok

se prefiltruje pies stiikackovy filtr do 2ml vialky.
Extrakce Kyselinou octovou s naslednym preciSténim pomoci SPE

Do 15ml centrifugacni zkumavky se navazi 50 mg makoviny. Pfida se 5 ml 5% kyseliny
octové (8) a zkumavka se uzavie. Vlozi se do ultrazvukové 1azné, kde se vzorek extrahuje
30 min. Nasledné¢ se obsah zkumavky michd 1 min na minitfepacce. Poté se vzorek
odstfed’uje 10 min pfi 3900 ot/min. Takto pfipraveny extrakt se piecisti na pevné fazi. Na SPE
manifold se umisti kolonka Oasis MCX, kondicionuje se 3 ml methanolu (11) a nésledné
ekvilibruje 3 ml vody (1). Poté se na kolonku nanesou 3 ml pfipraveného extraktu. Extrakt
se necha vsaknout, promyje se 2 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (10) a 2 ml methanolu
(11). Morfin a dalsi opiové alkaloidy se eluuji 2krat 2 ml eluéni smési amoniak + methanol

(12). Eluat se jimad do Sml extrakéni vialky. Ta se umisti do koncentratoru vzorki,
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kde se eluat odpaii pod proudem dusiku pii 40 °C. K odparku se ptida 1 ml methanolu (11),

rozpusti se pomoci ultrazvuku a ptevede do 2ml vialky.

3.43  Chromatografické stanoveni

K vlastni analyze se pouzije metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s detektorem
diodového pole. Alkaloidy se separuji gradientovou eluci na chromatografické koloné
sreverzni fazi TS gel ODS-120T a detekuji pfi 284 nm. Nastaveni chromatografickych

podminek, véetné nastaveni gradientového programu, je uvedeno v tabulce ¢. 1 a ¢&. 2.

Chromatogram ziskany pti analyze vzorku makoviny je na obrazku ¢. 3.

Tabulka €. 1. Chromatografické podminky.

Kolona TSK gel ODS-120T (25 cm x 4,6 mm ID, 5 um)
Piedkolona TSK gel ODS-120T (1,5 cm x 3,2 mm ID)
Mobilni faze mobilni faze A: acetonitril
mobilni faze B: heptansulfonat sodny, roztok 10 mmol/l, pH 3,5
Pritok mobini faze 1,0 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Objem nastiiku 10 pl
Detekce UV 284 nm

Tabulka €. 2. Gradientovy program pro stanoveni morfinu a dalSich opiovych alkaloidii.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0 20 80
15 30 70
20 40 60
25 40 60
30 50 50
35 20 80
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Morfin piipadné dalsi alkaloidy se identifikuji srovnanim reten¢nich c¢asti standardu

s retencnimi Casy pikd v analyzovaném vzorku. Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije

metoda vngj$iho standardu. Pro stanoveni morfinu v makovin€ se pfipravi nejméné

pétibodova kalibra¢ni piimka v rozsahu 10 pg/ml az 400 pug/ml morfinu v methanolu.

Kontroluje se linearita kalibracniho grafu.

7827 mMorfin

] DADTA, Sig=284,100 Ref=360,100 (10MORFINMORF0433.0)

11.093 Cadein
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22 466 FPapawerin
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Obrazek ¢. 3. Chromatogram realného vzorku makoviny.

Tabulka €. 3. Retenéni ¢asy vybranych opiovych alkaloidi.

Analyt

Morfin

Kodein

Thebain

Papaverin

Noskapin

Reten¢ni ¢as tg (min)

7,83

11,09

20,74

22,47

23,34

344  Vypocet

Obsah morfinu ve vzorku se vypocitd z kalibracni zavislosti. Sestroji se graf zavislosti plochy

piku morfinu na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibracni piimky se zjisti

koncentrace morfinu a jeho obsah vyjadieny v procentech se vypocita v zavislosti na pouziti

extrakéni metody podle nize uvedenych vztaht:

a) extrakce za pouziti extrakéni smési

100xexV x107°
x:

m

(%)

34




b) extrakce 5% kyselinou octovou s naslednym piecisténim pomoci SPE

= 100xexV x107°
m><V1

(%)

kde xje obsah morfinu ve vzorku v %,
c koncentrace morfinu zjisténa z kalibracni zavislosti v pg/ml,
\/ celkovy objem extraktu v ml,
Vi objem extraktu naneseny na SPE kolonku v ml,
m navazka vzorku v g,

10®  konverzni faktor pro piepocet z ug na g.

4 Vysledky a diskuse

K datu psani této zpravy neexistuje v Ceské republice ani v zahrani¢i zavazna norma
pro stanoveni morfinu, pifipadné dalSich opiovych alkaloidl, ve vzorcich makoviny nebo
semeni maku. V literatufe bylo nalezeno nékolik Vhodnych extrakénich a Eisticich postupd,
které umoznuji naslednou analyzu na HPLC. Jednalo se o extrakce jak v systému kapalina-
kapalina, tak s vyuzitim extrakce na pevnou fazi. Po prvotnim odzkouseni téchto metod (viz
kapitola 4.2), byla pro dalsi praci vybrana extrakce pomoci extrakéni smési chloroform,
isopropanol, ethanol, amoniak a extrakce 5% kyselinou octovou s naslednym ¢isténim na SPE
kolonkach.

Pomoci smési vybranych standard opiovych alkaloidid (morfin, kodein, thebain, papaverin

a noskapin) byly optimalizovany podminky pro méfeni na HPLC.

