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Stanoveni ergotovych alkaloidu

Martina Cumovd

Usttedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédelsky, ONRL Brno,
Hroznova 2, 656 06 Brno
martina.cumova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Ergotové alkaloidy (EAS) jsou sekundarni metabolity plisni, které mohou byt toxické pro lidi
a zvirata. Vyskyt téchto latek by se mél sledovat v potravinach i krmivech. V laboratofi
ONRL Brno byla zavedena metoda pro stanoveni dvanacti ergotovych alkaloidi, které byly
vybrany dle pozadavki evropské unie [1]. Metoda umoziuje kvantitativni stanoveni

vybranych parametri, které je v souladu s pozadovanymi vykonnostnimi kritérii metody.

2 Uvod

Alkaloidy jsou pfirodni latky, které produkuji nékteré organismy ztad Zzivocicht, hub,
bakterii a fas. Tyto latky nejsou nezbytné pro zivotaschopnost organismu, ktery si je vytvafi,
ale pomahaji mu k jeho preziti. Alkaloidy se c¢leni podle svych typickych strukturnich
charakteristik do né€kolika skupin. Mezi nejznaméjsi skupiny alkaloidd patii naptiklad
tropanové (napf. atropin), purinové (napi. kofein) a ergotové alkaloidy (napf. ergotamin),
které¢ se t€Z nazyvaji namelové alkaloidy. Na zakladé pozadavkii EU by se mél vyskyt

ergotovych alkaloidl v potravinach a krmivech sledovat.

Ergotové alkaloidy jsou sekundarni metabolity produkované nékterymi druhy hub z rodu
Claviceps. V Evropé je nejvice rozsifen rod Claviceps purpurea, ktery parazituje nejen
na ekonomicky dilezitych obilninach, kterymi jsou napf. pSenice, jeCmen a zito, ale

i na nékterych travach (Obrazek 1) [2].



Obrazek 1. Rostliny napadené pali¢kovici nachovou (Claviceps purpurea).
Zprava: pSenice, je¢men, Zito, trava Arrhenatherum elatiu.

Z hub bylo izolovéno jiz vice nez 70 riznych alkaloidd, které 1ze rozd¢lit do n€kolika skupin
na zéklad€ jejich chemické struktury: derivaty kyseliny isolysegové (napf. ergotaminin),

derivaty kyseliny lysergové (napf. ergotamin), derivaty dimethylergolinu (napft. ergoklavin).

Obsah EAs v krmivech neni k datu legislativné limitovan. Limitovano je pouze mnozstvi tzv.
sklerocii, jejichz maximalni povoleny obsah v krmivech obsahujicich nemleté obiloviny je

stanoven nal g/kg [3].

Sklerocie jsou poslednim vyvojovym stadiem vieckovytrusné tvrdohouby Claviceps
purpurea. Jedna se o prezimujici stadium, ze kterého na jate nésledujiciho roku vyristaji tzv.

stroma, ze kterych se uvoliuji vytrusy, infikujici obiloviny béhem jejich kvétenstvi.

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni EAs v krmivech a v surovinach ué¢enych
pro vyrobu krmiv. Vyvinutd metoda méa byt rychld, s minimalnimi naklady a s moZnosti
aplikace na rozdilné matrice. Metoda ma byt také dostatecné univerzalni na to, aby v piipade

potieby umoznila sledovani analytl podle dalSich poZadavki Evropské unie.

Pro extrakci analyt z matrice byla aplikovana modifikovand metoda QuEChERS [4, 5], ktera
se v riznych obménach ¢asto pouziva pro analyzu pesticidli, mykotoxint, alkaloidd a jinych
latek. Metoda zahrnuje extrakci do acetonitrilu, pfecisténi ve formé vysoleni analytl
do acetonitrilové faze a separaci vodné faze. Kvantitativni stanoveni obsahu EAs probiha
pomoci ultra-u¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni

spektrometrii (UPLC-MS/MS).



3 Chemikalie

Methanol (Cistota LC-MS), mravencan amonny (pro MS) a kyselina mravenci (Cistota LC-
MS) byly poiizeny od firmy Fluka. Ultra Cistd voda byla pfipravena Milli-Q systémem
(Millipore Corporation, USA). Acetonitril (¢istota HPLC) byl pofizen od firmy Sigma Aldrich
(Némecko). Jednotlivé standardy EAs jsou od firmy Sigma Aldrich (Némecko).

4 Pristroje a pomiicky

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 pm (Waters, USA). Analytické vahy, ultrazvukova lazen, horizontalni tiepacka
s rychlosti do 300 kmitli/min, centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min, centrifugacni
zkumavky plastové se Sroubovacim vickem o objemech 15 ml a 50 ml, centrifugacni
zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml, stiikackové filtry nylonové o velikosti péra 0,2 um

(Labicom, Ceska republika), sklenéné vialky o objemu 2 ml.

5 Pracovni postup

5.1  Priprava vzorku

Homogenni vzorek se navazi do 50ml centrifugaéni plastové zkumavky. K matrici se pfida
10 ml 0,1% HCOOH. Extrakce analyti se provede 10 ml acetonitrilu tfepanim 20 min
na horizontalni tiepacce pii alespoil 150 kmitech/min. Poté se pfida pevnad smés soli (MgSO4
a NaCl). Smési se opé€t intenzivné tiepe. Vzorek se odstredi 5 min pfi 5000 ot/min, vrchni
acetonitrilova vrstva se pfevede do 15ml plastové zkumavky a necha se vymrazit. VymraZeny
extrakt se opét odstfedi 5 min pii 3900 ot/min. Pfesné 0,5 ml acetonitrilové vrstvy se pievede
do zkumavky Eppendorf, poté se doplni vodou na celkovy objem 1 ml. Po promichani
se roztok zfiltruje pfes membranovy filtr nebo se odstiedi pti 12000 ot/min a ptevede

do vialky.



5.2 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty pfevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci
vzorkil a standardii. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny
v tabulkdch 1 a 2. Pied analyzou redlnych vzorkii se ovéfi citlivost systému analyzou
nejnizSitho kalibratniho bodu a =zaroven stabilita retencniho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSténa vyuzitim MRM modu pii MS

detekci.

Tabulka 1. Chromatografické podminky UPLC stanoveni.

UPLC — Acquity Waters

Kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Predkolona ACQUITY UPLC BEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Niéstiik 2,5 ul

Slaby promyvaci roztok Deionizovana voda/methanol (90/10)

Silny promyvaci roztok Methanol

Mobilni faze A 0,1% kyselina mravenci v deionizované vode
Mobilni faze B 0,1% kyselina mravenéi a ImM mraven¢an amonny v methanolu
Prutok mobilni faze 0,4 ml/min

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)

Gradient mobilni faze




Tabulka 2. Podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

Latka RT Pre!<u rsor CVv Produktovyion | CE Pro_duktovy CE
(min) ion (eV) 1 (eV) ion 2 (eV)
Ergokornin 2,49 562,5 38 223,3 35 268,3 27
Ergokorninin | 2,71 544.4 38 223,3 37 277,5 30
Ergokryptin 2,71 576,3 21 268,6 25 208,1 25
Ergokryptinin | 2,85 576,3 38 223,3 35 305,3 27
Ergosin 2,35 548,3 38 223,2 33 208,1 35
Ergosinin 2,40 548,3 20 223,2 28 208,1 30
Ergokrystin 2,74 610,4 23 208,1 25 268,4 35
Ergokrystinin | 2,88 592,4 35 223,3 35 305,3 29
Ergometrine 1,13 326 30 208 30 223 25
Ergometrinine | 1,5 326 30 208 30 208 25
Ergotamine 2,51 582 30 208,2 45 268 25
Ergotaminine | 2,46 564 30 223,2 30 277 25

Teplota iontového zdroje — 150 °C, teplota susiciho plynu — 450 °C, pritok susiciho plynu —
700 1/h, pratok ,,cone gas* — 45 1/h, prutok kolizniho plynu — 0,18 ml/min, napéti na kapilate —

3 kV, ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu

6 Vysledky a diskuse

6.1 Validace stanoveni ergotovych alkaloidi

Pro validaci stanoveni 12 EAs byly pouZzity dvé matrice: vojtéS8ka a je¢men, které byly
obohaceny na dvou koncentracnich 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 valida¢ni kritéria
podle rozhodnuti komise (2002/657/ES) [6]. Mez stanovitelnosti LOQ, byla stanovena podle
pozadavki SANCO/12495/2011 [7]. Mezi stanovitelnosti byla tedy nejnizsi validovana
hladina, tzv. reportovaci limit (RL), ktery byl pro vSechny parametry 5 pg/kg, a to ve vSech
validovanych matricich. Ostatni valida¢ni data jsou uvedena v tabulkach 3 a 4. Kvantifikace

obsahu EAs byla provedena s vyuZitim matricové kalibrace.



