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Stanoveni rezidui dithiokarbamatovych fungicidu

Pavla Tieffovad, Petra Kosubova

Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemédglsky, Narodni referenéni laboratof, Regionlni
oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
pavla.tieffova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Rezidua dithiokarbamatovych pfipravkll na ochranu rostlin se stanovi nepfimou metodou
po katalyzovaném rozkladu u¢inné latky v kyselém prostfedi. Rozkladny produkt sirouhlik

CS; se kvantitativné stanovi metodou GC-MS.

Homogenizované vzorky rostlin a krmnych smési se analyzuji metodou nastiiku plynné faze

(head space analyza, HS).

Postup byl vypracovan na zakladé CSN EN 12396-3 Stanoveni rezidui dithiokarbamatu
a thiuram disulfidu metodou plynové chromatografie (1) a byl optimalizovan pro stanoveni
rezidui fungicidnich pfipravkii (mancozeb, maneb, propineb, thiram, zineb) v rostlinném

materidlu a v krmnych surovinach.

Mez stanovitelnosti metody LOQ = 0,020 mg CS,/kg vzorku.

2 Uvod

Pracovnici Sekce ufedni kontroly UKZUZ se obratili na laboratore NRL UKZUZ
s pozadavkem na stanoveni rezidui G¢innych latek ptipravkt pouzivanych k ochrané vinné
révy pied houbovymi chorobami a Sktdci, aby mohli prokdzat pfipadné nepovolené pouziti
téchto piipravki u ekologicky hospodaticich podniki.

Dithiokarbamatové ptipravky jsou vyznamnou skupinou fungicidli, které se pouZivaji
k oSetfeni vinohradd. Béznou praxi je jejich nepfimé stanoveni po rozkladu na sirouhlik.

Pro obsah rezidui CS; existuji i stanovené limitni hodnoty (MLR) (2).



Metoda stanoveni rezidui CS; Vv laboratotich UKZUZ dosud nebyla zavedena, a proto byl
vypracovan a optimalizovan postup kvantitativniho stanoveni CS; V rostlinném materialu
a krmnych surovinach s vyuzitim laboratorniho a pfistrojového vybaveni laboratoii NRL RO

Brno.

3 Material a metody

3.1 Princip metody - Head Space analyza
Tento postup je vhodny pro suché a homogenni vzorky krmnych smési a vzorky listl rostlin.

Dithiokarbamatové slouceniny se rozlozi v kyselém prostfedi za katalytického plisobeni
cinatych kationti a mnozstvi uvolnéného sirouhliku se stanovi metodou plynové
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-MS) néstiikem plynné faze

zreagovan¢ho vzorku (HS).

Vzorek s ptidavkem kyseliny chlorovodikové a chloridu cinatého se v plynotésné reakéni
vialce necha za stalého protfepavani reagovat 60 min/80 °C. Uvolnény sirouhlik se hromadi
Vv prostoru nad vzorkem a je analyzovan nastfikem plynné faze do plynového chromatografu
s hmotnostnim detektorem (GC-MS). Kvantifikace CS, se provede na externi kalibraci
se zapoctenim vytéznosti postupu, odpovidajici matrici vzorku. Jednotlivé kalibra¢ni hladiny
se pripravi pridavkem spocteného mnozstvi analytického standardu thiramu k matrici slepého
vzorku tak, aby koncentrace odpovidala pozadované hladin¢ uvolnéného CS,. Podminky
hydrolyzy i objem volného prostoru nad vzorkem (V-HS) musi byt pro vzorky i kalibra¢ni

hladiny totoZné.

3.2 Chemikalie

Pouzitd rozpoustédla jsou cistoty minimalné p.a., jejichz dostacujici kvalita se ovétuje
promé&fenim slepého vzorku.

3.2.1  Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p = 1,18 g/ml.

3.2.2  Chlorid cinaty dihydrat, SnCl,.2H,0.
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Cinidlo, SnCl, ve 4,5 M HCI.

Priprava: Do 200ml odmérné banky se navazi 3 g dihydratu SnCl, (3.2.2), prida se
80 ml HCI (3.2.1) a doplni se vodou (3.2.4) po znacku. Obsah se diikladn¢€ promicha.
Cinidlo se skladuje v temnu pii T < 8 °C. Nelze pouzivat ¢inidlo star$i 14 dntL.

Voda, H,0.

Acetonitril, CH3CN.

Thiram, C¢H12N2S,, certifikovany analyticky standard.

Zasobni roztok (ZR) thiramu v acetonitrilu, ¢ = 1 mg/ml.

Priprava: Do 20ml vialky se navazi se (10 — 20) mg thiramu (3.2.6) s pfesnosti +
0,01 mg arozpusti se v odpovidajici navazce acetonitrilu (3.2.5). Dikladné
se promicha. Nelze pouzivat roztok starsi 5 tydnu.

Pracovni roztok (A) thiramu Vv acetonitrilu, ¢ = 100 pug/ml.

Ptiprava: ZR (3.2.7) se 10 x zfedi. Do 4ml vialky se odmé&ti 200 pl ZR (3.2.7) a ptida
se 1800 pl acetonitrilu (3.2.5). Dikladné se promicha.

Pracovni roztok (B) thiramu v acetonitrilu, ¢ = 10 pg/ml.

Ptiprava: Pracovni roztok A (3.2.8) se 10 x zfedi. Do 4ml vialky se odmé&ii 200 pl
roztoku A (3.2.8) a ptida se 1800 ul acetonitrilu (3.2.5). Dukladné se promicha.
Pracovni roztok (C) thiramu v acetonitrilu, ¢ =1 pg/ml.

Ptiprava: Pracovni roztok B (3.2.9) se 10 x zfedi. Do 4ml vialky se odméti 200 pl
roztoku B (3.2.9) a ptida se 1800 pl acetonitrilu (3.2.5). Dikladné se promicha.

Pristroje a laboratorni vybaveni

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem, GC-MS/MS, Trace
Ultra/ITQ 1100 (Thermo), software Xcalibur.

Kapilarni kolona, DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (J & W Scientific).
Autosampler s HS jednotkou (agitator), Combi PAL, software Cycle Composer, blok
pro 1ml HS nastfikovou jehlu, (CTC Analytics).

Plynotésna stiikacka pro HS nasttik, 1 ml.

Automaticka pipeta s nastavitelnym objemem (1 — 5) ml, $picky.

Plynotésné stiikacky (10, 50, 100, 1000) pl.

Vialky pro HS, 20ml, sklo, magnetické vicko, septum silikon/PTFE.

Vialky pro GC, 2ml, sklo, Sroubovaci vicko, septum silikon/PTFE.
3



3.3.9  Laboratorni susarna.
3.3.10 Nozovy mlyn Grindomix GM300 (Retsch), nerezova mleci nadoba.
3.3.11 Kapalny Ny, suchy led CO..

3.4 Pracovni postup
3.4.1 Priprava vzorku

Rezidua dithiokarbamatovych fungicidii se nachazeji na povrchu osetfenych plodin a rychle
se rozkladaji v kyselém 1 alkalickém prostiedi. Vzorky se analyzuji Cerstvé, co nejdiive

po dodéni do laboratote. Je-li nutné je skladovat, uchovavaji se pti T <— 18 °C.

Vzorky snizkym obsahem vody (obiloviny, krmné smési, listy) lze homogenizovat
za kryogennich podminek, nejlépe s piidavkem kapalného dusiku nebo peletek suchého ledu.

Pfi manipulaci se vzorkem je tfeba dbat na to, aby jiz zamrazeny vzorek nerozmrznul.
3.4.2 Head Space analyza

Do 20ml HS vialky se navazi 1 g az 3 g vzorku, 0 ml az 2 ml vody (celkova hmotnost
smoceného vzorku je 3 g) a pfida se 6 ml ¢inidla (3). Vialka se okamzit¢ vzduchotésné uzavie
a vlozi se do vyhfivaného prostoru agitatoru v HS jednotce. Za pribézného tiepani se vzorky
nechaji 60 min reagovat pti 80 °C. Po uplynuti reakéni doby se vialky pienesou do podavace
pro automatizovany nastiik. Nasttik 300 ul plynné faze nad vzorkem se provede z vialky

vytemperované na 40 °C.
343 GC-MS stanoveni

Obsah sirouhliku se stanovi metodou GC-MS po nastfiku plynné faze. Chromatografické
podminky jsou uvedeny v tabulce 1, hmotnostni spektra se ziskaji za podminek elektronové
ionizace (EI) pii 70 eV, métenim skenu (FS) v rozsahu hmot m/z 70-90. Kvantifikace obsahu

se provede z iontu m/z = 76.



Tabulka 1. Chromatogarfické podminky.

Nosny plyn He 5.0; prutok 0,6 ml/min, po 3 min zvySeni na 1,5 ml/min

Teplota injektoru 250 °C

Teplota MS (TL/1Z) | 280/220 °C

Teplotni program 60 °C (3 min) — 60 °C/min — 280 °C (3 min)
Nastiik 1 ul/resp. 500 ul (pro HS); split pomér 20
Reten¢ni ¢as CS, =2,02 min

4 Vysledky a diskuse

Pfi zavadéni metody byly optimalizovany podminky pro upravu, homogenizaci a hydrolyzu
vzorku. Vzorky s nizkym obsahem vody lze homogenizovat bez vyznamnych ztrat
stanovovanych dithiokarbamatti a pro piipravu vzorku lze tedy pouzit mensi navazku a 20ml
HS vialky, které lze vloZit do agititoru pro automatizovanou hydrolyzu vzorku
za konstantnich reak¢nich podminek. Pro kvantifikaci obsahu byl pouzit procesni standard
sirouhliku, pfipraveny z analytického standardu thiramu za stejnych podminek jako

analyzované vzorky.

Vypocet obsahu CS; se provede na externi kalibraci, kterd zahrnuje korekci na vytéZnosti
postupu, odpovidajici matrici vzorku. Jednotlivé kalibra¢ni hladiny se pfipravi piidavkem
spocteného mnozstvi analytického standardu thiramu k matrici slepého vzorku, viz tabulka 2
tak, aby koncentrace odpovidala pozadované hladin¢€ uvolnéného CS,. Podminky hydrolyzy
i objem volného prostoru nad vzorkem (V-HS) musi byt pro vzorky i kalibra¢ni standardy

totozné.

