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1 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity vldknitych mikromycett pattici mezi
vyznamné toxiny prirodniho pavodu. Mykotoxiny jsou strukturné odlisné komplexni
organické slou¢eniny nebilkovinné povahy, toxické pro ¢lovéka a ostatni Zivé organizmy.
V soucasné dob¢ je zndmo pres 300 mykotoxini a naddle jsou objevovany a chemicky
charakterizovany nové.

Mykotoxin zearalenon (F-2 toxin), podle Chemical abstracts — { 6] 10-Hyroxy-6-oxo-trans-1-
undecenyl]-2,4-dyhydroxybenzoic acid lactone}, je z hlediska chemické struktury lakton
kyseliny B-ressorcylové. Zearalenony produkuji zejmeéna toxinogenni kmeny rodu Fusarium.
Hlavnim druhem v produkci zearalenona je Fusarium graminearum (= F. roseum, nepohlavni
forma Gibberella zeae), kterd Siroce infikuje krmivarské a potravinaiské obili a je schopna
produkovat aZ 1900 pg/kg toxinu v susiné. V soucasné dobg je izolovano 15 derivatu zakladni
struktury zearalenonu.

Vzhledem ke své chronické toxicité predstavuje zearalenon zdravotni riziko pro c¢loveka
i hospodarska zvirata. Zearalenon je ve skladovanych komoditach velmi stabilni a jeho
koncentrace se vyrazné neméni ani po tepelném zpracovani ¢i fermentaci.

Pri  kontaminaci zrna fuz&ii dochazi casto ksoubéZznému vyskytu zearalenonu
a trychotecenovych toxin.

Zearalenon byl nalezen napiiklad v obilovindch a vyrobcich z nich — jecmen, slad, pivo,
kukurice, oves, pSenice, dale v orechéach, bananech, ae i koteni, olejich a podobng.

Pro detekci zearalenonu v potravinach a krmivech se nejvice pouZivaji fyzikéné-chemické
metody jako je HPLC, HPLC-MS, GC-MS, TLC, HPTLC. Vedle toho uzZ patii k rozSirenym
metodam imunoenzymatické metody postavené na komeréné vyrdbénych diagnostickych
kitech - ELISA. V soucasné dobé je na trhu fada vyrobcu, kteri nabizeji diagnostiku
v riaznych variantach slozitosti, piesnosti a citlivosti.
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Laboratot imunologické diagnostiky NRL-OMB zacala s testovanim vzorka na pritomnost
zearalenonu Vv roce 2006. Jedna se jak o provadéni screeningu, tak i o kvantitativni stanoveni.
Pro analyzu jsou vyuzivany detekeni kity fady RIDASCREEN FAST firmy R- Biopharm AG,
Germany. Pouzivany diagnosticky kit Ridascreen fast Zearalenon neni ovéreny
AOAC & FGIS. Cilem validace bylo stanovit zékladni valida¢ni parametry.

V ramci této préce byla zavedena a castecné validovana metoda Stanoveni zearalenonu
v obilovinach, krmnych surovinach a podobnych matricich metodou ELISA. Byly stanoveny
parametry piesnost, opakovatelnost, vytéznost a ngjistoty metody.

2 Material a metody

Zakladem pro provedeni analyz je diagnosticky kit Ridascreen fast Zearalenon, R- Biopharm
AG, Germany. Analyzaje provadénadle navodu dodavaného vyrobcem diagnostiky.

Test je zaloZen na reakci antigen — protilatka. Na stény jamky mikrotitracni desticky je
navédzana protildtka gpecifickd kantigenu — mykotoxinu. Po postupné aplikaci
vzorku/standardu, protildky mykotoxinu a enzymového konjugdtu mykotoxinu dojde ke
kompetitivni imunoenzymatické reakci. Vézany antigen (konjuga) a volny antigen
(mykotoxin ze vzorku/standardu) soutéZi o omezeny pocet vazebnych mist na molekuléch
protilatky.

Pro vizualizaci se pouZiva substré, ktery reaguje snavazanym konjugatem za vzniku
zbarveni. Po zastaveni reakce pomoci stop ¢inidla se barva zmeni a zbarveni je po uréitou
dobu stabilni. Detekce se provadi spektrofotometricky pii vhodné vinové délce (450 nm).
Absorbance je neptimo umeérnd koncentraci mykotoxinu. Kvantitativni vyhodnoceni se
provadi metodou kalibra¢ni kiivky.

2.1 Pr¥istroje a zarizeni

1. Laboratorni Srotovnik MM, laboratorni mlyn nozovy VM-7;

2. Analyticke vahy;

3. Elektromagnetické michadlo;

4. pH-metr,

5. Automatické pipety s nastavitelnym objemem (50 — 1000) mi, Spicky;

6. Multikanalova automatickd pipeta s nastavitelnymi objemy (50 - 100) m, Spicky;

7. Zatizeni pro filtraci (filtracni ndlevky, filtracni papir Whatman No.1);

8. Lednice;

9. Spektrofotometr pro 96 jamkové mikrotitracni desticky, meéfici pti vinové délce
450 nm.



2.2 Chemikalie aroztoky

2.2.1 Diagnosticky kit

Ridascreen fast Zearalenon, R- Biopharm AG, Germany, R 5502 (48 jamek).

Tento kit obsahuje

1. Mikrotitraéni desti¢ku stripového charakteru se 48 jamkami;
Radu péti kalibragnich roztoku: (0; 50; 100; 200; 400) ppb - pro piimé pouziti;

N o g~ WD

Deoxynivalenol protildtka - pro ptimé pouZiti;
Promyvaci pufr (smésk priprave);

Substrét (chromogen) - pro piimé pouZiti;

Stop ¢inidlo (kyselina sirovd) - pro piimeé pouZiti.

2.2.2 Certifikované referenéni materialy — CRM

Konjugét (peroxidazou znaceny deoxynivalenol) - pro piimé pouZiti;

Pro interni kontrolu a potreby validace byl pri provadéni analyz zafazovan nize uvedeny

CRM.

Tabulka ¢. 1: Piehled pouZitych certifikovanych referenénich materiala

Vyrobce

Deklarovany obsah DON

M atrice/druh kontaminace

R-Biopharm Rhone Limited,
Germany

648 ppb+ 140 ppb (HPLC)

Proso / prirozena kontaminace

2.2.3 Potiebné chemikalie nedodavanév ramci kita

1. Destilovand, deionizovana voda;

2. Metanol, p.a;

3. Chlornan sodny, pro dekontaminaci skla a zatizeni;

4. Etanol, technicky, pro dekontaminaci skla a zarizeni.




2.3 Vzorky

Vysledky byly ziskény analyzou vzorka odebiranych v ramci hodnoceni provokacnich pokusi
Odboru odradového zkuSebnictvi. Déle byly vyuZity dostupné referencni materidly a vysledky
vzorku testovanych NRL- RO Brno metodou HPLC.

2.4 Pracovni postup

2.4.1 P¥ipravavzorku

Z dodaného vzorku se odebere reprezentativni ¢ast pro pomleti. Malé vzorky jsou mlety celé.
Doporuceny je pramgr ¢astic mensi nez 1 mm.

Zatizeni, nastroje a pracovni plocha se po préci se vzorkem dekontaminuje 2% roztokem
chlornanu sodného nebo jinym vhodnym dekontaminacnim roztokem.

Do extrakéni nddoby se presné navazi 5 g pomletého vzorku a prida 25 ml 70% metanolul.
Extrahuje se 3 minuty. Pro extrakci Ize pouzit michani, tiepani a pod. Extrakéni smés se
prefiltruje pres filtracni papir Whatman 1 nebo jemu odpovidajici.

Prefiltrovany extrakt se ziedi destilovanou vodou v poméru 1 : 1. Takto pripraveny vzorek je

MOZno pouZit pro analyzu.

2.4.2 Postup analyzy

1. V&chny soucésti kitu se vyndaji z lednice a nechaji vytemperovat na laboratorni
teplotu. Pokud nebude pouZzit cely kit, vynda se ze s&tku pouze potiebny pocet jamek
avloZi do rmecku. Zbytek jamek se vréti do lednice.

2. Pripravi se mapa se zaznamenanim pozic standardt a vzorka.

3. Pomoci pipety se napipetuje do kazdé jamky 50 pl extraktu vzorku nebo standardu.
Pro kazdy vzorek/standard se pouZije nova Spicka.

4. Do vSech jamek se pipetou prida 50pl enzymového konjugétu.

5. Do v&ech jamek se pipetou prida 50l protildtky mykotoxinu.

6. Obsah jamek se opatrné, ae dikladné zamicha krouZivym pohybem rameckem na
hladkém povrchu v obou smérech, pomoci vortexu snéstavcem na desticky apod.
anechainkubovat 10 min. pti laboratorni teplote.

7. Obsah jamek se vylije a desticka se opakované vyklepne na absorpéni papir do
Uplného odstranéni tekutiny z jamek. Jamky se pomoci multikandlové pipety nebo
stiicky naplni promyvacim roztokem (destilované voda nebo vyrobcem doporuceny
pufr) aopét vyliji a vyklepnou. Tento postup se opakuje 2 x.



8. Do v&ech jamek se pipetou piida 100 pl substratu, obsah jamek se dukladné promicha
anecha se inkubovat ve tm¢ po dobu 5 min. pii laboratorni teploté.

9. Do v&ech jamek se pipetou prida 100 ul stop ¢inidla a obsah jamek se dikladné
promich&

10. Pomoci mikrodestickového fotometru se zmeéti absorbance pii vhodné vinové délce
450 nm. Méteni musi probéhnout béhem doby, ktera je udana vyrobcem jako doba od
pridani stop ¢inidla, po kterou je absorbance stabilni.

2.4.3 Hodnoceni testu
Kvantitativni vyhodnoceni se provadi metodou kalibra¢ni kiivky podle doporuéeni vyrobce.
Pro standardy i vzorky se vypocte hodnota | A podle vztahu

IA =log[A/(Ac- A)],

kde A je namétrena absorbance,
Ao je absorbance nulového standardu.

Na osu X se vynese koncentrace a na osu y hodnoty 1A. Koncentrace odpovidajici
jednotlivym vzorkiam se odectou z kalibragni kiivky.

2.4.4 Bezpetnostni opatieni

Pri mleti vzorku je nutné pouZivat ochranné pomucky - rukavice, rouska proti prachu, odtah
vzduchu.

Pri préci s metanolem a metanolovymi extrakty je tieba dodrZovat pravidla pro zachézeni
s vysoce toxickymi a hotlavymi latkami a specifika dle bezpe¢nostniho listu.

Standardni roztoky obsahuji mykotoxin, proto je nutné pouzivat pri préci rukavice a zabranit
kontaktu s pokozkou.

Laboratorni sklo, které prislo do styku s toxinem, je tieba dekontaminovat. Pro dekontaminaci
(umisténi do roztoku na dobu 1 hod. az 2 hod.) je vhodné napriklad pouziti 2% roztoku
chlornanu sodného.



3 Vysledky a diskuse

3.1 Stanoveni valida¢nich parametr

3.1.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni hodnot m¢rené viastnosti kolem stiedni hodnoty,
zapricinéné pusobenim ndhodnych chyb. Statistickou mirou piesnosti je smérodatna odchylka
(s) resp. relativni smeérodatna odchylka (s) v %. Data pro vyhodnoceni opakovatelnosti byla
nameétrena za podminek méteni opakovatelnosti, tj. v jedné laboratofi, jednim pracovnikem na

stejném zatizeni v co nejkratSim case.

Ke stanoveni hodnot opakovatelnosti byly v pouzity

A. Vysledky paralelnich méfeni 24 redlnych vzorku pSenice ozimé testované v rdmci
provokacnich pokusi OOZ.

B. Vysledky paralelnich me¢teni CRM- milo a vzorki se standardnim piidavkem zearalenonu.
Vypocet byl proveden pomoci programu EffiValidation 3.0 — Opakovatelnost — Z paralelnich
méteni a opakovatelnost po Urovnich z vicenasobného meéieni. Vysledky jsou shrnuty
v tabulkéch ¢. 2 az ¢. 5.

Ze smérodatné odchylky, ktera charakterizuje piesnost vysledki ziskanych pouzitou
analytickou metodou, |ze vypocitat dovolenou diferenci paralelnich stanoveni, tj. maximani
rozpéti, které Ize jedte vysvétlit piitomnosti nahodnych chyb.

Diference dvou paralelnich stanoveni byla vypocitana podle vzorce

R=a,s

kde as je tabelovany koeficient pro dvé paralelni méieni a hladinu vyznamnosti a = 0,05
ajeho hodnota je 2,77.



Tabulka ¢. 2: Opakovatelnost - data A

Por-.¢islo M éreni 1 M éreni 2 Por-.¢islo M éreni 1 M éreni 2
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
1 225,4 208,8 13 80,1 82,5
2 226,7 218,8 14 55,5 62,3
3 210,4 2417 15 79,8 98,1
4 50,1 55,5 16 68,4 61,9
5 65 62,3 17 54,3 61,6
6 55,5 56,1 18 73,7 81,3
7 92,3 91,8 19 79,4 69,2
8 63,1 67,9 20 65,9 73,2
9 148,5 149,2 21 82,2 72,0
10 97,4 93,9 22 160,5 180,0
11 57,8 70,9 23 76,4 95,6
12 108,2 118,9 24 169,3 173,2
Tabulka ¢. 3: Opakovatelnost - vyhodnoceni A
Analyt Opakovatelnost Rel. opakovatelnost DiferenceR
S SR S. 2,77
(ng/kg) (%) (ng/kg)
Zearalenon 8,82 8,49 24,43
Opakovatelnost metody je 8,8 ug/kg, tj. 8,5 %.
Tabulka ¢. 4: Opakovatelnost - data B
Popisvzorku | Méreni 1 | Méreni 2| Méreni 3| Méieni 4| M éfeni 5| M éfeni 6 | M éreni 7
(ng/kg) (no/kg) | (ng/kg) | (no/kg) | (no/kg) | (no/kg) | (na/kg) | (ngrkg)
+18 18,6 14,1 - - - - -
+40 39,7 35,2 - - - - -
+320 301,0 314,2 - - - - -
CRM-648 534 593 584 599 591 547 614




Tabulka ¢. 5: Opakovatelnost - vyhodnoceni B

Uroveii Opakovatelnost Rdl. DiferenceR Vytéznost
S opakovatelnost (sx2,77)
SR
/K
(ngk9) (ng/kg) (%) (ng/kg) (%)
+18 3,18 19,46 8,80 90,83
+40 3,18 8,49 8,80 93,63
+320 9,33 3,03 25,84 96,13
CRM- 648 28,95 4,99 80,19 89,48

Opakovatelnost metody ziskana jako pramér z vySe uvedenych hodnot je 11,2 ug/kg,
tj. 9 %.

