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1 Souhrn

Celkovy obsah arsenu (As) v krmivech mineralniho pivodu se rutinné stanovuje v Odboru
NRL Brno postupem mineralizace vzorki ve smési koncentrované kyseliny dusi¢né
a koncentrované kyseliny chlorovodikové (3 : 1) — vtzv. obracené lucCavce kralovské
(téZ Lefortoveé lucavce), s naslednym stanovenim metodou ICP-MS. V ramci ufedni kontroly
krmiv na stanoveni obsahu rizikovych prvka se vyskytl vzorek defluorizovaného fosfatu sodno-
vapenatého (dale jen DFP), ktery i po opakovanych analyzach mineralizace v obracené luc¢avce

kralovské a méteni metodou ICP-MS vykazoval nadlimitni hodnotu obsahu arsenu.

Obsahy rizikovych prvki (As, Cd, Pb, Hg) se v krmivech kontroluji a vyhodnocuji podle
pozadavki evropské legislativy. UKZUZ pravidelné sleduje obsahy rizikovych prvki
v krmivech v ramci cilené a Gfedni kontroly. Maximalni limity obsaht rizikovych prvki jsou
zakotveny ve Smérnici Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES o nezadoucich latkach
v krmivech. Tato smérnice byla nékolikrat novelizovana prostiednictvim dalSich legislativnich
dokumentt, které vydala Komise EU. Po pfezkoumani DG SANTE v nich doSlo obvykle
K upravé maximalnich limitd pro nékteré rizikové prvky nebo k zahrnuti novych matric krmiv
a krmnych surovin. Podle uvedené smérnice je maximalni limit obsahu celkového arsenu
pro krmiva na bazi fosfatoveé matrice a samotné anorganické fosfaty stanoven na 10 mg/kg

v krmivu s 12% obsahem vlhkosti.



V prvni ¢asti prace byla podrobnéji studovana problematika vyznamnych interferenci stanoveni
obsahu As metodou ICP-MS, které byly diagnostikovany v ne¢ekané souvislosti s velmi
komplikovanou matrici vzorku DFP. Tyto interference byly zjiStovany v pribéhu ovétovani
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experimentu a na zaklad¢ Sir§iho studia publikaci a instrumentalni ICP-MS aplikacni literatury.
V druhé ¢asti prace byly provedeny tii zpisoby mineralizaci krmnych fosfata:

1) mineralizace v obracené luc¢avce kralovské,

2) mineralizace v 10 M HNOg3,

3) mikrovInny zpiisob mineralizace za zvyS$eného tlaku v koncentrované HNO:s.

Vybér mineralizatnich postupti byl sméfovan k postuptm, které NRL UKZUZ Brno
pro stanoveni obsahu rizikovych prvkdl v mineralnich krmivech rutinné vyuziva. Tlakovy
mikrovinny postup mineralizace s kyselinou dusi¢nou je sou¢asti CSN EN 17053 na stanoveni
vybranych stopovych prvkt metodou (multimetodou) ICP-MS v krmivech. Na piipravé této
normy se NRL UKZUZ podilela.

Ve tieti ¢asti prace byl kvantifikovan obsah celkového As ve vSech ptipravenych mineralizatech
optickymi analytickymi instrumentalnimi metodami stanoveni ICP-MS, ICP-OES a HG-AAS.
Metoda HG-AAS je vysoce citliva selektivni metoda, ktera je ovSem ¢asové naroc¢na z hlediska
predupravy mineralizati pro stanoveni As vyredukovanim do formy hydridotvorného AsHs.
Metody méteni ICP-OES a ICP-MS nevyZaduji dalSi Upravu mineralizatu vzorku, s vyjimkou
fedéni vzorku u metody ICP-MS. Obé tyto metody jsou simultanni a rychlé. Pro Gcely stanoveni
obsahu As v mineralnich krmivech je citlivost metody ICP-MS vyznamné vyssi pro stanoveni
nizkych koncentraci As, ale metoda ICP-OES vykazuje citlivost pro rizikové prvky

v mineralnich krmivech obvykle jesté dostate¢nou.

