1. UVOD

Atrazin: 2-chloro-4-(ethylamine)-6-(isopropylamine)-s-triazine, je s-trazinovy herbicid, ktery
efektivné brzdi fotosyntézu. Pouziva se k hubeni Sirokolistych a travnatych pleveld. Atrazin je
jeden z nejrozsitenéjSich herbicidl, pficemz jeho biologicky polocas v ptidach je v rozmezi
jednoho tydne az jednoho roku, takze je detekovan v povrchovych, ale i podzemnich vodach.

Lid¢ jsou vystaveni ¢inkim atrazinu piedevsim pitim kontaminované vody, ale také dychadnim
vzduchu v oblastech, kde byl atrazin pouzivan ve velkém mnozstvi. Rychle se vstiebava do
traviciho traktu, mohou jej rychle absorbovat plice a také neporuSena kiize. Je neurotoxicky pfi
vyssich davkach a zplisobuje poruchy motoriky, koordinace, ochrnuti uda, respiraéni tizkost. U lidi,
ktefi jsou vystaveni u¢inklim velkého mnoZzstvi atrazinu, se mohou projevit tyto symptomy: prijem,
zvraceni, oni nebo kozni drazdéni a bolesti Zaludku. Atrazin poskozuje hormondlni systém
(endokrinni disruptor), muze ovlivnit reprodukei a vyvoj jiz pii malych davkach.

V mnoha statech je jeho pouziti jiz zakazano (v Ceské republice od 1. 8. 2005). Pro Ceskou
republiku je stanovena limitni koncentrace obsahu atrazinu v pitné vodé na hodnotu 0.1 pg/l
(Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CR &. 376/2000 Sb.) a v povrchovych vodach 0.5 pg/l
(Nafizeni vlady ¢. 61/2003 Sb.).

2. POUZITi SOUPRAVY

Tuto soupravu je mozné pouzit pro vSechny typy vzorkli vod vrozsahu pH 4 — 9. Vzorky
zakalené ¢i jinak zneciSténé je nutno pred nadavkovanim do jamek mikrotitracni desticky
prefiltrovat.

3. PRINCIP METODY

Imunoenzymatické stanoveni atrazinu je v kompetitivnim uspofddani. Nezndmé vzorky,
kontrolni vzorky a kalibratory se spolu s konjugatem atrazinu s kienovou peroxiddzou inkubuji v
jamkach potazenych krali¢i protilatkou. Atrazin ve vzorcich a atrazin v konjugéatu soutézi o
omezeny pocet vazebnych mist na protilatce proti atrazinu. Po inkubaci se jamky promyji, aby se
odstranil nenavdzany konjugat, a na jamkéach navadzana peroxidaza je detekovana piidavkem
chromogenniho substratu (tetramethylbenzidin). Intenzita vzniklého zabarveni je nepfimo umérna
koncentraci atrazinu v kalibratorech a vzorcich.

4. SLOZENI SOUPRAVY
Vsechny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace soupravy, jestlize jsou skladovany
pii 2 - 8 °C. Zabratite zmrznuti.

3.1 Deska s vickem: 96 jamek (12 prouzki po 8 jamkach) potazenych specifickou protilatkou
(pfipraveno k pouZiti).

3.2 Pufr pro fedéni konjugatu: (Ustojny roztok obarveny riazové) 1 lahvicka
s 6 ml (pfipraven k pouZiti).

3.3 Koncentrat konjugatu (40x): 1 lahvicka se 150 pl (koncentrat konjugétu atrazinu
s kfenovou peroxidazou v ustojném roztoku se stabilizatory)
Pted pouzitim se fedi rizovym pufrem pro fedéni konjugatu (viz. kap. 6.1.1).

3.4 Kalibratory: 6 lahvic¢ek po 1.3 ml (lahvi¢ky obsahuji atrazin s hodnotami 0, 0.03, 0.10,
0.30, 1.00 a 3.00 ng/ml obarvené Zlut¢).

Presné hodnoty koncentraci jsou uvedeny na S$titcich lahviéek (ptfipraveny k pouziti).

3.5 Kontrolni vzorky: 2 lahvi¢ky po 1.3 ml obarvené Zluté (pfipraveny k pouZziti).

3.6 Koncentrat promyvaciho roztoku (20x): 1 lahvicka s 50 ml (koncentrat).
Koncentrovany roztok musi byt pted pouzitim ziedén (viz.kap. 6.1.2).



3.7 TMB substrat (tetramethylbenzidin): 1 lahvicka s 22 ml (pfipraven k pouziti).
3.8 Stop roztok: 1 lahvicka s 5.5 ml (pfipraven k pouziti). 2 M kyselina chlorovodikova.
3.9 Lahvic¢ka pro Fedéni konjugatu: 1 kus.