Prvni dvé hodnoty (+ 18 a + 40) slouzily zéroven k ovéreni informace vyrobce, ktery uvadi,
Ze detekéni limit se v zavislosti na matrici pohybuje v rozmezi (17 — 41) ug/kg a limit
kvantifikace pro béZné matrice je nizsi nez 50 pg/kg.

U CRM je nutno brét v Uvahu, Ze jeho deklarovany obsah je mimo koncentraéni rozsah kitu

a chyba se zvy3uje fedénim vzorku a néslednym prepoctem vysledku.

Spravnost

Sprévnost charakterizuje shodnost vysledki métreni validované vlastnosti s akceptovanou
nebo deklarovanou referencni nebo vztaznou hodnotou.

Spravnost metody stanoveni zearalenonu byla ovéiena za pouziti CRM -milo. Vypocet byl
proveden v programu EffiValidation 3.0, parametr Spravnost - Omezeny koncentracni rozsah
— referencni materid k dispozici. (viz. tabulkac. 6)



Tabulka ¢. 6: Ovéreni spravnosti metody stanoveni zearalenonu — data

Matrice Referenéni hodnota Naméieno
(ng/kg) (ng/kg)
CRM milo 648 533
CRM milo 648 593
CRM milo 648 584
CRM milo 648 599
CRM milo 648 590
CRM milo 648 546
CRM milo 648 614

Tabulka ¢. 7: Ovéreni spravnosti metody stanoveni zearalenonu — vyhodnoceni

Matrice | Referenén | Naméreno| Vytéznost | Refer. Presnost | Hypotéza | Hypotéza
i hodnota piresnost o] o]
piresnosti | spravnosti
(no/kg) | (po/kg) (%) (no/kg) | (no/kg)
CRM-
| 648 579,86 89,48 140 29,35 Prijata Prijata
milo.

Zavér: Analyticka metoda poskytuje pro referenéni materiél statisticky spravné vysledky.

K vysledku stanoveni spravnogti je tieba vzit v vahu, Ze dostupny CRM nebyl z hlediska

svého relativné vysokého obsahu zearalenonu a udavané hodnoty referencni piesnosti

nejvhodngjsi,

vzorkd.

sohledem na hladinu piirozené se vyskytujici kontaminace stanovovanych

Dale je tieba vzit v Gvahu, Ze ackoli dosazena vytéznost odpovida poZzadavkim na stanoveni,

jsou vdechny stanovené koncentrace pod referenéni hodnotou CRM. Z vytéZnosti pro

jednotlivé koncentracni hladiny (tabulka ¢. 5) vyplyva, Ze vytéZznost u vzorku s nejvysSim

obsahem zearalenonu je nejniZsi a obecné se vzdy pohybuje pod 100 %.




3.1.3 Ngistoty stanoveni zearalenonu

Stanoveni relativni standardni nejistoty a relativni rozSirené nejistoty bylo provedeno
v programu  EffiValidation 3.0. K vypoétu byly pouZity hodnoty paralelnich meéieni
jednotlivych vzorkti a CRM- milo, varianta ,nejistoty ze stanoveni presnosti - paralelni
meéteni k dispozici“. Hodnota nejistoty stanoveni je uvedena v tabulce ¢. 8.

Tabulka ¢. 8: Hodnoty nejistoty stanoveni zearalenonu

Stanovovana latka Relativni standardni Relativni rozSirena
nejistota neistota (k = 1,96)
(%) (%)
Zearalenon 8,65 16,96

Pro uvadéni vysledkt kvantitativni analyzy bude pouzivana relativni rozSirena nejistota

méteni zaokrouhlena na 20 %.

4 Zaveér

Cilem vyvojového Ukolu bylo zavést stanoveni zearalenonu v obilovinach, krmnych
surovinéch a podobnych matricich metodou ELISA véetné stanoveni zakladnich validacnich
parametri.

Pro metodu a pouzity diagnosticky kit byly stanoveny nésledujici valida¢ni parametry.
Relativni rozSifena nejistota méieni pro zearalenon byla stanovena 20 %.

Spravnost metody stanoveni zearalenonu byla ovéiena pomoci dostupného CRM. Nésledné
vyhodnoceni v programu EffiValidation 3.0 potvrdilo, Ze analyticka metoda poskytuje
statisticky spravneé vysledky.

Opakovatelnost, vypoctend pomoci vysledka paralelnich mereni 24 redlinych vzorkt v celém
koncentratnim rozsahu, charakterizovana jako smeérodatna odchylka sbyla stanovena:
s =9 ug/kg, relativni smérodatnd odchylka sz = 9 % a diference dvou paralelnich vzorku pro
hladinu vyznamnosti a = 0,05 je R = 25 ug/kg.

Vytéznost stanoveni se pohybovala v rozmezi (83 — 96) %.

Vytéznost udavana vyrobcem je uvadéna okolo 80 %.

Na zakladeé vysledki MPZ bude k valida¢nim parametram doplnéna reprodukovatel nost.
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1 Souhrn

Cilem préce byl vyvoj, odzkouSeni a nasledna validace metod na stanoveni ochratoxinu A,
deoxynivalenolu, zearalenonu, aflatoxini a fumonisini metodou HPLC nebo LC/MS/MS
v krmivech. V roce 2004 byla zavedena a validovana metoda na stanoveni ochratoxinu A
a deoxynivalenolu metodou HPLC, vroce 2005 byla flexibilné akreditovana metoda
»Stanoveni obsahu mykotoxini metodou HPLC*. Pri feSeni tohoto Ukolu probihala
spolupréce s pracovniky NRL-OMB Brno. Pro finanéni ndro¢nost HPLC metod stanoveni
mykotoxini bylo rozhodnuto nejprve provést screening odebranych vzorka metodou ELISA
a u poztivnich vysledki naslednou kvantifikaci metodou HPLC. V roce 2005 byla také
zavedena a akreditovana metoda na stanoveni zearalenonu metodou HPLC a stanoveni
aflatoxint a fumonisini metodou LC/MS/MS. V roce 2005 bylo analyzovano 120 vzorka na
obsah ochratoxinu A a deoxynivalenolu a 56 vzorku na obsah zearalenonu, fumonisini
a aflatoxinu.

V&chny vzorky byly analyzovany metodou HPLC, bez predchoziho screeningu. Stanoveni
obsahu mykotoxini metodou LC/MS/MS bylo predmétem flexibilni akreditace v roce 2006.

MS detekci jsme zvolili pro vylouéeni nutnosti derivatizace pied mérenim.

2 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity viéknitych mikromyceti, které patti mezi
vyznamné toxiny piirodniho pavodu. Jsou to strukturné odlisné komplexni organické
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slouceniny o nizké molekulové hmotnosti (a2 na vyjimky nizsi nez 700 g/mol). Jsou
nebilkovinné povahy, toxické pro ¢lovéka a Zivé organismy. V soucasné dobé je zndmo pres
300 mykotoxini a jsou objevovany dalSi. Tvorba mykotoxini je podminéna biologickymi,
fyzik&lnimi a chemickymi faktory. Obsah mykotoxina pak zavisi na nasledujicich faktorech:
vihkosti, teploté, délce skladovani, poskozeni obalu zrna, piitomnosti kysliku, oxidu
uhlicitého, dozZeni substratu, mykologickém profilu toxinogennich vlaknitych mikromyceti,
sporulaci, mikrobidlnich interakcich a pritomnosti hmyzu. Mykotoxiny patii celosvétoveé
k vyznamnym toxinam ptirodniho pavodu s akutnimi, chronickymi, ale i pozdnimi toxickymi
(einky. Déli se podle miry akutni toxicity na siln¢ toxické (aflatoxiny, ochratoxin A,
T-2 toxin), stfedné toxické (citrinin, sterigmatocyctin), slabé toxické (trichoteceny,
zearalenon). Mykotoxiny maZzeme dale delit podle toxicity kcilovym organaim na
dermatotoxiny, genotoxiny, hematotoxiny, hepatotoxiny, imunotoxiny, nefrotoxiny,
neurotoxiny, toxiny gastrointestinaniho traktu a. DalSi déleni je moZné podle biologickych
acinka, podle Geinku na buné¢né drovni atd.

Vzhledem k vysoké toxicité mykotoxini a potiebé jejich sledovéani je vénovana v ramci EU
této problematice velk& pozornost. K nejdaleZitéjSim zavaznym dokumentam patii Natizeni
Evropského parlamentu a Rady ¢. 178/2002/ES, kterym se stanovi obecné zasady
apozadavky potravinového préva, ziizuje se Evropsky Urad pro bezpecnost potravin a stanovi
se postupy tykajici se bezpecnosti potravin, ddle Smérnice Evropského parlamentu a Rady
¢. 32/2002/ES, o nezadoucich latkach v krmivech a Natizeni Evropského parlamentu a Rady
¢. 882/2004/ES, o Uiednich kontroléch za Ucelem ovéieni dodrZzovéani pravnich piedpisi
tykajicich se krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvitat a dobrych Zivotnich podminkach
zvirat.

V ndvaznosti na legislativu ES, tykajici se bezpegnosti potravin, se UKZUZ podili na
monitorovani zakézanych a nezadoucich latek v krmivech. Ugelem monitorovani je sbér dat
u latek, které nemaji jasné stanoveny povoleny limit, ale maji mez detekce a stanovitelnosti
analytické metody. Smeérnice ¢. 32/2002/ES sice stanovuje maximalni povolené obsahy
aflatoxinu By v krmivech, nejsou uz vSak k dispozici pravidla EU pro hodnoceni ostatnich
mykotoxini. Shromazd’ovani informaci o vyskytu mykotoxini zjidténém pri namatkovém
vzorkovéani by mohlo poskytnout uzitecné Udaje pro vyhodnoceni situace a pripravu dalSi
potiebné legislativy.

Analytické metody pouZivané ke stanoveni mykotoxind jsou velmi rozmanité. DuleZitou
soucésti metody je spravny odbér vzorku, homogenizace, mleti, extrakce a precisteni,
zkoncentrovani, piipadné derivatizace. Kazdy z téchto na sebe navazujicich krokt rozhoduje
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o vysledku analyzy. Extrakce vzorki vhodnym rozpoustédlem se provéadi na laboratorni
tiepacce v Erlenmayerové barce se zabrusem. Extrakéni rozpou&édlo se voli dle povahy,
rozpustnosti prislusného mykotoxinu a s ohledem na extrahovany material a dalSi zpracovani
extraktu. Vzhledem k charakteru a stalosti mykotoxinta probihé extrakce za laboratorni teploty
a za neutralni nebo kyselé reakce. K extrakci mykotoxini se nejé¢astéji pouziva metanol, voda,
acetonitril, octan etylnaty, aceton, chloroform, piipadné vodné roztoky organickych
rozpoudtédel. Po extrakci se suspenze prefiltruje, popripadé odstiedi. Precisténi extraktu lze
provést n¢kolika zpasoby. Metoda extrakce kapalina-kapalina se dnes jiz opoudi, pouziva se
separace na pevné fazi (SPE). Jednou z moznosti je gelova filtrace k odstranéni lipidickych
slou¢enin a pigmentd. V soucasné dobé se nejcastéji pouziva ¢isténi extraktu mykotoxini na
imunoafinitnich  kolonkach (napt. RIDA- R-Biopharm, VICAM- Vicam LP, USA,
EASI-EXTRACT- Rhone Poulenc). Jsou zaloZzeny na principu imunologické reakce
antigen + protilatka. Na imunoafinitni kolonce dojde k reverznimu spojeni mezi protilatkami
navédzanymi na gel v kolonce a jim odpovidajicim antigenem (mykotoxinem) z matrice.
Promytim se odstrani zbytky extraktu a desorpci se uvolni antigen z vazby s protilatkou.
Metody detekce mykotoxina lze rozdélit na imunochemické (ELISA) a chromatografické
(TLC, HPTLC, GC, GC/MS, HPLC, LC/MS). Z hlediska financni naro¢nosti a pristrojového
vybaveni je nejdostupnéjsi tenkovrstevna chromatografie (TLC), ktera je vhodna pro rychlé
kvalitativni  stanoveni mykotoxini. Na jegim zékladé byla vyvinuta metoda
instrumentalizované HPTLC. Novgji se zacaly pouzivat metody HPLC sUV a fluorescenéni
detekci. Pro latky neabsorbujici v UV oblasti 1ze vyuzit pred- a post- kolonovou derivatizaci.
Pro dogtatecné tékavé toxiny existuji metody GC. V podedni dobé byl zaznamenan velky
rozvoj LC/MS metod, které umoziuji jednoznacnou identifikaci mykotoxinu.

V soucasné dob¢ nejsou v platnosti jednotné evropské normy pro stanoveni mykotoxind
v krmivech ani v potravinach. Jednotlivé smérnice ES umoziuji pouZit jakoukoliv metodu za
piedpokladu, Ze splnuji predepsana kriteria- opakovatelnost, reprodukovatelnost a vytéznost,
(Smérnice Komise ¢. 53/1998/ES, ¢. 26/2002/ES, ¢. 38/2005/ES, Smérnice Rady
&. 29/1999/ES, ¢. 32/2002/ES, CSN 56 0003). Pri feSeni vyvojového tkolu jsme stéli pred
problémem vybrat zmnoha publikovanych metod metodu vhodnou pro dostupnou
instrumentaci- HPLC, LC/MS/MS, optimalizovat ji a validovat.
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3 Material a metody

V ramci monitoringu bylo poZadovéano stanoveni deoxynivanelonu (DON), zearalenonu
(ZON), ochratoxinu A, aflatoxina a fumonisina. Princip jejich stanoveni je obdobny a rovnéz
pouzité chemikdlie a zarizeni Ize uvést pro vSechny stanovené mykotoxiny v jednom
vSeobecném piehledu. Mozné odlidnosti jednotlivych metod jsou zminény v prislusnych
kapitolach pro dany mykotoxin. Podrobné postupy stanoveni jsou popsany ve standardnim
operanim postupu (SOP ¢. 23; SOP ¢. 33).