Tabulka 3. Hodnoceni linearity hodnocenim stupné Kkorelace (korela¢ni koeficient R?)
pro EAS V rozpoustédle a v riznych matricich.

Latka SS JeCmen Vojtéska
Ergokornin 0,9975 0,9989 0,9989
Ergokorninin 0,9979 0,9984 0,9994
Ergokryptin 0,9979 0,9987 0,9989
Ergokryptinin 0,9997 0,9997 0,9995
Ergosin 0,9987 0,9942 0,9991
Ergosinin 0,9992 0,9991 0,9999
Ergokrystin 0,9990 0,9988 0,9994
Ergokrystinin 0,9994 0,9998 0,9987
Ergometrin 0,9968 0,9978 0,9978
Ergometrinin 0,9998 0,9992 0,9992
Ergotamin 0,9973 0,9993 0,9985
Ergotaminin 0,9967 0,9990 0,9981

Tabulka 4. VytéZnost a piresnost metody.

Vytéznost (RSD) (%); n=16
Je¢men Vojtéska

5 ug/kg 100 png/kg 5 ug/kg 100 pg/kg
Ergokornin 88 (21,1) 86 (1,0) 90 (22,1) 99 (1,3)
Ergokorninin 106 (6,2) 92 (0,7) 82 (23,6) 95 (2,2)
Ergokryptin 88 (21,1) 86 (3,4) 90 (19,7) 100 (2,4)
Ergokryptinin 87 (13,3) 89 (2,5) 97 (9,2) 99 (2,8)
Ergosin 92 (11,5) 98 (1,5) 102 (6,5) 96 (1,6)
Ergosinin 82 (19,6) 90 (1,8) 74 (16,8) 84 (1,5)
Ergokrystin 81 (25,0) 89 (2,4) 77 (24,9) 87 (3,5)
Ergokrystinin 89 (11,5) 84 (1,1) 83 (12,4) 95 (0,7)
Ergometrin 80 (4,2) 88 (4,1) 86 (13,6) 96 (3,5)
Ergometrinin 74 (2,4) 86 (3,6) 84 (5,7) 89 (3,8)
Ergotamin 89 (7,5) 95 (4,1) 95 (6,1) 93 (4,7)
Ergotaminin 104 (4,9) 98 (2,9) 85 (8,0) 96 (3,7)




Dalsim dulezitym valida¢nim parametrem je selektivita stanoveni. Selektivita je definovana
jako schopnost metody selektivné zméftit validovanou vlastnost, tzn., ze vliv potencialnich
interferenttl je nevyznamny. V piipadé LC-MS analyz pozorujeme matricové efekty (ME),
coz znamend ovlivnéni signalu analytu pfitomnosti matrice. V ramci validace byly ME
sledovéany v extraktech vSech matric. Matri¢ni efekt byl pocitan dle nasledujici rovnice: ME =
smernice kalibracni kfivky 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 efekti v riznych matricich pri LC-MS/MS detekci
[%0].

Alkaloid Je¢men Vojtéska
E-sine 97 102
E-sinine 100 102
E-cornine 101 101
E-corninine 100 102
E-cryptine 100 100
E-cryptinine 99 99
E-crystine 99 100
E-crystinine 100 99
E-metrine 101 100
E-metrinine 99 99
E-tamine 102 104
E-taminine 102 102

Pro sledované analyty nebyl pozorovan ME, z toho divodu lze pouzit pro jejich stanoveni

kalibraci v rozpoustédle.

Stanoveni nejistoty vychdzi z vicenasobného meétfeni matrice obohacené standardy PAs
na riznych hladinach. RozSifena nejistota odpovidd smérodatné odchylce stanovenych dat
vynasobené faktorem pokryti 2 (Obrazek 3). Pozadavek na maximalni rozsifenou nejistotu byl

splnén u vSech validovanych EAs podle 2002/657/ES.
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Obrizek 2. Relativni rozsifena nejistota stanovena v riznych matricich pro hladinu RL.

K identifikaci byla pouzita kritéria podle rozhodnuti komise (2002/657/ES) [6], tj. reten¢ni
¢as (RT) a pomér sledovanych kvantifika¢nich a konfirmacnich iontd. Povolena odchylka RT
pro LC je £ 2,5 %. Povoleny rozsah pomérii sledovanych ionti je zavisly na relativni intenzité
sledovanych iontl. Pfitomnost sledované latky ve vzorku je potvrzena, pokud pomér intenzity
sledovanych iontd stanoveny ve vzorku odpovida poméru stanoveného ve standardu. VSechna

identifika¢ni kritéria pro sledované analyty byla v souladu s legislativnimi pozadavky.

6.2 Analyza realnych vzorki

Vyvinuta metoda byla aplikovana pro sledovani EAs v redlnych vzorcich surovin pro vyrobu
krmiv. Ze vzorkil odebranych v ramci kontroly krmiv na UKZUZ bylo vybrano a testovano
161 vzorkt, u nichZ byla ptitomnost EAs pfedpokladéna.

Ergotové alkaloidy byly pfitomny v 50 vzorcich. VétSina kontaminovanych vzorkl

obsahovala sumu ergotovych alkaloidti do 100 pg/kg (Obrazek 3).
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Obrazek 3. Histogramy zobrazujici mnoZstvi vzorki v ramci daného koncentracniho
rozsahu celkového mnoZzstvi ergotovych alkaloidi.

Nizké obsahy ergotovych alkaloidii byly obsaZzeny ve vzorcich jeCmene, Zita a pSenice.

Zatimco oves a tritikdle obsahovalo vys$§i mnozstvi EAs (Obréazek 4).
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Obrazek 4. Distribuce EAs vV testovanych vzorcich jefmene, Zita, pSenice, ovsu
a tritikale.

Testovana krmiva obsahovala vysoce variabilni celkové mnozstvi EAs, které se pohybovalo
od 5 pg/kg do1894 ug/kg. Poziti krmiva s vysokym obsahem ergotovych alkaloidi mize vést
k vaznym zdravotnim potizim krmenych zvifat. Nastaveni vhodnych legislativnich limith

pro ergotové alkaloidy v krmivech je velmi Zadouci a vzhledem k redlnym naleziim aktudlni.
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7 Z.avér

V ramci prace byla provedena validace stanoveni dvanacti ergotovych alkaloidi. Validované
parametry spliiovaly pozadavky uvedené v rozhodnuti komise (2002/657/ES)
a SANCO/12495/2011. Vyvinutad metoda je vhodna pro ucely multirezidudlniho stanoveni
ergosinu, ergokorninu, ergotaminu, ergometrinu, ergokryptinu, ergokrystinu a jejich
odpovidajicich epimerti v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu. Metoda je snadna, rychla,
finan¢né Usporna a lIze ji rozsifit o nové analyty. Vysledky analyzy obilovin testovanych
na pritomnost ergotovych alkaloidi, byly prezentovany na mezinarodnich konferencich

se zamétfenim na kontrolu potravin a krmiv [8,9].
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Hroznova 2, 656 06 Brno
katerina.stankova@ukzuz.cz

Uvod

Geneticky modifikované neboli transgenni plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén
dédicny material (DNA) pomoci genovych technologii. Jednd se o Slechtitelské metody
Z oblasti biotechnologii, které mimo jiné umoziuji mezidruhovy pienos genli. Nejedna se

vSak o tvorbu a vnaseni uméle vytvofenych gent.

Geneticky modifikované plodiny se vyznaCuji riznymi specifickymi vlastnostmi,

a to zejména odolnosti vici Skodlivym ¢initelim — sktidetim, chorobam, chladu, suchu, apod.

anebo tolerantni vici postiiku neselektivnim herbicidtim.

Dalsi generace geneticky modifikovanych plodin, jejichz komeréni vyuZiti prozatim neni
vyznaéné rozsifené, maji pfimy piinos také pro spotiebitele (napi. geneticky modifikované
plodiny s vy$s§im obsahem ¢i lepsi skladbou nutri¢nich latek), pfip. pro zemédélské ucely

(napt. jedlé vakciny, biodegradovatelné plasty, odstranovace znecisteni, aj.)

Geneticky modifikované olejniny hraji vyznamnou roli ve svétovém zemédélském sektoru,
zejména geneticky modifikovana sdja. Pfesto v EU neni povoleno péstovat zddnou geneticky
modifikovanou olejninu. Geneticky modifikované olejniny a jejich produkty se v EU
pouzivaji pouze v omezené mife. N&které typy geneticky modifikované soji, fepky olejky
a bavlny se mohou dovazet a zpracovavat v EU za ucelem ziskani rtiznych typi potravin nebo
krmiv.

U s6ji jsou genetické modifikace zaméfeny predevSim na ziskani tolerance k neselektivnim
herbicidiim (herbicid-tolerantni soja). Herbicid-tolerantni séja obsahuje gen tolerance

k nékterému z neselektivnich herbicidt (zpravidla glyfosdatu nebo glufosindtu). Tato geneticka
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modifikace usnadiiuje boj proti plevelim a snizuje riziko poskozeni so6ji rezidui standardné
pouzivanych herbicidii. Vysledkem je snizeni ndklad na herbicidy a zvySeni ohleduplnosti

k Zivotnimu prostiedi.

