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Zavedeni flash metody pro méieni inhibice luminiscence

bakterie Vibrio fischeri

Martin Varna

Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky, NRL, OMB Brno,
Hroznova 2, 656 06 Brno
martin.vana@ukzuz.cz

1 Uvod

Flash test s bakterii Vibrio fischeri vyuziva pfirozené bioluminiscence tohoto moiského
prokaryotniho organismu. Jelikoz proces bioluminiscence je ptimo spojen s metabolickymi
drahami bakterie, jevi se jako velice vhodny parametr pro sledovani ucinku toxickych latek
obsazenych v testovanych vzorcich na organismus. Flash test pfekonava problémy vyplyvajici
z intenzivniho zabarveni a zakaleni vzorku. Test vychazi z poznatku, ze svételnd produkce
nestresovanych luminiscencnich bakterii zlstava prvnich piiblizné¢ 1000 s trvani testu
konstantni a teprve potom klesa, zatimco svételna produkce toxickou latkou zasaZenych
bakterii klesa ihned. V soucasné dobé se v laboratofi ptidni mikrobiologie a ekotoxikologie
NRL-OMB pouZiva metoda pro stanoveni inhibice luminiscence bakterie Vibrio fischeri, kdy
se méfi inhibice v 5., 15. a 30. minuté. Zavedeni metody inhibice luminiscence motské bakterie
Vibrio fischeri v rezimu kinetiky umoziuje méfeni zhaseni ihned po kontaktu bakterie s
vyluhem. Timto postupem lze méfit i vzorky silné zakalené i barevné bez nutnosti filtrace nebo

centrifugace (moZnost poklesu toxicity vzorku).

2 Cil

Cilem prace bylo zavedeni a optimalizace metody pro méfeni kinetiky Vibrio fischeri podle
CSN ISO 21338:2010 pomoci nasledujicich kroku:
(i) optimalizace nastaveni meéficiho piistroje CHAMELEON s piipojenym injektorem

pro piimy nastiik suspenze Vibrio fischeri



(i)  optimalizace testu za pouziti standardni chemikalie 3,5 — dichlorophenol

(ili)  aplikace metody na 3 vzorcich pudnich extraktl

3 Princip

Zkouska se provadi na motské bakterii Vibrio fischeri. Bakterie pifirozené emituji svétlo, ktere
vznika v organismu pii chemické reakci katalyzované enzymem luciferazou. Tato reakce
probiha pouze za optimalnich podminek pro bakterie. Pokud téchto podminek neni dosazeno
(ptsobeni toxické latky), velice rychle vyhasina i bioluminiscence. Tohoto jevu se vyuZiva jako
ukazatele toxicity testované latky. Inhibice luminiscence se stanovuje u bakterii vystavenych
vhodné zvolenym koncentracim toxické latky. Emise svétla se méfi a zaznamenava od
okamziku pfidani bakterialni suspenze az do dosazeni maximalni hodnoty (obvykle dochazi do
5 s od smichani) a po dob¢ kontaktu 5 min, 15 min a 30 min. Metoda méfici kinetiku reakce
obchazi problémy spojené s intenzivnim zbarvenim a zakalem vzorki. Test je optimalizovan

pro provedeni v 96 jamkovych mikrotitraénich destickach.

4 Material a metody

41  Pristroje a pomucky

4.11  Mikrodestickovy luminometr umistény v termostatu s nastavenou teplotou
na 15 °C.Dilutor s nastavitelnym objemem 1 pl a celkovym objemem 2 ml.

4.1.2  Termostat nastaveny na 15 °C.

413 pH metr.

4.14  Horizontalni tfepacka.

4.15  8-kanalova pipeta (30 — 300) pl.

4.1.6  Automatické pipety (20 —200) pl, (200 — 1000) pl.

4.1.7  Vahy, ptesnost 0,01 g, vazivost do 200 g.

4.1.8 Mikrodesticky pro mefeni luminiscence (bil¢).

419  Stopky.

4.1.10 Testovaci sklenéné nadoby 200 ml.

4.1.11 Pipetovaci vanicky.

4.1.12 Lyofilizovana kultura Vibrio fischeri NRRL B-11177 (Dr. Bruno Lange GmbH & Co
KG), kterd se uchovava pfi teplot¢ —20 °C. Za uvedenych podminek muze byt

skladovana nejméné¢ rok.



4.2 Chemikalie

4.2.1  Chlorid sodny, c(NaCl) = 20 g/l. 20 g NaCl se rozpusti ve vodé, po pievedeni
do 1000ml odmérné bariky se doplni po znacku.

4.2.2  Chlorid sodny, c(NaCl) = 40 g/1 (pro fedéni 2 pti analyze pid). 40 g NaCl se rozpusti
ve vodé, po pfevedeni do 1000ml odmérné baniky se doplni po znacku.

4.2.3  Médium pro lyofilizované bakterie (dale jen ,,VF medium®).
Ve vodé se rozpusti:
20 g chloridu sodného, NaCl
2,035 g hexahydratu chloridu hofe¢natého, MgCl2.6H20
0,30 g chloridu draselneho KCI a po rozpusténi doplni vodou na 1000 ml.
Roztok se uchovava pii —20 °C, pfed analyzou se vytemperuje na 3 °C, c¢ast
se vytemperuje na 15 °C pro piipad fedéni suspenze s pfili§ vysokou aktivitou.

4.2.4 Hydroxid sodny, c(NaOH) = 0,1 mol/l. 4,0 g NaOH se rozpusti ve vod¢, po pievedeni
do 1000ml odmérné barky se doplni po znacku.

4.25  Kyselina chlorovodikova, c¢(HCI) = 0,1 mol/l. 8,77 ml 35% HCI se pfida do vody
a doplni na celkovy objem 1000 ml.

4.2.6  3,5-dichlorofenol (C¢H4OC2), DCF.
Zasobni roztok, ¢(DCF) = 136 mg/l. V roztoku NaCl (20 g/1) se rozpusti 27,2 mg DCF

a tim Ze roztokem doplni do 200 ml.

5 Pracovni postup

Postup je zaloZen na standardizované metodé ISO 21338.
5.1  Priprava suspenze Vibrio fischeri

Priprava zasobni suspenze
Do ampule s lyofilizovanou kulturou V. fischeri se piida obsah ampule ochlazeny asi na 3 °C,
ktery je soucasti kitu dodany spolecnosti Dr. Bruno Lange GmbH & Co KG. Suspenze

se ponecha minimaln€ 30 min v lednicce. Hodnoty luminiscence s dobou skladovani klesaji.

Priprava pracovni suspenze
Pracovni suspenze se pripravi fedénim zasobni suspenze V. fischeri VF mediem (4.2.3)
0 teploté 3 °C tak, aby vysledna hodnota luminiscence byla v rozmezi 300 000 az 800 000.

Pracovni suspenze se dikladné protiepe a umisti na 15 °C. Po 15 min se provede orienta¢ni



méieni a v ptipade, Ze hodnota luminiscence je vétsi nez 1 000 000, pracovni suspenze se dale
ziedi VF médiem vytemperovanym na 15 °C. Jako vhodné se proto jevi pfipravit si
pro orienta¢ni méfeni fedici fadu suspenze V. fischeri. Pti kalkulaci je tfeba vzit v ivahu, Ze pfi
testu se pracovni suspenze V. fischeri fedi zkuSebnim roztokem v poméru (1 : 1). Suspenze se
dikladné protiepe, nalije do pipetovaci vani¢ky a opét umisti do termostatu, ktery je nastaven
na 15 °C. Po celkové dobé temperovani 15 min mize byt pracovni suspenze pouzita pro dalsi
praci. Tato doba by nemé¢la byt zbyte¢né prodluzovéana, luminiscen¢ni aktivita bakterii s Casem

klesa.

5.2 Piiprava testovanych roztoki

pro vytemperovani zkuSebnich roztoka (pfipravna) a desticka, ve které probiha meéteni
(zkusebni). Roztoky fedici fady se piepipetuji z fedici do pfipravné desticky z diavodu
zndhodnéni pozic jednotlivych fedéni v ramci fedici fady. Jedna sada tii desticek umozni
analyzu tfi vzorki; kazdy vzorek se analyzuje ve dvou opakovanich, krajni jamky se pro
analyzu nevyuZivaji.

Piiprava pudnich extraktia

V ptipad¢ testovani toxicity ptidy nebo pidnich materidlti se do 200ml testovacich sklenénych
nadob navazi vzorek odpovidajici 10 g suSiny ve dvou opakovanich. Ptida se tolik vody, aby
celkovy objem extraktantu véetné vody obsazené v puad¢ Cinil 20 ml. Suspenze se necha trepat
24 h na orbitalni tfepa¢ce pfi frekvenci 170 min™, pfi laboratorni teplot&. Po skonéeni extrakce
se zmé&fi pH suspenze. V piipadé€, Ze se pH nachazi mimo rozsah 6,5 az 8,0, upravi se pH na
hodnotu 7,0 + 0,2 roztokem NaOH nebo HCI. Piivodni hodnoty pH, pfipadné upravené hodnoty
se zaznamenaji do tabulky.

Redéni extraktu se definuje jako pomér objemu roztoku k objemu extraktu. Pro piipravu
roztoku o fedéni 2 se pouzije roztok NaCl o koncentraci 40 g/l, pro roztoky o vyssim fedéni
roztok NaCl o koncentraci 20 g/l. Redici fada se napipetuje v fedici mikrodesti¢ce, pro kazdé
opakovani v jedné tadé¢ jamek. Nejprve se do prvni jamky napipetuje 320 pl extraktu
a do nasledujicich jamek roztoky NaCl podle tabulky 1. Pokud vzorek obsahuje velké Castice,
muze se pipetovani usnadnit odiiznutim hrotu $pi¢ky. Poté se pomoci multikanalové pipety

ptipravi fedici fada podle tabulky 2. Vysledna fedici fada je uvedena v tabulce 3.



Tabulka 1. Pipetovani extraktu a roztoka NaCl (4.2.1 resp. 4.2.2) pro p¥ipravu fedici

rady.

Sloupec  S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Roztok Extrakt 4.2.1 422 421 421 421 421 421 421 422
V[ul] 320 150 150 150 150 150 150 250 150 150

Tabulka 2. Postup pripravy fedici Fady.

Krok Zdrojova V [ul] Cilova
jamka jamka
1 S1 150 S3
2 S3 150 S4
3 S4 150 S5
4 S5 150 S6
5 S6 150 S7
6 S7 150 odpad
7 S1 150 S10
8 S10 50 S8
9 S8 150 S9
10 S9 150 odpad

Tabulka 3. Pipetovani extraktu a roztoka NaCl pro piipravu Fedici iady.