3.10 Navod, vystupni list kontroly kvality pouZitych komponent

4. POTREBNY MATERIAL NEDODAVANY V SOUPRAVE
Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro zpracovéani soupravy potiebné nasledujici
vybaveni:

4.1 Chemikalie
- destilovana nebo deionizovana voda

4.2 Laboratorni pristroje a pomucky

- nastavitelné mikropipety 50, 200 a 1000 ul

- nastavitelné opakovaci davkovace v rozsahu 50 — 300 pl

- fotometr pro mikrotitracni desticky s filtrem 450 nm

- promyvacka pro mikrotitra¢ni desticky, nebo opakovaci davkovac¢ do rozsahu 300 pl

5. UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

5.1 Obecné zasady

- nemichejte reagencie z riznych Sarzi

- pfed pouzitim nechte reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu (18 - 25°C) po dobu
nejméné 60 minut

- konjugat nesmi pfijit do styku s azidem sodnym, azid sodny plsobi jako inhibitor kienové
peroxidazy

- k pipetovani jednotlivych komponent se doporucuje pouzivat otestované pipety

5.2 Kyselina chlorovodikova
Stop roztok obsahuje 2 M kyselinu chlorovodikovou. Pii styku s kiizi nebo ofima miize dojit
k podrazdéni. Pokud by doslo k potfisnéni, oplachnéte postizené misto vodou.

6. POSTUP STANOVENI

6.1 Priprava reagencii

6.1.1 Pracovni roztok konjugatu

Pracovni roztok konjugatu pfipravte zfedénim koncentratu konjugatu 40x. Napiiklad 75 ul
koncentratu konjugatu se napipetuje do lahvicky na fedéni konjugétu a ptidaji se 3 ml pufru pro
fedéni konjugatu (rizového). Toto mnozstvi vystaci pro polovinu desky. Pracovni roztok konjugatu
zpracujte tyz den.



6.1.2 Promyvaci roztok

Promyvaci roztok se piipravuje ziedénim koncentratu 20x. Naptiklad se 25 ml koncentratu
doplni destilovanou vodou do objemu 500 ml - toto mnozstvi posta¢i s dostate¢nou rezervou na
zpracovani jedné desky. Ziedény promyvaci roztok mtize byt skladovan pii 2 - 8 °C do data
exspirace soupravy.

6.2 Stanoveni

- Do rdmecku vlozte tolik celych stript, kolik je jich tfeba pro stanoveni nezndmych vzorki
v duplikatech, 12 jamek je ur€eno pro stanoveni kalibratorti a 4 jamky pro kontrolni vzorky.
Dbejte na identifikaci poloh kalibratorti a jednotlivych vzorkil na desticce.

- Do pftislusnych jamek pipetujte 150 ul kalibratort, kontrolnich vzorkii nebo vzorki. Poté ihned
pipetujte do kazdé jamky 50 pl nafedéné¢ho konjugétu. Pipetovani celé¢ desky by nemélo trvat
déle nez 20 minut.

- Ramecek zakryjte vickem a inkubujte 2 hodiny pfi teploté laboratoie (18 — 25 °C) bez tiepani.

- Obsah vSech jamek odsajte a 4x promyjte nafedénym promyvacim roztokem na promyvacce.
V piipad¢é ru¢niho promyvani davkujte objem 300 ul na jamku a pouzijte opakovaci davkovac.
Jamky vyprazdnéte rychlym vylitim do vylevky. Pokud v jamkach ziistane zbytek kapaliny,
desticku obrat’te a kapalinu odklepnéte na filtracni papir.

- Do v8ech jamek okamZité a bez prerusovani napipetujte opakovacim davkova¢em 200 pl TMB
substratu. Pipetovani celé desky by nemélo trvat déle nez 2 minuty.

- Ramecek zakryjte vickem a inkubujte (18 — 25°C) po dobu 20ti minut, bez tfepani, v temnu.

- Pridejte 50 pl stop roztoku, kratce protfepejte a nejdéle do 15 minut zméfte absorbanci pii 450
nm. Dbejte na to, aby v méfenych jamkach nebyly bubliny.

Schéma postupu stanoveni

Krok 1 Krok 2 Krok 3
Pipetace Inkubace Promyti
Do kazdé jamky Odsajte a 4x promyjte

postupné napipetujte:
- 150 pl kalibratoru,
kontrolniho nebo

Ramecek zakryjte
vickem a inkubujte

nafedénym promyvacim
roztokem na
promyvacce nebo ruéné

analyzovaného 2 hod. davkujte objem 300 pl
vzorku a pti 18 — 25 °C bez na jamku a pouZzijte
- 50 pl fedéného tiepani. opakovaci davkovac.
konjugétu.
Krok 4 Krok S Krok 6
Pipetace Inkubace Méreni
Réamecek zakryjte Zastavte prub¢h reakce
Do kazdé jamky vickem a inkubujte 20 piidanim 50 pl STOP

postupné napipetujte

200 pl TMB substratu.

minut pfi 18 — 25 °C bez
ttepani a v temnu.

roztoku a barevnou
zmeénu zmerte na
fotometru pii 450 nm.

