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Ovéreni moznosti stanoveni dalSich rizikovych prvki
(Co, Be, V, Mo) v pudnim extraktu podle Mehlicha 3
metodou ICP-OES

Eva Ci¥mdrova, Elena Obdrzalkova, Eva Urbankova

Statistické zpracovani dat: Stanislav Maly

1 Uvod

Pro sledovéani obsahu rizikovych prvkti a porovnani vzajemnych korelaci byly vybrany
nasledujici 2 typy extrakénich ¢inidel, které se v Narodni referenéni laboratoii UKZUZ Brno
bézné pouzivaji. Extrakce podle Mehlicha 3 se pouZiva v ramci agrochemickeho zkouSeni
zemé&dé€lskych pud (AZZP) pro stanoveni obsahu zékladnich Zivin a v ramci rozsifeného
stanoveni mikroprvki. Dale se bézné provadi stanoveni celkovych obsaht prvka v ptdach
po mineralizaci horkou lu¢avkou kralovskou. Pfi piekroceni indika¢nich hodnot, stanovenych
podle Vyhlasky MZP ¢&. 153/2016 Sb. o stanoveni podrobnosti ochrany kvality zemédélské
pudy, se provede kontrolni analyza pidniho vzorku po extrakci 1M dusi¢nanem amonnym.

V ptipadé extrakéniho ¢inidla Mehlich 3 se rizikové prvky nestanovuji zcela bézné, ale
metoda muze slouzit jako vhodna screeningova metoda pro orientacni zjiSténi obsahu
rizikovych prvkia vramci kompletniho rozboru AZZP. Ze systéemu AZZP je mozné
potencidlné otestovat pudni vzorky, u kterych by byl ptedpoklad, Ze mohou byt
kontaminovany uvedenymi prvky. Extrakéni metoda Mehlich 3 je z hlediska laboratorniho
provozu podstatné ekonomicky i laboratornim provadénim méné naro¢nad neZz mineralizace
pud V lucavce krdlovské a také nezatézuje tolik Zivotni prostfedi pouzivanymi silnymi
mineralnimi kyselinami jako luc¢avka kralovska. Z tohoto pohledu se extrakce pud ¢inidlem
Mehlich 3 jevi jako vhodna alternativa k odhaleni prvotniho zjisténi zvySenych obsaht
rizikovych prvka v padach.

Cilem této prace je rozsifeni moznosti stanoveni dalSich rizikovych prvka Be, Co, V, Mo
Vv pudnim extrak¢nim ¢inidle Mehlich 3 metodou ICP-OES a moZnost stanoveni piepo¢tovych
pracovnich preventivnich hodnot pro tyto prvky. Déle byly ovéfeny a zpiesnény stavajici
regresni zavislosti pro prvky As, Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn vyjadiujici vzajemnou korelaci mezi

extrak¢énim ¢inidlem Mehlich 3 a lu¢avkou kralovskou.



2 Experimentalni ¢ast

Pfiprava pudnich extraktd a analyzy vSech pudnich vzorki byly provadény podle metodik
JPP UKZUZ Analyza pud I, II. Méfeni ptidnich extraktii a mineralizati na obsahy rizikovych
prvka bylo provedeno technikou optické emisni spektrometrie s indukén vazanym plazmatem
(ICP-OES) s vyuZitim spektrometru s radialnim pozorovanim plazmatu SPECTROBLUE
(SPECTRO, Némecko).

2.1 Extrakce piid podle Mehlicha 3 (JPP UKZUZ Analyza pad I,
postup €. 30068.1)

Puda se extrahuje kyselym roztokem, ktery obsahuje fluorid amonny pro zvyseni rozpustnosti
raznych forem fosforu vdzanych na hlinik. V roztoku je pfitomen i dusi¢énan amonny, ktery
ptiznivé ovliviiuje desorpci drasliku, hoi¢iku a vapniku. Kysela reakce vyluhovaciho roztoku
je nastavena kyselinou octovou a kyselinou dusi¢nou. Pfitomnost EDTA zajiStuje dobrou

uvolnitelnost nutri¢né vyznamnych mikroelement.

2.2 Mineralizace pid lu¢avkou kralovskou (JPP UKZUZ Analyza pid 11,
postup ¢. 30350.1)

Upraveny vzorek pidy se extrahuje smési koncentrovaneé Kkyseliny chlorovodikoveé
a koncentrované kyseliny dusi¢né (3+1, V+V) za zvySené teploty.
V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny pouzité extrakéni metody v zavislosti na poméru navazovaného

vzorku a objemu vyluhovaciho roztoku.



Tabulka €. 1. Pouzité extrakéni metody.

Mehlich 3

Lucavka kralovska

Metoda (CH:COOH 0,2M, NH4F 0,015M,
HNO30,013M, NH4NO3 0,25M, HCI : HNO3
EDTA 0,001M)
(Ng";“’aZka vzorku 10+0,01 5 + 0,001
E)nc])it;]e)t extrakce 10 120
Pida: vyluhovaci
roztok 10 : 100 5:100
(g : ml)

Teplota pri var
extrakei (°C) 20+2 140 - 150

2.3 Ovéfeni moznosti stanoveni obsahu Co, V, Be, Mo v pidnim extraktu

Mehlich 3 metodou ICP-OES

Stanoveni obsahu Co, Be, V, Mo v pudnich extraktech Mehlich 3 bylo ovéfeno vybérem
vhodnych vinovych délek a Upravou spektralniho pozadi na ICP-OES spektrometru
s radialnim upofadanim plazmatu SpectroBlue (Némecko).

Smésné kalibra¢ni roztoky pro uvedené prvky byly pfipraveny v matrici extrakéniho ¢inidla

v rozsahu koncentraci (0; 0,1; 0,2; 2; 5) mg/1 jednotlivych prvki.

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny vybrané vinové délky pro méteni obsahu Co, Be, V, Mo metodou

ICP-OES (plati pro piistroj SpectroBlue). Dale jsou graficky prezentovany kalibra¢ni kiivky

pro Co, Be, V, Mo na pfislusnych vinovych délkach.

Tabulka ¢. 2. Vybrané vinové délky pro méreni Co, Be, V, Mo v extraktu Mehlich 3
na ICP-OES spektrometru SpectroBlue (I atomova ¢ara daného prvku, I iontova ¢ara

daneho prvku).
Prvek VInova délka (nm) Typ ¢ary
Co 228,616 I
Be 313,042 I
\Y 292,464 I
Mo 202,095 I




Co 228,616

Intensity [cps]
240.0K

220.0K
200.0K
180.0K
180.0K
140.0K
120.0K
100.0K

80.0K

80.0K

20.0K

20.0K

-20.0K

Concentration [mg/]

Be 313,042

Be 3123.042
Intensity [cps]
12.0M

11.0M
10.0M
9.0M
E.0M
7.0M
2.0M
5.0M
4.0M
3.0M
2.0M

1.0M

[ ]

oncentration [mg/l]



V 292,464

Intensity [cps)
BOOKT o r e R

TO.OK
S0.0K
500K
400K
200K
200K

10.0K

-10.0K
Concentration [mg/]
Mo 202,095
Mo 202.085
Intensity [cps]
150.0K

140.0K

130.0K

120.0K

110.0K

100.0K

200K

200K

700K

800K

50.0K

400K

200K

200K

10.0K

]

Concentration [mg/1)



3.4 Ovéfeni vytéZznosti standardniho pridavku pro stanoveni As, Cd, Cr,

Ni, Pb, Co, V, Be, Mo v pudnim extraktu Mehlich 3 metodou ICP-OES

Pro méteni obsahu vybranych rizikovych prvku (As, Cd, Cr, Ni, Pb, Co, Be, V) v extrakénim
¢inidle Mehlich 3 je vhodné ptipravit smésnou sadu kalibra¢nich roztokti Vv rozsahu
koncentraci (0; 0,1; 0,2; 2; 5) mg/l. Tento postup méfeni je jiz zahrnuty pro uvedené prvky
v revizi kapitoly ¢. 30074.1 Analyza extraktu podle Mehlicha 3 metodou ICP-OES podle
JPP UKZUZ Analyza pad I (4.vydani, 2016 Brno, revize kapitoly 34-30074.1, platna od
3.3.2017), kde jsou rovnéz uvedeny pracovni podminky méteni na ICP-OES spektrometru.

Pii méfeni extrakt Mehlich 3 realnych ptdnich vzorki na obsah Mo bylo zjisténo, Ze se tento
prvek u vSech vzorkii nachazi pod mezi stanovitelnosti metody ICP-OES, coz je
0,2 mg/kg.V tabulce ¢. 3 je uvedeno vyhodnoceni vytéznosti pro standardni ptidavek
ke vzorkim IRM pouzivanym pfi rozsifeném stanoveni AZZP (IRM 5012, IRM 5513, IRM
5617). Déle byl standardni piidavek ovéfen u 2 vzorku béznych zemédélskych pud
ze systému AZZP a u vzorku z mezilaboratorniho porovnani programu WEPAL 2017/1.
Metoda standardniho piidavku byla provedena pipetovanim objemu 100 pl smésného
standardniho roztoku prvka (o koncentraci uvedenych prvkia 100 mg/l) k 10 ml extraktu
vzorku Mehlich 3. Standardni pridavek sledovanych prvka byl ve vysledné koncentraci
kazdého prvku 1 mg/I.