3.1 Princip metody

Vzorek se upravi mletim a homogenizaci na ¢astice o velikosti (1,0 — 1,5 mm tak, aby se
zabranilo prehati vzorku béhem homogenizace. Vzorek se extrahuje v kénické barnce
vhodnym rozpou&tédlem vytiepavanim na laboratorni tiepacce. Extrakt se piefiltruje a precisti
na imunoafinitni kolonce. Po promyti a eluci se dle potireby analyt naiedi, odpaii a rozpusti ve
vhodném rozpoudtédle. Pred nastiikem se prefiltruje, miZe se odstredit pii 10 000 otackéach.
Obsah poZadovanych analyti se stanovi metodou HPLC nebo LC/MS.

3.2 Chemikalie

V&echny pouzité chemikdlie jsou ¢istoty minimalné p.a. Rozpou&tédla pro pripravu mobilnich
fézi pro HPLC jsou kvality vySSi (Gradient Grade pro HPLC, pro LC/MS). Dogtatecné cistota
pouzitych chemikalii je kontrolovana analyzou slepého vzorku.

Rozpou&édla acetonitril, methanol, toluen, ultracista voda, pripravena systémem Milli-Q;
Pufr PBS, pH 7,4;

Octan amonny;

Kyselina mravenci (98 — 100)%;

Hydroxid sodny roztok 8g/l;

Ledova kyselina octov;

Standardy- napt. z katalogu ,Biochemikdlie a reagencie Sigma Aldrich®, nebo od firem
Supelco, R-Biopharm Rhone, Vicam.

Referen¢ni materidl- v roce 2005 pro viechny mykotoxiny od firmy R- Biopharm Rhone,
v roce 2004 pro deoxynivalenol a ochratoxin A od firmy Vicam.
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3.3 Pristroje a pomicky

Laboratorni mlynek VM-7 minirazant;

Analytické vahy;

Laboratorni trepacka;

Ultrazvukova lazen;

Zatizeni pro vyrobu ultracisté vody Milli-Q;

Koncentrétor vzorku- Termovap 10;

Odstredivka;

SPE- manifold s vakuovou pumpovu;

Automatiskeé pipety;

I munoafinitni kolonky pro jednotlivé mykotoxiny firmy VICAM;
Filtracni papiry (napt. Whatman 113V);

Kapalinovy chromatograf HP-1100 s DAD a FLD detektorem;
Kapalinovy chromatograf HP-1100 s hmotnostnim detektorem Bruker-Daltonics.

Podrobny popis chromatografickych podminek, kalibraci a vlastnihno HPLC stanoveni véetné
vypocta je uveden v jednotlivych standardnich operacnich postupech (SOP ¢. 23; SOP ¢. 33).

4 Vysedky a diskuse

4.1 HPLC metody

4.1.1 Deoxynivalenol (DON)

Vyvoj a optimalizace metody

V soucasné dobé neni v platnosti jednotnd ¢eska ani evropskd norma na stanoveni
deoxynivalenolu. V roce 2004 byly zakoupeny imunoafinitni kolonky firmy Vicam a pfi
analyzéch se postupovalo podle navodu vyrobce. Metoda byla validovana. V ramci
monitoringu neZadoucich a zakézanych laek bylo analyzovano 34 vzorka s pozitivnim
ndlezem. V roce 2005 European Commission DG Joint Research Centre, Institute for
Reference Materials and Measurements v Geelu vytvorila navrh metody a usporédala
validaéni studii této metody, které se naSe laborator zUc¢astnila. Principem metody je extrakce
vzorku vodou, ¢ast extraktu se pieCisti pres imunoafinitni kolonku. Eluce mykotoxinu
z kolonky se provadi metanolem a po odpafeni a rozpudténi v mobilni féazi se DON
kvantitativné stanovi na HPLC s UV detekci pri vinové délce 220 nm. Byly pouzivany
imunoafinitni kolonky firmy R-Biopharm. Metodu naSe laborator pievzala a odzkouSela
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cenové vyhodngjsi kolonky firmy Vicam. Podrobny popis metody a chromatografické
podminky méteni DONu jsou uvedeny ve standardnim operacnim postupu (SOP ¢. 23).

Validace metody

V roce 2005 bylo v ramci monitoringu analyzovdno na DON 120 vzorku, pricemZ
ve 44 vzorcich byla zjisténa hodnota vySSi nez 50 pg/kg. Podle Smeérnice komise
¢. 38/2005/ES pii vyhodnocovani parametra piesnosti byly vzorky rozdéleny podle
nalezenych obsahi do dvou urovni: (100 — 500) pg/kg a> 500 pg/kg. Zvlé&' byla hodnocena
Uroven do 100 pg/kg. Vysledky v jednotlivych trovnich jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 1; 2 a 3.
Na z&klade prométenych vzorkt a ziskanych vysledka byla metoda ¢astecné validovana.
Valida¢ni parametry byly vyhodnoceny statistickym programem EffiValidation 3.0. Pro DON
byla stanovena opakovatelnost, presnost, spravnost, mez detekce a mez stanovitelnosti,

reprodukovatelnost, vytéznost metody.

Tabulka ¢. 1: Naméiené hodnoty DON — Urovei < 100 pg/kg

Vzorek €. Material Méreni 1 M éreni 2
(Hg/kg) (Hg/kg)
904 pSenice 80,03 62,12
985 jeémen 59,26 66,09
1133 pSeni¢né otruby 110,3 86,58
1287 je¢men 54,2 60,41
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Tabulka ¢. 2: Naméiené hodnoty DON — Urovei (100 — 500) pg/kg

Vzorek ¢.| Materidl | Méfeni 1 | Méreni 2 |Vzorek €. | Material | Méieni 1 | M éieni 2
(ng/kg) | (Hg/kg) (Hg/kg) | (ng/kg)
898 | pSenice 327,10 258,02 1292 | pSenice 104,30 95,83
905 pSenice 344,88 202,22 1293 |je¢men 115,72 132,62
968 | pZenice 144,92 | 173,89 1377  |jecmen 125,42 | 131,48
1118 | pSenice 149,31 | 156,575 1455  kukurice 396,13 386,97
1121  |jecmen 179,84 165,94 1547 | pSenice 181,54 168,35
1144  |kukufice | 351,51 | 331,95 1605 |kukufice | 419,59 | 380,60
1250 | pSenice 282,28 215,13 1615 | kukutice 148,40 111,26
1291 | pSenice 449,14 460,02 1617 |pSenice 240,66 212,83
1632 | kukutice 112,70 130,81 1635 |pSenice 339,57 453,76
1636 | kukurice | 189,30 130,39 1637 | kukurice | 443,51 387,74
1692 | kukutice 251,96 202,75 - - - -
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Tabulka ¢. 3: Naméiené hodnoty — Uroveii > 500 pg/kg

Vzorek ¢. | Material | Méfeni 1 | Méfeni 2 | Vzorek €. | Materidl | Méfeni 1 | Méreni 2
(Hg/kg) | (ng/kg) (ng/kg) | (ng/kg)
906 kukutice | 550,20 | 466,47 1713 sojovy &ot | 164558 | 1598,07
990 |pSenice 1426,71 | 1311,48 1738 | kukutfice | 1023,09 | 1318,83
1119 | kukufice 664,63 552,78 1739 | kukufice | 1058,42 & 1113,83
1453  kukutfice | 1492,77 | 1536,04 1778 |kukufice | 119520 & 1200,98
1454 | kukutice 581,97 680,61 1779  |kukutice 300,40 883,41
1456 | kukufice 568,78 610,95 1780 | kukutice 605,67 603,63
1574 | pSenice 1451,67 | 1310,97 1786 | kukutice 580,73 789,98
1655 |kukutice | 1389,81 | 1252,86 1804 | kukutice | 1337,47 | 1147,86
1695  kukurice | 3421,41 | 3369,31 1805 |kukutice | 1117,60 | 938,37
1711 | pSenice 870,96 958,52 - - - -
Opakovatelnost

Data pro vyhodnoceni opakovatelnosti byla naméiena za podminek meéieni opakovatelnosti,

tj. v jedné laboratori, stejnym pracovnikem, na steném piistroji a v co nejkratSim case.

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti byla vybrana metoda ,,Po Urovnich z paralelniho méteni®.

Ze smérodatné odchylky lze vypocitat dovolenou diferenci dvou stanoveni, tj. maximalni

rozpéti, kterym lze jedté vysvétlit piitomnost ndhodnych chyb. Diference dvou paralelnich

stanoveni (r) byla vypo¢itana podle vztahu r=2,8 x s.
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Tabulka ¢. 4: DON-opakovatelnost

Urovei Opakovatelnost (s) | Rel. opakovatelnost Diference
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) r(28xs)
<100 11,00352 15,20 30,81
100 — 500 31,45137 12,86 88,81
> 500 88,83316 7,76 248,73
Spréavnost

Pro ovéfeni spravnosti jsme pouZili

s deklarovanou

CRM
hodnotou 0,7 ppm (£ 0,2 ppm), od firmy R-Biopharm. Vzorek byl

— Ground Wheat (piirodné obohacen)

analyzovéan ve 3 opakovanich. Nam¢rené vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: DON- spravnost - CRM

Referenéni | Naméreno | Vytéznost | Referenéni | Presnost |Hypotéza o | Hypotéza o
hodnota piresnost piresnosti | spravnosti
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (Hg/kg)

700 552,22 78,88 200 31,72993 Prijata Prijata

Analyticka metoda poskytuje pro referenéni material statisticky spravné vysledky. Vytéznost
byla stanovena na 79 %.

Spréavnost metody byla také provérena metodou standardniho pridavku. K certifikovanému
materidlu BCR 396 (Sigma-Aldrich) s deklarovanou hodnotou < 50ug/kg (pSeni¢nd mouka)
bylo ptfidano zndmé mnoZstvi standardniho roztoku DONu o koncentraci 8ug/ml. Byly
pripraveny 3 koncentracni hladiny odpovidajici hladindm, do kterych byly zarazeny redlné
vzorky. Takto pripravené vzorky byly analyzovany a vysledky byly zpracovany v programu
Effivalidation 3.0 - Spravnost: ,Velky koncentracni rozsah — slepy pokus k dispozici“. Byl
zvolen t-test —testovani spravnosti po Urovnich. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 6.
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Tabulka ¢. 6: DON- spravnost- standardni pridavek

Pridavek Naméreno Vytéznost Presnost Hypotéza
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
160 153,985 96,24 6,49831 Prijata
320 349,915 109,35 32,32185 Prijata
640 489,435 76,47 50,80562 Prijata

Oveéreni metody standardnim pridavkem potvrdilo, Ze analyticka metoda poskytuje statisticky
spravné vysledky. Vytéznost byla stanovena (77 — 109) %.

Spravnost metody byla zéroven ovéiena Ucasti ve validacnim testu analytické metody na
stanoveni obsahu deoxynivalenolu v détské vyzivé a krmivu, poradaném European
Commission DG Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and Measurements

v Unoru roku 2005. Vysledky z nasi laboratoie vyhovovaly viem parametram.

M ez detekce a mez stanovitelnosti

Z chromatogramu slepého pokusu se ur¢i maximalni zakolisani zékladni linie (hmax) v Oblasti
dané 20ti nasobkem polosiiky stanovovaného piku a kalibra¢ni ptimky smérnici (bl).
Maximélni kolisani z&ladni linie (mA):  0,02021

Smernice kalibracni ptimky: 4,96901

Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 7.

Tabulka €. 7: DON- mez detekce a mez stanovitelnosti

M éreni na mezi M éfeni na mezi Validovana vlastnost | Validovana vlastnost
detekce stanovitelnosti na mezi detekce na mezi
stanovitelnosti
(mA) (mA) (ng/ml) (ng/ml)
0,0606 0,202 12,20 40,65

Mez detekce/stanovitelnosti je 0,0606 resp. 0,202 jednotek. Validovana vlastnost na mezi

detekce/stanovitelnosti je 12,20 ng/ml resp. 40,65 ng/ml. Vysledky je nutné nasobit dvéma

(fedéni behem analyzy). Mez detekce je 25 pg/kg a mez stanovitelnosti 80 pug/kg.
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Ngistota
V nizkych koncentracich na hladiné trojnasobku meze detekce je nejistota obecné povazovana
za 50 %. Proto byly vzorky rozdéleny do dvou skupin podle obsahu DONu, do 150 pg/kg

a nad 150 pg/kg. Vysledky byly vyhodnoceny programem EffiValidation 3.0 - z dat pro
vyhodnoceni presnosti —,, paralelni méteni k dispozici“ a jsou shrnuty v tabulce ¢.8.

Tabulka ¢. 8: DON- ngistota

Charakteristika Hladina < 150 pg/kg Hladina > 150 pug/kg
Vypoétena hodnota (Lg/kg) 115,12458 807,18875
St ngjistota (pg/kg) 16,79176 72,13509
Rel. &t. ngjistota (%) 14,58573 8,93658
Faktor pokryti 2 2
RozSitena st. ngjistota (Lg/kg) 33,58352 144,27018
Rel. rozsirena ngjistota (ng/kg) 29,17146 17,87317

Relativni rozsitena nejistota na hlading do 150 pg/kg je 29 % a na hladiné nad 150 pg/kg
18 %. Do programu LAB pro zépis hodnot obsahu latek ve vzorcich v naSi laboratori byla
zadana hodnota 25 %.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost R je hodnota, pod niz bude podle o¢ekavani s danou pravdépodobnosti
lezet absolutni hodnota rozdilu vysledki dvou samostatnych stanoveni za podminek
reprodukovatelnosti, tj. u stejného materidlu ziskaného pracovniky raznych laboratoii
za pouZiti standardizované zkuSebni metody: R = 2,8 x sz. Relativni smérodatna odchylka
RSDr se vypocita z vysledki ziskanych za podminek reprodukovatelnosti - (ss/x) x 100.
V Unoru 2005 se naSe laboratoi zUcastnila Validace metody na stanoveni DONu poradané
Euopean Commission DG Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and
Measurements, ve které byla stanovena reprodukovatelnost. Vysledky jsou v tabulce ¢. 9.
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Tabulka ¢. 9: DON- reprodukovatelnost

Hladina RSDr Hladina RSDr

(Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%)
188 25,2 808 23,3
229 15,7 1013 10,5
401 16,5 - ]

Zhodnoceni metody pro DON

Dle Smérnice komise 2005/38/ES v Priloze I1. - mohou laboratoie zvolit jakoukoliv metodu
za predpokladu, Ze spliuje kriteria uvedena v tabulce ¢. 10.