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Redéni 0 2 4 8 16 32 12 24 2

Priprava koncentracni Fady pro testovani chemikalii

V piipad¢ testovani toxicity chemikalii nebo smési chemikalii se pfipravi fada roztokua

s geometrickou posloupnosti hodnot koncentraci. Nasobek mezi dvéma sousednimi hodnotami

nema byt vétsi nez 2. Pro piipravu koncentraéni fady se pouZije roztok NaCl (20 g/l). Stanoveni

se provadi ve dvou opakovanich.




Priprava koncentracni rady referencni latky

Koncentra¢ni fada se ptipravi fedénim zasobniho roztoku DCF (136 mg/l) roztokem NaCl
(20 g/l) podle tabulky 4. Uvedené koncentrace odpovidaji findlni koncentraci v jamce
mikrodesticky. ProtoZze k roztoku referen¢ni latky se béhem testu ptidava suspenze Vibrio
fischeri v poméru (1 : 1), koncentrace uvedené v tabulce jsou poloviéni nez koncentrace

pracovnich roztoki.

Tabulka 4. Priprava roztoki DCF pro stanoveni ECso. Uvedené koncentrace DCF
se vztahuji na findlni koncentraci v jamce mikrodesti¢ky.

Vysledna koncentrace Zasobni roztok DCF Roztok NaCl
(mg DCF/I) (k) (k)
1,80 53 1947
2,37 70 1930
3,13 92 1908
4,13 121 1879
5,45 160 1840
7,19 211 1789
9,50 279 1721
5.3 Priprava mikrodesti¢ek pfed méfenim

Do krajnich jamek zkuSebni desticky se napipetuje 200 pl vody, aby se zamezilo krajovym
efektiim, desticka se prikryje vickem a umisti do termostatu, ktery je nastaven na 15°C.
Do piipravné desticky se z fedici desticky napipetuje 200 ul testovanych roztoki do jamek
Vv pozicich odpovidajicich jamkam, ve kterych se béhem métfeni budou nachazet ve zkusebni
desticce. V piipad¢ pidnich vyluht se testuji fedéni 2; 4; 8; 12; 16; 24; 32, kazd4 fada obsahuje
i kontrolu (roztok NaCl, 20 g/l). Pofadi jednotlivych fedéni v ptipad¢ testovani ptidnich extraktt
nebo jednotlivych koncentraci v piipad¢ stanoveni vlivu chemikalii kazdého paralelniho
stanoveni v ramci vzorku je zndhodnéné (tabulka 5; 6). Poté se desticky nechaji vytemperovat

na 15 °C.



Tabulka 5. Priklad znahodnéného poradi série Fedéni vzorku ve dvou opakovanich
Vv pripravné desticce.

Sloupec S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
Redéni 16 2 32 8 12 4 0 24
Redéni 2 24 16 0 32 4 12 8

Tabulka 6. Priklad znahodnénéni koncentracni Fady DCF ve dvou opakovanich
Vv pripravné desticce.

Sloupec S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

cDCF = 9,50 4,13 0,00 313 2,37 1,80 7,19 5,45
(mg/1)

cDCF = 9,50 313 7,19 1,80 2,37 5,45 0,00 4,13
(mg/1)

5.4 Méreni luminiscence

Do mikrodestickového luminometru s pripojenym injektorem se vlozi prazdna mikrodesticka.
Injektor se proplachne pfipravenym inokulem Vibrio fischeri, dokud si méfené hodnoty
luminiscence nejsou podobné. Vymeéni se mikrodesticka za vytemperovanou zkuSebni desticku
(15 °C) s napipetovanymi testovanymi vzorky. Nastavi se parametry nastfiku inokula Vibrio
fischeri (100 pl), trepani desticky pred kazdym nastiikem inokula, délka méfeni kinetiky jedné
jamky (20 ms) a definuji se jamky méfeni v mikrodesti¢ce. Nastavi se méfeni a pipetovani po
fadach (B, C, D...). Méfi se pfima luminiscence, teplota uvnitt pfistroje je nastavena na 15 °C.
Meéii se po tfadach (B, C...). Nejprve se zméti kinetika (pocet méieni jedné jamky 20 ms po
dobu 30 s) a nasledn¢ po 5 min, 15 min a 30 min jiz bez modu kinetiky znovu zméfi

luminiscence jednotlivych jamek mikrodesticky.



5.5 Vyhodnoceni testu

Korekce pocatecnich hodnot

Korekéni faktor slouzi ke korekci pocate¢nich hodnot.

fee =2 (t = 5,15,30 min) (1)
14

ft - korekéni faktor

Ikt - luminiscence kontrolniho vzorku po 5, 15 nebo 30 min

Io — maximalni intenzita luminescence (vrcholova hodnota) kontrolni zkuSebni suspense ihned
po pridani bakterii ke vzorku

Vypocte se primér hodnot fk kontrolnich vzorkt fkt av.

Vypocet zavislosti u¢inku na koncentraci

Pro hodnoty luminiscence v jamkach pred ptfidavkem testovanych vzorka se vypocte
korigovana hodnota:

let= |p.fkt_av (2)

I, - maximalni intenzita luminescence (vrcholova hodnota) kontrolni zkuSebni suspense ihned
po pridani bakterii ke vzorku

Iet - korigovana hodnota luminiscence v jamkach pted pfidanim testovaného vzorku

fit_av - primér hodnot fit

Vypocte se inhibi¢ni G¢inek testovaného vzorku:

He = = x 100 (3)

ct
Ht - inhibi¢ni uc¢inek testovaného vzorku po expozi¢ni dobé¢ t
Ict - viz (2)

It - luminiscence testovaného vzorku v ¢ase t

Pro vyhodnoceni zavislosti inhibice na koncentraci zkouSené latky se vypocte hodnota gama

_ Hi
I'= 100- Hq (4)

I't - hodnota gama testovaného vzorku v Case t
Ht - primér hodnot Hy uvedeny v (3).
Pozn. hodnotu gama nelze spocitat pro hodnotu inhibice 0 % nebo 100 %. Proto se pro vypocet

gama obvykle pouzivaji hodnoty H: v rozmezi 10 % az 90 %.



Vztah mezi koncentraci a u¢inkem mutiZze byt popsan rovnici:
logci=b.logIt +a %)

log - dekadicky logaritmus

Ct - koncentrace roztoku

b - smérnice regresni pifimky

a - usek regresni pifimky

Vypocet hodnot ECx

Hodnotou ucinné koncentrace ECx se rozumi koncentrace, kterd zpiisobi x% pokles hodnoty
luminiscence. Hodnoty ECXx se vypoc¢tou pomoci rovnice (5). Pro danou hodnotu ECx se spocte
hodnota I't, dosadi do rovnice a vypocte hodnota ct.

ECoo = 100108025+ T = 0,25

ECso = 107 It =1.00

ECgo = 10019 4+a T =4.00

Vypocet hodnot ECx je rovnéZz mozno provest logit nebo probit regresi.

5.6 Kritéria validity

Test je platny, jestliZe:

1 Hodnota fkt_av pro 30min inkubaci je v rozmezi 0,6 az 1,8,

2 Inhibice luminiscence zptusobena referenéni latkou 3,5-dichlorofenolem pii koncentraci
3,4 mg/l se pohybuje v rozmezi 20 % az 80 %.

Data se vyhodnoti podle Statistické hodnoceni ekotoxikologickych testii programem ToxRat.

6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace nastaveni mériciho pristroje CHAMELEON

Piistroj CHAMELEON se ovlada prostfednictvim programu MikroWin. Pro spravné fungovani
a ovladani pfistroje je nutno jako prvni spustit program MikroWin a potom zapnout pfistroj
CHAMELEON. Pfed samotnym zapocetim méfeni je nutno spravné nadefinovat oblast jamek
pro napipetovani inokula bakterie, méfeni a zvolit m6d méteni fluorescence. Nésledné je nutno
proplachnout injektor piichystanou suspenzi Vibrio fischeri. Suspenze Vibrio fischeri

se pipetuje levym injektorem (ozn. LEFT). Dale se nastavi parametry méfeni kinetiky.

9



Parametry proplachovani a méfeni jsou shrnuty v tabulce 7. Po skon¢eni méfeni se proplachne

injektor. K tomu se pouzije cela mikrodesticka.

Tabulka 7. Parametry méfeni a pipetovani pro stanoveni inhibice luminiscence Vibrio
fischeri, promyvani a kinetické méieni.

Analyza Promyvani injektoru Pipetovani, méreni

Technology | Luminiscence Luminiscence

Meas. Cycle | Luminol, Direct Luminol, Direct

Oper.mode Single measurement Repeat by Well

Temp.Cont. | Ne Ne

Plate size 96w, 8x12 96w, 8x12

Movement Quadrangle by row Quadrangle by row

Shake Cont. | Ne Yes (4s,amplituda 2, pfed nastiikem
inokula)

Meas.mode | Direct Direct

Count.Time |20 ms 20 ms

Disp.Left Ano Ano

Volume (ul) | 100 100

Speed 1 1

Delay 0 0

Tube vol.(ul) | 500 500

Syringe (ul) | 500 500

Repeat trig. |1 1

6.2  Optimalizace testu za pouZiti standardni chemikalie 3,5-

dichlorophenol a test tii extrakti pidy

Pro ovéfeni funkcnosti zvoleného postupu byl proveden test se standardni chemikalii 3,5 -
dichlorophenol. Inhibice luminiscence zpusobena referencni latkou 3,5-dichlorofenolem

pti koncentraci 3,4 mg/l se pohybuje v rozmezi 20 % az 80 %. Test byl proveden tiikrat.
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Obrazek 1. Typické Kkinetické chovani toxickych a netoxickych pevnych vzorki
v Kinetické zkousce s luminiscen¢nimi bakteriemi béhem 30 s expozice (1SO 21338).

1- odezva kontroly;

2- odezva DCF,;

3- odezva pidy kontaminované ropnymi latkami;

4- odezva nekontaminované pudy;

y- relativni jednotka svétla.
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Obrazek 2. Zaznam kinetiky luminiscence V. fischeri p¥i pasobeni DCF.
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Obrazek 3. Zaznam kinetiky luminiscence V. fischeri p¥i pusobeni DCF.
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Obrazek 4. Zaznam kinetiky luminiscence V. fischeri p¥i pisobeni DCF.

Referenéni latka 3,5-dichlorofenol byl testovan v koncentracich (1,80; 2,37; 3,13; 4,13; 5,45;
7,19; 9,50) mg/l. Ve srovnani sidealnim pfipadem zaznamenani luminiscence uvedenym
vnorm¢ ISO 21338 luminometr CHAMELEON II nezaznamenal maximalni vrcholovou
hodnotu pro vysoke koncentrace DCF (7,19 a 9,5 mg/l), obr. 2 aZ 4. Je to zptisobeno nastiikem
inokula kultury V. fischeri mimo prostor detektoru a nasledné posun mikrodesticky zpét na
pozici pod detektor a zméteni luminiscence.