Vysledky vytéznosti jednotlivych pridavkl jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3: VytéZnost standardniho pridavku o vysledné koncentraci sledovanych
prvki 1 mg/l k extraktim vzorkii—bézné pidy AZZP, IRM, WEPAL v ¢inidle Mehlich 3

Vzorek Cd As Pb Ni Cr Mo Co Be \Y

214.438 | 189.042 | 220.353 | 231.604 | 267.716 | 202.095 | 228.616 | 313.042 | 292.464
mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I

IRM 5012 0,010 0,004 0,518 0,366 0,030 -0,006 0,205 0,018 0,177

IRM 5012+1ppm

((MIX+As,Be,Mo) 1,036 1,036 1,658 1,452 1,026 1,015 1,270 0,971 1,246

vytéznost (%) 1026 | 1031 | 1139 | 1086 | 99,6 | 102,0 | 1065 | 96,2 | 106,9

IRM 5513 0,013 -0,012 0,064 0,269 0,069 -0,007 0,300 0,021 0,069

IRM 5513 + 1 pm

(MIX+As,Be,Mo) 1,025 1,017 1,156 1,329 1,046 0,988 1,331 0,973 1,124

vytéznost (%) 101,3 102,9 109,2 106,0 97,7 99,5 103,1 96,1 105,5




IRM 5617 0,019 0,015 0,341 0,494 0,039 -0,006 0,172 0,018 0,131

IRM 5617 +

1ppm

(MIX+As,Be,Mo) 1,032 1,044 1,431 1,546 1,027 1,010 1,213 0,988 1,178
vytéznost (%) 101,4 103,0 109,0 105,2 98,8 101,7 104,0 97,9 104,7
143 0,014 0,133 0,721 0,093 0,031 -0,007 0,082 0,023 0,089

143 + 1 ppm
(MIX+As,Be,Mo) 1,011 1,167 1,809 1,126 0,987 0,980 1,098 1,007 1,133
vytéZnost (%0) 99,7 103,4 108,7 103,4 95,6 98,7 101,6 99,3 104,4
160 0,022 0,090 1,095 0,164 0,046 -0,007 0,080 0,025 0,157

160 + 1 ppm
(MIX+Be,As,Mo) 1,063 1,128 2,219 1,238 1,046 1,009 1,130 1,005 1,227
vytéznost (%) 104,1 103,8 112,4 107,4 100,1 101,6 105,0 98,9 107,0
38 0,858 0,057 0,571 1,599 0,365 0,007 0,067 0,002 0,805

WEPAL 8+1ppm

(MIX+Be,As,Mo0) 1,904 1,144 1,646 2,612 1,433 1,082 1,107 1,051 1,831
vytéznost (%0) 104,6 108,7 107,5 101,3 106,7 107,6 104,1 104,9 102,7

Déle jsou uvedeny profily spektralnich ¢ar s odeétem pozadi v jejich spektrdlnim okoli

pro nové stanovované analyty Co, Be, V, Mo na spektrometru ICP-OES SpectroBlue. Jako

priklad je pro kazdy prvek uveden spektralni profil u vzorku ¢. 38 ptadniho extraktu Mehlich 3

WEPAL 2017/1 jako samotny extrakt, dale se standardnim ptidavkem jednotlivych prvku

o vysledné koncentraci ¢ = 1 mg/l a ve srovnani se standardnim kalibraénim roztokem
M3TK3 (c =2 mg/l).

Legenda ke snimanym profilim car

Zelené: neznamy vzorek ¢. 38

Cervené: neznamy vzorek ¢&. 38 + standardni piidavek

Modfe: kalibra¢ni standardni roztok o koncentraci prvku 2 mg/l M3TK3
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V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny redlné meze stanovitelnosti sledovanych rizikovych prvka

po extrakci puad ¢inidlem Mehlich 3 a po mineralizaci lu¢avkou kralovskou, které byly

stanoveny ze souboru slepych pokusii v programu Effivalidation verze 4.0.




Tabulka ¢. 4. Meze stanovitelnosti (MS) pouZitych extrakénich metod s vyuzitim optické
instrumentace ICP-OES (SpectroBlue, Némecko), hodnoty uvedeny v mg/kg.

Prvek Mehlich 3 (mg/kg) Lucavka kralovska (mg/kg)
As 0,2 15
Cd 0,1 0,15
Pb 0,5 2,0
Cr 0,3 15
Ni 0,2 15
Cu 0,3 15
Zn 1,0 5,0
Co 0,2 0,5
V 0,3 0,5
Be 0,2 0,05
Mo 0,2 0,5

4 Statistické zpracovani dat, souhrnné vysledky

Pro vyhodnoceni regresni analyzy byly pouZity alternativni statistické modely regrese OLS
(ordinal least square regression), MA (major axis regression), RMA (reduced major axis
regression), které vykazovaly srovnatelné vysledky odhadu smérnice line&rni regresni pfimky.
Pro matematicky piepocet kritickych hodnot byla pouZita linedrni regresni zavislost metodou
nejmensich ¢tverci (OLS). Regresni analyzy byly provedeny s vyuzitim statistického

programu R 3.2.3.

4.1 Vzajemna korelace mezi extrakénimi ¢inidly Mehlich 3 a ludavka
kralovskéa pro Be, Co, V (aktualizace pro As, Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn)

V souvislosti s aktualni platnosti Vyhlasky ¢. 153/2016 Sb, ktera specifikuje nové preventivni

a indika¢ni hodnoty obsahi rizikovych prvka po extrakci pud lucavkou kralovskou, byla

vramci tohoto vyvojového ukolu zpracovéna regresni analyza mezi ¢inidly Mehlich 3

alucavka kralovska. Tyto zavislosti byly nasledné pouzity pro matematicky piepocet
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preventivnich hodnot obsahi rizikovych prvka v zemédélskych pudach pro extrakéni ¢inidlo
Mehlich 3.

Tabulka ¢. 5 uvadi zékladni parametry line&rnich regresnich zavislosti vybranych rizikovych
prvku v pudach extrahovanych v ¢inidle Mehlich 3 vztazenych proti hodnotam rizikovych
prvka ziskanych mineralizaci v lu¢avce kralovské. Datovy soubor byl vytvoten z vysledki
pudnich analyz RKP odbér 2017.

Tabulka ¢&. 5. Vysledky regresnich analyz Mehlich 3 a lu¢avka kralovska vzorky z RKP
(Registr kontaminovanych ploch 2017).

OLS (ordinal least square regression)

linearni model Y=a+bX (Y- Mehlich 3, X- lucavka kralovska)

n — pocet vzorkl pro linedrni regresi po vylouceni odlehlych bodu

Ni (RKP) — datovy soubor z Registru kontaminovanych ploch 2017

Ni (VSE) — datovy soubor z BMP+archiv OMPZ+AZZP 2016+RKP 2017

Prvek Poéeto Amin a Amax Bmin b brmax Kore_la_ém' Koefic_ient
vzorku 25% 075% 2.5% 975% koeficient | determinace
n R RZ
AS 381 | 0,0047 0,0561 | 0,1075 0,0322 | 0,0355 | 0,0388 0,7323 0,5362
Cd 486 | 0,0242 0,0309 0,0377 | 0,5058 | 0,5270 | 0,5482 0,9116 0,8311
Cr 599 | 0,1535 0,1712 0,1890 | 0,0014 | 0,0018 | 0,0022 0,3356 0,1126
Cu 595 | -2,3713 -1,8531 | -1,3349 | 0,2863 | 0,3027 | 0,3191 0,8303 0,6895
Ni 597 | 0,5310 0,6957 0,8604 | 0,0553 | 0,0616 | 0,0679 0,6209 0,3855
(R KP)
Ni 1286 | 0,7663 0,9048 1,0432 | 0,0377 | 0,0431 | 0,0485 0,4011 0,1609
(VSE)
Pb 584 | 2,4794 2,9972 3,5150 | 0,1533 | 0,1748 | 0,1963 0,5518 0,3045
Zn 597 | -2,0162 -0,9905 0,0351 | 0,0852 | 0,0984 | 0,1117 0,5133 0,2635
Co 566 | 0,4215 0,5761 0,7306 | 0,0714 | 0,0854 | 0,0994 0,4504 0,2028
V 599 | 0,7148 0,8183 0,9219 | 0,0165 | 0,0182 | 0,0199 0,6455 0,4166
Be 342 | -0,0599 -0,0346 | -0,0093 | 0,2800 | 0,2996 | 0,3192 0,8530 0,7276
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Tabulka ¢. 6 uvadi pro srovnani parametry linearnich regresnich zavislosti rizikovych prvka
(As, Cd, Cr, Ni, Cu, Zn, Pb) ziskanych z pavodniho datového souboru vysledki pudnich
analyz ze systému BMP a archivu OMPZ (viz vysledky a zavéry VU 30.01/2015).

Tabulka ¢. 6. Vysledky regresnich analyz Mehlich 3 a lu¢avka kralovska vzorky z BMP
a archivu OMPZ - piivedni regresni modely z roku 2016.