Teoreticky 1 mg thiramu poskytuje 0,6323 mg CS,. Matricova kalibrace je linearni
(R>>0,995) v Sirokém rozmezi koncentraci. Rozsah byl ovéfen od 19 ng aZ po 63 pg
CS,/HS-objem. Pro piesnou kvantifikaci nizkych obsahll je vhodné pouzit mensi rozsah
kvantifika¢nich hladin, umérné nélezu. Pokud obsah rezidui ve vzorku piekro¢i rozsah

kalibrace, je nutné zopakovat analyzu s mensi navazkou vzorku.



Tabulka 2. Pfiprava kalibra¢ni Fady pro HS analyzu.

Hiading b Thiram Pridavky standardu
(ng CS,/HS) (ng/HS) (ul/na HS vialku)

1 19 30 30 roztoku C (3.2.10)
2 63 100 100 roztoku C (3.2.10)
3 316 500 50 roztoku B (3.2.9)
4 632 1000 100 roztoku B (3.2.9)
5 1581 2500 25 roztoku A (3.2.8)
6 3162 5000 50 roztoku A (3.2.8)
7 6 323 10 000 100 roztoku A (3.2.8)
8 15 808 25000 25 ZR (3.2.7)
9 31615 50 000 50 ZR (3.2.7)
10 63 230 100 000 100 ZR (3.2.7)

Obsah CS; se vypoéte ze smérnice kalibra¢ni ptimky, sestrojené z naméfenych kalibraénich
bodl pro danou sérii vzorki. Vysledek se vyjadii v mg CSy/kg vzorku a vypocte se podle

rovnice (1).

c= bLS.lo—f5 (1)
m

kde ¢ je  obsah CS; ve vzorku (mg/kg),
brs obsah CS; odecteny z kalibra¢ni pfimky pro HS nastiik (ng/HS),
m navazka vzorku (g).
Detekéni limity byly stanoveny z nejnizsi urovné kalibra¢nich ptimek, LOD < 20 ng CS,/ HS-

objem reak¢ni vialky.

Za podminek danych postupem lze dosahnout meze stanovitelnosti LOQ < 0,020 mg CS,/kg
vzorku. Nastaveny limit pro uvadéni vysledki RL = 0,020 mg/kg vzorku.

Maximalni povoleny rezidualni limit (3) pro potraviny a krmné smési MLR je 0,050 mg/kg.



Opakovatelnost postupu byla stanovena pro matrice obilnd smés, list a hrozen vinné révy
na hladiné¢ 0,050/0,500/5 mg/kg vzorku (n = 6). Stanovené hodnoty opakovatelnosti byly

V povoleném rozmezi podle tabulky 3.

Akceptovatelnd vytéznost postupu (1) je 70 % az 110 %. V piipadé kvantifikace na procesni

kalibraci, pfipravenou rozkladem thiramu, jsou vysledky jiz korigovany na vytéznost.

Tabulka 3. Povolené hodnoty opakovatelnosti.

Koncentra¢ni hladina (mg/kg) Relativni nejistota (%)
<0,100 50
0,100 — 1,000 25
> 1,000 12,5

Spravnost metody byla ovéfena Gcasti v mezinarodnim porovnavacim testu EUPT SRM.

5 Z7Aavér

V laboratoti NRL RO Brno byla zavedena metoda pro nepfimé stanoveni rezidui
dithiokarbamatovych fungicidi po jejich katalytickém rozkladu na sirouhlik. Byl
optimalizovan postup kvantitativniho stanoveni CS, Vrostlinném materidlu a krmnych

surovinach metodou GC-MS s nastiikem plynné faze vzorku (Head Space analyza).

Mez stanovitelnosti postupu LOQ = 0,020 mg CS,/kg vzorku je dostatecna i pro kontrolu
dodrzeni limitt pro tyto latky, protoze MLR (CS;) > 0,050 mg/kg.

Spravnost metody byla ovéfena uspéSnou ucasti v mezilaboratornim testu EUPT-SRM7
vV roce 2012. Testovacim vzorkem byla pomletd Cocka, pfirozené kontaminovana piipravky
na ochranu rostlin po polnim oSetfeni plodiny. Stfedni hodnota nalezu z vysledki

87 hodnocenych laboratofi byla 0,615 mg CS,/kg vzorku.

Timto optimalizovanym postupem byly v roce 2012, 2013 a 2014 prométeny vzorky listh
a hroznl vinné révy z kontroly vinohradi v reZimu ekologického zemédélstvi. Pro porovnéani
nalezli byly v kazdé sérii analyzovany i vzorky pozitivnich kontrol z konvencné oSetfené¢ho

vinohradu se zndmou aplikaci fungicidnich ptipravk.
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Stanoveni perfluoroalkylovych slou¢enin

v komplexnich matricich

Klara KantoSova, Petra Kosubova
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1 Souhrn

Perfluoroalkylové slouceniny (PFAS) pfedstavuji rozsdhlou skupinu latek antropogenniho
puvodu s Sirokym primyslovym uplatnénim. Nejvyznamnéj$imi cleny této skupiny jsou
perfluorokarboxylové (PFCA) a perfluoroalkansulfonové (PFSA) kyseliny. PFAS
se v soucasnosti detekuji v riznych slozkach zivotniho prostiedi a je nutné zjistit moznosti

vstupu do potravniho fetézce.

Na rozdil od prvotni studie, kterd se zabyva analyzou PFAS v rybich mouckéch, je tato prace
zaméiena na sledovani PFAS v komplexnich matricich, konkrétné¢ v kalech a krmivech.
Pro stanoveni vybranych zastupci PFAS v uvedenych materidlech byly testovany rtizné
postupy pfipravy. Pomoci optimalizované metody bylo analyzovano 41 vzorki ¢istirenskych

kald a 30 vzorku krmiv.

2 Teoreticka ¢ast

21  Uvod

Perfluoroalkylové slouceniny (PFAS) predstavuji skupinu alifatickych latek, u kterych jsou
vSechny vodikové substituenty vazané na uhlik nahrazeny atomy fluoru. Vazba uhlik-fluor
je extrémné silnad a stabilni, coz ma za nasledek vysokou chemickou a tepelnou stabilitu.

Navic tyto latky vykazuji jak hydrofilni tak lipofilni chovéani, a proto nalézaji uplatnéni
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V primyslu a spotfebnim zbozi predevsim jako povrchove aktivni latky (surfaktanty) a slozky
polymernich materidli. Pro jejich rozmanité primyslové uplatnéni se v soucasnosti PFAS
nachazeji ve vSech slozkéch zivotniho prostiedi, vcetné zivocichti a lidské populace. Tyto
latky maji sklon k bioakumulaci, vazou se na proteinovou slozku tkéni. Vyssi bioakumulacni
potencial maji PFAS s dlouhymi fetézci, jejichz nejvyznamnéjSimi zastupci jsou
perfluorooktansulfonat (PFOS) a perfluorooktanova kyselina (PFOA). Zaroveii jsou PFOS
a PFOA koncovymi produkty degradace PFAS s delSimi fetézci [1-3].

Pies vSechna soucasna omezeni vyroby a pouzivani PFAS [1-3] se tyto latky vyskytuji
vV riznych environmentalnich slozkach a mohou vstupovat do potravnich fetézct. Je tedy
nezbytné jejich vyskyt sledovat a kontrolovat. Pro tyto Gcely se nejcastéji vyuziva technika
LC-MS/MS, tj. spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii,
ktera umoznuje spolehlivé kvantifikovat PFAS v komplexnich matricich a zaroven detekovat,

V potravinach a krmivech [2, 4, 7].

Cistirenské kaly mohou byt potencidlnim zdrojem PFAS, které se na né sorbuji b&hem
procesu Cisténi odpadnich vod. Jelikoz v ¢eské legislativé neni obsah PFAS v kalech
limitovan a kaly mohou byt pouzivany jako hnojivo na zeméd¢lskou ptidu, mtize touto cestou

dochazet k jejich vstupu do potravniho fetézce ¢lovéka [8-10].

Informace o vyskytu PFAS v krmivech jsou stale velmi omezené. V krmivech byva castou
pouzivanou surovinou rybi moucka, vyrabéna jako vedlejsi produkt pfi zpracovani ryb. Ryby
patii mezi komodity nejvice kontaminované témito latkami. Pfipadna kontaminace krmiv

muZze ohrozit chov hospodaiskych zvifat a nasledné ovlivnit nezdvadnost potravniho fetézce

[11, 12].

Cilem této prace bylo zavést vhodnou metodu pro stanoveni perfluoroalkylovych slouc¢enin
(PFAS) v distirenskych kalech a krmivech a zmapovat jejich vyskyt v uvedenych matricich

aplikovanych v zeméd¢lské praxi.
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Standardy

Smésny standard pro kvantifikaci: PFAC-MXA s obsahem 7 perfluorokarboxylovych kyselin
(C4—Cy) a 3 perfluoroalkansulfonovych kyselin (Cs, Cs a Cg) 0 koncentraci 5 pg.ml™
v methanolu (Wellington Laboratories, Kanada) a PFAC-MXB s obsahem
13 perfluorokarboxylovych kyselin (C4—C14, C16 a C1g) a 4 perfluoroalkansulfonovych kyselin
(Cs4, Cs, Cga Cyg) 0 koncentraci 2 ug.ml™ v methanolu (Wellington Laboratories, Kanada).

