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Zavedeni detekce DAS40278 a MONS87460 u kukurice

Kateiina Starikova

Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemé&délsky, OMB Brno, Hroznova 5, 656 06 Brno

1 Uvod

Geneticky modifikované (ddle GM) neboli transgenni rostliny jsou takové rostliny, u kterych
byl zménén dédi¢ny material pomoci genovych technologii. Jednd se o zmény cilené,

tedy ziskané tak, Ze do rostliny vneseme nebo v ni cilené deaktivujeme néjaké konkrétni geny.

Typy GM plodin:
» Plodiny zlepSenych vlastnosti (tolerance k herbicidim, rezistence vici hmyzim
Sktidctim, rezistence k dalsim biotickym a abiotickym strestim).
» Plodiny spfidanou hodnotou produkti (vy$§i a kvalitativné zlepSen obsah
oleju — fepka, sdja, vySsi obsah lysinu — kukufice, aj.).
* Plodiny, které produkuji proteiny (vyuzitelné ve farmacii, specidlni enzymy

pro pramyslové vyuziti, produkty, které jsou zdkladem bioplastl a biopaliv).

V roce 2013 péstovalo GM plodiny 18 mil. zeméd€lcd ve 27 zemich svéta.
Plocha GM plodin zaujimala celkem 175,2 mil. hektari. Ve srovnani s rokem 2012 doslo
k 3% nartstu (5 mil. ha). V poslednich tfech letech se na rustu vyuzivané plochy podileji
pfedevS§im rozvojové zemé, zatimco v primyslové vyspélych zemich se vyuZzivana plocha
neméni. Ve vyuziti GM plodin vede Severni Amerika, nasleduji Jizni Amerika a Asie. Na
ostatnich kontinentech jsou vyuzivany GM plodiny ménég (viz obr. 1). Evropa je zndm4 svym
odmitavym postojem ke GM zemédélskym plodinam. Pro péstovani jsou povolena pouze GM
kukufice MONS810. Z hlediska oseté plochy kukutici MON810 v Evropé stoji za zminku
pouze Spanélsko. Ceska republika, Slovensko, Portugalsko a Rumunsko péstuji GM kukufici
MON810 v zanedbatelné mife. Co se ty¢e GM plodin povolenych pro dovoz do EU
a nasledné pouziti jako potraviny a krmiva, je jejich pocet vétsi. Divodem je skutecnost, ze
Evropa neni sobéstacna v produkci krmiv, takZze musi znacnou ¢ast potrebnych komodit
dovazet ze tretich zemi. Pro dovoz a pouziti na vyrobu potravin a krmiv je povoleno celkem
58 GM plodin, a to: 7 typu s6ji, 37 typu kukufice, 8 typu bavlniku, 3 typy fepky, 2 typy
bakterialni biomasy a 1 typ cukrovky.



Biotech Crop Countries and Mega-Countries*, 2013
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Source: Clive James, 2013.

Obr. 1. Pitehled zemi z celého svéta, ve kterych se v roce 2013 péstovaly GM plodiny.




Rank Country Area Biotech Crops
(million hectares)

1  USA* 70.1 Maize, soybean, cotton, canola, sugar beet, alfalfa, papaya,
squash
2 Brazil* 40.3 Soybean, maize, cotton
3 Argentina® 244 Soybean, maize, cotton
4 India* 1.0 Cotton
5 Canada* 10.8 Canola, maize, soybean, sugar beet
6 China* 4.2 Cotton, papaya, poplar, tomato, sweet pepper
7 Paraguay* 3.6 Soybean, maize, cotton
8 South Africa* 29 Maize, soybean, cotton
9 Pakistan®* 2.8 Cotton
10 Uruguay* 1.5 Soybean, maize
11 Bolivia* 1.0 Soybean
12 Philippines® 0.8 Maize
13  Australia* 0.6 Cotton, canola
14  Burkina Faso* 0.5 Cotton
15 Myanmar* 0.3 Cotton
16  Spain* 0.1 Maize
17  Mexico* 0.1 Cotton, soybean
18 Colombia* 0.1 Cotton, maize
19 Sudan* 0.1 Cotton
20 Chile <0.1 Maize, soybean, canola
21 Honduras <0.1 Maize
22 Portugal <0.1 Maize
23 Cuba <0.1 Maize
24 Czech Republic <0.1 Maize
25 Costa Rica <0.1 Cotton, soybean
26 Romania <0.1 Maize
27 Slovakia <0.1 Maize
Total 175.2

* 19 biotech mega-countries growing 50,000 hectares, or more, of biotech crops
** Rounded off to the nearest hundred thousand

Source: Clive James, 2013,
Obr. 2. Tabulka zobrazujici piehled druhi péstovanych GM plodin a po¢tu osetych

hektari v jednotlivych zemich svéta.



2 Cil

Cilem vyvojového ukolu je rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci

u kukufice. Nove zavadénymi transgeny jsou DAS40278 a MON87460.

DAS40278

Geneticky modifikovanad odriida kukufice DAS40278 byla vytvofena za ucelem ziskani
kukufice tolerantni K herbicidiim na bazi kyseliny 2,4 — dichlorfenoxyoctové.

Genom transgenni kukufice MON87460 obsahuje gen aad-1, ktery koduje enzym
AAD-1 (Aryloxyalkanoate Dioxygenase-1), ktery degraduje AOPP
(Aryloxyphenoxypropionat) a 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyoctova kyselina).

V disledku toho se stdva GM rostlina tolerantni k herbicidlim na bazi téchto ¢innych latek.

Schéma genového konstruktu:

g RB7 MAR P- aad-1 ZmPer5 | |[RB7 MAR ey
[ ubizm1 & 3 ,. .

Obr. 3. Schéma genového konstruktu genetické modifikace kukurice DAS40278.

RB7 MAR MAR (Matrix attachment region) z Nicotiana tabacum.

P-UbiZm1 Konstitutivni promotor ubiquitinového 1 genu kukufice (Zea mays).
aad-1 Gene z Sphingobium herbicidovorans, ktery koduje AAD-1 protein.
ZmPer5 3' 3’ nepielozeny region z kukuti¢ného (Zea mays) peroxidazového genu.
RB7 MAR MAR (Matrix attachment region) z Nicotiana tabacum.

Geneticky modifikovana kukufice DAS40278 je soucasti seznamu geneticky modifikovanych

plodin, u kterych probiha povolovaci proces nebo u kterych uplynula doba povoleni.

MON&87460
Geneticky modifikovand odrtida kukuiice MON87460 byla vytvofena za ucelem ziskani
kukufice schopné odolavat abiotickym stresovym faktoriim, a to konkrétné suchu.

Genom transgenni kukufice MON87460 obsahuje kopii genu cspB z bakterie Bacillus
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subtilis, ktery koduje CSPB protein (cold shock protein B) odpovédny za toleranci rostlin vici
suchu, a kopii nptll z Tn5 transposonu z bakterie E. coli kodujici enzym NPTII.
Kromé¢ vyse uvedenych genli obsahuje genovy konstrukt promotor 35S a terminator NOS.

Promotor 35S, termninator NOS a gen nptll se v laboratofi stanovuji v rdmci screeningu.

Schéma genového konstruktu:

ot RB P-ract1 I-rAct1 cspB LB B

Obr. 4. Schéma genového konstruktu genetické modifikace kukufice MON87460.

RB Prava hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.

P-ractl Sekvence konstitutivniho promotoru ryzového (Oryza sativa) aktinového
genu.

I-rActl Intron ryzového aktinového genu 1.

cspB Sekvence kodujici CspB (cold shock protein B) z bakterie Bacillus subtilis,
ktery zajiSt'uje toleranci vii¢i suchu.

Tr7 Terminac¢ni sekvence z T-DNA z A. tumefaciens.

P-35S CaMV promotor.

nptll sekvence kodujici NPTIlI enzym (neomycin phosphotranspherase) z Tn5

transposonu z bakterie E. coli.
3'nos 3' termina¢ni sekvence nopaline synthase genu z bakterie Agrobacterium
tumefaciens.

LB Leva hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Geneticky modifikovand kukufice MON87460 je soucasti seznamu geneticky

modifikovanych plodin, u kterych probihd povolovaci proces nebo u kterych uplynula doba

povoleni.

3 Princip

Zakladem metod detekce vySe uvedenych genetickych modifikaci je polymerazova fetézova

reakce (dadle PCR). Jednd se o hojné¢ pouzivanou metodu, pii které dochazi



k mnohonasobnému zmnoZeni urcitého tiseku DNA.

PCR se provadi automatizované v termalnim cykleru. Pfed vlastni PCR je dilezité provést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, ze pii prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k casteénému oddéleni komplementarnich fetézcti, ale vSechny molekuly pivodni DNA
budou jednofetézcové a piistupné primeram. Nasleduje denaturacni krok prvniho cyklu.
Béhem druhého kroku, tzv. annealingu ptisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové
DNA. Primery jsou navrzeny tak, ze se vazou k protilehlym fetézcim dvousroubovice
3’- konci smérem k sobé a vymezuji délku amplifikovaného tseku. Ve tietim kroku cyklu tzv.
extenzi jsou primery prodluzovany DNA-polymerazou ve sméru od 5’- konce ke 3’- konci.
Nasledujici cyklus zacina opét denaturaci dvouvlaknové DNA a vse se opakuje. Vzhledem ke
specifické sekvenci primert je amplifikovany usek mezi nimi stale stejny. Celkovy produkt
PCR se nazyva amplikon. M4 definovanou délku pohybujici se od desitek

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

4 Material a metody

4.1 Pristroje a pomiicky

411  Analytické vahy.

412  Vahy s piesnosti 0,01 g.

413  Vortex.

414  Centrifuga.

4.1.5 Vodni lazen.

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

4.1.7  Minitfepacka.

4.1.8 Laminarni box.

4.1.9 Termalni cykler.

4.1.10 Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

4.1.11 Elektroforetické vana a zdroj napéti.

4.1.12  Transiluminator.

4.1.13 Fotodokumentacni zafizeni se softwarem.

4114 pH metr.

4.1.15 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni Spicky
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4.1.16
4.1.17
4.1.18
4.1.19

s filtrem.