7. VYSLEDKY

Vysledky se ziskaji odectenim z kalibracni kiivky, ktera slouzi pouze pro analyzu téch vzork,

které byly inkubovany spolecné s kalibratory.




7.1 Kalibrac¢ni krivka

Vysledky uvedené v navodu byly ziskdny v logaritmickém zobrazeni. Doporucuje se pouziti
kvadratické regrese. Jiné vyhodnocovaci metody mohou poskytovat trochu odlisné vysledky.

K odectu hodnot koncentraci nezndmych vzorka nepouzivejte takovou kalibracni kiivku, ve
které hodnota absorbance (pfi 450 nm) nedosahuje pro nejvyssi kalibrator alespont hodnoty 0.10 a
dale kalibra¢ni kiivku, kde hodnota absorbance na kalibratoru 0 ng/ml nedosahuje hodnotu 2.00. K
vyhodnoceni se rovnéz nedoporucuje pouzivat ty hodnoty, jejichz variani koeficient v ramci
duplikatu ptesahuje 10 %.

Tabulka 1 Priklad kalibracni ktivky

Atrazin
Kalibrator [ng/ml] Absorbance
0 0.00 3.412
1 0.03 1.990
2 0.10 1.006
3 0.30 0.498
4 1.00 0.241
5 3.00 0.130

(Pouze ptiklad, nepouzivejte k vypoctim)
8. CHARAKTERISTIKY STANOVENI

8.1 Citlivost stanoveni

Analyticka citlivost soupravy, stanovovana jako koncentrace odpovidajici primérnému signalu
nulového kalibratoru zmenSenému o dvojnasobek smérodatné odchylky, je 0,01 ng/ml.

Funkéni citlivost, tj. koncentrace odpovidajici hodnoté variacniho koeficientu (20 %) mezi
stanovenimi (10 analyz), je pfiblizné€ 0,04 ng/ml.

8.2 Spravnost stanoveni

Standardni pridavek

Do ttech riznych vod byl pfidan atrazin na hodnoty koncentraci 0.15; 0.30 a 0.60 ng/ml.

Tabulka 2 Test standardniho pfidavku

Ptidavek atrazinu | Nalezeny obsah [% ]
Vzorek [ng/ml] [ng/ml] pridavku
bez ptidavku <std -
0.15 0.186 124.0
A 0.30 0.389 129.7
0.60 0.832 138.7
bez ptidavku <std -
0.15 0.165 110.0
B 0.30 0.352 117.3
0.60 0.759 126.5
bez ptidavku <std -
0.15 0.176 117.3
C 0.30 0.382 127.3
0.60 0.790 131.7




Redeéni

Ti1 vzorky obsahujici atrazin (pfipravené fortifikovanim tfi vzorkli vod) byly déle fedény

nulovym standardem (viz. tabulka 3) a pak analyzovany.

Tabulka 3 Test fedéni

Ocekavana Nalezena
Vzorek Redéni koncentrace koncentrace [%]
[ng/ml] [ng/ml]

Netedeéno 2.680 - -
1:1 1.170 1.340 87.3
A 1:3 0.541 0.670 80.7
1:7 0.312 0.335 93.1
1:15 0.152 0.168 90.7
1:31 0.079 0.084 93.9

Netedeéno 1.580 - -
1:1 0.775 0.790 98.1
B 1:3 0.389 0.395 98.5
1:7 0.209 0.198 105.8
1:15 0.088 0.099 88.7
1:31 0.048 0.049 97.6

Netedeéno 1.230 - -
1:1 0.563 0.615 91.5
C 1:3 0.249 0.308 81.0
1:7 0.136 0.154 88.5
1:15 0.068 0.077 88.8
1:31 0.036 0.038 94.3

8.3 Presnost stanoveni

Presnost ve stanoveni

Vzorky vody byly kontaminovany ptidavkem atrazinu a analyzovany ve 25 jamkach.

Tabulka 4 Presnost ve stanoveni

Kontaminovana voda | Kontaminovana voda | Kontaminovana voda
¢.1 ¢.2 ¢.3
N 25 25 25
Priamér
[ng/ml] 0.18 0.57 0.80
C.V. [%] 5.67 4.48 4.42

Presnost mezi stanovenimi

Tt vzorky vody kontaminované ptidavkem atrazinu byly analyzovany v deseti riznych

stanovenich za pouziti riznych slozek soupravy.

Tabulka 5 Pfesnost mezi stanovenimi

Kontaminovana voda | Kontaminovana voda | Kontaminovana voda
¢.1 ¢.2 ¢3
N 10 10 10
Primér
[ng/ml] 0.18 0.34 0.68
C.V. [%] 12.31 14.29 17.54




8.4 Specifita

Protilatka pouzita v této ELISA soupravé mize vykazovat zkfizenou reaktivitu s t€émito latkami
pfitomnymi ve vzorku dohromady s atrazinem':

propazin ze 74.1 %

desethylatrazin z 26.3 %

simazin z 5.0 %

ametryn z 1.5 %.
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