V piipadé testovani vyluhti pad F1 (nekontaminovana piada), F9 (pida s maximalnim
ptidavkem kompostu RABIO vzhledem k potiebdm vyuziti dusiku rostlinami), P20 (jilovita
puda s maximalnim ptfidavkem kompostu RABIO vzhledem k potiebam vyuziti dusiku

rostlinami) a P20 extrakt (jilovita piida s maximalnim piidavkem kompostu RABIO vzhledem
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Kk potfebam vyuziti dusiku rostlinami- odstfedéna pida) se testovala fedéni 2; 4; 8; 12; 16; 24,
32, v¢etné kontrolni varianty bez ptidavku vyluhu (pouze NaCl 20 g/1). Vyskytl se zde problém
S pipetovanim vzorku neodstiedénych pid. Dochazelo k zacpavani usti Spicky céasteckami

pudy. Problém vyfteSilo sefiznuti $pi¢ky. Vysledky jsou graficky zpracovany na obrazcich

5az 8.
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Obrazek 8. Zaznam Kinetiky luminiscence V. fischeri p¥i piisobeni centrifugovaného
pudniho extraktu P20.

Z vysledki je patrny silny vliv suspenze napipetované v jamkéach mikrodesticky. V porovnani
s odstiedénym extraktem (Obr. 8), kdy se luminiscence jednotlivych tedéni neliSily
od kontrolni varianty, se neodstiedéné vzorky vyrazné odliSovaly (Obr. 7). V neodstiedénych
vzorcich doslo k vyrazné inhibici luminiscence. Tento jev je pravdépodobné zplisoben zdkalem
pudni suspenze, ktera zabranila prichodu svétla na detektor. Luminometr nebyl schopen zméfit
pocate¢ni narust luminiscence do vrcholové hodnoty (Obr. 5 aZz 7). ZkouSeny postup
se Vv laboratofi ekotoxikologie NRL pro testovani ptidnich suspenzi neosvedcil.

Dalsim negativnim aspektem je odhadovana cena a naro¢nost analyzy v porovnani s jiz
zavedenou metodou vyuziti V. fischeri, ale bez méfeni kinetiky. Cena za kulturu V. fischeri

je vyssi diky nutnosti zakoupeni vétsiho mnozstvi kultury. Podle postupu je nutno proplachnout
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dilutor a urcita ¢ast kultury je takto znehodnocena a nevyzita. Piipravené nafedéné inokulum
casem ztraci na intenzité a nelze jej dale pouzivat, tim dochazi k moznosti stanoveni mensiho

poctu vzorki.

7 Zavér

V rdmci prace byla otestovana flash metoda pro méfeni inhibice luminiscence bakterie Vibrio
fischeri. Pfi aplikaci metody na pidni extrakty byl prokazan znac¢ny negativni vliv zakalu
ptudniho extraktu na luminiscenci bakterie. Tato metoda neni vhodna pro tcely laboratofe NRL,

OMB.
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Zavedeni detekce vnitiniho genu baviny a modifikace
281-24-236 x 3006-210-23 pro syntézu proteint
CrylF a CrylAc

Kateiina Starikova

Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky, NRL, OMB Brno,
Hroznova 2, 656 06 Brno
katerina.stankova@ukzuz.cz

1 Uvod

Geneticky modifikované plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédi¢ny material
(DNA) pomoci genovych technologii. Geneticky modifikované rostliny se vyznacuji riznymi
specifickymi vlastnostmi, zejména odolnosti vié¢i $kodlivym ¢initelim — skudctm, chorobam,
chladu, suchu, apod. anebo toleranci vici postiiku neselektivnim herbicidiim.

Geneticky modifikované olejniny — soja, fepka a bavlna — hraji vyznamnou roli ve svétovém
zem&délském sektoru. Piesto neni v EU povoleno péstovat zadnou geneticky modifikovanou
olejninu. Geneticky modifikované olejniny a jejich produkty se v EU pouZivaji pouze
v omezené mife. Nékteré typy geneticky modifikované soji, fepky olejky a baviny se mohou
dovazet a zpracovavat v EU za uéelem ziskani riznych typt potravin nebo krmiv. Na trhu EU
je nyni povoleno 18 typi geneticky modifikovanych olejnin (séja - 7, fepka - 3, bavinik - 8
typa).

Geneticky modifikovany bavinik patii k nejcastéji pe€stovanym geneticky modifikovanym
plodindm ve svété. Jednd se predevsim o odridy odolné vici skiidctim. Rostlina je schopna

se sama brénit Skodlivému hmyzu a mé vyssi vynosy.
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2 Cil

Cilem préace bylo rozsitit spektrum dosud stanovovanych plodin a genetickych modifikaci.
Nov¢ zavadénymi jsou ,,vnitini gen* baviny a jeji transgen 281-24-236 x 3006-210-23.
Bavina 281-24-236 x 3006-210-23

Geneticky modifikovana bavina 281-24-236 x 3006-210-23 byla vytvotena ktizenim dvou linii
baviny, a to 281-24-236 a 3006-210-23. Kazda z téchto linii produkuje insekticidni proteiny
CrylF a CrylAc. Jedna se o delta-endotoxiny zptsobujici odolnost rostliny viéi Skidcim
z tadu Lepidoptera. Produkce insekticidniho proteinu CrylF je zpisobena diky vlozenému
genu crylf do linie baviny 281-24-236. Za produkeci proteinu CrylAc je odpovédny gen crylAc
vloZeny do linie baviny 3006-210-23. DalSim genem, ktery tato geneticka modifikace obsahuje
je gen pat odpovédny za odolnost vii¢i herbicidu s uc¢innou slozkou glufosinatem. Gen pat je
element, ktery Ize stanovit v rdmci screeningu.

Geneticky modifikovana bavina 281-24-236 x 3006-210-23 je v EU povolena v potravinach
nebo slozkach potravin, které ji obsahuji nebo se z ni sestavaji a v krmivech, které ji obsahuiji,

sestavaji se z ni nebo jsou z ni vyrobeny.

3 Princip

Zakladem metod pro stanoveni vnitiniho genu baviny a detekce genetické modifikace
281-24-236 x 3006-210-23 je polymerazova fetézova reakce (dale PCR). Jedna se o hojné
pouzivanou metodu, pii které dochazi k mnohondsobnému zmnozeni urc¢itého iseku DNA.

PCR se provadi automatizované v termalnim cykleru. Pied vlastni PCR je dilezité provést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, Ze pfi prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k ¢aste¢nému oddéleni komplementarnich fetézci, ale v§echny molekuly pivodni DNA budou
jednofetézcové a pristupné primerim. Nésleduje denaturacéni krok prvniho cyklu. Béhem
druhého kroku, tzv. annealingu piisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové DNA.
Primery jsou navrZeny tak, Ze se vazou K protilehlym fetézcim dvousSroubovice
3"- konci smérem k sobé a vymezuji délku amplifikovaného useku. Ve tietim kroku cyklu jsou
primery prodluzovany DNA-polymerazou ve sméru od 5°- konce ke 3°- Kkonci,
tzv. extenze. Nasledujici cyklus zacina opét denaturaci dvouvlaknové DNA a vSe se opakuje.
Vzhledem ke specifické sekvenci primert je amplifikovany tsek mezi nimi stale stejny.
Celkovy produkt PCR se nazyvd amplikon. M4 definovanou délku pohybujici se od desitek

aZ po tisice pari bazi (bp), ktera se stanovi pomoci elektroforézy v agarézovem gelu.
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Material a metody

Piistroje a pomicky

Analyticke vahy.

Véhy s prestnosti 0,01 g.

Vortex.

Centrifuga.

Vodni lazen.

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

Laminarni box.

Termalni cykler.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Elektroforeticka vana a zdroj napéti.

Transiluminator.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem.

pH metr.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem.
Sterilni plastové zkumavky o objemu 0,20 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Ptenosna UV lampa.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nadoba

na uchovani ledu, odpadni nadoby.

Sterilizace a dekontaminace se provadi dle charakteru materialu bud’ tepelné, tj. v susarné 1 h

pii (115 -120) °C, nebo chemicky, napi. 70% etanolem, (0,5 — 1) % chlornanem sodnym apod.
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4.2 Chemikalie

NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické DNA z potravin
a krmiv
4.2.1  Lysis Buffer CF.

4.2.2 Buffer C2.

4.2.3  Buffer C3.

4.2.4  Wash buffer CQW.

4.25  Wash buffer C5 (koncentrét).

4.2.6  Elution buffer CE.

4.2.7  NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).
4.2.8  Proteinase K (lyofilizat).

4.2.9 Proteinase buffer PB.

REDTag®ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgClz, Sigma-Aldrich
4.2.10 REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCI2 (dale REDTaq).

4.2.11 PCR voda.

Amplifika¢ni primery
4212 KVMI157: CAC ATG ACT TAG CCCATCTTT GC

4213 KVM158: CCCACCCTTTITTGGTTT AGC
4.2.14 281-f1: CTC ATT GCT GAT CCATGT AGATTTC
4215 281-rl: GGACAATGCTGG GCTTTG TG

Priprava amplifika¢nich primeru

Primery se rozpusti, fedi a rozd€li do pottebnych mnozstvi nasledujicim zptsobem.

Zasobni roztok o koncentraci 100 uM:

Do zkumavky s primerem v podobé¢ prasku na dné, ktery nemusi byt viditelny, se piida voda
vhodnd pro PCR v mnoZstvi uvedeném vyrobcem. Jemnym pipetovanim se promicha.

Tim se ziska zasobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 ul do sterilnich zkumavek o objemu 0,5
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ml. Pokud se rozd¢li =zasobni roztok v jinych mnoZstvich, uvede se objem
na zkumavku. Zkumavky s primery se zamrazi a uchovavaji pii teploté (— 20 + 1) °C.
Pracovni roztok o koncentraci 20 pM:

Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se ptida ¢tyfnasobny objem vody vhodné pro PCR. Tim
se ziska pracovni roztok. Rozd¢li se po (20 — 25) pl a zamrazi na teplotu (- 20 + 1) °C.

Do reakéni smési PCR se pridavaji pracovni roztoky primert.

Chemikalie pro piipravu elektroforetického pufru TAE

4.2.16 Disodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na2EDTA.

4.2.17 Trizma base.
4.2.18 Ledova kyselina octova.

4.2.19 Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol.I-1, 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni

na vysledny objem 250 ml v odmérné barice.