Smésné vnitini standardy (IS): surrogate standard s obsahem 4 isotopové znacenych
MPFAA4 (1C4-PFOS, 3C,-PFHXA, °C,-PFOA, ¥C,-PFDA) o koncentraci 0,2 pg.ml™
v methanolu, surrogate standard MPFAC-MXA s obsahem 9 isotopové znafenych PFAA
(*C4-PFBA, C,-PFHXA, *C4-PFOA, *Cs-PFNA, *C,-PFDA, *C,-PFUdA, *C,-PFDoA,
80,-PFHxS a *C,4-PFOS) o koncentraci 0,2 pg.ml™ v methanolu a néstiikovy standard
sobsahem 2 isotopové znatenych MPFAA2 (“Cg-PFOS, 3Cg-PFOA) o koncentraci

0,1 pg.ml™* v methanolu (Wellington Laboratories, Kanada).

3.1.2 Chemikalie

Methanol pro LC-MS (Merck), acetonitril pro LC-MS (Sigma-Aldrich), hexan Suprasolv
(Merck), hydroxid sodny p.a. (Lach-ner), kyselina chlorovodikova p.a. (Lach-ner), aktivni
uhli GCB (ENVI-Carb, 120/400, Supelco), siran hofecnaty (suSeny 16 h pii 100 °C, zihany
16 h pii 550 °C), chlorid sodny p.a. (Lach-ner), sorbent ODS C18 (Agilent Technologies),
moisky pisek, kiemelina, octan amonny NH,OAc pro LC-MS (Sigma-Aldrich), deionizovana
voda (Millipore).

3.1.3  Laboratorni pomiicky a vybaveni pro pFipravu vzorku

Plastové zkumavky (15 ml, 50 ml), analytické vahy (Sartorius), ultrazvukova lazein Ecoson
(Labicom), extraktor ASE 100 (Dionex), extraktor B-811 (Biichi), odstfedivka Sigma 2-16K
(Sigma), koncentrator Termovap (Ecom), tfepacka (Kavalier), Eppendorf zkumavky (1,5 ml),
stiikacky (2 ml), stfikackové nylonové filtry (0,2 um), davkovace Hamilton, automatické

pipety, PP vialky (300 pl, 700 ul, 2000 pl).
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3.1.4  Postup pripravy

3.1.4.1 Cistirenské kaly

1 g vzorku Cdistirenského kalu v plastovych zkumavkach byl obohacen 30 ul surrogate
standardu  MPFAA4. Ke vzorku bylo pfidano 0,5 ml roztoku NaOH v methanolu
o koncentraci 0,2 mol.I*. Po promichani se vzorek nechal stit 30 min. Nésledovala
neutralizace pfidanim 50 pl roztoku HCI v methanolu o koncentraci 2 mol.I". Vzorek byl 15
min extrahovan 5 ml methanolu v ultrazvukové lazni. Extrakt byl 5 min odstfedén
pii 5000 rpm a supernatant byl pieveden do Cisté plastové zkumavky. Extrakce byla
zopakovana a spojeny extrakt byl zkoncentrovan pod proudem dusiku na 2 ml.
Zkoncentrovany extrakt byl precistén pomoci 100 mg aktivniho uhli (tfepani 1 min). Po 5min
odstiedéni pii 5000 rpm byl do zkumavky Eppendorf odebran 1 ml extraktu a zkoncentrovan
pod proudem dusiku na 0,5 ml. Tento zkoncentrovany podil extraktu byl obohacen 30 pl
nastfikového standardu MPFAA?2 a doplnén deionizovanou vodou na vysledny objem 1 ml.
Po promichani byl finalni extrakt filtrovan pies stfikackové nylonové filtry (0,2 pm) do PP
vialky.

3.1.4.2 Krmiva

1 g vzorku krmiva v plastovych zkumavkach byl obohacen 30 pl surrogate standardu
MPFAC-MXA a extrahovan 5 ml acetonitrilu v ultrazvukové lazni 15 min. Extrakt byl
odstfedén 5 min pti 5000 rpm a supernatant byl preveden do Cisté plastové zkumavky.
Extrakce byla zopakovéna a spojeny extrakt byl zkoncentrovan pod proudem dusiku na 2 ml
aolejova frakce byla odstranéna vytfepanim do hexanu (2 x 2 ml). Extrakt byl déle
zkoncentrovan na 1ml a pfeciStén pomoci 100 mg aktivniho uhli (tfepani 1 min).
Po odstiedéni 5 min pii 5000 rpm bylo 500 ul extraktu obohaceno 30 ul nastfikového
standardu MPFAA2 adoplnéno deionizovanou vodou na vysledny objem 1 ml.
Po promichéni byl findlni extrakt filtrovan pfes stiikackové nylonové filtry (0,2 pm)

do plastové vialky.

3.1.5 Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

Extrakty byly analyzovdny pomoci ultratc¢inného kapalinového chromatografu ve spojeni
s trojnasobnym kvadrupolovym hmotnostnim spektrometrem (Acquity UPLC — TQ MS

Xevo, Waters, USA). Pied nastiikovy ventil byla zatfazena PFC isolatorovd kolona
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pro eliminaci ptipadnych interferujicich PFAS uvoliujicich se z UPLC systému 3.
Chromatograficka separace byla provedena na koloné¢ Acquity UPLC® BEH CI18
(50 mm x 2,1 mm x 1,7 um) gradientovou eluci mobilni faze slozené z methanolu
(2 mM NH4OAc) a deionizované vody (2 mM NH4OAc). Pritok byl 0,6 ml.min™
pro &istirenské kaly a 0,3 ml.min™ pro krmiva. Teplota kolony byla 60 °C a objem nasttiku
5 ul. Ionizace byla provedena elektrosprejem v negativnim médu a MS detekce probihala
v rezimu sledovani vybranych pfechodii (MRM). Pro kvantifikaci byly pouzity specifické
ptechody: [M-H]" — [M-H-COQ] pro PFCA, [M-H]" — [SOs]" pro PFSA v ptipadé kalt
a [M-H]" — [FSOgz] pro PFSA v pfipad¢ krmiv.

3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1  Optimalizace metody pripravy vzorku

3.2.1.1 Cistirenské kaly

Pro extrakci PFAS ze vzorkl Cdistirenskych kalli byly testovany tii techniky: zrychlena
Soxhletova extrakce, tlakova extrakce rozpoustédlem (ASE) [6, 13] a sonifikace (Powleyho
metoda) 13. Vsechny tii metody vykazovaly porovnatelnou ucinnost extrakce zajmovych
analytil. Pii testovani slepého pokusu bylo zjisténo, ze ASE a zrychlend Soxhletova extrakce
vykazuji alespon u jednoho analytu vysoké pozadi (pfedevsim PFOA), coz je pravdépodobné
zpusobeno piitomnosti teflonovych soucdstek v pouzivanych extrakénich zatfizenich, které
mohou uvolilovat sledované analyty do extraktu (viz Obrazek 1). Matricovy efekt (v podobé
suprese signalu) byl pozorovan u vSech testovanych metod, ale v ptipadé Powleyho metody
byl nejnizsi, jelikoz dochazi k extrakci mensiho mnozstvi koextrakti nez v ptipadé ASE
a zrychlené Soxhletovy extrakce (viz Obrazek 2). Po zhodnoceni vSech téchto vysledki byla
zvolena Powleyho metoda jako vhodné extrak¢éni metoda pro provedeni screeningu 41 vzorki

Cistirenskych kalt.

13



® Powleyho metoda
0.5
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Obrizek 1. Srovnani pozad’ovych nalezi riznych extrakénich technik.

120%
mvytéznost  Dmatricovy efekt
100%
80%
60%

40%

20%

0% . .
Powleyho metoda Zrychlena Soxhletova Tlakova extrakce
extrakce rozpoustedlem

Obrazek 2. Srovnani extrak¢nich technik pro vzorky kalii.

Pro cisténi extraktu byly testovany dvé metody: disperzni extrakce tuhou fazi (DSPE)
aktivnim uhlim 13 a extrakce kapalina-kapalina do hexanu. Pretfepanim do hexanu je mozné
odstranit olejovou frakci zextraktu. Vysledky se =zafazenym hexanovym ¢iSténim
a bez hexanového ¢isténi byly srovnatelné a tudiz neni zafazeni toho kroku nutné. Aktivnim

uhlim se z extraktu odstrani huminové latky. Byla testovana 3 riizna mnozstvi aktivniho uhli,
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a to 25mg, 100 mg a 300 mg. Experimentalné¢ bylo zjisténo, Zze mnozstvi 100 mg je

dostate¢né pro ucinné precisténi extraktu.

3.21.2 Krmiva
Na vzorcich krmiv byly testovany tfi rizné metody pfipravy vzorku: methanolové extrakce
tiepanim 14, sonifikace (Powleyho metoda) a QUEChERS 15. Stru¢ny popis testovanych

metod je znazornén v tabulce 1.

Pro porovnani ucinnosti testovanych metod byly vzorky obohaceny nativnimi PFAS
na hladiné 1 ng.g™. Vybrané vzorky krmiv byly extrahovany ve tfech opakovénich a vysledky
experimentu jsou zndzornény v tabulce 2. Z vysledki lze vidét, Ze Powleyho metoda
poskytovala dobrou vytéznost nativnich PFAS a spliiuje pozadavky na kvalitu uvedené
v 2002/657/ES [17]. Powleyho metoda také vykazovala nejniz$i matricovy efekt
(viz Obrazek 3). Z téchto divodl byla Powleyho metoda zvolena pro screening 30 vzorku

krmiv.

120%

B Vytéinost PFAS @ Matricovy efekt
100%

80%

Powlevho metoda QuEChERS Methanolova extrakce

Obrazek 3. Srovnani extrakénich technik pro vzorky krmiv.
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Tabulka 1. Schematicky popis jednotlivych extrakénich metod.

Powleyho metoda QUEChERS Methanolova extrakce
Navazka lg 29 29
Surrogate  st.
MPEAC-MXA 30 ul 60 pl 60 pl

Extrakéni ¢in.

