Biologicke expozicni testy

Oddéleni pro hodnoceni expozice
chemickym latkam na pracovistich
SZU, Praha

Duskova S.
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Kreatinin - vztazna veli¢ina pro hodnoceni expozice cizorodym latkdam v modi,
vSechny limitni hodnoty BET ve vyhlasce 107/2013 Sh. jsou vztazeny na g kreatininu
koncentraéni rozmezi pro hodnoceni od 0,3 g/l do 3 g/l

Stanoveni: spektrofotometricka Jaffeho metoda
enzymova metoda
kapilarni elektroforéza
vysokoucinna chromatografie na tenké vrstvé (HPTLC)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metoda stanoveni — HPLC - izokraticka eluce na koloné Hema Bio 3 x 150 mm,
detekce pfFi 234 nm, kreatinin se stanovuje v mo¢i pfimo po
naredéni, LOQ = 0,006 g/l

Metoda je akreditovana, kazdoro¢ni uspésna ucast v MZP (EQUAS)
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S-Fenylmerkapturova kyselina (1%)

Kyselina t,t-mukonova — ukazatel expozice benzenu (BET 1,5 mg/g kreat.)

Stanoveni — po okyseleni vzorku moce extrakce do diisopropyletheru, odpareni, rozpusténi v
pufru, stanoveni technikou HPLC-UV gradientovou eluci na koloné Zorbax
Eclipse® XDB-CS8, 4,6 x 150mm, 5 ym, detekce pfi 259 nm, LOQ = 0,1 mg/I

Metoda je akreditovana, kazdoro€ni Uspésna ucéast v MZP (EQUAYS)

Plan pro rok 2019 - zavedeni metody stanoveni kyseliny S-fenylmerkapturové



1,2-Cyklohexandiol
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\ 1,2-cyklohexandiol (47%)

cyklohexanol (2%) 1,4-cyklohexandiol (19%)

1,2-cyklohexandiol — ukazatel hodnoceni expozice cyklohexanonu (BET 50 mg/g kreat.)

Stanoveni - kyselda hydrolyza moé€i 60 min pfi 100°C, neutralizace hydroxidem draselnym,
nasyceni uhli¢itanem draselnym, extrakce do acetonu s vnitfnim standardem
p-dichlorbenzenem, analyza acetonové vrstvy technikou GC-FID na polarni koloné
DB WAX

Neakreditovana zkouska, zavedena v roce 2011 na prani zakaznika
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Formamid N,N-Dimethylformamid

N-Methylformamid - ukazatel expozice N,N-dimethylformamidu (BET 15 mg/g kreat.)

Stanoveni - extrakce do ethanolu vysolenim uhli€itanem draselnym a nasledné stanoveni
metodou GC-NPD na koloné DB WAX.

Metoda neni akreditovana, kazdoro¢ni uspésna ucast v MZP (EQUAS)



Kyselina mandlova
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Kyselina mandlova - ukazatel expozice ethylbenzenu (BET 1500 mg/g kreat.)

Stanoveni - pfimo z mo¢€i po naredéni, technikou HPLC-UV, isokratickou eluci MeOH:fosfatovy
pufr 25%:75% na koloné Zorbax Eclipse® XDB-C8, 4,6 x 150mm, 5 ym

vnitini standard kyselina 3-hydroxybenzoova
pri 220 nm, LOQ = 26,7 mg/I

metoda spoleéna pro ostatni karboxylové kyseliny (hippurova, fenylglyoxylova a
methylhippurové)

Metoda je akreditovana, kazdoroc¢ni uspésna ucast v MZP (EQUAS)



Kyselina ethoxy- a butoxyoctova
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Ethylenglykolmonoethylether (EGEE, 2-ethoxyethanol) C,H;OCH,COOH
C,H;OCH,CH,OCOCH, ethoxyoctova kyselina

Ethylenglykolmonoethyletheracetat (EGEEAc, 2-ethoxyethylacetat)

C,H,0OCH,CH,0OH
Ethylenglykolmonobutylether (EGBE, 2-butoxyethanol) c,H,;OCH,COOH
C,HsOCH,CH,O0COCH, butoxyoctova kyselina

Ethylenglykolmonobutyletheracetat (EGBEAc, 2-butoxyethylacetat)
Alkoxykyseliny — ukazatele expozice glykoletherdm nebo jejich acetatiim
(BET pro EAA 50 mg/g kreat. a pro BAA 200 mg/g kreat.)
Stanoveni — kysela hydrolyza moce, extrakce do ethylacetatu, derivatizace
N-tert.-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamidem (MTBSTFA) a stanoveni
GC/MS, LOQ = 0,68 mg/l pro EAA, LOQ =1,35 mg/l pro BAA

Metoda je akreditovana, kazdoroc€ni uspésna ucast v MZP (EQUAS)
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Fenol- ukazatel expozice fenolu (BET 300 mg/g kreat.)