Pro ovéfeni bylo vybrano pét vzorki mineralnich fosfatovych krmiv (krmnych surovin)
z odbéri vzorkd provedenych vramci ufedni kontroly krmiv. Jednalo se o vzorky
dihydrogenfosfore¢nanu vapenatého, fosforeCnanu hotfecnatého a defluorizované¢ho fosfatu
sodno-vapenatého (DFP). Matrice mineralnich krmiv byla doplnéna o vzorek certifikovaného

referencniho materialu na bazi mineralni horniny-moroccan phosphate rock.

V rdmci spoluprace na tomto vyvojovém ukolu byly obsahy As metodou HG-AAS stanoveny
na pracovisti Oddéleni NRL UKZUZ Praha, ktera tuto metodu rutinné pouziva v ramci



stanoveni v rozsahu akreditace. Vsechny mineralizace vzorkd a méfeni metodami ICP-OES
a ICP-MS byly provedeny na pracovisti Odbor NRL UKZUZ Brno.

Cilem préce bylo porovnat vybrané mineraliza¢ni postupy pro stanoveni celkového obsahu As
v krmivech na bazi fosfatové matrice. Dalsim cilem bylo porovnani vysledku, které byly

ziskany riznymi instrumentalnimi optickymi metodami ICP-MS, ICP-OES a HG-AAS.

Spravnost postupu stanoveni byla ovétena analyzou certifikovaného referenéniho materialu
(CRM) na bézi geologické matrice. Jedna se o vzorek BCR-032, natural moroccan phosphate
rock (phosphorite), v némz je obsah As vyjadien formou indikativni hodnoty celkového obsahu
As.

2 Experimentalni ¢ast

Mineralizaty mineréalnich krmiv byly pfipraveny a analyzovany podle metodik JPP UKZUZ
ZkouSeni krmiv. Pripravené mineralizaty byly méfeny na obsah As tfemi spektralnimi

analytickymi metodami:
ICP-OES - opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem,
ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem,

HG-AAS — plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie ve spojeni s hydridovou technikou.

2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1  Mikrovlnné rozkladné zatizeni Discover SP-D 10/35 (CEM, Australie).

2.1.2  Mineraliza¢ni zafizeni dvacetimistné se zpétnymi vodnimi chladi¢i a programatorem
teploty Gerhardt (Gerhardt, Némecko).

2.1.3  Podvarové destila¢ni zatizeni celoteflonové BSB-939-IR (Berghof, Némecko).

2.14  Zatizeni na pfipravu vysoce Cisté demineralizované vody MilliQ Advantage A10
(Millipore, Francie).

2.1.5 ICP-OES opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem SPECTRO
BLUE (Spectro, Némecko).

2.1.6  ICP-MS hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Agilent 7500ce

vybaveny kolizni/reak¢ni celou (Agilent, Japonsko).
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2.1.7 HG-AAS plamenovy atomovy absorpéni spektrometr AA 240FS (Varian)
s dutokatodovou vybojkou pro As, zafizeni pro generovani a termicky rozklad hydrida
VGA 77 (Varian) s kontinualnim davkovanim, kiemenna kyveta vyhiivana plamenem

acetylen-vzduch.

2.2 Mineralizace vzorku

Mineralizace krmiv mineralniho piivodu v obracené lucavce kralovské (JPP

UKZUZ, Zkouseni krmiv, postup &. 10440.1)

Do mineraliza¢ni trubice se navazi 3 g upravené¢ho vzorku. Davkovacem se ptida 7 ml kyseliny
chlorovodikové koncentrované a 21 ml kyseliny dusi¢né koncentrované. Trubice se umisti
do mineraliza¢niho bloku a nasadi se zpétné chladie. Zahtiva se 1 h pii teplot¢ varu smési.
Po vychladnuti se obsah trubice pievede kvantitativné do 100ml odmérné banky a doplni se
vysoce Cistou demineralizovanou vodou po znacku. Zfiltruje se ptes filtracni papir stfedni

hustoty do plastovych nadobek. Stejnym zptisobem se provede slepé stanoveni.

