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Vzpominka na Ing. Jana Baracka, Ph.D.

Dne 21. fijna 2021 ve véku 40 let neCekan¢ zemiel naS spolupracovnik a mily kolega pan
Ing. Jan Baracek, Ph.D. Ackoli plsobil na Oddéleni zkousSeni pfipravkd na ochranu rostlin
(OdZPOR) 0 néco déle nez rok, zapsal se nesmazateln¢ do vzpominek vSech spolupracovnikd.
Honza byl prvé fad¢ velmi slu$ny a zdvoftily ¢lovek, ktery se vynikal svou peclivosti.

Po ukonceni vysokoskolského a doktorandského studia na Fakulté chemické Vysokého uceni
technického v Brné pracoval Honza ptevazné na administrativnich postech. Nicméné touha
po laboratorni ¢innosti v ném pietrvavala jiz od stiedoskolského studia na Stredni primyslové
Skole chemické v Brné. Jeho sen se kone¢né splnil na zacatku roku 2020 po nastupu
do laboratofi NRL na OdZPOR, kde zacinal na pozici laboranta na pracovisti fyzikalné-
chemickych a technickych metod. Zde se mu dostalo vynikajiciho zaskoleni pod zkuSenym
vedeni Ing. Jindficha Foltyna. Kracek po kricku se propracovaval od nejjednodussich
fyzikalné-chemickych metod zkouseni piipravkd na ochranu rostlin (POR) ke slozitéjsim
instrumentdlnim metoddm. Nad kazdym problémem dlouze pfemyslel a rozvijel si své
teoretické znalosti.

Od fijna 2020 na zaklad¢ vybérového fizeni postoupil na vysokoskolskou pracovni pozici
ptirodovédny analytik-diagnostik. Na tomto postu se jiz vénoval laboratornimu zkou$eni
vzorkll POR vyspélymi laboratornimi technikami zavedenymi pro kontrolu POR, jako je FTIR
a Ramanova spektrometrie, termogravimetricka analyza (TGA), stanoveni velikosti ¢astic,
¢i diferen¢ni scanovaci kalorimetrie (DSC).

V roce 2021 uspésné zapocal pracovat na vyvojovém tikolu VU 90.03/2021 na téma , Méfeni
velikosti ¢astic a jejich distribuce ve vzorcich POR s vyuzitim Mie a Fraunhoferovy difrakce
ajejich vzajemné porovnani“. Honza stihl naméfit poCatecni soubor dat a optimalizovat
podminky méfeni vzorkii POR. Do méfeni byly zahrnuty vzorky &Etyt riznych formulaci POR.
BohuZel jiz nestihl naméfeny soubor dat vyhodnotit a na zédklad¢ vysledkl pokracovat v dalSich
meétenich.

Honza byl vzdy tichy, pracovity a bezkonfliktni kolega, ktery byl ochotny kazdému pomoci.
Na takové kolegy se opravdu nikdy nezapomina.

Cest jeho pamatce.

Za kolektiv OdZPOR Ing. Olga Novakova, vedouci
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Stanoveni obsahu spalitelnych latek v hnojivech vypoctem

Vaclav Rypl

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
ONRL Plzen, Slovanska alej 20, 326 00 Plzen

vaclav.rypl@ukzuz.cz

1 Uvod

Tato prace byla zaméfena na stanoveni obsahu spalitelnych latek v hnojivech vypoctem
s vyuzitim hodnoty celkového obsahu uhliku a dusiku stanovené pomoci CN analyzatoru. Tento
postup nahrazuje casové naro¢né stanoveni celkového dusiku Kjeldahlovou metodou,
umoznuje ziskat skute¢nou hodnotu C : N. Tento postup nahrazuje pracny postup stanoveni

spalitelnych latek gravimetrickou metodou, produktivita prace v laboratofi se zvySuje.

2  Material a metody

2.1 Pristroje a pomiicky

CN analyzator Primacs SNC-100 firmy Skalar.
Laboratorni vahy Sartorius CP64.

Sada kelimkt pro stanoveni TC a TN.

2.2 Chemikalie
EDTA, (99,4 — 100,6) %, Merck.
Sulfadiazin, min. 99,0 %, Sigma.

Set chemikalii pro piistroj Primacs SNC100 firmy Skalar.



2.3
23.1

Vzorky

Vzorky pro vytvoreni modelu

Na sad¢ nezdvislych vzorkl byl vytvofen regresni model pro popis vztahu vysvétlované

proménné (spallat) a vysvétlujicich proménnych (Cs, Ns, Ns-N). V tabulce 1 jsou vysledky

méieni jednotlivych parametra, vlastnosti vzorki a regresnim modelem vypocitané hodnoty

spalitelnych latek.

Popisky a vysvétleni jednotlivych sloupcti tabulky 1:

Vzorek — ¢islo vzorku a rok analyzy.

Skup — skupenstvi vzorku (pev = pevné, kap = kapalné).

Spallat — spalitelné latky v % zmé&fené referenéni metodou.

Cs — uhlik v susin¢ v % zméfeny pomoci CN-elementarniho analyzatoru.

Ns — dusik v susin€ v % zméfeny pomoci CN-elementarniho analyzatoru.

Ns-N — rozdil dusik v susin¢ minus dusik v pivodnim vzorku.

Matr — typ vzorku (komp = kompost, orgmin = organomineradlni hnojivo,
organic = organické hnojivo, sub = péstebni substrat, sep = separat, stat = statkové
hnojivo, zem = zemina, wag = kal a sediment, biostim = biostimulant, dig = digestat,
hydrol = hydrolyzat, mineral = mineralni hnojivo, pel_kun = peletkovany konisky hnij,
pom_rost pr = pomocny rostlinny ptipravek, ziv_mouc = zivocisSnd moucka, kal = kal,
sedim = sediment, cvrcek = hnojivo z cvrékd, sapro = sapropel, vypalky = zbytky
po lihovarnické vyrob€, hnuj = hndj, verm = vermikompost, Cerer+guan = cererit
S guanem, humin = huminové latky, prir_hnoj = pfirodni hnojivo, mrva-kejda = mrva
s kejdou, neuvedeno).

Matr_zk — prevazujici matrice (min = mineralni, org = organické,
orgmin = organomineralni, neuvedeno).

m1701 — hodnoty vypocitané pomoci vytvoreného regresniho modelu v %.



Tabulka 1. Zkracena tabulka vysledki pro tvorbu modelu.

Vzorek |Skup Spallat |Cs Ns Ns_N matr matr_zk | m1701
143 2019 |pev 81,2 47,2 4,2 2,6 komp org 83,0
144 2019 | pev 40,0 21,1 19 0,7 komp org 39,2
145 2019 |pev 44,2 22,5 1,7 0,8 komp org 40,9
146 2019 | pev 32,3 16,8 1,9 0,7 komp org 32,3

Pro vytvofeni modelu bylo pouzito 105 vzorkd, z toho:
e 1 X biostimulant,
e 8 x digestat,
e 1 X hydrolyzat,
e 55 x kompost,
e 3 x mineralni hnojivo,
e 7 x organické hnojivo,
e 4 x organomineralni hnojivo,
e 1 x peletkovany konsky hntj,
e 1 x pomocny rostlinny prostredek,
e 2 X separat,
e 2 x statkové hnojivo,
e 14 x substrat,
e 4 x kontrolni vzorek kalu a sedimentu,
e 1 X zemina,
e 1 xneuvedeno.
Z hlediska skupenstvi bylo pouzito 91 pevnych vzorki a 14 kapalnych vzorki.
Z hlediska prevazujici matrice byly pouZity 3 vzorky &ist€ mineralnich hnojiv, 94 vzorkl
S prevazujici organickou matrici, 7 vzorkti s matrici organickou i mineralni, u jednoho vzorku

matrice nebyla uvedena.