OLS (ordinal least square regression)
linearni model Y=a+bX (Y- Mehlich 3, X- lucavka kralovska)
n — pocet vzorkl pro linedrni regresi po vylouceni odlehlych bodu

Prvek | Pocet amin a Amax Dmin b bmax | Korelaéni | Koeficient
vzorki 2.5% 07.5% 2.5% 07.5% koeficient | determinace
n R R2
AS 177 -0,3296 | -0,1925 | -0,0554 | 0,04166 | 0,0478 | 0,0538 0,7599 0,5774
Cd 224 0,0163 | 0,0350 | 0,0537 | 0,5430 | 0,5837 | 0,6244 0,8846 0,7825
Cr 271 0,1304 | 0,1732 | 0,2159 | 0,0036 | 0,0046 | 0,0056 0,4875 0,2377
Cu 262 -3,7425 | -2,8175 | -1,8926 | 0,2923 | 0,3219 | 0,3515 0,7989 0,6383
Ni 282 - - - - - - 0,0969 0,00939
Pb 253 -1,9952 | -0,7627 | 0,4698 | 0,2818 | 0,3042 | 0,3265 0,8608 0,7411
Zn 242 -9,9943 | -7,7636 | -5,5329 | 0,1678 | 0,1898 | 0,2118 0,7387 0,5457

4.2  Stanoveni preventivnich hodnot pro obsahy rizikovych prvki

extrahovanych v pidnim extrakénim ¢inidle Mehlich 3
Preventivni hodnoty obsahii rizikovych prvki v zemédelské pude zjisténé extrakei lucavkou
kralovskou (mg/kg susiny) podle Vyhlasky ¢. 153/2016 Sb. jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.
Odhad preventivnich hodnot obsahii rizikovych prvkia As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn, V, Be, Co
v pudach zjisténych extrakci ¢inidlem Mehlich 3, které jsou na zaklad¢ ziskanych regresnich
zavislosti vztazeny na preventivni hodnoty v lucavce kralovské podle Vyhlasky ¢. 153/2016
Sb., uvadi tabulka ¢. 8. Pro matematicky ptepocet preventivnich hodnot byla pouZita linedrni
regresni zavislost metodou nejmensich ¢tvercti (OLS). V piipadé nékterych prvki, u kterych

nebyly regresni zavislosti zcela akceptovatelné (napi. Cr, Ni, Co, V), byl pro piepocet
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preventivnich hodnot a jejich hruby odhad pouzity median vysledkii datového souboru.

Tabulka €. 7. Preventivni hodnoty obsahii rizikovych prvki v zemédélské pudé zjiSténé
extrakei lu¢avkou kralovskou (mg/kg susiny), viz znéni Vyhlasky ¢. 153 /2016 Sb.

2 9.5.2016.
) Preventivni hodnota (mg/kg)
Kategorie
lucavka kralovska

puad

As Be Cd Co Cr Cu Hg Ni Pb \ Zn
Béiné

20| 20| 05| 30 90 60 | 0,3 | 50 60 | 130 | 120
pidy
Lehké

15 15| 04| 20 55 45 | 0,3 | 45 55 | 120 | 105
pidy

Tabulka ¢. 8. Odhad preventivnich hodnot obsahi rizikovych prvka v zemédélské padé
po extrakci pad v ¢inidle Mehlich 3 (vztaZzeno na preventivni hodnoty v lu¢avce

kralovské podle Vyhlasky ¢. 153/2016 Sb.)

Preventivni hodnota (mg/kg)
Kategorie )
Mehlich 3
puad
As Be Cd Co Cr Cu | Hg Ni Pb \Y/ Zn

3,75 0,6 4,5 4,5
Bézné
id 0,7-10 | 0,6 0,3 | hruby | hruby | 18-20 hruby | 18-20 | hruby | 20-25
u
pacy odhad | odhad odhad odhad

2,5 0,4 4,0 4,0
Lehke ] ] ] ]
i 0,5-0,7 0,45 | 0,2 | hruby | hruby | 13-15 hruby | 15-17 | hruby | 10-15
u
pacy odhad | odhad odhad odhad
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V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny parametry deskriptivni statistiky souboru experimentalnich dat,
ziskaného z pudnich vzork Registru kontaminovanych ploch 2017, které byly vyhodnoceny

v programu Microsoft Excel 2010.

Tabulka ¢. 9. Popisna statistika souboru experimentalnich dat (v mg/kg) n- pocet
vzorki, LQ- dolni kvartil, UQ-horni kvartil.

Prvek M3 klfaﬁzf,l;ia lugavka / M 3

median 0,400 10,065 25,2
min 0,150 2,748

As max 4,540 72,830

n=382 | prumér 0,510 12,649 24,8
LQ 0,300 8,217
uQ 0,558 13,853
median 0,156 0,236 1,5
min 0,100 0,150

Cd max 1,698 2,512

n=489 | primér 0,184 0,284 1,5
LQ 0,132 0,200
uQ 0,189 0,296
median 0,215 31,590 146,9
min 0,046 5,607

Cr max 1,401 225,300

n=599 | pramér 0,238 36,855 154,7
LQ 0,158 23,080
uQ 0,296 41,910

cu med-ién 3,379 17,715 5,2
min 0,415 4,024

=90 81,210 235,800
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priumér 5,321 23,481 4,4
LQ 2,394 13,110
uQ 4,845 25,740
Prvek M3 k‘;ﬁz\\l,tsa luéaF:f(:(Izrllf/:rM 3
medién 2,020 20,930 10,4
min 0,230 2,998
] max 12,170 176,400
NI prumér 2,150 23,542 10,9
n=599 LQ 1,025 14,920
uQ 2,960 28,060
medién 6,530 19,960 31
min 0,540 4,930
Pb max 27,310 96,240
n=585 pramér 6,869 21,935 3,2
LQ 4,770 16,460
uQ 8,430 24,450
medién 4,701 70,310 15,0
min 1,372 15,300
Zn max 137,200 305,400
n=599 primér 6,424 72,830 11,3
LQ 3,434 54,140
uQ 6,808 88,225
Co medién 1,310 10,200 7,8
n=599 min 0,220 1,528
max 6,490 46,520
prumér 1,498 11,449 7,6
LQ 0,860 7,346
uQ 1,975 13,660
Be medién 0,300 1,168 39
min 0,200 0,432
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n=346 max 1,460 3,778
prumér 0,344 1,245 3,6
LQ 0,233 0,940
uQ 0,370 1,455
Prvek M3 lu¢avka pomér
kralovska luéavka /M 3
V medién 1,500 43,290 28,9
n=599 min 0,310 7,313
max 7,780 251,900
prumér 1,733 50,282 29,0
LQ 1,130 30,585
uQ 2,145 59,120

Déle jsou uvedeny graficky linearni regresni zavislosti mezi extrakénimi ¢inidly Mehlich 3
a lucavka kralovska pro sledované rizikové prvky Co, Be, V, As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn,
ziskané ze vzorkl analyzovanych v ramci odbéru 2017 ze systému Registru kontaminovanych

ploch.
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Mehlich 3

Grafické znazornéni linearnich regresnich zavislosti

rizikovych prvku: Mehlich 3 vs. lu¢avka kralovska

(datovy soubor piidy odbér RKP 2017)
OLS (ordinal least square regression)
linearni model Y=a+bX (Y- Mehlich 3 X- lu¢avka kralovska)
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(RKP 2017) (BMP, OMPZ, AZZP 2016, RKP 2017)
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5 Zaver

Byla ovéfena moznost stanoveni dalSich rizikovych prvkt po extrakci pad cCinidlem
Mehlich 3. Nové byly v pudnim extraktu Mehlich 3 stanovovany prvky Co, Be, V, Mo. Déle
byly nové vyhodnoceny a zaktualizovany jiZ stavajici linearni regresni zavislosti pro prvky
As, Cd, Cr, Ni, Cu, Zn, Pb. Pro vSechny uvedené prvky s vyjimkou Mo byly na zakladé
regresnich zavislosti mezi ¢inidlem Mehlich 3 a Iuc¢avkou kralovskou stanoveny piepoctové
pracovni preventivni hodnoty, které Ize potencialné vyuzit pro hodnoceni ptidni kontaminace.
Pro ovéfeni moznosti rozSifeného stanoveni dalich prvka (Co, Be, V, Mo) v extrakénim
¢inidle Mehlich 3 byly analyzovany vzorky odebrané vroce 2017 v ramci Registru
kontaminovanych ploch. Tyto analyzy byly také pouzity na zpiesnéni regresnich zavislosti
vyjadiujicich vzajemny vztah mezi ¢inidlem Mehlich 3 a lu¢avkou kralovskou pro prvky As,
Cd, Cr, Ni, Cu, Zn, Pb. Ovéfeni moznosti stanoveni dalSich rizikovych prvka (Co, Be, V,
Mo) v pidnim extrakénim roztoku Mehlich 3 bylo provedeno optimalizaci metody stanoveni
na ICP-OES spektrometru a vyhodnocenim vytéznosti standardniho ptidavku uvedenych

prvki k realnému pudnimu extraktu vzorku. Vytéznosti standardniho piidavku se pohybovaly
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pro Co v rozmezi (101 — 106) %, pro Be (96 — 105) %, pro V (102 — 107) %, pro Mo (99 -
107) %.