Tabulka €. 10: Pracovni charakteristiky pro deoxynivalenol

M nozstvi Deoxynivalenol
RSD;, RSDgr Vytéznost
(Hok9) (%) (%) (%)
> 100 < 500 <20 <40 60 az 110
> 500 <20 <40 70 az 120

Metoda je akceptovatelna v pripade, Ze pro viechny koncentracni rovné dosahuje relativni
smérodatné odchylky < 20 %. Toto kriterium se ndm podatilo ve v3ech Urovnich splnit. Nami
stanovené relativni opakovatelnosti se pohybuji mezi 8 % a 15 %.

Kriterium vytéZnosti bylo ovéreno analyzou CRM s deklarovanou koncentraci DONu,
odpovidajici druhé koncentracni hlading. Vytéznost 79 % spliuje poZadavek 70 % az 120 %.
Metoda standardniho pridavku poskytla vysledky vytéznosti 98 % a 109 % pro prvni
koncentracni hladinu a 77 % pro druhou hladinu, vdechny vysledky danému kriteriu vyhovuji.
Pri valida¢ni studii metody byly stanoveny RSDg . VSechny hodnoty jsou menSi nez 40 %.
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4.1.2 Ochratoxin A (OTA)
Vyvoj a optimalizace metody

V soucasné dob¢ je kdispozici jedind platna norma na stanoveni ochratoxinu
A- CSN EN 14132 , Potraviny — Stanoveni ochratoxinu A v je¢meni a prazené kévé — Metoda
HLPC s preci&enim na imunoafinitni kolonce", ktera je ¢eskou verzi evropské normy
EN 14132 2003. Principem metody je homogenizace vzorku, extrakce vodnym roztokem
acetonitrilu, filtrace, redéni filtratu fosfatovym pufrem a jeho preci&téni na imunoafinitni
kolonce. Pro préaci s imunoafinitni kolonkou firmy Vicam byl pouzivan instrukeni ndvod
OchraTest-HPLC pro kukutici, obili a krmivo. Z kolonky je mykotoxin eluovan methanolem
a naredén vodou. Podrobny popis metody a chromatografické podminky mereni OTA jsou

uvedeny ve standardnim operacnim postupu (SOP ¢. 23).

Validace metody

Metoda byla validovana, byly stanoveny tyto validacni parametry: opakovatelnost, spravnost,
mez detekce, mez stanovitelnosti, vytéZnost.

V roce 2004 laboratot zjistila pouze 2 vzorky s pozitivnim ndlezem OTA. V roce 2005 bylo
analyzovano 120 vzorka krmnych surovin v rdmci monitoringu nezédoucich a zakézanych

latek, z toho 5 pozitivnich.

Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti bylo pouZito 5 vzorku, u kterych byl zji&én pozitivni nélez.
Pro kazdy vzorek byla provadéna 4 stanoveni. K vyhodnoceni opakovatelnosti byla vybrana
metoda: ,,Po Urovnich z vicendsobného mereni”. Diference dvou paralelnich stanoveni (r)
byla vypoc¢itana podle vzorce r = 2,8 x s. Namérené hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢. 11
avyhodnoceni v tabulce ¢. 12.

Tabulka ¢. 11: OTA- namérené hodnoty

Vzorek ¢. Material Méieni 1 M éieni 2 M éfeni 3 M éfeni 4
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
898 pSenice 6,813 7,22 7,59 5,12
905 pSenice 42,48 46,11 27,53 36,10
1376 pSenice 2,11 1,30 1,00 1,33
1546 soja 39,35 35,65 46,41 35,77
1647 kukurice 146,63 137,03 147,6 155,05
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Tabulka ¢. 12: OTA -opakovatelnost

Vzorek €. Pramér Opakovatelnost Relativni Diferencer
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) (sx28)
898 6,68475 1,09367 16,36 3,06
905 38,056 8,14589 21,41 22,81
1376 1,43375 0,47277 32,97 1,32
1546 39,29675 5,04369 12,83 14,12
1647 146,578 7,39252 5,04 20,70

Relativni opakovatelnost analytické metody byla stanovena na 20 %.

Spréavnost
K vyhodnoceni spravnosti jsme pouzili CRM — Ground Wheat (ptirodné obohacen)
sdeklarovanou hodnotou 16,8 ppb (4,5 ppb), od firmy R-Biopharm. Byl analyzovan

ve 4 opakovanich. Namgrené vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 13 avysledky v tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢. 13: OTA- spravnost- CRM hodnoty

Popis Referenéni | Referenéni| Mérenil | Méreni2 | Méreni 3 | Méreni 4
hodnota | piesnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
CRM 16,8 4,5 18,154 15,990 19,113 18,050
Tabulka €. 14: OTA- spravnost- CRM vydedky
Referenéni | Naméreno | Vytéznost | Referenéni | Presnost | Hypotéza Hypotéza
hodnota piresnost 0 presnosti | 0 spravnosti
(Hg/kg) (%) (Hg/kg) | (ng/kg)
16,8 17,8265 106,11 45 1,31482 Prijata Prijata

Analytickd metoda poskytuje pro referencni materid statisticky sprévné vysledky s vytéZznosti
106 %. Spravnost metody byla také provérena metodou standardniho pridavku. K tomuto
Ucelu byl pouzit vzorek krmné suroviny, ktera vykazovala nulové hodnoty ochratoxinu A.
K vychozimu vzorku bylo priddno znamé mnoZstvi standardniho roztoku ochratoxinu A
o koncentraci 1 ug/ml a byly piipraveny 3 koncentra¢ni hladiny, odpovidajici koncentracni
hladiné meze detekce a certifikovaného referenéniho materidlu. Takto pripravené vzorky byly
analyzovéany a vysledky byly zpracovany v programu EffiValidation 3.0 - Spravnost: ,Velky
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koncentracni rozsah — slepy pokus k dispozici“. Byl zvolen t-test — testovéni spravnosti po

arovnich. Nameétrené hodnoty a vysledky jsou shrnuty v tabulkéch ¢.15 a 16.

Tabulka ¢. 15: OTA- spravnost — standardni piidavek hodnoty

Predlozeno Méieni 1 M éieni 2

(Ho/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)

0,8 0,754 0,788

4,0 3,514 3,698

20,0 19,146 17,964

Tabulka €. 16: OTA- spravnost - standardni piidavek vysledky
Pridavek Naméreno Vytéznost Presnost Hypotéza
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)

0,8 0,771 96,38 0,02404 Prijata
4,0 3,606 90,15 0,13011 Prijata
20,0 18,555 92,78 0,8358 Prijata

Na hladiné do 1 pg/kg jsme stanovili vytéznost 96 %, na hladingé do 10 pg/kg 90 %, nad
10 pg/kg je vytéznost metody 93 %.

M ez detekce a mez stanovitelnosti

K vyhodnoceni byla pouzita metoda: “Ze signalu slepého pokusu v chromatografii“.
Maximélni kolisani z&ladni linie (mA):

Smernice kalibracni ptimky:

0,0005
0,0867

Tabulka €. 17: OTA- mez detekce a mez stanovitelnosti

M éreni na mezi M éfeni na mezi Validovana vlastnost | Validovana vlastnost
detekce stanovitelnosti na mezi detekce na mezi
stanovitelnosti
(mA) (mA) (ng/ml) (ng/ml)
0,0015 0,005 0,0173 0,05767

Mez detekce/stanovitelnosti je 0,0015 resp. 0,005 jednotek. Validovana vlastnost na mezi
detekce/stanovitelnosti je 0,0173, resp. 0,05767 ng/ml. Vysledky je nutné nésobit tremi
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(fedéni béhem analyzy). Mez detekce je 0,052 pg/kg a mez stanovitelnosti 0,173 pg/kg.
Do Programu LAB byla zadana hodnota - Limit detekce: 0,5 pg/kg.

Ngistota

Negjistoty byly vyhodnoceny programem EffiValidation 3.0 —,,Z dat pro hodnoceni presnosti —
vicenasobna mereni k dispozici“. Predpoklada se, Ze vSechny uvaZzované zdroje nejistot jsou
reprezentativné zastoupeny v datech. Naméiené hodnoty jsou shrnuty v tabulce
¢. 18 avysledky v tabulce ¢. 19.

Tabulka ¢. 18: OTA- ngjistota hodnoty

Popis Méieni 1 M éieni 2 M éieni 3 M éieni 4
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
898 6,81 7,22 7,59 5,12
905 4248 46,11 27,53 36,10
1376 2,11 1,30 1,00 1,33
1546 39,35 35,65 46,41 35,77
1647 146,63 137,032 147,60 155,05
Tabulka €. 19: OTA- ngjistota vysedky
Charakteristika Hodnota Charakteristika Hodnota
Vypoétena hodnota .
46,4102 Faktor pokryti 2
(H/kQ) poKTy
. RozSirena st.
St. ngjistota (Lg/kQg) 5,43821 nejistota (Lg/kg) 10,87642
. Rdl. rozSifena
0,
Rdl. st. ngjistota (%) 11,7177 nejistota (%) 23,4354

Relativni rozSitené negjistota je 23 %.

Reprodukovatelnost
Nebyla stanovena.
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Zhodnoceni metody pro ochratoxin

Dle Smérnice Komise 2002/26/ES v Ptiloze I1- Pracovni charakteristiky pro metody analyzy
pfi Ufedni kontrole mnoZstvi ochratoxinu A laboratore musi spliovat kriteria uvedend
v tabulce ¢. 20.

Tabulka ¢. 20: Kriteria hodnoceni metody

M noZzstvi RSD;, Vytéznost
(Hg/kg) (%) (%)

<1 <40 50 - 120

1-10 <20 70-110

Relativni opakovatelnost nami stanovenych vzorkt byla 20 %. Na hladiné okolo 1ug/kg byl
zjistén 1 vzorek srelativni opakovatelnosti 33 % a ve druhé hladiné se relativni
opakovatelnost pohybuje mezi (5 — 20) %. Vysledky jsou vyhovujici.

Analytickda metoda poskytuje statisticky spravné vysledky. Na hladiné do 1 pg/kg byla
stanovena vytéznost 96 %, ve druhé hlading 90 %, nad tyto hladiny pak vytéznost 93 %.
Vysledky jsou vyhovujici.

4.1.3 Zearalenon ( ZON)

Vyvoj a optimalizace metody

V soucasné dob¢ neexistuje predepsana rozhod¢i metoda pro stanoveni ZONu. Euopean
Commission DG Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and Measurements
vSak pripravila navrh metody na stanoveni ZONu a v ¢ervnu 2005 se konala validacni studie
této metody, které se naSe laboratoi U¢astnila. Principem metody je extrakce vzorku vodnym
roztokem methanolu a preci&téni extraktu na imunoafinitni kolonce. ZON se eluuje z kolonky
methanolem, roztok se naredi vodou a analyzuje na HPLC na reverzni fazi s fluorescenéni
detekci (excitacni vinova délka 274 nm a emisni vinova délka 446 nm). Metoda byla prevzata,
odzkouSena. Zaroven byly otestovany i kolonky firmy Vicam.

Validace metody
Metoda byla validovana. Byly urceny tyto validatni parametry: opakovatelnost, spravnost,
mez detekce a mez stanovitelnosti, nejistota a reprodukovatel nost.
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Opakovatelnost

Z 57 vzorkt krmnych surovin bylo pro stanoveni opakovatelnosti vybréno 5 vzorka, u kterych
byl zji&én pozitivni ndlez. Pro kazdy vzorek byla provadéna 4 stanoveni.

K vyhodnoceni opakovatelnosti byla vybrana metoda: ,,Po Urovnich z vicendsobného méieni“.
Diference dvou paralelnich stanoveni (r) byla vypocitana podle vzorce r = 2,8 x s. Namgrené
hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢. 21 avyhodnoceni v tabulce ¢. 22.

Tabulka ¢. 21: ZON- opakovatelnost hodnoty

Vzorek ¢. Material M éreni 1 M éreni 2 M éreni 3 M éreni 4
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
988 pSenice 14,732 8,484, 14,974 6,13
1286 kukurice 68,612 62,505 62,894 64,408
1319 pSenice 59,339 50,968 65,004 59,575
1320 jecmen 52,247 56,87 53,152 64,518
1789 kukurice 38,328 33,239 47,475 36,492

Tabulka ¢. 22: ZON- opakovatelnost vydedky

Vzorek ¢. Pramér Opakovatelnost Relativni Diferencer
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) (sx2,8)
988 11,08 4,46251 40,28 12,50
1286 64,60 2,79478 4,33 7,83
1319 58,72 5,79357 9,87 16,22
1320 56,70 5,58473 9,85 15,64
1789 38,88 6,10197 15,70 17,09

Relativni opakovatelnost dané metody byla stanovena 20 %.

Spréavnost

K hodnoceni spréavnosti jsme pouZzili CRM — Milo (ptirodné obohacen) s deklarovanou
hodnotou 648 ppb (+ 148ppb), od firmy R-Biopharm. CRM byl analyzovén
ve 3 opakovanich. Nam¢rené hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢. 23 avysledky v tabulce ¢. 24.
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Tabulka €. 23: ZON- spravnost hodnoty CRM

Popis Referenéni | Referenéni Méieni 1 M éieni 2 M éieni 3
hodnota piresnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
CRM 648 140 704,33 603,18 606,72
Tabulka €. 24: ZON- spravnost vysedky CRM
Referenéni | Naméieno | VytéZznost | Referenéni | Piesnost Hypotéza | Hypotéza
hodnota piresnost 0 piresnosti | 0 spravnosti
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (Hg/kg)
648 638,07 98,47 140 57,403 Prijata Prijata

Analyticka metoda poskytuje pro referenéni materidl statisticky spravné vysledky a stanovena
vytéznost je 99 %.
V ramci Validace metody stanoveni obsahu zearalenonu v krmivu poifadané European

Commission DG Joint Research Centre nase laboratoi obdrzela IRM s deklarovanou

hodnotou 75 pg/kg. Material byl analyzovan v paralelnim opakovani. Naméiené hodnoty
avysledky jsou shrnuty v tabulkéch ¢. 25 a 26.