Plastové zkumavky o objemu 0,2 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’ tepeln€ (v susarné 1 h

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

apod.).
4.2

421

4.2.1.1.
4.2.1.2.
4.2.1.3.
4.2.1.4.
4.2.1.5.
4.2.1.6.
42.1.7.
4.2.1.8.
4.2.1.9.

422
4221
4222

4.2.3

423.1
4.2.3.2
4233
4234

Chemikalie

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

Lysis Buffer CF.

Buffer C2.

Buffer C3.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

REDTaq®ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgClz, Sigma-Aldrich
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl» (dale REDTaq).
PCR voda.

Amplifika¢ni primery

IVRI-F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC.
IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT.
35s-cf3: CCA CGT CTT CEE AGC AAG TGG.
35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAAATGAACTTCC.
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4.2.3.5 NOS-1: GAATCC TGT TGC CGG TCT TG.

4.23.6 NOS-3: TTATCCTAGTTT GCG CGC TA.

4.23.7 APH2F:CTC ACCTTGCTC CTG CCG AGA.

4.2.3.8 APH2R:CGC CTT GAG CCT GGC GAA CAG.

4.2.3.9 DAS-40278-9_5'-f1: CAC GAACCATTG AGT TAC AAT C.
4.2.3.10 DAS-40278-9 5-r3: TGG TTC ATT GTATTC TGG CTT TG.
4.2.3.11 MON 87460 primer 1: CAC GTT GAA GGA AAATGG ATT G.
4.2.3.12 MON 87460 primer 2: TCG CGA TCC TCC TCA AAG AC.

424  Chemikalie pro pripravu elektroforetického pufru TAE

4.2.4.1 Disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na;EDTA.

4.2.4.2 Trizma base.

4.2.4.3 Ledova kyselina octova.

4.2.4.4 Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol.IY, 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni

na vysledny objem 250 ml v odmérné bance.

Priprava TAE pufru:

Priprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Ptiprava 0,5 M zasobniho roztoku EDTA:

186,1 g Na,EDTA se vmicha do 750 — 800 ml (re)destilované vody. Na,EDTA se tplné
nerozpusti, dokud nebude pH vy$$i nez 7,0. pH se upravi na 8,5 pfiddnim NaOH.
Potom se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Ptefiltruje se ptes husty filtracni

papir. Roztok se skladuje neomezené pii laboratorni teploté.

2. Ptiprava 2 M Tris:

Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody. Pfida se 57,1 ml
ledové kyseliny octové a 100 ml pfedem ptipraveného 0,5 M zasobniho roztoku EDTA (pH
8,5). Doplni se (re)destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Neautokladvuje se.

Uchovava se v tésn€ uzaviené lahvi pii laboratorni teploté.

Priprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu
Odmeéti se 20 ml zésobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu

1000 ml.



Priprava agar6zového gelu

Pouziva se 0,8% gel pro stanoveni kvality vyizolované¢ DNA (0,64 g agardzy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifikacnich fragmentii (1,6 g agarézy nebo agardézy High Resolution).
Do Erlenmeyerovy banky se navazi dané mnozstvi praskové agardzy a piida se 80 ml
pracovniho 1 x TAE pufru. Vaii se pii teplot¢ (150 — 200) °C na elektromagnetickém
michadle po dobu (15 — 20) minut do doby az se vycefi roztok a vzduchové bubliny vymizi
i po krouzivém zamichdni. Mezitim se pfipravi nalévaci vana a vhodny hiebinek.

Po mirném zchladnuti se piida 10 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkalacni
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) minutach, v zavislosti na teploté
prostiedi, 1ze opatrné vyjmout hiebinek a ptenést gel z nalévaci vany do elektroforetické vany

S pracovnim roztokem 1 x TAE pufru.

4.2.5 Ostatni

4.2.5.1 Voda vhodné pro PCR.

4.2.5.2 Ribonuklease A 10 mg/ ml (DNase and protease free) — RNaza A.

4.2.5.3 (re)destilovana voda.

4.2.54 Agaroza.

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

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

4.25.7 6 x Loading Dye Solution.

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

4.25.9 (0,5-1)% roztok chlornanu sodného.

4.2.5.10 70% etanol.

4.2.5.11 Dekontaminaéni roztok.

Testovany material
Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni pfitomnosti amplifikovaného tseku.
Negativni kontroly se pouzivaji pro prokdzéani specifity reakce, a to jen v pfipadé¢ nové

zavadénych genetickych modifikaci.



DAS40278
ERM®BF433c (nase oznateni CRM 6/2014) obsahujici 1% kukufici MON40278 z IRMM
Institute for reference Material and Measurements (Joint Research Centre, Institute for

Reference Materials and Measurements, Geel, Belgie).

MON87460
AOCS 0709-A (nase oznaCeni CRM 16/2014) obsahujici kukutfici MON87460 z AOCS
(American Oil Chemists” Society).

Ob¢ pozitivni kontroly jsou ve formé kukuti¢né mouky a musi Se z nich nejprve vyizolovat
DNA.

4.3. Pracovni postup

Izolace DNA

Pted zacatkem vlastni izolace DNA je nutno pfipravit tyto roztoky:

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

Pufr C5: ke koncentratu pufru C5 se piida (95 — 100)% etanol, a to v mnozstvi uvedeném
na lahvi¢ce pufru. Po zifedéni se oznaci pfidani etanolu. Takto upraveny pufr Ize uchovavat
pfi laboratorni teploté po dobu 1 roku.

Proteinaza K: k lyofilizované Proteindze K se pfidd mnozstvi proteindzového pufru uvedené
na jejim obalu. Roztok proteinazy K je stabilni pti teploté —20 °C po dobu 6 mésicti.

Vlastni izolace DNA probiha v nékolika krocich, nejdfiv se musi provést ptiprava pracovni
plochy. Pracovni néstroje, pomiicky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA
otfenim povrchli dekontamina¢nim roztokem a ptisobenim UV zéfeni po dobu 30 min. Vodni
lazen se predehieje na teplotu 65 °C a da se predehiat lyzacni pufr CF na teplotu 65 °C. Do
2 ml zkumavky se navazi 200 mg zhomogenizovaného vzorku (pozitivni kontroly). Prvnim
krokem izolace DNA je bunécna lyze, kdy se ke vzorku ptidd 550 pl lyzaéniho pufru CF,
dobfte se promicha (15 s), ptida se 10 ul proteindzy K a 10 ul RNazy A a opét se promicha (2
— 3) s. Inkubuje se pii teploté 65 °C po dobu 30 min. Poté se smés centrifuguje po dobu
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10 min (> 10000 g) az se bunétné zbytky usadi. Pfipravi se podminky pro vazani DNA
na silikagel, a to tak, Ze se prevede 300 pl 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 ptidd se 750 ul smési
Z ptedchoziho kroku. Centrifuguje se 1 min pii 11000 g. Protekla tekutina se vylije. Nasleduje
promyvani DNA, které probiha ve tfech po sob¢ nasledujicich krocich. V prvnim promyti
se napipetuje 400 pl pufru CQW do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 1 min pti 11000 g.
Protekla tekutina se vylije. Ve druhém promyti se napipetuje 700 pl pufru C5 do NucleoSpin
tuby. Centrifuguje se 1 min pii 11000 g. Protekla tekutina se vylije. Ve tfetim promyti
se napipetuje dalsich 200 pl pufru C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 2 min pti 11000 g,
aby se uplné odstranil pufr C5 (rezidua etanolu v promyvacim pufru C5 mohou inhibovat
enzymatickou reakci). Poslednim krokem izolace DNA je eluce. Piedehieje se elu¢ni pufr CE
na 70 °C. Tuba NucleoSpin se umisti do nové centrifugani zkumavky o objemu 1,5 ml.
Na membranu v NucleoSpin tubé se napipetuje 100 pl predehiatého eluéniho pufru CE.
Inkubuje se 5 min pfi laboratorni teploté, a poté se centrifuguje 1 min pti 11000 g, aby
se shromazdila DNA. Eluat obsahuje cistou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovéani
se uchovéva pii teploté (2 — 8) °C, pro dlouhodobé piti -20 °C.

Méreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA
Ditlezitym krokem po vyizolovani DNA je orientac¢ni spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, piipadné dalSich piimési a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové

elektroforézy v 0,8% agardzovém gelu.

Spektrofotometrické méieni koncentrace ziskané DNA

Meéfteni pfi vinovych délkach (230, 260 a 280) nm umozni kromé stanoveni koncentrace
ziskané DNA 1 hodnoceni ¢istoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zatfeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupeni 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 namétend hodnota pod 1,7, je DNA znecisténa proteiny nebo jinymi
organickymi latkami. Pokud je naméfend hodnota nad 1,9, je DNA znecisténd RNA nebo
organickymi latkami.

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

Vlastni méreni

Koncentrace DNA se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok, vnémz je DNA
rozpusténa (v nasem piipadé se jedna o eluéni roztok z kitu NucleoSpin® Food). Pouziji se
2 ul vzorku. Kazdy vzorek se méti 2 x. Namétené hodnoty se zpriméruji. Pro naslednou PCR
zpravidla vyhovuji koncentrace v rozmezi (5 — 10) ng / ul templatové DNA. Pokud je
koncentrace DNA vyssi, je tieba ji na tuto hodnotu natedit vodou vhodnou pro PCR.

Pro vyvojovy ukol byly vzorky vyextrahované DNA certifikovanych referencnich materiala
nafedény na koncentrace 5 ng/ ul a 10 ng/ pl.

Urceni kvality vyizolované DNA

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

Vzorky se smichaji s barvivem 6 x Loading Dye Solution v mnozstvi 2 ul barviva a 3 ul
vyizolované DNA a spolu s Load Precision Molecular Mass standardem se nanesou do jamek
gelu a spusti se elektroforéza (70 V, 75 minut).

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
European Union Reference Laboratory for GM Food and Feed (EURL GMFF).

Pro ur€eni konkrétnich transgend se pouzivaji metody druhové specifické neboli event-
specific, které se zamétuji na amplifikaci useku mezi vloZenych konstruktem a vlastni
genomovou DNA. Pomoci této metody lze rozliSit druhy transgennich organismi, které
obsahuji stejny genovy konstrukt.