Analytické rozbory pidnich vzorki ze systému RKP 2017 byly rozdéleny mezi pracovisté
ONRL Brno, ONRL Opava a NRL Plzeii. Pro uéely VU byly viechny extrakce a méfeni
pudnich vzorku v ¢inidle Mehlich 3 provedeny na ONRL Brno. Mineralizace a méteni vzorku
Vv lu¢avce kralovské byly rozdéleny mezi pracovist¢ ONRL Brno a NRL Plzen, které
disponuji stejnym typem optické instrumentace ICP-OES (SpectroBlue, SpectroArcos).
Pracovist¢ ONRL Opava provadi méfeni obsahu rizikovych prvka v ¢inidle Mehlich 3
Vv rdmci své optimalizované metody a podilelo se na provedeni Casti analyz (asi 200 vzorki)
pro ucely rozsiteného stanoveni rizikovych prvka v ¢inidle Mehlich 3 ze vzorka Registru
kontaminovanych ploch 2017. Vysledky z ONRL Opava nebyly zahrnuty do statistického
zpracovani z divodu meéfeni na jiném typu ICP-OES instrumentace (5100VDV, Agilent
Technologies), coz by mohlo mit vliv na vysledky ziskanych korelaci zejména méienim
nizkych koncentraci poZzadovanych prvka v extraktech Mehlich 3.

Byla provedena aktualizace ptivodné navrzenych linearnich regresnich modeltt z roku 2016
pro prvky As, Cd Cr, Ni, Cu, Zn, Pb a nové byly zpracovany linearni regresni zavislosti
pro prvky Be, Co, V. Z porovnani regresnich zavislosti ziskanych v roce 2016 (datovy soubor
archiv BMP, archiv OMPZ, piip. AZZP 2016) doslo u nékterych prvka ke zménam v pribéhu
korelaénich zavislosti (napf. Zn, Pb) vzhledem k regresnim zavislostem ziskanym ze souboru
vysledkt Registru kontaminovanych ploch 2017. Ptavodni ptedpoklad, Ze systém RKP bude
obsahovat vyznamné kontaminované puadni plochy témito prvky se zcela nepotvrdil
aVv odbérech vzorki RKP 2017 nebyly tak vyznamné riaznorodé vzorky s vysokymi
koncentracemi prvki, které v pavodné navrzenych regresnich modelech mohly c¢aste¢né
vysledky korelaci ovlivnit.

V piipadé korelaci extrakénich metod Mehlich 3 a lucavka krdlovska byly vyhodnoceny
linearni regresni zavislosti jako nejlépe akceptovatelné u Cd, Be, Cu, As (pro Cd R = 0,91, R?
= 0,83, pro Be R = 0,85, R2=0,73, pro As R = 0,73, R?= 0,54 a pro Cu R = 0,83, R = 0,69).
Méné vypovidajici regresni modely pak byly ziskany pro V, Zn a Pb. U dalSich sledovanych
rizikovych prvka (Cr, Ni, Co) jsou vzajemné korelace velmi nizké nebo téméf zadné (pro Cr,
R = 0,34, R>= 0,11, pro Ni R = 0,40, R?=0,16, pro Co R=0,45, R?=0,20). Z tohoto dtivodu
byl proveden hruby odhad preventivnich hodnot na zaklad¢ vztahu mezi medianem vysledkt
souboru dat ziskanych z obou extrakénich ¢inidel. Pomér hodnot medianu Mehlich 3: lu¢avka

kralovska byl aktualizovan a stanoven pro Cr jako 1 : 150, pro Ni jako 1 : 11 a pro Co jako 1 :
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8. V ptipad¢ Ni byl vyhodnoceny regresni zavislosti jak pro datovy soubor vysledki Registru
kontaminovanych ploch 2017 (R = 0,62, R? =0,38) tak i pro datovy soubor ze vsech
analyzovanych vzorki za obdobi 2016-2017 (BMP, AZZP, RKP, OMPZ - R = 0,40, R? =
0,16). Vzajemneé korelace mezi obsahem Ni v ¢inidlech Mehlich 3 a Iuc¢avka kralovska jsou
velmi nizkeé i pro velky datovy soubor analyzovanych vzorka. Pro Ni nebyl nalezen mezi
obéma extrak¢nimi postupy akceptovatelny vztah.

Stanoveni obsahu Mo metodou Mehlich 3 neni vhodné. Toto extrakéni ¢inidlo vykazuje
pro Mo velmi nizkou extrakéni u¢innost. Obsahy vsSech analyzovanych vzorku byly
pro Mo pod mezi stanovitelnosti 0,2 mg/kg. Regresni zavislosti nebylo mozné z tohoto
diavodu vyhodnotit.

Zejména v piipadé¢ Cd je mozné metodu Mehlich 3 vhodné vyuZit pro odhaleni vysSich
obsahti tohoto prvku v zemédé€lskych pudach. Linearni regresni zavislost mezi obsahem Cd
v ¢inidle Mehlich 3 a v lu¢avce kralovské vykazuje dle koeficienti R a R? velmi Gzky vztah.
Stanoveni obsahu Cd v ¢inidle Mehlich 3 Ize vyuZit jako levnou a jednoduchou laboratorni
metodu pro odhaleni ptidni kontaminace timto prvkem a ke zjisténi, zda bude nutné ptistoupit
k analytickému stanoveni v lu¢avce kralovské. Navrhované preventivni hodnoty obsahi
rizikovych prvka As, Cd, Cr, Ni, Pb, Cu, Zn, Co, V, Be vzemédélskych pudach
extrahovanych ¢inidlem Mehlich 3 ve vztahu k lucavce kralovské je mozné screeningové
vyuzit pro monitorovani pudni  kontaminace uvedenymi  rizikovymi  prvky.
Podle soucasné platné CR legislativy (Vyhlaska &. 153/2016 Sb) vSak zatim neni mozné
vysledky obsaht rizikovych prvki v ¢inidle Mehlich 3 afedné hodnotit.
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Zavedeni kvantitativniho stanoveni GMO s6ji MON 89788
pomoci gPCR

Jiti Cuhel

1 Uvod

MON 89788 je geneticky modifikovana soja druhé generace s toleranci vuci glyfosatu, coz je
herbicid, ktery v zelenych ¢astech rostlin inhibuje enzym 5-enolpyruvyl-Sikimét-3-fosfat
syntazu (epsps). Do genetické vybavy transgenni soji MON 89788 byl z kmene CP4 bézné
pudni bakterie Agrobacterium sp. zaveden enzym epsps (cp4 epsps), ktery je jiz vuci
glyfosatu odolny. Kontrolni organy véetnd UKZUZ musi systematicky kontrolovat piitomnost
s6ji MON 89788 v rostlinném materialu, krmivech a krmnych smésich. Cilem tohoto
vyvojového ukolu je verifikovat validovanou metodu kvantitativniho stanoveni transgenni soji
MON 89788 pomoci kvantitativni polymerazové fietézové reakce (qPCR) a zavést

ji do laboratorni praxe Oddéleni mikrobiologie a biochemie (OMB).

2 Material a metody

2.1 Chemikalie
2.1.1 Rotor-Gene Probe PCR Kit (QIAGEN)
2.1.1.1 PCR voda
2.1.1.2 Rotor-Gene Probe PCR Master Mix (dale Rotor-Gene Mix)
2.1.2 Amplifikacni primery
Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.
2.1.2.1 Forward primer pro vnitini (referen¢ni) gen séji (gen Lel)
Lel F: 5-CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC-3
2.1.2.2 Reverse primer pro vnitini (referencni) gen soji (gen Lel)
Lel R: 5-GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC-3°
2.1.2.3 Forward primer pro transgen MON 89788
MON 89788-F: 5°-TCC CGC TCT AGC GCT TCA AT-3°
2.1.2.4 Reverse primer pro transgen MON 89788
MON 89788-R: 5°- TCG AGC AGG ACC TGC AGA A-3°
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2.1.3 Sondy
Pro analyzy byly pouzity hydrolyza¢ni sondy TaqMan se znacenim FAM (6-
carboxyfluorescein) a BHQ1 (Black Hole Quencher 1) od firmy Elisabeth Pharmacon. Tyto
sondy jsou ¢teny v zeleném kanalu, ktery méa rozsah vinovych délek (470-510) £ 10 nm.
2.1.3.1 Sonda pro vnitini (referen¢ni) gen soji (gen Lel)

Lel P: 5-FAM-CTT CACCTT CTATGC CCC TGA CAC-BHQ1-3
2.1.3.2 Sonda pro transgen MON 89788

MON 89788-P: 5°-FAM-CTG AAG GCG GGA AAC GAC AAT CTG-BHQ1-3"

2.2 Pouzité certifikované referencni materialy (CRM)

Pro analyzy byly pouzity certifikované referen¢ni materialy (CRM) od AOCS (The American
Oil Chemists' Society) a od IRMM (Institute for Reference Material and Measurements).

2.2.1 MON 89788 — AOCS 0906-A

Interni oznaceni CRM 10/2018, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované s6ji MON 89788
(blank) od AOCS. CRM byl dodan ve form¢ sdjového srotu, ze kterého byla vyextrahovana
DNA.

2.2.2 MON 89788 — AOCS 0906-B

Interni ozna¢eni CRM 12/2018, obsahuje 100 % m/m geneticky modifikované séji MON
89788 od AOCS. CRM byl dodan ve formé sojového Srotu, ze kterého byla vyextrahovana
DNA.