Priprava TAE pufru:

Priprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Ptiprava 0,5 M zéasobniho roztoku EDTA:

186,1 g Na,EDTA se vmichd do 750 — 800 ml (re)destilované vody. Na;EDTA se tplné
nerozpusti, dokud nebude pH vyssi nez 7,0. pH se upravi na 8,5 pfidanim NaOH. Potom
se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Ptefiltruje se ptes fritu pfedem oSetienou
teplotou (115 - 120) °C po dobu 30 min az 1 hod. Roztok se skladuje neomezen¢ pti laboratorni
teplote.

2. Piiprava 2 M Tris:

Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody. Ptida se 57,1 ml ledové
kyseliny octové a 100 ml piedem ptipraveného 0,5 M zésobniho roztoku EDTA (pH 8.5).
Doplni se (re)destilovanou vodou do celkoveho objemu 1000 ml. Neautoklavuje se. Uchovava

se v tésné€ uzaviené lahvi pii laboratorni teploté.

Priprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu
Odméti se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu
1000 ml.

20



Priprava agaro6zového gelu

Pouziva se 0,8% gel pro stanoveni kvality vyizolované DNA (0,64 g agarézy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifikac¢nich fragmenti (1,6 g agar6zy ). Do Erlenmeyerovy baiky se navazi
dané mnozstvi praskové agardzy a ptida se 80 ml pracovniho 1 x TAE pufru. Vafi se pti teploté
(150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle po dobu (15 - 20) minut do doby, aZ se roztok
vycefi a vzduchové bubliny vymizi i po krouzivém zamichani. Mezitim se pfipravi nalévaci
vana a vhodny hiebinek.

Po mirném zchladnuti se piida 10 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkala¢ni barvivo
slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu) a micha se 1 minutu. Poté se vyjme michadélko a agar se
nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 — 30) min, v zavislosti na teplot¢ prostfedi, 1ze opatrné
vyjmout hiebinek a prenést gel z nalévaci vany do elektroforetické vany s pracovnim roztokem
1 x TAE pufru.

Ostatni
4.2.20 Voda vhodna pro PCR.

4.2.21 Ribonuklease A 10 mg/ ml (DNase and protease free) — RNaza A
4.2.22 (re)destilovana voda.
4.2.23 Agarodza.

4.2.24 Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziska ziedénim zasobniho

roztoku 10 x (re) destilovanou vodou.
4.2.25 Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. GeneRuler™50bp DNA Ladder).
4.2.26 6 x Loading Dye Solution.

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

4.2.28 (0,5 - 1)% roztok chlornanu sodného.

4.2.29 70% etanol.

Testovany material
Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni ptitomnosti amplifikovaného tseku. V piipadé
nové zavadénych vnitinich genli nebo transgent se pro prokazani specifity reakce pouzivaji

take kontroly negativni.
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Vnitini gen baviny

ERM®BF422a blank (nase oznadeni CRM 7/2012) obsahujici 0 % modifikované baviny 281-
24-236 x 3006-210-23 a ERM®BF422c (nase oznateni CRM 8/2012) obsahujici 1 %
modifikované baviny 281-24-236 x 3006-210-23 z IRMM Institute for reference Material and

Measurements.

281-24-236 x 3006-210-23
ERM®BF422c¢ (nase oznateni CRM 8/2012) obsahujici 1 % modifikované baviny 281-24-236
X 3006-210-23 z IRMM Institute for reference Material and Measurements.

Vyse uvedeny certifikovany referencni material je ve formé prasku, proto se z n¢j musi nejprve

vyizolovat DNA.

5 Pracovni postup

5.1 Izolace DNA

Pred zacatkem vlastni izolace DNA je nutno pfipravit tyto roztoky:

Pufr C4: Pfevede se kvantitativné cely obsah tuby obsahujici pufr C2 do tuby s obsahem pufru
C3 a dobfe promichd. Vysledny pufr C4 je stabilni po dobu 1 roku uskladnény pii laboratorni
teploté. Pro dokonalejsi rozpusténi obou komponent se doporucuje inkubace pfi teploté 45 °C
po dobu 5 min.

Pufr C5: Ke koncentratu pufru C5 se pfida (95 — 100)% etanol, a to v mnozstvi uvedeném
na lahvicce pufru. Po zfedéni se oznaci pifidani etanolu. Takto upraveny pufr Ize uchovavat
pii laboratorni teploté po dobu 1 roku.

Proteinaza K: K lyofilizované Proteinaze K se ptida mnozstvi proteinazového pufru uvedené
na jejim obalu. Roztok proteindzy K je stabilni pfi teploté —20 °C po dobu 6 mésict.

Vlastni izolace DNA probiha v n€kolika krocich, nejdiiv se musi provést ptiprava pracovni
plochy. Pracovni nastroje, pomucky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA
otfenim otfenim povrchit 70% etanolem a ptisobenim UV zatreni po dobu 30 min.

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

Eluat obsahuje ¢istou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava pfi teploté

(2 - 8) °C, pro dlouhodobé pii — 20 °C.

5.2 Meéreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyizolovani DNA je orientani spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, pfipadné dal$ich piimési a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové
elektroforézy v 0,8% agar6zovem gelu.

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA

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

Hodnoty poméru 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Idealni hodnoty jsou
(1,7 —1,8). Jestlize je naméfena hodnota pod 1,7, je DNA zneCisténa proteiny nebo jinymi

organickymi latkami. Pokud je naméfend hodnota nad 1,9, je DNA znecisténd RNA nebo
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organickymi latkami.
Hodnoty poméru 260/230 museji byt vyssi nez 1,5. Ideélni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud je
naméfena hodnota nizsi nez 1,5, je ziskand DNA kontaminovana latkami jako jsou fenol

a guanidinove soli.

5.3 Vlastni méreni

Koncentrace DNA se mé&fi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je DNA rozpusténa
(v nagem piipadé se jedna o eludni roztok z kitu NucleoSpin® Food). PouZziji se 2 pl vzorku.
Kazdy vzorek se méii 2 x. Naméfené hodnoty se zpriméruji. Pro naslednou PCR zpravidla
vyhovuje koncentrace 5 ng/ul templatové DNA. Pokud je jeji koncentrace vyssi, je tfeba ji na
tuto hodnotu natedit vodou vhodnou pro PCR.

Urceni kvality vyizolované DNA

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

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

gelu a spusti se elektroforéza (70 V, 75 minut).

5.4 Polymerazova retézova reakce

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

Sekvence jednotlivych amplifikacnich primerti a amplifika¢ni programy byly ptevzaty z metod
validovanych EURL. Pti zavadéni novych PCR detekci se provede z divodu opakovatelnosti

pét na sobé nezavislych PCR reakci (amplifikaci).
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Vnitini gen baviny
Stanoveni genu pro alkohol dehydrogendzu C (AdhC).
Primery: KVM157, KVM 158

Amplifika¢ni program:

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

Délka amplikonu: 73 bp

Transgenni bavina 281-24-236 x 3006-210-23
Primery: 281-f1, 281-r1

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Podet cykli
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
_ 45
Annealing a extenze 60 60

Délka amplikonu: 111 bp

Provedeni vlastni PCR reakce

Laminarni box se vysviti UV zafenim po dobu (20 — 30) min. Pfedméty v ném umisténé a jeho
prostor se dekontaminuji 70% etanolem. Ptipravi se pipety, sterilni $picky s filtrem, sterilni
zkumavky, odpadni nadoba s vlozenym sackem na pouzity material, stojanky, apod.

Stanovi se pocet reakci (tj. poCet vzorkl, beztemplatova, negativni kontrola -pouZije-li se-
a pozitivni kontrola). Podle tabulky reakénich smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy
vech soucasti reakce. Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazéku, proto se museji piedem
rozmrazit, bud’ pii laboratorni teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek
se promichaji jejim ptevracenim nebo kratkym vortexovanim a zcentrifuguji na minicentrifuze.
PCR smés se piipravuje na ledu. Celkova reak¢éni smés se sterilné smicha v poradi, v jakém
jsou jeji slozky uvedeny v tabulce (Tabulka 1). Reakéni smés se ditkladné, ale opatrné promicha
(obraceni zkumavky, vortex)a rozdéli se po 22,5 pl do oznacenych zkumavek. Poté se do

zkumavek ptida 2,5 ul templatové DNA. Do beztemplatové kontroly se misto DNA ptida voda
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vhodna pro PCR.

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

cykleru a zahdji se ptislusna PCR amplifikace.

Tabulka 1. SloZeni reak¢éni smési REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCla.

Slozka 1 reakce (ul)
PCR voda 9
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with 125
MgCl.
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Templat 2,5

Elektroforéza v agarézovém gelu

2% gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi pracovnim 1 x TAE pufrem nékolik mm
nad jeho povrch. Vzorky se nanesou do jamek gelu v tomto pofadi: beztemplatova kontrola,
negativni kontrola, elektroforeticky marker a pozitivni kontrola. Objem vzorku nanaseného
do jedné jamky zavisi na typu hiebinku a jeho potfebném mnozstvi, (5 — 15) pl. Amplifikaty
ziskané pomoci kitu REDTag® Ready Mix™ PCR Reaction Mix se nanasi piimo z PCR
zkumavek, protoZe obsahuji nanaSeci barvivo pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markeri
do jamek v gelu se spusti elektroforéza. Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V,
maximum mA, (30 — 60) min chodu. Tyto hodnoty 1ze ménit dle potieby a pokynt v ndvodu
pro pouziti elektroforetického zdroje.

Rozdé€leni a uspotadani pruhii se sleduje prosvicenim na transiluminatoru, vyfotografovanim

a prenesenim do pocitace.
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Vysledky a diskuze

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 2. Namétené koncentrace a hodnoty urcujicich ¢istotu vyextrahované DNA

vzorky koncentrace (ng/ul) A 260/ A 280 A 260/ A 230
CRM 7/2012 151,0 2,01 2,02
CRM 7/2012 150,8 2,02 2,05
CRM 8/2012 200,6 1,87 2,14
CRM 8/2012 199,7 1,88 2,13

Urceni kvality vyizolované DNA

M 7/12 8/12 M

1000 bp - =

F00 bp-

500 bp -

200 bp- ..

Obraezk 1. Urc¢eni kvality vyizolované DNA pozitivnich kontrol CRM 7/2012 (7/12)
a CRM 8/2012 (8/12), K — kontrola izolace, M — hmotnostni standard.
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Vnitfni gen bavlny:

200 bp -

1460 hp -

100 bp -

Obrazek 2. Stanoveni vnitfniho genu baviny 73bp u pozitivnich kontrol CRM 7/2012
aCRM 8/2012, Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 1/2001
(negativni séja) , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 7/2012, P2 — pozitivni
kontrola CRM 8/2012.