Sekvence jednotlivych amplifikacnich primert a amplifikacni programy byly pfevzaty
z metod validovanych EURL GMFF. Pii zavadéni novych PCR detekei se provedlo z diivodu

opakovatelnosti pét na sob¢ nezavislych PCR reakci (amplifikaci).

12



Vnitini gen kukufice
primery: IVRI-F, IVRI-R

amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatec¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 68 110 45
Extenze 72 120
Zavéreéna extenze 72 300 1
délka amplikonu: 226 bp
Promotor 35S
primery: 35s-cf3, 35s-cf4
amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58
Annealing 57,5 120 40
Extenze 12 105
Zavéreéna extenze 72 180 1

délka amplikonu: 123 bp




Terminator NOS
primery: NOS-1, NOS-3

amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu

Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58

40
Annealing 57,5 120
Extenze 72 105
Zavérecna extenze 72 180 1
délka amplikonu: 180 bp
nptll
primery: APH2 F, APH2 R
amplifikac¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 25
Annealing 60 30 35
Extenze 72 45
Finalni extenze 72 420 1
délka amplikonu: 215bp
DAS40278
amplifikacni primery: DAS-40278-9_5'-f1, DAS-40278-9_5'-r3
amplifikacni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli

Pocatecni
denaturace % o0 '
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 45

délka amplikonu: 98bp

14




MONB87460
amplifikac¢ni primery: MON 87460 primer 1, MON 87460 primer 2

amplifika¢ni program:

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

délka amplikonu: 82 bp

Provedeni vlastni PCR reakce

Laminarni box se vysviti UV zéafenim po dobu (20 - 30) minut. Pfedméty v ném umisténé
a jeho prostor se dekontaminuji dekontamina¢nim roztokem. Pfipravi se pipety, sterilni Spicky
s filtrem, sterilni zkumavky, odpadni nédoba s vlozenym sickem na pouzity materidl,
stojanky, apod.

Stanovi se pocet reakci (tj. pocet vzorkl, beztemplatova, negativni kontrola (pouzije-li se)
a pozitivni kontrola). Dle tabulek reakénich smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy
vSech soucasti reakce. Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazaku, proto se musi predem
rozmrazit, bud’ pfi laboratorni teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek
se promichaji jejim prevracenim nebo kratkym vortexovanim a zcentrifuguji se
na minicentrifuze.

PCR sm¢s se pfipravuje na ledu.

REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl:

Celkova reakéni smés se sterilné smicha v potadi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce
(Tabulka 1). Reakéni smés se dikladné, ale opatrné promicha (obraceni zkumavky, vortex)
arozdeli se po 22,5 pl do oznacenych zkumavek. Poté se do zkumavek ptidd 2,5 pl
templatové DNA. Do beztemplatové kontroly se misto DNA ptidd voda vhodna pro PCR.

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

do termalniho cykleru a zah4ji se ptislusna PCR amplifikace.
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Tabulka 1. SloZeni reakéni smési REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl..

Slozka 1 reakce (nl)
PCR voda 9
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with 125

MgCl.

Primer F 0,5

Primer R 0,5

Templat 2,5

Elektroforéza v agar6zovém gelu

2% gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi pracovnim 1 x TAE pufrem nékolik mm
nad jeho povrch. VVzorky se nanesou do jamek gelu v tomto pofadi: beztemplatova kontrola,
negativni kontrola, elektroforeticky marker, vzorky, elektroforeticky markera pozitivni
kontrola. Objem vzorku nanaSeného do jedné jamky zavisi na typu hiebinkua jeho potfebném
mnozstvi. Amplifikaty ziskané pomoci kitu REDTaq se nanasi ptimo z PCR zkumavek,
protoze obsahuji nanaseci barvivo pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markerti do jamek
Vv gelu se spusti elektroforéza. Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V, maximum mA,
(30 — 60) min chodu.Tyto hodnoty lze ménit dle potieby a pokynt v navodu pro pouziti
elektroforetického zdroje. Rozdéleni a wuspotddani pruhtt se sleduje prosvicenim

na transiluminatoru, vyfotografovanima pfenesenim do pocitace.

S. Vysledky a diskuze

DAS40278
Spektrofotometrické méteni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 2. Naméiené koncentrace a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

Koncentrace
Vzorky A 260/A 280 A 260/A 230
(ng/pl)
CRM 6/2014 105,20 1,89 2,18
CRM 6/2014 105,00 1,90 2,19
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Urceni kvality vyizolované DNA

M 6_14A 6_14B K M
— —

Obr. 5. Uréeni kvality vyizolované DNA pozitivni kontroly CRM 6/2014 (6_14), K —

kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu kukutice

Bt K M 614A614B M P

 REREL

om—
eend “
-

Obr. 6. Stanoveni vnitfniho genu kukufice (226 bp) u pozitivni kontroly CRM 6/2014
(6_14A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 6_14 B koncentrace DNA 10 ng/pl), Bt —
beztemplatova kontrola, K — kontrola izolace, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola

CRM 2/2009. Amplifikaé¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni transgenu DAS40278

Obr. 7. Stanoveni transgenu DAS40278 (98 bp), Bt — beztemplatova Kkontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
6/2014 s koncentraci DNA 5 ng/nl (6_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2014
s koncentraci DNA 10 ng/ul (6_14B). Amplifikacni kit REDTag.

100 bp

50 bp

Obr. 8. Stanoveni transgenu DAS40278 (98 bp), Bt — beztemplatova Kkontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
6/2014 s koncentraci DNA S5 ng/pnl (6_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pl (6_14B). Amplifika¢ni kit REDTaq.
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100 bp

50 bp

Obr. 9. Stanoveni transgenu DAS40278 (98 bp), Bt — beztempliatova Kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
6/2014 s koncentraci DNA 5 ng/nl (6_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pul (6_14B). Amplifikacni kit REDTagq.

100 bp

50 bp

Obr. 10. Stanoveni transgenu DAS40278 (98 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
6/2014 s koncentraci DNA 5 ng/nl (6_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2014 s
koncentraci DNA 10 ng/pl (6_14B). Amplifikacni kit REDTaq.
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100 bp

50 bp

Obr. 11. Stanoveni transgenu DAS40278 (98 bp), Bt — beztemplatova Kkontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
6/2014 s koncentraci DNA S5 ng/nl (6_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pl (6_14B). Amplifikacni kit REDTaq.

MON&87460
Spektrofotometrické méteni koncentrace ziskané DNA:

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

Koncentrace
Vzorky A 260/A 280 A 260/A 230
(ng/pl)
CRM 16/2014 88,50 1,86 2,16
CRM 16/2014 88,60 1,85 2,15
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Urceni kvality vyizolované DNA

M 16_14A 16_14B K M

- -y

1000 bp

700-bp

500 bp

Obr. 12. Urdeni kvality vyizolované DNA pozitivni kontroly CRM 16/2014 (16_14),

K — kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu kukutice

16_14A 16_14B8 M P

150 bp

100 bp

50 bp

Obr. 13. Stanoveni vnitiniho genu kukufice (226 bp) u pozitivni kontroly CRM 16/2014
(16_14 A — koncentrace DNA 5 ng/pl, 16_14B — koncentrace DNA 10 ng/pl), Bt —
beztemplatova kontrola, K — kontrola izolace, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola
CRM 2/2009. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.
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Stanoveni screeningového elementu promotoru 35S

Bt M 16_14A 16_14B N\ P

100 bp

50 bp

Obr. 14. Stanoveni screeningového elementu promotoru 35S (123 bp) u pozitivni
kontroly CRM 16/2014 (16_14 A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 16 14B — koncentrace
DNA 10 ng/ul), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola
CRM 7/2013. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.

Stanoveni screeningového elementu NOS

Bt M 16_14A16_14B || P

100 bp
50 bp

Obr. 15. Stanoveni screeningového elementu terminatoru NOS (180 bp) u pozitivni
kontroly CRM 16/2014 (16_14 A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 16_14B — koncentrace
DNA 10 ng/ul), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola
CRM 1/2011. Amplifikaé¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni screeningového elementu nptll

Bt M 16.14A16_14B )| P

250 b

200bp - —
150 bp

100 bp

50 bp

Obr. 16. Stanoveni screeningového elementu nptll (215 bp) u pozitivni kontroly CRM
16/2014 (16_14 A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 16 _14B — koncentrace DNA 10 ng/ul),
Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 1/2011.
Amplifika¢ni kit REDTagq.

Stanoveni transgenu MON87460

Obr. 17. Stanoveni transgenu MONS87460 (82 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
16/2014 s koncentraci DNA 5 ng/ul (16_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 16/2014

s koncentraci DNA 10 ng/pl (16_14B). Amplifika¢ni kit REDTagq.
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100 bp

Obr. 18. Stanoveni transgenu MONS87460 (82 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
16/2014 s koncentraci DNA S ng/nl (16_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 16/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pl (16_14B). Amplifika¢ni kit REDTagq.

100 bp

50 bp

Obr. 19. Stanoveni transgenu MON87460 (82 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
16/2014 s koncentraci DNA 5 ng/ul (16_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 16/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pnl (16_14B). Amplifika¢ni kit REDTaq.
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100 bp

50 bp

Obr. 20. Stanoveni transgenu MON87460 (82 bp), Bt — beztemplatova Kkontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
16/2014 s koncentraci DNA 5 ng/pl (16_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 16/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pl (16_14B). Amplifika¢ni kit REDTagq.