Stanoveni - kysela hydrolyza moce, extrakce do diisopropyletheru, stanoveni metodou GC-FID
na koloné DB-5MS, LOQ = 0,92 mg/I

metoda spole€na pro stanoveni o-kresolu

Metoda je akreditovana, problémy s ucasti v MZP (EQUAS), vylepseni metody — derivatizace
(silylace — €inidlo MTBSTFA, MSTFA), stanoveni na GC-MS



Kyselina pyroslizova (2-furoova)
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Fural Kyselina pyroslizova (2-furoova)

Kyselina pyroslizova - ukazatel expozice fural (BET 200 mg/g kreat.)

Stanoveni - alkalicka hydrolyza, neutralizace, extrakce do ethylacetatu, odpareni a rozpusténi

v fosfatovém pufru a stanoveni technikou HPLC-UV (gradientova eluce) pfi 254 nm
(alternativa stanoveni ethylacetatového extraktu metodou GC-FID)

LOQ = 0,04 mg/l

Metoda je akreditovana, nejsou MPZ, neprovadi se



Kyselina 2-thiothiazolidin-4-karboxylova
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Kyselina 2-thiothiazolidin-4-karboxylova (TTCA)

Kyselina 2-thiothiazolidin-4-karboxylova— ukazatel expozice sirouhliku (BET 1,5 mg/g kreat.)

Stanoveni — po okyseleni vzorku mocée extrakce do diisopropyletheru, odpareni, rozpusténi v
pufru, stanoveni technikou HPLC-UV gradientovou eluci na koloné Zorbax
Eclipse® XDB-C8, 4,6 x 150mm, 5 pm, detekce pfi 259 nm, LOQ = 0,3 mg/I

Metoda je akreditovana, kazdoroc¢ni uspésna ucast v MZP (EQUAS)



Kyselina mandlova a fenylglyoxylova
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Kyselina mandlova a fenylglyoxylova - ukazatele expozice ethylbenzenu
(BET MK 600 mg/g kreat. nebo sou€et obou 600 mg/g kreat.)

Stanoveni - pfimo z mo¢€i po naredéni, technikou HPLC-UV, isokratickou eluci MeOH:fosfatovy

pufr 25%:75% na koloné Zorbax Eclipse® XDB-C8, 4,6 x 150mm, 5 pm,
vnitini standard kyselina 3-hydroxybenzoova,

kyselina mandlova detekce pfi 220 nm, LOQ = 26,7 mg/l

kyselina fenylglyoxylova detekce pfi 254 nm, LOQ = 0,9 mg/I

spolec¢né s kyselinou hippurovou a kyselinami methylhippurovymi

Metoda je akreditovana, kazdoro€ni Uspésna ucéast v MZP (EQUAYS)



Kyselina hippurova
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Kyselina hippurova — ukazatel expozice toluenu (BET 1600 mg/g kreat.)

Stanoveni - pfimo z mo¢i po naredéni, technikou HPLC-UV, isokratickou eluci MeOH:fosfatovy
pufr 25%:75% na koloné Zorbax Eclipse® XDB-C8, 4,6 x 150mm, 5 pm, vnitfni
standard kyselina 3-hydroxybenzoova

detekce pFi 225 nm, LOQ = 11,4 mg/I

0-Kresol - ukazatel expozice toluenu (BET 1,5 mg/g kreat.)

Stanoveni - kysela hydrolyza moce, extrakce do diisopropyletheru, stanoveni metodou
GC-FID na koloné DB-5MS, LOQ = 0,27 mgl/I

metoda spoleéna pro stanoveni fenolu

Obé metody jsou akreditované, stanoveni kyseliny hippurové - kazdoro¢ni uspésna ucast
v MZP (EQUAYS)



Kyselina trichloroctova

CHCI-CCI, CCl;-COOH Kyselina trichloroctova

Trichlorethylen \
CCl;-CH,OH Trichlorethanol

Ukazatele expozice trichlorethylenu - trichlorethanol (BET 200 mg/g kreat.)
- kyselina trichloroctova (BET 100 mg/g kreat.)