Genetické modifikace se u s6ji vyuzivaji také ke zlepseni kvality s6jového oleje (vyssi obsah
kyseliny olejové nebo nizky obsah kyseliny linolenové). Jedna se o tzv. druhou generaci
rostlin, kterd pfindsi uzitnou hodnotu pro spotiebitele, zatimco tzv. prvni generace geneticky
modifikovanych rostlin (napf. herbicid-tolerantni soja) pro péstitele. S6jovy olej ziskany
z takto modifikované s6ji se vyznacuje vysSi stabilitou (nezlukne) a celkovou lepsi

trvanlivosti.

U s0ji se zkousi fada genetickych modifikaci, napf. odridy se zménénym obsahem zasobnich

proteintl nebo odriidy rezistentni k nékterym hmyzim $ktidclim a had’atktim.

U geneticky modifikované fepky olejné se komeréné péstuji odridy s toleranci
k neselektivnim herbicidam (glyfosdtu, glufosindtu aj.), Slepsi kvalitou fepkového oleje
(vy$si obsah kyseliny laurové nebo olejové v fepkovém oleji) a hybridy vzniklé pomoci

genetickych modifikaci.

Pé&stovani herbicid-tolerantni fepky usnadnuje herbicidni ochranu a snizuje riziko poskozeni
rostlin standardné pouZivanymi herbicidy. Vysledkem jsou pak vyss§i vynosy semene, Uspora
Casu a zlepSeni stfidani plodin.

Za pomoci genetickych modifikaci I1ze levnéji produkovat hybridni osivo fepky vyuzitim
geneticky fizené samci sterility v kombinaci s herbicidni toleranci. Tento zpiisob vyroby
hybridniho osiva je velmi efektivni pii nizkych nakladech a vyuZiva se nejen u fepky, ale také
u kukufice a zeleniny.

Olej ziskany z geneticky modifikované fepky s vy$Sim obsahem kyseliny laurové je svym
sloZzenim podobny kokosovému nebo palmovému oleji. Je mozné ho pouZit v potravinarském

pramyslu pfi vyrobé cokolad, cukrovinek, polev, aj.

Olej z geneticky modifikované fepky s vy$sim obsahem kyseliny olejové je svym sloZenim
podobny podzemnicovému nebo olivovému ojeli, vynika vyS$i stabilitou a trvanlivosti
a je pro lidskou konzumaci nutricné hodnotné&;si.

Jsou také zkouSeny fepky s vy$sim obsahem nékterych aminokyselin (methionin a lysin)
pro zlepseni vyzivové hodnoty fepkovych pokrutin. Prostiednictvim geneticky modifikované
fepky je mozné produkovat 1 néktera 1éciva a farmakologicky vyznamné latky (napt. krevni

antikoagulant — hirudin).
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Cilem prace bylo rozsitit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci
u soji a fepky. Nov¢ zavadénymi transgeny jsou u s6ji DP 356043 a u fepky MS8, Rf3
a MS8xRf3.

Séja DP 356043

Jedna se o geneticky modifikovanou soju, ktera je odolna vici dvéma typtim herbicidi,
a to ke glyfosatu a k herbicidim inhibujicim acetolaktat syntdzu (ALS inhibitory).
Vlozenymi gentickymi elementy u této plodiny jsou dva geny, a to gen gat4601 (glyphosate
N-acetyltransferase z bakterie Bacillus licheniformis) nesouci odolnost viuéi glyfosatu a gen
gm-hra (acetolactate synthase (Glycine max)) nesouci odolnost k herbicidim inhibujicim
acetolaktat syntdzu. Elementy stanovitelné v rdmci screeningu tato genetickd modifikace

neobsahuje.

Sé6ja DP356043 je v EU povolena v krmivech, které ji obsahuji, sestavaji se z ni nebo jsou

Z ni vyrobeny.

GM fepka MS8, Rf3, MS8 x Rf3

Geneticky modifikované fepky MS8 a Rf3 byly vyvinuty pro vytvoieni hybridu MS8xRf3,
ktery mé vétsi vynos nez rodi¢ovska linie.

Linie MS8 je nositelkou genu barnase (phosphinothricin  N-acetyltransferase)
(S. hygroscopicus), ktery je odpovédny za sam¢i sterilitu. Transgenni linie Rf3 byla vytvofena
pro obnoveni plodnosti hybridni linie, za kterou je odpovédny gen barstar (barnase
ribonuclease inhibitor (Bacillus amyloliquefaciens)) a pro toleranci ke glufosinatovym
herbicidim, za kterou je odpovédny gen bar (phosphinothricin N-acetyltransferase
(S. hygroscopicus)). Gen bar je element, ktery Ize stanovit v ramci screeningu.

Krmiva, ktera obsahuji nebo sestavaji z Ms8, Rf3, MS8 x Rf3 tepky jsou v Evropské Unii

povolena. U krmiv z nich vyrobenych probiha proces prodlouzeni povoleni.
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1 Princip

Zakladem metod detekce genetickych modifikaci DP356043, MS8, Rf3 a MS8xRf3 je
polymerazova fetézova reakce (dale PCR). Jedna se o hojné pouzivanou metodu, pii které
dochézi k mnohondsobnému zmnoZeni urcitého tiseku DNA.

PCR se provadi automatizované v termalnim cykleru. Pfed vlastni PCR je dulezité provést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, Ze pti prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k ¢asteénému oddéleni komplementarnich fetézcti, ale vSechny molekuly pivodni DNA
budou jednofetézcové a piistupné primeram. Nasleduje denaturacni krok prvniho cyklu.
Béhem druhého kroku, tzv. annealingu ptisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové
DNA. Primery jsou navrzeny tak, ze se vazou k protilehlym fetézcim dvousroubovice
3’- konci smérem k sobé a vymezuji délku amplifikovaného tseku. Ve tietim kroku cyklu
jsou primery prodluzovany DNA-polymerazou ve sméru od 5’- konce ke 3’- konci,
tzv. extenze. Nasledujici cyklus zac¢ind opét denaturaci dvouvldknové DNA a vSe se opakuje.
Vzhledem ke specifické sekvenci primerd je amplifikovany tsek mezi nimi stale stejny.
Celkovy produkt PCR se nazyva amplikon. Ma definovanou délku pohybujici se od desitek

az po tisice part bazi (bp), ktera se stanovi pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

2 Material a metody

™o
|

Pristroje a pomicky

Analytické vahy.

Vahy s ptestnosti 0,01 g.

Vortex.

Centrifuga.

Vodni lazen.

Nizkoobjemovy spektrofotometr, vinové délky (230, 260, 280) nm.
Minitfepacka.

Laminarni box.

© 0O N o o B~ W N e

Termalni cykler.

=
o

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

[
[

Elektroforetickd vana a zdroj napéti.

[EY
N

Transiluminator.
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13 Fotodokumentaéni zafizeni a piislusny software.

14 pH metr.

15 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky
s filtrem.

16 Plastové zkumavky o objemu 0,20 ml, 0,5 ml, 2 ml.

17 Vyrobnik ledu.

18 Ptenosna UV lampa.

19 Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nadoba
na uchovani ledu, odpadni nadoby.

Podle charakteru materialu se material sterilizuje a dekontaminuje bud’ tepeln¢ (v suSarn¢ 1 h

pii (115 — 120) °C) nebo chemicky, napt. 70% etanolem, (0,5 — 1) % chlornanem sodnym,

apod.).

2.2 Chemikalie

NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické DNA
z potravin a krmiv

20 Lysis Buffer CF.

21 Buffer C2.

22 Buffer C3.

23 Wash buffer CQW.

24 Wash buffer C5 (koncentrat).

25 Elution buffer CE.

26 NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

27 Proteinase K (lyofilizat).

28 Proteinase buffer PB.

REDTaq®ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgClz, Sigma-Aldrich

29 REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCI2 (dale REDTaq).

30 PCR voda.

REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kits, vyrobce Sigma-Aldrich, univerzilni Kkit

pro PCR
31 Extraction solution.
32 Dilution solution.

33 REDEXxtract-N-Amp PCR Ready Mix (ddle REDEXx).
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Amplifikacni primery

34 DP356-f1 F: GTC GAA TAG GCT AGG TTT ACG AAA AA

35 DP356-r1 R: TTT GAT ATT CTT GGA GTA GAC GAG AGT GT
36 KVMO085 F: GTT AGA AAA AGT AAACAATTAATATAGCCGG
37 HCAO048 R: GGA GGG TGT TTTTGG TTATC

38 KVMO084 F: AGC ATT TAG CAT GTACCATCAGACA

39 DPA165 R: CAT AAA GGA AGA TGG AGA CTT GAG

40 SOJGMO4F: GCC CTC TAC TCC ACCCCCATCC

41 SOJGMO4R: GCC CATCTG CAAGCCTTTTTG TG

42 HMG-1 F: GGT CGT CCT CCT AAG GCG AAA G

43 HMG-2 R: GCA ACC AAC AGG CACCATC

44 RapB-F1: ACA AGC ACGGTCAACTTCC

45 RapB-R1: GAG GTC GTC CGT CCACTC

Piiprava amplifika¢nich primeru

Primery se rozpusti, fedi a rozdé€li do potfebnych mnoZzstvi nésledujicim zptsobem.