2.3.2  Vzorky pro ovéreni modelu

Na sad¢ nezavislych vzorki byl ovéfovan vypocitany regresni model. V tabulce 2 jsou vysledky
méieni jednotlivych parametra, vlastnosti vzorka a regresnim modelem vypocitané hodnoty
spalitelnych latek.

Popisky a vysvétleni jednotlivych sloupcti tabulky 2 jsou stejné jako u tabulky 1.

Tabulka 2. Zkracena tabulka vysledki pro ovéireni modelu.

Vzorek |Skup Spallat |Cs Ns Ns N matr matr zk |m1701
2019 355 | kap 57,3 76,2 15,1 14,5 dig org 126,6
2019 368 | pev 73,6 44.8 8,6 0,1 ziv_mouc |0rg 99,5
2019 371 |pev 44,0 21,7 3,2 0,0 kal org 46,4
2019 372 |pev 6,6 2,9 0,2 0,0 sedim org 6,9

Pro ovéfeni modelu bylo pouzito 117 vzorkd hnojiv, z toho:
e 3 x cererit s gudnem,
e 1 xhnojivo z cvrekd,
e 7 x digestat,
e 7 x hntj (dale nespecifikovany),
e 1 x huminové latky,
e 1 x hydrolyzat,
o 1 xKkal,
e 62 x kompost,
e 4 x mineralni hnojivo,
o 2 x mrva-kejda,
e 4 x organické hnojivo,
e 5 x organomineralni hnojivo,
e 2 X pfirodni hnojivo,
e 1 xsapropel,
e 1 x sediment,
e 4 x statkové hnojivo,

e 6 X substrat,



e 3 x vermikompost,

e 1 x lihovarnické vypalky,

e 1 x ZivociSna moucka.
Z téchto vzorkl bylo 100 v pevném skupenstvi a 17 v kapalném skupenstvi.
Z hlediska pfevazujici matrice byly 4 vzorky cist€¢ mineralni hnojiva, 101 s pfevazujici
organickou matrici, 12 vzorki s matrici organickou i mineralni.
Z nésledujiciho porovnani byly vylouceny vzorky, které nespliiovaly kritérium platnosti
regresniho modelu, tj. nachazely se mimo interval (4 — 96) % spalitelnych latek predpovézenych
regresnim modelem. Vylouceny tak byly vzorky: 2019 355, 2019 368, 2020_28, 2020_107.
Dale byl vylou€en vzorek 2020 63, protoze byl ve vybéru dvakrat; byl sice dvakrat zméten, ale
pro ovéfeni je tfeba pouzit nezavislé vzorky a v tomto piipadé by doslo k opakovani, a tedy
Kk poruseni jednoho z pfedpokladu statistického testovani.

Pro vlastni statistické testovani bylo tedy vyuZzito 112 vzork.

2.4 Metody

241  TC - celkovy uhlik

Uhlik ptfitomny ve vzorku se oxiduje na oxid uhli¢ity termickym rozkladem v proudu kysliku
pii teploté¢ 1100 °C. MnoZstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého se stanovi pomoci detektoru
pracujicim v infracervené oblasti spektra. Behem ohtevu vzorku na teplotu 900 °C nebo vyssi

nez 900 °C se kvantitativné rozlozi organicky uhlik i pfitomné uhli¢itany.

24.2 TN - celkovy dusik
Vzorky se spaluji pii teploté 1100 °C v proudu kysliku. Ze vniklé smési plynt se odebere
alikvot, ze kterého je po redukci oxidli dusiku separovan N2, jenz se pomoci helia privede

na teplotné vodivostni detektor (TCD).

2.4.3  Stanoveni suSiny
Obsah susiny byl stanoven podle Jednotnych pracovnich postupt — Zkouseni hnojiv, postup €.

20001.1 — Stanoveni obsahu vlhkosti gravimetricky a dopocet suSiny.



2.4.4  Stanoveni spalitelnych latek (spallat = LOI)
Obsah spalitelnych latek byl stanoven podle Jednotnych pracovnich postupt — Zkouseni hnojiv,

postup ¢. 20010.1 — Stanoveni obsahu popela a spalitelnych latek gravimetricky.

Obsahy byly vypocteny podle vypocetnich vztaht:

100
Cs =CX—
sus
100
Ns =N X—
sus

Kde

Cs je — celkovy obsah uhliku v susiné (%),

C — celkovy obsah uhliku v ptivodnim vzorku (%),
Ns — celkovy obsah dusiku v susing (%),

N — celkovy obsah dusiku v piivodnim vzorku (%),

sus — obsah suSiny (%).

Pro konstrukci regresniho modelu je nicméné nutné zavést jesté dalsi parametr, kterym je rozdil
dusiku v susing a dusiku v ptivodnim vzorku (Ns — N).
Vypocet:

Ns_ N=Ns —N

Kde
Ns_N — je rozdil celkovy dusik v susiné minus celkovy dusik v ptivodnim vzorku,
Ns — celkovy obsah dusiku v susing (%),

N — celkovy obsah dusiku v piivodnim vzorku (%).

Potfebnost parametru Ns_N vyplyne pii tvorbé regresni zavislosti. Z parametri této zavislosti
je pak zjevné, Ze tento parametr ma v regresni rovnici velky vyznam. Z grafickych vyhodnoceni
pak zase vyplyne, Ze tento vyznam se projevuje jen u nékterych vzorkd. Jsou to predevsSim

vzorky kapalné.



3 Vysledky a diskuse
3.1 Vytvoreni regresniho modelu

Regresni model byl vytvoren na zaklad¢ dat uvedenych v tabulce 1, ktera je uvedena v oddilu
2.3.1. Ze zmétenych hodnot susiny (sus), celkového uhliku a celkového dusiku (TC a TN)
V piivodnim vzorku byly vypocitany obsahy obou prvkl v susiné vzorku Cs a Ns. Dale byl
vypocten rozdil hodnot Ns — N. Ze ziskanych parametrii Cs, Ns a Ns — N byl vytvofen regresni
model (m1701).

Regresni statistika

Nasobné R 0,972981
Hodnota spolehlivosti R 0,946692
Nastavend hodnota spolehlivosti R 0,945109
Chyba str. hodnoty 5,438617
Pozorovani 105
ANOVA
Rozdil 5 M5 F yznamnost F
Regrese 3 53054,07 17684,69 5978888 3,97E-64
Rezidua 101 2987,434 29,57856
Celkem 104 56041,5

Koeficientyba stf. hodr  t Stat  Hodnota P Dolni 95% Horni 95% Jolni 99,0%Horni 99,0%

Hranice 1,503709 1,261259 1,192228 0,235966 -0,99829 4,005708 -1,80758 4,815002
Cs 1,626536 0,043911 37,04129 1,37E-60 1,539427 1,713644 1,511251 1,74182
Ns 2,969736 0,216066 13,74458  7,3E-25 2,54112 3,398353 2,40248 3,536993
Ns_N -3,01385 0,290241 -10,3839 1,28E-17 -3,58961 -2,43809 -3,77584 -2,25185

Obrazek 1. Regresni model m1701.

