CERTIFIKOVANA METODIKA

Identifikace a kvantitativni stanoveni
analyta indol, skatol a androstenon
metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozlisenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich
tkani veproveho masa

Ing. Kamil Stastny, Ph.D.




Uplatnéna certifikovana metodika

¢. CM 80/2017

(ISBN 978-80-88233-00-8)

Identifikace a kvantitativni stanoveni analytti indol, skatol a androstenon metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich
tkani veprového masa

Autor:
Ing. Kamil Stastny, Ph.D.

Uvedenda certifikovand metodika je vystupem projektu ¢. QJ1510233 programu Komplexni
udrzitelné systémy v zemédélstvi 2012-2018 "KUS" vyhlaseném MZe CR.

Osvédceni o uplatnéni certifikované metodiky: SVS/2017/150808-G
Vydala: Statni veterinarni sprava, Praha, 13.12.2017

Brno 2017



Brno, 20. 10. 2017

Uplatnéna certifikovana metodika

Identifikace a kvantitativni stanoveni analytti indol, skatol a androstenon metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich
tkani veprového masa

Obsah:

Predmluva .. 3
I. Cil metodiky .. 3
Il. Vlastni popis metodiky 4
lll. Srovnani ,,novosti postupa“ ... 14
IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky ... 14
V. Ekonomické aspekty ... 15
VI. Seznam pouzité literatury v 17
VIl.Seznam publikaci, které predchazely metodice . 17

Prilohy ... 18

Oponentni posudky zpracovali:
1. Mgr. Ales Cirkva — Ustav pro statni kontrolu veterindrnich biopreparatd a lé¢iv
2. MVDr. Jifi Drapal, Ph.D. — Statni veterinarni sprava CR

Certifikovanou metodu vypracoval: Ing. Kamil Stastny, Ph.D



Pfedmluva

Kastrace prasat je Castym tématem u odborné i laické verejnosti. V soucasné dobé jsou
uplatfiovany tfi hlavni zplGsoby prevence kanc¢iho pachu u vepfového masa, konkrétné predcasna
porazka, odstranéni varlat (chirurgickd kastrace) ¢i imunokastrace (ockovani vedouci ke snizeni
kanc¢iho pachu). Kastraci samcl je dosazeno dvou zakladnich cili - welfare prasat, kterd jsou s
narUstajici pohlavni aktivitou vice agresivni vUc¢i ostatnim chovanym prasatim i vaci
oSetrovatellim, a zabranéni vzniku tzv. kan¢iho pachu, ktery midze znehodnotit chut masa. Kandi
pach je senzorickd odchylka veprového masa patrnd pfi tepelné Upravé zejména tukové tkané
nékterych jedincl samciho pohlavi. Je zpUsoben vysokou koncentraci dvou latek, a to
androstenonu (chemicky: 5-androst-16-en-3-on) a skatolu (3-methyl-indol). Androstenon je latka
steroidni povahy, nema Zadnou hormonalni funkci. Je produkovan v Leydigovych bunkach varlat
spolu s dalsimi steroidy, jako je samci pohlavni hormon testosteron. U kancl je androstenon
transportovan do slinnych zlaz, kde je pritomny s jinymi steroidy (3-androstenol, 33-androstenol).
Kromé androstenonu se na kanc¢im pachu podili skatol (a také indol), které vznikaji v tlustém streveé
mikrobidlni degradaci aminokyseliny L-tryptofanu (Chen, 2007). Tvorba indolu v tlustém strevée
probihd za ucasti rady bakterii, produkce skatolu vyZzaduje pfitomnost vysoce specifickych
mikroorganismu. Obé latky jsou ¢astecné absorbovany stfevni sliznici a metabolizovany v jatrech
pUsobenim enzymu cytochrom P450. Nemetabolizovany podil skatolu se hromadi v tuku a je
odpovédny za kanci pach. V tukové tkani kancl se koncentrace androstenonu pohybuji az do 5
ug/g, v USA zjistili maximalni hodnotu 15 pg/g, obsah skatolu dosahuje maximalnich hodnot do 1
ug/g (Prusa et al., 2011; Haugen et al., 2012). Nad touto hladinou jiz konzumenti vnimaji obé latky
negativné a spotrebitelé, ktefi jsou na pritomnost kanciho pachu citlivi, takovéto maso odmitaji.
Stejné stanovisko zaujima také ustanoveni o posouzeni vhodnosti masa k lidské spotfebé (Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 854/2004 ze dne 29. dubna 2004, kterym se stanovi zvlastni
pravidla pro organizaci Urednich kontrol produkt( ZivociSného plvodu uréenych k lidské spotiebé),
které maso se silnym kan¢im pachem povaZuje za nepozivatelné. Na jatkach je proto nutné
detekovat kanci pach a podle intenzity odchylky, maso spravné posoudit.