Acetonitril (2 x 5 ml)

Acetonitril (4 ml) + H,O
(4 ml)

Methanol (6 ml)

Extrakce 2 % 15 min ultrazvuk 30 min tfepani 15 min tfepani
Odstiredéni 5 min, 5000 rpm - -
ZKkoncentrovani na 2 mi - -

Cisténi 1

Odstranéni olejové faze
vytiepanim do hexanu
(2 x2ml)

Vysoleni pomoci 1,6 g
MgSQ, a 0,4 g NaCl

DSPE 340 mg GCB

Odstredéni

5 min, 5 000 rpm

5 min, 9 000 rpm

5 min, 9 000 rpm

ZKkoncentrovani

nalmil

1,5ml podil exktraktu na
0,5 ml

Cisténi 2

DSPE 100 mg GCB

DPSE 300 mg MgSQ,,
30 mg ODS, 15 mg GCB

MPFAA2

(2ml podil extraktu)
., Iml podil extraktu na
Zkoncentrovani - 05 ml -
Redéni 0,5ml podil extraktu + 0,5 ml extraktu + 0,5 ml | 0,5 ml extraktu + 0,5 ml
! 0,5 ml H,0 H,0 H,0
Nastrikovy st. 30 ul 30 ul 30 pl

Finalni aprava

Filtrace pres 0,2um
nylonové filtry

Filtrace pres 0,2um
nylonové filtry

Odsttedéni 5 min,
12 000 rpm a filtrace
pres 0,2um nylonové

filtry

16




Tabulka 2. Vytéznosti a RSD (%) nativnich PFAS pro jednotlivé metody pfipravy
vzorku.

- %) < < < <
Seg| 25|28 |83 (8|32 |8|2)5
= & & |k |a | & | L |a | K o o| T

a o o o

N 1 107,7 ] 110,0 | 102,9 | 80,5 | 100,1 | 94,8 | 110,0]109,4 | 99,7 | 983 | 92,3 | 76,1

N 2 107,5]104,7 | 97,7 | 96,3 [ 1076 | 89,4 | 84,2 [101,6 | 103,2 1053 | 90,2 | 81,2

Q 3 109,4 | 105,8 | 91,7 | 103,4| 93,7 | 104,3|108,8| 89,8 | 99,4 | 96,0 | 87,9 | 716

< | prim. | 108 | 107 | 97 [ 93 [ 100 | 96 | 101 | 100 [ 101 | 100 | 90 | 76

© RSD | 09 | 26 | 58 | 126 | 69 | 79 [ 144 ] 98 | 21 | 49 | 25 | 63
R 1 107,7]107,3 | 123,4| 99,7 | 1252 | 101,5 | 106,6 | 113,2 | 108,9 | 110,3 | 69,5 | 42,2
gl N 2 123,1]110,3|131,3| 955 [109,6 | 117,4 | 131,9]138,1 | 116,2| 110,1 | 83,7 | 38,7
2 | B 3 120,9]121,2[121,9| 84,0 | 127,1]117,0 | 114,4]107,8 | 106,3 | 101,4 | 73,7 | 41,4
& | X | pram. | 117 | 113 | 126 | 93 | 121 | 112 | 118 | 120 | 110 | 107 | 76 | 41
2 RSD | 71 | 65 | 40 | 87 | 79 | 81 | 110 | 135 | 46 | 48 | 96 | 45
ol 1 113,0]103,4 | 104,8| 925 [ 1149 98,2 | 9256 [102,7 | 97,4 [ 111,3] 73,9 | 49,9
N 2 101,1]100,3 | 102,5 | 110,3]110,0 | 94,4 |113,0] 1052 | 112,6 | 110,4 | 84,8 | 56,5

T 3 116,7 | 124,4 | 108,0 | 109,0 | 113,7 | 104,4 | 110,8 | 106,5 | 102,2 | 1055 | 83,7 | 48,9

< | prim. | 110 | 109 | 105 | 104 | 113 | 99 | 105 | 105 | 104 | 109 | 81 | 52
RSD | 74 | 120 ] 27 | 96 | 23 | 51 | 106 19 | 75 | 29 | 74 | 80

- 1 85,2 | 114,9]107,5| 936 | 74,4 | 90,3 | 108,7| 755 | 72,8 | 41,7 | 30,3 | 128

N 2 86,3 |1075| 94,5 | 99,7 | 83,7 [ 851 | 921 | 73,1 | 64,4 | 420 | 259 | 96

= 3 91,2 | 947 [ 91,9 | 86,3 | 87,6 | 753 | 90,9 | 74,5 | 68,0 | 41,7 | 234 | 118

S | prim. | 8 | 106 | 98 | 93 | 82 | 84 | 97 | 74 | 68 | 42 | 27 | 11
RSD | 37 | 97 | 85 | 72 | 83| 91 | 102 16 | 62 | 03 | 133 | 144

0| < 726 | 91,3 | 79,0 | 80,8 | 86,9 | 84,0 | 66,8 | 81,4 | 66,3 | 36,2 | 6,9 | 45
RN, 784 | 912 | 71,3 | 718831 | 772 | 535 | 79,1 | 639 | 398 | 71 | 45
o |9 67,6 | 900 | 759 | 79,4 | 840 | 784 | 582 | 733 | 63,2 | 37,7 | 63 | 44
4 X |pram. | 73 | 91 | 75 | 77 | 85 | 80 | 59 | 78 | 64 | 38 7 4
o RSD | 74 | 08 | 51 | 62 | 23 | 45 | 113 | 54 | 25 | 47 | 59 | 13
o 1 1014 | 854 | 80,4 | 1146 975 | 90,1 | 60,3 | 81,8 | 62,2 | 375 | 185 | 8,0

N 2 99,9 | 93,1 | 89,6 [100,2] 91,1 | 836 | 61,8 | 89,2 | 557 | 36,8 | 21,4 | 7,0

I 3 96,4 | 96,0 |100,2| 915 | 97,4 | 854 | 550 | 1004 | 555 | 382 | 184 | 7.1

S| prim. | 99 | 91 | 90 | 102 | 95 | 8 | 59 | 90 | 58 | 37 | 19 7
RSD | 26 | 60 | 110|114 | 39 | 39 | 61 |103] 66 | 18 | 86 | 75

- 1 95,3 |116,3| 854 | 77,5 |126,1]107,7| 39,3 | 87,9 | 340 | 39 | 01 | 50

N 2 104,1]120,3]100,9| 52,4 [1032| 86,1 | 286 [1029| 425 | 43 | 01 | 48

=) 3 117,1]1282 1089 | 654 | 90,4 | 1156 29,8 [117,8] 36,1 | 39 | 03 | 47

o | S| prim. | 105 | 122 | 98 | 65 | 107 | 103 | 33 | 103 | 38 4 | 01 5
2 RSD | 104 | 50 | 121|193 | 170 | 148 | 180 | 145 | 11,8 | 54 | 1083 | 33
£l o 1 131,9]120,9 | 116,2 | 90,5 | 1039 | 100,0 | 45,1 | 97,4 | 83,7 | 657 | 67,4 | 86,0
SN 2 117,9]131,7 [ 1245 96,4 [ 1249 97,0 | 33,8 [ 1045 723 | 61,3 | 53,5 | 99,9
z | & 3 112,5]133,7 | 106,8 | 126,4 1251 | 958 | 32,1 | 84,4 | 63,0 | 69,2 | 58,3 | 94,0
E X | pram. | 121 | 129 | 116 | 104 | 118 | 98 | 37 95 | 73 | 65 60 93
= RSD | 83 | 55 | 7,7 | 184|103 | 22 | 190 | 107 | 142 | 60 | 11,8 | 7,5
§ o 1 128,0 | 117,7 | 108,3 | 124,1 | 1246 | 99,4 | 69,7 | 1183 | 376 | 121 | 00 | 45
N 2 995 | 1255 126,3| 97,0 [ 1199 ]112,9| 587 [ 1324 | 415 | 161 | 00 | 48

T 3 119,4 [ 123,8]104,0 | 94,6 | 1039|1034 | 69,2 | 1174 | 356 | 130 | 00 | 47

< | pram. | 116 | 122 | 113 | 105 | 116 | 105 | 66 | 123 | 38 | 14 0 5
RSD | 126 | 33 | 105|156 | 94 | 66 | 95 | 68 | 79 | 154 | 00 | 28

* KK_DZ — kompletni krmivo pro domaci zvitata, DK _DZ — doplitkové krmivo pro domaci

zvitata, KK HZ — kompletni krmivo pro hospodarska zvitata
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3.2.2  Stanoveni pomoci UPLC-MS/MS

Koncové stanoveni bylo provedeno na pftistroji Xevo TQ MS. Ve vzorcich Cistirenskych kalii
bylo sledovano 5 PFCA a PFOS a ve vzorcich krmiv bylo analyzovano 9 PFCA
(C8-C18) a 3 PFSA. MS detekce PFAS byla provedena v . MRM moédu. Parametry

UPLC-MS/MS pro stanoveni PFAS jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Parametry UPLC-MS/MS pro jednotlivé PFAS.

R | TGhPe | v | Tomizaini | Kolimi
,(min.u ty) ,(min.uty) napéti (V) energie (V)

313 — 269 15 8

PFHXA 1,53 - 313 — 119 15 24

363 - 310 15 11

PFHpA 1,76 - 363 — 169 15 18

413 — 369 15 10

PFOA 1,92 2,43 413 — 169 15 18

463 — 419 15 11

PFNA 2,05 2,64 463 — 219 15 14

513 — 469 20 10

PFDA 2,15 2,80 513 — 219 20 16

563 — 519 16 10

" PFUdA i 2,94 563 — 269 16 18

< 613 —569 16 12
= _

- PFDoA 305 613 — 319 16 18

g 663 — 619 18 12
z .