Regresni koeficienty: pro usek byla vypocitana hodnota 1,503709, pro Cs hodnota 1,626536,
pro Ns 2,969736 a pro parametr Ns-N —3,01385.

Pro odhad hodnoty spalitelnych latek tak 1ze vyuzit rovnici:

spallat = 1,503709 + Cs x 1,626536 + Ns x 2,969736 + Ns-N x (—3,01385)

Kde

spallat — spalitelné latky (LOI) (%),

Cs — celkovy uhlik v susing (%),

Ns — celkovy dusik v susiné (%),

Ns-N — rozdil dusik v sus$in¢ minus dusik v pivodnim vzorku (Ns-N = Ns — N),

N — dusik v ptivodnim vzorku (%).



Kvalita regresniho modelu je graficky zndzornéna na obrazku 2, odkud je ziejmé, ze shoda

naméfenych hodnot a hodnot predpovézenych modelem je vysoka.
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Obrazek 2. Zavislost hodnot spalitelnych latek vypocitana pomoci regresniho modelu
(m1701).

Prehledové statistiky

mean =d ICR 0% 25% S0% T5%
C= 26.186565 12.867865 17.4163563 1.7233814 1e.7528473 22.7233224 34.16%204
Hs 3.731677 €.076635% 2.320246l1 0.1213136 1.3566945 1.901e456 3.676941
NS_N 2.105388 4.,609820 0,588932¢ 0.0000000 0.48599564 0.726277c¢ 1.078889
spallat 48.833879 23.213371 36.7848B662 3.9772366 31.9850224 42.7528B571 68.76%889
100% n
Cs 53.64358 1035
Hs= 46.61980 105
NS_N 28.7481ls 105
spallat 95.96750 105

Obrazek 3. Prehledové statistiky (mean = aritmeticky primér, sd = smérodatna
odchylka, IQR = mezikvartilové rozpéti, 0% = minimum, 25% = 1. kvartil, 50% = median,
75% = 3. kvartil, 100% = maximum, n = pocet vzorkii).

Koncentra¢ni rozvrstveni je pro obsahy spalitelnych latek a pro Cs (uhlik v susin¢€) piiblizné
rovnomérné, kdy jednotlivé kvartily jsou obsazeny piiblizné stejnym poctem vzorkd a jejich
rozdéleni bude ptiblizn€ normalni, protoZze median a aritmeticky pramér jsou piiblizné stejné.
To vSak neplati pro parametry Ns a Ns-N, kde jsou vyznamné¢ vice zastoupeny vzorky s nizkymi

hodnotami. Regresni model mtize byt platny v intervalu 4 % az 96 % obsahu spalitelnych latek.
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Obriazek 4. Parové porovnani proménnych.

Grafy na obrazku 4 byly vytvoteny ve statistickém softwaru R. Vztah mezi spalitelnymi latkami
(spallat) a uhlikem v susin¢ (Cs) je linearni, ale v horni ¢asti grafu jsou velké odchylky. Tyto
odchylky ftikaji, Ze pokud bychom se pokusili vysvétlit parametr spallat jen pouze pomoci
uhliku v su$ing, vysledek by byl zatizen velkymi chybami, které nejsou ndhodné. Na zakladé
tohoto vysledku byly do regresniho modelu pfidany i dalsi parametry, a to dusik v suSiné (Ns)
a parametr Ns-N (nevazany tékavy dusik). Vztah mezi spalitelnymi latkami a ob&ma
dusikovymi parametry nelze snadno interpretovat, protoze pii nizSich obsazich se vztah téchto
proménnych jevi jako linearni, naopak pti vysSich obsazich se vztahy mezi témito parametry

vytraci. Stejné€ jako spalitelné latky 1ze popsat 1 vztah parametru Cs k parametriim Ns a Ns-N.
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Jako posledni zbyva k popisu vztah parametri Ns a Ns-N. Jsou zde dv¢ skupiny latek. V prvni
skupinég se s rostouci hodnotou Ns-N (nevéazany te¢kavy dusik) zvysuje i hodnota Ns (celkového
dusiku), coz odpovida vzorklim s vys$simi obsahy vlhkosti nebo kapalnym vzorkiim. Ve druhé
skupiné je parametr Ns-N prakticky konstantni a na hodnoté celkového dusiku nezavisi,
coz odpovida vzorkim s nizkym obsahem vlhkosti pfiblizn¢ do 10 %. Zaroveii to jsou Casto
vzorky tzv. organomineralni tj. s pfidanym anorganickym hnojivem k organické matrici nebo
to jsou peletky apod., zpravidla vzorky néjak primyslové upravené. Velmi suché vzorky
nemohou ztracet dusik v susici 105 °C fazi stanoveni spalitelnych latek a neni zde tedy korelace
,»Ns vs Ns-N*, Ktivka prolozena témito body je témé&f rovnobézna s 0sou y nebo x v zavislosti

na uspotadani grafu.

3.2 Ovéreni modelu na sadé nezavislych vzorki
Regresni model byl ovéten pomoci sady neznamych nezavislych vzorki uvedenych v tabulce 2,
kterd se se nachazi v oddilu 2.3.2. Byla porovndna data vypocitand regresnim modelem

(m1701) s hodnotami naméfenymi referen¢ni metodou (spallat).

100,0
90,0
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70,0
60,0
50,0
40,0

30,0
20,0
10,0

0,0

B spallat @ m1701

Obrazek 5. Porovnani dat namérenych referenéni metodou (spallat) a vypocitanych
pomoci regresniho modelu (m1701) %.
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Ciselné byly oba vybéry porovnany pomoci piehledovych statistik

spallat m1701

Stf. hodnota 47,66074 Stf. hodnota 47,16725
Chyba stt. hodnoty 2,036896 Chyba stt. hodnoty 1,985083
Median 42,56035 Median 42,80017
Modus Modus

Smér. odchylka 21,55648 Smér. odchylka 21,00815
Rozptyl vybéru 464,6817 Rozptyl vybéru 441,3423
Spicatost -0,93814 Spicatost -0,84273
Sikmost 0,302691 Sikmost 0,343366
Rozdil max-min 82,976 Rozdil max-min 88,48821
Minimum 6,204 Minimum 6,886487
Maximum 89,18 Maximum 95,3747
Soucet 5338,003 Soucet 5282,732
Pocet 112 Pocet 112
Hladina spolehlivosti Hladina spolehlivosti

(95,0 %) 4,036244 (95,0 %) 3,933575

Obrazek 6. Piehledové statistiky vybéra spallat a m1701.