I. Cil metodiky

V soucasné dobé se na jatkach pouZivaji pouze orientacni senzorické metody na principu tepelné
upravy vzorku, které jsou zaloZzeny na subjektivnim vyhodnoceni hodnotitelem. Pro objektivni
zhodnoceni prfedevsim u suspektnich kus( je tfeba stanovit pfesnou metodu. Pro tyto potfeby byla
v ramci projektu ¢. QJ1510233 vyvinuta rychla, presna a vysoce citlivd kvantitativni analyticka
metoda na zakladé LC-MS/MS(HR), ktera identifikuje a stanovuje vsechny tfi slozky kanciho pachu
soucasné. Certifikovand metodika byla vyvinuta prioritné jako rozhodc¢i (konfirmacni) a validovana
dle principt a parametr Rozhodnuti komise 657/2002/EC (Commission decision 2002/657/EC).



Il. Vlastni popis metodiky
1.€ast informativni

1.1 Nazev metody

Identifikace a kvantitativni stanoveni analyt(i indol, skatol a androstenon metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich
tkani veprového masa

1.2 Princip metody

Princip pouZité metody je zaloZzen na analytické separaci vzorkl na chromatografické koloné
v kapalné mobilni fazi (kapalinova chromatografie, LC) a nasledné identifikaci pomoci hmotnostni
spektrometrie. Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) je fyzikalné-chemickou
metodou pouzivanou pro urcovani hmot molekul a jejich ¢asti, jez je treba k tomu Ucelu prevést na
kladné nebo zaporné ionty a nasledné tyto ionty rozlisit podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a
zaznamu relativnich intenzit téchto iontd. MS je mimoradné citliva, destruktivni analyticka metoda,
ktera pri minimalni spotifebé vzorku urcuje molekularni hmotnost (Mw) a dalsi strukturalni
informace.

1.3 Analyty
Indol, Skatol (3-Methylindol), Androstenon (5a-androst-16-en-3-one) a 4-Androsten-3,17-dion
(jako IS).

1.4 Rozsah a pouzitelnost metody

Metoda je pouZitelnd pro stanoveni indolu, skatolu a androstenonu ve vzorcich tkani vepfového
masa v koncentracni rozsah 0 - 500 ug kg (ppb) pro adrostenon a v koncentracni rozsah 0 - 1000
ug kg (ppb) pro skatol a indol.

1.5 Analyticko-statisticka charakteristika metody

Identifikace a prokazovani mérenych analytl ve vzorcich je zaloZzeno na méreni presnych hmot
(mass accuracy) odpovidajicich kladnych ionta prekurzord a produktovych iontl s vyuZitim kritéria
pro Spravnost (Appm < 1). Kvantifikace analytl je zaloZzena na zakladé matricové kalibracni k¥ivky
s nasledujicimi vypoctenymi kritickymi body: LOD a LOQ, CCq a CCp (vice viz. kapitola — Validace
metody).

1.6 Interference metody

Stanoveni indolu, skatolu a androstenonu analytickou metodou LC- MS/MS s vysokym rozlisSenim
je za danych podminek vysoce specifické a nebyly pozorovany zadné interference v oblasti vyskytu
odezvy analytl pro matrice tkani veprového masa a rovnéz masa s vysokym obsahem tuka.

1.7 Interni kontrola metody
Vyuziva se pridavku interniho standard (IS) — 4-Androsten-3,17-dion (ADD). Kazdy vzorek je na
zaCatku zpracovani fortifikovan roztokem interniho standardu na vyslednou koncentraci

2 ug kg™



1.8 Externi kontrola metody

Ugast v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach, spoluprace s laboratofi v Belgii a Nizozemi.
2. Pracovni postup metodiky
2.1 Chemikalie, standardy

Analytické standardy organickych latek Indol (CAS n. 120-72-9), Skatol (3-Methylindol, CAS n. 83-
34-1), Androstenon (5a-androst-16-en-3-one, CAS n. 18339-16-7) a 4-Androsten-3,17-dion (CAS n.
897-06-3) byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich CZ a dodany objednavatelem. Kalibra¢ni roztoky
pro mass accuracy — Pierce ESI Positive/Negative lon Calibration Solution, dodavatel Thermo-
Fisher Scientific CZ.

Chemikalie metanol (gradiend grade), acetonitril (gradiend grade), kyselina mravenci byly
nakoupeny u dodavatele Sigma-Aldrich CZ. Deionizovana (demineralizovand) voda byla ziskana na
zarizeni GORO DEMI ULTRA CZ. Kapalny dusik v kvalité 5.0 byl dodan firmou Messer CZ.