2.2.3 MON 810 - ERM®-BF413ak
Interni oznaceni CRM 3/2018, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované kukufice MON
810 (blank) od IRMM. CRM byl dodan ve form¢ kukufi¢ného Srotu, ze kterého byla

vyextrahovana DNA.

2.3 Pristroje a pomiicky

2.3.1 Termocykler Rotor-Gene Q 5plex (Qiagen)

2.3.2 Plastové zkumavky o objemu 0,5 ml s vyraznym sniZzenim vaznosti povrchu se vzorkem
(DNA LoBind Tube 0.5 mL, Eppendorf)
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3 Pracovni postup

3.1 Popis metody

Metoda je pln¢ v souladu s JPP 10264.1 (Kvantitativni stanoveni genetickych modifikaci
metodou gPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu), JPP 10265.1 (Vyhodnoceni
kvantitativniho stanoveni genetickych modifikaci metodou qPCR) a vychazi z validované
metodiky JRC pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 89788 (Delobel et al., 2013).

DNA byla z CRM izolovana extrak¢nim kitem NucleoSpin® Food (vyrobce Macherey —
Nagel) postupem dle JPP 10252.1.

Kalibraéni fada je pro kvantitativni stanoveni s6jového transgenu MON 89788 tvoiena péti
body. Prvni bod kalibra¢ni kiivky S1 o obsahu GM 10 % m/m ma stejnou koncentraci jako
vzorky a kontroly pouzité do PCR (20 ng/ul, 100 ng/reakce). DalSi body kalibra¢ni fady S2 —
S5 se pripravi postupnym fedénim vodou dle tabulky 1. Objem roztokt jednotlivych fedéni
pro kalibracni fadu je zavisly na poctu pozadovanych amplifikacnich kiivek pro analyzu.
Jednotlivé body kalibra¢ni ktivky je nutné fedit do plastovych zkumavek s vyraznym

sniZzenim vaznosti povrchu se vzorkem (2.3.2).

Tabulka 1. Body kalibra¢ni kiivky (S1 — S5) pro kvantitativni stanoveni transgenu
MON 89788.

S1 S2 S3 S4 S5
Pomér redéni 4 4 3 3
ng DNA s VG/reakce 100 25 6,25 2,083 0,694
ng DNA s GM/reakce | 10 2,5 0,625 0,208 0,069
ng DNA/ul 20,00 5,00 1,25 0,417 0,139

GM - genetickd modifikace MON 89788; VG — vnitini sdjovy gen Lel
Sekvence jednotlivych amplifika¢nich primeri, sond, programy a koncentrace PCR smé&si

vychézeji z validované metodiky JRC pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 89788
(Delobel et al., 2013):

Vnitini gen séje (gen Lel)

Primery: Lel F, Lel R

Sonda: Lel P

Délka amplikonu: 74 bp

Transgen MON 89788

Primery: MON 89788-F, MON 89788-R

Sonda: MON 89788-P

Délka amplikonu: 139 bp
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Amplifika¢ni program je shodny pro vnitini gen séji i genetickou modifikaci MON 89788
(tabulka 2) a oba dva geny jsou analyzovéany soucasn¢ béhem jednoho béhu PCR. Tabulka 3
popisuje slozeni reakénich smési PCR pro sojovy vnitini gen Lel i transgen MON 89788.
Jako negativni kontrola pti PCR byl pouzit izolat DNA z CRM 3/2018 (2.2.3).

Tabulka 2. Amplifika¢ni program pro gen Lel i transgen MON 89788.

Akuvizice dat
] Teplota . Pocet
Faze Cas (s) fluorescence
(°C) ] ] cykli
(zeleny kanal)
Pocatecni denaturace 95 600 ne 1
Denaturace 95 15 ne
45
Annealing a elongace 60 60 ano

Tabulka 3. SloZeni reakéni smési qPCR pro séjovy vnitini gen Lel i transgen
MON 89788.

Slozka Koncentrace Finalni Objem
roztoku koncentrace (ul/reakce)

PCR voda 7,063
Rotor-Gene Mix 2% 1x 12,5
Primer F 20 uM 0,15 uM 0,188
Primer R 20 uM 0,15 uM 0,188
Sonda 20 uM 0,05 uM 0,063
Templatova DNA 20 ng/pul 5

Objem smési v¢. templatu 25

3.2 Verifikace metody
Cela verifikace metody probéhla v souladu s verifikatni metodikou pro implementaci
validovanych metod testovani GMO (Hougs et al., 2017).
Pii verifikaci se stanovovaly nasledujici validaéni parametry (upfesnéni metody jejich
vypoctu a minimalni akceptovatelné hodnoty jsou uvedeny v ptislusné validacni zprave):

- Dynamicky rozsah

- Koeficient determinace R? kalibra¢ni kiivky

- Amplifikaéni G€¢innost

- Mez detekce (LOD)

- Mez stanovitelnosti (LOQ)
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- Spravnost

- Opakovatelnost

- Relativni rozsifena nejistota
Pro ucely piipravy kalibraéni kiivky, stanoveni dynamického rozsahu metody, koeficientu
determinace R? kalibra¢ni kiivky, amplifika¢ni u¢innosti, meze detekce, meze stanovitelnosti,
spravnosti, opakovatelnosti a rozsifené relativni nejistoty byla DNA izolovdna z CRM
10/2018 (obsahujici 0 % m/m geneticky modifikované séji MON 89788 — blank) a z CRM
12/2018 (obsahujici 100 % m/m geneticky modifikované séji MON 89788), a to v 16
respektive v 6 opakovanich.
Koncentrace DNA ve vSech izolatech byla stanovena podle JPP ¢. 10252.1.
Po provedeni testu inhibice (viz nize) byly jednotlivé izolaty (16) DNA z CRM 10/2018 (tj.
0 % GM m/m) smichany. Vysledna smé&s pak slouzila k fedéni izolath DNA z CRM 12/2018
(tj. 100 % GM m/m) na jiné hodnoty obsahu GM (viz nize). CRM s jinymi hodnotami obsahu
GM nez 0 a 100 % GM m/m totiz nejsou Vv piipadé¢ MON 89788 komercné dostupné a je
nutné si je piipravit. V piipadé CRM 12/2018 (100 % GM m/m) byly prvni dva izolaty DNA
ponechdny bez smichani (byly pouzity pro ucely stanoveni meze detekce, meze
stanovitelnosti, spravnosti, opakovatelnosti a rozsifené relativni nejistoty) a dalsi ¢tyfi izolaty
byly smichany (tato smés byla dale fedéna s DNA izolovanou z CRM 10/2018 a poté byla
pouZita pro pripravu kalibra¢ni kiivky).
Izolaty DNA byly otestovany na pfitomnost inhibitord PCR podle verifikatni metodiky
pro implementaci validovanych metod testovani GMO (Hougs et al., 2017). Kazdy izolat
DNA byl postupné nafedén na koncentraci 20 ng/ul a dale 4 x na 5 ng/pl a obé dvé fedéni
byla podrobena kvantitativnimu stanoveni vnitiniho sdjového genu Lel. Poté se vypocital
rozdil mezi stanovenymi hodnotami Ct (pocet cykld, pii kterém fluorescence vytvoiena
amplifikaci cilové DNA piekro¢i prahovou hodnotu) u jednotlivych fedénich (ACt) a ten
se porovnal s teoretickou hodnotou ACt (v tomto piipadé = 2). Absolutni hodnota rozdilu
mezi stanovenou a teoretickou hodnotou ACt musi byt < 0,5. VSechny izolaty DNA prosly
timto testem Uspé&$né, ucinek inhibitort PCR u nich nebyl prokazan.
Mez detekce, mez stanovitelnosti, spravnost, opakovatelnost a rozsifena relativni nejistota
byly stanovovany s vyuZitim tii hladin obsahu genetické modifikace (GM) MON 89788, a to
1, 0,1 a 0,045 % GM m/m.
Protoze CRM s témito hladinami obsahu MON 89788 nejsou komeréné dostupné, museli

jsme si je ptipravit postupnym fedénim izolatd DNA ziskanych z CRM se 100 % GM (CRM
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12/2018) pomoci izolatu DNA ziskaného z CRM s 0 % GM (CRM 10/2018). Postup tohoto
fedéni je detailné¢ popsan ve verifikacni metodice pro implementaci validovanych metod
testovani GMO (Hougs et al., 2017). Obdobnym zptisobem jsme si také pripravili DNA
s 10 % GM m/m. Tato DNA byla vyuZita pfi piipravé kalibra¢ni kiivky.

Kazda hladina sriznym obsahem GM byla zastoupena dvéma izolaty DNA (nezavisla
opakovani), kazdy izoldt byl b&hem jednoho bcéhu PCR dale analyzovan ve dvou
laboratornich opakovanich a celd analyza probéhla 4x (tj. 4 béhy PCR za podminek
opakovatelnosti). Jednotlivé béhy PCR probéhly ve dnech 9. 11. 2018, 12. 11. 2018
a 13.11.2018 (tento den dvakrat). Takto bylo ziskano 16 dil¢ich vysledkti a 8 odhadi obsahu
GM pro jednu hladinu GM. Schéma praktického uspotadani verifikace ukazuje obrézek 1.