Tabulka €. 25: ZON- spravnost hodnoty IRM

Popis Referenéni Referenéni Méieni 1 M éireni 2
hodnota piresnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
IRM 75 10 77,61 75,06
Tabulka €. 26: ZON- spravnost vydedky IRM
Referenéni | Naméieno | VytéZznost | Referenéni | Piesnost | Hypotéza o| Hypotéza o
hodnota piresnost piresnosti | spravnosti
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (Hg/kg)
75 76,335 101,78 10 1,80312 Prijata Prijata

Stanovena vytéznost je 102 %. Spravnost metody byla také proveérena metodou standardniho

piidavku. K tomuto Gc¢elu byl pouzit vzorek krmné suroviny, kter4 vykazovala nulové

hodnoty zearalenonu.
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roztoku ZONu o koncentraci 200pg/ml a byly pripraveny 3 koncentracéni hladiny,
odpovidajici koncentracnimu rozsahu stanovenych vzorka. Takto pripravené vzorky byly
analyzovéany a vysledky byly zpracovany v programu EffiValidation 3.0 - Spravnost: ,Velky
koncentracni rozsah — slepy pokus k dispozici“. Byl zvolen t-test — testovéni spravnosti po
urovnich. Nameéirené hodnoty a vysledky jsou shrnuty v tabulkéch ¢. 27 a 28.

Tabulka ¢. 27: ZON- spravnost- standardni piidavek hodnoty

Predlozeno Méieni 1 M éieni 2

(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)

160 167,17 160,93

400 394,77 380,45

800 787,81 780,89

Tabulka €. 28: ZON- spravnost- standardni pridavek vysledky
Pridavek Naméreno Vytéznost Presnost Hypotéza
(Hg/kg) (Hg/kg) (%) (Hg/kg)

160 164,049 102,53 4,41447 Prijata
400 387,611 96,90 10,12577 Prijata
800 784,348 98,04 4,89671 Prijata

Metoda ovéiena standardnim piidavkem poskytuje vytézky 97 % az 103 %.

Spravnost metody byla také ovérena Gcasti ve Validaci analytické metody na stanoveni
obsahu zearalenonu v krmivu, porédané European Commission DG Joint Research Centre,
Institute for Reference Materials and Measurements v ¢ervnu roku 2005. Vysledky z naSi
laboratore vyhovovaly vsem parametram.

M ez detekce a stanovitelnosti

K vyhodnoceni byla pouzita metoda: ,, Ze signdlu slepého pokusu v chromatografii“.
Maximalni kolisani zékladni linie (mA):  0,00066

Smernice kalibracni ptimky: 0,01011
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Tabulka €. 29: ZON — mez detekce a mez stanovitelnosti

M éreni na mezi M éfeni na mezi Validovana vlastnost | Validovana vlastnost
detekce stanovitelnosti na mezi detekce namez
stanovitelnosti
(mA) (mA) (ng/ml) (ng/ml)
0,0018 0,006 0,17822 0,59406

Mez detekce/stanovitelnosti je 0,0018 resp. 0,006 jednotek. Validovana vlastnost na mezi
detekce/stanovitelnosti je 0,17822 resp. 0,04065 ng/ml. Vysledky je nutné nasobit Sesti
(fedéni behem analyzy). Mez detekce je 1,1pg/kg a mez stanovitelnosti 3,6 pg/kg.
Do Programu LAB byla zadana hodnota - Limit detekce: 5 pg/kg.

Ngistota
Negjistota byly vyhodnocena programem EffiValidation 3.0 — ,Z dat pro hodnoceni presnosti —
vicenasobna mereni k dispozici“. Predpoklada se, Ze vSechny uvaZzované zdroje nejistot jsou

reprezentativné zastoupeny v datech. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 30.

Tabulka ¢. 30: ZON- ngjistota

Charakteristika Hodnota Charakteristika Hodnota
Vypoétena hodnota ]

45,9622 Faktor pokryti 2
(ug/kg) POy
St. ngjistota (Lg/kg) 5,12847 Egjﬁg‘fg"’(‘@/kg) 10,25633
Rel. &t. nejistota (%) 11,15736 r'?;'iégtz:(r;:‘)a 2231471

Relativni rozSitena nejistotaje 22 %.
Do programu LAB pro zapis hodnot obsahu létek ve vzorcich v nasi laboratoti byla zadana
hodnota 25 %.

Reprodukovatelnost

V lednu 2005 se laboratoi zUcastnila Validace metody na stanoveni ZONu (viz. Priloha),
ve které byla stanovena reprodukovatelnost. Vysledky jsou v tabulce ¢. 31.
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Tabulka ¢. 31: ZON- reprodukovatelnost

Hladina RSDgr
(Hg/kg) (%)
31,5 17,3
69,7 16,3
87,4 21,4
126,0 17,7
306,8 15,5

Relativni reprodukovatelnost se pohybovala od 16 do 21 %.

Zhodnoceni metody pro zearalenon
Dle Smérnice komise 2005/38/ES v priloze Il — Pracovni charakteristiky pro metody na
stanoveni zearalenonu laboratore museji spliiovat nasledujici kriteria:

Tabulka €. 32: Pracovni charakteristiky pro zearalenon

.. Zearalenon
M nozstvi
(Hg/ka) RSDy RSDg Vytéznost
(%) (%) (%)
<50 <40 <50 60 az 120
> 50 <25 <40 70 az 120

Relativni opakovatelnost nami stanovenych vzorka byla 20 %. Na hladiné do 50 pg/kg byly
zji&eny 2 vzorky a splnuji poZadavek rel. opakovatelnosti (40 % a 16 %) a ve druhé hlading
serel. opakovatelnost pohybuje mezi 4 % az 10 %. Je rovnéz vyhovujici.

Analytickda metoda poskytuje statisticky spravné vysledky a spliuje kriteria vytéZnosti.
Stanovené vysledky jsou na hladiné okolo 50 pug/kg 102 % (IRM), ve druhé hladiné 99 %
(CRM) a97 % az 103 % (vzorky se standardnim pridavkem).

Relativni smérodatna odchylka RSDr se pohybovala mezi 16 % az 21 % a spliuje dana
kriteria
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4.2 LC/MS metody

4.2.1 Fumonisin B; aB, (FUM B; aB))

Vyvoj a optimalizace metody

Pro stanoveni obsahu fumonisinu plati norma CSN EN 13585 ,Potraviny- Stanoveni
fumonisini  B; a B, vkukufici- Metoda vysokol¢inné kapalinové chromatografie
s precisténim extrakci na pevné fazi“. Metoda byla odzkouSena, ale zatim nebyla zavedena,
poZadované vzorky byly analyzovany LC/MS metodou. Extrakce a precidténi extraktu
probihalo podle navodu firmy Vicam, ktery byl dodan spolu simunoafinitnimi kolonkami.
Z publikovanych ¢lanka byla potom vybrana a optimalizovana MS/MS metoda s piredchozi
separaci na kapalinovém chromatografu uréena ke kvantifikaci fumonisini. Podrobny postup
je popsan v SOP ¢. 33.

Validace metody
Metoda byla validovana, byly ur¢eny tato validacni parametry: opakovatelnost, spravnost,
mez detekce a mez stanovitelnosti, vytéZnosti.

Opakovatelnost

V roce 2005 bylo analyzovano 56 vzorka krmnych surovin v rdmci monitoringu nezédoucich
a zakézanych latek. Pro stanoveni opakovatelnosti byly vybrény 3 vzorky spozitivnim
vyskytem fumonisini. K vyhodnoceni opakovatelnosti byla vybrana metoda: ,,Po Urovnich
zvicenasobného mefeni“. Namérené hodnoty jsou shrnuty v tabulkéch ¢. 33 a 35;
vyhodnoceni v tabulkéach ¢. 34 a 36.

Tabulka ¢. 33: Naméiené hodnoty pro Fumonisin B;

Cido M ateriél M &feni 1 M &feni 2 M &feni 3 M &feni 4
vzorku (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
1571 kukutice 22,50 19,01 19,51 21,67
1664 kukurice 2,04 2,57 - -
1789 kukutice 6,30 6,76 5,96 -




Tabulka €. 34: Vyhodnoceni pro Fumonisin B;

Cido vzorku Pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1571 20,6725 1,6783 8,11852
1664 2,3050 0,3748 16,25885
1789 6,3400 0,4015 6,33276
Tabulka ¢. 35: Naméiené hodnoty (ug/kg) pro Fumonisin B,
Cidovzorku | Materidl M éFeni 1 M éFeni 2 M éreni 3 M &reni 4
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
1571 kukurice 195,0 172,8 193,01 209,68
1664 kukutice 1454 13,67 17,57 14,51
1789 kukurice 7,51 5,16 6,76 -
Tabulka ¢.36: Vyhodnoceni pro Fumonisin B,
Cido vzorku Pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1571 192,6225 15,16237 7,87155
1664 15,0725 1,71313 11,36595
1789 6,47667 1,20035 18,53341

Relativni opakovatelnost nami stanovenych vzorka je 9,51 % pro Fumonisin B, a 12,55 %

pro Fumonisin By.

M ez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly stanoveny z poméru SIN (signal to noise) — signalu

k Sumu. Jako mez detekce se udava hodnota S/IN = 3 a jako mez stanovitelnosti je stanovena

hodnota S/N = 10.
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Tabulka ¢ 37: M eze detekce a stanovitelnosti pro Fumonisiny B1,B;

Mykotoxin M ez detekce M ez stanovitelnosti
(ng/kg) (ng/kg)
Fumonisin B; 0,6 2
Fumonisin B, 3 10

Mez detekce pro Fumonisin B; je 0,6 pg/kg, pro Fumonisin B, 3 pg/kg; meze stanovitelnosti
jsou pro FUM B; 2 ug/kg apro FUM B3 10 pg/kg.

Spravnost

Spravnost byla ovéfena metodou standardniho pridavku na vzorcich negativniho vyskytu
fumonisini a na vzorku s pozitivnim vyskytem v raznych mnoZstevnich hladinéch. Pridano
bylo rizné mnozstvi smésného standardniho roztoku fumonisini. Vytéznosti byly vypocéteny
z prameérného vysledku méieni. Shrnuti je v tabulkéch ¢. 38 a 39.

Tabulka €. 38: Ovéieni spravnosti metody standardnim pridavkem pro Fumonisin B;

Cido vzorku/ Pridané M &feni 1 M &ieni 2 Vytéznost
obsah FUM B mnozstvi
(La/kg) (La/kg) (La/kg) (La/kg) (%)
1571/ 20,7 200 1554 144.3 64,6
1571/ 20,7 320 248,7 269,1 74,4
1280/ 0 600 480,6 430 75,9
895/ 0 600 467,2 428,8 74,7

Tabulka €. 39: Ovéieni spravnosti metody standardnim pr¥idavkem pro Fumonisin B,

Cido vzorku/ Pridané M &reni 1 M &ieni 2 Vytéznost
obsah FUM B mnozstvi
(La/kg) (La/kg) (La/kg) (La/kg) (%)
1571/ 193 200 342,8 340,2 74,3
1571/ 193 320 490,4 516,9 97,1
1280/ 0 600 407,3 432,5 70,0
895/ 0 600 489,7 505,5 82,9

Vytéznosti fumonisini B, a B, stanovené pomoci standardniho pridavku jsou v rozmezi 64 %
az 90 % pro koncentracni hladinu do 500 pg/kg a v rozmezi 70 % aZz 83 % pro koncentratni

hladinu nad 500 pg/kg.
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Negjistoty a reprodukovatelnost
Z duvodu absence kruhového testu nebyly stanoveny.

Zhodnoceni metody pro fumonisiny B1 a B2

Dle Smeérnice komise 2005/38/ES v priloze I1- Pracovni charakteristiky pro metody na
stanoveni fumonisint B; a B, laboratoire musi spliiovat nésledujici kriteria uvedena
v tabulkach ¢. 40 a 41.

Tabulka €. 40: Kriteria hodnoceni metody- relativni smérodatna odchylka

M nozstvi RSD;
(Hg/kg) (%)
<500 <30
> 500 <20

RSD,. relativni smérodatna odchylka vypoctend zvysledkt ziskanych za podminek
opakovatelnosti.

Tabulka €. 41: Kritéria hodnoceni metody- vytéZznosti fumonisnia B a B,

M nozstvi Vytéznost
(Hg/kg) (%)

<500 60 — 120

> 500 70-110

Relativni opakovatelnost nami stanovenych vzorka byla 9,51 % pro Fumonisin B; a 12,55 %
pro Fumonisin B,. V3echny zmeéirené vzorky byly na hlading niz8i nez 500 pg/kg a spliuji
podminky relativni opakovatelnosti do 30 %.

Vytéznosti fumonisini byly stanoveny na obou koncentratnich hladinach a také spliuji
pozadavky Smernice komise 2005/38/ES.

4.2.2 Aflatoxiny B1,B2,G1a G2

Vyvoj a optimalizace metody

Metoda na stanoveni aflatoxini v krmnych surovinach a krmivech dosud nebyla zarazena do
deskych ani evropskych norem. V platnosti je pouze CSN EN 12955 |, Potraviny- Stanoveni
aflatoxinu B1 a sumy aflatoxind Bi, By, Gi a G, v ceredliich, skorapkovych plodech
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a podobnych vyrobcich- Metoda vysokoug¢inné kapalinové chromatografie s postkolonovou
derivatizaci preci&énim na imunoafinitni kolon¢“. Metoda nebyla zavedena, vzorky na
stanoveni aflatoxini byly analyzovany LC/MS metodou.

Aflatoxiny byly extrahovany podle postupu firmy Vicam, dodaného spolecné
s imunoafinitnimi kolonkami pro stanoveni aflatoxini. Metoda pro kvalitativni i kvantitativni
stanoveni aflatoxini byla navrZzena a optimalizovéna z publikovanych praci tak, aby spliiovala
hlavni validacni parametry. VyuZito bylo iontového zdroje APPI a ke kvantifikaci jsme
pouZili opét MS/M S metodu. Podrobny postup je popsan v SOP ¢. 33.

Validace metody
Metoda byla validovana, byly ur¢eny tato validacni parametry: opakovatelnost, spravnost,
mez detekce a mez stanovitelnosti, vytéZnosti.

Opakovatelnost

V roce 2005 bylo analyzovano na pritomnost aflatoxini 56 vzorka krmnych surovin v ramci
monitoringu nezédoucich a zakézanych latek. JelikoZ viechny analyzované vzorky krmnych
surovin, se ukazaly jako negativni, relativni opakovatelnost byla stanovena na vzorku
s raznym piidavkem standardnich roztoki jednotlivych aflatoxin.