Zasobni roztok standard( byl pfipraven o koncentraci 1 mg.ml? v acetonitrilu (Rozpustén 1 mg
standardu v 1.0 ml acetonitrilu).

Pracovni roztok standard( byl pfipraven o koncentraci 100 a 10 ug.ml* odpovidajicim nafedénim
zasobniho roztoku pridavkem acetonitrilu.

Vdechny roztoky se skladuji pfi 4°C v lednici. Zasobni roztoky standard(l jsou stabilni 1 rok,
pracovni roztoky jsou stabilni 1 mésic.

2.2 Analytické zafizeni

Vsechny vysledky byly naméreny na analytickém zafizeni UHPLC-(HR)MS, pokud neni vyslovené
uvedeno jinak. Instrumentalni analytické zafizeni bylo sloZzeno ze dvou hlavnich ¢asti, z ¢asti
chromatografické separace vybavené zatizenim (ultra) kapalinovym chromatografem Accera 1200
a Casti hmotnostni spektrometrie vybavené hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem
s vysokym rozliSenim (High Resolution, HR) na bazi orbitrapu oznaceném QExactive s H-ESI
ioniza¢nim zdrojem. Analytické instrumentalni zafizeni LC-(HR)MS/MS bylo vyrobené a dodané
firmou Thermo Fisher Scientific, USA, jako ridici software byl pouzit Excalibur ve verzi 2.21 a jako
vyhodnocovaci software pro konfirmaci (identifikaci a potvrzovani) byl pouZit Mass Frontier v.7.0
(oba Thermo Scientific). Méreni bylo provedeno v analytické laboratofi vybavené presnou
klimatizaci udrzujici teplotu v rozmezi 21 + 0,5 °C.

2.3 Vzorkovani
Vzorky tkani vepfového masa (véetné tukd) musi byt po odbéru na jatkdch neprodlené vakuové

zabaleny do polyetylénové folie a zamraZzeny na -20°C a v kratkém intervalu dodény do laboratofe
k vySetreni. Vzorky pfed zpracovanim v laboratofi jsou rozmrazZeny pfi laboratorni teploté.



2.4 Pracovni postup pfipravy vzorku

navazit 2 g vzorku (rozmélnéného, homogenizovaného) do centrifugacni zkumavky,

pridat 20 ul IS (interni standard) + 8 ml metanolu (100%),

intenzivné protrepat na vertexu cca 3 minuty kazdy vzorek,

30 minut tfepat na tfepacce,

zchladit na -20°C a odstredit pri 14000 otackach/min. 10 minut,

odebrat supernatant 6 ml metanolu do Kimber bariky,

6 ml supernatantu odpafit do sucha v termovapu pfi 50°C v jemném proudu dusiku (v

digestofi),

8. kodparku pfidat 250 pl roztoku metanol : voda (50 : 50) a 3 ml hexanu a dikladné
protfepat na vertexu,

9. ponechat rozpustit zbytkovy tuk v horni organické fazi — hexanu, za ob¢asného protiepani,

10. po viditelném vycisténi zakalu obou fazi, opatrné odebrat pipetou spodni fazi (bez
zbytkovych usazenin),

11. cca 200 pl odebrané mnozstvi dolni faze prenést do inzertu, vloZit do chromatografické

vialky a dobfe uzavrit.

NouhswN e

2.5 Analyticka metoda

2.5.1 Chromatograficka separace

Vzorky pfipravené pro cilenou analyzu byly pfimo nastfiknuty do chromatografického systému
Accela 1200 s hmotnostnim spektrometrem. Chromatograficka separace probihala na analytické
koloné C18 Luna Omega rozméru 100 x 2,1 mm, zrnéni 1,6 um (Phenomenex) vybavené ochranou
predkolonou C18 Luna Omega rozméru 10 x 2,1 mm, zrnéni 1,6 pum. Analyticka kolona byla
temperovana na 25°C a pratok kolonou byl konstantné nastaven na 300 pl.minl. Nastfikovany
objem vzorku je 5 pl. Mobilni faze byla sloZzena z 0,5 % roztoku kyseliny mravenci ve vodé (mobilni
faze A) a 0,5 % roztoku kyseliny mravenci v acetonitrilu (mobilni faze B). Pouzity gradient mobilni
faze je uveden v tabulce 1, doba analyza vzorku byla 11 minut.