Zasobni roztok o koncentraci 100 uM:

Do zkumavky s primerem v podobé prasku na dné, ktery nemusi byt viditelny, se ptida voda
vhodnéd pro PCR v mnozstvi uvedeném vyrobcem. Jemnym pipetovanim se promichd. Tim
se ziska zasobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 ul do sterilnich zkumavek o objemu
0,5 ml. Pokud se rozd¢li zasobni roztok v jinych mnoZstvich, uvede se objem na zkumavku.

Zkumavky s primery se zamrazi a uchovavaji pti teploté (—20 £ 1) °C.

Pracovni roztok o koncentraci 20 uM:

Do jedné zkumavky zdsobniho roztoku se ptida ¢tyfndsobny objem vody vhodné pro PCR.

Tim se ziskd pracovni roztok. Rozd¢li se po (20 — 25) ul a zamrazi na teplotu (- 20 = 1) °C.

Do reakéni smési PCR se pridavaji pracovni roztoky primert.

Chemikalie pro pripravu elektroforetického pufru TAE

Disodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na2EDTA.

Trizma base.

Ledova kyselina octova.

Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol/l. 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni na vysledny

objem 250 ml v odmérné barice.
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Priprava TAE pufru

Ptiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Piiprava 0,5 M zésobniho roztoku EDTA:

186,1 g Na,EDTA se vmicha do 750 — 800 ml (re)destilované vody. Na,EDTA se uplné

nerozpusti, dokud nebude pH vyssi nez 7,0. pH se upravi na 8,5 pifidanim NaOH. Potom
se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Prefiltruje se ptes fritu predem
osetfenou teplotou (115 — 120) °C po dobu 30 min az 1 hod. Roztok se skladuje neomezené
pfi laboratorni teploté.

2. Ptiprava 2 M Tris:

Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody. Ptida se 57,1 ml
ledové kyseliny octové a 100 ml piredem pfipraveného 0,5 M zasobniho roztoku EDTA
(pH 8,5). Doplni se (re)destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Neautoklavuje se.
Uchovava se v tésné uzaviené lahvi pti laboratorni teplot¢.

Pfiprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu

Odméii se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu

1000 ml.

Priprava agaro6zového gelu

Pouziva se 0,8% gel pro stanoveni kvality vyizolované DNA (0,64 g agardzy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifikacnich fragmentt (1,6 g agardzy ). Do Erlenmeyerovy banky se navazi
dané mnozstvi praskové agardzy a piida se 80 ml pracovniho 1 x TAE pufru. Vaii se (15 —
20) min pfi (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle do doby, az se roztok vycefi
a vzduchové bubliny vymizi 1 po krouZzivém zamichani. Mezitim se pfipravi nalévaci vana
a vhodny hiebinek.

Po mirmém zchladnuti se pfidd 10 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkalacni
barvivo slouZzici ke zviditeInéni DNA v gelu) a micha se 1 min. Poté se michadélko vyjme
a agar se nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 — 30) min, v zavislosti na teploté prostiedi,
Ize opatrné vyjmout hiebinek a prenést gel znalévaci vany do elektroforetické vany

S pracovnim roztokem 1 x TAE pufru.

Ostatni
Voda vhodna pro PCR.
Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free) — RNaza A
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(re)destilovana voda.

Agaroza.

Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziska zfedénim zasobniho roztoku 10 x
(re) destilovanou vodou.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napi. GeneRuler™50bp DNA Ladder).

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky hmotnostni marker pro genomovou DNA (napt. EZ LoadTM Molecular
Ruler Precision Mass, Biorad).

(0,5 — 1)% roztok chlornanu sodného.

70% etanol.

Testovany material

Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni ptitomnosti amplifikovaného useku. Negativni
kontroly se pouzivaji pro prokazani specifity reakce, a to jen v pfipadé nové zavadénych
genetickych modifikaci.

DP 356043

ERM®BF425b (nase oznaéeni CRM 11/2012) obsahujici 0,1 % sé6ji DP356043 a ERM®-
BF425c (nase oznaceni CRM 12/2012) obsahujici 0,85% soji DP356043z IRMM Institute for

reference Material and Measurements. Tyto pozitivni kontroly jsou ve formé sojového prasku,

proto sez nich musi vyizolovat DNA.

MS8xRf3

pozitivni kontrola s naS§im oznacenim CRM 13/2012 ze setu Rapeseed GMO Standard Set for
Rapseed GT73, GS40/90,MS8xRf3 and Oxy235 obsahujici 1% geneticky modifikované DNA
od Sigmy-Aldrich.Tato pozitivni kontrola je ve formé lyofilizatu a je nutné ji pfed pouzitim

rozpustit.

3 Pracovni postup

3.1 Izolace DNA

Pred zacatkem vlastni izolace DNA je nutno pfipravit tyto roztoky:

Pufr C4: prevede se kvantitativné cely obsah tuby obsahujici pufr C2 do tuby s obsahem pufru
C3 a dobfte promicha. Vysledny pufr C4 je stabilni po dobu 1 roku uskladnény pfti laboratorni
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teplote. Pro dokonalejsi rozpusténi obou komponent se doporucuje inkubace pfii teploté 45 °C

po dobu 5 min.

Pufr C5: ke koncentratu pufru C5 se piida (95 — 100)% etanol, a to v mnozstvi uvedeném
na lahvic¢ce pufru. Po zfedéni se oznaci pfidani etanolu. Takto upraveny pufr Ize uchovavat
pii laboratorni teploté 1 rok.

Proteinaza K: k lyofilizované Proteinaze K se piida mnozstvi proteindzového pufru uvedené

na jejim obalu. Roztok proteindzy K je stabilni pfi teploté¢ —20 °C po dobu 6 mésict.

Vlastni izolace DNA probiha v nékolika krocich, nejdiiv se musi pripravit pracovni plocha.
Pracovni nastroje, pomicky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA otienim

povrchl 70% etanolem a piisobenim UV zafeni po dobu 30 min.

Vodni lazen se ptredehieje na 65 °C a da se predehiat lyzacni pufr CF na teplotu 65 °C.
Do 2ml zkumavky se navazi 200 mg zhomogenizovaného vzorku (pozitivni kontroly). Prvnim
krokem izolace DNA je bunécna lyze, kdy se ke vzorku ptida 550 pl lyzaéniho pufru CF,
dobfe promicha (15 s), ptida se 10 pul proteinazy K a 10 pl RNazy A a opét se promicha (2 —
3) s. Inkubuje se 30 min pii 65 °C. Poté se smés 10 min centrifuguje (>10000 @), az
se bunécné zbytky usadi. Pfipravi se podminky pro vdzani DNA na silikagel tak, ze se
prevede 300 pl Cistého supernatantu z kroku 3 do nové 2 ml zkumavky. Ptida se 300 ul pufru
C4 a 200 pl etanolu (96 — 100)% a vortexuje se 30 s. Tuba NucleoSpin se umisti do nové 2 ml
centrifuga¢ni zkumavky a ptida se 750 ul smési z piedchoziho kroku. Centrifuguje se 1 min
pfi 11000 g. Protekla tekutina se vylije. Nasleduje promyvani DNA, které probihd ve tfech
po sobé nasledujicich krocich. V prvnim promyti se napipetuje 400 pl pufru CQW
do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 1 min pifi 11000 g. Protekla tekutina se vylije.
Ve druhém promyti se napipetuje 700 pl pufru C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 1 min
pii 11000 g. Protekla tekutina se vylije. Ve tfetim promyti se napipetuje dalSich 200 pl pufru
C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 2 min pii 11000 g, aby se Gplné odstranil pufr C5
(rezidua etanolu v promyvacim pufru C5 mohou inhibovat enzymatickou reakci). Poslednim
krokem izolace DNA je eluce. Predehieje se eluéni pufr CE na 70 °C. Tuba NucleoSpin
se umisti do nové 1,5ml centrifugacni zkumavky. Na membranu v NucleoSpin tubé
se napipetuje 100 pl ptfedehiatého elu¢niho pufru CE. Inkubuje se 5 min pii laboratorni

teplote, a poté se centrifuguje se 1 min pii 11000 g, aby se shromézdila DNA.

Eluat obsahuje Cistou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava pii teploté (2

— 8) °C, pro dlouhodobé pti -20 °C.
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3.2 Meéreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyizolovani DNA je orientacni spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, pfipadné dalSich pfimési a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové

elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu.