K vyhodnoceni opakovatelnosti byla vybrana metoda: ,,Po Urovnich z vicendsobného méreni®.
Nametrené hodnoty a vyhodnoceni jsou shrnuty v tabulkéch ¢. 42 az 49.

Tabulka €. 42: Naméiené hodnoty pro Aflatoxin B;

Cido vzorku M aterial M &Feni 1 M &Feni 2
(Lg/kg) (Lg/kg)
1776 A kukutice 30,02 32,23
1776 B kukutice 8,61 8,55
1776 C kukutice 6,01 6,31
1776 D kukutice 32,55 34,45
1776 E kukutice 10,8 9,26
1776 F kukutice 2,19 2,11
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Tabulka €. 43: Vyhodnoceni pro Aflatoxin B

Cido vzorku Pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1776 A 31,13 1,5556 4,9972
1776 B 8,58 0,0424 0,4945
1776 C 6,16 0,2121 3,4437
1776 D 33,50 1,3435 4,0105
1776 E 10,03 1,0889 10,8569
1776 F 2,15 0,0566 2,6311
Tabulka €. 44: Naméiené hodnoty pro Aflatoxin B,
Cido vzorku M ateriéal M é&reni 1 M é&reni 2
(Lo/kg) (Lo/kg)
1776 A kukutice 9,51 10,22
1776 B kukurice 3,55 3,01
1776 C kukutice 2,18 1,94
Tabulka €. 45: Vyhodnoceni pro Aflatoxin B2
Cido vzorku Pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1776 A 9,865 0,50205 5,089
1776 B 3,280 0,38184 11,641
1776 C 2,060 0,16971 8,238
Tabulka ¢. 46: Naméiené hodnoty pro Aflatoxin G,
Cido vzorku Material M é&reni 1 M &reni 2
(Lo/kg) (Lo/kg)
1776 A kukutice 16,36 18,14
1776 B kukurice 5,76 7,04
1776 C kukurice 3,78 3,49
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Tabulka €. 47: Vyhodnoceni pro Aflatoxin G;

Cido vzorku Pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1776 A 17,250 1,2587 7,297
1776 B 6,400 0,9051 14,142
1776 C 3,635 0,2051 5,641
Tabulka ¢. 48: Namérené hodnoty pro Aflatoxin G,
Cido vzorku Material M é&reni 1 M &reni 2
(Lg/kg) (Lo/kg)
1776 A kukutice 9,40 10,16
1776 B kukutice 3,30 2,62
1776 C kukurice 2,91 2,53
Tabulka ¢.49: Vyhodnoceni pro Aflatoxin G,
Cido vzorku Pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1776 A 9,78 0,5374 5,495
1776 B 2,96 0,4808 16,244
1776 C 2,72 0,2687 9,879

Relativni opakovatelnosti analytické metody jsou pro jednotlivé aflatoxiny By, B,, Gi a G

5,45 %; 8,74 %; 9,75 % a 11,33 %.

M ez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly stanoveny z poméru SIN (signal to noise) — signalu

k Sumu. Jako mez detekce se udava hodnota S/N = 3 a jako mez stanovitelnosti je stanovena

hodnota S/N = 10.
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Tabulka ¢. 50: M eze detekce a stanovitelnosti pro aflatoxiny B;, B,, G1a G,

Mykotoxin Mez detekce SIN =3 M ez stanovitelnosti
S/IN =10
(Hg/kg) (Hg/kg)
Aflatoxin B, 0,3 1
Aflatoxin B, 1,2 4
Aflatoxin G; 2,1 7
Aflatoxin G, 2,1 7
Spréavnost

Spravnost byla ovéfena metodou standardniho pridavku na vzorcich negativniho vyskytu

aflatoxini na riiznych mnoZstevnich hladinéch rozdélenych podle normy ES.

Tabulka €. 51: Ovéieni spravnosti metody standardnim pridavkem pro Aflatoxin B,

Cido vzorku Pridané M &Feni 1 M &ieni 2 Vytéznost
mnozstvi

(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (%)
1776 A 38 30,02 32,23 81,9
1776 B 10 8,61 8,55 85,8
1776 C 8 6,01 6,31 77,0
1776 D 40 32,55 34,45 83,8
1776 E 12 10,80 9,26 83,6
1776 F 3 2,11 2,19 71,7

Tabulka €. 52: Ovéieni spravnosti metody standardnim pridavkem pro Aflatoxin B,

Cido vzorku Pridané M &reni 1 M &ieni 2 Vytéznost
mnozstvi
(La/kg) (La/kg) (La/kg) (%)
1776 A 12 9,51 10,22 82,2
1776 B 3,75 3,55 3,01 87,5
1776 C 2,5 2,18 1,94 82,4
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Tabulka €. 53: Ovéieni spravnosti metody standardnim pridavkem pro Aflatoxin G,

Cido vzorku Pridané M &reni 1 M &ieni 2 Vytéznost
mnozstvi
(Hg/ka) (Hg/ka) (Hg/ka) (%)
1776 A 20 16,36 18,14 86,3
1776 B 7,5 5,76 7,04 85,3
1776 C 5 3,78 3,49 72,7

Tabulka €. 54: Ovéieni spravnosti metody standardnim pridavkem pro Aflatoxin G,

Cido vzorku Pridané M &reni 1 M &ieni 2 Vytéznost
mnozstvi
(Hg/ka) (Hg/ka) (Hg/ka) (%)
1776 A 12 9,40 10,16 815
1776 B 3,75 3,30 2,62 78,9
1776 C 2,5 2,91 2,53 108,8

Zhodnoceni metody pro aflatoxiny By, By, G1 aG»
Dle Smérnice komise 98/53/ES musi anaylyticka metoda pro stanoveni aflatoxini spliovat
nasledujici kriteria uvedena v tabulkéch ¢. 55 a 56.

Tabulka ¢. 55: Kritéria hodnoceni metody podle smérnice komise 98/53/ES

M nozstvi RSD,
(Hg/kg) (%)
<1 <45
>1<10 <32
>10 <23

RSD,- relativni smérodatnd odchylka vypoétena z vysledka ziskanych za podminek
opakovatelnosti.
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Tabulka ¢. 56: Vytéznosti aflatoxina podle Smérnice komise 98/53/ES

M nozstvi Vytéznost
(Ho/kg) (%)
<1 50 - 120
>1<10 70-110
>10 80-110

Relativni opakovatelnost nami stanovenych vzorkua byla 5,45 % pro Aflatoxin By; 8,74 % pro
Aflatoxin By; 9,75 % pro Aflatoxin G; a 11,33 % pro Aflatoxin G,. VSechny tyto hodnoty
spltivji poZzadavky smérnice 98/53/ES.

Vytéznosti aflatoxini byly stanoveny na dvou koncentracnich hladindch a také spliuji

pozadavky Smernice komise 98/53/ES.

5 Zavér

Cilem préce bylo vyvinout HPLC a LC/MS metody na stanoveni ochratoxinu A,
deoxynivalenonu, zearalenonu, aflatoxini a fumonisini v krmivech, provést jejich ¢astecnou
validaci a zjistit, zda jsou v souladu s prisluSnymi natrizenimi ES.

Byly stanoveny jednotlivé validaéni parametry v koncentracnich rozsazich, které piredepisuji
narizeni ES a které odpovidaji vyskytu téchto latek v redlnych vzorcich. Vysledky
opakovatelnosti jsou akceptovatelné vzhledem k natizenim.

Spravnost metod stanoveni mykotoxina byla ovéiena analyzami certifikovanych referen¢nich
materidlu firmy R-Bhiopharm a metodami standardniho pridavku. Nasledné ovéteni
v programu EffiValidation 3.0 potvrdilo, Ze analytické metody poskytuji statisticky spravné
vysledky. Byly splnény podminky vytéznosti.

Pro jednotlivé metody byly stanoveny meze detekce a meze stanovitelnosti a relativni
rozsirené nejistoty.

Z uspokojivych vysledkt lze metody doporucit a pouzivat k analyzdm jednotlivych
mytokoxini v testovanych matricich- krmivech. V pripadé jinych matric (silaZze a senédze)
maZe dochézet vzhledem k jejich povaze (vihkost, pH) k netekanym problémim

akomplikacim, které bude nutné iesit.
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Stanoveni vybranych OCP v krmivech metodou
GC-NCI-MS

Petra Kosubova

Usttedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédglsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2,
656 06 Brno,

petrakosubova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Pro stanoveni zakazanych organochlorovych latek (OCP) v krmivech je v laboratori zavedena
metoda plynové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni  spektrometrii
(GC-MS/MS). Pro stanoveni latek obsahujicich elektronegativni atomy, napiiklad pro OCP
a PCB, je moZné vyuzit selektivni a citlivou MS detekci s negativni chemickou ionizaci (NCI-
MS). Hmotnostni spektrometr Varian MS 1200 umozZiuje pracovat za rtiznych podminek
ionizace, v riznych skenovacich rezimech. Jednotlivé testované MS techniky byly porovnany
na zéklad¢ detekénich a kvantifikaénich limiti a posouzeny z hlediska jejich vyuZiti pri

rutinni kontrole OCP v krmivech.

2 Uvod

Kontrola OCP v krmivech se zpravidla provadi pomoci plynové chromatografie (GC)
ve spojeni shmotnostni detekci (MS), pripadné detekci zachytem elektronu (ECD).
Pozadavky na kontrolni metody pro analyzu neZédoucich latek v krmivech vychazeji
z Rozhodnuti komise 2002/657/EC (1). Kontrola nezédoucich latek souvisi v praxi
s hodnotami maximalnich pripustnych obsahii stanovenymi v norméach. Hodnoty maximélnich
obsahi jednotlivych organochlorovych latek v krmivech jsou uvedeny ve smérnici Komise
2006/77/ES (2). Obecné plati, Ze metody pouZité pro stanoveni nezadoucich ldtek musgji
splnovat pozadavky kladené na kontrolni metody (1) a zarovei umoziovat stanoveni obsaht
menSich neZ jsou maximalni obsahy stanovené normou (2), tj. poskytovat nizké detekeni
akvantifika¢ni limity.

Nejcastéji pouzivanou detekéni technikou, doporu¢ovanou v norméch a metodickych
standardech, je MS v rezimu monitorovani vybranych ionta (SIM) za podminek elektronové
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ionizace (El) (3,4). Negativni chemicka ionizace (NCI) je m¢kka ionizacni technika
podporujici tvorbu molekulového iontu, ktery se zpravidla sleduje v SIM rezimu.
NCI-MS-SIM vykazuje vysSi citlivost, neboli niZSi detekéni limity pii analyze latek
obsahujicich elektronegativni atomy, naptiklad chlér u OCP. Jejim nedostatkem je zvysena
variabilita odezev MS a vétSi naroky na udrzbu pristroje. DalSi detekeni metodou je selektivni
tandemova MS (MSMS), kterd vykazuje minimalni ovlivnéni interferujicimi latkami.
Citlivost stanoveni sledovanych latek v raznych MS rezimech Ize porovnat pomoci jejich
detekénich (LOD) akvantifikaénich (LOQ) limitu.

Pro hodnoceni téchto parametri existuji rizné pristupy, které shrnuje Johannes Corley v préci
zabyvajici se problematikou stanoveni pesticidnich latek (5). V roce 1975 IUPAC definoval
LOD, jako ngnizsi koncentratni hladinu ¢i mnozstvi analytu, které mize byt statisticky
odliSitelné od hodnoty analytického slepého stanoveni. V soucasnosti IUPAC definuje LOD
jako minimalni detekovatelné mnozstvi daného analytu ve vzorku stanovené s chybou B3, ktera
popisuje riziko, Ze analyt pritomny ve vzorku nebude detekovén. Déle rozliSujeme dva typy
LOD, instrumenténi detekéni limit (IDL) a detekéni limit metody (MDL). IDL, respektive
IQL popisuji pouze citlivost findlniho stanoveni, pristroje. Celkovy analyticky postup
je charakterizovan pomoci limitt metody, a to MDL a MQL, zahrnujici vlivy jednotlivych
fézi stanoveni a vlivy matrice. Z&kladni pristup IUPAC poskytuje dobré odhady MDL a MQL
spektroskopickych metod, av3ak v piipadé chromatografickych technik selhava. EPA vyuziva
pro stanoveni limita chromatografickych metod poméru chromatografického signalu k Sumu
a doporucuje dvoustupnovy postup jejich stanoveni. V prvni fazi se provede odhad limiti
a Vv druhém kroku jsou stanoveny hodnoty MDL a MQL v ramci validace metody na hlading
bliZici se limitu kvantifikace (5).

Cilem ukolu bylo vytvorit NCI-MS-SIM metodu pro stanoveni vybranych OCP s vyuZitim
piistroje Varian MS 1200. NCI-MS-SIM metodu déle porovnat sEI-MS-SIM a EI-MS/MS
metodami na zéklade¢ limita vypocitanych pomoci raznych pristupi hodnoceni. Testované MS

metody posoudit z hlediska jejich vyuZziti pri rutinni kontrole OCP v krmivech.

3 Material a metody

Materidl a metody pouZzité pii zpracovani této prace jsou popsany v SOP ¢. 30 NRL-RO Brno
(6). Optimalizace a zavedeni EI-MS/MS metody, kterd je vyuzivana v laboratoti pri rutinnich
stanovenich PCB a OCP v riiznych materialech, je popsano ve VU K6/2005 (7). EI-MS-SIM
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technika byla v laboratori testovana v rdmci validace evropské normy pro stanoveni PCB
a OCP v krmivech metodou GC-M S poradané technickou komisi CEN/TC 327 (4).