E PFTIDA 3,13 663 — 369 18 18

713 — 669 18 12

PFTeDA - 3,21 713 — 319 18 22

813 — 769 20 13

PFHXDA ) 3,34 813 — 219 20 25

913 — 869 22 15

PFODA i 3,44 913 — 269 22 25

399 - 99 50 30

PFHXS ) 2,14 399 — 80 50 36

499 — 99 62 38

PFOS 2,05 2 64 195 50 o %

599 — 99 70 40

PFDS i 2,93 599 — 80 70 50

PFOA-13C4 1,92 243 417 = 372 15 10

% | PFNA-13C5 - 264 468 — 423 15 11

= | PFDA-13C2 - 280 515 — 470 20 10

s | PFUJA-13C2 - 294 565 — 520 16 10

2 | PFDoA-13C2 - 3.05 615 — 570 16 12

£ [ PFHxS-1802 - 214 403 — 103 50 30

) 503 — 99 62 38

3 PFOS-13C4 2,05 264 2035 o %

£ [ PFOA-13C8 1,92 243 421 = 376 15 10

S 507 — 99 62 38

PFOS-13C8 2,05 264 20750 o %
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PFSA byly detekovany pomoci dvou MRM piechodi, tj. [M-H]T — [SOs]" pro kaly
a [M-H]" — [FSOs] pro krmiva. Ve vzorcich krmiv nemohl byt pro kvantifikaci PFOS pouzit
ptechod [M-H]T — [SOs]” (499 — 80), jelikoz v biotickych vzorcich se PFOS
na chromatografickych fazich C18 koeluuje s interferentem taurodeoxycholatem, ktery takeé
poskytuje odezvu na piechodu 499 — 80, coz vede k deformaci chromatografického piku
PFOS a nadhodnoceni jeho obsahu. Toto zjisténi popsali i dalsi autofi [5, 7]. Proto byl
Vv piipadé krmiv pouzit pfechod [M-H]" — [FSO3] (499 — 99), ktery je pro PFOS specificky.

Pro detekci PFCA byly vyuzity také dva MRM piechody, tj. [M-H]" — [M-H-COO]
a [M-H]" - [M-H-COO-(CF,)x]. Oba MRM byly shledany specifickymi pro stanoveni PFCA
a pro kvantifikaci byl pouzit intenzivnéjsi MRM odpovidajici ztraté¢ CO..

Odhady limitt detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byly odvozeny z poméru signdlu k Sumu.
LOD metody byly v rozsahu 0,01 ng.g™ az 0,02 ng.g™ a LOQ 0,03 ng.g™ az 0,1 ng.g™.
Ke korekci ztrat pii pfipraveé vzorku a eliminaci vlivu matricovych efektt byla pouzita metoda

izotopového fedéni a vnitiniho standardu.

3.2.3 Ovéreni metod

3.2.3.1 Cistirenské kaly

Spravnost metody byla ovéfena pomoci mezilaboratorniho porovnani, protoze v soucasnosti
neni dostupny zadny referenéni material s certifikovanymi obsahy PFAS. Laboratote UKZUZ
a SYKE (Finsky ustav pro zivotni prostiedi, Helsinky) analyzovaly zvoleny vzorek
Cistirenského kalu v triplikatu a vysledky byly hodnoceny t-testem, ktery ukdzal, Ze obé
laboratote poskytuji statisticky porovnatelné vysledky a potvrdil spolehlivost pouZzitych metod

(viz Tabulka 4).
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Tabulka 4. Vysledky statistického porovnani laboratoii UKZUZ a SYKE.

UKZUZ (¢, ng.g™) | SYKE (c,ng.g?) | Hodnotat t-kritické

PFHXA 0,337 0,283 1,249 2,776
PFHpA 0,080 0,140 1,837 2,776
PFOA 0,597 0,697 1,177 2,776
PFNA 0,440 0,417 0,944 2,776
PFDA 2,63 2,45 0,824 2,776
PFOS 31,05 28,97 0,823 2,776
Krmiva

Spravnost a presnost Powleyho metody zahrnujici extrakci do acetonitrilu byla ovéfena
pro 4 krmné materidly obohacené PFAS na hladind 1 ng.g’. Priméma vyt&Znost
a opakovatelnost pouzité metody byla 91 % a 11 %. Legislativni pozadavky pro stanoveni
PFAS v potravinach a krmivech na hladiné 1 ng.g'1 (spravnost: 50 % az 120 %, piesnost:
22 % az 30 %) byly splnény u vSech 12 PFAS ve vSech validovanych materialech [17].

120%

100% -

80% - ) ! =) S
60% - f : |
40% - :

20% !

0% - ‘ .

Kompletni pro Kompletni pro Pamlsky pro psy Rybi moucky
kurata sténata

Obrazek 4. VytéZnosti a RSD (%) pro validované matrice krmiv.
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3.24  Screening PFAS

3.2.4.1 Cistirenské kaly

Vybrané PFAS byly analyzované ve 42 vzorcich Cistirenskych kald z let 2013 az 2014.
Vysledné koncentrace sledovanych analytd v jednotlivych vzorcich jsou znazornény
v tabulce 5. Nejcastéji se vyskytujicim analytem byl perfluorooktansulfonat (PFOS), ktery byl
pfitomen ve viech testovanych vzorcich v rozmezi (0,74 — 390,26) ng.g™, coZ koresponduje
s dfive publikovanymi daty [9, 10, 17]. Dalsi nejCastéji detekované analyty byly kyselina
perfluorodekanova (PFDA) a kyselina perfluorooktanova (PFOA), které byly také stanoveny

ve vSech vzorcich. Profil PFAS charakteristicky pro Cistirenské kaly je uveden na obrazku 5.
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Tabulka 5. Koncentrace sledovanych PFAS v ¢istirenskych kalech (ng.g™ susiny).

Cislo vzorku PEHXA PEHpPA PFOA PENA PEDA PFOS
1 0,33 <01 0,81 <01 1,27 3,31
2 0,47 <01 1,10 <01 1,59 2,60
3 0,60 <0,1 1,16 0,18 2,84 4,17
4 0,19 0,19 1,12 0,25 2,71 0,74
5 4,42 4,45 21,04 3,69 46,90 5,54
6 0,24 0,13 1,15 0,63 3,43 1,86
7 0,34 <0,1 1,17 <0,1 2,77 5,03
8 0,26 <0,1 1,49 0,25 2,02 1,57
9 0,36 <01 0,49 <01 1,28 3,51
10 0,24 <01 1,78 0,66 7,49 6,06
11 <0,1 <01 0,85 0,23 1,26 2,32
12 0,42 <0,1 1,54 0,31 3,39 3,44
13 0,53 <0,1 1,03 <0,1 2,02 2,17
14 <0,1 <01 2,20 0,89 3,76 3,85
15 1,84 0,14 1,17 <01 2,07 1,23
16 0,23 <01 1,18 <01 0,42 38,02
17 0,32 0,18 0,72 0,40 1,48 28,68
18 0,21 <01 0,78 0,18 1,50 11,90
19 0,22 0,22 2,27 1,22 8,34 5,81
20 0,39 0,18 0,85 <01 2,21 16,40
21 2,57 0,30 1,50 <0,1 5,01 11,88
22 0,43 0,13 1,53 0,58 10,4 2,33
23 0,88 0,81 5,47 0,87 1,14 390
24 0,13 <01 0,48 0,18 1,81 3,06
25 0,19 0,13 0,57 0,15 2,71 3,06
26 0,53 0,12 0,93 0,37 2,94 5,00
27 0,47 0,18 1,53 0,55 2,07 2,11
28 <0,1 <0,1 0,80 0,18 1,42 14,4
29 0,14 <01 1,08 0,12 0,79 1,30
30 0,11 <01 0,47 0,20 1,61 38,6
31 0,33 0,18 1,79 0,43 2,44 4,81
32 <0,1 <0,1 0,71 0,23 1,90 4,12
33 0,20 <01 0,55 <01 1,13 1,74
34 9,48 0,67 2,14 0,56 4,94 7,17
35 0,42 <01 0,79 0,26 3,38 6,78
36 0,14 <01 0,70 0,44 1,98 13,3
37 1,27 0,37 2,56 0,38 4,61 46,3
38 0,97 0,21 2,09 0,46 4,86 19,5
39 1,65 0,35 6,61 1,04 13,1 3,85
40 0,48 <01 1,30 0,38 3,26 11,2
41 2,07 0,51 1,94 0,49 3,67 5,68
42 1,67 0,13 1,12 0,39 3,51 1,59

min n.d. n.d. 0,47 n.d. 0,42 0,74

max 9,48 4,45 21,04 3,69 46,90 390,26

mediin 0,41 0,19 1,15 0,38 2,57 4,49
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Obrazek 5. Profil PFAS v distirenskych kalech.

3.24.2 Krmiva

Bylo analyzovano 30 vzorkil krmiv, z toho 12 kompletnich krmiv pro hospodaiska zvifata
(KK_HZ), 10 kompletnich krmiv pro domaci zvifata (KK DZ), 4 doplikova krmiva
pro doméci zvifata (DK _DZ) a 4 krmné suroviny rybi moucky (KS RM). Vzorky byly
odebrany v ramci ufedni kontroly krmiv. Vysledné koncentrace PFAS jsou shrnuty v tabulce
6.

Ve vzorcich kompletnich a doplitkovych krmiv nebyly PFAS téméf viibec pfitomny. Pouze
v n¢kolika vzorcich byl nalezen PFOS a PFOA v nizkych koncentracich, ale vétSina analytd
nebyla viibec detekovana nebo byly pod LOQ. Ve vzorcich rybich moucek byly urcité nalezy,
coz souhlasi s poznatky nalezenymi V literatufe 10. Nejcastéji byl detekovan PFOS (0,10 ng.g°
Yaz 2,77 ng.g™ a dale PFUdA (0,20 ng.g™ a7 0,59 ng.g™") a PFTrDA (0,28 ng.g™* az 0,62 ng.g°
1). Tyto tf1 analyty byly pfitomny ve vSech testovanych vzorcich rybich moucek. Profil PFAS

stanoveny v rybich mouckach je uveden na obrazku 6.
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Tabulka 6. Koncentrace sledovanych PFAS ve vzorcich krmiv (ng.g™ piivodni hmoty).

< < <

| 2| s| 2|8 |8|5|8|8|8|8]|¢9]8

VZ. L LL LL LL LL o LL L - [ T T

a o o o o o o o L L i o

1 nd. [<0,07|<0,05| n.d. n.d. nd. [<0,04| nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 nd. | 0,077 | n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04| n.d. n.d. nd. [<0,04|<0,08
3 nd. [<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,04|<0,08

4 nd. |<0,07| nd. n.d. n.d. nd. |<0,04|<0,04| n.d. n.d. n.d. n.d.