Hladina GM 1 Hladina GV 2 Hladina GM 3
1% MONS89788 m/m 0,1 % MONS89788 m/m 0,045 % MON89788 m/m

Vzorek (CRM)
100 % MON89788 m/m

lzolace DNA I I

(2 opakovani) U U

Redéni blankem i i Red&ni blankem Redé&ni blankem

(0% MONg9788 m/m) : i (0% MON89788 m/m) (0% MON89788 m/m)
v v
1 II 1 I I I
U U Y > U Y > U

<=L |«
C_'T":]:\
<[ |«
CEEE\
<=«
Cﬂ:\
<=L |«
Y,

/
i

=T | w
<=L |«

/
Opakovani PCR
z 1izolatu DNA

1. béh PCR
PCR vysledek1l PCR vysledek2 PCR vysledek1l PCR vysledek2 PCR vysledek1l PCR vysledek2
PCR vysledek3  PCR vysledek4 PCR vysledek3 PCR vysledek4 PCR vysledek3 PCR vysledek4
PCR vysledek5 PCR vysledek 6 PCR vysledek5 PCR vysledek6 PCR vysledek5 PCR vysledek6
vy ' dek7 PCRv ‘ PCR vysledek? PC PCR vysledek7 PCR vysledek 8

Obr. 1. Schéma praktického uspoiadani verifikace.
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3 Vysledky a diskuze

Pii zavadéni a verifikaci metody pro kvantitativni stanoveni transgenni s6ji MON 89788
pomoci qPCR na odd¢leni OMB se nevyskytly Zadné potize a mohli jsme tak v plné mite
pracovat dle validované metodiky pro kvantifikaci tohoto transgenu (Delobel et al., 2013).
Piiklad kalibra¢ni kiivky s koeficientem determinace R? a amplifika¢ni Gi¢innosti je uveden

na obrazku 2. Obrazek 3 ukazuje amplifika¢ni kiivky jednotlivych kalibra¢nich bodu.

29 5_2 Cycling A.Green (MON89788):
2’9 ] \‘\ R=0,99862
] R R"\2=0,99725
28,57 > M=-3,429
28 e B=25,512
27,59 SN Efficiency=0,96
27
26,5
5 26° \l\
25,5
25
24,5
24 S N
23,5
23
22,57
-1 ad® 1 10°° 1
Concentration

Obr. 2. Kalibraé¢ni krivka (zavislost hodnoty Ct na koncentraci DNA) pro transgen
MON 89788 s koeficientem determinace R? 0,997 a s amplifika¢ni G¢&innosti (E) 96 %.

29



0,1

—1: 81
—2: 81
—3: 81
1 82
—5: 82
—6: 82
—7:83
0,01 —8: 83

Norm. Fluoro.
'S

0,00 Y
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycle

Obr. 3. Amplifika¢ni krivky (zavislost fluorescence na poctu cykli PCR) jednotlivych
kalibra¢nich bodi (S1 — S5) p¥i kvantifikaci transgenu MON 89788.

V tabulce 4 jsou uvedeny ziskané valida¢ni parametry pro kvantitativni stanoveni transgenni
s0ji MON 89788. Spravnost metody splnila akcepta¢ni limity u dvou z testovanych hladin:
0,5a0,1 % GM m/m (hladina 0,045 % je jiz mimo dynamicky rozsah). Laboratot prokazala
schopnost vérohodné kvantifikovat vzorek na hladin¢ 0,1 % GM m/m, kterd tak odpovida
mezi stanovitelnosti. Stanovenim meze detekce bylo zjisténo, Ze lze detekovat obsah
transgenu MON 89788 na hladiné 0,045 % GM m/m, protoze vSech 16 opakovéani s touto
hladinou bylo pozitivnich na detekci MON 89788 (ptiklad uveden na obrazku 4). Limity

pro minimalné akceptovatelnou vykonnost metody byly dosazeny.
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Tabulka 4. Ziskané valida¢ni parametry pro kvantitativni stanoveni transgenni SOji

MON 89788.
HladinaGM 1 | HladinaGM 2 | Hladina GM 3
1% 0,1 % 0,045 %
MON 89788 MON 89788 MON 89788
Spravnost (definovana odchylkou -10,3 % 1,1% 11,9 %
— bias, tj. relativnim rozdilem mezi
prumérem z vysledkii a referencni
hodnotou)
Opakovatelnost (definovana RSD, 10,4 % 15,0 % 23,0 %
tj. relativni smérodatnou odchylkou
za podminek
opakovatelnosti)pakovatelnosti)
Rozsifena relativni nejistota 20,8 % 30,0 % 46,0 %

Dynamicky rozsah

0,0694 % GM - 10 % GM

determinace R?
kalibra¢ni kiivky

Koeficient

0,997 pro MON 89788

0,998 pro referen¢ni sdjovy gen Lel

Amplifika¢ni uéinnost

96,8 % pro MON 89788

95,8 % pro referenéni séjovy gen Lel

Mez detekce

0,045 % GM

Mez stanovitelnosti

0,1 % GM
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0.657 ——16: 1 % GM izolat 1

0,6 —17: 1 % GM izolat 1

| —18: 1 % GM izolat 2
055 ——19: 1 % GM izolat 2
05- —20: 0,1 % GM izolat 1
——21: 0,1 % GM izolat 1
0,451 ——22:0.1 %GM izol4t 2

——23: 0,1 % GM izolat 2
—24: 0,045 % GM izolat 1
0,35 ——25: 0,045 % GM izolat 1

o
~
)

Fluoro.

g ———26: 0,045 % GM izolat 2
5 037 ——27: 0,045 % GM izolat 2
Z 5254 ———28: N CRM 3/2018
’ ——29: N CRM 3/2018
0,2 ——30: Bt
——31: Env
0,15

0,1

0,05 | Threshold

é 4‘1 é é 16 1‘2 1‘4 1‘6 1‘8 2‘0 22 2‘4 2‘6 2‘8 36 3‘2 ?;4 3‘6 3‘8 46 4‘2 4‘4
Cycle
Obr. 4. Amplifikaéni kiivky (zavislost fluorescence na po¢tu cykli PCR) pii stanoveni
meze detekce (LOD) u transgenu MON 89788. Bt — beztemplatova kontrola, Env -
kontrola ¢istoty prostiedi pii piipravé PCR, N — negativni kontrola.

4 Zavér

Verifikace potvrdila vhodnost pouziti metody pro dany ucel a odpovida zamySlenému pouZiti.
Zjisténé validacni parametry prokazaly zpusobilost metody k pouzivani v rdmci NRL a jeji
zahrnuti do akreditovanych metod. Metoda kvantitativniho stanoveni transgenni s6ji MON
89788 pomoci qPCR se zafadi do postupti zkouSeni piitomnosti genetickych modifikaci u

vzorkl krmiv, krmnych smési a osiv.

5 Literatura

1. Delobel C, Bogni A, Pinski G, Mazzara M, Van den Eede G, 2013. Event-specific
Method for the Quantification of Soybean Line MON 89788 Using Real-time PCR -
Validation Report corr. version 1 and Validated Method corr. version 1. EUR 26153 EN
— Joint Research Centre — Institute for Health and Consumer Protection. Luxembourg:
Publications Office of the European Union, ISBN 978-92-79-33078-0, doi:
10.2788/20464, JRC84189.

2. Hougs L, Gatto F, Goerlich O, Grohmann L, Lieske K, Mazzara M, Narendja F, Ovesna
J, Papazova N, Scholtens I, Zel J, 2017. Verification of analytical methods for GMO
testing when implementing interlaboratory validated methods. EUR 29015 EN - Joint
Research Centre — Institute for Health and Consumer Protection, Luxembourg:
Publication  Office of the European Union, ISBN 978-92-79-77310-5,
doi:10.2760/645114, JRC 109940.

3. JPP ¢. 10252.1. I1zolace DNA pro stanoveni GMO metodou PCR (kit Nucleospin Food).
UKZzUzZ, Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv.

4. JPP ¢. 10264.1. Kvantitativni stanoveni genetickych modifikaci metodou qPCR pomoci
Rotor-Gene Probe PCR kitu. UKZUZ, Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv

32



5. JPP ¢. 10265.1. Vyhodnoceni kvantitativniho stanoveni genetickych modifikaci metodou
gPCR. UKZUZ, Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv.

33



Zavedeni kvantitativniho stanoveni GMO kukufice
MON 810 pomoci qPCR

Jiti Cuhel

1 Uvod
Kukufice MON 810 produkuje diky genetické modifikaci Bt toxin, ktery selektivné zabiji

housenky Skudce zavijeCe kukuii¢ného. Zeméd¢€lci ji proto diive péstovali v oblastech
s vyznamnym vyskytem tohoto $kidce: ve stfednich Cechach, Polabi, v teplych oblastech
Moravy, ale i okolo Klatov. V sougasné dobé se kukuiice MON 810 v CR nepéstuje, nicméné
kontrolni organy véetné UKZUZ musi systematicky kontrolovat jeji piitomnost v rostlinném
materialu, krmivech a krmnych smésich.

Cilem tohoto vyvojového ukolu je verifikovat validovanou metodu kvantitativniho stanoveni
transgenni kukutfice MON 810 pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR)

a zavést ji do laboratorni praxe Oddéleni mikrobiologie a biochemie (OdMB).