250 bp "—

200 bp

150 bp

50 bp

Obr. 21. Stanoveni transgenu MON87460 (82 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
16/2014 s koncentraci DNA 5 ng/ul (16_14A), P2 — pozitivni kontrola CRM 16/2014
s koncentraci DNA 10 ng/pl (16_14B). Amplifika¢ni kit REDTagq.
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Béhem verifikace se postupovalo dle metody JPP (postup ¢. 10250.1) a metod validovanych
EURL GMFF. Ve vsech pripadech se zachovaly jednotlivé objemy a slozky PCR reakce,
sekvence primerd i amplifika¢ni programy. Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze testovany
certifikovany referenéni material vykazuje pruhy v piislusném misté, jak u screeningu, tak
pii stanoveni konkrétniho transgenu. Nékteré z téchto pruhiit mohou byt na hranici viditelnosti
(zejména v tisténé verzi, ktera ma ponékud horsi kvalitu oproti ptivodnim snimkim ulozenym
V pocitaci).
Detekovatelnost pruhtit DNA je zéavisla na téchto faktorech:
- Koncentraci templatové DNA.
- Kvalité templatové DNA, ktera zavisi jak na zptisobu izolace, tak na opakované
rozmrazovani a zmrazovani alikvotli ve zkumavkach.
- Kvalit¢ amplifika¢nich primerd. Jejich kvalita je zavisla na jejich fedéni
a opakovaném rozmrazovani a zmrazovani.

- Kvalité gelu a provedeni elektroforézy.

5 Zavér

Cilem vyvojového ukolu bylo zavést metody pro detekci novych genetickych modifikaci
u kukufice, a to transgeni DAS40278 a MONS87460 a rozsitit tak spektrum dosud
stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoii OMB.

Tento ukol se podatilo splnit a laboratof je schopna v souc¢asné dobé stanovit 18 geneticky
modifikovanych odrid kukufice.

Tyto metody se zatadi do postupu zkouSeni ptitomnosti genetickych modifikaci u vzorka

krmiv.
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Stanoveni chloristani v hnojivech

Eva Fojtlova
Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédelsky, ONRL Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

1 Uvod

Pti afednich kontroladch kvality potravin v zemich Evropské unie byla zjisténa pfitomnost
rezidui chloristanii v potravindch. ZvySeny obsah chloristani byl detekovan zejména
Vv zelening a ovoci a ve vyrobcich z nich vyrabénych. Konzumace takovych potravin miize
pusobit negativné na lidské zdravi. Jednim z moznych zdroji zvySeného obsahu chloristanil
Vv potravinach byl oznacen zvyseny vyskyt chloristanti v ptidach, kam mohou byt zaneseny
I mineralnimi hnojivy.

Chloristan je chemicky kontaminant, ktery se vyskytuje v Zivotnim prostiedi jak pfirozené
(loziska potase a dusi¢nanl, formovani v atmosféfe), tak se do n¢j dostavd vlivem
pramyslové ¢innosti (vyroba, pouzivani a zneSkodiovani chloristanti, desinfekce chlornany
atd.).

Jak jiz bylo uvedeno, chloristany se vyskytuji v loziscich dusi¢nanti, a proto mohou byt také
obsazeny v mineralnich hnojivech pfirodniho pivodu. Znamy piipad vyskytu je v loZiscich
chilského ledku, ktery miize obsahovat az 1,5 % chloristanti. Piesto, Ze vyroba syntetickych
dusikatych hnojiv vedla ke snizeni pouzivani chilského ledku jako hlavni slozky mineralnich
hnojiv, vyzkum ukézal, Ze hnojiva a komponenty hnojiv, kterd nejsou odvozena od chilského
ledku, mohou také obsahovat stopy chloristani. V roce 2013 bylo na tzemi Némecka
odebrano 101 vzorkt mineralnich hnojiv, ve kterych byl stanoven obsah chloristani. U 61 %
vzorkd nebyl obsah chloristani detekovan, respektive jeho obsah byl nizsi, nez byla mez
stanovitelnosti pouzitych analytickych metod (0,1 - 1 mg/kg). U zbyvajicich vzorka byl
primérny obsah 100 mg/kg, pticemz se koncentrace pohybovaly od meze stanovitelnosti az
po 2 300 mg/kg. V roce 2014 byl proveden na evropském trhu dalsi screening na ptitomnost
chloristani v mineralnich hnojivech. Bylo odebrano a analyzovano 192 vzorkd a hodnoty
obsahu chloristanti neptekrocily 100 mg/kg. Toto uzce souviselo s tim, ze v prosinci r. 2013
ptijalo Evropské sdruzeni vyrobcli krmiv doporuceni, aby na evropském trhu byla
obchodovatelna pouze takova hnojiva, kterd obsahuji maximalné 100 mg chloristant/kg.
Béhem provadéni Setfeni bylo zjisténo, ze neexistuje zadna validovana analyticka metoda

na stanoveni chloristanti v mineralnich hnojivech, a tudiz vznikl pozadavek na vytvofeni
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standardizované metody.
Cilem fes$eni tohoto tkolu je zavedeni metody na stanoveni obsahu chloristanti v mineralnich

hnojivech metodou iontové chromatografie za pouziti vodivostniho detektoru (IC-CD).

2 Material a metody

K zavedeni a ovéfeni metody byly pouzity vzorky analyzované v ramci validacni studie.

Koncentrace chloristant se v téchto vzorcich pohybovala v rozmezi od 0 mg/kg (respektive

< MS) do 150 mg/kg. Podle provedené anylyzy se jednalo o sirany, fosforecnany, dusi¢nany

a jejich smési.

Analyza vzorki byla provadéna na Iontovém chromatografu ICS 3000 od firmy Dionex.

Sestava tohoto chromatografu obsahuje nasledujici moduly:

AS Autosampler AS40

DP isokratické a gradientové Cerpadlo, mixer, degaser

DC termostatovany prostor ve kterém jsou umistény kolony, vodivostni detektor,
ampérometricky detektor, supresor

EG eluent generator (automaticky generuje mobilni fazi pozadované kvality)

UV VIS detektor, typ AD 25

Vzorek hnojiva byl extrahovan vodou. Z extraktu byly odstranény nerozpusténé castice

filtraci a odstfed’ovanim. Chloristany byly separovany pomoci iontové chromatografie, kde

jako stacionarni faze byl pouzit ménic aniontii a mobilni faze byly vodné roztoky hydroxidu

draselného, které byly piipraveny pomoci eluent generatoru. K detekci byl pouzit vodivostni

detektor v kombinaci se supresorem, ktery snizuje konduktivitu eluentu a zvySuje tak

citlivost méfeni. Chloristany byly identifikovany porovnanim jejich reten¢niho casu

s reten¢nim ¢asem standardniho roztoku. Kvantitativni vyhodnocovani se provadélo pomoci

externi kalibrace.
2.1 Chemikalie

2.1.1 Vysoce Cista demineralizovand voda (dale jen demi voda) s mérnym odporem
minimalné 18,2 megaohmi, odplynéna
2.1.2 Zakladni standardni roztok o koncentraci 1 000 mg ClO47/I.
Dodava se komerc¢né.
2.1.3 Pracovni roztok I. o koncentraci 100 mg ClO47/I.
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Ptiprava: 5 ml zakladniho roztoku (2.1.2) se napipetuje do 50 ml odmérné banky
a doplni se demi vodou po znacku.

2.1.4 Pracovni roztok Il o koncentraci 10 mg ClO47/1.
Ptiprava: 5 ml pracovniho roztoku I (2.1.3) se napipetiuje do 50 ml odmérné banky
a doplni se demi vodou po znacku.

2.1.5. Pracovni roztok III o koncentraci 1 mg C1O47/I.
Ptiprava: 5 ml pracovniho roztoku I (2.1.4) se napipetiuje do 50 ml odmérné banky

a doplni se demi vodou po znacku.

2.2 Pristroje a pomiicky

2.2.1 Analytické vahy s presnosti 0,0001 g

2.2.2 Tontovy chromatograf ICS 3000 Dionex

2.2.3 Analyticka kolona Dionex IonPac AS 16 (2x250 mm), pifedkolona Dionex lonPac
AG 16(2x50 mm)

2.2.4 Laboratorni odstfedivka

2.2.5 Automatické pipety

2.2.6 Zatizeni pro membranovou filtraci s membranovymi filtry o velikosti port 0,45 um

2.2.7 Jednorazové mikrofiltry s porozitou 0,22 um

2.2.8 Zatizeni pro ptipravu vysoce ¢isté demineralizované vody-Millipore

2.3 Pracovni postup

2.3.1 Uprava vzorku

Do 250 ml odmérné banky se navazi 25 g vzorku, pfida se 150 ml demineralizované vody
(2.1.1), banka se promicha, doplni vodou po rysku a opét promicha. Roztok se dale fedi a to
tak, aby koncentrace ptfitomného chloristanu byla v rozmezi kalibra¢niho rozsahu a zaroven
aby pfitomnost ostatnich aniontd nerusila stanoveni.

Pfed nastfikem do iontového chromatografu se nafedévy roztok bud’ filtruje ptfes jednorazovy

membranovy filtr (2.2.7) nebo se odstied'uje ( 10 min, 10 000 g)
2.3.2 Méieni na ICS 3000

Nastaveni chromatografickych podminek

Nastaveni se provadi podle hodnot uvedenych v tabulce 1.
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Tabulka 1. Chromatografické podminky

Kolona Dionex lonPacAS16(2x250 mm)

Pi‘edkolona Dionex lonPacAG16(2x50 mm)

Eluent 40 mM KOH

Pritok eluentu 0,300 ml/min

Detekce Vodivostni detektor

Supresor AERS 500, 2mm, Dionex
Recycle mode

Objem nastriku 10 ul

Teplota na koloné 30°C

Kalibrace

Ptipravi se kalibra¢nich roztoky o koncentaci 0,03 - 0,05 - 0,1 - 0,3 -0,5-0,7 — 1,0 mg
ClO47/l. Do fady odmérnych ban€k o objemu 100 ml se napipetuje 3 ml pracovniho roztoku
I (2.1.5), 05-3—-5-7—-10 ml pracovniho roztoku Il (2.1.4). Banky se doplni demi
vodou po rysku a dobfe se promichaji. Kalibracni roztoky se pfipravuji v den pouziti.

Po nastaveni chromatografickych podminek a ustileni chodu iontového chromatografu se
promé&ii kalibra¢ni roztoky.

Ze ziskanych dat se sestroji kalibra¢ni kfivka . Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouziva jeji
linearni ¢ast.

Méreni vzorku

Po provedenti kalibrace pfistroje se zméfi za stejnych podminek vzorek.

Chloristany se identifikuji porovnanim retencnich ¢asu v roztoku standardu a roztoku vzorku.
Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouZije metoda vngjsiho standardu.