Z grafu na obrazku 5 a z tabulky na obrazku 6 vyplyva, Ze oba vybéry jsou si velmi podobné,
maji podobnou stfedni hodnotu jak aritmeticky primér, tak i median. Rozptyly obou vybért
jsou podobné, vybéry se lisi jen mirn¢ u nejvyssich hodnot. Lze tedy predpokladat shodu
rozptyli obou vybéri. Z hlediska rozdéleni lze usuzovat, ze vybéry jsou blizké normalnimu
rozdéleni.

Shoda rozptyld obou vybért byla otestovana pomoci F-testu.

Dvouvybérovy F-test pro rozptyl

spallat ml1701
Stf. hodnota 47,66074 47,16725
Rozptyl 464,6817 441,3423

Pozorovani 112 112
Rozdil 111 111
F 1,052883

P(F<=f) (1) 0,393259
Fkrit(1)  1,368324

Obrazek 7. Dvouvybérovy F-test pro rozptyl.
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Vypocitané F kritérium 1,052883 je mensi nez kriticka hodnota 1,368324, rozptyly obou vybéra
jsou shodné.
Shoda stiednich hodnot obou vybérti byla porovndna pomoci dvouvybérového parového t-testu

na stfedni hodnotu.

spallat  m1701
Stt. hodnota 47,66074 47,16725
Rozptyl 464,6817 441,3423
Pozorovani 112 112
Pears. korelace 0,972565
Hyp. rozdil sti. hodnot 0
Rozdil 111
t Stat 1,041414
P(T<=t) (1) 0,149973
t krit (1) 1,658697
P(T<=t) (2) 0,299947
t krit (2) 1,981567

Obrazek 8. Dvouvybérovy parovy t-test na sti‘edni hodnotu.

Ptijima se hypotéza o nulovém rozdilu parti hodnot, protoze vypoctené statistické kritérium
tStat=1,041414 je mensi nez oboustranna kritickd hodnota o = 0,05 Studentova rozdéleni

t krit (2)=1,981567. Regresni model tedy poskytuje stejné vysledky jako referen¢ni metoda.

Dale bylo porovnani provedeno pomoci linearni regrese.

Chyba
St Hodnota Dolni Horni Dolni Horni
Koeficienty hodnoty t Stat P 95% 95% 99,0% 99,0%

Hranice 1,993158 1,129868 1,764063 0,080498 -0,24597 4,232292 -0,96852 4,954842
spallat 0947826 0,021616 43,84777 1,68E-71 0,904988 0,990665 0,891164 1,004488

Obrazek 9. Linearni regrese - hodnoceni useku (Hranice).

Na obrazku 9 je vidét, Ze dolni 95% a horni 95% mez intervalu spolehlivosti
(—0,24597;4,232292) v sobé zahrnuje nulu. Nemlze byt tedy zamitnuta hypotéza, Ze tsek
(Hranice, Koeficienty) je roven nule, a tedy se musi provést i druha regrese, kde se prohlasi,

ze regresni kiivka prochazi nulou.
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Chyba
SIF. Hodnota Dolni Horni Dolni Horni
Koeficienty hodnoty t Stat P 95% 95% 99,0% 99,0%

Hranice o
spallat 0982597 0,008959 109,6775 5,3E-115 0,964844 1,000349 0,959116 1,006077

Obrazek 10. Linearni regrese - hodnoceni smérnice.

Na obrazku 10 je vidét, ze smérnice vypocitané regresni piimky je 0,982597. Vypocitané dolni
a horni meze intervalu spolehlivosti v sobé zahrnuji hodnotu 1, proto Ize prohlasit, ze hodnoty

namétené referencni metodou jsou stejné jako vypocitané pomoci regresniho modelu.

Grafické vyhodnoceni
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Obriazek 11. Porovnani obsahii spalitelnych litek na sadé nezavislych vzorku, kde spallat
(%) byly naméreny referenéni metodou a m1701 (%) vypocitany pomoci regresniho
modelu.

Na obrazku 11 je hodnota smérnice 0,9826. Hodnota koeficientu determinace R2 je 0,9909, tato
hodnota vyjadiuje, jaké procento zakladniho souboru dany regresni model popisuje, v tomto
ptipadé to je 99,09 %. Takovy vysledek naznacuje velkou pfedpovédni silu regresniho modelu
a jeho velkou robustnost. Dvouvybérovy parovy t-test i linearni regrese potvrdily, ze model
spravn¢ predpovedél hodnoty spalitelnych latek na sad€ nezavislych vzorka.

Ze statistického testovani vyplyva, Ze ziskany regresni model tvoii solidni zéklad pro odhad

obsahu spalitelnych latek v organickych a organomineralnich hnojivech. V dal$ich letech bude
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vSak nutné do modelu pribézné dopliiovat dalsi data, aby se zvysila jeho vydatnost. Byly
identifikovany tfi skupiny vzorkd, na které se bude nutné zaméfit. Nejprve jsou to vzorky
kapalné, dale pak vzorky organomineralni s vysokym obsahem dusiku a jako dal$i skupina jsou
to vzorky vykazujici vysoké hodnoty Ns a Ns-N. Tyto skupiny se mohou piekryvat a jakékoliv

rozdéleni do téchto skupin tedy nemiize byt zcela piesné.

4  Zavér

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd je mozné nahradit klasické stanoveni spalitelnych latek
vypocétem pomoci regresniho modelu z dat naméfenych CN-elementarnim analyzatorem.
Pomér C : N jako vyznamny agrochemicky parametr je pak mozné vypocitat ptimo z vysledkt
CN-elementarniho analyzatoru.

Parametr spalitelné latky diive pouzivany pro odhad obsahu uhliku se tak stdva nadbyte¢nym,
a v ramci zefektiviiovani prace neni nutné provadét jeho pracné a pomalé stanoveni. Parametr
jako takovy je nicméné€ z historického hlediska velmi cenny a je vhodné ho zachovat pro jeho

snadnou srozumitelnost a moznost porovnani s historickymi daty.

5  Literatura
1. Jednotné pracovni postupy — Zkouseni hnojiv, 2. vydani, UKZUZ, Brno 2015.
2. Meloun M., Militky J.: Kompendium statistického zpracovani dat, Academia 2002.
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1 Uvod

Tropanové alkaloidy jsou ptirodni toxiny produkované rostlinami, zejména z ¢eledi lilkovitych
(napt. mandragora, blin, rulik zlomocny, durman obecny), rudodfevovitych (rudodiev koka)
a brukvovitych. Mezi nejvyznamngjsi latky této skupiny patii atropin a skopolamin. Ackoliv
se v urCité mife vyuzivaji v 1ékafstvi, konzumace vyssiho obsahu téchto latek predstavuje vazné
zdravotni riziko. Z tohoto diivodu by se obsah atropinu a skopolaminu v krmivech a surovinach
pro jejich vyrobu mél sledovat.

V laboratofi byla zavedena metoda pro stanoveni atropinu a skopolaminu zalozena
na QUEChERS extrakci s naslednou analyzou pomoci LC-MS. Metoda je vhodna pro sledovani

téchto latek v surovinich rostlinného piivodu a spliiuje vSechny legislativni poZzadavky

na vykonnostni kritéria.