Pro ovéteni a validaci metody byly pouzity vzorky makoviny dodané Narodnim odridovym
ttadem (NOU). Oba vyse zminéné extrakéni postupy byly testovany na vybranych vzorcich
ze sklizné 2009 a nasledné byla obéma postupy analyzovana cela sklizein 2010. Ziskané
vysledky byly porovnény a statisticky vyhodnoceny. Pti ovéfovani obou extrak¢nich postupt
se testovalo jednak mleti a nasledny vliv velikosti ¢astic ve vzorku na pribéh extrakce a vliv
doby extrakce na vysledny obsah morfinu. V prvni fazi byla spolecné s jiz dvéma popsanymi
extrakénimi postupy ove€fovéana i extrakce vzorku citratovym pufrem s naslednym c¢iSt€nim
extraktu na SPE kolonkach Oasis HLB s reverzni fazi. Cisténi extraktu ziskaného po extrakci
vzorku Kyselinou octovou bylo testovano na SPE kolonkach Oasis MCX, zaloZenych
na kationtové vyménném principu. Byly srovnany SPE kolonky rGznych kapacit. Spravnost

findlniho vybéru SPE kolonek byla ovétena testem vytéznosti.

35



Byly stanoveny =zéakladni valida¢ni parametry metody — opakovatelnost a stiedni

opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, meze detekce a nejistota stanoveni.

Soucasti vyvojového ukolu bylo i stanoveni stability morfinu v pfipraveném extraktu

a ve vzorku tésné pired analyzou na HPLC.

4.1 Mileti vzorku

Vzorky makoviny se doposud mlely na ultraodstredivém mlynku Retsch ZM 200 za pouziti
sita s velikosti ok 1,0 mm a pro pfipravu vzorkil na stanoveni metodou GC bylo dostacujici.
V pribéhu ovéiovani jednotlivych extrakénich postupli bylo zjisténo, ze takto pfipraveny
vzorek neni zcela vhodny, pokud se k extrakci pouzije kyselina octova. Béhem extrakce
Vv ultrazvuku nedochdzi k Gplnému smoceni vSech Castic, coz se projevi i pfi nasledném
odstfedéni. I pfes velmi opatrnou manipulaci pti odebirdni supernatantu dochazi ke zvireni
a odebrany vzorek obsahuje 1 pevné castice, coz zpusobuje problémy pii praci s SPE
kolonkami. Zjisténé obsahy morfinu v takto pfipravenych vzorcich jsou nepatrné nizsi.
Z uvedeného duvodu byly vzorky makoviny pomlety jak s pouzitim sita s velikosti ok
1,0 mm, tak i s velikosti 0,5 mm. Takto pomleté vzorky byly analyzovany obéma postupy.
Z uvedeného pokusu vyplynulo, Ze pomletim vzorku na situ 0,5 mm dojde pii extrakci
kyselinou octovou k eliminaci vy$e uvedenych problémt. Vyhodou je i v€t§i homogenita
vzorku, kterd je pii navazce 50 mg nezbytnd. Naopak pro extrakci smési rozpoustédel je
vhodnéjsi pouzit vzorek pomlety na situ s velikosti ok 1,0 mm. Jemné&ji rozemlety vzorek
zpusobuje problémy b&hem filtrace extraktu. Stanovené obsahy morfinu ve vzorcich byly

U obou zplsobii mleti v ptipadé extrakce smési rozpoustédel srovnatelné.

4.2 Extrakce vzorku

Problematikou stanoveni morfinu a dalSich opiovych alkaloidi metodou HPLC se laboratof
zabyva od roku 2008. Prvotné se vychéazelo z prace Ing. Zukalové (CZU Praha), ktera provadi
analyzy morfinu metodou GC a navrhla extrakci pomoci smési chloroform, isopropanol,
ethanol a amoniak [13]. Druhé prace, z niz se &erpalo, byla diplomové prace (CZU Praha),
ktera byla publikovdna v Casopise Plant Soil Environ [10]. Tato prace byla zaméfena
na stanoveni vybranych opiovych alkaloidiit metodou HPLC. Alkaloidy ze vzorku se extrahuji
24 h methanolem. Nasleduje opakované ¢isténi pomoci extrakci v systému kapalina-kapalina.

Ziskany extrakt se po odpafeni a prevedeni do methanolu analyzuje na HPLC s DAD
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detektorem pii vlnové délce 215 nm. Alkaloidy se separuji izokratickou eluci na koloné
s reverzni fazi Zorbax Extend C18 za pouziti mobilni faze (methanol : smésny fosfatovy pufr)
v poméru (1:1).

Tento extrakéni postup byl slozity, casové naro¢ny, s velkou spotiebou chemikalii
a rozpoustédel. Problémy byly 1 pii vlastni separaci alkaloidi na HPLC. Z vySe uvedenych
divoda se prace na dal§im ovéfovani tohoto postupu ukoncily. V roce 2010 se laboratof
zaméfila na praci publikovanou japonskymi autory v ¢asopise Chem. Pharm. Bull [9]. Je v ni
popsano nekolik extrakénich metod s naslednym piecisténim na raznych typech SPE kolonek.
Dva z téchto extrak¢nich postupti, které byly vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi pro ucely
laboratofe, byly ovéfeny na realnych vzorcich. Princip téchto extrakci a zdivodnéni
kone¢ného vybéru extrakéni metody je popsano v kapitole 4.2.1. Soucasné se pokracovalo
Vv ovétovani extrakéniho postupu dle Ing. Zukalové. Bylo potvrzeno, Ze takto pfipraveny

extrakt Ize analyzovat i metodou HPLC.
4.2.1  Extrakce vzorku s naslednym ¢isténim pomoci SPE

Pii vybéru extrakénich postupi s naslednym c¢isténim pomoci SPE se vychazelo z ¢lanku
japonskych autort [9]. Z vysledku jejich prace vyplynulo, Ze u morfinu a papaverinu bylo
nejlepsich vysledkt dosazeno pii extrakei vzorku 5% kyselinou octovou, zatimco mnozstvi
kodeinu a thebainu bylo nejvyssi pfi extrakci s citratovym pufrem (pH 6,0).