N LD n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,04| nd.
II 6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08
X | 7 nd. |<0,07| nd. | 0,135 | nd. [<0,05| n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04|<0,08
X 8 nd. [<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04|<0,08
9 nd. |<0,07| nd. | 0,041 | n.d. nd. [<0,04|<0,04| n.d. nd. [<0,04|<0,08
10 | nd. |<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08

11 | nd. nd. |<0,05| n.d. n.d. nd. |<0,04| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

12 | nd. n.d. nd. [<0,03| n.d. n.d. nd. [<0,04| nd. nd. [<0,04| nd.
1 nd. | 0,130 | n.d. n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04| n.d. nd. [<0,04|<0,08
2 nd. [<0,07| nd. [<0,03| n.d. n.d. nd. [<0,04| n.d. nd. [<0,04|<0,08
3 nd. |<0,07|<0,05|<0,03|<0,04| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08
N L4 nd. [<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08
DI 5 nd. [<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04| nd. nd. |<0,04|<0,08
X | 6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | <0,04|<0,08
X171 nd | nd | nd | nd | nd | nd | nd |<004| nd. | nd |<0,04|<0,08
8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08
9 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08

10 | nd. [<0,07| n.d. nd. [<0,04| n.d. n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04| nd.
N 1 [<0,04|0,093| nud. n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04| nd. nd. |<0,04|<0,08
D| 2 nd. [<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. nd. [<0,04| nd. n.d. nd. |<0,08
é 3 nd. [<0,07| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. |<0,08
4 nd. [<0,07| nd. | 0,043 | n.d. n.d. nd. [<0,04| nd. nd. [<0,04|<0,08

s 1 nd. | 0,093 | 0,072 | 0,722 | nd. | 0,202 | n.d. |[<0,04| 0,281 | n.d. n.d. n.d.

@ | 2 |<0,04|0,082| 0,169 | 2,768 | 0,090 | 0,586 | n.d. | 0,165 | 0,623 | n.d. [<0,04| n.d.

»'[ 3 0,120 0,092 | 0,139 | 0,891 | nd. | 0,426 | nd. | 0,065 | 0,331 | nd. |<0,04| n.d.
X 4 n.d. n.d. nd. | 0100 | nd. | 0,401 | nd. | 0,103 | 0,407 | nd. |<0,04|<0,08
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Obrazek 6. Stiredni koncentrace PFAS ve vzorcich rybi moucky.

4 Z.avér

Pro ucely stanoveni vybranych PFAS v komplexnich matricich bylo testovano né€kolik metod

pfipravy vzorku. Pro Cistirenské kaly byla nejvhodnéjéi extrakéni technikou Powleyho metoda

cv v

-----

nejvyssi vytéznost nativnich PFAS a nejniz§i matricové efekty Powleyho metoda s extrakci
do acetonitrilu. VSechny vzorky byly analyzovany metodou UPLC-MS/MS s vyuzitim
systému Xevo TQ MS.

Nejcasteji se vyskytujicim analytem ve vzorcich kalti byl PFOS, ktery byl spolu s PFDA
a PFOA pritomen ve vSech testovanych vzorcich. Ve vzorcich krmiv byl opét nejcastéji
detekovan PFOS, ktery byl v nizkych koncentracich pfitomen v 7 vzorcich. Dale byla
v nizkych koncentracich detekovana PFOA v 6 vzorcich. Ostatni analyty byly ve vétSing
piipadu pod LOQ nebo nebyly detekovany vibec. Ve vSech vzorcich rybich moucek byly
nalezeny také analyty PFUdA a PFTrDA. Vysledky screeningu krmiv poukézaly na velice

nizkou kontaminaci téchto komodit perfluoroalkylovymi slou¢eninami.
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5 Seznam pouzitych zkratek

PFAS — per(poly)fluoroalkylové slouceniny (per(poly)fluoroalkyl substances)
PFSA — perfluoroalkansulfonaty (perfluoroalkane sulfonates)

PFCA — perfluorokarboxylové kyseliny (perfluorocarboxylic acids)

PFOS — perfluorooktansulfonova kyseliny (perfluorooctan sulfonic acid)
PFHXS — perfluorohexansulfonova kyselina (perfluorohexane sulfonic acid)
PFDS — perfluorodekansulfonova kyselina (perfluorodecane sulfonic acid)
PFHXA — perfluorohexanova kyselina (perfluorohexanoic acid)

PFHpA — perfluoroheptanova kyselina (perfluoroheptanoic acid)

PFOA — perfluorooktanové kyselina (perfluorooctanoic acid)

PFNA — perfluorononanova kyselina (perfluorononanoic acid)

PFDA — perfluorodekanova kyselina (perfluorodecanoic acid)

PFUNA — perfluoroundekanova kyselina (perfluoroundecanoic acid)
PFDoA — perfluorododekanova kyselina (perfluorododecanoic acid)
PFTrDA — perfluorotridekanova kyselina (perfluorotridecanoic acid)
PFTeDA — perfluorotetradekanova kyselina (perfluorotetradecanoic acid)
PFHXDA — perfluorohexadekanova kyselina (perfluorohexadecanoic acid)

PFODA — perfluorooktadekanova kyselina (perfluorooctadecanoic acid)
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Stanoveni pyrrolizidinovych alkaloidu

V rostlinném materialu

Martina Cumovd, Petra Kosubova, Marie Mrkvicova

Ustiedni kontrolni a zku$ebni astav zem&dglsky, Narodni referenéni laboratof,
Regionalni oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
martina.cumova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které mohou byt toxické pro lidi
a zvifata, a proto by se mél vyskyt téchto latek sledovat jak v potravinach, tak v krmivech.
Laboratof zavedla metodu pro stanoveni péti vybranych pyrrolizidinovych alkaloidd
Vv kompletni krmné smési a v surovinach uréenych pro jejich vyrobu. Metoda je vhodna nejen

ke screeningu, ale 1 ke kvantitativnimu stanoveni pyrrolizidinovych alkaloida.

2 Teoreticka ¢ast

21  Uvod

Alkaloidy jsou pfirodni latky produkované nékterymi organismy z fad Zivo€ichii, hub, bakterii
a fas. Tyto latky sice nejsou nezbytné pro Zivotaschopnost organismu, ktery si je vytvari, ale
pomahaji mu k jeho preziti. Alkaloidy se cleni podle svych typickych strukturnich
charakteristik do nekolika skupin. Mezi nejznaméjsi skupiny alkaloidd patfi napiiklad
tropanové (napf. atropin), purinové (napi. kofein) a ergotové alkaloidy (napf. ergotamin).
V posledni dob¢ vzrista také zajem o skupinu pyrrolizidinovych alkaloidl (PAs), které jsou
explicitné uvedeny ve smérnici 2002/32/ES o nezadoucich latkach krmivech. Na zakladé

pozadavkl EU by se mél jejich vyskyt v potravinach a krmivech sledovat.

PAs jsou sekundarni metabolity rostlin, které jsou syntetizovany za Gc¢elem tvorby vlastniho

obranné¢ho mechanismu (napf. proti hmyzu a byloZravciim). V soucasné dob¢ se hovoii o vice
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nez 350 chemickych heterocyklickych individui, které ve své struktufe obvykle obsahuji

nasledujici necinové baze, jejichz struktury jsou na obr. 1.

O OH

platynecine retronecine heliotridine otonecine

Obrazek 1. Typické necinové baze vyskytujici se v chemické strukture PAs [1].

Mnozstvi rostlin obsahujicich PAs zaujima pftiblizn€ 3 % z celosvétové rostlinné tise [2, 3].
Nejcastéjsi vyskyt PAs je pozorovan u rostlin z celedi Brutnidkovitych (Boraginaceae),
Hvézdicovitych (Asteraceae) a Bobovitych (Fabaceae). V Ceské republice PAs obsahuje napf.
hefmanek I1¢karsky (Matricaria recutita), ostropestieC mariansky (Silybum marianum),
kostival 1ékatrsky (Symphytum officinale), staréek piimétnik (Senecio jacobaea) a dalsi
byliny, které se u nas b&zné pouzivaji pro léceni onemocnéni. PAs jsou naptiklad i v Cajich
a jinych rostlinach, které se pouzivaji v tradi¢ni ¢inské medicin€. Velice Casto jsou PAs

soucasti doplnku stravy vyrobenych z rostlin, které tyto alkaloidy obsahuji.

Rostliny s vysokym obsahem pyrrolizidinovych alkaloidd mohou ptedstavovat realné riziko
pro zdravi lidi i zvitat. PAs maji hepatotoxicky, genotoxicky a pneumotoxicky ucinek. Vedle

toho se jedna o vazné karcinogeny a mutageny [4].

Pozitim zminénych rostlin, jejich semen nebo vyluhti miize dojit k pfimé expozici organismu
témto nezddoucim latkdm. Sekundarni expozice muze nastat v pripadé poziti produktd
zivo€i$né vyroby (napf. mléko, maso, vejce, med), do kterych byly tyto latky nebo jejich
metabolity distribuovany [2]. AvSak dosud neni zaznamenan zadny pfipad otravy, ktery byl

zpusobeny pravé sekundarni expozici.

Razné organismy jsou k PAs rizné citlivé. Zatimco mali prezvykavcei (kozy, ovce) nebo
hlodavci jsou k pusobeni PAs relativné odolni, naopak koné&, prasata, skot, dribez a lidé jsou
velmi citlivi [5, 6, 7]. Nebezpecim pro hospodéiska zvitata jsou rostliny s obsahem PAs, které¢
se za urcitych okolnosti mohou rozmnozit v lu¢nich porostech a dostat se do zelené pice, sena
a jinych krmiv. Proto je nezbytné zavést analytickou metodu, ktera umozni kontrolovat vyskyt

PAs v krmivech.
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Cilem prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni PAs v krmivech a krmnych surovinach.
Vyvinutd metoda ma byt rychld, s minimalnimi néklady a s moznosti aplikace na rozdilné
matrice (kompletni krmivo, zelena pice, med). Vyhodou dané metody ma byt také moznost

jejiho rozsiteni o dalsi sledované analyty podle ptipadnych pozadavkii Evropské unie.