JestliZze koncentrace aniontu v analyzovaném vzorku pfesdhne koncentracni rozsah kalibrace,
vzorek se nafedi. Je moZno postupovat také tak, Ze se provede kalibrace s vySSim
koncentra¢nim rozsahem, pokud to vyménna kapacita kolony dovoli, a vzorek se znovu
analyzuje.

Vodni extrakty minerdlnich hnojiv obsahuji vysoké koncentrace anionti ( chloridy, sirany,
fosforecnany, dusi¢nany) které mohou stanoveni rusit, a proto je vzdy nutno hledat optimalni
fedéni. V ptipadech kdy vzorek nelze uspokojivé natedit, to znamena tak , aby se eliminoval
vliv matrice a zdroven neklesl obsah chloristanli pod mez stanovitelnosti, je nutno

pro kvantifikaci pouzit metodu standardniho ptidavku.
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2.3.3 Vypocet a vyjadiovani vysledkii

Hmotnostni koncentrace chloristanu v roztoku se vypocte z plochy jeho piku pomoci
kalibra¢ni funkce. Pro vypocet se vyuziva software piistroje.

Obsah chloristanu v mineralnim hnojivu se vyjadiuje v mg/kg a vypocte se podle vztahu:
X=C.D.V.1000/m

X je koncentrace chloristanu v mg/kg

C je koncentrace chloristanu v roztoku v mg/I
D je tedici faktor

V je objem roztoku vzorku v |

m je hmotnost vzorku v g

2.4 Diskuse a vysledky

Vyse popsana metoda na stanoveni chloristanti v hnojivech vychazi z metody, ktera byla
navrzena pracovni skupinou CEN/TC 260/WG 7 v roce 2015, kdy poradala kruhovy test
na toto stanoveni. Pfed samotnym KT probihala mezi ptihlaSenymi Gcastniky a organizatory
diskuse k navrhované metodé¢, které jsme se také zhcastnili.

Metoda byla navrZena pouze obecné, vybér analytické kolony i nastaveni chromatografickych
podminek bylo ponechéno na tGcastnicich KT.

Nejvice diskutovanycm problémem byla ptiprava kalibra¢nich roztokl, a to zda maji byt
standardy fedény vodou nebo se ma jednat o roztoky, které se budou svym sloZzenim
co nejvice podobat roztokiim vzorkil. Roztoky mineralnich hnojiv obsahuji velké koncentrace
aniontt (chloridy, dusi¢nany, sirany, fosfore¢nany), které mohou stanoveni chloristant rusit.
Byly vzneseny navrhy, aby kalibra¢ni roztoky obsahovaly srovnatelné koncentrace ostatnich
aniontl tak, jak jsou pfitomny v samotnych vzorcich. To by ovSem znamenalo provadét
kalibraci pro kazdy jednotlivy vzorek samostatné, protoZze koncentrace aniontll pfitomna
v jednotlivych vzorcich je rizna. V bézné laborarorni praxi toto nelze provadet, nehledé na to,
ze ve veétsSing piipadil je slozeni vzorku pro analytika nezndmé. Bylo proto navrzeno, aby
pritomnost aniotli ve vzorku byla v jednotlivych kalibracnich roztocich jednotné simulovana
ptidavkem 5g KNO3/I.

V predvalidacnim meéfeni jsme méli k dispozici vzorek neznamého sloZeni se zndmou

koncentraci chloristanli. Analyzovali jsme tento vzorek s tim, Ze jsme kalibraci provadéli
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jednak pomoci vodnych roztokii chloristanu a jednak pomoci roztokl chloristanu s ptidavkem
5g KNOgs/I. Na obr.1 jsou znazornény chromatogramy kalibracniho roztoku o koncentraci 0,5
mg CLO4/l bez (kiivka 1) a s pfidavkem KNO3 (ktivka 2). Z porovnani chromatogramd to je
retencnich Casu a tvaru pika je patrné, ze piidavek dusi¢nanu nema vliv na tvar piku ani na

%

retencni ¢as chloristanii. Vysoka koncentrace dusi¢nanu naopak zptisobuje , ze pik chloristanu
nevychdzi z nulové linie, ale nachazi se v klesajici ¢asti piku dusi¢nanu. TataZz situace nastala,
pokud jsme do kalibra¢nich roztok misto dusi¢nanu ptidali ve stejné koncentraci siran nebo
fosforecnan. Pro vSechna nasledujici méteni jsme proto pfipravovali kalibracni roztoky fedéné

pouze vodou

<41 - 2015-07-16 AS11 VLASTNI ASRS2 #86 standard 0,5 co_1

0,586 _qu’J?G 07-16 AS11 VLASTNI ASRS2 #87 standard 0,5 + NO3 CD_1
0,500
0,40
0,300
0,200
6 - chloristany - 12,750
0,100
0,000-{! —
0,100
0,201 —_— . S . S _— . miny
12,21 12,40 12,60 12,80 13,00 13,20 13,40 13,60 13,77
1-2015-07-16 AS11 VLASTNI ASRS2 #86 standard 0,5 CD_1
0,588%2.-2015-07-16 AS11 VLASTNI ASRS2 #87 __standard 0,5 + NO3 cD_1
> uS

0,500

0,400

5 - chloristany - 12,740

0,201-———— ; min
12,21 12,40 12,60 12,80 13,00 13,20 13,40 13,60 13,77

Obr. 1. Externi kalibrace —porovnani 0,5 mg CLO4/l ve vodé a 0,5 mg CLO4/l v roztoku
59 KNOg/I

Vyse uvedenou metodou bylo analyzovédno pét vzorkd , které laboratof obdrzela
od organizatoru valida¢ni studie. V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky, u vzorku ¢.5 nebyl pik

chloristanu detekovan .

33



Tabulka 2. Vysledky méfeni - valida¢ni studie pro CEN 260/WG 7.

Vzorek | Redéni | 1.stanoveni | 2.stanoveni | 3.stanoveni
mg/kg mg/kg mg/kg

F1 100x 68,9 66,9 66,5

F2 200x 146 153 148

F3 50x 354 31,9 33,3

F4 40x 17,4 16,4 17,1

F5 <MS <MS <MS

Na obr. 2. je uveden piiklad chromatogramu zkuSebniho vzorku 1.
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Obr. 2. Chromatogram vzorku F1, fedéni 100x.

Z namétenych dat byla pomoci

a opakovatelnost .

Effi

Validation

stanovena mez

145

stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti byla vypocétena ze signalu slepého pokusu a je 0,037 mg/l respektive

14,8 mg/kg pro Ctyficetinasobné fedéni roztoku vzorku.
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Tabulka 3: Mez stanovitelnosti

ANALYTICKA METODA: MO0001 - Material - DEMO project - Method Used - 5.

VALIDACE: Plna validace

PARAMETR: Meze: ze signalu slepého pokusu v chromatografii

VALIDOVANA VLASTNOST: -

VYHODNOCENI: .
Mérfeni na mezi detekce Méfeni na mezi stanovitelnosti Validovana viastnost na mezi Validovana vlastnost na mezi
detekce stanovitelnosti
0,003 0,01 0,01103 0,03678

Zavér: Mez det./stanovitel. je 0,003 resp. 0,01. Val.vlastnosti na mezi det./stanovitel. je 0,01103 resp. 0,03678.

Opakovatelnost byla vypoctena po trovnich z vicenasobného méfenti

Tabulka 4. Opakovatelnost — naméfena data a vyhodnoceni.

ANALYTICKA METODA:  M0001 - Material - DEMO project - Method Used - 5.
VALIDACE: Plna validace

EffiChem

‘}Bur validation software
4 ; ¢

PARAMETR: Opakovatelnost: po urovnich z vicenasobného méreni

VALIDOVANA VLASTNOST: Analyte 1

Jednotky: mg

DATA:
Uroveri Popis Méfeni 1 Méfeni2 Méfeni3 Méfeni4 Méfeni 5 Méfeni 6  Méfeni7 Méfeni8 Méfeni 9 Méfeni 10
1 F1 65,6 65,9 75,3 66,5 701 64,9
2 F4 17,6 15,6 19,3 15,9 17,4 171
3 F3 38,5 33,3 32 37,5 35,4 33.3
4 F2 146 153 148 149 152 154

ANALYTICKA METODA: MO0OQO1 - Material - DEMO project - Method Used - 5.
VALIDACE: Pina validace

EffiChem

s our validation software

PARAMETR: Opakovatelnost: po trovnich z vicenasobného méfeni

VALIDOVANA VLASTNOST: Analyte 1

VYHODNOCENI:

Uroven Popis Promér Opakovatelnost Rel. Opakovatelnost n
1 F1 68,05 3.99287 5,86755 6
2 F4 17.15 1,33079 7,7597 6
3 F3 35 2,68612 7.38891 6
4 F2 150,33333 3,14113 2,08944 6

Zavér: Opak lytické dy je 2,92697 jednotek, tj. 6,20 %.

Spravnost metody byla ovéfena Ucasti ve validacni studii, kde byly naSe vysledky oznaceny

jako spravné.
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3 Zavér
V ramci feSeni vyzkumného ukolu byla v nasi laboratofi provadéna metoda na stanoveni
chloristanti v mineralnich hnojivech metodou iontové chromatografie.
Stanoveni se provadi podle vyse popsanych postupli za pomoci definovaného pftistrojového

vybaveni a analytické kolony.
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Stanoveni huminovych latek

Alena Zalmanovd, Viclav Rypl, Radomila Turnvaldovd

Ustiedni kontrolni a zku$ebni Gstav zemd&délsky, OINRL Plzen, Slovanska alej 20,
326 00 Plzen

1 Souhrn

Byl ovéfovan zplsob extrakce, déleni a gravimetrického stanoveni huminovych kyselin

a fulvokyselin pro potieby stanoveni huminovych latek v hnojivech podle pfipravované

normy CD19822.