Proto byly tyto dva extrakéni postupy srovnany. Takto ziskané extrakty vyzadovaly rozdilny
pfistup pfi nasledném ¢isténi. U extraktu ziskaného extrakci s kyselinou octovou se testovalo
¢isténi pomoci SPE kolonek Oasis MCX pracujicich na kationtové vyménném principu
a u extrakce citratovym pufrem byly pouzity SPE kolonky Oasis HLB s reverzni fazi.
Oba typy SPE kolonek obsahovaly ¢astice o velikosti 30 um. V prvni fazi byly u obou typi
zvoleny 6ml kolonky s mnozstvim sorbentu 150 mg u Oasis MCX a 200 mg u Oasis HLB.
Z dtivodu snizeni ceny stanoveni byly v druhé fazi testovany kolonky Oasis MCX s mensi
kapacitou, o velikosti 3 ml a s 60 mg sorbentu.

Postup prace s kolonkami SPE Oasis MCX je popsan v kapitole 3.4.2. Ptiprava extraktu
a ¢isténi pomoci SPE kolonek Oasis HLB je popséna v poznamce €. 1.

Poznamky

1 Do 15ml centrifugacni zkumavky se navazi 50 mg makoviny. Prida se 5 ml citratoveho pufru (pH 6,0)
a zkumavka se uzavrie. Viozi se na 30 min do ultrazvukové lazné, kde se vzorek extrahuje. Ndsledné
se obsah zkumavky michd 1 min na minitiepacce. Poté se vzorek odstieduje 10 min pri 3900 ot/min.
Takto pripraveny extrakt se precisti pomoci extrakce na pevnou fazi. Na SPE manifold se umisti
kolonka Oasis HLB, kondicionuje se 3 ml methanolu a nasledné ekvilibruje 3 ml deionizované vody.
Poté se na kolonku nanesou 3 ml pripraveného extraktu. Extrakt se nechd vsdknout, promyje se 2 ml 5%
methanolu. Eluce morfinu a dalsich opiovych alkaloidii se provede 2krat 2 ml methanolu. Eluat se jima
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do 5Sml extrakcni vialky. Ta se umisti do koncentratoru vzorkii, kde se eludt odpari pod proudem dusiku
pri 40 °C. K odparku se prida 1 ml methanolu, rozpusti se pomoct ultrazvuku a prevede do 2ml vialky.

K ovéfeni a porovnani vyse uvedenych metod se pouzily tfi vzorky makoviny, které se lisily

obsahem morfinu. Vzorky byly extrahovany a nasledn¢ ptrecistény na SPE kolonkach. Ziskané

extrakty byly analyzovany na HPLC. Byly stanoveny obsahy morfinu, kodeinu a thebainu,

viz tabulka ¢. 4. Obsahy papaverinu a noskapinu se ve vzorcich pohybovaly pod mezi

stanovitelnosti. Porovnaji-li se ziskané hodnoty, je mozné fici, Ze oba postupy davaji

U kodeinu a thebainu srovnatelné vysledky. Pokud by vSak vyvstal pozadavek na stanoveni

obsahu téchto alkaloidd, bude nutné ovérit spravnost metody a pomoci standardniho pfidavku

zjistit vytéznost u jednotlivych extrakénich postupti.

Tabulka €. 4. Srovnani jednotlivych extrak¢nich postupi s vyuzitim SPE kolonek.

Obsah opiovych alkaloidi (%)

Typ extrakce Typ SPE kolonky | Vzorek ¢&.
Morfin Kodein Thebain

6066 0,19 0,01 0,00

5% kys.octova 6 ml/150 mg

+ Oasis MCX 30 um 6060 0,68 0,04 0,05
6061 1,24 0,12 0,12
6066 0,20 0,01 0,01

5% kys.octova 3 ml/60 mg

+ Oasis MCX 30 um 6060 0,73 0,05 0,05
6061 1,30 0,12 0,13
6066 0,18 0,01 0,01

1mol/I citrat. pufr |6 ml/200 mg

+Oasis HLB 30 um 6060 0,70 0,05 0,04
6061 1,23 0,11 0,12

Oba extrakéni postupy lze pouzit 1 ke stanoveni obsahu morfinu v makoviné. K dal§im

experimentim a validaci byla vSak zvolena extrakce s 5% kyselinou octovou a néslednym

precisténim na SPE kolonkach Oasis MCX (3 ml/60 mg, 30 um). Prace s témito kolonkami

byla piijemné;jsi, kolonky lépe protékaly, byly mensi rozdily mezi paralelnimi stanovenimi.