Mineralizace krmiv mineralniho ptivodu v 10M HNOs, (JPP UKzUz,
Zkouseni krmiv, postup ¢. 10470.1)

Do 250ml kadinky se navazi 2 g upraveného vzorku s piesnosti 0,0001 g. Po sténach kadinky
se opatrné pomalu ptidd 20 ml roztoku kyseliny dusi¢né (c = 10 mol/l), ptikryje se hodinovym
sklickem a ponecha stat tak dlouho, az ustane Suméni. Poté se kadinka umisti na topnou desku
a 1 min povaii. Po sejmuti z topné desky se necha stat do druhého dne. Béhem této doby
se n¢kolikrat opatrné krouzivymi pohyby promicha.

Druhy den se obsah kadinky véetné sedimentu kvantitativné prevede do 100ml odmérné banky,
doplni se po znacku vysoce ¢istou demineralizovanou vodou a obsah se promicha. Mineralizaty
se nésledné ptrevedou do plastovych uzaviratelnych centrifuga¢nich zkumavek a odstiedi se
20 min pti 4000 ot/min. Po odstfedéni se Ciré roztoky vzorkt prevedou do plastovych lahvicek

k uchovani pfed métenim. Stejnym zplisobem se provede slepé stanoveni.



Mikrovinny tlakovy rozklad krmiv v koncentrované HNOs, (JPP UKZUZ,
Zkouseni krmiv, postup €. 10440.1)

Do rozkladné vysokotlaké teflonové nadobky se navazi 0,5 g upraveného vzorku s piesnosti
0,0001 g. Ke vzorku se pfidd 8 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Nadobka se uzavie
a ponecha stat asi 20 min. Po uplynuti této doby se nadobka vlozi do mikrovinného rozkladného
zatizeni. Rozklad probihd ve &tyfech stupnich podle teplotniho programu s pozvolnym
nartstem teploty az do 190 °C, kterd se udrZuje asi 6 min. Po uplynuti doby mineralizace
se nddobka vyjme z mineraliza¢niho zafizeni a nechd na vzduchu zchladit. Obsah nadobky
se kvantitativné pievede do 25ml odmérné banky, po vytemperovani se doplni po znacku
vysoce &istou demineralizovanou vodou a promicha. Ciry mineralizat se pievede do plastové

lahvicky k uchovani. Paralelné¢ se provadi slepé stanoveni.

Tabulka ¢. 1. Pouzité metody mineralizace krmiv mineralniho pivodu v zavislosti
na poméru navazovaného vzorku a vysledného objemu roztoku.

Metoda Obracena lué¢avka 10M HNO:3 MW rozklad
mineralizace v HNO:s3
Navazka vzorku (g) 3+0,0001 2 +0,0001 0,5+ 0,0001
Doba mineralizace 43z 10

_ 60 1
(min) ramp-hold

Krmivo : celkovy

objem roztoku

_ o 3:100 2:100 0,5:25
po mineralizaci
(9 :ml)
Teplota 150 az 190
_ o var var
pri mineralizaci (°C) ramp-hold




2.3 Instrumentalni stanoveni obsahu celkového As v mineralizatech

mineralnich fosfatovych krmiv

ICP-OES

Vzorky ziskané tfemi vybranymi zpisoby mineralizaci byly méteny na ICP-OES spektrometru
formou externi kalibra¢ni kiivky o koncentraci As (0; 0,1; 0,2; 2; 10) mg/l na vinové délce
na atomové ¢aie As 189,6 nm s nastavenou korekci spektralniho pozadi. Mineralizaty byly
méteny bez pfedchoziho fedéni vzorku.

Tabulka ¢. 2. Pracovni podminky méfeni na pristroji ICP-OES SpectroBlue.

Typ zmlZovace Crossflow

Vykon plazmatu 1650 W

Chladici plyn Ar 14,5 I/min

Pomocny plyn Ar 1 I/min

Priitok Ar ve zmlzovaci 1 1/min

Otacky peristaltické pumpy 30 ot/min (rychly mod 63 ot/min)
40 s celkem:

Promyvaci ¢as vzorku rychly maéd 10 s,
normalni mod 30 s

Strategie integrace signalu standard mode 3 x 36 s

ICP-MS

Vzorky ziskané tfemi vybranymi zptisoby mineralizaci byly méfeny na ICP-MS spektrometru
v heliovém koliznim médu na izotopu As (75). Mineralizaty mineralnich krmiv byly tésné
pfed méfenim fedény 20 X vysoce €istou demineralizovanou vodou do plastovych zkumavek.
Jako vnitfni porovnavaci prvek byl pouzit roztok Ge (72), piipadné Te (125) o koncentraci
1000 pg/l. Méteni bylo provadéno formou externi kalibrace s rozsahem kalibrac¢ni kiivky

o0 koncentraci As (0; 1; 5; 10; 20; 100) pg/l.