Tab. 1 - Gradient mobilni faze:

Cislo | Cas (min) | Priitok (ul/min) | A (%) | B (%)
1 0 300 50 50
2 2.0 300 50 50
3 4.0 300 5 95
4 6.0 300 0 100
5 8.0 300 0 100
6 10.0 300 50 50
7 11.0 300 50 50

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci a kvantifikaci



Tandemovy hybridni hmotnostni spektrometr typu orbitrap QExactive méfi v pozitivnim a
negativnim modu s elektro sprej ionizacnim zdrojem (ESI+/-). Pro necilenou analyzu pracuje
detektor v nastaveném modu Full Scan s vysokym rozliSenim. RozliSovaci schopnost (Resolving
power, RP) = 140.000 (FWHM). Nastaveni hmotnostniho spektrometru je ndsledujici: Sheath gas
flow rate 25 (unit), Aux gas flow rate 4 (unit), Spray voltage 4.50 (kV), Capillary temp. 220 (°C),
Heater temp. 50 (°C), S-lens RF level 70, AGC target 6.e® a Maximal inject time 100 (ms). Pfed
zaCatkem kazdého méreni je hmotnostni spektrometr vidy externé kalibrovan na presnou hmotu
pomoci kalibracnich roztokl Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon Calibration
Solition (Thermo Scientific). Analyticky profil (fingerprinting) je méren v rozsahu 50 az 750 m/z
v centroidnim modu. Cely LC-(HR)MS systém je fizen a namérend data jsou ukladadna a
procesovana pomoci softwaru Excaliber 3.1, data jsou vyhodnocovana pomoci softwaru Mass
Frontier v. 7.0.

2.6 Kalibrace hmotnostniho spektrometru na pfresnou hmotu (mass accuracy)

Kalibrace MS spektrometru na presnou hmotu byla provadéna vidy pred zahajenim meéreni
externé na zakladé kalibracnich roztok( Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon
Calibration Solition (dodavatel Thermo Scientific). Vysledek externi kalibrace je uveden na
nasledujicich obrazcich (Obr. 1, 2). Povolena chyba méreni (spravnost) je £ 3 ppm pro pouzity
hmotnostni spektrometr QExactive.
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Obrazek 1 — Pozitivni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,20/0,19 ppm)
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Obréazek 2 — Negativni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,18/0,25 ppm)

Interni kalibrace byla nastavena na presnou hmotu aduktd iontu acetonitrilu m/z [M+Na]*=
64,01577 Da, m/z [M2+H]*= 83,06037 Da a probihala kontinudlné v nastaveném modu mass-lock.

2.7 Standardy analytt pro identifikaci, prokazovani a kvantifikaci

U standard( analytd jsou zméfeny hmotnostni spektra MS?* ve vysokém rozliseni (RP = 140 000) a
ndsledné charakteristické produktové (fragmentaéni) spektra MS?. Z naméFenych dat byly
vypocteny velikosti povolenych odchylek od teoretické presné hmoty (delta ppm) pro odpovidajici
ionty prekurzord a fragment( (produktovych iontll) standardd. Vysledky méreni jsou uvedeny
v nasledujicich tabulkach (Tab. 2 a 3) a ptiklady namérenych hmotnostnich spekter jsou uvedeny
na nasledujicich obrazcich (Obr. 3 a 4). Podminky nastaveni hmotnostniho spektrometru pro
ziskani maximalnich intenzit odezev pro standardy byly vyuZity pro nastaveni MS spektrometru
pro nasledné méreni vsech vzorka.

Tabulka 2 — Mass accuracy (spravnost) pro prekurzorové ionty standardd (MS?) v modu Fullscan

Standard Elementarni Experimentalni Teoreticka Spravnost
formula molekulova mol.hmotnost (A ppm)
hmotnost (m/z) (m/z)
Indol [CsH7N]* 118.06535 118.06513 1,86338
Skatol [CoHoN]* 132.08092 132.08078 1,05996
Androstenon [C19H280]* 273.22107 273.22129 -0,80521

4-Androsten-3,17-dion (IS)

[C19H2602]*

287.20059

287.20056

0,10446

Poz.: Spravnost (Mass Accuracy) - relativni rozdil mezi experimentalné ziskanou hodnotou m/z a teoreticky
vypoétenou m/z iontu vztaZenou k teoretické hodnoté m/z (* 10°) vyjadieno v A ppm.

Tabulka 3 — Mérené prekurzorové a produktové (fragmentacni) ionty v modu

Targeted-MS?