2 Teoreticka cast

Tropanové alkaloidy jsou odpovédné za toxické efekty nékterych jmenovanych rostlin a mohou
se vyskytovat ve vSech jejich ¢astech. Potravinatfské plodiny, zejména obiloviny, mohou byt
kontaminovany, pokud se sklizeji spolecné s plevelem, v némz jsou tropanové alkaloidy
obsazeny. Hlavni praktiky pro ¢isténi obilovin nemuseji byt vZdy dostacujici k odstranéni ¢asti
rostlin a semen plevelii. Proto byly tropanové alkaloidy shledany jako nezadouci latky
kontaminujici potraviny a krmiva a z tohoto diivodu také v roce 2013 EFSA vydala védecké
stanovisko [1]. Vroce 2016 byl stanoven legislativni limit pro atropin a skopolamin

v n¢kterych potravinach na bazi obilovin pro kojence a malé déti [2]. Pro krmiva limity
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stanoveny nebyly, ovSem je zadouci a doporucuje se sledovani a monitorovani téchto latek jak
v krmivech, tak v surovinach pro jejich vyrobu [1].

Ackoli bylo identifikovano vice nez 200 tropanovych alkaloid(,, dostate¢né mnozstvi dat
na zhodnoceni toxicity a vyskyt v potravindch a krmivech je dostupné pouze pro atropin
a skopolamin (Obrazek 1). Jako nejvyznamnéjsi z této skupiny latek byly shledany pravé
(-)-hyoscyamin a (-)-skopolamin, které na rozdil od (+)-enantiomerQ jsou tvofeny piirozené.
(+)-hyoscyamin neni stabilni a rapidné podléha racemizaci na atropin, ktery je racemickou

smési (£)-hyoscyaminu v poméru 1 : 1 [1, 3].

~ ch_N

N
~
O ) OH

O 0]

O 0

Atropin Skopolamin

Obrazek 1. Strukturni vzorce atropinu a skopolaminu

Tropanové¢ alkaloidy jsou tvofeny tzv. tropanovym skeletem. Jedna se o cyklicky pyrrolidinovy
a piperidinovy kruh, které spojuje atom dusiku — ten je v této skupiné latek charakteristicky
methylovany. Tropanové alkaloidy vznikaji esterifikaci tropinu s mnoha riznymi kyselinami,
jako je kyselina octova, kyselina propanova, kyselina isobutyrova, kyselina isovalerova,
kyselina tropova, kyselina atropova a dal§i. V pfipad€ atropinu a skopolaminu se jedna
o esterifikaci s kyselinou tropovou [1].

Atropin a skopolamin se vyznacuji silnym antimuskarinovym u¢inkem, kdy dochazi k inhibici
muskarinovych acetylcholinovych receptorit v centralni nervové soustavé. U intoxikovaného
jedince tyto latky vyvoléavaji atlum zlazové sekrece, relaxaci hladkého svalstva, halucinace
a dezorientaci. Zpusobuji poruchu srdecni ¢innosti, zejména pak poruchy srde¢ni frekvence,

nejcastéji tachykardii (zrychleni srde¢ni ¢innosti) [1].
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Tato prace se zabyva validaci metody pro stanoveni atropinu a skopolaminu v materialech
rostlinného pivodu. Metoda pro jejich stanoveni se pouziva k monitoringu téchto toxickych

rostlinnych metabolitti v krmivech a surovinach ur¢enych pro jejich vyrobu.

3 Prakticka c¢ast

3.1 Chemikalie

Methanol (¢istota LC-MS), Fluka.

Kyselina mravenc¢i (Cistota LC-MS), Fluka.

Mravenéan amonny (pro MS), Fluka.

Ultracista voda pfipravena Milli-Q systémem, Millipore Corporation.

Acetonitril (¢istota HPLC), Sigma Aldrich.

Standardy atropin a skopolamin, Sigma Aldrich. Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim

standardii v acetonitrilu. Takto pfipravené zasobni roztoky byly uchovavany pii teploté —20 °C.

3.2 Pristroje a pomucky

Ultrau€inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, ACQUITY UPLC-TQ
MS Xevo (Waters, USA), vybaveny UPLC kolonou, ACQUITY UPLC BEH CI18,
50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA) a piedkolonou, ACQUITY BEH C18 VanGuard,
5mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters, USA).

Analytické vahy.

Ultrazvukova lazei.

Horizontalni tfepacka s rychlosti do 300 kmitl/min.

Centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min.

Centrifugacéni zkumavky polypropylenové (PP) se Sroubovacim vickem o objemech 15 ml
a 50 ml.

Centrifugacni zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml.

St¥ikackové filtry nylonové o velikosti porti 0,2 um (Labicom, Ceské republika).

Sklenéné vialky o objemu 2 ml.
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3.3 Postup pripravy vzorku

Homogenni vzorek byl navazen do centrifugacni zkumavky 0 objemu 50 ml. Ke vzorku bylo
nasledné ptidano 10 ml 0,1% HCOOH. Poté bylo do zkumavky piidano 10 ml acetonitrilu.
Tropanové alkaloidy byly ze vzorku extrahovany tfepanim 20 min na horizontalni tfepacce
pti 150 kmitech/min. Poté byla pfidana pevna smés soli (MgSOs a NaCl) a smési bylo
intenzivné tfepano, aby doslo k rozruseni vzniklych hrudek. VVzorek byl poté odstfedén 5 min
pii 5000 ot/min. Vrchni acetonitrilova vrstva byla pfevedena do 15ml polypropylenové
zkumavky. Zkumavka byla poté uchovavana 2 h pii —20°C tak, aby doslo k vytésnéni
lipidovych koextrakti vzorku. Takto vymrazeny extrakt byl opét odstiedén 5 min
pii 3900 ot/min. Piesné 0,5 ml acetonitrilové vrstvy bylo pfevedeno do zkumavky Eppendorf,
ktera byla poté doplnéna vodou na celkovy objem 1 ml. Po promichani byl roztok zfiltrovan

ptes membranovy filtr a pteveden do vialky.

3.4 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty ptrevedené do 2ml vialky byly analyzovany metodou UPLC-MS/MS ve vhodné
sekvenci vzorkl a standardi. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny
v tabulkdch 1 a 2. Pted analyzou redlnych vzorkl byla ovétfena citlivost systému analyzou
nejniz§tho kalibraéniho bodu a zaroven stabilita retenéniho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy byla zajisténa vyuzitim MRM moddu pii MS

detekci.
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Tabulka 1. Chromatografické podminky UPLC stanoveni.