Tabulka ¢. 3. Pracovni podminky méfeni na p¥istroji ICP-MS Agilent 7500ce.

Vykon plazmatu RF power 1500 W
Vzorkovaci délka 8 mm

Nosny plyn Ar 0,87 I/min
Pomocny plyn Ar 0,35 I/min
Otacky peristaltické pumpy 0,1 rps

Peltier chlazeni mlzné komory 2°C

Extract 1 1V az 5V

Extract 2 -150 V az -120 V
Omega Bias-ce -18Vaz-26 V
Omega Lens-ce 04Vaz2Vv

Cell Entrance -22V

Kolizni plyn (He) 5,2 az 5,5 ml/min
QP Focus -10V

Cell Exit -46 V

OctP RF 160 V

OctP Bias -19V

QP Bias -15V

Detector analog 1680 V

Detector pulse 1360 V
Discriminator 8 mV

HG-AAS

Vzorky ziskané tiemi vybranymi zptisoby mineralizaci byly méfeny na plamenovém atomovém
absorp¢nim spektrometru Varian AA 240FS (Varian) s pfipojenym zafizenim pro generovani
a termicky rozklad hydridd VGA 77 (Varian). Méteni As probihd pii vinové délce 193,7 nm
vymezené Stérbinou o optické Sitce 0,5nm. Atomizace probiha v kiemenné trubici délky 15 cm
vyhtivané plamenem acetylen-vzduch na teplotu (900 — 1000) °C, vybojka s dutou katodou

se zhavi proudem 10 mA. Integrace signalu probihd asi 5 s po programové prodleveé



55so0d zacatku nasavani vzorku. Odecita se integrovana vyska signalu a méfeni

se vyhodnocuje metodou externi kalibracni kiivky.

V ptipravenych mineralizatech vzorkd po vhodném nafedéni se vzorky ptedupravi pro vlastni
méieni, As (V) se redukuje jodidem na As (IIT), nadbytek jodidu se odstrani pifidavkem kyseliny
askorbové. Peristaltickou pumpou se davkuje vzorek nebo roztok kalibracni kiivky rychlosti
(6 — 8) ml/min, roztok tetrahydridoboritanu sodného rychlosti (0,8 — 1,2) ml/min. Jako nosny
plyn se pouziva argon nastaveny na prutok asi 90 ml/min. Rozsah kalibra¢ni kiivky byl
ptipraven v koncentracich (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10) ug/l, mineralizované vzorky byly fedény
podle pifedpokladané ocekavané koncentrace v rozmezi (5 — 50) x demineralizovanou vodou,

koncentrace As v mineralizatech se nachazela v rozmezi (0,8 — 3,9) pg/l.

Tabulka ¢. 4. Redlné meze stanovitelnosti (LOQ) pouZzitych instrumentélnich optickych
analytickych metod (hodnoty uvedeny v mg/kg).

Prvek ICP-OES ICP-MS HG-AAS

As 1,0 0,02 0,2

3 Souhrnné vysledky

3.1  Vliv matrice vzorku fosfatu sodno-vapenatého (DFP)

Jako matrice vzorkd krmiv byly pro ucely tohoto vyvojového ukolu vybrany vzorky na bazi

anorganickych fosfatovych krmiv.

Prioritni pozornost byla vénovana vzorku defluorizovaného fosfatu sodno-vapenateho (dale
DFP), ktery vykazoval nadlimitni a vysoce ,falesné“ pozitivni obsah As. DFP lze
charakterizovat jako novy typ krmné suroviny, kterd se pouZivd pro suplementaci krmiv
piedevsim pro obsah P. Je vyuZzivan zejména jako krmivo pro drubez a z hlediska stravitelnosti
a vysoké biodostupnosti piedstavuje pro hospodarska zvirata vyznamné vhodnéjsi formu nez
ostatni anorganické fosfaty. Tento typ DFP fosfatu je ziskavan téZbou a tepelnym zpracovanim
horniny fluoroapatitu, sjeho rozsahlymi nalezisti v Rusku (napf. poloostrov Kola).