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA':

Mg¢feni pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm umozni vedle stanoveni koncentrace
ziskané DNA i hodnoceni ¢istoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupen Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pii (260 a 280) nm
a (260 a 230) nm.

Hodnoty poméru 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 —2,0). Idealni hodnoty jsou
(1,7 —1,8). Jestlize je naméiena hodnota pod 1,7, je DNA zneci$téna proteiny nebo jinymi
organickymi latkami. Pokud je naméfend hodnota nad 1,9, je DNA zneciStend RNA nebo
organickymi latkami.

Hodnoty poméru 260/230 museji byt vyssi nez 1,5. Idealni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud je
naméiend hodnota nizsi nez 1,5, je ziskana DNA kontaminovana latkami jako jsou fenol
a guanidinové soli.

Vlastni méieni DNA

Koncentrace DNA se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je DNA
rozpusténa (v nasem piipadé se jedna o eluéni roztok z kitu NucleoSpin® Food). Pouziji se
2 ul vzorku. Kazdy vzorek se méti 2 x. Namétené hodnoty se zpruméruji. Pro naslednou PCR
zpravidla vyhovuje koncentrace 5 ng / pl templatové DNA. Pokud je jeji koncentrace vyssi, je

tieba ji na tuto hodnotu nafedit vodou vhodnou pro PCR.

Urcéeni kvality vyizolované DNA

Pomoci elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu se zjisti kvalita vyizolované DNA (zda je
celistva nebo degradovand) a pfitomnost RNA.

Vzorky se smichaji s barvivem 6 x Loading Dye Solution v mnozstvi 2 ul barviva a 3 pl
vyizolované DNA a spolu s Load Precision Molecular Mass standardem se nanesou do jamek

gelu a spusti se elektroforéza (70 V, 75 min).
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3.3 Polymerazova retézova reakce

Pro zavedeni detekce novych genetickych modifikaci byly vyuzity jiz zavedeny JPP postup
Stanoveni pfitomnosti GMO metodou PCR (postup ¢. 10250.1) a metody validované EURL.

Sekvence jednotlivych amplifikacnich primerG a amplifikacni programy byly pievzaty
z metod validovanych EURL. Pfi zavadéni novych PCR detekci se provede z divodu

opakovatelnosti pét na sobé nezavislych PCR reakci (amplifikaci).

Vnitini gen séja
primery: SOJGMO4F, SOJGMO4R

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 57 60 %
Extenze 72 115 1
Zavérefna extenze 72 300 1

délka amplikonu: 118 bp

Transgenni soja DP356043
primery: DP356-f1, DP356-r1

amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 %

délka amplikonu: 99 bp
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Vnitini gen Fepka

primery: HMG-1 F, HMG-2 R

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 180 1
Denaturace 94 30
Annealing a extenze 59 30 %0
Zavérefna extenze 72 180 1
délka amplikonu: 219 bp
Screeningovy element bar
primery: RapB-F1, RapB-R1
amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 .
délka amplikonu: 60 bp
Transgenni Fepka MS8
primery: KVMO085 F, HCA048 R
amplifikacni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 45

délka amplikonu: 130bp
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Transgenni repka Rf3
primery: KVMO084 F, DPA165 R

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 45

délka amplikonu: 139bp

Transgenni Fepka MS8xRf3
primery: KVMO085 F, HCA048 R, KVM084 F, DPA165 R

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (9) Pocet cykla
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 45

délka amplikonu: 130, 139 bp

Provedeni vlastni PCR reakce

PouZivané amplifikaéni kity REDTaq a REDEx nejsou zcela zaménitelné. REDEX se pouZiva
pro duplexni PCR, pro ostatni jednoduché reakce postacujici REDTaq (v ptipadé potieby
mohou byt provevedeny i kitem REDEX, nebot’ specifita je dana amplifikaénimi primery).
Laminarni box se (20 —30) min vysviti UV zafenim. Pfedméty v ném umisténé a jeho prostor
se dekontaminuji 70% etanolem. Pfipravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem, sterilni
zkumavky, odpadni naddoba s vloZenym sackem na pouzity material, stojanky, apod. Stanovi
se pocet reakci (tj. pocet vzorku, beztemplatova, negativni kontrola, pouzije-li se, a pozitivni
kontrola). Podle tabulek reak¢nich smési (Tabulka 1 a Tabulka 2) se vypocitaji celkové
objemy vSech soucasti reakce. Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazaku, proto se museji
pfedem rozmrazit, bud’ pfi laboratorni teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek
se promichaji jejim pfevracenim nebo kratkym vortexovanim a centrifuguji na minicentrifuze.

PCR smés se ptipravuje na ledu.
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REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl:

Celkova reak¢éni smés se sterilné smicha v pofadi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce
(Tabulka 1). Reakéni smés se dukladné, ale opatrné promicha (obraceni zkumavky, vortex)
arozdeli se po 22,5 ul do oznacenych zkumavek. Poté se do zkumavek piida 2,5 ul
templatové DNA. Do beztemplatové kontroly se misto DNA piida voda vhodna pro PCR.
Pipetuje se v tomto poradi: beztemplatova kontrola, negativni kontrola a nakonec pozitivni
kontrola. Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce.
Mirnym poklepanim se promichaji, zcentrifuguji na minicentrifuze, vlozi se do termalniho

cykleru a zah4ji se ptislusna PCR amplifikace.

REDEXxtract-N-Amp™ Plant PCR Kits

Izolaty DNA ziskané pomoci vySe uvedenych izolacnich kit se musi pro amplifikaci timto
kitem upravit tak, ze se smichaji v poméru 1 : 1 se smési Extraction Buffer : Dilution Buffer
(1 : 1). Pozadovany objem 4 pul roztoku templétu vkladany do 1 PCR reakce tedy tvoii 2 pl
izolatu DNA a 2 pl této smési pufri na 20 pl celkové reakéni smési v 1 PCR. Celkové reakéni
smés se sterilné smicha v potadi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce (Tabulka 2).
Reakéni smés se dikladné, ale opatrné promicha (obraceni zkumavky, vortex) a rozdéli se
po 16 pl do oznafenych zkumavek. Poté se do zkumavek ptida 4 pl templatové DNA.
Do beztemplatové kontroly se misto DNA ptida voda vhodna pro PCR.

Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova kontrola, negativni kontrola a nakonec pozitivni
kontrola. Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce.
Mirnym poklepem se promichaji, zcentrifuguji na minicentrifuze, vlozi se do termalniho

cykleru a zah4ji se pfislusna PCR amplifikace.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.

Slozka 1 reakce (nl)
PCR voda 9
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl> 12,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Templat 2,5
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Tabulka 2. SloZeni reakéni smési REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kits

duplexni PCR.
Slozka 1 reakce (ul)

PCR voda 4.4
REDEXxtract-N-Amp™ Plant PCR Kits 10
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Templat 4

Elektroforéza v agar6zovém gelu

2% gel se vlozi do elektroforetické vany a pfevrstvi pracovnim 1 x TAE pufrem n¢kolik mm

nad jeho povrch. VVzorky se nanesou do jamek gelu v tomto pofadi: beztemplatova kontrola,

negativni kontrola, elektroforeticky marker a pozitivni kontrola. Objem vzorku nandseného

do jedné jamky zavisi na typu hiebinku a jeho potfebném mnozstvi. Amplifikaty ziskané

pomoci obou kitlh se nand$i pfimo z PCR zkumavek, protoZze obsahuji nanédseci barvivo

pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markerd do jamek v gelu se spusti elektroforéza.

Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V, maximum mA, (30 — 60) min chodu. Tyto

hodnoty 1ze ménit dle potfeby a pokynil v ndvodu pro pouZiti elektroforetického zdroje.

Rozdé&leni a uspofadani pruht se sleduje prosvicenim na transiluminatoru, vyfotografovanim

a pfenesenim do pocitace.

4 Vysledky a diskuze

DP 356043

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 3. Naméiené koncentrace a hodnoty urcéujicich ¢istotu vyextrahované DNA.

Vzorky Koncentrace (ng/ul) A 260/A 280 A 260/A 230
CRM 11/2012 1874,1 2,22 2,3
CRM 11/2012 1870,1 2,21 2,31
CRM 12/2012 2176,4 2,2 2,3
CRM 12/2012 2170,8 2,19 2,29
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Urceni kvality vyizolované DNA

11/12 12/12 M

Obr 1. Urc¢eni kvality vyizolované DNA pozitivnich kontrol CRM 11/2012 (11/12)
a CRM 12/2012 (12/12), K — kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu séji

Bt M 111212112 M P

Obr 2. Stanoveni vnitiniho genu s6ji 118bp u pozitivnich kontrol CRM 11/2012 (11/12)
a CRM 12/2012 (12/12), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 1/2001. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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Stanoveni transgenu DP356043

Bl =N M. P

Obr 3. Stanoveni transgenu DP356043 soji 99bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 11/2012 a P2 pozitivni kontrola CRM 12/2012. Amplifikaéni kit
REDTag.