UPLC - Acquity Waters

Kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Ptedkolona ACQUITY UPLC BEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 pm)
Nastiik 2,5ul

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

Silny promyvaci roztok Methanol

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

0 min (5% B) — 0,2 min (5 % B) — 1,2 min (45 % B) — 4,5 min
(99,5 % B) — 8 min (99,5 % B) — 8,1 min (5 % B) — 10 (5 % B)

Gradient mobilni faze

Tabulka 2. Podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

RT* | Prekurso | CV (eV) | Produktovy ion | CE (eV) | Produktovy ion | CE (eV)

Atropin 0,93 290 35 93,1 35 1241 30

Skopolamin | 0,87 304 30 103 35 138 25

Teplota iontového zdroje — 150 °C, teplota suSiciho plynu — 450 °C, pritok suSiciho plynu —
700 I/h, pratok ,,cone gas™ — 15 I/h, pritok kolizniho plynu — 0,18 ml/min, napéti na kapilaie —

3 kV, ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu

*retencni ¢as (min)

4 Vysledky a diskuse

4.1 Validace stanoveni tropanovych alkaloidii

Metoda pro stanoveni tropanovych alkaloidi je zalozena na QUEChERS extrakci s naslednou
LC-MS analyzou. Stanoveni tropanovych alkaloidl bylo validovano ve vzorcich rostlinného
puvodu (pSenice a seno). Blankové matrice byly obohaceny standardy atropinu a skopolaminu
na tfech koncentraénich hladinach (pSenice — 5 pg/kg, 10 pg/kg a 1000 pg/kg; seno — 50 pg/kg,
100 pg/kg a 1000 pg/kg). Obohaceni bylo provedeno v Sesti opakovanich pro kazdou matrici

zvlast. V ramci validace byla hodnocena citlivost, spravnost, opakovatelnost, selektivita
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a nejistota. V obou testovanych materialech byla splnéna vSechna valida¢ni kritéria, a to podle
SANTE 11945/2015 [4]. Mezi stanovitelnosti (LOQ) byla nejnizsi validovana hladina a lze
Ji tedy nazyvat jako tzv. reportovaci limit (RL). Extrakt sena vykazoval velmi vysokou supresi
signalu — matri¢ni efekt, a proto bylo nutné navysit RL z pivodné testovanych 5 ng/kg
az na 50 pg/kg. Linearni kalibracni rozsah byl pro oba analyty ve validovaném rozpéti
s korela¢nim koeficientem vétsim nez 0,999. Vysledna valida¢ni data jsou uvedena v tabulce 3.
Selektivita je schopnost metody selektivné¢ zméfit validovanou vlastnost, tzn., ze vliv
potencialnich interferenti je nevyznamny. V ptipad¢ LC-MS analyz jsou pozorovany matricové
efekty (ME) v jejichz dusledku je ovlivnén signal analytu pfitomnosti matrice (Tabulka 3).
V ramci validace byly ME sledovany v extraktech obou testovanych matric. Matri¢ni efekt byl
pocitan podle nasledujici rovnice: ME = smérnice kalibra¢ni kfivky v matrici/smérnice
kalibracni ktivky v rozpoustédle *100. Vzhledem k ptitomnosti ME v obou testovanych
materialech byla kvantifikace obsahu mykotoxint provedena s vyuzitim matricové kalibrace.
Stanoveni opakovatelnosti vychdzi z vicendsobného méfeni matrice obohacené standardem
alkaloidu na riznych hladinach (Tabulka 3).

Spravnost metody (70 — 120) % pro stanoveni tropanovych alkaloidii s pozadavkem
na maximalni rozsifenou nejistotu (< 50) podle SANTE 11945/2015 [4] byl splnén v extraktu
pSenice na hladiné 5 pg/kg a v extraktu sena diky vyraznym matri¢nim efektim az na hladiné

50 pg/kg. Tyto hladiny mohou byt tedy LOQ, tj. RL metody.

Tabulka 3. Valida¢ni parametry atropinu a skopolaminu.

Matrice PSenice Seno

Analyt Atropin Skopolamin Atropin Skopolamin
Koncentrace pg/kg 5 10 | 1000 | 5 | 10 | 1000 | 50 |100|1000| 50 | 100 | 1000
Spravnost (%) 85 | 91 86 92 | 93 76 96 | 84 | 8 | 114 | 89 82
Opakovatelnost (%) | 17 | 12 4 17 8 2 8 7 3 16 9 4
LOQ 5 5 50 50

ME 89 89 26 13

RT 0,93 0,87 0,93 0,87

Pro identifikaci tropanovych alkaloidi ve vzorcich byla pouzita kritéria podle SANTE
11945/2015 [4], tj. reten¢ni ¢as (RT) a pomér sledovanych kvantifika¢nich a konfirmacnich
iontli. Povolena odchylka RT pro LC je + 2,5 %. Povoleny rozsah pomért sledovanych iontt

je zavisly narelativni intenzit¢ sledovanych iontd. Pfitomnost sledované latky ve vzorku
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je potvrzena, pokud pomér intenzity sledovanych iont stanoveny ve vzorku odpovida poméru
stanoveného ve standardu.
Spravnost metody byla navic ovéfena porovnanim vysledkli se Statni zemédé€lskou

a potravinarskou inspekci. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 4.

Tabulka 4. Ovéfeni spravnosti.

Analvt Nézev PiedloZena Zmé&iena hodnota | z-score/vytéZznost
Y hodnota (ug/kg) (ng/ke) (%)

Atropin SZPl vz. P2063 1700 + 850 1310 -0,46/77

Skopolamin SZPI1 vz. P2063 300 + 150 314 0,09/105

Vysledky validace potvrdily schopnost, spravné stanovit atropin a skopolamin ve vzorcich

rostlinného ptavodu.

4.2 Analyza realnych vzorki

Vyvinuta metoda byla pouZita pro sledovani tropanovych alkaloidt v redlnych vzorcich krmiv.
V ramci monitoringu bylo béhem let 2016 a 2017 v UKZUZ testovano vyvinutou metodou
celkem 106 vzorkt krmiv a surovin pro jejich vyrobu. Atropin byl kvantifikovan ve 12 vzorcich
a skopolamin v 9 vzorcich (Tabulka 5).

Tabulka 5. Pitehled analyzovanych vzorku a jejich kontaminace tropanovymi alkaloidy.

Material Pocet testovanych vzorkt Pocet lfontammovanych Vzork.u
Atropin Skopolamin
Doplitkové krmivo 9 3 2
JeCmen 17 0 0
Kompletni krmivo 12 4 3
Kukufice 7 1 1
Ostropestiec 1 0 0
Oves 4 0 0
Pivovarské mlato 1 0 0
PSenice 31 1 0
Seno 18 3 3
Triticale 3 0 0
Vojteska 1 0 0
Zito 2 0 0
Celkem 106 12 9
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Obsah atropinu se ve vétsiné vzorkll pohyboval do 128 pg/kg a skopolaminu do 107 pg/kg.
Takové nalezy jsou v souladu s publikaci Any Romera-Tores [5], kde se maximalni mnozstvi
atropinu v krmivech nachazelo do 148 pg/kg a skopolaminu do 222 pg/kg.

Vyssi nalezy tropanovych alkaloidi byly obsazeny ve dvou vzorcich sena z 18 testovanych
(Obrazek 2). Takto vysoké nalezy mohou byt disledkem naptiklad kontaminace sena
durmanem obecnym, ktery obsahuje vysokd mnozstvi tropanovych alkaloidi. O takové
moznosti kontaminace pojednava dokument EFSA [1]. Né¢kdy miize byt kontaminace sena tak
vyznamnd, Ze vysoky obsah tropanovych alkaloidii miZe zvifatim po poZiti zpisobit vazné

intoxikace, dokonce i smrt [6].

650 607

ng/kg

m Atropin = Skopolamin

Obrazek 2. Obsahy atropinu a skopolaminu v pozitivnich vzorcich.