2 Material a metody

2.1 Chemikalie
2.1.1 Rotor-Gene Probe PCR Kit (QIAGEN)
2.1.1.1 PCR voda
2.1.1.2 Rotor-Gene Probe PCR Master Mix (dale Rotor-Gene Mix)
2.1.2 Amplifikacni primery
Pro analyzy byly pouZzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.
2.1.2.1 Forward primer pro vnitini (referen¢ni) gen kukutice (hmg gen)
ZM1-F: 5°-TTG GAC TAG AAATCT CGT GCT GA-3
2.1.2.2 Reverse primer pro vnitini (referen¢ni) gen kukutice (hmg gen)
ZM1-R:5-GCT ACATAG GGAGCCTTG TCC T-3°
2.1.2.3 Forward primer pro transgen MON 810
Mail-F1: 5°-TCG AAG GAC GAA GGA CTC TAA CGT-3°
2.1.2.4 Reverse primer pro transgen MON 810
Mail-R1: 5-GCC ACC TTCCTT TTC CAC TAT CTT-3"
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2.1.3 Sondy
Pro analyzy byly pouZity hydrolyza¢ni sondy TagMan se znaéenim FAM (6-
carboxyfluorescein) a BHQ1 (Black Hole Quencher 1) od firmy Elisabeth Pharmacon. Tyto
sondy jsou ¢teny v zeleném kanalu, ktery ma rozsah vinovych délek (470-510) £ 10 nm.
2.1.3.1 Sonda pro vnitini (referen¢ni) gen kukuiice (hmg gen)

ZM1: 5-FAM-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA-BHQ1-3°
2.1.3.2 Sonda pro transgen MON 810

Mail-S2: 5 -FAM-AAC ATC CTT TGC CAT TGC CCA GC-BHQ1-3

2.2 Pouzité certifikované referencni materialy (CRM)

Pro analyzy byly pouzity certifikované referen¢ni materidly (CRM) od IRMM (Institute for
Reference Material and Measurements) a od Zeméd¢lské agentury, s.r.0.

2.2.1 MON 810 - ERM®-BF413gk

Interni ozna¢eni CRM 4/2018, obsahuje 10 % m/m geneticky modifikované kukutice MON
810 od IRMM. CRM byl dodan ve formé kukuti¢neho Srotu, ze kterého byla vyextrahovana
DNA.

2.2.2 MON 810 - ERM®-BF413ck

Interni ozna¢eni CRM 5/2018, obsahuje 0,5 % m/m geneticky modifikované kukufice MON
810 od IRMM. CRM byl dodan ve formé kukuti¢ného Srotu, ze kterého byla vyextrahovana
DNA.

2.2.3 MON 810 - ERM®-BF413ak

Interni oznaceni CRM 3/2018, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované kukufice MON
810 (blank) od IRMM. CRM byl dodan ve formé kukufi¢ného Srotu, ze kterého byla
vyextrahovana DNA.

2.2.4 Non GMO s6ja KORADA

Interni oznaceni CRM 1/2001, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované séji MON 40-3-2
(blank) od Zemé&d¢lské agentury, s.r.o. CRM byl dodan ve formé séjovych bobu, ze kterych
byla vyextrahovana DNA.

2.3 Pristroje a pomiicky

2.3.1 Termocykler Rotor-Gene Q 5plex (Qiagen)

2.3.2 Plastové zkumavky o objemu 0,5 ml s vyraznym sniZzenim vaznosti povrchu se vzorkem
(DNA LoBind Tube 0.5 mL, Eppendorf)
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3 Pracovni postup

3.1 Popis metody

Metoda je plné v souladu s JPP 10264.1 (Kvantitativni stanoveni genetickych modifikaci
metodou gPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu), JPP 10265.1 (Vyhodnoceni
kvantitativniho stanoveni genetickych modifikaci metodou qPCR) a vychazi z validované
metodiky JRC pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 810 (Mazzara et al., 2009).

DNA byla z CRM izolovana extrakénim kitem NucleoSpin® Food (vyrobce Macherey —
Nagel) postupem dle JPP 10252.1.

Kalibra¢ni fada je pro kvantitativni stanoveni kukufi¢ného transgenu MON 810 tvofena péti
body. Vychozi izoladt CRM o obsahu GM 10 % m/m (CRM 4/2018; 2.2.1) méa stejnou
koncentraci jako vzorky a kontroly pouzité do PCR (20 ng/ul, 150 ng/reakce). DalSi body
kalibracni tfady se pfipravi postupnym fedénim vodou dle tabulky 1. Objem roztokua
jednotlivych fedéni pro kalibra¢ni fadu je zavisly na poctu poZadovanych amplifika¢nich
ktivek pro analyzu. Jednotlivé body kalibra¢ni kiivky je nutné fedit do plastovych zkumavek

S vyraznym sniZenim vaznosti povrchu se vzorkem (2.3.2).

Tabulka 1. Body kalibra¢ni kiivky (S1-S5) pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 810

S1 S2 S3 S4 S5
Pomér rFedéni 4 4 3 3
ng DNA s VG/reakce | 150 37,5 9,38 3,125 1,0417
ng DNA s GM/reakce 15 3,75 0,9375 0,3125 0,10417
ng DNA/ul 20,00 5,00 1,25 0,4167 0,1389

GM - genetickd modifikace MON 810
VG - vnitini kukufiény gen hmg

Sekvence jednotlivych amplifikacnich primeri, sond, programy a koncentrace PCR smési
vychazeji z validované metodiky JRC pro kvantitativni stanoveni transgenu MON 810
(Mazzara et al., 2009):

Vnitini gen kukufice (hmg gen)

Primery: ZM1-F (2.1.2.1), ZM1-R (2.1.2.2)

Sonda: ZM1 (2.1.3.1)

Délka amplikonu: 79 bp

Transgen MON 810

Primery: Mail-F1 (2.1.2.3), Mail-R1 (2.1.2.4)
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Sonda: Mail-S2 (2.1.3.2)
Délka amplikonu: 92 bp

Amplifika¢ni program je shodny pro vnitini gen kukufice 1 genetickou modifikaci MON 810
(tabulka 2) a oba dva geny jsou analyzovany souc¢asné béhem jednoho béhu PCR. Tabulky 3
a4 popisuji slozeni reakénich smési PCR pro kukufi¢ny vnitini gen hmg a transgen MON
810. Jako negativni kontrola pti PCR byl pouzit izolat DNA z CRM 1/2001 (2.2.4).

Tabulka 2. Amplifikaéni program pro hmg gen i transgen MON 810.

Akuvizice dat
) Teplota . Pocet
Faze Cas (s) fluorescence
(°C) o cykli
(zeleny kanal)
Pocatecni denaturace 95 600 ne 1
Denaturace 95 15 ne
45
Annealing a elongace 60 60 ano

Tabulka 3. SloZeni reakéni smési qPCR pro vnitini kukuri¢ny gen (hmg gen).

Slozka Koncentrace | Finalni Objem
roztoku koncentrace (ul/reakce)

PCR voda 4,05
Rotor-Gene Mix 2X 1x 12,5
Primer F (ZM1-F) 20 uM 0,3 uM 0,375
Primer R (ZM1-R) 20 uM 0,3 uM 0,375
Sonda (ZM1) 20 uM 0,16 uM 0,2
Templatova DNA 20 ng/ul 7,5
Objem smési v¢. templatu 25

Tabulka 4. SloZeni reakéni smési PCR pro genetickou modifikaci MON 810.

Slozka Koncentrace | Finalni Objem
roztoku koncentrace (ul/reakce)

PCR voda 4,025
Rotor-Gene Mix 2X 1x 12,5
Primer F (Mail-F1) 20 uM 0,3 uM 0,375
Primer R (Mail-R1) 20 uM 0,3 uM 0,375
Sonda (Mail-S2) 20 uM 0,18 uM 0,225
Templatova DNA 20 ng/ul 7,5
Objem smési v¢. templatu 25
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3.2 Verifikace metody
Cela verifikace metody probéhla v souladu s verifikaéni metodikou pro implementaci
validovanych metod testovani GMO (Hougs et al., 2017).
Pti verifikaci se stanovovaly nasledujici valida¢ni parametry (upfesnéni metody jejich

vypoc¢tu a minimalni akceptovatelné hodnoty jsou uvedeny v piislusné validaéni zprave):

- Dynamicky rozsah

- Koeficient determinace R? kalibra¢ni kiivky

- Amplifika¢ni G¢innost

- Mez detekce (LOD)

- Mez stanovitelnosti (LOQ)

- Spravnost

- Opakovatelnost

- Relativni rozSifena nejistota
Pro ucely ptipravy kalibracni kiivky, stanoveni dynamického rozsahu metody, koeficientu
determinace R? kalibra¢ni kiivky a amplifikaéni G&innosti byla DNA izolovana z CRM
4/2018 (obsahujici 10 % m/m geneticky modifikované kukufice MON 810; 2.2.1) postupem
dle JPP ¢. 10252.1, a to v Sesti opakovanich. Po provedeni testu inhibice (viz nize) byly
izolaty DNA z jednotlivych opakovani smichany.
Pro ucely stanoveni meze detekce, meze stanovitelnosti, spravnosti, opakovatelnosti
arozsifené relativni nejistoty byla DNA stejnym postupem izolovana z CRM 5/2018
(obsahujici 0,5 % m/m geneticky modifikované kukurice MON 810; 2.2.2) a z CRM 3/2018
(obsahujici 0 % m/m geneticky modifikované kukufice MON 810 — blank; 2.2.3), a to
ve dvou nezavislych opakovénich.
Koncentrace DNA ve vSech izolatech byla stanovena dle JPP ¢. 10252.1.
Izoladty DNA byly otestovany na piitomnost inhibitora PCR dle verifikatni metodiky
pro implementaci validovanych metod testovani GMO (Hougs et al., 2017). Kazdy izolat
DNA byl postupné nafedén na koncentraci 20 ng/ul a dale 4 x na 5 ng/pl a obé dvé fedéni
byla podrobena kvantitativnimu stanoveni vnitiniho kukufi¢ného genu hmg. Poté se vypocital
rozdil mezi stanovenymi hodnotami Ct (pocet cykli, pii kterém fluorescence vytvorena
amplifikaci cilové DNA piekroci prahovou hodnotu) u jednotlivych fedénich (ACt) a ten
se porovnal s teoretickou hodnotou ACt (v tomto ptipadé = 2). Absolutni hodnota rozdilu

mezi stanovenou a teoretickou hodnotou ACt musi byt < 0,5. VSechny ziskané izolaty DNA
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toto kritérium splnily (viz ptislusna valida¢ni zprava).