Obr 4. Stanoveni transgenu DP356043 séji 99bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukuiice), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 11/2012 a P2 pozitivni kontrola CRM 12/2012. Amplifika¢ni kit
REDTaq.
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Obr 5. Stanoveni transgenu DP356043 séji 99bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni Fepka), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 11/2012 a P2 pozitivni kontrola CRM 12/2012. Amplifikaéni Kkit
REDTag.

250 hp -
200 bp-

150 hp -

100 bp-

50 bp -

Obr 6. Stanoveni transgenu DP356043 s6ji 99bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryZe), M - marker 50 bp, Pl — pozitivni
kontrola CRM 11/2012 a P2 pozitivni kontrola CRM 12/2012. Amplifika¢ni Kkit
REDTag.
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Obr 7. Stanoveni transgenu DP356043 séji 99bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 11/2012 a P2 pozitivni kontrola CRM 12/2012. Amplifikaéni Kkit
REDTaq.

MS8, Rf3, MS8 x Rf3

Stanoveni vnitfniho genu fepky

Bt M 1312M P

Obr 8. Stanoveni vnitiniho genu Fepky 219bp u pozitivni kontroly CRM 13/2012
(13/12),Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM

5/2006. Amplifika¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni screeningového elementu bar

Bt M 1312 M P

Obr 9. Stanoveni screeningového elementu bar 60bp u pozitivni kontroly CRM 13/2012
(13/12),Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM

6/2009. Amplifika¢ni kit REDTaq.

Stanoveni transgenu Rf3

Obr 10. Stanoveni transgenu Rf3 fepky 130bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni iepka), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.
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150 bp - -

100 bp -

50 bp -

Obr 11. Stanoveni transgenu Rf3 Fepky 130bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukuiice), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifikac¢ni kit REDTagq.

250 bp -
200 bp -

150 bp -

100 bp -

Obr 12. Stanoveni transgenu Rf3 fepky 130bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryze), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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250 hp -
200 hp-
150 hp -

100 hp -

50 bp-

Obr 13. Stanoveni transgenu Rf3 Fepky 130bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

250 hp-

200 bp-

150 bp -

100 bp-

50 bp-

Obr 14. Stanoveni transgenu Rf3 fepky 130bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni séja), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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Stanoveni transgenu MS8

260 hp -
200 bp-
160 hp -

100 hp -

50 bp-

Obr 15. Stanoveni transgenu MS8 fepky 139bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni Fepka), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

250 hp -

200 bp -
150 bp -

C P

Obr 16. Stanoveni transgenu MS8 fepky 139bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukuiice), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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260 bp-
200 bp -
150 bp -

100 hp -

50 bp -

Obr 17. Stanoveni transgenu MS8 fepky 139bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryZe), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

250 hp=

200 bp -
160 bp -

100 bp -

50 bp-

Obr 18. Stanoveni transgenu MS8 fepky 139bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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250 bp -
200 bp -
150 bp -
100 bp -

50 bp -

Obr 19. Stanoveni transgenu MS8 fepky 139bp, Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni séja), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifikac¢ni kit REDTagq.

Stanoveni transgenu MS8xR{3

250 b=

200 bp -
150 bp -

100 bp-

50 bp -

Obr 20. Stanoveni transgenu MS8xRf3 fepky 130, 139bp, Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni Fepka), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDEXx.
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250 bp -
200 bp -

150 bp -

100 bp-

50 bp-

Obr 21. Stanoveni transgenu MS8xRf3 Fepky 130, 139bp, Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukufice), M - marker 50 bp, P -
pozitivni kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDEX.

250 bp-
200 bp-

150 bp - -

100 hp-

50 bp -

Obr 22. Stanoveni transgenu MS8xRf3 fepky 130, 139bp, Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryZe), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDEX.
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200 bp-
150 bp -
100 bp -

50 bp -

Obr 23. Stanoveni transgenu MS8xRf3 Fepky130, 139bp, Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDEx.

Obr 24. Stanoveni transgenu MS8xRf3 Fepky 130, 139bp, Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 13/2012. Amplifika¢ni kit REDEX.
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U hybridni fepky MS8xR13 je na gelu viditelny pouze jeden produkt, a to z diivodu, ze MS8
i Rf3 maji témét srovnatelny pocet bp a pruhy nelze na 2% agarézovém gelu od sebe odlisit.
Vzhledem k tomu, Ze se na trhu v EU vyskytuje pouze hybrid obsahujici jak transgen MSS,
tak Rf3, zalezi na laboratofi, jestli zvoli jednoduchou PCR reakci s pouzitim amplifika¢niho
kitu REDTaq a jednoho paru primeru pro stanoveni bud’ MS8 nebo Rf3 a nebo pouzije
duplexni PCR reakci s pouzitim amplifika¢niho kitu REDEx a 4 part primert pro stanoveni
hybridu MS8xRf3.

Béhem verifikace se postupovalo podle metody JPP (postup ¢. 10250.1) a metod
validovanych EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce, sekvence primert
1 amplifikacni programy.

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze testovany certifikovany referencni materidl vykazuje
pruh v prislusném misté. Nékteré z téchto pruhd, zejména u nizsi koncentrace DNA, jsou vSak
na hranici viditelnosti (pfedevsim Vv tisténé verzi, kterda ma pon€kud horsi kvalitu oproti

puvodnim snimkim ulozenym v pocitaci).
Detekovatelnost pruhit DNA je zavisla na téchto faktorech:

- Koncentraci templatové DNA.

- Kvalité¢ templatové DNA, kterd zavisi jak na zptsobu izolace, tak na opakovaném
rozmrazovani a zmrazovani alikvotli ve zkumavkach.

- Kvalit¢ amplifika¢nich primert. Jejich kvalita je také zavisld na opakovaném
rozmrazovani a zmrazovani.

- Kvalité gelu a provedeni elektroforézy.

5 7.avér

Cilem prace bylo zavést metody pro detekci novych genetickych modifikaci, a to transgenu
DP 356043 u sgji a transgenu MS8, Rf3 a MS8xRf3 u fepky, a rozsifit tak spektrum dosud
stanovovanych transgenti v laboratoii OMB. Ukol se podafilo splnit. Tyto metody se zafadily

do postupu zkousSeni ptitomnosti genetickych modifikaci u vzorkl krmiv a osiv.
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Stanoveni organickych forem selenu ve vzorcich krmiv

Eva Niedobovd, Eva Ciimarova

Usttedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédelsky, ONRL Brno,
Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.niedobova@ukzuz.cz

1 Souhrn

V ramci vyvojového tukolu byla optimalizovana metoda pro stanoveni organickych
a anorganickych forem selenu v mineralnich krmivech metodou HPLC-ICP-MS za ucelem

ufedni kontroly riznych forem selenu v krmivech.

2 Uvod

Selen jako jeden z hlavnich nutri¢nich prvkt hraje vyznamnou roli v metabolismu lidi
a zvifat. Je soucasti rliznych enzyml (v soucasné dobé je identifikovano vice nez
30 selenoproteini), které jsou navazany na metabolismus thyroidnich hormoni, regulaci
redoxniho potencidlu, ale zeyjména jako soucast glutathionperoxiddzy, kterd ma ,,antioxidacni*
ulohu. (1, 2, 3). Proto jsou selenu pfipisovany antikarcinogenni u¢inky. Pfi nedostatku selenu
proto mohou byt vSechny zminéné procesy negativné ovlivnény. Naproti tomu jeho nadbytek
je povazovan taktéz za nebezpe€ny. Jednim z hlavnich diivodu je selendza. Nékteré prameny
uvadéji také karcinogenni U¢inky, nicméné oficidln€ neni selen klasifikovan jako karcinogen.
Selen se vyskytuje jak Vv anorganickych, tak v organickych formach, které se 1isi
biodostupnosti. Obecné jsou organicky vazané formy selenu biodostupnéjsi, a proto jsou
Vv poslednich letech popularni jak ve vyzivé lidi, tak i zvitat.(4, 5, 6)

Jediny mozny pfijem selenu je potravou, pfi¢emz hovotime-li 0 obsahu selenu v krmivech
pro zvifata, je jeho pfirozeny obsah nizky. Proto se do krmiv selen pridava. Je klasifikovan
jako doplitkkova latka a podléha ufednim kontroldm. V ramci EU jsou povoleny tyto
slouCeniny selenu: seleniCitan sodny, selenan sodny, organické formy selenu produkované

Saccharomyces cerevisiae (CNCM 1-3060, NCYC R397), selenomethionin produkovany
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Saccharomyces cerevisce (CNCM 1-3399, NCYC R646), a nové hydoxyanalog
selenomethioninu (R,S-2-hydroxy-4-methylselenobutanova kyselina) a L-selenomethionin
(7).

Tabulka 1. Seznam povolenych dopliikovych latek s maximalnim povolenym obsahem
selenu.