Pro extrakci analytd z matrice byla vybrana modifikovana metoda QuEChERS [8], ktera
se v riznych obméndch Casto pouziva pro analyzu pesticidi, mykotoxinti, alkaloidi a jinych
latek. Metoda zahrnuje extrakci do acetonitrilu, precisténi ve formé vysoleni analyti
do acetonitrilové faze a separaci vodné faze. Kvantitativni stanoveni obsahu PAs probiha
pomoci ultra-u¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (UPLC-MS/MS). Metoda byla cilené nastavena tak, aby bylo Vv pfipad¢ potteby

mozno piidat tyto latky do jiz zavedené multimetody pro sledovani mykotoxint.

Obsah PAs v krmivech neni doposud legislativné limitovan, a proto se vybér PAs fidil
pozadavky ptipravovaného mezilaboratorniho porovnavaciho testu organizované¢ho JRC
IRMM a dostupnosti standardi. Bylo vybrano téchto 5 Pas: monocrotaline, retrorsine,

senecionine, seneciphylline a senkirkine, které byly validovany pro 4 riizné matrice.

HO, CHj
(6]
=
HC™ ™ TR
= CH; _O
(6] fe) o
N
|
H,C
senkirkine
HsC
*\ cHs,
OH

o
XN\ 07 o
O\ H3sC H

N

N

senecionine monocrotaline

Obrazek 2. Chemické struktury vybranych pyrrolizidinovych alkaloidi.
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Chemikalie

Methanol, cistota LC-MS, mravenc¢an amonny pro MS a kyselina mravencéi, Cistota LC-MS
(Fluka). Ultra cista voda piipravena Milli-Q systémem (Millipore Corporation). Acetonitril,
Cistota HPLC (Sigma Aldrich). Odpafené standardy PAs (Biopure Referenzensuibstanzen
GmbH). Alkaloidy byly rozpustény v methanolu a uchovavany pii — 20 °C.

3.2  Pristroje a pomicky

Ultrau¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, ACQUITY UPLC-TQ
MS Xevo (Waters, USA), vybaveny UPLC kolonou, ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x
2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA) a ptedkolonou, ACQUITY BEH C18 VanGuard, 5 mm x
2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA). Analytické vahy, ultrazvukova lazen, horizontalni tiepacka
srychlosti do 300 kmitli/min, centrifuga s rozsahem oti¢ek nad 3000 ot/min, plastové
centrifugacni zkumavky se Sroubovacim vic¢kem o objemech 15 ml a 50 ml, centrifuga¢ni
zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml, stiikackové filtry nylonové o velikosti péra 0,2 um

(Labicom, Ceska republika), sklen&né vialky o objemu 2 ml.

3.3 Postup pripravy vzorku

Homogenni vzorek se navazi do 50ml plastové centrifugacni zkumavky. K matrici se piida
10 ml 0,1% HCOOH. Extrakce se provede 10 ml acetonitrilu tfepanim 20 min na horizontalni
titepacce pii alespont 150 kmit/min. Poté se pfida pevnd smés soli (MgSO,4 a NaCl). Smési
se opét intenzivné tfepe. Vzorek se odstfedi 5 min pii 5000 ot/min, vrchni acetonitrilova
vrstva se pievede do 15ml plastové zkumavky a nechd se vymrazit. Vymrazeny extrakt
se opét odstfedi 5 min pifi 3900 ot/min. Pfesné 0,5 ml acetonitrilové vrstvy se prevede
do zkumavky Eppendorf, poté se doplni vodou na celkovy objem 1 ml. Po promichani
se roztok zfiltruje pfes membranovy filtr nebo se odstfedi pfi 12000 ot/min a pievede

do vialky.
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3.4 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty pfevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci
vzorkli a standardi. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky meéfeni jsou uvedeny
v tabulkdch 2 a 3. Pied analyzou redlnych vzorkii se ovéfi citlivost systému analyzou
nejnizSiho kalibracniho bodu a zaroven stabilita retencniho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSténa vyuzitim MRM modu pii MS

detekci. Podminky méfeni jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1. Chromatografické podminky UPLC stanoveni.

UPLC - Acquity Waters

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

Slaby promyvaci roztok

Deionizovana voda/methanol (90/10)

Silny promyvaci roztok

Methanol

Mobilni faze A

0,1% kyselina mraven¢i v deionizované vodé

Mobilni faze B

0,1% kyselina mraven¢i a ImM mravencan amonny v methanolu

Prutok mobilni faze

0,4 ml/min

Gradient mobilni faze

0 min (10% B) — 0,3 min (20 % B) — 4,5 min (99,5 % B) — 7 min (99,5
%B) — 7,1 min (10% B) — 10 min (10% B)

Tabulka 2. Podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

Pyrrolizidinovy RT |Prekursor Produktovy Produktovy
) ) ) CV (eV) ) CE (eV) ) CE (V)

alkaloid (min) ion ion 1 ion 2

Senecionine 1,51 336.2 40 94 30 120 30
Retrorsine 1,18 352.2 40 94 33 120 32
Seneciphylline 1,27 334.2 40 94 28 120 23
Monocrotaline 0,43 326.2 40 94 30 120 30
Senkirkine 1,82 366.2 40 122 33 168 30

V pozitivnim modu

Teplota iontového zdroje 150 °C, teplota susiciho plynu 450 °C, pratok suSiciho plynu 700 l/h, pritok

»cone gas™ 45 I/h, prutok kolizniho plynu 0,18 ml/min, napéti na kapilafe 3 kV, ionizace elektrosprejem
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4 Vysledky a diskuse

4.1  Validace stanoveni pyrrolizidinovych alkaloidi

Pro validaci stanoveni 5 PAs byly pouzity Ctyfi matrice: vojtéska, mlécnd krmnd smés,
kompletni krmnd smés pro prasata a med; které byly obohaceny na dvou koncentrac¢nich
hladinach. Obohaceni bylo provedeno v 6 opakovanich pro kazdou matrici zvlast. V ramci
validace byla hodnocena citlivost, spravnost, pfesnost, selektivita a rozSifena nejistota.
Pro vSechny testované analyty byla splnéna validacni kritéria podle rozhodnuti komise
(2002/657/ES). Mez stanovitelnosti LOQ, byla stanovena podle pozadavki
SANCO/12495/2011. Mezi stanovitelnosti byla tedy nejnizs$i validovana hladina, tzv.
reportovaci limit (RL), ktery byl pro viechny parametry 5 pg.kg™, a to ve viech validovanych
matricich. Ostatni valida¢ni data jsou uvedena v tabulkidch 3 a 4. Kvantifikace obsahu PAs

byla provedena s vyuzitim matricové kalibrace.

Tabulka 3. Limity detekce a linearita pro PAS v riznych matricich.

Kalibra¢ni Kompletni krmna
Solvent Mlééna krmna smés Vojtéska Med
rozsah smés
PA
LOD LOD LOD LOD LOD
[ngkg™] . R? . R? . R? . R? . R?
[ngke™] [ngke] [ngke™] [ngke™] [ngke™]

Senecionine 1-1000 0,2 0,9993 0,2 0,9982 0,4 0,9982 0,5 0,9993 0,9 0,9995
Retrorsine 1-1000 0,3 0,9992 0,2 0,9973 0,7 0,9955 0,5 0,9995 1,0 0,9993
Seneciphylline 1-1000 0,2 0,9986 0,3 0,9989 0,4 0,9985 0,8 0,9992 1,0 0,9994
Monocrotaline 1-1000 0,6 0,9983 0,4 0,9997 0,4 0,9962 0,7 0,9972 08 0,9997
Senkirkine 1-1000 0,2 0,9986 0,2 0,9994 0,3 0,9991 0,2 0,9995 05 0,9992

Tabulka 4. Vytéznost a piesnost metody pro vzorky ¢tyr riznych matric obohacenych

na dvou validaénich hladinach.

Vytéznost (RSD) (%); n=3

MIécna krmna smés Kompletni krmna smés Vojtéska Med
5ug.kg® | 100 ug.kg" | 5pgkgt | 100 ugkg® | 5pgkgt | 100 ug.kg' | 5pgkgt | 100 pgkg®
Senecionine 85 (5,9) 95 (1,5) 90 (3,2) 98 (0,5) 89 (7,0) 92 (3,0) 89 (5,0) 90 (2,2)
Retrorsine 77 (11,5) 82 (1,8) 85 (5,0) 83 (3,2) 87 (8,9) 81 (1,2) 79 (5,1) 78 (3,1)
Seneciphylline | 81 (6,2) 94 (1,2) 82 (6,7) 95 (1,7) 92 (4,7) 92 (1,0) 82 (7,9) 87 (3,9)
Monocrotaline | 94 (7,4) 94 (2,1) 72(7,1) 83 (2,9) 91 (10,6) 80 (1,1) 83 (6,2) 86 (1,5)
Senkirkine 91 (1,5) 97 (0,5) 90 (1,7) 97 (1,5) 88 (2,9) 93(0,9) 92 (1,5) 97 (33)
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Dalsim dtlezitym valida¢nim parametrem je selektivita stanoveni. Selektivita se definuje jako
schopnost metody selektivné zméfit validovanou vlastnost, tzn., Ze vliv potencidlnich
interferenttl je nevyznamny. V ptipadé LC-MS analyz jsou pozorovany matricové efekty
(ME), coz znamena ovlivnéni signalu analytu pifitomnosti matrice. V ramci validace byly
sledovany ME v extraktech vSech matric. Matri¢ni efekt byl pocitan dle nésledujici rovnice:
ME = smérnice kalibra¢ni kiivky v matrici/smérnice kalibra¢ni kiivky v rozpoustédle *100.
Vysledné porovnani matri¢nich efektti je uvedeno v tabulce 5. Ze ziskanych udaja vyplyva, ze

matrice ma rozdilny vliv na jednotlivé analyty.