2 Uvod

Huminové latky maji nezastupitelnou ulohu ve vztahu k trodnosti pid. Vzhledem
k neustalému ubytku organické slozky pud a nutnosti tento deficit eliminovat, objevuji se
na trhu stale Castéji vyrobky obohacené organickymi latkami huminové povahy. Aby bylo
mozné rozliSit hnojiva s organickou slozkou nehuminové povahy, je tfeba mit ovéfenou

metodu, pomoci které by bylo mozné stanovit pouze obsah huminovych latek.

3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

3.1.1 Voda deionizovana.

3.1.2 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p(HCI) = 1,19 g.ml™.
3.1.3 Kyselina chlorovodikova, zfedéna c(HCI1) = 6 mol.I™.

3.1.4 Kyselina chlorovodikova, zfedéna c(HCI) = 1 mol.I™.

3.1.5 Kyselina chlorovodikova, ztedéna c(HC1) = 0,1 mol.I"%.

3.1.6 Hydroxid sodny, NaOH, perly

3.1.7 Hydroxid sodny, roztok, c(NaOH) = 0,1 mol.I".

3.1.8 Hydroxid sodny, roztok, ¢(NaOH) = 0,5 mol.I™.

3.1.9 Hydrofobni pryskytice DAX-8. Sulpeco, USA.

3.1.10 Katex AMBERLITE IR 120, H* forma. Sulpeco, USA.
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3.1.11 Zakladni standard siry c(S) = 10 g/l od Analytica s.r.0

3.2 Pristroje a pomiicky

3.2.1 Analytické vahy s piesnosti 0,0001 g; Sartorius A 200
3.2.2 Susarna s regulovatelnou teplotou, piesnost + 3°C; KBC G-100/250

3.2.3 pH metr s kombinovanou sklenénou elektrodou a teplotnim ¢idlem; pH-metr 526
WTW

3.2.4 Konduktometr s Pt-elektrodou; Konduktometrino-Lab Cond 7310

3.2.5 UV VIS spektrofotometr; Helios a Thermo-Spectronic

3.2.6 Peristaltické Cerpadlo s regulaci pratoku; ISA, Instruments s.a.

3.2.7 Muflova pec s teplotni regulaci; LAC L09/11

3.2.8 Vakuova rotacni odparka; LABOROTA 4003 s vyvévou ROTAVAC Senso.

3.2.9 Centrifuga, minimalni relativni centrifugacni sila ref = 3900 x g véetné

centrifugacnich kyvet; SIGMA 2-16K
3.2.10 Elektromagneticka michacka, magnetické michadlo o délce (5 — 8) cm; MM 2A
Labor. pfistroje Praha

3.2.11 Achatovy tfeci mlynek, Pulverisette Fritsch
3.2.12 Exikator se silikagelem.
3.2.13 Sklenéné chromatografické kolony:

a) primé&r 40 mm a délka 250 mm pro pryskytici DAX-8.

b) primér 50 mm a délka 600 mm pro katex AMBERLITE IR 120.
3.2.14 Erlenmayerovy banky, 1000 ml, 2000 ml.
3.2.15 Keramické spalovaci kelimky.
3.2.16 Parafilm.

3.2.17 ICP OES Spectro Arcos
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3.3 Material a metody
3.3.1 Vzorky hnojiv
Pro potieby VU byly pouzity vzorky uvedené v tabulce 1.
Tabulka ¢. 1 Prehled pouzitych hnojiv

Lims | C.vz. | Material

2016 611 Ligno Aktivator roztok

2016 612 Ligno Aktivator prasek

2016 518 QCMI.1. huminové kyseliny - z kruhového testu

2016 673 2-DD Humat draselny z Leonarditu (DE)

2016 | 674 3-CS Humét sodny (CR)

2016 675 5-H.35,34-Humat sodny, oxidovany lignosulfonat, (CR)

2016 676 7-DF-Fulvokyseliny z ligninu (DE)

2016 677 9-LH-Lignohumat z lignosulfonatu (RU)

2016 678 Lignosulfat - EGT

2017 96 L1 - 1SO CD 19822 study

2017 97 L2 - ISO CD 19822 study (516/2016)
2017 98 L3 - 1SO CD 19822 study (517/2016)
2017 99 Fortehum, pomocny rostlinny ptipravek

2017 100 HUMIX, kapalné hnojivo pro muskaty

2016 479 HARMONIE Stimulator zakofenovani s aktivnim stiibrem

(DURST, AgroBio Opava)

2017 101 Fulvohumate (233/2015)

2017 102 Fulvohum Plus - Energen

2017 103 Fruktus Plus, Energen

2017 105 1 - DS Humat sodny z Leonarditu

2017 106 4 - CD - Humat draselny

2017 107 6 - ME Melasa

2017 108 8 - IM Smés humatd, TS Impuls
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3.3.2 Pracovni postup

Pti stanoveni huminovych kyselin (HA) a hydrofobnich fulvokyselin (HFA) se vychazelo
Z ptipravované normy ISO/CD 19822. Pted zacatkem vlastniho valida¢niho testu prob&hlo
odzkouseni metody vSemi zicCastnénymi laboratofemi a na zakladé jejich pfipominek byl

postup upraven. Lze ho rozd¢lit do nékolika hlavnich casti.

3.3.2.1 Priprava vzorku k analyze
Vzorky pevnych hnojiv se upravuji na achatovém mlynku a pouzije se dikladné
homogenizovany podil prosaty pies sito S oky 0,074 mm. Vzorky kapalnych hnojiv se pied

pouzitim homogenizuji promichavanim po dobu 1 minuty.

3.3.2.2 Extrakce

3.3.2.2.1 Priprava extraktu z pevného vzorku

Do 1000ml Erlenmayerovy barnky se s pfesnosti 0,0001 g navazi ~ 2,5 g pevného vzorku
a za stalého promichavani se ptida 1000 ml roztoku NaOH (3.1.7). Suspenze se dikladné
promichava po dobu (16 — 18) h pfi (300 — 400) ot.min™. Zarovei se stanovi susina pevného
vzorku v navazce 5 £ 0,0001 g vysuseného pii teploté (65 + 3) °C po dobu 24 hodin. Hodnota

susiny se pouzije pro prepocet navazky pivodniho vzorku k analyze HA a HFA na sus$inu.

3.3.2.2.2 Priprava extraktu z kapalného vzorku
Do 1000ml Erlenmayerovy baiky se s piesnosti 0,0001 g navazi ~ 2,5 g kapalného vzorku
a za stalého promichavani se ptfida 1000 ml roztoku NaOH (3.1.7). Suspenze se dukladné

promichava po dobu 1 h pii (300 — 400) ot.min-1.

3.3.2.2.3 Odstranéni nerozpustného podilu z extraktu

Nerozpustny podil se z extrakti (3.3.2.2.1 a 3.3.2.2.2) odstrani odstfedénim (20 — 30) min

pfi relativni centrifugacni sile rcf = 3900 x g.

3.3.2.3 Separace huminovych kyselin
K cistym extraktim (3.3.2.2.3) se za stalého promichavani piidava roztok HCI (3.1.3)
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az do dosazeni hodnoty pH = 1,0 = 0,1. Po 1 hodiné promichavani se ovéii stabilita hodnoty
pH, ptipadné se upravi pomoci roztokii NaOH (3.1.8) nebo HCI (3.1.3) na vyslednou hodnotu
pH 1,0 £ 0,05. Roztok se pak ponecha v klidu po dobu 4 2 hodiny, kdy vznikajici srazenina
huminovych kyselin klesa ke dnu banky. Ciry roztok nad usazenou sraZeninou se dekantuje
do ¢isté 1000ml Erlenmayerovy banky. Zbytek srazeniny HA se oddéli od roztoku HFA
30 min odstfedénim pfi rcf = 1500 x g. Srazenina HA, shromazdéna v predsusenych pii (65 +
3) °C a predem zvazenych s piesnosti 0,0001 g centrifugacnich 50ml kyvetach, se pouzije

ke stanoveni obsahu HA gravimetricky.

3.3.2.4 Separace, protonizace a zakoncentrovani fulvokyselin HFA

Fulvokyseliny obsazené v roztoku se od ostatnich rozpustnych organickych a anorganickych
slouenin oddéluji selektivni adsorpci na hydrofobni pryskyfici DAX-8. Roztok HFA
se davkuje do kolony pomoci peristaltického ¢erpadla rychlosti (4 —5) ml.min-1. Jakmile cely
objem roztoku HFA protece kolonou, sloupec pryskyfice se promyje vodou. Promyvani
se ukon¢i, kdyz se dosdhne absorbance < 0,015 pfi 350 nm nebo po pritoku dvou
kolonovych objemil. Nasleduje proces desorbce fulvokyselin (HFA) roztokem NaOH (3.1.7).
Proces eluce se ukonci po dosazeni absorbance < 0,030 pii 350 nm nebo po pritoku piiblizné
tii kolonovych objemtl. Z tohoto roztoku se odebere asi 10 ml vzorku pro stanoveni siry
na ICP OES. Zbyly roztok se nechd protékat 2- 3 krat pies katex. Tim se odstrani sodikové
ionty a po promyti katexu 500 ml vody se ziskany celkovy objem roztoku fulvokyselin
zakoncentruje pomoci vakuové rotacni odparky pii teploté (55 + 2) °C na pfiblizné¢ 30 ml.
Zakoncentrovany objem HFA se kvantitativné prevadi do pfedzihané¢ho pii (500 = 5) °C
a zvazeného s presnosti 0,0001 g keramického kelimku pro gravimetrické stanoveni obsahu

HFA.

3.3.2.5 Stanoveni obsahu HA a HFA gravimetricky
Centrifugacni zkumavky se srazeninou HA (3.3.2.3 ) a keramické kelimky s roztokem HFA
(3.3.2.4) se v susarné pii (65 £ 3) °C vysusi do konstantni hmotnosti. Po ochlazeni v exikatoru

se stanovi celkova hmotnost extrahovanych frakci HA a HFA.

3.3.2.6 Stanoveni popela HA a HFA
Ve vysuSenych HA a HFA se stanovi obsah popela po spalovanim v muflové peci 2 h pii (500

+5) °C.
41



3.3.2.7 Stanoveni obsahu siry

V extraktu HFA po eluci z DAX-8 (3.3.2.4) se stanovi sira pomoci ICP OES. Kalibra¢ni
ktivka se ptipravi ze zékladniho standardu (3.1.11) pomoci postupného fedéni. Jednotlivé
body jsou 0; 1; 5; 10; 50; 100 mg.I"* v 0,1 mol.I"t NaOH (3.1.7.)