V&chna meieni byla provadéna pomoci MS 1200 Varian ve spojeni s plynovym
chromatografem CP-3800 (Varian, USA). GC byl vybaven kapilarni kolonou DB-XLB
(30m~ 0,25mm”~ 0,25 um, J&W Scientific). Splitless nastrik byl 1 pl, priatok nosného plynu
(He, 5.0) 1 ml/min, teplota injektoru pro zakladni OCP 270 °C a pro rozSiujici OCP 250 °C.
Teplotni program byl nasledujici: 90 °C (1 min), 200 °C (25 °C/min), 250 °C (4 °C/min),
280 °C (15°C/min, 15 min). Nastaveni MS v jednotlivych méficich mddech je uvedeno

v tabulce ¢. 1.
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Tabulka 1. M S podminky p¥i stanoveni OCP v riiznych reZzimech méieni

Metoda NCI-M S-SIM EI-MS-SIM EI-MSMS
Energie ionizace (eV) 150 70 70
Teplotaiont. zdroje (°C) 120 200 200

Tlak plynu (Torr) 6,5 (CHy) - 2,2° 10° (Argon)
Sledované ionty (m/2) M M* M*
Heptachlor 235, 237, 266 237, 272, 274 272->235, 237 (-15V)
Aldrin 235, 237, 239 66, 263, 293 263->191, 193 (-35V)
Isodrin 237, 239, 330 - 193->123, 157 (-20V)
Oxychlordan 235, 237, 315 185, 387, 389 185->149 (-7V)
HEPX-B 235, 237, 239 81, 351, 353 353->281, 282 (-12V)
HEPX-A 235, 237, 354 81, 351, 353 183->155 (-15V)
v-Chlordan 408, 410, 412 371, 373, 375 375->301, 303 (-12V)
a-Chlordan 237, 408, 410 371, 373, 375 375->301, 303 (-12V)
a-Endosulfan 237, 406, 408 195, 241, 339 195->159 (-10V)
Dieldrin 235, 237, 239 79, 263, 277 263->191, 193 (-35V)
Endrin 235, 237, 239 81, 263, 317 263->191, 193 (-35V)
B-Endosulfan 237, 406, 408 195, 241, 339 195->159 (-10V)

M ethoxychlor - - 227->169 (-25V)
Mirex 368, 404, 439 - 272->235, 237 (-15V)
HCB - 249,282,284 | 284->214, 249 (-30V)
a-HCH - 183,217,219 |219->147, 183 (-17,-10V)
p-HCH - 183, 217,219 |219->147, 183 (-17,-10V)
v-HCH - 183, 217,219 |219->147, 183 (-17,-10V)
8-HCH - - 219->147, 183 (-17,-10V)
o,p'-DDE - 246,248,318 | 246->176, 211 (-30V)
p,p'-DDE - 246,248,318 | 246->176, 211 (-30V)
o,p'-DDD - 165, 235,237 | 235->165, 199 (-20V)
p,p'-DDD - 165, 235, 237 235->165, 199 (-20V)
o,p'-DDT - 165, 235, 237 235->165, 199 (-20V)
p,p'-DDT - 165, 235,237 | 235->165, 199 (-20V)

Kvantifikaéni ionty jsou oznageny tucné.
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4 Vysledky a diskuse

V prvni fazi zpracovani vyvojového Ukolu byly porovnany jednotlivé metici techniky na
z&klade jejich citlivosti. Instrumentalni detekeni limity byly spoéteny pomoci poméru signélu
k Sumu odecteného z vysledka méieni standardi. Pro vybranou skupinu OCP nebylo mozné
jednoznacné zvolit techniku poskytujici nejnizsi limity.

Tabulka 2. Porovnani detekénich limita latek z roz&fujici skupiny OCP ziskanych

pomoci riaznych detekénich technik.

M etoda NCI-SIM El-SIM EI-MSMS
¢ (ng/ml) 20 10 10
Detekéni limit (ng/ml) IDL-S/IN IDL-S/IN IDL-S/IN
Heptachlor 0,43 0,12 0,11
Aldrin 0,24 0,07 0,43
Oxychlordan 0,69 0,30 0,26
HEPX-B 0,31 0,07 0,51
HEPX-A 0,56 0,24 1,08
v-Chlordan 0,26 0,06 1,45
a-Chlordan 0,62 0,07 1,63
a-Endosulfan 0,31 0,86 0,59
Didldrin 0,37 0,26 0,84
Endrin 0,55 0,50 0,77
B-Endosulfan 0,28 1,23 0,51

NCI-MS-SIM poskytovala srovnatelné hodnoty IDL pro jednotlivé OCP. Za danych
podminek NCI byly sledovany molekulové ionty pouze u chlordanovych slou¢enin a isomerti
endosulfanu. U ostatnich OCP byla namétena bohatSi NCI-MS spektra obsahujici niZsi
fragmentové ionty, které byly vyuZity pri kvantifikaci. U nékterych analytd, napiiklad
oxychlordan a endrin, byly detekéni limity charakterizujici jednotlivé MS metody velice
podobné.

Nejvetsi rozdily v citlivosti testovanych MS technik byly pozorovany u chlordanovych
slou¢enin. Jedna se o latky svybornou citlivosti pti EI-MS-SIM stanoveni, protoze poskytuji
za podminek elektronoveé ionizace (70 €V) velice intenzivni molekulové ionty svysokou
molekulovou hmotnostni (m/z 373, 375, 377), tj. sminimem interferenci. V pripadé
EI-MS/MS byly tyto ionty vybrény jako prekursory k sekundarni fragmentaci. Z hodnot 1DL
pri této technice vyplyva velice nizky vytéZek disociace chlordanovych prekursori iniciované
argonem, ktery se pouziva jako kolizni plyn u trojnasobnych kvadrupdlovych MS.
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Z&dné zmeny tlaku argonu v kolizni cele ani zmény pouzité kolizni energie nevedly
k vyraznému zlep3eni citlivosti.

EI-MS-SIM technika vykazovala nizkou citlivost pro isomery endosulfanu a endrin, které
podiéhaji za podminek elektronové ionizace vyrazné fragmentaci. Pri stanoveni téchto latek
pomoci jejich nizkomolekularnich fragmenti dochazi k vyraznym interferencim ostatnimi
l[dtkami piitomnymi ve sledované matrici. PrestoZe je tato metoda standardné uznévanou
a pouzivanou detekeni technikou ve spojeni sGC, v naSi laboratori je pouzivana okrajove,
naptiklad pri ovérovani norem, a je ve vétSing piipadi nahrazovana selektivni EI-MS/MS
technikou.

Tabulka 3. Porovnani detekénich limita NCI-M S-SIM metody pro rozsiujici skupinu
OCP ziskanych pomoci riaznych pristupa hodnoceni limiti.

Detekéni limit (ng/ml) IDL-S/N IDL-SD Zména citlivosti®
Heptachlor 0,43 24 55
Aldrin 0,24 4,0 16,9
Isodrin 0,62 25 4.0
Oxychlordan 0,69 31 4,5
HEPX-B 0,31 3,3 10,6
HEPX-A 0,56 34 6,1
v-Chlordan 0,26 35 13,3
a-Chlordan 0,62 3,5 5,6
a-Endosulfan 0,31 34 11,1
Didldrin 0,37 3,6 9,6
Endrin 0,55 2,9 53
B-Endosulfan 0,28 3,1 11,3
Mirex 0,70 24 35

Tpomér IDL-SD/IDL-S/N

Odhad IDL pro NCI-MS-SIM byl proveden dvéma zpisoby zdat naméienych pomoci
matricovych standardi. Hodnoty IDL-S/N byly spocteny pomoci poméru signdlu k Sumu.
Pristup IDL-SD, ktery vychazi ze stanoveni presnosti dané techniky, poukézal na vyrazné
zhorSeni citlivosti MS techniky v porovnani s hodnotami IDL-S/N. IDL-SD hodnoty byly
vypocteny jako trojnasobek smérodatné odchylky opakovanych analyz matricovych standarda
snizkou koncentraci OCP. SniZeni citlivosti bylo pramérné osminasobné, tj. téméi o jeden
fad koncentrace. SniZzena presnost stanoveni, kterd souvisi se zvySenou variabilitou odezev,
mohla byt zpasobena tlakovymi zménami ionizacniho plynu CH4 v iontovém zdroji MS, a.
Vzhledem ke zvySenym nédrokim na Udrzbu MS pii pouziti NCI-MS-SIM nebyla tato

technika zavedena v laboratoti Kk rutinnim analyzam, av3ak lze ji vyuzit ke konfirmaci
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spornych vysledka u kontaminovanych krmiv ziskanych pomoci EI-MS/MS metoda, jegjiz

parametry jsou diskutovany nize.

Tabulka 4. Porovnani detekénich limita EI-MS/IMS metody pro rozSfujici skupinu
OCP ziskanych pomoci riaznych pristupa hodnoceni limiti.

Detekéni limit IDL-S/N IDL-SD IQL-SD MQL-SD LCL=RL
(ng/ml)
Heptachlor 0,11 2,2 7,3 3,8 10
Aldrin 0,43 2,0 6,6 5,3 10
Isodrin 0,10 1,2 39 5,0 10
Oxychlordan 0,26 1,3 4,2 4,2 10
HEPX-A 1,08 2,7 8,9 ns 10
v-Chlordan 1,45 2,8 94 8,5 10
a-Chlordan 1,63 34 11 8,5 10
a-Endosulfan 0,59 2,8 9,4 ns 10
Dieldrin 0,84 1,5 5,0 54 10
Endrin 0,77 2,2 7,2 ns 10
B-Endosulfan 0,51 2,6 8,7 ns 10
M ethoxychlor 0,22 1,4 4,8 ns 10
Mirex 0,06 1,5 4,9 3,2 10

ns - nestanoveno

Rozdilnost detekénich limitt ziskanych pomoci dvou pristupt hodnoceni byl pozorovan také
u EI-MS/MS techniky. Ze smérodatné odchylky opakovanych méieni matricovych standardu
0 koncentraci odpovidgjici nejnizsi kalibraéni Grovni, tj. 10 ng/ml, byl proveden odhad
detekeniho (IDL-SD) a kvantifikacniho (1QL-SD) limitu. Na hladiné odpovidajici dvoj- az
pétinasobku IDL-SD bylo u vybranych analyti provedeno ovéreni odhadnutych hodnot
pomoci opakovani celkového postupu stanoveni. Hodnoty MQL dobie korespondovaly
s odhady kvantifika¢nich limita (IQL-SD). Z poZadavki pro kontrolu téchto Iatek, tj. z hodnot
maximélnich obsaht, vyplyva vyhovujici citlivost testované metody. Pro uvéadéni vysledki
byl zaveden limit (RL= reporting limit), ktery odpovida nejniZsi kalibracni arovni (LCL).
Podobné experimenty, vypocty a porovnani byly provedeny pro stanoveni zékladnich OCP
pomoci EI-MS/MS (tab. 5). Selektivita metody byla demonstrovana pomoci IDL-SD
spoctenych z dat pro solventové a matricové standardy o koncentraci 5 ng/ml. Primérna
hodnota IDL-SD pro oba experimenty byla 0,7 ng/ml. Shoda IDL-SD vyplyvajici z obou
méfeni dokazuje minimalni ovlivnéni stanoveni sledovanych OCP pridavkem matrice.
Pramérny kvantifikacni limit metody MQL pro z&kladni OCP byl 3,3 ng/ml.
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Tabulka 5. Porovnani detekénich limita EI-M S/M S metody pro zakladni skupinu OCP
ziskanych pomoci raznych piistupa hodnoceni limita.

Detekéni IDL-S/N IDL-SD IDL-SD MDL-SD | MQL-SD |LCL=RL
limit (ng/ml)

¢ (ng/ml) 5 5 5 10 10 -
Matrice isooktan isooktan | extrakt RM | extrakt RM | extrakt RM -
HCB 0,04 0,83 0,59 0,7 2,3 50
a-HCH 0,03 0,66 0,51 1,0 3,3 50
p-HCH 0,04 0,53 1,01 1,0 34 50
y-HCH 0,03 0,83 1,04 1,0 3,2 50
6-HCH 0,05 0,72 0,92 11 3,8 50
o,p'-DDE 0,02 0,56 0,56 0,7 2,3 50
p,p'-DDE 0,04 0,69 0,99 11 3,8 50
o,p'-DDD 0,03 0,56 0,53 0,8 2,8 50
p,p'-DDD 0,03 0,87 0,70 1,0 3,3 50
o,p'-DDT 0,04 0,56 0,61 1,2 41 50
p,p'-DDT 0,04 0,63 0,37 1,3 45 50
5 Zavér

Testované MS metody vykazovaly raznou citlivost pro zgimové OCP. NCI-MS-SIM metoda
poskytovala srovnatelné detekéni a kvantifikaeni limity jako EI-MS/MS, kterd byla vybrana
k rutinnim stanovenim OCP v krmivech, diky stabilit¢ odezev, selektivité detekce a méng
naro¢né udrzbé MS, tj. vysSi plynulosti chodu laboratore.
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Hodnoceni Géinnosti feromonovych odpar niki
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Hroznova 2, 656 06 Brno
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Pavia Tieffova
Ustiedni kontrolni a zkuSebni Gstav zemeédelsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
pavla.tieffova@ukzuz.cz

1 Uvod

Ochrana lesi proti karovci se provadi pomoci lapdki — pokacenych stromu, které jsou
po osidleni karovcem asanovany, nebo pomoci feromonovych odparnika, umisténych
ve specidlnich lapagich. V roce 2006 bylo za timto Ggelem pouZito 106 m® lapaki a vic ne?
30tisic lapaci. Ukolem UKZUZ Brno bylo ovéieni vlastnosti feromonovych pripravkii
deklarovanych vyrobci nebo dovozci na priloZzenych etiketéch. Tento Ukol byl proveden
vramci rozpoctové kapitoly Sluzby vlastnikim lesa z povéireni Odboru sténi spravy,
hospodéiské Upravy aochrany lesi pii Ministerstvu zemedglstvi Ceské republiky. Hodnoceny
byly feromonové pripravky dostupné v obchodni siti a ndhodné vybrané vzorky byly pouZity
pro terénni zkousky biologické U¢innosti a pro analytické rozbory. Biologickd zkouska
prob¢hla soucasné s laboratornimi analyzami a nésledné byly koordinovéany vysledky.

2 Biologicke zkousky

V lesnické praxi se k signalizaci vyskytu a hubeni neZzadoucich a ptemnoZenych druha Skadci
pouzivaji feromonové odparniky, u nichZ vyrobce deklaruje specifickou citlivost k ur¢itym
biologickym druhum. Seznam vyrobka povolenych k pouZzivani a biologicky zkouSenych
v lesnické praxi je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1. Prehled feromonovych odparniki pouZivanych pro signalizaci vyskytu
lykoZrouta

Specifickd uéinnost odparniku

| pstypographus Pityogenes chalcographus | Kombinované

(Lykozrout smrkovy) (LykozZrout leskly) (L. leskly/smrkovy/vrcholkovy)
I T-Ecolure Chalkoprax PCHIT-Etokap

| T-Etokap PC-Ecolure Pheagr-IAC (L. vrcholkovy)
FeSex-Typo PCIT-Ecolure

Phearg-IT |D-Ecolure (L. seversky)
Pheroprax

| psgone

Pro ovéreni Gcinnosti feromonovych odparnika byly vybrany nésledujici vyrobky:
FeSex-Typo

| psgone

| T-Ecolure Extra

Pheroprax-A

Uvedené pripravky byly zakoupeny ve specializované prodejné a do jejich pouziti
v biologickych i chemickych zkouskach byly uloZeny v chladu. Biologické zkousky byly
provedeny podle zésad uvedenych na prislusnych etiketach.