V krmivech a surovinach pro jejich vyrobu nejsou k datu stanoveny maximalni limity
pro atropin a skopolamin, a proto nelze zjisténé obsahy téchto latek v testovanych vzorcich
Z tohoto pohledu hodnotit. Nicméné z vysledku monitoringu vyplyva, ze se tyto nebezpecné

alkaloidy v testovaném materialu vyskytuji.
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Vyvinutd metoda miize byt pouzita ke sledovani obsahu téchto nezaddoucich latek a jejich
vyskyt lze ohlaSovat Evropskému ufadu pro bezpecnost potravin EFSA tak, jak pozaduje

Evropské komise. Poskytnut4 data mohou slouzit pro budouci nastaveni legislativnich limitt.

5 Zavér

V ramci prace bylo validovano stanoveni tropanovych alkaloidd atropinu a skopolaminu
ve vzorcich rostlinného plvodu. Validované parametry spliiovaly pozadavky uvedené
v SANTE 11945/2015 [4]. Spravnost metody byla navic ovéfena porovnanim se vzorkem,
ktery laboratofi poskytla Statni zemédélska a potravinaiska inspekce. Vyvinuta metoda
je vhodna pro stanoveni atropinu a skopolaminu v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu.
Metoda je snadna, rychla, finan¢né usporna a lze ji rozsifit o stanoveni novych analyta.

Monitoring tropanovych alkaloidt potvrzuje pfitomnost téchto analyt ve vzorcich. Je vhodné

sledovat obsahy téchto latek a pozitivni nalezy hlasit EFSA tak, jak pozaduje Evropska komise.
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Zavedeni kvalitativniho screeningového elementu bar

pomoci qPCR

Ji#i Cuhel
Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

jiri.cuhel@ukzuz.cz

1 Uvod

Screeningovy element bar (z angl. ,,bialaphos resistence®) se vyuziva pii detekci genetickych
modifikaci (GM) v rostlinném materialu, osivech, krmivech a krmnych smésich. Jedna se o gen
kodujici phosphinothricin N-acetyl transferasu a do transgennich plodin byl pfenesen z bakterie
Streptomyces hygroscopicus. Stavajici analyza tohoto screeningového elementu v NRL
UKZUZ pomoci klasické PCR poskytuje nejednoznaéné vysledky a ¢asto se musi opakovat.
Stanoveni pomoci qPCR vyznamné zlepsi specificitu amplifikovaného iseku DNA. Cilem této
prace bylo verifikovat validovanou metodu kvalitativniho stanoveni screeningového elementu
bar pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce (QPCR) a zavést ji do laboratorni praxe

Odd¢leni mikrobiologie a biochemie (OdMB).

2 Material a metody

Chemikalie

Rotor-Gene Probe PCR Kit (QIAGEN).

PCR voda.

Rotor-Gene Probe PCR Master Mix (dale Rotor-Gene Mix).

Amplifika¢ni primery

Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.
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Forward primer pro vnitini (referen¢ni) gen ryze (gen PLD pro fosfolipasu D)
e KVM159: 5’- TGG TGA GCG TTT TGC AGT CT -3".

Reverse primer pro vnitini (referen¢ni) gen ryze (gen PLD pro fosfolipasu D)
e KVM160: 5°-CTG ATC CAC TAG CAG GAG GTC C-3".

Forward primer pro screeningovy element bar
e BAR-F (RapB-F1): 5>-ACA AGC ACG GTC AACTTC C-3".

Reverse primer pro screeningovy element bar

e BAR-R (RapB-R1): 5’-GAG GTC GTC CGT CCA CTC-3".

Sondy
Pro analyzy byly pouzity hydrolyzaéni sondy TagMan se znatenim FAM (6-
carboxyfluorescein) a BHQ1 (Black Hole Quencher 1) od firmy Elisabeth Pharmacon. Tyto

sondy jsou ¢teny v zeleném kanélu, ktery ma rozsah vlnovych délek (470 — 510) = 10 nm.

Sonda pro vnitini (referen¢ni) gen ryze (gen PLD pro fosfolipasu D)
e TMO013: 5’-FAM-TGT TGT GCT GCC AAT GTG GCC TG-BHQ1-3".
Sonda pro screeningovy element bar

e BAR-P (RapB-S1): 5°-FAM-TAC CGA GCC GCA GGA ACC-BHQ1-3".

Pouzité referenéni materialy

AOCS 0306-D4

Interni oznaceni CRM 4/2019, obsahuje 0 % m/m geneticky modifikované ryze (blank).
Certifikovany referen¢ni material byl dodan od AOCS (The American Oil Chemists' Society)
ve form¢é genomové DNA izolované z listi. Byly k dispozici dva izolaty DNA, tj. dvé

mikrozkumavky s DNA interné oznafené A a B stejné SarzZe.

AOCS 0306-19

Interni oznaceni CRM 5/2019, obsahuje 100 % m/m geneticky modifikované ryze LLRice62.
GM ryze LLRice62 obsahuje screeningovy element bar. Certifikovany referenéni material byl
dodan od AOCS (The American Oil Chemists' Society) ve form& genomové DNA izolované

Z listu.
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ERM® - BF410dp

Interni ozna¢eni CRM 2/2018, obsahuje 1% m/m geneticky modifikované s6ji MON40-3-2.
Certifikovany referencni materiadl byl dodan od IRMM (Institute for Reference Material
and Measurements) ve form¢ kukufi¢ného Srotu, ze kterého byla vyextrahovana DNA

podle JPP ¢. 10252.1.

IRM 1/2010
Interni referencni material (ryze), ze kterého byla vyextrahovana DNA podle JPP ¢. 10252.1.

Pristroje a pomiicky

Termocykler Rotor-Gene Q 5plex (Qiagen).

3 Pracovni postup

Popis metody
Metoda je pIné& v souladu s JPP UKZUZ
e 10262.1 Kvalitativni stanoveni screeningovych element a genetickych modifikaci
metodou qPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu,
¢ 10263.1 Vyhodnoceni kvalitativniho stanoveni screeningovych elementii a genetickych
modifikaci metodou qPCR)
a s validovanou metodikou JRC pro stanoveni screeningového elementu bar (Grohmann et al.,
2009). Sekvence amplifikacnich primeri, sond, programy a koncentrace PCR smési vychazeji
z validované metodiky JRC pro stanoveni screeningového elementu bar (Grohmann et al.,
2009):
Primery: BAR-F (RapB-F1), BAR-R (RapB-R1).
Sonda: BAR-P (RapB-S1).
Délka amplikonu: 60 bp.
V tabulce 1 je uveden amplifikacni program PCR a tabulka 2 popisuje slozeni reakéni smési
PCR.
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Tabulka 1. Amplifika¢ni program pro screeningovy element bar.

. Akvizice dat
Teplota Cas Pocet
Faze fluorescence
(°C) (s) cykli
(zeleny kanal)
Pocatecni denaturace 95 600 ne 1
Denaturace 95 15 ne
45
Annealing a elongace 60 60 ano
Tabulka 2. SloZeni reak¢ni smési PCR pro screeningovy element bar.
Slozka Koncentrace Finalni Objem
roztoki koncentrace (ul/reakce)
PCR voda 7,025
Rotor-Gene Mix 2 x 1x 12,5
Primer F: BAR-F (RapB-F1) 20 uM 0,14 uM 0,175
Primer R: BAR-R (RapB-R1) 20 uM 0,14 uM 0,175
Sonda: BAR-P (RapB-S1) 20 uM 0,1 uM 0,125
Templatova DNA 20 ng/ul 5
Objem smési v¢. templatu 25

Verifikace metody

Verifikace metody probé¢hla v souladu s verifikaéni metodikou pro implementaci validovanych
metod testovani GMO (Hougs et al., 2017). Z validacnich parametra se stanovovala pouze mez
detekce (LOD), protoze se jednalo o kvalitativni analyzu.