Podminky méfeni: vinova délka 182,034 nm, plasma power 1450 W, coolant flow 14 I.min™,
auxiliary flow 1 L.mint, nebulizer flow 0,75 I.min, add. flow 0,3 l.min™, priitok vzorku 2

ml.mint.

3.3.2.8 Regenerace pryskyrice DAX-8 a katexu AMBERLITE IR 120

Po pouziti se sorpéni schopnosti pryskyfice a katexu obnovi podle doporuceni vyrobce.

3.4 Vysledky a diskuse

3.4.1 Optimalizace metody

Nase laboratof se podilela na optimalizaci této metody pro pfipravovany standard CD19822.
Pro tuto praci byly dodany vzorky 518, 97, 98.

V procesu optimalizace metody byly diskutovany rtizné navazky kapalnych vzorki
(3.3.2.2.2). U vzorki s nizkym obsahem hydrofobnich fulvokyselin (HFA) je mozné pouzit

az 10 g vzorku.

Oproti piivodnimu navrhu normy byla prodlouzena extrakéni doba pevnych vzorkl
z puvodné navrzenych 6 h na (16 — 18) h, nicmén¢ extrakéni doba 6 h je pro vétSinu vzorkd
dostacujici.

Pro nékteré vzorky bylo nutné prodlouzit dobu potiebnou pro odstredéni z (5 — 10) min

na (25 — 30) min. Po uplynuti této doby doslo k Gplnému oddé€leni pevné a kapalné faze.

Dalsi problém ptedstavuje oddéleni HA od HFA po okyseleni roztoku (3.3.2.3). Norma
doporucuje striktné dodrzet dobu 4 '~ hodiny, aby nedochdzelo pfi jejim prodluzovani
ke kvantitativnim zménam ve frakcich HA a HFA. Pti dodrzeni této doby se u Zadného
ze sledovanych vzorkl nepodafilo dekantovat ¢iry roztok fulvokyselin (norma uvadi, Ze je
mozna dekantace az 900 ml z celkovych 1000ml extraktu). Srazeninu HA musela laboratot
odd€lovat odstired'ovanim celého objemu extraktu, coz vyznamné prodluzovalo dobu
analyzy. Alternativné je vhodnéjsi okyseleny roztok umistit v uzaviené bance do lednice
a ponechat HA koagulovat v chladu a temnu pifes noc. Nasledujici den je pak mozné
dekantaci odd¢lit (600 — 850) ml ¢irého roztoku fulvokyselin. Zjisténé obsahy HA a HFA

42



se vV obou piipadech vyznamné nelisi.

V pocate¢ni fazi sorpce HFA na pryskyfici DAX-8 (3.3.2.4) laboratof vyuzivala peristaltické
&erpadlo, s nastavenim rychlosti priitoku (4 — 5) ml.min™. Po n&kolika minutach bylo mozné
peristaltické ¢erpadlo vypnout a pomoci svorky na odtokové hadic¢ce z kolony regulovat
rychlost pritoku na (10 — 12) ml.min*. Pro kvantitativni sorpci HFA je dostacujici kolonovy
objem (150 — 200) ml i pii zvySené rychlosti davkovani vzorku. Po ukonceni sorpce
se DAX-8 promyl vodou o objemu asi 300 ml, to odpovida asi dvéma kolonovym objemtm.
Pti prekroceni tohoto mnozstvi jsme pozorovali opétovné zvySovani absorbance vytékajiciho

roztoku, indikujici desorpci HFA, coz vede k nizsi vytéznosti metody.

Desorpce HFA byla provadéna roztokem NaOH (3.1.7) o objemu 500 ml, coz odpovida 2 —
3 kolonovym objemiim. Po proteceni 500 ml roztoku NaOH bylo ve vSech piipadech

dosazeno absorbance vytékajiciho roztoku < 0,030 a tim uplné desorpce HFA.

Kolonu s pryskytici DAX-8 je nutné po pouziti dukladné vyplachnout nejprve vodou
anasledn¢ HCI (3.1.5). V ramci procesu promyvani byla pryskyfice i zkyptena. Zkypieni je
nutné, aby se zamezilo vzniku kanalkl v pryskyfici a tim piedeslo nerovnomérné adsorpci
analytu. Pouzival se roztok HCI (3.1.5), ktery se pomoci peristaltické pumpy déavkoval
rychlosti 4-5 ml.min v opa¢ném sméru tzn. do spodni &asti kolony. Proces kypieni probihal
zvolna, v mirném proudu kyseliny, bez vyrazného odd€lovani vrstev pryskyfice v koloné.
Pryskyftice nesmi obsahovat bubliny vzduchu a vrstva kapaliny nad hladinou pryskyfice se

udrzuje v rozmezi 3-4 cm. Kyselina HCI se z DAX-8 nasledné vymyla vodou.

Proces protonizace HFA na iontoménicové kolon€ je mozné ukoncit po dosazeni hodnoty
vodivosti < 120 uS.cm™ nebo po dosazeni neutralniho pH. K tomu je mozné pouzit pH-metr

nebo pH-indikatorové papirky.

Pfi regeneraci katexu se jeho objem v koloné zkypfil, tak ze se zcela vodou naplnéna
auzaviena kolona nékolikrat otocila o 180°. Odpustil se piebytecny obsah vody tak, aby
nad hladinou katexu ztstaly asi 3-4 mm kapaliny. Katex se nasledné regeneroval piiblizné

2000 ml ztedéné kyseliny chlorovodikové (3.1.4) a pak se promyl vodou do neutralniho pH.

3.4.2 Vysledky z mezinarodniho mezilaboratorniho testu
Optimalizovana metoda byla ovéfena pomoci mezilaboratorniho testu.

Celkové vysledky pro vzorek 518
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SDr 6.35

Mean 5td Error 0.70
Mean 5863
-150 5225
+15D 65.02
o 10.9%

n 22

Obrazek ¢. 1 HA

HA
58.47 57.69
59.09 5788
59.12 5788
59.48 58.24

Obrazek ¢. 2 Hodnoty namérené v nasi laboratofi v %

5D 143
Mean Std Error  0.19
Mean 278
-15D 1.36
+15D 421

CV 51.3%

n 57

Obrazek ¢. 3 HFA

HFA
417 3.02
418 273
425 313
444 3.0

Obrazek ¢. 4 Hodnoty namérené v nasi laboratori v %.

HA
SD 0.62
Mean SE 0.11
m 591
-15D 5.29
+15D 6.52
Cv 10.5%
n 31

Obrazek ¢. 5 Celkové vysledky pro vzorek 97.
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HA

6.24
6.47
6.05
6.30

Obrazek €. 6 Hodnoty naméfené v nasi laboratori v %

SD 0.29
Mean SE 0.06
m 0.69
-158D 0.41
+1 5D 0.98
CV 42%,

n 23

Obriazek ¢. 7 HFA

HFA

0.91
0.70
0.53
0.55

Obriazek ¢. 8 Hodnoty namérené v nasi laboratori v %

HA
sD 0.70
Mean SE 014
m 520
-13D a.50
+ 15D 550
Cv A%
n 26

Obrazek €. 9 Celkové vysledky pro vzorek 98

HA

9.81
992
9.49
9.44

Obrazek ¢. 10 Hodnoty namérené v nasi laboratori v %
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sD 0.60
Mean SE 011
m 1.46
-15D 0.86
+1 5D 205
Cv 40 9%
n 28

Obrazek ¢. 11 HFA.

HFA

1.25
1.28
1.60
1.56

Obrazek ¢. 12 Hodnoty naméfené v nasi laboratori v %.

Zvysledkli je patrné, ze metoda poskytuje reprodukovatelné vysledky s pfijatelnym
rozptylem. Nase vysledky se vétSinou pohybuji v intervalu jedné smérodatné odchylky a je
mozné je tedy povazovat za spolehlivé.

Meze stanovitelnosti pro HA i HFA jsme odhadli na 0,5 %.

HA

Opakovatelnost byla vypoctena pomoci programu EffiValidation krokem Opakovatelnost
z paralenich méteni. Hodnota pro opakovatelnost je 0,2107 %, coz odpovida relativni
opakovatelnosti 0,9401 %. Praktickou hodnotu relativni opakovatelnosti jsme zvolili 5 %.

HA

Nejistota byla vypoétena pomoci programu EffiValidation krokem Nejistoty z pfesnosti —
paralelni méfeni k dispozici. Hodnota relativni rozsifené nejistoty je 1,843 % pti faktoru
pokryti 1,96. Praktickou hodnotu relativni rozsitené nejistoty jsme zvolili 10 %.

HFA

Opakovatelnost byla vypoctena pomoci programu EffiValidation krokem Opakovatelnost
Z paralenich méfeni. Ziskali jsme hodnotu pro opakovatelnost 0,4622 %, coz odpovida
relativni opakovatelnosti 7,846 %. Praktickou hodnotu relativni opakovatelnosti jsme zvolili

15 %.
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HFA
Nejistota byla vypoctena pomoci programu EffiValidation krokem Nejistoty z piesnosti —
paralelni méfeni k dispozici. Hodnota relativni rozsifené nejistoty je 15,38 % pii faktoru

pokryti 1,96. Praktickou hodnotu relativni rozsifené nejistoty jsme zvolili 30 %.

3.4.3 Stanoveni organicky vazané siry ve frakci fulvokyselin

Smyslem tohoto stanoveni je rozliSeni pfirodnich latek huminové povahy (HA, HFA)
od lignosulfatd. V hnojivech takzvané s piidavkem huminovych latek se Casto pouzivaji
odpady z papirenské vyroby obsahujici lignosulfaty, které interaguji s pryskyfici DAX-8
a pii stanoveni falesné zvysuji obsahy HFA az o 1000 %. Koncentrace siry ve frakci HFA
by mohla byt dobrym ukazatelem pfitomnosti nebo absence ptirodnich HFA ve vzorku.
Ptipravovany standard CD19822 tento problém detailné netesi, jen doporucuje zméfit FTIR
spektrum vzorku a sledovat charakteristické piky —COOH a -SOs skupin. Pravidla pro
vyhodnoceni takového spektra ale nejsou stanovena. Standard také nefeSi problematiku
smésnych vzorku.