Analyt Prekurzor | Produktiont pro Dalsi produktové Kolizni
iont (m/z) | kvantifikaci (m/z) ionty (m/z) energie (eV)

Indol 118.06535 91.05476 95.05448 70
109.06707 70
Skatol 132.08092 117.05719 105.06992 70
70
Androstenon 273.22107 255.21017 215.17909 35
173.13228 35
93.07021 35
4-Androsten-3,17-dion (IS) 287.20059 - 97.06522 35
109.06473 35
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Obrézek 3 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS! Androstenonu
(na hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny iont m/z = 273.22107 odpovidajici standardu,
véetné jeho izomert)
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Obrazek 4 — P¥iklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) Androstenonu
(v hmotnostnim spektru jsou dobfe identifikovatelné produktové ionty m/z =255.21017, 93.07021,
173.13228 a 215.17909 odpovidajici fragmentaci Androstenonu pfi kolizni energii 35eV)



2.8 Kalibrace a standardizace

Pro kvantifikace je pouzita metoda ,pridavku interniho standardu®, kazdy vzorek je fortifikovan
roztokem interniho standardu IS (4-Androsten-3,17-dion) o koncentraci 100 ng.ml?! tak, aby
vysledné mnozstvi tohoto interniho standardu odpovidalo obsahu ve vzorku 100 ug.kg? .

2.9 Management kvality vysledk(i méreni

Na zacdtek a konec kazdé sekvence méreni jsou zarazeny kontrolni vzorky (QC), pfipravené z
matric, u kterych byla dfive prokazana nepfitomnost sledovanych analytd. QC vzorky jsou
fortifikovany roztoky standardd stanovovanych analytl a IS na hladinu koncentrace 100 pg.kg?.
Odezvy monitorovanych vzork( se porovnavaji s odezvami kontrolnich vzork( (QC).

2.10 Kvantifikace

Pti konfirmacnim stanoveni se kvantifikace ,pozitivnich” vzork(i provede vypoétem z matricové
kalibrac¢ni krivky, ktera byla namérena s pridavkem interniho standardu. Jako nezavisle proménna
X je zvolena koncentrace analytu a =zdvisle proménna Y je dana pomérem ploch
standardu/internimu standardu.

2.11 Urceni nejistoty (chyby) vysledki méfeni

Nejistota méreni byla stanovena dle postupu uvedeného v dokumentu GUM:1995 (Pokyn ISO/IEC
98-3) na zakladé vyhodnoceni dat ziskanych v pribéhu validace metody s vyuZitim standardni
smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti ( RSD v-irep.).

2.12 Uvadéni vysledkd méreni
Vysledek je uvddén ve tvaru: x £ U (pg.kg?)
X..... naméfend hodnota

U.... je rozsifena nejistota vypoctena jako U = 2 * RSD v-irep

V pfipadé, Ze namérend hodnota je mensi nez limit rozhodnuti CCo nebo LOD, pak se vysledek
uvede jako N.D. ( ,Nedetekovano” nebo ,Not detected”).

Pokud se provadi hodnoceni vyhovuje / nevyhovuje ( ,,compliant“ / ,non compliant®), musi pro
hodnoceni nevyhovuje (,non compliant”) byt splnéna vSechna kritéria poZadovana legislativou.
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3. Validace metody

3.1. Popis provedeni validace

Validace metody méla za cil stanoveni zdkladnich parametr( vypracované analytické metodiky,
kterymi jsou spracnnost, presnost, linearita, kritické meze kalibrace (LOD, LOQ, CCa a CCP),
selektivita/specifita a stabylita analyt(.

Pfesnost metody je definovana jako Udaj o mife tésnosti shody mezi vzdjemné nezavislymi
vysledky zkousek za predem specifikovanych podminek. Pfesnost zavisi pouze na rozdéleni
nahodnych chyb a nevztahuje se ke spravné hodnoté. Byla stanovena jako:

Opakovatelnost (Repeatability)

Opakovatelnost je presnost za podminek, kdy navzajem nezavislé vysledky zkouSek se ziskaji
opakovanym pouZitim téZze zkuSebni metody na identickém materidlu, v téze laboratofi, tymz
pracovnikem za poufZiti tychZ pristrojd a zatizeni, béhem kratkého ¢asového rozmeazi. Pro stanoveni
opakovatelnosti se pripravi minimalné 6 vzork( téZe matrice se stejnou pridanou koncentraci
analytu. Z namérenych hodnot byla vypoctena smérodatnd odchylka s (SD Standard Deviation),

Reprodukovatelnost (Reproducibility) jako Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost (Within-
laboratory reproducibility)

Pro stanoveni reprodukovatelnosti se pfipravi minimalné 6 vzorkl dané matrice se stejnou
pridanou koncentraci analytu za rGznych podminek (napf. matrice od rGznych zvirat, v rdznych
dnech, méreni na rGznych pfistrojich). V nasem pripadé byla zvolena veliina provedeni v riznych
Casech. Z namérenych hodnot byla vypoctena smérodatnd odchylka s (SD Standard Deviation), a
relativni smérodatna odchylka v % (RSD Relative Standard Deviation).