Zaroven je nezanedbatelna 1 vyssi cena citratového pufru.
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4.2.2  Vliv délky trvani extrakce

Na dvou vybranych vzorcich makoviny byl sledovéan vliv délky trvani extrakce na vysledny
obsah morfinu. U extrakce vzorku kyselinou octovou Vv ultrazvukové lazni byly provedeny
extrakce v délce 15 min, 30 min a 45 min. Extrakce pomoci extrakéni smési probiha
na laboratorni téepacce a pro ovéieni byly zvoleny doby 30 min, 60 min a 90 min. Zaroven
byla odzkousena i extrakce v ultrazvukové lazni po dobu 30 min. Pro kazdou z variant bylo
provedeno 6 opakovani. Dale se pfi ptipravé vzorkid postupovalo vzdy tak, jak je popsano
pro ptislusnou extrakéni metodu.

Byly stanoveny obsahy morfinu a vypocitiny smérodatné odchylky pro jednotlivé doby
extrakce viz tabulky ¢. 5 a ¢. 6.

Z uvedenych vysledkli vyplyva, Ze doporucené doby extrakce, tzn. 30 min pro extrakci
kyselinou octovou Vv ultrazvukové lazni a 60 min pii extrakci pomoci extrakéni smési
na laboratorni tfepacce, jsou dostacujici a pfesnost stanoveni je zcela vyhovujici. Soucasné
byla potvrzena moznost provadét extrakci pomoci extrakéni smési v ultrazvukové lazni

po dobu 30 minut.

Tabulka ¢. 5. Porovnani vlivu doby extrakce na obsah morfinu - extrakce kyselinou
octovou.

Doba C. méfeni/obsah morfinu (%) Pramér | Smérodatna

extrakce 1 5 3 n 5 6. (%) odchylka

Vzorek

15min. | 0807 | 0,839 | 0,848 | 0,829 | 0,790 | 0,809 | 0,820 0,022

5897 | 30min. | 0846 | 0,825 | 0,797 | 0,793 | 0,831 | 0,808 | 0.817 0,021

45min. | 0793 | 0,827 | 0,813 | 0,789 | 0,833 | 0,848 | 0817 | 0018

15min. | 0,372 | 0,380 | 0,388 | 0,358 | 0,390 | 0,393 | 0,380 0,013

5902 30min. | 0370 | 0,352 | 0,393 | 0,372 | 0,380 | 0,367 | 0372 0,014

45min. | 0361 | 0,364 | 0,368 | 0,385 | 0,363 | 0,405 | 0374 | 0011
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Tabulka ¢. 6. Porovnani vlivu doby extrakce na obsah morfinu - extrakéni smés.

C. méteni/obsah morfinu (%)

Vzorek Doba Primér | Smérodatna
extrakce (%) odchylka
1. 2. 3. 4, 5. 6.
30 min. | 0,789 | 0,793 | 0,795 | 0,815 | 0,800 | 0,801 0,799 0,009
60 min. | 0,827 | 0,803 | 0,796 | 0,797 | 0,813 | 0,789 0,804 0,014
5897
90 min. | 0,776 | 0,819 | 0,804 | 0,816 | 0,803 | 0,797 0,803 0,016
uzv* | 0,815 | 0,793 | 0,784 | 0,815 | 0,787 | 0,801 0,799 0,014
30 min. | 0,368 | 0,340 | 0,360 | 0,351 | 0,354 | 0,354 | 0,355 0,009
60 min. | 0,368 | 0,373 | 0,360 | 0,364 | 0,353 | 0,375 | 0,365 0,008
5902
90 min. | 0,342 | 0,345 | 0,365 | 0,363 | 0,351 | 0,365 | 0,355 0,010
Uzv=* | 0,348 | 0,348 | 0,347 | 0,344 | 0,344 | 0,344 | 0,346 0,002

* UZV - extrakce Vv ultrazvukové lazni po dobu 30 min

4.3

Ovéreni stability

Béhem ovérovani metody byla sledovana stabilita morfinu ve vzorku pfipraveném k analyze

na HPLC a u extrakéni metody s pouZitim extrakéni smési také stabilita extraktu, tak aby

Vv pfipadé potieby mohl byt pouzit k pfipravé vzorku bez nutnosti nové extrakce. U vzorku

pfipraveného k analyze byl stanoven obsah morfinu. Poté bylo vyménéno poruSené septum,

aby nedochazelo k tibytku rozpoustédla ze vzorku. Vzorek byl skladovan pii teploté piiblizné

4 °C. Analyzy byly opakovany po dvou, Sesti a tfinacti dnech. Ke sledovani stability byly

vybrany tii vzorky s rozdilnym obsahem morfinu a ty byly pfipraveny ve dvou opakovanich.

Obdobn¢ byla sledovana 1 stabilita ptipraveného extraktu. Vzorek vhodny k analyze na HPLC

z ng byl opakované pfipraven po dvou a Sesti dnech. V mezidobi byl extrakt skladovan

pfi teploté piiblizné 4 °C. Ziskan¢ vysledky jsou shrnuty v tabulkach ¢. 7 a ¢. 8.
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Tabulka ¢. 7. Stabilita morfinu ve vzorku pripraveném k analyze na HPLC.