Navrhovany postup za pouziti ICP OES na stanoveni organicky vazané siry ve frakci
fulvokyselin (HFA) rozliSeni HFA od lignosulfati umoziiuje a problém zjednodusuje.
Vyuziva faktu, ze lignosulfaty jsou latky s obsahem siry kolem 5 %, zatimco HFA jsou latky
S obsahem siry kolem 1 %. Tento postup bude mozné pouzit i v piipadé¢ smésnych vzorka
S obsahem mineralnich forem siry.

Celkovy objem roztoku HFA separovnych na DAX-8 po promyti vodou a eluci pomoci 0,1
mol.I"t NaOH je ptiblizné 500 ml. Odebranim 10 ml pro stanoveni S-HFA nedojde vzhledem
k celkové nejistoté stanoveni HFA k vyznamnému ovlinéni vysledkd obsahti HFA a tuto

chybu tedy Ize zanedbat.

Tabulka 2. Prehled vysledku + RSD.

HA HA HFA HFA S-HFA S-HFA
Sample rsd rsd rsd
abs. % % abs. % % abs. % %
6lla 0,00 2,90 3,58
11,9 32,9
611b 0,00 2,45 5,76
612a 1,33 11,15 4,96
23,4 5,2 6,9
612b 0,95 10,36 4,50
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518a 57,34 3,39 1,33
0,1 5,2 3,3

518b 57,40 3,15 1,27

673a 54,89 3,24 0,97
0,2 11,4 17,0

673b 54,70 2,75 0,76

674a 57,73 2,95 0,85
0,3 4,6 16,6

674b 57,49 2,76 0,67

675a 11,83 2,96 5,64
0,2 12,3 3,9

675b 11,80 2,49 5,93

676a 0,00 22,26 6,33
2,6 2,1

676b 0,00 21,47 6,14

677a 0,00 10,78 5,15
6,7 1,1

677b 0,00 11,85 5,23

678a 0,00 41,59 4,48
4,3 21,8

678b 0,00 39,15 6,11

96a 17,18 2,94 2,23
1,3 1,8 2,4

96b 16,87 3,02 2,15

97a 5,72 1,04 2,21
2,5 12,5 8,2

97b 5,92 0,87 2,48

98a 8,91 1,76 1,64
3,7 2,0 4,9

98b 9,39 1,71 1,53

99a 14,43 1,27 1,42
1,2 58 3,2

99b 14,68 1,37 1,48

100a 0,50 0,39 2,98
14,2 7,3 4,9

100b 0,41 0,43 3,19

479 1,31 0,89 4,51
3,2 0,2 34

479b 1,25 0,89 4,30

101a 3,67 0,28 1,51
1,6 2,4 0,0

101b 3,75 0,29 1,51

102a 3,12 2,32 3,58
0,6 12,1 4,7

102b 3,14 1,96 3,35

103a 0,00 9,06 6,73
0,4 11,0

103b 0,00 9,12 5,76
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105a 57,33 4,73 1,12
105b 58,03 o3 4,50 3 1,49 200
106a 55,08 3,71 1,01
106b 55,58 o0 3,54 32 0,92 o8
107a 0,00 0,95 1,95
107b 0,00 1,03 >0 1,87 &3
108a 7,68 1,79 3,57
108b 7,67 o 1,71 3 3,59 o0
Tabulka 3. Vysledky — celkovy prehled.
S-HFA | HFA HA | HFA/(HFA+HA)
Sample | hodnoceni prumér | pramér | primér pomer puvod vzorku
% % % %
611 lignosulfat 4.7 2,7 0,0 100 lignosulfat
612 lignosulfat 4.7 10,8 1,1 90 lignosulfat
518 fulvokyseliny 1,3 3,3 57,4 5 humat
673 fulvokyseliny 0,9 3,0 54,8 5 humat
674 fulvokyseliny 0,8 2,9 57,6 5 humat
675 lignosulfat 58 2,7 11,8 19 lignosulfat
676 lignosulfat 6,2 21,9 0,0 100 X
677 lignosulfat 5,2 11,3 0,0 100 lignosulfat
678 lignosulfat 53 40,4 0,0 100 lignosulfat
96 fulvokyseliny 2,2 3,0 17,0 15 humat
97 fulvokyseliny 2,3 1,0 5,8 14 humat
98 fulvokyseliny 1,6 1,7 9,2 16 humat
99 fulvokyseliny 1,4 1,3 14,6 8 humat
100 lignosulfat 3,1 0,4 0,5 47 X
479 lignosulfat 4.4 0,9 1,3 41 X
101 fulvokyseliny 1,5 0,3 3,7 7 X
102 lignosulfat 3,5 2,1 3,1 41 lignosulfat
103 lignosulfat 6,2 9,1 0,0 100 lignosulfat
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105 fulvokyseliny 1,3 4,6 57,7 7 humat

106 fulvokyseliny 1,0 3,6 55,3 6 humat

107 fulvokyseliny 1,9 1,0 0,0 100 cizi org. hmota

108 lignosulfat 3,6 1,8 7,7 19 smés humat +
lignosulfat

Ve sloupci pivod vzorku je zkracena informace ziskand od dodavatelit vzorkd o jejich
slozeni, lignosulfat znamend, Ze vzorek obsahuje n&jaké mnozstvi lignosulfatu, humat
znamena, ze vzorek urCit€ obsahuje huminové latky ptfirodni povahy, x znamend, Zze
informace o vzorku bud’ nemame nebo nejsou dostatecné spolehlivé. Ve sloupci hodnoceni je
slovni vyhodnoceni stanoveni organicky vazané siry ve zkoumanych vzorcich, kde jako
rozliSovaci kritérium bylo zvoleno S-HFA > 3 %.

Takze:

1) Je-li obsah siry ve fulvokyselinové frakci vyssi nez 3 %, pak vzorek pravdépodobné
obsahuje lignosulfaty.

2) Je-li pomér HFA/(HFA+HA) blizky 100 %, pak vzorek pravdépodobné neobsahuje

pfirodni humaty.

Je tedy mozné vysvétlit 1 vzorek 107, ktery je faleSné hodnocen jako fulvokyselina pomoci
pravidla ¢.1. Vzorek 107 je melasa a Zadné fulvokyseliny neobsahuje. Aplikaci pravidla ¢. 2
je uz laboratoi takovy vzorek schopna identifikovat jako vzorek bez obsahu ptirodnich

humata.

Z tabulky vysledkil — celkovy ptehled je patrnd dobra shoda mezi znamym sloZenim vzorku

a jeho hodnocenim na zékladé navrzenych pravidel aplikovanych na ziskané vysledky.
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Tabulka 4. Dopliiujici tabulka s informacemi o vzorcich.

Sample | Popis piivodu a jednotlivych sloZek materialu

611 oxidované lignosulfaty + extrakt z hnédych motskych tas

612 oxidované lignosulfaty + extrakt z hnédych motskych fas

518 mezilaboratorni test - urcit¢ humat

673 uhli oxidované - extrakce KOH + vysuseni

674 oxyhumolit - oxidované uhli - extrakce NaOH + vysuSeni

675 papirensky odpad - extrakce H2SO4 + oxidace H20-

676 asi lignin

677 papirensky odpad

678 Cisty lignosulfat - oxidovany (energen tj. vz 102 a 103 - je ze stejného zdroje,
firma EGT)

96 mezilaboratorni test - ur¢it€¢ humat

97 mezilaboratorni test - ur¢it€¢ humat

98 mezilaboratorni test - ur¢it€¢ humat

99 KOH extrakce z oxyhumolitu (zvétralé hnédé uhli)

100

479 Obsahuje sodné soli huminovych a fulvo kyselin. Dale obsahuje extrakt z moiské
fasy Ascophyllum nodosum

101

102 Cisty lignosulfat - oxidovany (pivodni surovina je vzorek 678, firma EGT) +
extrakt z motskych fas

103 Cisty lignosulfat - oxidovany (pivodni surovina je vzorek 678, firma EGT) +
extrakt z moftskych tas

105 uhli oxidované - extrakce NaOH + vysuSeni

106 oxyhumolit - oxidované uhli - extrakce KOH + vysuSeni

107 melasa - susina z cukrové fepy po oddéleni cukru

108 oxyhumolit + leonardit + lignin (10% humaty leonardit + 10% humaty oxyhumolit

+ oxidovany lignosulfat + 2,5% fulvokyselin z ligninu

Mez stanovitelnosti S-HFA byla odhadnuta na 0,2 %.
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Opakovatelnost byla vypoctena pomoci programu EffiValidation krokem Opakovatelnost
z paralenich méfeni. Hodnota pro opakovatelnost je 0,4559 %, coz odpovida relativni
opakovatelnosti 14,56 %. Praktickou hodnotu relativni opakovatelnosti jsme zvolili 20 %.

Nejistota byla vypoétena pomoci programu EffiValidation krokem Nejistoty z pfesnosti —
paralelni méfeni k dispozici. Hodnota relativni rozsifené nejistoty je 28,55 % pii faktoru

pokryti 1,96. Prakticka hodnota relativni rozsitené nejistoty je zvolena ve vysi 40 %.

4 Zavér

Metoda je pouzitelnd pro kvantitativni stanoveni huminovych kyselin a hydrofébnich
fulvokyselin, dale je schopna se vypofadat s interferenci lignosulfati na stanoveni
hydrofébnich fulvokyselin. Je tedy schopna rozlisit vzorky hnojiv s obsahem organické hmoty
povahy jiné nez huminové.

Nevyhodou metody je jeji vysokd pracnost a narocnost na zkuSenosti laboratornich
pracovnikt. Délka jednoho stanoveni je pfiblizné 4 az 7 pracovnich dnli v zévislosti
na povaze vzorku a neni tedy vhodna na plo$ny screening.

huminovych kyselin, které lze provadét zcela rutinn€é v rozumném casovém horizontu

i za piijatelnou cenu.
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