Linearita (Linearity)

Linearita je stanovena mérenim kalibracni kfivky, kterd je chdpana jako (vétSinou linedrni) zavislost
mezi dvéma proménnymi, tj. odezvou instrumentace - analytickym signdlem (znacena jako y) a
koncentraci analytu (znacenou jako x). Tésnost vzajemné zavislosti téchto dvou proménnych
charakterizuje korelaéni koeficient (R). Matematické vyjadreni pro linearni regresi — kalibracni
pfimku je: y=a+bx,

kde parametr a je absolutni ¢len (Usek na ose y), parametr b je smérnice kalibracni pfimky. Pro
kalibra¢ni pfimku validované metody byly stanoveny regresni koeficienty a a b, korela¢ni
koeficient R a rozsah kalibrace. Stanoveni bylo provedeno na 6 uUrovnich koncentrace vcetné
slepého vzorku (nulova koncentrace analytu). Rozsah kalibrace byl 0 - 150 ugkg?! a koncentrace
interniho standardu byla 100 ug kg™.

Publikované redlné nachazené koncentrace pro jednotlivé analyty u kanecku jsou:

v tukové tkani kanct se koncentrace androstenonu pohybuji az do 5 pg g* (jako maximalni
zjisténa koncentrace se uvadi hodnota 15 pg g1), obsah skatolu dosahuje maximalnich hodnot do
1 pg g? (Prusa et al.,, 2011; Haugen et al., 2012).
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3.2. Valida¢ni parametry

a) Spravnost

Sprdvnost neni stanovena (napf. formou vytéZnosti) z dlivodu pouziti vnitiniho standardu (IS) a

matricové kalibracni krivky.

b) Pfesnost

- Opakovatelnost pro veprové maso (pocCet méreni n=12):

Analyt Konc. hladina Den RSD (%) Den RSD (%) Den RSD (%)
(ug kg)
Indol 100 2.10.2016 8,23 4.10.2016 11,0 12.10.2016 4,40
Skatol 100 12,07 8,95 13,70
Androstenon 100 5,60 7,57 5,51
- Reprodukovatelnost jako Vnitro-laboratorni reprodukovatelnost (n=36):
Analyt Konc. hladina RSD -1 rep. (%)
<l
(ng kg™) Maso
Indol
100 14,1
Skatol
100 15,3
Androstenon
100 9,8
c) Linearita
Parametry kalibracnich pfimek (Y= a + b*X):
Anatyt Den a b Sa R
kalibrace
Indol 2.10.2016 0,0567 1,0722 0,0415 0,9699
Skatol 0,0036 0,1049 0,009602 0,9707
Androstenon 0,0249 0,1883 0,01348 0,9866
Indol 4.10.2016 0,0578 1,10122 0,0421 0,9799
skatol 0,0133 0,1062 0,0091 0,9759
Androstenon 0,0329 0,2183 0,0104 0,9897
Indol 12.10.2016 0,0571 1,0698 0,0378 0,9912
skatol 0,0052 0,1101 0,0087 0,9789
Androstenon 0,0196 0,1796 0,0129 0,9847

12




Kalibraéni k&ivky

Konc. (ppb):Indol: y =0,1116 + 0,0322*x
Konc. (ppb):Skatol: y =0,1193 + 0,0539*x
Konc. (ppb):Androstenon: y =0,2637 + 0,0503*x

Plocha Std./IS
w

20

40

60
Koncetrace (ppb)

80

100

120

Obr. 5 — Kalibracni kfivky pro stanovované analyty (modra barva odpovida indolu, ¢ervena barva
odpovida skatolu a zelena barva odpovida androstenonu)

d) Kritické meze dle EC 658/2002 CCa (Decision limit) a CCB (Detection capability)

Anatyt Maso Maso s obsahem tuku

CCa (ug kg™) CCB (g kg™) CCa (ug kg™) CCB (ug kg™)
Indol 0,09 0,15 0,18 0,31
Skatol 0,21 0,36 0,32 0,54
Androstenon 0,17 0,28 0,18 0,3

Poz: Parametry byly vypoéteny dle normy CSN ISO 11843 a nebo néasledujicich vzorcd:
CCa=(2,33xSa)/b
CCB= CCa+(1,64xS4.)/b
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d) Robustnost

Nebyla stanovena.

e) Selektivita/specifita

PouZita analytickd metoda méfeni LC-MS/MS s vysokym rozlisenim v médu Targget-MS? je vysoce
selektivni a nevznikaji Zzadné interference mezi analytem a pouZitou matrici, viz.chromatogramy
standard( a Cistych matric tkani veprového masa.

f) Stabilita
Stabilita pro roztoky analytU: - zakladni roztok: 12 mésicl pri-25°C a 4°C.
- pracovni roztok: 4 tydny pfi 4°C.