250 hp -
200 bp-

150 bp -

100 bp-

50 bp -

Obrazek 3. Stanoveni vnitfniho genu baviny 73bp u pozitivnich kontrol CRM 7/2012
aCRM 8/2012, Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 2/2009
(negativni kukufice), M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 7/2012, P2 -
pozitivni kontrola CRM 8/2012.
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250 b - S

200hbn-

150 bp-

100 bp -

50 bpe-

Obrézek 4. Stanoveni vnitiniho genu baviny 73bp u pozitivnich kontrol CRM 7/2012
a CRM 8/2012, Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 5/2006
(negativni Fepka), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 7/2012, P2 — pozitivni
kontrola CRM 8/2012.

180 bp-

100 bp -

Obrazek 5. Stanoveni vnitiniho genu baviny 73bp u pozitivnich kontrol CRM 7/2012
a CRM 8/2012, Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola IRM 1/2010
(negativni ryze), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 7/2012, P2 — pozitivni
kontrola CRM 8/2012.
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160 bp -
100 bp -

A0bp-

Obrazek 6. Stanoveni vnitiniho genu baviny 73bp u pozitivnich kontrol CRM 7/2012
a CRM 8/2012, Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 2/2011
(negativni brambory), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 7/2012, P2 —
pozitivni kontrola CRM 8/2012.

Screeningovy element pat pozitivni kontroly CRM 8/2012:

Bt M 812 M P

150 hp -

100 bp-

50 bp -

Obrézek 7. Stanoveni screeningového elementu pat 186bp u pozitivni kontroly CRM
8/2012 (8/12),Bt — beztemplatova kontrola, , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola
CRM 4/2009.
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Geneticka modifikace baviny 281-24-236 x 3006-210-23:

250 hp-

200 bp-

" 150kp-

100 bp -

a0 bp-

Obrazek 8. Stanoveni transgenu 281-24-236 x 3006-210-23 baviny 111bp, Bt -
beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 7/2012 (negativni bavina), M -
marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 8/2012.

250 bp -9

200 hp -

s -

100 bp -

50 bp -

Obrazek 9. Stanoveni transgenu 281-24-236 x 3006-210-23 baviny 111lbp, Bt -
beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 7/2012 (negativni bavina), M -
marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 8/2012.
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250 bp -
200 bp -
150 bp -
100 bp -

a0 bp -

Obrézek 10. Stanoveni transgenu 281-24-236 x 3006-210-23 baviny 111bp, Bt -
beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 7/2012 (negativni bavina), M -
marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 8/2012.

250 bp -
200 bp -
150 bp -

100 bp -

a0 bp -

Obrézek 11. Stanoveni transgenu 281-24-236 x 3006-210-23 baviny 11lbp, Bt -
beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 7/2012 (negativni bavina), M -
marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 8/2012.
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250 bp -

200 bp -

1680 bp -

100 hp -

a0 bp -

Obrézek 12. Stanoveni transgenu 281-24-236 x 3006-210-23 baviny 111bp, Bt -

beztemplatova kontrola, N — negativni kontrola CRM 7/2012 (negativni bavina), M -

marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 8/2012.

Béhem verifikace se postupovalo dle metody JPP (postup ¢. 10250.1) a metod validovanych

EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce, sekvence primert i amplifika¢ni

programy.

Z vyse uvedenych vysledka vyplyva, ze testovany certifikovany referenéni material vykazuje

pruh v prislusném misté. Nékteré z téchto pruhi (hlavné u nizsi koncentrace DNA) mohou byt

na hranici viditelnosti (zejména v tisténé verzi, ktera ma pon€kud horsi kvalitu oproti ptivodnim

snimkim uloZenym v pocitaci).

Detekovatelnost pruhtit DNA je zavisla na téchto faktorech:

- Koncentraci templatové DNA.

- Kvalit¢ templatové DNA, ktera zavisi jak na zptisobu izolace, tak na opakovaném
rozmrazovani a zmrazovani alikvotd ve zkumavkach.

- Kvalité amplifikac¢nich primert. Jejich kvalita je zavisla na opakovaném rozmrazovani
a zmrazovani.

- Kwvalité gelu a provedeni elektroforézy.
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6 Z.aveér

Cilem prace bylo zavést novou plodinu, a to bavlnu (vnitini gen baviny) a genetickou
modifikaci baviny 281-24-236 x 3006-210-23 a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych
plodin a transgenil v laboratoii OMB.

Ukol se podafilo splnit a laboratof je schopna v soucasné dobé stanovit vnitini gen bavlny a jeji
modifikaci 281-24-236 x 3006-210-23.

Tyto metody se zafadi do postupu zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci u vzorkt

Krmiv.
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Stanoveni obsahu karvonu v kminové silici

Nadéida Kabdgtovd, Radvana Sulovi

Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédélsky, Odbor NRL Brno,
Hroznova 2, 656 06 Brno
nada.kabatova@ukzuz.cz

1 Uvod

Kmin kofenny (Carum carvi L.) si stale drzi postaveni vyznamné plodiny ¢eského zemédélstvi
i dilezité exportni komodity. Jeho péstovani, Slechténi a vyzkum ma v Ceskych zemich
dlouholetou tradici. Potvrzenim toho je i skuteénost, Ze v roce 2008 bylo oznaéeni ,,CESKY
KMIN* zapsano Evropskou Unii do Rejstitku chranénych oznadeni ptivodu a chranénych
zemépisnych oznaceni (nafizeni Komise (ES) ¢. 433/2008). Vhodné klimatické a piidni
podminky v CR, pouziti registrovanych odriid kminu dvouleté formy a zaroven i zkudenosti a
propracovana metodika péstovani ovliviuji specifické vlastnosti Ceského kminu, zejména pak
jeho vynikajici vynosnost a vysoky obsah silic v semeni na trovni 3 % — 5 %. Zcela vyjimecny
je i obsah jednotlivych slozek aroma kminové silice. U Ceského kminu je jeji hlavni soudésti
karvon. Jeho obsah je vysSi neZ 50 %, obvykle kolem 60 %, ¢imz se li$i od ostatnich, v jejichz
silicich ptevazuje D-limonen (1).

Registraci novych odriid kminu kofenného a ovétovani vykonnosti jiz uznanych odrid provadi
Nérodni odriidovy ufad (NOU). Jednim z hodnoticich kritérii je i obsah karvonu v kminové
silici. Doposud se v laboratofi testovani odrid ke stanoveni karvonu pouzivala titra¢ni metoda
podle Bournota. Cilem této prace bylo ptipravit postup, ktery by vedl ke zptesnéni analyz a jako
analytickou koncovku by vyuZival metodu plynové chromatografie s detektorem FID. Ovéfeni
metody a nasledna validace byla po konzultaci s referentem NOU pro tuto plodinu provedena

nejen pro karvon, ale i pro druhou vyznamnou slozku kminové silice, a to limonen.
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2 Teoreticka ¢ast

Kmin kofenny (Carum carvi L.)

Kmin kofenny je jednou z nejstarSich 1é¢ivych rostlin péstovanych u nas. Péstuje se pro své
aromatické plody, nazky. V Ceské republice se pro jeho péstovani nejéastéji vyuZivaji nize
polozené bramboraiské oblasti, piipadné okrajové tfeparské oblasti (2). Roste vSak i plané
na loukéch, mezich a pastvinach.

Kmin kofenny se nejéastdji vyskytuje ve dvouleté formé. Slechténim byla ziskana forma
se zkracenou délkou vegetacni doby tzv. kmin ozimy. Prvni ozimé odrtida, u které probéhlo
ispésné zkouseni pro registraci, byla v CR zaregistrovana v roce 2014 pod nazvem Aprim (3).

V teplejSich lokalitach (jizni Evropa) roste jednolety kmin (2).

Popis rostliny

Kmin kofenny je fakultativné dvouleta bylina z ¢eledi mifikovitych (Apiaceae). V prvnim roce
vytvaii ptizemni listovou ruzici dvakrat az trikrat jemné zpetenych listi a silny zaSpicatély
kofen. Druhym rokem poskytuje ploché kvétenstvi, které tvoii okoliky slozené z8az 11
okolickt, s 15 — 18 kvéty. Kvétenstvi je vétSinou bilé, ziidka razové.

Plodem kminu jsou dvounazky elipsovitého az vej€itého tvaru, které se v dob¢ zralosti polti na
jednotlivé, siln¢ aromatické, Sedohnédé az hnédé, lysé nazky. Jsou obvykle srpovitého tvaru,
na obou koncich zasSpicatélé, kazda s péti vyniklymi tzkymi zebry. Na pfi¢ném fezu maji tvar
témet pravidelného pétithelniku, na hibetni strané se Ctyfmi, na poutcové strané se dvéma
siliénymi kanalky (4).

Vyuziti kminu a jeho uéinky

Kmin se vyuziva pfedevSim v potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Jako kofeni
je pro svou typickou vini, vyraznou chut’ a pfiznivé dietetické vlastnosti nepostradatelny
pii vyrobé peciva, kofennych smési, masitych pokrmil, uzenin a syrid. PouZzivd se také
pii vyrobé likért (kminka).

Kmin se uplatfiuje ve farmacii i v lidovém 1ékaistvi, nebot’ zklidiiuje nezddouci mobilitu
traviciho traktu, pisobi proti nadymani a povzbuzuje ¢innost zlaz s vnitini sekreci. ZvySuje
vylucovani mléka a podporuje vykaslavani hlenu pii onemocnéni dychacich cest. Ve farmacii
se zngj pripravuji aromatické oleje, sirupy a léCivé Caje s protikfeCovym, baktericidnim
a fungicidnim ucinkem. Zaroven se vyuziva i k tpravé neptijemnych chutovych a pachovych

vlastnosti 1éka.
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Kmin jako soucast lu¢nich porostii zvysSuje dietetickou hodnotu krmiva. Semena, pokrutiny
I slama patfi mezi vysoce cenéné dopliky krmiv. ZvySuji stravitelnost zivin, omezuji
nadymavost jinych krmiv, zlepSuji jejich chut’ a pfiznive plsobi na celkovou latkovou vyménu
a zdravotni stav. Nejsou v8ak vhodné pro dojnice, nebot’ se po jejich konzumaci mohou v mléce
objevovat odchylky od typické viiné mléka.

Kofeny kminu 1 listova rizice se pouzivaji zejména v severni ¢asti Evropy jako zelenina,
obsahujici (60 — 200) mg vitaminu C (2).

V posledni dobg se oteviraji nové moznosti pro vyuziti kminové silice i v chemickém priamyslu,
diky jejim schopnostem inhibovat kli¢eni. Lze ji vyuzit jako retardant kli¢eni brambor, jez na

rozdil od syntetickych ptipravkl nevykazuje toxicitu (5).

Obsahové latky

Kmin kofenny (Carum carvi L.) je péstovan zejména pro vysoky obsah silice, jez mu dodava
charakteristické aroma. Nejvyssi koncentrace silice se nachazi ve zralych nazkach. Obsah
silice se zde pohybuje od 1 % do 6 %.