Obsah morfinu ve vzorku (%)
. Vzorek ¢&. 5876 Vzorek €. 5877 Vzorek €. 5883
Interval mezi
méfenim
A B A B A B
0,40 0,39 0,78 0,76 0,15 0,15
po 2 dnech 0,41 0,41 0,79 0,77 0,15 0,15
po 6 dnech 0,43 0,41 0,82 0,78 0,16 0,16
po 13 dnech 0,42 0,42 0,82 0,78 0,16 0,16

Tabulka ¢. 8. Stabilita morfinu v extraktu (extrakce s vyuZitim extrak¢ni smési).

s Obsah morfinu ve vzorku (%)
Interval mezi pripravou
vzorku z extraktu
Vzorek ¢&. 5876 Vzorek ¢&. 5877 Vzorek ¢&. 5883
0,40 0,77 0,15
po 2 dnech 0,40 0,76 0,15
po 6 dnech 0,40 0,77 0,15

Pti opakovaném méfeni jednoho vzorku se stanoveny obsah morfinu nepatrné zvySoval. Lze
to vysvétlit tak, ze vzorek po nastiiku zistava uréitou dobu stat v autosampleru s porusenym
septem a dochazi k odpafovani rozpoustédla, coz vede k zakoncentrovani vzorku.
Zuvedenych vysledkii vSak vyplyva, ze ani v ptipadé skladovani ptipraveného vzorku,
ani pti uchovavani extraktu nedochazi k rozkladu morfinu. Extrakt i pfipraveny vzorek lze

Vv ptipad€ nutnosti skladovat po dobu jednoho tydne pfi teploté ptiblizné€ 4 °C.

4.4 Chromatografické podminky

Pro chromatografické stanoveni byla pouzita analytickd kolona s reverzni fazi TSK gel
ODS-120T (25 cm x 4,6 mm ID, 5 pm) a pfedkolona TSK gel ODS-120T (1,5 cm x 3,2 mm
ID). Stanoveni morfinu metodou HPLC se nejcastéji provadi pii vinové délce 284 nm, ale
jsou uvadeény i vlnové délky 254 nm a 215 nm [10]. Pro odzkouSeni byla zvolena vlnova
délka 284 nm, kde morfin vykazuje charakteristické absorpéni maximum a zakladni linie je
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béhem analyzy stabilni, viz obrazek ¢. 4. Tato vlnova délka je dle literatury vhodna
I pro analyzu vétSiny opiovych alkaloidi. V pribéhu vyvoje metody se mimo jiz
zminovanych 284 nm provedlo ¢ast méfeni soucasné i pti vinové délce 245 nm. Stanoveni
morfinu pii této vinové délce se ukazalo byt citliveéjsi, coz doklada tabulka ¢. 9. Nevyhodou
je, ze v prubehu chromatografické analyzy dochézi k naristu zakladni linie a tim ke zhorSeni
podminek pro stanoveni ostatnich alkaloidi. Méfeni pfi vinové délce 245 nm lze pouzit

Vv ptipadé nutnosti stanovit velmi nizké koncentrace morfinu v semeni méku.

1

4\
¢ \
E 1_ Lk&"'\
2 . Motfin
. \\ T

__I\Eetanol — e
0- _I—— — T T |H —
240 260 280 300

Vlnova délka (nm)
Obrazek €. 4. Absorp¢ni spektra morfinu a methanolu.

Tabulka €. 9. Porovnani citlivosti stanoveni morfinu pri vinové délce 245 nm a 284 nm.

Citlivost (plocha/ug)

Analyt
Meéfeni pti 245 nm Meéfeni ptfi 284 nm

Morfin 10,95 4,57

Dale bylo pomoci standardli vybranych opiovych alkaloidi potvrzeno, ze pfi pouziti mobilni
faze a nastaveni chromatografickych podminek tak, jak je popsano v kapitole 3.4.3, dojde

k jejich uspokojivému rozdéleni, coz doklada obrazek ¢. 5.
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Obrazek €. 5. Chromatogram standarda vybranych opiovych alkaloidi.

45  Validac¢ni parametry

45.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla vypoctena pomoci software EffiValidation 3.0 - Opakovatelnost —
po trovnich z vicendsobného méteni. Opakovatelnost byla stanovena pro oba extrakéni
postupy na dvou koncentracnich hladinach. Tyto hladiny byly zvoleny tak, aby postihovaly
oblast s nizkym a vysokym obsahem morfinu v makoviné. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu
byl vybran jeden vzorek, ktery byl minimdlné v deseti opakovanich vzdy extrahovan

pfislusnym postupem a nasledné analyzovan na HPLC tak, jak bylo vySe popséno.

Byla vypocitana smérodatnd odchylka a relativni smérodatna odchylka. Ze smérodatné
odchylky, ktera charakterizuje ptesnost vysledkl ziskanych pouzitou analytickou metodou,
byla vypocitdna dovolena diference paralelnich stanoveni Rpax, tj. maximalni rozpéti, které
Ize jeste vysvétlit pfitomnosti nahodnych chyb [14].

Riex =8 XS,
kde asje tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti a = 0,05, jehoz

hodnota je 2,77,

S smérodatna odchylka z vicenasobnych méteni jednoho vzorku.
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Tabulka ¢. 10. Opakovatelnost méfeni a maximalni diference dvou paralelnich
stanoveni.

, . . Pocet Prumér o
S S, (94
Extrakce Uroven | Vzorek ¢. opakovini (%) r (%0) Rmax
) 1. 5883 10 0,180 0,0046 2,53 0,013
Kys.octova +
SPE
2. 5887 10 0,908 0,0208 2,29 0,058
- 1. 5883 12 0,165 0,0057 3,43 0,016
Extrakéni
smes
2. 5887 12 0,865 0,0160 1,85 0,044

Z tabulky €. 10 vyplyva, ze opakovatelnost stanoveni je za pouZiti obou extrakénich postupti

srovnatelna a pro dany koncentra¢ni rozsah akceptovatelna.