Podrobngjsim hledanim informaci o této matrici vzorku a zejména v souvislosti s jeho ptivodem



Z Ruska, se ukazalo, ze vzorek mtize obsahovat nepfedpokladané matricni analyty. Podrobnym
studiem literatury o zpracovani fosfati z geologickych rud, které pochazeji z Ruska, bylo
zjisténo, ze tento vzorek je matricné bohaty na obsah prvkd vzacnych zemin (dale REEs).
Uvedeny ptedpoklad byl pozdé&ji prokazan provedenim externi analyzy vzorku DFP v Ustavu
jaderné fyziky AV CR v Rezi u Prahy. Analyza byla provedena metodou instrumentalni

neutronové aktivacni analyzy (INAA), ktera umoziuje simultanni stanoveni fady prvka.

Obsahy hlavnich nutri¢nich komponent a limitovanych nezadoucich latek obsazenych

ve vzorku DFP, ktery deklaruje vyrobce, jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5. Matri¢ni sloZeni vzorku defluorizovaného fosfatu sodno-vapenatého (DFP).

Celkovy P 18 %

Ca 30,0 %

Na 5,3 %

F max. 0,2 %

As max. 0,0002 %
Pb max. 0,002 %
Hg max. 0,00001 %
Cd max. 0,00004 %

3.2  Spektralni interference pfi stanoveni obsahu prvki (As) metodou
ICP-MS

Pfi stanoveni analytti metodou ICP-MS lze predpokladat vyznamné spektralni interference,
které mohou byt zplisobeny izobarickym piekryvem, tvorbou polyatomickych iontl, tvorbou

oxidovych a hydroxidovych iontl a tvorbou dvojnasobné nabitych iontd.

Mezi nejbéznéjsi interference v ICP-MS spektralni technice patii zejména polyatomické
interference. Mezi klasické polyatomy, které Ize pozorovat v hmotnostnich spektrech, patii
slouceniny argonu, vodiku a kysliku. Vznikaji zejména z pouZitych mineralnich kyselin,
Z demineralizované vody pro fedéni vzorki, z plynti v atmosféte a plazmového plynu Ar, napf.
ArAr*, ArC*, ArO*, ArOH", ArH" a mnohé dalsi. Mezi dalsi ¢asté polyatomické ionty lze fadit
také slouceniny dusiku, fosforu, chloridd, siry, napt. ArN*, ArCI™ CIO*, PO*, SO* a mnohé



v ow

dalsi. Piehled polyatomickych interferenci je bézné dostupny v literatufe a Ize je vétSinou dobie

predpokladat.

Vybaveni ICP-MS spektrometru kolizni/reakéni celou je vyhodou pro celou fadu rutinné

provadénych analyz, zejména v tak komplikovanych matricich, jako jsou pravé krmiva.

S vyuzitim cely je mozné efektivné odstraiiovat oxidové a polyatomické ionty. Izobaricky
piekryv (tzn. dva izotopy raznych prvkd maji téméf stejnou hmotnost) se fesi obvykle vybérem

jiného vhodného izotopu prvku nebo matematickou korekci.

Pfi stanoveni As na izotopu 75 je nejbéznéjsi polyatomickou interferenci molekula ArCI",
kterou Ize velmi dobie odstranit s pouzitim He jako kolizni plynu, ktery méni na zakladé srazek
s polyatomickymi ionty jejich kinetickou energii a tim zptisobuje jejich eliminaci. Tento postup

se rutinné pouziva pfi stanoveni As v krmivech metodou ICP-MS v NRL UKZUZ Brno.

321 Interference zpiisobené dvojnasobné nabitymi ionty

Tento typ spektralnich interferenci nepatii mezi zcela bézné nezddouci vlivy pii stanoveni
prvklt metodou ICP-MS. lonizace v ICP-MS probihd pievazné do prvniho stupné, ¢asteéné
mohou v8ak vznikat i dvojndsobn¢ nabité ionty. Tyto interference tvoii napt. vSechny kovy
vzacnych zemin: Neodym (Nd), Samarium (Sm), Gadolinium (Gd), Dysprosium (Dy),
Europium (Eu) a Erbium (Er).