Typ doplnkové latky Maximalni obsah Se (mg/kg) Maximalni obsah organicky
v kompletnim krmivu vazaného selenu (mg/kg)
(vlhkost 12%) v kompletnim krmivu
(vlhkost 12%)
Selenicitan sodny 0,5 -
Selenan sodny 0,5 -

Organické formy selenu
produkované Saccharomyces 0,5 0,2

cerevisce CNCM 1-3060

Organické formy selenu
produkované Saccharomyces 0,5 -

cerevisce NCYC R397

Selenomethionin produkovany
Saccharomyces cerevisce 0,5 -
CNCM 1-3399

Selenomethionin produkovany
Saccharomyces cerevisce 0,5 0,2
NCYC R646

Hydoxyanalog

selenomethioninu (R,S-2-
hydroxy-4- 0,5 0,2
methylselenobutanova

kyselina)

L-selenomethionin 0,5 0,2

Je nutné rozlisovat jednotlivé formy selenu. Proto je stanoveni pouze celkového obsahu

selenu v krmivech nedostacujici. Pro speciacni stanoveni selenu je potifeba zvolit extrakei,

ktera bude dostate¢na i pro extrakci organicky vazanych forem selenu v proteinech. Nejcastéji

se V literatufe objevuje enzymaticka extrakce, pfipadné ,,kysela“ hydrolyza. Ob¢ techniky jsou
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schopny extrahovat z proteinu potiebné selenové aminokyseliny. Ke stanoveni obsahu
jednotlivych spécii selenu se pouzivaji kombinované techniky kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie, tzn. HPLC-ICP-MS, ptipadn¢ LC-MS. V porovnani s metodou
LC-MS je vyhodnéjsi pouziti techniky HPLC-ICP-MS, protoze namétené chromatogramy
jsou jednodussi, vzhledem k tomu, ze ICP-MS technika zobrazuje pouze piky sloucenin, které
obsahuji selen (8-13).

w r

3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

3.1.1  Demineralizovana voda, ultradista.
3.1.2  Amoniak, p.a.

3.1.3  Kyselina salicylova, p.a.

3.14  Kyselina mravenci, p.a.

3.1.5 Dihydrogen fosfore¢nan draselny, p.a.
3.1.6  Pyridin, p.a.

3.1.7  Methanol, p.a.

3.1.8  Proteaza, typ XIV.

3.1.9  Selenan sodny, p.a.

3.1.10 Selenicitan sodny pentahydrat, p.a.
3.1.11 Seleno-DL-methionin, p.a.

3.1.12 Seleno-L-cystin, p.a.

3.1.13 Se-methyl-seleno-cystein, p.a.

3.2 Pomiicky a pristroje

3.21  Analytické vahy.

3.2.2  Temperovana tiepaci lazen.

3.2.3  Plastové uzaviratelné nadobky.

3.2.4  Centrifuga.

3.25 Membranové filtry (velikost pora 0,45 pm).

3.2.6  Sklenéné vialky.

3.2.7 ICP-MS spektrometr Agilent 7500ce (Agilent, Japonsko).
3.2.8 HPLC Agilent 1200 (Agilent, Némecko).

42



3.2.9  Chromatograficka kolona ICSep ION-120, v¢etné ptedkolony (TRANSGENOMIC,
USA).

3.2.10 Chromatograficka kolona Ionospher 5C, v¢etné piredkolony (VARIAN, Nizozemi).
3.2.11 Zatizeni na piipravu ultracisté vody MilliQ Advantage A10 (Millipore, Francie)

3.3 Priprava vzorki

3.3.1 Jednonasobna enzymaticka extrakce

Do plastovych uzaviratelnych nadobek se navazi 0,1000 g vzorku, dale se ptidaji 3 ml roztoku
protedzy (10 mg protedzy ve 3 ml 50mM KH2PO4). Nadobky se uzaviou a umisti
do temperované tfepaci lazné. Extrakce probihda 24 h pii (37,5 £ 0,5) °C. Po extrakci
se extrakty odsttedi a prefiltruji pfes membranové filtry. Prefiltrované extrakty se uchovavaji
pii—20 °C.

3.3.2  Vicenasobna enzymaticka extrakce

Do plastovych uzaviratelnych nadobek se navazi 0,1000 g vzorku, dale se pridaji 3 ml roztoku
protedzy (10 mg protedzy ve 3 ml 50mM KHPO4). Nadobky se uzaviou a umisti
do temperované tiepaci lazn€. Extrakce probiha 4 h pti (37,5 £ 0,5) °C. Po extrakci se extrakty
odstfedi a odebere se Cisty supernatant. Opét se ke vzorku pfidaji 3 ml roztoku proteazy
a nadobky se umisti do temperované tiepaci lazné. Dale extrakce probiha 4 h pfi stejné teploté
jako v predchozim kroku. Nasledné¢ se extrakty odstfedi a odebere se supernatant.
V poslednim kroku extrakce se ptidaji opét 3 ml protedzy a dale extrakce probiha za stejnych
teplotnich podminek po dobu 16 h. Po skonceni extrakce Se opct odebere supernatant.
Vsechny tii extrakéni podily se sliji do jednoho a prefiltruji se pfes membranové filtry. Takto

pfipravené extrakty se uchovavaji pii — 20 °C.

3.4 Meéreni

Speciacni analyza extraktd se provadi metodou HPLC-ICP-MS. Selen se méfi na hmotach
78 a 80 v mddu kolizni/reakéni cely. V tabulkach 2 a 3 jsou uvedeny pracovni podminky
pro HPLC a ICP-MS techniku.
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Tabulka 2. Chromatografické parametry.

Parametr Hodnoty
Aniotova kolona Kationtova kolona

A: 0,2 mM salicylova
Mobilni faze Q’S;(')i ”mal\?[:'a?i’fylové 8 mM pyridin pH 3

Kyselina pH 8,5
Typ eluce gradientova isokraticka
Priutok mobilni faze 1,2 ml/min 1,2 ml/min
Teplota kolony 25°C 30°C
Nastiik 50 ul 50 pul
Doba analyzy 840 s 840 s

Tabulka 3. Pracovni podminky ICP-MS spektrometru.
Parametr Vodikovy méd

RF power 1500 W
Sampl. Depth 6 mm
Carrier Gas 0,8 I/min
Makeup Gas 0,2 I/min
Nebulizer pump 0,5 rps
S/IC Temp 2°C
Extract 1 laz5V
Extract 2 -150 az -120 V
Omega Bias-ce -18az-24V
Omega Lens-ce 0,4az 12V
Cell Entrance -22V
QP Focus -8V
Cell Exit -22V
OctP Bias -19V
QP Bias -15V
Vodik 3,5 ml/min
Data Acquisition Time resolved analysis
Acquisition Time 720s
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Kalibra¢ni roztoky se piipravuji vzdy Cerstvé pred vlastnim méfenim v roztoku mobilni faze
a obsahuji (25; 50; 100) pg/l jednotlivych standardu selenu vyjadienych jako obsah selenu
pro kazdou spécii (seleniCitan, selenan, selenomethionin, selenocystin a Se-methyl-seleno-

cystein).

4 Vysledky a diskuse

V ramci optimalizace analytické metody pro stanoveni organickych spécii selenu v krmivech,
zejména selenomethioninu, byl kladen diiraz na vytéznost extrakéni techniky. Proto musi byt
analytické metoda schopna detekovat i anorganické spécie selenu, aby bylo mozné v ramci
hodnoceni vytéznosti extrakce provést tzv. ,mass balance”. Rovnéz stanoveni celkového

obsahu selenu ve vzorku je nezbytnou soucasti speciacni analyzy.

Pro stanoveni 5 spécii selenu byly pouzity dvé kolony a dvé techniky eluce. Pfi stanoveni
na aniontové kolon¢ je mozné separovat selenomethionin, Se-methyl-seleno-cystein,
seleni¢itan a selenan) za podminek gradientové eluce. Na kationtové koloné v izokratickém
modu je mozné separovat Se-methyl-seleno-cystein, selenomethionin a selenocystin.

Na obrazcich 1 a 2 jsou zobrazeny chromatogramy standardl nejbéznéjsich spécii selenu.
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Obr. 1. Chromatogram aniontova kolona (gradientova eluce).
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Obr. 2. Chromatogram kationtova kolona (izokraticka eluce).