Tabulka 5. Porovnani matricovych efekt v riiznych matricich pii LC-MS/MS detekci
[96].

Alkaloid MKS KKS Vojteéska Med
Senecionine 104 97 88 106
Retrorsine 100 79 91 101
Seneciphylline 95 102 93 109
Monocrotaline 11 111 104 92
Senkirkine o1 93 86 79

Vzhledem k variabilité¢ pozorovanych ME je nutné pro spravnou kvantifikaci pouzit metodu

standardniho ptidavku, nebo metodu s vyuzitim matricové kalibrace.

Stanoveni nejistoty vychazi z vicendsobného meéfeni matrice obohacené standardy PAs
na riznych hladindch. Roz$ifend nejistota odpovidd smeérodatné odchylce stanovenych dat
vynasobené faktorem pokryti 2 (Obrazek 3). Pozadavek na maximalni rozsifenou nejistotu byl

splnén u vSech validovanych PAs.
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Obrazek 3. Relativni rozSifena nejistota stanovena v riznych matricich pro hladinu RL.

K identifikaci byla pouzita kritéria podle rozhodnuti komise (2002/657/ES) [10], tj. reten¢ni

cas (RT) a pomér sledovanych kvantifika¢nich a konfirmacnich iontd. Povolen4 odchylka RT

pro LC je £ 2,5 %. Povoleny rozsah pomért sledovanych ionti je zavisly na relativni intenzité

sledovanych iontd. Pritomnost sledované latky ve vzorku je potvrzena, pokud pomér intenzity

sledovanych iontli stanoveny ve vzorku odpovida poméru stanoveného ve standardu.

Identifika¢ni kritéria validovanych PAs jsou uvedena v tabulce 6.

Tabulka 6. Identifika¢ni kritéria.

Mykotoxin RT (min) Pomér ionti
Senecionine 1,51 1,83
Retrorsine 1,17 1,75
Seneciphylline 1,26 1,85
Monocrotaline 0,43 4,65
Senkirkine 1,82 0,95

Spravnost metody byla ovéfena pii PT organizovaném JRC vroce 2012. Jednalo se

0 kontaminované vzorky medu a rostlin. Kvantifikace byla provedena metodou matricové
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kalibrace. Ve vSech vyhodnocenych ptipadech byly obsahy PAs, stanovené v tomto IRM,

vyhovujici.

Tabulka 7. Zajisténi kvality QuEChERS metody pro stanoveni Pas.

Vztazna Vysledky
) z-Score/vytéznost
Cilové analyty Material hodnota QuEChERS %)
(1]
(ngkg?) (ngkg™)
Honey SNH 85,23 £3,89 85,31 0/100
Celkovy obsah PA
Honey SAH 85,18 £3,88 86,54 0,07/102
Honey SNH 20,86 0,73 23,57 0,6/113
Retrorsine
Honey SAH 20,84 £ 0,73 21,53 0,2/103
Honey SNH 40,68 + 0,47 36,97 -0,4/91
Seneciphylline
Honey SAH 40,65+ 0,47 39,26 -0,2/97
Honey SNH 20,52 £ 0,55 21,73 0,3/106
Senecionine
Honey SAH 20,51+ 0,55 22,55 0,5/110

4.2  Analyza realnych vzorki

Vyvinuta metoda byla aplikovéna pro sledovani PAs v redlnych vzorcich krmiv. Ze vzorkt
odebranych v ramci kontroly krmiv na UKZUZ bylo vybrano a testovano 41 vzorki, u nichz
byla pfitomnost PAs predpokladdna. Zastoupeni jednotlivych typi vzorki je pro piehlednost

znazornéna na obrazku 4.

® Krmivo pro kraliky
W Silaz

B Scno

B Krmivo pro dritbez
10% W Vojtéska

= Krmivo pro prasata

# Mlééna krmna smés

Obrazek 4. Skladba vzorku pro sledovani PAs v krmivech a surovinach pro jejich

vyrobu.
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Analyzou 41 vybranych krmiv byla prokézéna ptfitomnost vSech sledovanych PAs, které
se v rizném mnozstvi nachazely v nékterych testovanych materialech. Cetnost vyskytu PAs je

zobrazena na obrazku 5.

100
a0 A
80 -
70 A
a0
50 A
a0 -
30
20 +

10

Cetnost wyslortu pozitivnich vzorkl v %

U -
Krmivo  sildz  Seno  Krmivo  vojtéska Krmivo Mlééng Total
pro kraliky pro drubez pro prasata krmna
smés
M Seneciphylline ® Monocrotaline ™ Retrorsine

W Senecionine M Senkirkine

Obriazek 5. Cetnost vyskytu pozitivnich nalezii PAs v krmivech.

Vsechny analyzované vzorky byly kontaminovany (3 &= 1) PAs s vyjimkou krmiv pro prasata
a mléénych krmnych smési, které byly prosté sledovanych alkaloidl. V ostatnich krmivech
byly nejéastéji identifikovany alkaloidy seneciphylline a monocrotaline. Tyto dva alkaloidy
byly dokonce obsazeny ve vSech vzorcich krmiv pro kraliky, zatimco senkirkine nebyl
pfitomen v Zadném testovaném materidlu kromé silaze. Jediny seneciphylline byl obsaZen
v koncentracich prekracujicich 100 pgkg?, zatimco ostatni sledované PAs byly v krmivech

obsazeny na hladinach kolem 10 pg kg™ a mensich.

Celkové lze shrnout, Ze testovand krmiva nepiedstavuji pro zvifata riziko, vyplyvajici
Z ptfitomnosti sledovanych PAs. Nicméné vzhledem kredlnym néalezim je vhodné
monitorovat obsah PAs alespont v picninach a v krmivech, ktera jsou z vétsi ¢asti picninami

tvoteny (napf. kompletni krmna smés pro kraliky).
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5 Z.avér

V ramci prace byla provedena validace stanoveni péti vybranych pyrrolizidinovych alkaloidi.
Validované parametry spliiovaly pozadavky uvedené v rozhodnuti komise (2002/657/ES)
a SANCO/12495/2011. Spravnost metody byla ovéfena pii ucasti mezilaboratorniho
porovnavaciho testu na stanoveni PAs v medu a rostlinném materidlu. Vyvinuta metoda je
vhodna pro tucely multirezidudlniho stanoveni monocrotalinu, retrorsinu, seneciphyllinu,
senkirkinu a senecioninu v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu. Metoda je navic snadna,
rychld, financné Gspornd a lze ji rozsifit o nové analyty, jako napiiklad o ergotové alkaloidy.
Vysledky analyzy krmiv, které byly testovany na piitomnost PAs, byly prezentovany
na mezinarodni konferenci se zaméfenim na kontrolu potravin a krmiv [11] a na studentské

odborné konferenci pofddané Fakultou chemickou VUT v Brné [12].

6 Literatura

1. Fu PP, Xia Q, Lin Ge, Chou MW. 2004. Pyrrolizidine alkaloids-genotoxicity,
metabolism, enzymes, metabolic activation, and mechanisms. Drug metabolism
review 36: 1-55.

2. EFSA. (25-1-2007). Opinion of the Scientific Panel on Contaminants in the Food
Chain on a request from the European Commission related to pyrrolizidine alkaloids
as undesirable substances in animal feed. The EFSA Journal 447, 1-51

3. Mulder PPJ, Beumer B, Oosterink E, Jong J. 2009. Dutch survey pyrrolizidine
alkaloids in animal forage. Report 2009.018. RIKILT - Institute of Food Safety.
Pocet stran 45.

4. Zhou Y, Li N, Choi FF, Qiao CF, Song JZ, Li SL, Liu X, Cai ZW, Fu PP, Lin G, Xu
HX. 2010. A new approach for simultaneous screening and quantification of toxic
pyrrolizidine alkaloids in some potential pyrrolizidine alkaloid-containing plants by
using ultra performance liquid chromatography-tandem quadrupole mass
spectrometry. Analytica chimica acta 681: 33-40.

5. Cheeke PR. 1988. Toxicity and metabolism of pyrrolizidine alkaloids. Journal of
animal science 66: 2343 — 2350.

6. Mc Lean EK. 1970. The toxic actions of pyrrolizidine (Senecio) alkaloids.
Pharmacological Review, 22: 429-483.

7. 5 WHO. (1988). Pyrrolizidine Alkaloids. Environmental Health Criteria 80, 1-345

8. Anastassiades, M., Lehotay, S. J., Stajnbaher, D., Schenck, F. J.: Fast and easy

multiresidue method employing acetonitrile extraction/partitioning and "dispersive
solid-phase extraction” for the determination of pesticide residues in produce. J
AOAC Int, 2003, vol. 96, no. 2, p. 412 — 431.

9. Rozhodnuti komise ze dne 14. srpna 2002, kterym se provadi smérnice Rady
96/23/ES, pokud jde o provadéni analytickych metod a interpretaci vysledka
(2002/657/ES).

38



10.

11.

12.

Dokument SANCO/12495/2011 — Method validation and quality control procedures
for pesticide residues analysis in food and feed.

Bolechova, M.; Kosubové, P.; Mrkvicova, M. Determination of pyrrolizidine
alkaloids in feed by UPLC-MS/ MS. Bilthoven the Netherlands: Bastiaanse
Communication, 2013. s. 106 (s.)

Bolechova, M.; Kosubova, P., Céslavsky, J. Determination of Selected Naturally
Occurring Alkaloids in Feed by UPLC-MS/ MS. Studentskd odbornd konference
Chemie je zivot 2013. Sbornik pfispévkl. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta
chemicka, 2013. s. 236-241. ISBN: 978-80-214-4823- 0.

39



Bulletin Narodni referenéni laboratore XI1X 2015/2

Roc¢nik: XIX, ¢. 2

Vydal: Usttedni kontrolni a zkusebni ustav zemédé&lsky v roce 2015
Odpovédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Pocet stran: 39

Texty neproSly jazykovou tupravou.

ISSN 1801-9196