Pii ladéni piistroje ICP-MS se pristroj optimalizuje na pfitomnost dvojnasobné nabitych iontl
napf. z roztoku Ce o koncentraci 1 pg/l na pomér signdltt Ce?*/Ce* (140/70). Tento pomér
by mél byt pfi spravném nastaveni u piistroje Agilent 7500ce niz§i nez 3 %, vysledky
optimalizace jsou soucasti ladiciho reportu pii kazdodennim nastaveni pfistroje. Interference
dvojnasobné nabitymi ionty mohou byt eliminovany dodrzenim podminek pti ladéni ptistroje

a stabilizaci plazmatu.

Pokud mineralizat vzorku obsahuje prvky vzéacnych zemin ve vysokych koncentracich, ani
pii dokonalé optimalizaci a dodrZeni podminek zachovani poméru signalu iontt Ce nelze

zabezpecit, ze budou tyto interference béhem méteni potlaceny.
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3.2.2 Interference zpiisobené dvojnasobné nabitymi ionty Nd a Sm

pri stanoveni As na izotopu As (75)

As se méti metodou ICP-MS pouze jako monoizotopicky prvek As (75). V piipadé As mohou
byt potencialnimi interferenty izotopy prvkl vzacnych zemin Nd (146), Sm (147) a spolecny
izotop Nd, Sm (150). Dvojnasobné nabité ionty Nd** a Sm?* se v hmotnostnim spektru projevi
jako interferent na hmot¢ As (150/75). Relativni abundance interferujicich prvki na hmoté 150
je pro Sm 7,38 % a pro Nd 5,6 %, v ptipadé vysokého obsahu Eu by mohlo dojit i k rudeni
ze sousedni hmoty 151 Eu?* (abundance 47,81 %).

Vzorky defluorizovaného fosfatu sodno-vapenatého 1306 a 1309 obsahuji oba vyznamné
interferenty Nd a Sm ve vysokych koncentracich, obsahy Eu jsou naopak velmi nizké (v pg/kg).
Obsahy téchto prvki vzacnych zemin byly zjistény externé nedestruktivni analytickou metodou

INAA.
Dale byly vysledky ovéfeny i v NRL UKZUZ Brno méfenim na piistroji ICP-MS Agilent
7500ce. Pro méfeni byly pouzity mineralizaty v 10M HNO3z po 20nasobném ziedéni vysoce

Cistou demineralizovanou vodou. M¢filo se na izotopech Nd (146) a Sm (147), jako vnitini

standard ISTD bylo pouzito Ge (72), které ma blizky prvni ioniza¢ni potencial.

Vysledky stanoveni metodou INAA uvadi tabulka ¢. 6, v tabulce Cislo ¢. 7 jsou pak uvedeny
obsahy téchto prvki métenych na pfistroji I[CP-MS Agilent 7500ce.

Tabulka ¢. 6. Obsah Nd, Sm a Eu ve vzorku 1307 (DFP) stanoveny metodou INAA.

Metoda INAA Nd (v mg/kg) Sm (v mg/kg) Eu (v ng/kg)

1307 260 + 3 42,0+0,6 11,4+0,2
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Tabulka ¢. 7. Obsah Nd a Sm ve vzorcich krmnych fosfati stanoveny na p¥istroji ICP-
MS Agilent 7500ce.

Metoda Nd (146) Sm (147) ) )

{CP-MS (ma/ka) (ma/ka) Matrice krmiva

IRM 1302 32,010 5,197 Mineralni krmivo MK A2 super

1306 0,329 0,087 Dihydrogenfosforecnan
vapenaty

1307 262,958 40,092 Fosfore¢nan sodno-vapenaty
defluorizovany (DFP)

1308 5,568 1,622 Fosfore¢nan hotfecnaty

1309 289,142 43,597 Fosfore¢nan sodno-vapenaty
defluorizovany (DFP)

1310 16,199 5,259 Dihydrogenfosfore¢nan
vapenaty

CRM 1311 70,981 14,031 Natural moroccan phosphate
rock (phosphorite)