Majoritn€ zastoupenou spécii selenu v selenem obohacenych kvasnicich (Saccharomyces
cerevisiae), které mohou byt soucasti krmiv, je selenomethionin, ktery pfedstavuje minimalné
60 % organicky vazaného selenu. Zbylych asi 35 % organicky vazaného selenu piedstavuji
ostatni nizkomolekularni latky, které nejsou dale specifikovany. Ztoho wvyplyva, ze
piistanoveni organicky vazaného selenu v krmivech je potieba se soustiedit
na selenomethionin, pfipadné anorganické spécie jako je selenan a seleniCitan. Na obrazcich 3
a 4 jsou prezentovany chromatogramy extraktu redlného vzorku jak na aniontové, tak
kationtové koloné€. Stanoveni anorganickych spécii je dilezité z hlediska sledovani vytéZznosti
extrakce vuci celkovému obsahu selenu ve vzorku, zejména pii vyvoji metody. Stejné tak
miizeme ovéfit, zda vzorek s anorganickym selenem neni vydavan za vzorek s organicky

vazanym selenem.
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Obr. 3. Chromatogram vzorku krmiva - aniontova kolona.
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Obr. 4. Chromatogram vzorku krmiva - kationtova kolona.
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Pii rutinnich analyzach vzorkii krmiv s deklarovanym obsahem organicky vazaného
selenu/selenomethioninu je vhodné pouzit separaci na kationtové kolon¢ s izokratickou eluci,
kterd poskytuje vyssi citlivost stanoveni, coz je patrné z obrazkti 3 a 4 pifi porovnani
jednotlivych intenzit standardd a vzorku u riznych typt separaci. Vzorky je nutné s ohledem

na mineralni matrici fedit piiblizn¢ dvacetkrat.

V piipadé nevyhovujiciho vysledku v rdmci deklarovaného obsahu je vhodné pfistoupit
ke komparativnimu stanoveni s vyuzitim separace na aniontové kolon¢. Pokud dojde ke shodé
vysledkdi u obou typl separaci, je potifeba se zaméfit na pritomnost anorganickych spécii
selenu ve vzorku. Pokud nejsou pfitomny, pfipadné jejich obsahy jsou nizké (suma
anorganickych spécii a selenomnethioninu je nizsi nez celkovy obsah selenu) a celkovy obsah
selenu vyhovuje deklarovanému obsahu, je ziejmé, ze extrakce byla nedostacujici. V tomto
ptipad¢ je potieba provést vicendsobnou extrakci. K nizkym extrakénim vytéznostem dochazi
Casto u vzorku minerdlnich krmiv nebo premixi, kde je velkd c¢ast matrice mineralniho
pivodu a snadno a rychle pfechazi do roztoku. Ve srovnani s enzymatickou extrakci, ktera
probihd delsi dobu, pak mlze dochazet k nasyceni roztoku matrici, pfipadné¢ zméné¢ pH
extrak¢éniho roztoku a tim padem nedochazi k zadané extrakci. Na obrazku 5 jsou zobrazeny

chromatogramy vzorku mineralniho krmiva s jednonasobnou a trojnasobnou extrakei.

50000
40000 A
selenomethionin
ESDUDD b
= trojnasobna
c k
E extrakce
.E 20000 4
10000 -
jednonasobni
extrakce
I | W . S SN
0 T T T T
0 150 300 450 600 750

cas (g)

Obr. 5. Chromatogram vzorku krmiva — srovnani jednonasobné a vicenasobné extrakce
(kationtova kolona).
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Jako posledni ¢ast optimalizace metody byly zkoumany mozné interferenty pii stanoveni.
Pozornost byla soustfedéna na méteni metodou ICP-MS a to z diivodu, ze stanoveni probiha
na hmotach 78 a 80 v reakénim moédu s pouzitim vodiku. Ten vysoce efektivné odstranuje
interferenty (ArAr*) na hmotach 78 a 80, ale mize také vytvaret nové polyatomické adukty,
které mohou na vySe zminénych hmotach stanoveni nadhodnocovat. Z tohoto diivodu byl
sledovan brom (izotop 79) jako potencionalni interferent. V reak¢ni cele muZze vznikat
polyatomicky ion BrH*, ktery by mohl rusit stanoveni na hmoté 80. Po nastiiku bromidi
na aniontovou kolonu bylo zjisténo, Ze retencni Cas bromidu je velmi blizky s reten¢nim
casem selenanu (obrazek 6). Z tohoto diivodu bylo méfeni realnych vzorkli omezeno pouze

na izotop selenu 78.
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Obr. 6. Chromatogram bromidu — aniontova kolona.

Pro ovéfeni ucinnosti extrakce byl analyzovan certifikovand referenéni material Selm-1
(selenem obohacené kvasnice). V tabulce 4 jsou uvedeny namétené obsahy celkového selenu

a selenomethioninu.
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Tabulka 4. Obsahy selenometioninu a celkového selenu v certifikovaném referen¢nim
materialu Selm-1.

- Selen
Selenomethionin (celkovy)
Vzorek Namérena Deklarovany Namérena Deklarovany
hodnota obsah hodnota obsah
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
SELM-1 3223 £ 325 3389+ 173 1970 + 236 2059 + 64

Ostatni spécie selenu nejsou v CRM uvedeny. V chromatogramu Selm-1 byly pfidavkem
znamého standardu dale identifikovany Se-methyl-seleno-cystein, selenan a selenocystin viz

Obrazky 7 a 8.
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3000 A
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Obr. 7. Chromatogram Selm-1 — aniontova kolona (400 x Fedény CRM Selm-1).
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Obr. 8. Chromatogram Selm-1 — kationtova kolona (400x fedény CRM Selm-1).

V tabulce 5 jsou wuvedeny naméfené a deklarované obsahy celkového selenu

a selonomethioninu v realnych vzorcich.

Tabulka 5. Obsahy selenomethioninu (kationtova kolona) a celkového selenu
v analyzovanych vzorcich krmiv.

Selen o Selen
Vzorek Nam(;;:;néomeg]elﬁ?a::())vany Namér“'elfzc’lelk(;;e}:l)(larovany SeseMet/Seeelkory
hodnota obsah hodnota obsah
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg %
711 0,16+ 0,03 0,21 0,30 + 0,04 0,24 53£12
750 0,20 + 0,04 0,20 0,34 + 0,04 max. 0,5 597
751 154+3,1 20 19,1 +1,3 max. 50 81+11
525 1130 226 - 1947 £ 253 2000 S8+12
526 <0,10 - 20,0 £2.4 23 <0,50
527 2,56 +0,51 - 26,4 +3,2 30 10+11

U vzorka 526 a 527 byly zjiStény nizké obsahy selenomethioninu (obsah selenomethioninu

vyjadieny jako selen je mensi nez piiblizné 60 % z celkového naméfeného obsahu selenu).
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Pfi analyze s pouzitim aniontové kolony byly naméfeny vyssi obsahy anorganickych spécii,

konkrétné selenanu (tabulka 6).

Tabulka 6. Obsahy selenomethioninu a selenanu (kationtova a aniontova kolona)
v analyzovanych vzorcich krmiv, v mg/kg.

Vzorek Se Se Suma Se
(selenomethion) (selenan) (celkovy)

526 - 18,7+3,7 18,7 +3,7 20,0+2.4

527 2,56+ 0,51 22,1 +44 247+ 4.4 26,4+32

Vysledky ziskané separaci na aniontové kolon¢ potvrdily, Ze majoritni spécii selenu

ve vzorcich 526 a 527 je selenan.

Z vysledkli analyz redlnych vzorkd metodou HPLC-ICP-MS byly vypocitany analytické

parametry metody pro jednotlivé spécie selenu. Linearita kalibra¢ni zavislosti byla ovéfena

v rozsahu (0 — 100) ug/l.

Tabulka 7. Analytické parametry.

Mez
Mez detekce ) | Opakovatelnost Nejistota
Parametr stanovitelnosti
mg/kg mg/kg % %
Selenomethionin 0,03 0,10 10 20
Se-methyl-
_ 0,03 0,10 15 30
seleno-cystein
Selenocystin 0,03 0,10 - -
Selenicitan 0,02 0,07 - -
Selenan 0,02 0,07 15 30

U selenocystinu a seleniCitanu nebyly vypocitany opakovatelnost a nejistota, protoze tyto

spécie nebyly identifikovany v Zadném nebo malém poctu realnych vzorkda.
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5 Z.avér

V ramci vyvoje metody pro stanoveni anorganickych forem selenu a selenomethioninu
V krmivech bylo zjisténo, Ze extrakce selenomethioninu z mineralnich krmiv a premixa je
nedostacujici a je nutno ji opakovat. Jako dostaCujici se jevi trojnasobnd enzymaticka
extrakce. Byly optimalizovany dva typy separace, a to kationtova (Se-methyl-seleno-cystein,
selenomethionin a selenocystin) a aniontova (selenomethionin, Se-methyl-seleno-cystein,
seleniCitan a selenan). Z duvodt mozné interference brému na hmoté selenu (izotop 80), je
vhodnéjsi pouzit pti stanoveni hmotu 78. Spravnost stanoveni byla GspéSné ovéiena analyzou
certifikovan¢ho referencniho materidlu (selenem obohacené kvasnice Selm-1). Analytické
parametry pro selenomethion - mez detekce (0,03 mg/kg) a mez stanovitelnosti (0,1 mg/kg)
jsou vyhovujici pro Gfedni kontrolu organicky vazaného selenu v krmivech, ktery se pohybuje

V obsazich nad 0,1 mg/kg.
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