Semena dale obsahuji (13-21)% tuku, (25-36)% dusikatych latek, (5-18)%
bezdusikatych extraktivnich latek, (13 — 19) % vlakniny, (5 — 7) % popele, (9 — 13) % vody,
1,5 % vosku, malé mnozstvi tfislovin a pryskyftice (6).

Kminova silice

Kminova silice je bezbarva az slabé nazloutld Cird kapalina, charakteristické chuté a pachu.
Hlavni slozkou silice je (S)-(+)-karvon (50 — 70) % a (R)-(+)-limonen (30 — 50) %. Béhem
dozravani stoupa podil obsahu karvonu a podil limonenu klesa. Obsah hlavnich sloZek
v kminové silici se pohybuje v rozmezi 95 % az 99 %. Silice v malém mnoZstvi obsahuje i dalSi
terpenické latky jako napt. B-myrcen, trans-dihydrokarvon, trans-karveol, pinen, thujen,
fenchen, kamfen, fellandren (4, 6). Schéma biosyntézy (+)-limonenu a (+)-karvonu v kminu
kofenném lze vidét na obrazku 1 (7).

MnozZstvi a sloZenti silice je geneticky podminéné a zavislé na klimatickych podminkach béhem

pestovani a dozrévani.
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dimethylallyl geranyl +) limonene ~frans carveol +)-carvone
diphosphate (DMAPP) diphosphate
(GPP)

Obrazek 1. Schéma biosyntézy (+)-limonenu a (+)-karvonu v kminu koienném (7).

3 Experimentalni ¢ast

Pii pfipravé postupu na stanoveni obsahu karvonu v kminové silici metodou plynové
chromatografie s vyuzitim plamenové-ionizaéniho detektoru (GC-FID) se vychazelo
ze zkousek pro hodnoceni kminové silice, které byly popsany v Ceském lékopisu 2002
a Ceském lékopisu 2009 (8, 9). Pro ovéeni a provedeni asteéné validace metody byly pouZity
vzorky kminové silice, pfipravené z kminu kotfenného, ktery dodal Narodni odridovy urad
a pochazel ze sklizni 2012 a 2013. Vzorky byly soucasné analyzovany i podle platného postupu
50270.1, ktery popisuje stanoveni obsahu karvonu titraéni metodou (10). Vysledky obou metod
byly porovnany a statisticky vyhodnoceny. K optimalizaci podminek méfeni na GC byla
vyuzita smés standardt zakladnich latek obsazenych v kminové silici (karvon, limonen,
myrcen, karveol, dihydrokarvon), tak aby v pfipad¢ potieby mohl byt ptipraveny postup vyuzit
i pro jejich stanoveni. Pivodni pozadavek, tzn. pfipravit metodu na stanoveni obsahu karvonu
v kminové silici, byl po konzultaci s referentem NOU pro tuto plodinu roziifen o stanoveni
obsahu limonenu, nebot’ vzajemny pomér karvonu a limonenu je povazovan za métitko kvality

kminové silice.
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3.1 Metoda na stanoveni obsahu karvonu a limonenu v kminové silici

3.1.1  Princip metody
Kminova silice se vhodnym zplsobem nafedi a k pfesné¢ definovanému podilu takto
pripravené¢ho vzorku se pifida roztok vnitiniho standardu. Nésledné se hledané latky stanovi

metodou plynové chromatografie s vyuzitim plamenové-ioniza¢niho detektoru.

3.1.2 Chemikalie

Chemikalie jsou analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Heptan, pro GC.
2 Kafr, roztok, ¢ (C10H160) = 6 mg/ml, vnitini standard (IS).

Piiprava: Navazi se 0,6000 g kafru, rozpusti se a doplni heptanem (1) ve 100ml
odmérné bance po znacku.

Karvon, (+)-karvon, analyticky standard.
Limonen, (R)-(+)-limonen, analyticky standard.

1.3 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy s ptesnosti 0,01 mg.
Plynovy chromatograf s detektorem FID.
Automatické pipety s nastavitelnym objemem, $picky.
Injekéni strikacka, 50 ul, 100 pl.
Lékovky, tmavé, 3 ml.

o OB~ W N P W

Vialky se Sroubovacim uzavérem, tmavé, 2 ml.

3.1.4  Priprava zkuSebniho vzorku
Piiprava kminové silice je popsana v JPP Testovani odrid, postup 50260.1 — Stanoveni obsahu
silic (10).

3.1.5 Uprava vzorku pied chromatografickym stanovenim
Do 10ml odmérné banky se pomoci automatické pipety navazi asi 100 mg silice s presnosti
0,01 mg, doplni se po znacku heptanem (1), batika se uzavie a roztok se dikladn¢ promicha.

Do 3ml lekovky se napipetuje 1 ml takto ptipraveného roztoku, pfida se 1 ml vnitiniho
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standardu — kafru (2), 1ékovka se uzavie a obsah se promicha. Takto pfipraveny vzorek se

ptevede do vialky a uzavte se vickem s teflonovym septem.

3.1.6 Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi na plynovem chromatografu s plamenové-ionizaénim detektorem.
Pro separaci jednotlivych slozek kminové silice se pouZije kapilarni kolona s nepolarni
stacionarni fazi na bazi dimethylpolysiloxanu s 5 % fenylu. Nastaveni chromatografickych
podminek je uvedeno v tabulce 1. Chromatogram ziskany pii analyze vzorku kminové silice je

na obrazku 2.

Tabulka 1. Pfiklad nastaveni chromatografickych podminek.

Plynovy chromatograf GC Varian CP-3800

Kapilarni kolona DB-5 (30 m x 0,25 mm, film 0,25 pm)
Nosny plyn Dusik

Pritok nosného plynu 0,6 ml/min

Teplota injektoru 250 °C

Teplota detektoru 260 °C

Teplotni program 60 °C — 10 °C/min — 220 °C (4 min)
Objem nastiiku, davkovani | 1 pl, split 1 : 100

3.1.7 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Piky karvonu, limonenu, pfipadné dalSich latek obsazenych v kminové silici (B-myrcen,
karveol, dihydrokarvon atd.), se identifikuji na zaklad€ jejich reten¢nich Casti, porovnanim
s retencnimi ¢asy pikl v pfipravené referencni smési o znamém slozeni.

Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnitiniho standardu. Pfipravi se pétibodova
kalibraéni piimka v rozsahu 1,5 mg/ml az 7,5 mg/ml karvonu (resp. limonenu) v heptanu, coz
odpovida 15% az 75 % karvonu, resp. limonenu ve vzorku. Kontroluje se linearita kalibraéniho

grafu.

Priprava kalibracnich roztoki

Do sady 10ml odmérnych ban¢k se napipetuje 5 ml heptanu (1) a pomoci injekéni stiikacky
se postupné navazi asi (15; 30; 45; 60; 75) mg karvonu (3) a ptiblizné stejné mnozstvi limonenu
(4) s piesnosti 0,01 mg. Po kazdé navazce se odmérna baika ihned uzavie zatkou. Po navazeni

obou latek se odmérna banka doplni heptanem (1) po znacku a zamicha. Pomoci automatické
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pipety se pievede 1 ml takto pfipraveného roztoku do 3ml 1ékovky a piida se 1 ml kafru (2),

jako vnitini standard. Lékovka se uzavie, obsah se dobtfe promiché a prevede do vialky.
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Obrazek 2. Chromatogram realného vzorku kminové silice.

3.1.8 Vypocet

Z poméru ploch pikt karvonu a kafru (IS) se vypocita relativni odezva (RR) karvonu vztazena
na piidavek vnitfniho standardu a sestroji se zavislost RR karvonu na koncentraci
Vv pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibracni piimky se zjisti koncentrace karvonu

ve vzorku a jeho obsah vyjadieny v procentech se vypocita podle vztahu

X_100><C><V x107 ~100xcxV

mx107° - m (%)
kde x je obsah karvonu ve vzorku v %,
c koncentrace karvonu zjisténa z kalibra¢ni zavislosti v mg/ml,
\Y celkovy objem vzorku po nafedéni v ml,

m navazka vzorku v mg,
10°  konverzni faktor pro prepocet z mg/ml na g/ml.

10°  konverzni faktor pro pfepocéet z mg na g.

Stejnym zplsobem se vypocita obsah limonenu ve vzorku.
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3.2  Vysledky a diskuse

3.2.1  Optimalizace postupu

V soucasné dobé neexistuje v Ceské republice zavazna norma pro stanoveni obsahu karvonu
v kminové silici. Pfi vypracovani postupu na jeho stanoveni se proto vychazelo ze zkouSek
na hodnoceni kminové silice, které jsou uvedeny v Ceském lékopisu 2002 a v Ceském
lékopisu 2009. V nejnovéjdim vydani CL 2009 je popsano stanoveni chromatografického
profilu kminové silice s vyhodnocenim pomoci vnitini normalizace. Pro ucel laboratofe, tzn.
co nejpresnéjsi kvantifikaci karvonu, je tato metoda méné vyhodnd. Proto byl jako zaklad
pro vypracovani metody vybran postup z CL 2002, kde je popsano stanoveni obsahu karvonu
v kminové silici metodou GC-FID, vyuzivajici pro kvantitativni vyhodnoceni metodu vnitiniho
standardu.

Postup byl optimalizovan a ovéfen na vzorcich kminové silice. Tato silice byla pfipravena
ze zkuebnich vzorki kminu kofenného, které dodal Narodni odraidovy ufad (NOU)
a pochazely ze sklizn¢ 2012 a 2013. Byl posuzovan vliv jednotlivych krokt od velikosti
navazky, mnozstvi pfidaného vnitiniho standardu, az po chromatografické podminky vlastniho
stanoveni. K optimalizaci podminek méfeni na GC byla vyuzita i smés standardi zakladnich
latek obsazenych v kminové silici (karvon, limonen, myrcen, karveol, dihydrokarvon) tak, aby
Vv ptipad¢ potieby mohly byt tyto latky kvantifikovany. Pivodni pozadavek, tzn. pfipravit
a ovefit postup na stanoveni obsahu karvonu v kminové silici metodou GC, byl po konzultaci
s referentem NOU pro tuto plodinu rozsifen i o stanoveni obsahu limonenu, nebot’ vzajemny
pom¢ér karvonu a limonenu se povazuje za métitko kvality kminové silice.

U ptipravenych vzorkil silice byl soucasné¢ stanoven obsah karvonu také titracni metodou,
podle platneho postupu 50270.1 (10). Vysledky obou metod byly porovnany a statisticky
vyhodnoceny.

Byly stanoveny zakladni validacni parametry metody, tzn. opakovatelnost a stfedni
opakovatelnost, spravnost, linearita, meze detekce a stanovitelnosti a nejistota stanoveni.
Soucasti vyvojového tkolu bylo 1 ovéteni stability karvonu a limonenu v ptipravené kminové
silici.