2.1 Metodika biologické tereénni zkousky

Biologicka zkoudka byla zaloZzena ve Zdanickém lese v katastrédlnim Gzemi obce Mouiinov.
Na obdélnikové pasece s delSi stranou ve sméru vychod - zdpad byly rozmistény tfi
feromonoveé lapace typu Theysohn. Stanovisté odpovida bukové doubravé s ostiici chlupatou.
Paseka je zalesnéna bukem. Okolni porosty, kmenoviny, jsou buko-dubové s piimesi modiinu
do 5%. Pri zépadni kratSi stran¢ je péti arova skupina smrku ztepilého. Zkouska byla
zaloZzena 14. kvétna 2006 a ukoncena 20. za&i 2006. Z pocéatku byly pouZzity feromonoveé
odparniky sobchodnimi nazvy Ipsgone, IT-Ecolure a Pheroprax-A. Pozdéji byl doplnén
FeSex-Typo. Jeho u¢innost v&ak pro pozdni obdobi nebyla hodnocena.

2.2 Vysledky biologické terénni zkousky

Pii prvni odbéru byly urceny hmyzi druhy nalezené v lapacich, vysledky jsou uvedeny
v tabulce 2.
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Tabulka 2. Seznam druha hmyzu nalezenych v lapa¢ich dne 4.6. 2006

Odchyt dledruhu I T-Ecolure Pheroprax-A | psgone
| pstypographus 101 80 53
| ps duplicatus 15 6 4
Pityogenes chalcographus 1 1

Necilové druhy

Plostice 1 - 10
Krasec/Anthaxia quadripunctata - - 1
K 0zoj ed/Attagenus sp. 1 - -
Valgus sp. 1 - -
Aphodius sp. 1 - -
Nitidula sp. - - 2

Druhy ur¢il Ing. MiloS Duek, Hradec Krélové, 5.6. 2006.

Zvysedka je patrné Ze prevladgjicim zachycenym druhem je lykoZrout smrkovy
- Ips typographus. VSechny ¢tyti ovétrované odparniky jsou deklarovany jako specifické pro
druh Ips typographus (tabulka 1). Uginnost na ostatni druhy nebyla predmétem zkouky. P¥i
dalSich kontroléch byly zaznamenévany jenom pocty karovca (tabulka 3).

Riznorodost lesnich porostti v okoli stanovist’ pro feromonové lapace muze mit vliv na smeér
letu karovce. Pro potlaceni ,, pozi¢niho efektu” byla stanovidté s odparniky prubézné stiidana.
Pri kontrole 29.7. 2006 byly jiz net¢inné odparniky | psgone a I T-Ecolure nahrazeny novymi
a27.8. 2006 byl odparnik s Pheropraxem vymeénén za FeSex-Typo.
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Tabulka 3. Po¢ty chycenych kiirovcia béhem pozorovani

Datum kontroly | psgone IT-Ecolure | Pheroprax-A | FeSex-Typo
14.05. 2006 63 120 100 -
21.05. 2006 45 35 52 -
04.06. 2006 22 33 45 -
11.06. 2006 3 6 15 -
18.06. 2006 3 87 323 -
27.06. 2006 3 13 155 -
05.07. 2006 0 2 100 -
11.07. 2006 0 2 135 -
29.07. 2006 0 0 52 -
13.08. 2006 49 65 2 -
27.08. 2006 0 20 - -
20.09. 2006 0 0 - 1

Z Udaju uvedenych vtabulce3 vyplyva nejvySSi G¢innost u feromonového odparniku
Pheroprax. Jeho U¢innost se zvySuje i v druhé poloving trvéni zkoudky (v cervenci) a zigjme
vérné kopiruje gradacni kiivku rojeni karovce.

U¢innost Ipsgone a I T-Ecolure klesa v ¢ase od kvétna do &ervence, i kdyZ u IT-Ecolure
je potvrzena cervencova gradace. Z hlediska technické Uc¢innosti odparnika je zajimavé
zvySeni poctu lapenych karovci po jejich vyméne za nové dne 13. srpna 2006. Je zde jasné
vidét obnovena agregacni schopnost i v porovnani s vycerpanym Pheropraxem.

3 Laboratorni zkousky

U hodnocenych feromonovych odparniki bylo ovéiovano sloZeni a hmotnost néplng,
deklarované na etiketé vyrobku (tabulka 4), pripadné zjisténé z dostupné dokumentace.
Hmotnost ndplné byla stanovena diferencnim vazenim odparniku v uzavieném obalu a vSech
¢ésti po extrakci v organickém rozpou&tédle a nasledném vysuseni do konstantni hmotnosti.
Oveteni pritomnosti uvedenych latek a jejich kvantifikace byla provedena pomoci kapilarni
plynové chromatografie s hmotnostné selektivni detekci (GC/MS).
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Tabulka 4. Parametry feromonového odparniku deklarované vyrobcem

Odparnik FeSex-Typo I psgone I T-Ecolure Pheroprax-A
Vyrobce/dovozce Biocont Lab. Agri Sense Fytofarma CZ BASF
Hmotnost naplné (32-42)¢g min. 2,1 g min. 5,59 2-3) g
cis-Verbenol (32-45% | (473+10)% 1,6 % 3,56 %
| psdienol (03-04)% | (0,71+10) % - 0,36 %
2-CH3-3-en-2-0l (95,5-96,8) % | (94,56 +10) % | 654% @ 96,08 %
Synergické slozky — — 330% @ —

(1) V dokumetaci uvedeno: Alkoholy: 2-CHs-3-en-2-ol, 2-methoxy-1-propanol, etanol.
%) v dokumentaci uvedeno: Synergické komponenty: R(+)-limonen, smrkovasilice,

3.1 Chemikalie

Aceton p.a.

Analytické standardy:
(S)-cis-Verbenol, cistota 95 % (necistotatrans-Verbenol); (Aldrich)
2-methyl-3-buten-2-ol; (Aldrich)

Vnitini standard:
Methyl ester kyseliny tridekanove C13-ME; (Sigma)

3.2 Chromatogr afické podminky
Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem HRGC 8000/M D 800; (Fisons Instrument);
Kapiléarni kolona DB XLB (30 m x 0,25 mm x 0,25 um);
Nosny plyn He 5.0, pratok 1ml/min.;
Nastiik 1 pl technikou SSL; uzavieni splitu 10 s; T(injektoru) = 250 °C;
Teplotni program od 60 °C (1 min.), ohtev rychlosti 4 °C/min. do 120 °C, potom rychlosti
30 °C/min. na 240 °C, setrvani nateploté 5 min.;
Nastaveni hmotnostniho detektoru:
Méteni v EI modu, ionizaéni energie 70 eV, teplota iontoveé zdroje (1Z) = 200 °C,
teplota spojeni GC-MS (interface) = 250 °C
Rezim méteni: FS (m/z od 30 do 300) pro identifikaci latek

59




SIM (diagnosticke ionty Q1-Q3 v tabulce 5) pro kvantifikaci slozek

Tabulka 5. Identifikaéni parametry pro stanovované latky

DB XLB Retenéni ¢as m/z SIM —m/z
(30 mx 0,25 mm x 0,25 pm) (min.) Q1-Q3
2-CH3-3-buten-2-ol 4,50 43, 58, 59, 134, 137 43
cis-Verbenal 13,52 94, 91, 109, 119, 137 94, 91, 109
I psdienal 13,63 85, 41, 55, 67 85
trans-Verbenol 13,79 92, 91, 94, 109, 119, 134 94, 91, 109
C13-ME (vnitini st.) 20,18 74, 87, 143, 129, 185, 197 74, 87

m/z - fragmenty z hmotnostniho spektra latky, tuéné - nejintenzivnéjsi ionty spektra

3.3 Pracovni postup a vysledky

3.3.1 Stanoveni hmotnosti napiné odparniku

Vyrobek v piavodnim obalu byl zvéaZen na analytickych vahach. Vnéj&i obal i vdechny vnitini
folie byly rozstiihdny na menSi kousky, ze zasobniku byla odebréna kapalnd népli a uloZena
do sklenéné vialky k dalSimu pouziti. VSechny soucésti byly v kédince opakované
extrahovany cerstvymi podily rozpoudtédla. Promyvaci podily byly odstranény, zbytky
odparniku vysuSeny do konstantni hmotnosti a zvézeny. Z rozdilu hmotnosti pied a po

extrakci byla spoctena hmotnost ndplné odparniku.

3.3.2 Identifikace slozek

Z odebrané naplné bylo presné odvézeno (10 — 100) mg do 10 ml odmérky a doplnéno po
rysku acetonem. DalSim fedénim byl pripraven vzorek o koncentraci (1 — 100) ug
stanovované slozky na 1 ml acetonu. Tato koncentrace byla vhodna pro ziskani hmotnostniho
spektra ve FS reZzimu meéreni hmotnostniho spektrometru. Jednotlivé piky chromatogramu

byly identifikovany navnéjsi standard nebo pomoci knihovny spekter NIST.

3.3.3 Kvantifikace slozek
Pro kvantitativni analyzu byly roztoky vzorku jesté ziedény acetonem na pracovni
koncentraci (10 — 100) ng sloZzky/ml acetonu. Vzorky byly proméieny v SIM reZzimu méieni,

shirdny byly pouze vybrané charakteristické fragmenty hmotnostniho spektra latek (viz
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tabulka5). Presnd kvantifikace vSech sloZzek ale nemohla byt provedena, nebot” nebyl
k dispozici standard ipsdienolu a vzorek Ipsgonu byl natolik vyschly, Ze nebylo mozno
navé&’it jej k analyze.

Tabulka 6. Vydedky hodnoceni feromonovych odparniki

Odparnik FeSex-Typo | psgone IT-Ecolure Pheroprax-A
Hmotnost naplné
deklarovana| (3,2-4,2)g min. 2,19 min. 5,59 2-3 g
stanovena 429 0,79 299 2449
Hodnoceni vyhovuje nevyhovuje | nevyhovuje vyhovuje
Deklarované slozky obsahuje obsahuje obsahuje obsahuje
4 Diskuse

Pro hodnoceni vyrobka zékaznikem je dulezity i vzhled a zptisob manipulace s vyrobkem.

Z tohoto pohledu byl nejhorsi odparnik FeSex - Typo. Zakoupeno bylo baleni po 10 kusech.
VnejSi obal byl z potahované hlinikové folie, ale jednotlivé odparniky byly pouze v zatavené
polyetylenové folii, obsahujici prouzek pevného sorbentu pro udrZeni tvaru a sorpéni tampon
s buni¢inou. PouZité rozpou&édio bylo hnédé necistotami, jeho piebytek byl i na vnéjsi strané
obalu odparniku.

Odparnik 1 psgone byl balen po 1 kuse ve vrstvené hlinikové folii, vnitini obal z prahledné
folie obsahoval ¢tverecek sorpéni materidlu, napusténého modie zbarvenou tekutinou. Napiné
v odparniku bylo tak malo, Ze ani odstredénim neslo ziskat potirebné mnoZstvi pro navézku
vzorku ke kvantitativni analyze.

Ve vnéjSim obalu z hlinikové folie odparniku I T - Ecolure byly dva sorpéni pruhy sorbentu,
napusténé cistym a bezbarvym roztokem, ze sorbentu bylo mozno odebrat ndpln k navézce
vzorku.

Odparnik Pheroprax - A byl ve tvaru plastového pouzdra s hdékem na zavéSeni, zataveny
opét ve vrstvené hlinikové folii. Obsahoval tfi oddélené zasobniky ve tvaru ampule. Obsahy
ampuli 1 a 2 byly analyzovany oddélené, oba vzorky vSak obsahovaly smés vsech tii
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deklarovanych slozek. Ze 3. zasobniku, tvoriciho ousko odparniku, nebylo moZné odebrat
vzorek, byl jiz prazdny. Pouzité chemikdlie byly Cisté, bezbarvé.

Sledovani kvantitativniho zastoupeni hlavnich sloZek, synergickych komponent, ptipadnych
rusivych G¢inka necistot a minoritnich sloZzek, a hledat jejich spojitost s redlnou G¢innosti
feromonového pripravku, je nad rAmec téo kontrolni ¢innosti. Chemicka analyza maZe pouze
potvrdit nebo vyvratit podezieni na piitomnost konkrétné specifikovanych latek a nemize
nahradit biologické zkoudky ovéreni Ucinnosti feromonového piipravku.

Jednoduchou, ae G¢innou moznosti kontroly je ovérovat hmotnost napiné odparniku
az dalSiho zkouSeni tak vylougit vyrobky s nedostatecnym obsahem napiné.

Pro dalSi oveérovani Gcinnosti feromonovych pripravka bude vhodné pro kazdy testovany
vzorek zaznamenat a sledovat zménu jeho hmotnosti v prabéhu testu. Pri vybéru testovanych
odparnika vybrat zastupce s deklarovanou specifickou G¢innosti k riznym druhtim lykoZrouta
a pro satistické vyhodnoceni pokusu zvySit pocet lapaci, od kazdého typu odparniku zalozit
nékolik opakovani a pridat stanovisté odpovidajici slepému pokusu. V ¢asovém horizontu
zalozZit pro kazdé rojeni lykozrouta samostatny pokus, tak aby podminky odchytu v riznych
lokalitach byly srovnatelné a nezkreslovaly hodnoceni jednotlivych pripravka.

5 Zavér

Na z&kladé chemické analyzy a ovétrenim obsahu deklarovanych sloZzek v odparniku nelze
jednoduSe posoudit jeho biologickou U¢innost. Z odparniku se uvolnuje cely komplex latek
od deklarovanych G¢innych slozek az po necistoty a piimési, obsazené v pouZitych
rozpouédlech. Jednoznaénym a jednoduchym hodnoticim kritériem pro hodnoceni piipravku
je hmotnost naplng, takto lze vylougit nevyhovujici vzorky z dalSiho posuzovani. Biologické
zkousky pro hodnoceni a porovnani U¢innosti raznych typa odparniki jsou zatim
nezastupitelné. DodrZeni deklarované koncentrace sloZek neni zarukou U¢innosti odparniku.
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