Povoleny rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi byl nastaven na hodnotu 0,04 % abs.
u obsahu morfinu < 0,50 % a 0,06 % abs. pro obsahy (0,5 — 1,2) % morfinu ve vzorku.

45.2  Stiedni presnost

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software EffiValidation 3.0 - Opakovatelnost -
Z paralelnich méfeni. Stfedni pfesnost byla stanovena pro oba extrakéni postupy. K vypoctu
byly pouzity vzorky makoviny ze sklizn¢ 2010. Obsah morfinu se v danych vzorcich
makoviny pohyboval v celém koncentra¢nim rozsahu typickém pro odridy potravinaiského

maku.

Byla vypocitana smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka z paralelnich méteni

a dovolena diference paralelnich stanoveni Rmax, podle vztahu

R, =Dbg xS
kde br je tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti oo = 0,05,
jehoz hodnota je 2,46,
S smérodatnd odchylka ziskana z paralelnich stanoveni.

Vyhodnoceni je shrnuto v tabulce ¢. 11.
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Tabulka €. 11. Stfedni presnost a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni.

Pocet vzorka Prumér méreni o
Extrakce (") (%) S Sy (%0) Rmax
Kys.octova + SPE 42 0,4229 0,0158 3,741 0,039
Extrakéni smés 45 0,4467 0,0211 4,731 0,052

Z tabulky ¢. 11 vyplyva, ze stfedni pfesnost je u dané¢ metody za pouziti obou extrakcnich
postupt srovnatelna a pro dany koncentrani rozsah akceptovatelna. Zaroven lze fici, Ze

vysledky koresponduji s hodnotami presnosti ziskanymi za podminek opakovatelnosti.

453 Spravnost

V soucasné dobé neni dostupny zadny CRM makoviny pfipadné maku s deklarovanym
obsahem morfinu a zaroven nejsou organizovany zadné mezilaboratorni porovnéavaci zkousky
na jeho stanoveni. Spravnost metody na stanoveni obsahu morfinu v makoviné byla proto
ovéfena metodou standardniho ptidavku s pouzitim testu vytéznosti. V ramci ovétreni
spravnosti byly rovnéz vSechny vzorky makoviny ze sklizn€¢ 2010 analyzovany obéma
extrakénimi postupy a ziskané vysledky byly porovnany. Vyhodnoceni bylo provedeno
v EffiValidation 3.0 - Porovnani 2 metod/laboratofi: t-testem na rozdil vysledkd. Zavéry jsou

uvedeny v tabulce ¢. 14.

Pfi ovéfovani spravnosti metodou standardniho piidavku se postupovalo nasledovné. K ptesné
navazce vzorku s nizkym obsahem hledaného analytu bylo vZdy pfidano definované mnoZstvi
standardu morfinu tak, aby byla pfipravena fada vzorkl na ¢tyfech koncentracnich hladinach,
pokryvajici cely poZadovany rozsah. Na kazdé¢ z hladin byly pfipraveny vzorky
ve 3 opakovanich (extrakce extrakéni smési) resp. 4 opakovanich (extrakce kyselinou
octovou). Takto pfipravené vzorky byly analyzovany obéma extrakénimi postupy a zméteny
na HPLC. Ziskané vysledky stanoveni byly vyhodnoceny v programu EffiValidation 3.0 -
Spravnost - Velky koncentracni rozsah - slepy pokus neni k dispozici. Vysledky méfeni jsou

uvedeny v tabulkach ¢. 12 a ¢. 13.
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Tabulka €. 12. Ovéfeni spravnosti metody stanoveni morfinu v makoviné extrakce
kyselinou octovou.

Popis Piidavek | Naméieno | VytéZnost | Piesnost Sp!)?éﬁl[i\caCJIs ti Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,00435 | -0,00753 —0,00753 Piijata
Pridavek 1 0,1594 0,1512 94,9 0,00988 | 0,13804 —0,16446 Piijata
Ptidavek 2 0,3991 0,3848 96,4 0,01092 | 0,37036 —0,39914 Piijata
Ptidavek 3 0,7986 0,7908 99,0 0,01086 | 0,77643 —0,80507 Piijata
Pridavek 4 1,2980 1,3165 101,4 0,01599 | 1,29623 —1,33677 Piijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Tabulka ¢. 13. Ovéreni spravnosti metody stanoveni morfinu v makoviné s vyuZzitim
extrakéni smési.

Popis Pridavek | Naméfeno | VytéZnost | Presnost splorlw;ﬁllfi\caolsti Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,00032 | -0,00073 —0,00073 Piijata
Ptidavek 1 0,17 0,1653 97,2 0,00556 | 0,15638 —0,17422 Piijata
Ptidavek 2 0,47 0,4648 98,9 0,00527 | 0,45638 —0,47329 Piijata
Pridavek 3 0,87 0,8723 100,3 0,01208 | 0,85289 —0,89164 Prijata
Pridavek 4 1,27 1,2965 102,1 0,02261 | 1,26026- 1,33274 Prijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Tabulka €. 14. Srovnani dvou extrakénich postupi pii stanoveni obsahu morfinu.