Chromatografické podminky

Cilem préace bylo pfipravit metodu na stanoveni obsahu karvonu a limonenu metodou GC-FID.
Pii vybéru vhodné kolony se vychazelo zpostupu popsaného v CL 2002. Pro separaci
jednotlivych slozek kminové silice byla doporucena kapilarni kolona s chemicky vazanou

nepolarni fazi na bazi dimethylpolysiloxanu s 5 % fenylu o délce 60 m, s vnitinim pramérem
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0,53 mm a tloustkou vrstvy 1,5 um. Pro prvotni odzkouseni byla nainstalovana kolona, ktera
se v laboratofi standardné pouziva. Jednalo se o kolonu DB-5 (30 m x 0,25 mm, film 0,25 pm)
s doporucenou fazi, ale jinymi rozméry. Potvrdilo se, Ze tato kolona je pro zamyslené ucely
vhodna. Diky poloviéni délce a mensimu praméru kolony doslo ke zkraceni doby analyzy, piky
jsou uZsi a vyssi, coz vede k lepSimu rozliSeni. Parametrim kolony byla pfizptisobena velikost
navazky vzorku a nésledné fedéni.

Chromatografické podminky (kap. 3.1.6, tabulka 1) byly nastaveny tak, aby karvon a limonen,
tvofici spoleéné (95 — 99) % obsahu kminové silice, i vnitini standard kafr poskytovaly
symetrické piky dostate¢né rozdélené od ostatnich latek redlného vzorku. Na pfipravené smési
standardi nejvyznamnéj$ich slozek kminové silice (karvon, limonen, myrcen, karveol,
dihydrokarvon) pak bylo ovéfeno, ze nastavené podminky jsou vhodné i pro ptipadné stanoveni
dalSich latek, viz obrazek 3. V tabulce 2 jsou uvedeny reten¢ni Casy tr jednotlivych slozek
kminové silice a jejich relativni reten¢ni ¢asy Rtr vzhledem K vnitinimu standardu pro vyse
uvedeny teplotni program a kolonu.

V pribéhu ovéfovani metody byla u karvonu a limonenu pozorovana vysokd hodnota jak
opakovatelnosti stanoveni, tak i opakovatelnosti nastfiku. Nasledn¢ bylo zjisténo, ze tyto
vysoké hodnoty jsou velkou mérou zpusobeny teplotou nastfikového prostoru. Od pocatku
méfeni byla teplota injektoru nastavena dle CL 2002 na 220°C. Po tipravé teploty na 250 °C
(tato teplota doporudena i v CL 2009) do3lo k vyraznému zlepSeni opakovatelnosti nastiiku.
U karvonu se sniZila tato hodnota na polovinu (tzn. pfi tinj = 220 °C byla hodnota s = 0,052 a pii
tinj = 250 °C byla hodnota s = 0,025) a zaroven se snizila opakovatelnost stanoveni z ptivodni
hodnoty s = 0,65 na hodnotu 0,28. Dalsi sniZzeni hodnoty opakovatelnosti bylo docileno Upravou

navazky vzorku z 50 mg na 100 mg a zvySenim pfidavku vnitiniho standardu z 200 pl na 1 ml.
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Obrazek 3. Chromatogram smési standardi nejvyznamnéjsich slozek kminové silice.

Tabulka 2. Retencni ¢asy a relativni retencni ¢asy hlavnich slozek kminové silice.

Analyt tr (Min) Rtr
Myrcen 6,644 0,74
Limonen 7,262 0,81
Kafr, vnitini standard 8,964 1,00
Dihydrokarvon 9,612 1,07
Karveol 9,874 1,10
Karvon 10,256 1,14
3.2.2 Ovéreni stability

Béhem ovéfovani metody byla sledovana stabilita karvonu a limonenu v pfipravené kminové
silici. Tato silice byla skladovana pfi teploté ptiblizné 4 °C. Opakovaneé analyzy byly provedeny
po dvou, péti, sedmi, dvanacti a patnacti dnech. Po celou dobu byly dodrZzovany popsané
podminky skladovani. Ke sledovani stability byly vybrany dva vzorky silice a ty byly stanoveny

den pfipraveny k analyze vzdy ve tfech opakovanich. Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce

3.
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Tabulka 3. Stabilita karvonu a limonenu v kminové silici.

Interval mezi Obsah limonenu ve vzorku (%) | Obsah karvonu ve vzorku (%o)

pripravou vzorki | vzorek €. 5658 | vzorek & 5755 | vzorek €. 5658 | vzorek & 5755
42,81 43,64 54,90 94,74

po 2 dnech 42,66 43,49 54,85 54,71

po 5 dnech 42,76 42,93 55,39 54,67

po 7 dnech 41,47 42,25 55,00 55,09

po 12 dnech 41,08 42,01 55,09 55,62

po 15 dnech 40,91 41,96 55,62 55,80

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze obsah karvonu se zacal nepatrné zvySovat ke konci druhého
tydne skladovani. Kolisani obsahu karvonu v prvnich dvanacti dnech je zptsobeno chybou
stanoveni. V piipadé limonenu dochazelo k viditelnému snizeni stanoveného obsahu jiz po
sedmi dnech a pravdépodobné souvisi s doznivajicimi pochody, které zde probihaji, viz obrazek
1 (Schéma biosyntézy (+)- limonenu a (+)-karvonu v kminu kofenném). Kminovou silici lze

Vv pfipad€ nutnosti uchovavat maximalné po dobu péti dnti pfi teploté ptiblizné 4 °C.

3.2.3 Valida¢ni parametry

Opakovatelnost

Vypocet opakovatelnosti byl proveden pomoci software EffiValidation 3.0 - Opakovatelnost -
po urovnich z vicenasobného méteni. Opakovatelnost byla stanovena pouze na jedné
koncentraéni hlading, coZ odrazi skute¢nost, Ze obsahy karvonu i limonenu se v realnych
vzorcich kminu kofenného pohybuji pouze v uzkém koncentra¢nim rozsahu.

Ve vybraném vzorku kminove silice byl v deseti opakovanich stanoven vySe popsanou
metodou obsah karvonu a limonenu. Byla vypocitana smérodatna odchylka (s) a relativni
smérodatnd odchylka (sr), které jsou statistickou mirou presnosti (opakovatelnosti).
Ze smérodatné odchylky méfeni, byla vypocitana povolena diference paralelnich stanoveni
Rmax, tj. maximalni rozpéti, které 1ze jesté vysvétlit pfitomnosti ndhodnych chyb (11).

R,

max

=a,-s,

kde asje tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti a = 0,05, jehoz
hodnota je 2,77,

S smérodatnd odchylka z vicenasobnych méfeni jednoho vzorku.
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Tabulka 4. Opakovatelnost méfeni a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni;
pocet opakovani = 10.

Popis -« .o, | Opakovatelnost | Rel. opakovatel. Rmax
Analyt vzorku Priamér (%) (% abs.) (%) (% abs.)
Limonen vz. €. 5658 44,074 0,1817 0,41 0,503
Karvon vz. ¢. 5658 53,927 0,2084 0,39 0,577

Z tabulky 4 vyplyva, Ze opakovatelnost stanoveni pro karvon a limonen je akceptovatelna
a odpovida koncentra¢ni hlading v niz se dane latky v kminoveé silici vyskytuiji.
Pro zépis vysledkti do LIMSu byla vloZena pro povolenou diferenci dvou paralelnich stanoveni

hodnota 0,6 % abs., jak pro stanoveni karvonu, tak i pro stanoveni limonenu.

Stredni presnost

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software EffiValidation 3.0 - Opakovatelnost -
z paralelnich méfeni. K vypoctu byly pouzity hodnoty ziskané z analyz vzorkd kminové silice
ze sklizn¢ 2012 a 2013. Obsahy karvonu i1 limonenu se ve vzorcich pohybovaly
Vv koncentra¢nim rozsahu typickém pro silice kminu kofenného.

Byla vypocitana smérodatna odchylka a relativni smérodatnd odchylka z paralelnich méfeni
a dovolena diference paralelnich stanoveni Rmax, podle vztahu

R =055

kde br je t

abelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti a = 0,05, jehoz hodnota je 2,46,

S smérodatna odchylka ziskana z paralelnich stanoveni.

Vyhodnoceni je shrnuto v tabulce 5.

Tabulka 5. Stiedni presnost a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni.

Analvt Pocet Primér méreni | Stfedni piesnost R;Ls;t:;::i;" Rmax
YUl vzorki (n) (%) (% abs.) p 00) * | (% abs.)

Limonen 36 43,73 0,2281 0,52 0,561

Karvon 36 54,37 0,2357 0,43 0,580

Z tabulky 5 vyplyva, ze zjisténa stfedni pfesnost je pro koncentra¢ni hladinu, v niz se ob¢ latky

vyskytuji, akceptovatelna. Zaroven lze fici, ze vysledky koresponduji s hodnotami pfesnosti

ziskanymi za podminek opakovatelnosti.
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Spravnost

V soucasné dob¢ nejsou poradany zadné mezilaboratorni porovnavaci zkousky na stanoveni
karvonu, pfipadné limonenu a neni dostupny Zadny CRM kminove silice. Spravnost metody na
stanoveni obsahu karvonu a limonenu v této silici byla proto ovéfena metodou standardniho
pfidavku s pouzitim testu vytéznosti. V ramci ovéfeni spravnosti byly rovnéz porovnany
vysledky analyz vzorku ze sklizné¢ 2012 a 2013 ziskané metodou GC s vysledky, které
poskytuje titra¢ni metoda na stanoveni karvonu. Vyhodnoceni bylo provedeno v EffiValidation
3.0 - Porovnani 2 metod/laboratofi: t-testem na rozdil vysledk.

Pfi ovétovani spravnosti metodou standardniho pfidavku bylo postupovano nasledovné.
K pfesné navazce vzorku bylo vzdy piiddno definované mnozstvi standardu karvonu
a limonenu tak, aby byla ptipravena fada vzorkl na tfech koncentra¢nich hladinach, pokryvajici
poZadovany rozsah. Na kazdé z hladin byly pfipraveny vzorky ve 3 opakovanich. Ziskané
vysledky stanoveni byly vyhodnoceny v programu EffiValidation 3.0 - Spravnost - Velky
koncentraéni rozsah - slepy pokus neni k dispozici. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce
6a’.

Tabulka 6. Ovéfeni spravnosti metody stanoveni karvonu v kminoveé silici.