Stanoveni trichlorethanolu - kysela hydrolyza moc¢i 30 min pri 100°C, extrakce do sirouhliku
S vnitfnim standardem nitrobenzenem, analyza sirouhlikové
faze metodou GC-FID na polarni koloné DB WAX

Stanoveni kys. trichloroctové — derivatizace fluoridem boritym v methanolu na methylester,
extrakce do toluenu, analyza metodou GC/MS na koloné
DB-5MS, LOQ = 0,3 mg/I

Metoda stanoveni kyseliny trichloroctové je akreditovana, kazdoro¢ni uspésna ucast v MZP
(EQUAYS)



Kyseliny methylhippurové

CH /©/
3 H,;C

0-Xylen m-Xylen p-Xylen

T N 1 OH
g
OH OH NH
NH/\”/ NH/\”/ /©/\ g
O O HsC
CHg

Kyselina o-methylhippurova Kyselina m-methylhippurova Kyselina p-methylhippurova

Kyseliny methylhippurové - ukazatele expozice xylenim (BET 1400 mg/g kreat.)

Stanoveni - pfimo z mo¢i po naredéni, technikou HPLC-UV, isokratickou eluci MeOH:fosfatovy
pufr 25%:75% na koloné Zorbax Eclipse® XDB-C8, 4,6 x 150mm, 5 pm

vnitini standard kyselina 3-hydroxybenzoova

pri 225 nm, LOQ = 15,0 mg/I

metoda spole€na pro ostatni karboxylové kyseliny
Metoda je akreditovana, kazdoroc¢ni uspésna ucast v MZP (EQUAYS)



4,4°- Methylendifenyldiamin (4,4°-MDA)
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4,4°-Methylendifenyldiisokyanat 4,4°-Methylendifenyldiamin

4,4°-Methylendifenyldiamin — ukazatel expozice 4,4 -methylendifenyldiisokyanatu nebo
4,4"-methylendifenyldiaminu (BET neni stanoven)

Stanoveni — kysela hydrolyza mo¢€e, neutralizace, extrakce do toluenu, derivatizace €inidlem
HFBA (anhydrid kyseliny heptafluoromaselné), analyza metodou GC/MS na koloné
DB-5MS, v modu negativni chemické ionizace, LOQ = 0,1 ug/I

Metoda je akreditovana, univerzalni pro dalSi diaminy (2,2°-MDA, 2,4 -MDA, 2,4-TDA, 2,6-TDA,
1,6-HDA, 1,5-NDA, IPDA), uspésna ucast v MZP (EQUAS)
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Kotinin — jeden z ukazatel expozice nikotinu (tabakovému koufi)

hlavni metabolit nikotinu, preména v jatrech — az 90%, polo¢as vyluc¢ovani 20 hodin
dalsi mozné biomarkery — nikotin, oxid uhelnaty, thiokyanaty, adukty 4-amino-

bifenylu, adukty PAU, specifické nitrosaminy

Stanoveni — extrakce dichlormethanem, vysuseni a rozpusténi v toluenu, analyza metodou

GC/MS na koloné DB-5MS, LOQ = 0,4 ug/I

(alternativni metody plynova chromatografie s NPD, HPLC-UV, HPLC- MS, ELISA)

Metoda byla zavedena v ramci U€asti na projektu EU v letech 2010-2012 DEMOCOPHES pro
hodnoceni zivotniho prostredi ve statech EU, posouzeni aktivniho a pasivniho

koufreni
Metoda je akreditovana
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N-(2-hydroxyethyl)valinu (HEV)

N-(2-hydroxyethyl)valinu v globinu (HEV) — ukazatel expozice ethylenoxidu, expozicni test
z krve, tabulka ¢€. 2, priloha 2, vyhlaska 107/2013 Sb.

Shrnuti na zavér

Laboratof pro hodnoceni expozice chemickym latkam na pracovisti , SZU

provadi 13 BET v moéi z vyhlasky 107/2013 Sb. z toho 11 metod akreditovanych CIA
dalsi 2 BET neuvedené ve vyhlasce

ucast na MPZ: v systéemu G-EQUAS (Némecko) jako referencni laboratof, zejména pro
metody akreditované CIA

instrumentalni vybaveni laboratore: GC-FID, NPD, GS-MS, HPLC-UV a HPLC-MSMS

dekuji za vasi pozornost