Pramérny rozdil

Presnost rozdilu

Interval spolehlivosti

Hypotéza

-0,00649

0,0215

-0,01366- 0,00068

Ptijata

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.
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Z vysledki v tabulkach ¢. 12 a ¢. 13 vyplyva, Zze popsana analytickda metoda jak s vyuzitim
extrakce pomoci extrakéni smési, tak s extrakci kyselinou octovou a naslednym ptecisténim
na SPE kolonkach poskytuje spravné vysledky. Zaroven bylo potvrzeno, ze metoda dava
pii pouziti obou extrakénich postupu statisticky stejné vysledky (viz tabulka ¢. 14). Oba
postupy lIze tak pouzit pro extrakci a naslednou analyzu morfinu metodou HPLC ze vzorkt

makoviny.

454 Linearita

Linearita popisuje miru linearni zavislosti mezi validovanou vlastnosti a méfenim. Pro prvotni
ovéteni linearity byl pouzit standard trihydrat morfin hydrochloridu (Alltech). Byla vytvofena
fada kalibra¢nich roztokl o koncentraci 1 pg/ml az 500 pg/ml trihydrat morfin hydrochloridu
v methanolu. Tento koncentra¢ni rozsah odpovidd mnozstvi morfinu ve vzorku na mezi
stanovitelnosti az po obsah 1,3 % morfinu pro metodu s extrakci kyselinou octovou, resp.
1,9 % morfinu v makoving pfi pouziti extrakéni smési. Uvedené koncentracni rozpéti je zcela
dostatecné pro makovinu ziskanou zodrid potravinaiského maku. Dle piipravované
legislativy by obsah morfinu v makoviné ziskané ztéchto odrid nemél od roku 2013

piesahnout 0,8 %.

Pripravené kalibra¢ni roztoky byly analyzovany na HPLC. Kontrola linearni zavislosti byla
provedena pomoci software EffiValidation 3.0 - Linearita - korelaéni a QC koeficient.
Hodnota korela¢niho koeficientu R pro uvedeny koncentra¢ni rozsah byla 0,9997 a hodnota
koeficientu QC byla 2,58 %, pficemZ linearita se obecné povaZuje za prokdzanou, kdyz

R >0,99 a QC < 5%.

V pribéhu prace na vyvoji této metody se podafilo ziskat standard morfinu-baze (1 mg
morfinu v1 ml methanolu, firma Lipomed). Tento standard byl pak dale vyuzivan
pro kalibrace piipadné stanoveni dalSich validacnich parametri. Byla pfipravena fada
kalibra¢nich roztoki o koncentraci 5 pg/ml az 300 pg/ml morfinu v methanolu. Tento rozsah
odpovida mnozstvi morfinu ve vzorku na mezi stanovitelnosti az po obsah 1,0 % morfinu
pro metodu s extrakci kyselinou octovou resp. 1,5 % morfinu v makoviné pii pouziti
extrakéni smési. Hodnota korela¢niho koeficientu R pro dany koncentracni rozsah s pouzitim
standardu morfinu-baze byla 0,9995, hodnota koeficientu QC 3,22 %. Obé uvedené hodnoty

jsou v pozadovaném limitu pro potvrzeni linearity.
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455 Citlivost

Citlivost je dana zménou signalu, vyvolanou jednotkovou zménou validované vlastnosti.
Je vyjadiena smérnici kalibra¢ni pfimky. Vypocet byl proveden pomoci programu
EffiValidation 3.0 - Citlivost - ze smérnice pfimky. Pro analyzu morfinu provedenou za vyse

uvedenych podminek byla stanovena hodnota citlivosti 4,571 (plocha/ug).

456  Meze detekce a stanovitelnosti

Pro stanoveni detek¢nich limith byl pouzit program EffiValidation 3.0 - Stanoveni ze signalu

slepého pokusu v chromatografii.

Byla vytvofena fada kalibra¢nich roztokti o koncentraci 5 pug/ml az 300 ug/ml morfinu
vV methanolu. Pfipravené roztoky byly zméteny na HPLC za podminek metody a néasledné
byly vyhodnoceny vysky pikd morfinu. Z namétenych hodnot byla vypocitdna smérnice
kalibra¢ni piimky (EffiValidation 3.0 - Kalibrace). Pro kazdy extrakéni postup bylo dale
ptipraveno 5 slepych vzorki, po jejichz zméfeni na HPLC bylo stanoveno maximalni kolisani

zakladni linie.

Ze smérnice kalibra¢ni pfimky a hodnot maximélniho kolisani zakladni linie byly vypocitany

meze detekce a stanovitelnosti, které jsou shrnuty v tabulce ¢. 15.

Tabulka ¢. 15. Meze detekce a stanovitelnosti.

Morfi Morfin
Parametr ¢ qu,m . extrakce
extrakent smes kyselinou octovou + SPE

Smérnice kalibr. pFrimky by 0,3595 0,3595
Korelaéni koeficient R? 0,9997 0,9997
Max. kolisani zakl. linie Pmax (PA) 0,085 0,083
Koncentrace na mezi Xp (ng/ml) 0,7093 0,6926
detekce xo (%) 0,0035 0,0023
Koncentrace na mezi Xq (ng/ml) 2,3644 2,3088
stanovitelnosti Xo (%) 0,0118 0,0077
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Za vySe popsanych podminek metody je mez detekce, resp. stanovitelnosti u metody
vyuzivajici extrakéni smés 0,004%, resp. 0,012 % a u metody s extrakci vzorku kyselinou
octovou 0,002 %, resp. 0,008 % morfinu ve vzorku.

Pro zapis vysledkt byla pouzita prakticka mez stanovitelnosti 0,02 %.