Mez detekce, mez stanovitelnosti, sprdvnost, opakovatelnost a rozsifena relativni nejistota
byly stanovovéany s vyuzitim tii hladin obsahu genetické modifikace (GM) MON 810, a to
0,5; 0,1 a 0,05 % GM. Hladina 0,5 % GM byla zastoupena izolatem DNA z CRM 5/2018
(2.2.2) a zbyvajici hladiny byly piipraveny smichanim s izolatem DNA z CRM 3/2018 (blank;
2.2.3) podle verifika¢ni metodiky pro implementaci validovanych metod testovani GMO
(Hougs et al., 2017).

Kazda hladina s riznym obsahem GM byla zastoupena dvéma izolaty DNA (nezavisla
opakovani), kazdy izolat byl béhem jednoho béhu PCR dale analyzovan ve dvou
laboratornich opakovanich a celd analyza probéhla 4x (tj. 4 béhy PCR za podminek
opakovatelnosti). Jednotlivé béhy PCR probéhli ve dnech 17.7.2018, 18.7.2018, 23.7.2018
a24.7.2018. Takto bylo ziskano 16 dil¢ich vysledkt a 8 odhadi obsahu GM pro jednu

hladinu GM. Schéma praktického usporadani verifikace ukazuje obrazek 1.

Hladina GM 1 Hladina GM 2 Hladina GM 3

0,5 % MON 810 m/m 0,1 % MON 810 m/m 0,05 % MON 810 m/m

Vzorek (CRM) U
Redéni blankem (0% MON 810 m/m) | Redéni blankem (0% MON 810 m/m)
I / \ i1 I I I

Izolace DNA U H H H H v
2 opakovani Z » 5
(2 opakovani) v v/ ~\ Y >

=T |«
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<[ |«
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<=L
<=L
<
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<=[
<=T
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<=[

PCR vysledek3 PCR vysledek4 PCR vysledek3 PCR vysledek4 PCR vysledek3 PCR vysledek4
PCR vysledek5 PCR vysledek6 PCR vysledek5 PCR vysledek6 PCR vysledek5 PCR vysledek6
PCR vysledek7 PCR vysledek8 PCR vysledek? PCR vysledek3 PCR vysledek7 PCR vysledek8

Obr. 1. Schéma praktického usporadani verifikace.
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3 Vysledky a diskuze

V pocate¢ni fazi zavadéni metody kvantitativniho stanoveni transgenni kukufice MON 810
se nedafilo sestrojit kalibracni fadu tak, aby kalibra¢ni kfivka splnila akceptaéni kritéria
pro koeficient determinace R? a amplifikaéni u¢innost. ProtoZze kalibra¢ni kiivka byla
negativné ovlivnéna piedevsim body s nejvice nafedénou DNA, usoudili jsme, Ze pfiCina je
bud’ 1) v nemoznosti vice fedit jiz znacné fedénou DNA se zachovanim homogenity roztoku
nebo 2) v navazani molekul DNA na vnitini stény plastovych mikrozkumavek, které muze byt
markantni zvlasté pii nizkych koncentracich. Z tohoto divodu jsme se pokusili pfipravit
kalibra¢ni fadu fedénim do specialnich plastovych zkumavek s vyraznym snizenim vaznosti
povrchu se vzorkem (2.3.2). Ukazalo se, Zze pouziti téchto mikrozkumavek vede k napravé
parametri Kalibracni ktivky, které tak jiz spliovaly nastavena akceptaéni kritéria. Ptiklad
kalibraéni kiivky s vyhovujicim koeficientem determinace R? a amplifikacni ucinnosti je

uveden na obrazku 2. Obrazek 3 ukazuje amplifikac¢ni kiivky jednotlivych kalibra¢nich bodd.

Ie® Cycling A.Green (MON810):
ATe R=0,99855
33,51 R"2=0,99709
> b0 770
32,5 1 - Efficiency=0,99
32
31,51
31 -3
5 305
30
29,5
29
28,51 T
28
27,57
-10 ad”® 14 10™° 10

Concentration

Obr. 2. Kalibra¢ni kiivka (zavislost hodnoty Ct na koncentraci DNA) pro transgen
MON 810 s koeficientem determinace R? 0,997 a s amplifikaéni uéinnosti (E) 99 %.
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0,1

Norm. Fluoro.

0,00

Obr. 3. Amplifika¢ni kFivky (zavislost fluorescence na poétu cykli PCR) jednotlivych
kalibra¢nich bodu (S1 — S5) pri kvantifikaci transgenu MON 810.

V tabulce 5 jsou uvedeny ziskané validacni parametry pro kvantitativni stanoveni transgenni
kukutice MON 810. Spravnost metody splnila akceptacni limity u dvou z testovanych hladin:
0,5 a 01 % GM m/m. Laboratot prokazala schopnost vérohodné kvantifikovat vzorek
na hladin¢ 0,1 % GM m/m, ktera tak odpovidd mezi stanovitelnosti. Stanovenim meze
detekce bylo zjisténo, ze lze detekovat obsah transgenu MON 810 na hladin¢ 0,05 % GM
m/m (ptiklad uveden na obrézku 4). Limity pro minimalné akceptovatelnou vykonnost
metody byly dosazeny.

Tabulka 5. Ziskané valida¢ni parametry pro Kkvantitativni stanoveni transgenni
kukurice MON 810.

HladinaGM 1 |HladinaGM 2 [|Hladina GM 3
0,5 % MON 810 | 0,1 % MON 810 |0,05 % MON 810

Spravnost (definovana odchylkou -11,3% 13,2 % 55,3 %
— bias, tj. relativnim rozdilem mezi
prumérem z vysledkli a referencni
hodnotou)

Opakovatelnost (definovana RSDy, 9,3% 22,9 % 24,9 %
tj. relativni smérodatnou odchylkou
za podminek opakovatelnosti)

RozSiFena relativni nejistota 18,6 % 45,8 % 49,8 %
Dynamicky rozsah 0,0694 % GM — 10 % GM
Koeficient determinace R? 0,996 pro MON 810
kalibra¢ni kiivky 0,998 pro referen¢ni kukuficny gen hmg
Amplifika¢ni aéinnost 101,9 pro MON 810
97,9 pro referen¢ni kukuti¢ny gen hmg
Mez detekce (LOD) 0,05 % GM
Mez stanovitelnosti (LOQ) 0,1 % GM
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0,34]
0,32] [——16:0,5 % GM izolat 1
0,3] |[——17:0,5 % GM izol4t 1
0.28] |——18:0,5 % GM izol4t 2
0,261 |—— 19:0,5 % GM izolat 2
0.24] |——20:0,1% GM izolat 1
G 022] [——21:0,1 % GM izolat 1
G 0,2
2 0,181 )
T 1% 1 ——24:0,05% GM izolat 1
£ 916] | —25:0,05 % GM izolat 1
S 01411 26:0,05 % GM izolat 2
Z 0121 | —27:0,05% GM izol4t 2
0,11 | ——29: N CRM 1/2001
0,081 | ——30: Bt
0,06 | ——31:Env
0,04]
0,02]
0,
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Cycle

Obr. 4. Amplifika¢ni kfivky (zavislost fluorescence na poctu cykli PCR) p¥i stanoveni
meze detekce (LOD) u transgenu MON 810. Bt — beztemplatova kontrola, Env -
kontrola ¢istoty prostiedi pri pripravé PCR, N — negativni kontrola

4 Zavér

Verifikace potvrdila vhodnost pouziti metody pro dany ucel a odpovida zamyslenému pouZiti.

Zjisténé validacni parametry prokazaly zpuasobilost metody k pouzivani v ramci NRL a jeji

zahrnuti do akreditovanych metod. Metoda kvantitativniho stanoveni transgenni kukufice

MON 810 pomoci qPCR se zaradi do postupti zkouseni pfitomnosti genetickych modifikaci u

vzorkid krmiv, Krmnych smési a osiv.
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