Izolaty DNA (CRM 4/2019, CRM 5/2019, IRM 1/2010) byly otestovany na piitomnost
inhibitort PCR podle verifika¢ni 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/ul a ob& dvé fedéni byla podrobena kvantitativnimu stanoveni vnitiniho
ryzového genu PLD podle Mazzara et al. (2006). Pfi této analyze byly pouZity primery
KVM159 a KVM160 a sonda TMO013. V tabulce 3 je uvedeno sloZeni reak¢éni smési PCR
a amplifikacni program je stejny jako v pfipad¢ screeningového elementu bar (tabulka 1). Poté

se vypocital rozdil mezi stanovenymi hodnotami Ct (pocet cykll, pti kterém fluorescence
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vytvoiena amplifikaci cilové DNA ptekro¢i prahovou hodnotu) u jednotlivych fedéni (ACt)
a ten se porovnal s teoretickou hodnotou ACt (v tomto ptipade = 2). Absolutni hodnota rozdilu
mezi stanovenou a teoretickou hodnotou ACt musi byt <0,5. VSechny izolaty DNA prosly timto
testem uspésné, ucinek inhibitortt PCR u nich nebyl prokéazan.

Po provedeni testu inhibice byly oba dva izolaty DNA A a B s0 % GM m/m (CRM 4/2019)
smichany. Vysledna smés pak slouzila k fedéni DNA se 100 % GM m/m (CRM 5/2019)
na nizsi hodnoty obsahu GM. CRM s jinymi hodnotami obsahu GM nez 0 a 100 % GM m/m
totiZz nejsou v piipadé LLRice62 komeréné dostupné a je nutné si je pfipravit. Postup tohoto
fedéni je detailné popsan ve verifikaéni metodice pro implementaci validovanych metod
testovani GMO (Hougs et al., 2017). Pétibodova kalibraéni kiivka pro ucely pfesného stanoveni
koncentrace DNA v CRM 4/2019 a CRM 5/2019 byla vytvofena postupnym fedénim (1 : 4)
izolatu DNA z IRM 1/2010. Jako negativni kontrola byla vyuzita DNA izolovana z CRM
2/2018. Timto postupem byly piipraveny t¥i roztoky DNA s nizkou hodnotou genetické
modifikace (GM) LLRice62, a to 0,1; 0,05 a 0,02 % GM m/m. Ty byly poté vyuzity
pii stanoveni meze detekce (LOD).

Podle verifika¢ni metodiky pro implementaci validovanych metod testovani GMO (Hougs et
al., 2017) je pfi stanoveni meze detekce (LOD) materidl s nizkym obsahem GM analyzovan
v celkem 10 opakovanich a pokud jsou vSechna opakovani pozitivni, potom je LOD < dany
obsah GM. Pti validaci metody pro kvalitativni stanoveni screeningového elementu bar byl
LOD stanoven na < 0,02 % (Grohmann et al., 2009). Samotna verifikace prob¢hla na tfech
hladinach GM: 0,1; 0,05 a 0,02 % GM m/m. Jako negativni kontrola byla pii qPCR pouZita
CRM 4/2019 (negativni pro bar).
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Tabulka 3. SloZeni reakéni smési PCR pro vnitini ryZovy gen PLD.

Slozka Koncentrace Finalni Objem
roztoku koncentrace (ul/reakce)

PCR voda 6,75
Rotor-Gene Mix 2 x 1x 12,5
Primer F: KVM159 20 uM 0,2 uM 0,25
Primer R: KVM160 20 uM 0,2 uM 0,25
Sonda: TMO013 20 uM 0,2 uM 0,25
Templatova DNA 20 ng/pl 5
Objem smési v¢. templatu 25

3 Vysledky a diskuse

Pii zavadéni a verifikaci metody pro kvalitativni stanoveni screeningového elementu bar
pomoci qPCR na OdMB se nevyskytly zadné potize. Bylo mozné v plné mite pracovat podle
validované metodiky pro analyzu tohoto screeningového elementu (Grohmann et al., 2009).
Obrazek 1 ukazuje amplifikaéni kfivky (zavislost fluorescence na poctu cykli PCR)
pii stanoveni meze detekce (LOD). Jelikoz ziskané vysledky byly kvalitativni
(detekovan/nedetekovan) (tabulka 4), nebylo nutné je statisticky zpracovavat, ale pouze
vyhodnotit, zda vSech 10 opakovani s nizkou hladinou GM bylo pfi analyze pozitivnich. Bylo
ovéteno, ze lze detekovat obsah screeningového elementu bar i na hladiné 0,02 % GM m/m
a nizsi, protoze vSech 10 opakovani s touto hladinou bylo na detekci bar pozitivnich. Limity
pro minimalné akceptovatelnou vykonnost metody byly dosaZeny — ve validacnim planu bylo
uvedeno 0,1 % GM m/m.

Metoda Kvalitativni stanoveni screeningovych elementti a genetickych modifikaci metodou
qPCR pomoci Rotor-Gene Probe PCR kitu (JPP ¢. 10262.1) je jiz zavedena a akreditovana.

Stanoveni screeningového elementu bar tak bylo zavedeno jako stanoveni nového parametru.
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Obrazek 1. Amplifikaéni kFivky (zavislost fluorescence na poc¢tu cykla PCR) pri stanoveni
meze detekce (LOD) u screeningového elementu bar. Bt — beztemplatova kontrola, Env —
kontrola ¢istoty prostiedi pri pripravé PCR, CRM 4/2019 — negativni kontrola, CRM
5/2019 - pozitivni kontrola.
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Tabulka 4. Ziskané vysledky pfi

verifikaci

metody kvalitativniho

screeningového elementu bar v DNA se tfemi hladinami GM LLRice62.

Hladina GM

Laboratorni opakovani

Detekce bar

0,1 % GM m/m

1

detekovan

detekovan

detekovan

detekovan

detekovan

detekovan

detekovan

detekovan

O©| O N[ oo O | W DN

detekovan
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o
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0,05 % GM m/m
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detekovan

detekovan

detekovan
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0,02 % GM m/m
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detekovan

detekovan

detekovan
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detekovan

(BN
o

detekovan

w
iy

stanoveni




4 Z.avér

Verifikace potvrdila vhodnost pouziti metody pro dany ucel a odpovida zamyslenému pouziti.
Zjisténé validacni parametry prokézaly zptsobilost metody k pouzivani v ramci NRL a jeji
zahrnuti do akreditovanych metod. Metoda kvalitativniho stanoveni screeningového elementu
bar pomoci qPCR se zafadi do postupt zkouseni ptitomnosti genetickych modifikaci u vzorka

krmiv, krmnych smési a osiv.
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