Stabilita pro analyty v ptipraveném vzorku: - max. 3 dny p¥i 4°C !

g) Nejistota méreni

Postup stanoveni rozSirené nejistoty méreni byl stanoven dle dokumentu GUM:1995 (Pokyn
ISO/IEC 98-3).

h) Kritické hodnoty LOD (Limit detekce) a LOQ (Limit kvantifikace)

Anatyt Maso
LOD (pg kg?) LOQ (ug kg™)
Indol 1,14 1,63
Skatol 1,19 1,89
Androstenon 0,68 1,34
Poz.: Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny s vyuZitim namérenych hodnot kalibracnich krivek

metodou: vypoctem pfimou metodou ze signalu — metoda IUPAC.

3.3. Zavér validace

Validace metody lIdentifikace a kvantitativni stanoveni analytl indol, skatol a androstenon
metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (LC-
MS/MS(HR)) ve vzorcich tkani vepfového masa potvrdila, Ze vsechny dosazené validac¢ni parametry
vyhovuiji publikovanym koncentrac¢nim hladinam nélezim v redlnych vzorcich masa kaneckd.

Tato metodika mlZe byt pouZita pro screeningové nebo konfirmacni stanoveni indolu, skatolu a
androstenonu metodou LC-MS/MS(HR) v analytickych laboratorich.
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Ill. Srovnani ,,novosti postupli

Byla vyvinutd nova analytickd metoda pro komplexni stanoveni analytl zpUsobujicich kanci zapach
(indol, skatol a androstenon) na zdkladé kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
s vysokym rozlisenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich svalovych a tukovych tkanich prasat. PouZziti
tandemového hybridniho hmotnostniho analyzatoru svysokym rozliSenim pro jednoznacnou
identifikaci vySe uvedenych analytl a konfirmacni stanoveni s vyuZitim kritéria mass acurracy
(MA), je zcela nové fesSeni a podle znalosti autora nebylo dosud publikovano ve védecké literature.
Vyvinuta metodika je dale vysoce citlivd pro kvantitativni stanoveni vSech tfi analyt(, jak bylo
prokazano validaci a splnénim vsech parametrl pozadovanych rozhodnutim 657/2002/EC pro
stanoveni rezidui organickych sloucenin v potravinach, pro konfirmacni metody. Postup pfipravy
vzorkd byl modifikovan tak, aby celd procedura zpracovani vzorkd byla maximalné Setrna k vysoce
tékavym analytidm, predevsim indolu a skatolu na rozdil od drivéjSich postupl publikovanych
v literature (J. Wauters, 2015, K. Verplanken, 2016).

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika je uréena pro orgdny statni spravy, zejména SVS CR, ale i pro soukromé
uZivatele z fad zemédélcd, chovatel(l prasat a zpracovatel( vepfového masa na jatkach. Metodika
byla vyvinuta dle parametrd poZadovanych pro konfirmaéni metody a diky vysoké citlivosti a
jednoznacné identifikaci analyzovanych analytl bude uplatnéna prioritné jako rozhod¢i metodika
(konfirmacni) v situacich, kdy bude poZadovano exaktni potvrzeni a rozhodnuti. Metodika ale
muZe byt v pfipadé zajmu vyuZivana i rutiné, napfiklad soukromymi subjekty pro prokazovani
jakosti vyrobk( a zvySeni napt. prestize, konkurenéni vyhody atd.
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V. Ekonomické aspekty
1. Naklady na zavedeni metodiky do laboratore

Naklady na zavedeni metodiky do laboratore je mozné rozdélit do dvou kategorii. V prvni kategorii
jsou naklady nezbytné na pofizeni spotfebniho materialu, standard(i a chemikdlii na provedeni
pripravy vzorkl a méreni na LC-MS/MS. Dalsi naklady souvisi s ndkupem drobného hmotného
majetku, ktery je nutny pro provadéni metody (pipety, centrifuga, vortexy, odparky apod.).
Naklady na analytické zafizeni LC-MS/MS(HR) nejsou uvadény, nebot se predpoklada, ze laboratof
vyuzivajici metodiku LC-MS je jiz timto zafizenim vybavena.

Naklady na vysetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratore jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. VSechny ceny jsou aktudlni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.

Naklady na potizeni drobného hmotného majetku nezbytného k provadéni uvedené metodiky.

Polozka Obvykla cena
Pipety 2 ks 10 000 K¢&
Centrifuga 22 000 K¢
Thermovap 65 000 K¢
Vortex 8 000 K¢
Celkem 105 000 K¢

Naklady na material na vysetieni jednoho vzorku podle uvedené metodiky. Kalkulace zahrnuje i
pramérné naklady na pozitivni a negativni kontroly na analytické standardy a IS. Kalkulace
nezahrnuje naklady na mzdy odbornych pracovnikd (stfedoskolsky a vysokoskolsky pracovnik) a
naklady na amortizaci pouzitého analytického zatizeni. Tyto naklady mohou byt rozhodujici pro
celkové stanoveni ceny za provedeni analyzy jednoho vzorku.