457 Nejistota stanoveni

Pro oba extrakéni postupy byla stanovena relativni standardni nejistota a relativni rozsifena
nejistota. K vypoctu byly pouzity vysledky analyz vzorkti makoviny ze sklizn¢ 2010. Obsah
morfinu se vdanych vzorcich pohyboval vcelém koncentratnim rozsahu typickém
pro odriady potravinaiského maku. Celkem bylo obéma postupy analyzovano 41 vzorka
ve dvou paralelnich stanovenich. Vypocet byl proveden v programu EffiValidation 3.0 -
Nejistoty z piesnosti - paralelni méfeni k dispozici. Pro vypocet rozsifené nejistoty byl pouzit
faktor pokryti 2. Vypocitané nejistoty pro stanoveni obsahu morfinu v makoviné jsou
uvedeny v tabulce ¢. 16.

Tabulka €. 16. Nejistoty pro stanoveni obsahu morfinu v makoviné.

« . Standardni nejistota Rozsitena nejistota (k = 2,0)
Koncentracni
Typ extrakce rozsah (%)
Relativni (%) Relativni (%)
Extrakéni smés 0,02-1,2 0,0211 4731 0,0423 9,463
Kyselina octova
+ SPE 0,02-1,2 0,0158 3,741 0,0316 7,482

Vzhledem Kk tomu, Ze nejnizsi stanovena hodnota morfinu v dosud analyzovanych vzorcich
byla 0,13 %, byla odhadnuta nejistota stanoveni pro koncentra¢ni rozsah (0,02 — 0,12) %
morfinu na 20 %. Pro interval skoncentratnim rozsahem (0,13 — 1,2) % morfinu byla

vypocitana relativni rozsifend nejistota stanoveni zaokrouhlena na hodnotu 10 %.

5 Z7.avér

Cilem préce bylo nalézt vhodnou metodu na stanoveni morfinu v makoviné s vyuzitim HPLC.
Z extrakénich postupt popsanych v literatuie byly po odzkouSeni vybrany dva, které byly
ovéfeny na vzorcich makoviny ze sklizn€ 2009 a 2010. Prvni extrakce vyuziva extrakéni smés

chloroform, isopropanol, ethanol, amoniak (v poméru 6 : 2 : 1,5 : 0,5), druha pak extrakci 5%
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kyselinou octovou snaslednym piecCisténim na SPE kolonkach Oasis MCX. Byly
optimalizovany podminky pro méteni na HPLC. Alkaloidy se separuji gradientovou eluci
na chromatografické koloné sreverzni fazi TSK gel ODS-120T adetekuji v UV oblasti
pii 284 nm. V priabéhu vyvoje a ovérovani metody bylo zjisténo, ze pii vinové délce 245 nm,
dochazi u morfinu ke zvySeni citlivosti méfeni, coz lze vyuzit v pfipad¢ nutnosti stanovit
velmi nizké koncentrace morfinu v semeni maku. Pro stanoveni ostatnich alkaloidi vinova

délka 245 nm neni vhodna.

Byly optimalizovany podminky pro pfipravu zkuSebniho vzorku a pro jednotlivé extrakéni
a Cistici kroky. Bylo zjisténo, ze pokud se voli postup s extrakéni smési, je vhodné pouzit
pii mleti sito s velikosti ok 1,0 mm. Extrakce kyselinou octovou s ndslednym piecisténim
na SPE pak vyzaduje sito s velikosti ok 0,5 mm. Bylo ovéfeno, ze popsana délka trvani
extrakce je v obou ptipadech dostacujici a v ptipad€ pouziti extrakéni smési Ize dobu extrakce
zkrétit na polovinu pouzitim ultrazvukové 1azné. Zaroven bylo prokézéano, ze extrakt ziskany
pii pouziti extrakéni smési 1 vzorky pfipravené k analyze, lze uchovavat po dobu jednoho

tydne pfi teploté okolo 4 °C, aniz by doslo k rozkladu morfinu.

Po ukonceni optimalizace metody byla metoda validovana. Byla stanovena opakovatelnost,
sttedni opakovatelnost, linearita, citlivost, meze detekce a stanovitelnosti a nejistota
stanoveni. Do laboratorniho informac¢niho a fidicitho systému LIMS byly po zaokrouhleni
vlozeny nésledujici parametry. Povoleny rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi byl
nastaven na hodnotu 0,04 % abs. u obsahu morfinu < 0,50 % a 0,06 % abs. pro obsahy (0,5 —
1,2) % morfinu ve vzorku. Pro mez stanovitelnosti byla zadana hodnota 0,02 %
a pro rozsifenou nejistotu stanoveni hodnota 10 % pro koncentraéni rozsah (0,13 — 1,2) %

a hodnota 20 % pro koncentra¢ni rozsah (0,02 — 0,12) %.

Metoda, tak jak byla vySe popsana, je vhodna pro stanoveni morfinu v makoviné. Nastavené
podminky pro méfeni na HPLC zarucuji separaci i ostatnich vyznamnéjSich opiovych
alkaloidl. V ptfipadé¢ pozadavkid na jejich stanoveni bude vSak nutné ovéfit vhodnost
stavajicich extrakénich postupil, pfipadné navrhnout jejich upravu. Dalsi prace bude nutna
I pfi piipraveé extrakéniho postupu pro analyzu vzorkd semene maku, kde bude nutné vyrovnat

se s vysokym obsahem tuku ve vzorku.
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