Popis Piidavek | Naméieno | Vytéznost | Piesnost | Interval spolehlivosti | Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,15948 | -0,36147 —0,36147 Prijata
Pridavek 1 5,064 5,3733 106,11 0,16503 5,00552 - 5,74115 Prijata
Pridavek 2 10,128 10,2967 101,67 0,64444 | 9,23265 - 11,36068 Prijata
Pridavek 3 19,994 19,5133 97,60 0,39119 | 18,83626 —20,19041 Ptijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
Tabulka 7. Ovéreni spravnosti metody stanoveni limonenu v kminoveé silici.

Popis Piidavek | Naméieno | VytéZnost | Piesnost sp:)T;ﬁTxlzi)lsti Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,25423 | -0,57624 - 0,57624 Prijata
Pridavek 1 4,9925 4,6800 93,74 0,13204 4,22086 —5,13914 Prijata
Pridavek 2 9,9850 9,9667 99,82 0,20881 | 9,43939 - 10,49394 Prijata
Pridavek 3 19,849 20,1367 101,45 0,51449 | 19,2169 —21,05643 Ptijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Z vysledku v tabulce 6 a 7 vyplyva, Ze popsana analyticka metoda poskytuje spravneé vysledky.
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Pokud se pomoci t-testu na rozdil vysledkt porovnaly obsahy karvonu ziskané metodou GC
s vysledky titraéniho stanoveni, bylo zjisténo, Ze metody neposkytuji statisticky shodné
vysledky, viz tabulka 8. Obsahy karvonu zjisténé titracni metodou byly ve vSech ptipadech
vysSi, coz doklada i obrazek 4. Tyto zvySené hodnoty souvisi pravdépodobné s principem
titracniho stanoveni, kdy se na kminovou silici ptisobi piebytkem ethanolického roztoku
hydroxylaminu hydrochloridu. Reakci s karvonem dojde k uvolnéni kyseliny chlorovodikové,
ktera se stanovi alkalimetrickou titraci. Lze ptedpokladat, Ze tak jako karvon mohou v kminové

silici reagovat i dalSi latky podobné chemické povahy a zptisobovat tak navyseni této hodnoty.

Tabulka 8. Srovnani vysledki ziskanych metodou GC-FID a stavajici titra¢ni metodou.

Priamérny rozdil Piesnost rozdilu Interval spolehlivosti Hypotéza

-1,65031 0,72281 -1,91085--1,38978 Zamitnuta

Zavér: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky.

Spravnost: srovnani 2 metod/laboratofi t-test na rozdil visledk
- kminova silice - Stanowveni karvonu - GC- 11.7.2014 -1

Metoda 2
en &n

T T T T T T
43 49 50 51 52 53

54
Metoda 1

Obrazek 4. Srovnani vysledku stanoveni obsahu karvonu metodou GC-FID a titra¢ni
metodou — grafické vyhodnoceni.
Legenda: Metoda 1 — titra¢ni metoda, Metoda 2 — metoda s vyuzitim GC-FID.

Meze detekce a stanovitelnosti
Pro stanoveni detek¢nich limitd byl pouzit program EffiValidation 3.0 - Stanoveni ze signalu

slepého pokusu v chromatografii.
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Pipravena fada kalibra¢nich roztoku (koncentrace v rozmezi 0,001 mg/ml az 7 mg/ml karvonu,
resp. limonenu v heptanu) byla zméfena na GC za podminek metody, byly vyhodnoceny vysky
pikii karvonu a limonenu a z naméfenych hodnot byly vypocitany smérnice kalibracnich piimek
pro oba analyty (EffiValidation 3.0 - Kalibrace). Hodnota maximalniho kolisani zakladni linie
(velikost Sumu) byla po zméfeni 5 slepych pokusii automaticky stanovena fidicim softwarem
Star 5.5.

Ze smérnice kalibra¢ni pfimky a hodnot maximalniho kolisani zakladni linie byly vypocitany

meze detekce a stanovitelnosti, které jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 9. Meze detekce a stanovitelnosti.

Parametr Limonen Karvon
Srvr}ernice kalibra¢ni by 244475 18983.23
primky

Korelaéni koeficient R? 0,99996 0,99991
Max. kolisani zakl.linie | hmax (V) 9,8 9,4
Koncentrace na mezi | X0 (mg/ml) 0,0012 0,00149
detekce X (%) 0,012 0,015
Koncentrace namezi | X (mg/mi) 0,00401 0,00435
stanovitelnosti xq (%) 0,040 0,050

Za vysSe popsanych podminek metody je mez detekce, resp. stanovitelnosti 0,015 %, resp.

0,050 % karvonu a 0,012 %, resp. 0,040 % limonenu ve vzorku.

Nejistota stanoveni

Relativni standardni nejistota a relativni rozSifena nejistota byly stanoveny z hodnot
paralelnich stanoveni 33 vzorkt kminové silice. Obsah karvonu a limonenu se v danych
vzorcich pohyboval v koncentraénim rozsahu typickém pro odrtidy kminu kofenného. Vypocet
byl proveden v programu EffiValidation 3.0 - Nejistoty z piesnosti - paralelni méfeni
k dispozici. Pro vypocet rozsifené nejistoty byl pouzit faktor pokryti 2. Vypocitané nejistoty

pro stanoveni obsahu karvonu a limonenu jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.
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Tabulka 10. Nejistoty pro stanoveni obsahu karvonu a limonenu v kminoveé silici.

Analyt Konc. Standardni nejistota Rozsifena nejistota (k = 2)
rozsah (%) | (% abs.) |relativni (%)| (% abs.) |relativni (%)
Limonen 36— 56 0,2167 0,494 0,4334 0,988
Karvon 43-62 0,2290 0,419 0,4581 0,838

Relativni rozSifena nejistota stanoveni byla pro oba parametry, tzn. karvon i limonen

zaokrouhlena na hodnotu 1 %.

4 Zavér

Byla pfipravena a validovina metoda na stanoveni obsahu karvonu a limonenu v kminové silici
s vyuZitim GC-FID. Rozsifeni vyvojového tkolu o stanoveni limonenu bylo provedeno na
zakladé konzultaci s NOU. Limonen spolu s karvonem tvofi piiblizng (95 — 99) % obsahu
kminove silice a jejich vzajemny pomér je méfitkem jeji kvality.

Byla provedena optimalizace podminek pro méfeni na GC, tak aby v ptipadé pozadavku bylo
mozné stanovit i dalsi slozky silice. Pro méfeni byla pouzita kapilarni kolona DB-5 s nepolarni
stacionarni fazi na bazi dimethylpolysiloxanu s 5 % fenylu.

Bylo prokazano, ze kminovou silici 1ze uchovavat po dobu 5 dni pfi teploté okolo 4 °C, aniz
by doslo ke zménam v obsahu karvonu a limonenu ve vzorku.

Po ukonceni optimalizace metody byla provedena jeji validace. Byla stanovena opakovatelnost,
stiedni opakovatelnost, linearita, meze detekce a stanovitelnosti a nejistota stanoveni. Do
laboratorniho informa¢niho a fidiciho systému LIMS byly po zaokrouhleni vloZeny nasledujici
parametry. Povoleny rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi byl pro karvon i limonen
nastaven na hodnotu 0,6 % abs., pro mez stanovitelnosti byla zadana hodnota 0,04 % u
limonenu a 0,05 % u karvonu a relativni rozsifena nejistota stanoveni pro oba parametry ma

hodnotu 1 % relativni.

50



10.

11.

12.

Literatura

Utedni véstnik Evropské Unie, 7.8.2007, C 184/15 — C 184/18.

Ruzickova, G. a kolektiv: LéCivé a kotfeninové rostliny z ¢eledi mitikovité. Kmin
korenny, Vydavatelstvi Ing. Petr Bastan — Olomouc, 1. vydani, 2013, s. 58 — 73.
Zehnalek, P., Holubat, J., Mezlik, T.: Olejniny 2014. Prehledy odrud horcice bilé,
mdku setého, Inu olejného a kminu korenného 2014, UKZUZ — NOU Brno, 1. vydani,
2014, s. 114 - 115.

Ministerstvo zdravotnictvi CR: Cesky 1ékopis 2009. Carvi fructus — Kminovy plod,
Grada Praha, 1. vydani, 2009, s. 1603 — 1604.

Kalackova, P.: Diplomova prace: Mikrobiologické ¢istota kminu kofenného (carum
carvi L.) béhem skladovani, MZLU Brno — Agronomicka fakulta, 2008.

Sedlakova, J., Kocourkova, B., Lojkova, L., Kuban, V.: The essential oil content in
caraway species (Carum carvi L.), Horticultural Science (Prague), 2003, 30, s.73 - 79.
Bouwmeester, H. J., Gershenzon, J., Konings, M. C. J. M., Croteau, R.: Biosynthesis
of the Monoterpenes Limonene and Carvone in the Fruit of Caraway. Plant
Physiology, 1998, 117 (3), s. 901 — 912.

Ministerstvo zdravotnictvi CR: Cesky 1ékopis 2009. Carvi etheroleum — Kminova
silice, Grada Praha, 1. vydani, 2009, s. 1602 — 1603.

Ministerstvo zdravotnictvi CR: Cesky lékopis 2002, 5. dil, Narodni ¢ast. Carvi
etheroleum — Kminova silice, Grada Publishing, 1. vydani, 2002, s. 5460 — 5462.
Kabatova, N., Sulova, R., Rysavy, P. a kol.: JPP Testovani odrad. UKZUZ — NRL
Brno, 2012.

Eckschlager, K., Horsak, I.: Dovolend diference vysledki paralelnich stanoveni.
Vyhodnocovani analytickych vysledkt a metod, 1. vydani, SNTL Praha, 1980
Centner, V.: Uzivatelska ptirucka EffiValidation 3.0.

o1



Bulletin Narodni referen¢ni laboratoie XX 2016/2

Ro¢nik: XX, €. 2

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky v roce 2016
Odpoveédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Pocet stran: 51

Texty neprosly jazykovou Upravou.

ISSN 1801-9196



	Bulletin 2016
	Brno 2016

	Obsah
	Za obsah příspěvků odpovídají autoři.
	Zavedení flash metody pro měření inhibice luminiscence bakterie Vibrio fischeri
	Zavedení detekce vnitřního genu bavlny a modifikace 281-24-236 x 3006-210-23 pro syntézu proteinů  Cry1F a Cry1Ac
	Stanovení obsahu karvonu v kmínové silici
	Popis rostliny
	Využití kmínu a jeho účinky
	Obsahové látky
	Kmínová silice
	3.1.1 Princip metody
	3.1.2 Chemikálie
	3.1.3 Přístroje a pomůcky
	3.1.4 Příprava zkušebního vzorku
	3.1.6 Chromatografické stanovení
	3.1.7 Kvalitativní a kvantitativní analýza
	Příprava kalibračních roztoků
	3.1.8  Výpočet
	3.2.1 Optimalizace postupu
	Chromatografické podmínky
	3.2.2 Ověření stability
	3.2.3 Validační parametry