Polozka Obvykla cena
Homogenizace a extrakce vzorku 100 K¢
Interni standard 120 K&
Standardy analyti 240 K¢
Spotiebni material (Spicky, 50 K¢
zkumavky, rukavice a desinfekce)

Celkem 510 K¢

2.Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Ekonomické prinosy pro uZivatele Ize rovnéZ rozdélit do dvou kategorii: prinosy pro uZivatele
vyvinuté metodiky z pohledu laboratore, kterd bude tuto metodiku provadét, a pak pfinosy
z pohledu uzivatele, tedy vlastniho zakaznika v roli objednavatele (napf. SVS, soukromi chovatele
prasat, atd.).
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Ekonomické prinosy pro laborator:

pfi bézné cené 4.000,- az 5.500,- K¢ za jednu analyzu biologickych vzork(i pomoci systém(
LC-MS/MS (vysoké naklady na analytické zafizeni, odpisy a mzdy vysoce kvalifikovanych
pracovnikd) se pfinosy daji vycislit jednoduchym vynasobenim poctem vzorku
zpracovanych v laboratofi za urcité ¢asové obdobi, napfiklad za 100 analyzovanych vzorkd
za rok by to byl pfinos 400 tis. K¢,

obecné ale plati, Ze ceny se tvofi dohodou a v tomto pripadé plati, Ze cena za jednu analyzu
se vyznamné snizi, pokud bude objednavka smluvena na vice vzork(, naptiklad cena pro
vyznamného zdkaznika mGzZe byt stanovena na 1.500,- K¢ pfi zakdzce 200 vzork( ro¢né, pak
ekonomicky prinos bude 300 tisic za rok.

Budouci ekonomické prinosy pro objednavatele:

vtomto pripadé se nedaji ekonomické prinosy presnéji vycislit, protoze metodika byla
vyvinuta predevsim jako rozhod¢i (konfirmacni) pro situace, kdy bude pozadovano exaktni
potvrzeni a rozhodnuti (ale miZe byt i rutiné vyuzivana).

pouze, hypoteticky se da dovodit, Ze mUzZe nastat situace, kdy bude nesprdvné rozhodnuto,
napriklad statnim organem pouze na zakladé orientacni zkousky (senzorické cichové
zkousky), pak naklady na neuskutecnéné prodeje veprového masa a nasledné soudni spory
mohou dosdhnout fadové az na miliony K¢. A lze dovodit fadu dalSich nepfiznivych situaci,
které na zakladé nespravného rozhodnuti mohou nastat a mohou mit fadu vyznamnych
ekonomickych dopada.
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Pfilohova cast

RT: 0.00 - 10.00 SM: 13G

2.83 NL: 7.73E4
1007 /L Indo m/z= 91.05444-91.05536 F: FTMS + p ESI Full ms2
o 3.25 118.07@hcd70.00 [50.00-140.00] MS Samp_2016_457
100 2.83 NL: 7.73E4
] miz= 91.05394-91.05486 F: FTMS + p ESI Full ms2
o M 118.07@hcd70.00 [50.00-140.00] MS Samp_2016_457
100 4.54 NL: 2.07E5
] r& Skato m/z= 117.05711-117.05829 F: FTMS + p ESI Full ms2
o J 132.08@hcd70.00 [50.00-155.00] MS Samp_2016_457
100 4.54 NL: 2.49E4
9 /\6.70 m/z=105.06937-105.07043 F: FTMS + p ESI Full ms2
= - 132.08@hcd70.00 [50.00-155.00] MS Samp_2016_457
100+, $ NL: 3.39E4
] Androste 670|800 g7 miz= 91.05414-91.05506 F: FTMS + p ESI Full ms2
0 e “"’“7*9‘6”%%273.22@hcd7o.00 [50.00-295.00] MS Samp_2016_457
100 ' NL: 3.56E4
] 669 | 816 976 miz= 105.06957-105.07063 F: FTMS + p ESI Full ms2
0 530 273.22@hcd70.00 [50.00-295.00] MS Samp_2016_457
1007: Interni ‘ﬁ\ NL: 4.05E8
] I m/z= 97.06473-97.06571 F: FTMS + p ESI Full ms2
O 77 7 T T T T T T 87.20@hed35.00 [50.00-310.00] MS Samp_2016_457
0 2 4 6 8 10
Time (min)

Obrazek 6 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 100 ppb indolu, skatolu a androstenonu
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Obrazek 7 — Chromatogram negativniho vigfkﬁm(lg)lank) s obsahem 0 ppb indolu, skatolu a
androstenonu
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