Vliv interferenci na izotopu As (75) zptisobeny pfitomnosti dvojnasobné nabitych ionti Nd?*
aSm?* byl ovéfen proméfenim &istych roztokii standardu As v matrici 2% HNO3(V/v)
0 koncentraci 5 pg/l se vzrustajicimi koncentraénimi piidavky prvkd Nd a Sm. Koncentra¢ni
pridavky obou interferenti byly stanoveny tak, aby dosahovaly svého maximalniho obsahu,
ktery byl stanoven ve 20 x fedénych mineralizatech vzorki DFP. Realny vzorek DFP
po mineralizaci v obracené lucavce kralovské, tedény pted méfenim ICP-MS 20 x
demineralizovanou vodou, obsahuje asi 390 pg/l Nd a asi 60 pg/l Sm. Vysledky méfeni
standardniho roztoku As s ptidavky Sm a Nd o riznych koncentracich v He koliznim maodu

jsou uvedeny v tabulkach ¢. 8. a ¢. 9.
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Tabulka ¢. 8. Ovéreni vlivu Nd na obsah As v ¢istém roztoku standardu.

As 5 ng/l + pridavek Nd ICP-MS He méd
As (ug/l)
0 pg/l Nd 5,041
1 pg/l Nd 4,944
5 pg/l Nd 5,614
10 pg/l Nd 5,572
20 pg/l Nd 6,018
50 pg/l Nd 7,407
100 pg/l Nd 9,863
200 pg/l Nd 13,989
400 pg/l Nd 21,939

Tabulka €. 9. Ovéreni vlivu Sm na obsah As v ¢istém roztoku standardu.

As 5 pg/l + pridavek Sm ICP-MS He méd
As (ug/l)
0 pg/l Sm 5,097
1 pg/l Sm 5,191
5 ug/l Sm 5,332
10 pg/l Sm 5,378
20 pg/l Sm 6,004
50 pg/l Sm 7,226
100 pg/l Sm 9,964

3.2.3  Vyuziti mozZnosti korekéni rovnice pri FeSeni interferenci
dvojnasobné nabitych iontii na izotopu As (75)

Jednim z moznych zpisobi feSeni spektralni interference dvojnasobné nabitymi ionty
na izotopu As (75) je zavedeni korekéni rovnice na As, ktera se nasledné vlozi do méfici metody

ovladaciho software pfistroje. Matematicka korekéni rovnice se stanovuje s Cistymi

jednoprvkovymi roztoky vyznamnych interferentd.
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Pripravi se sada asi tii Cistych roztok neodymu Nd a sada tii ¢istych roztokt samaria Sm v 2%
HNOs (v/v) o koncentracich (0; 10; 100; 500) pg/l. Tyto roztoky se proméfi v optimalizované
metodé¢ a pro kazdy roztok se zjisti odezva signalu na hmot€ 75. Z poméru signalu v jednotkéch
cps (counts) na hmotach 75/150 se vypocita pro kazdy Cisty standard na dané koncentracni
hladin¢ faktor. Tyto tfi stanovené faktory se zpraméruji a vlozi ve tvaru interferencni rovnice
do méfici metody. Pokud v rovnici maji byt zahrnuty oba interferenty, je nutné uvazovat jejich
spolecny pfispévek na izotopu 150. Stanovi se samostatné faktor napi. pro Nd (150)
a samostatné pro Sm (150). Piispévek Sm se pak dopocita z izotopového poméru ptirodniho
zastoupeni Sm(150)/Sm(147) = 0,49 (7,38 %/14,99 %), ve vysledku tj. faktor Sm(150) x 0,49.
Vliv Sm byva obvykle podstatné nizsi a neni nezbytn¢ nutné jej vzdy do korekcéni rovnice

zahrnovat.
Ptiklad interferen¢ni rovnice pro mefeni As metodou ICP-MS Ize uvadét ve tvaru:
75: [75] x 1 - [150] x faktor pro Nd - [147] x faktor pro piispévek Sm (viz vyse).

Vysledky stanoveni obsahu As v He koliznim modu s vyuzitim matematické korekéni rovnice
jsou uvedeny pro Cisté roztoky As v tabulce ¢. 10 a pro mineralizaty vzork krmnych fosfatt

V tabulce ¢. 11.

Tabulka & 10. Ovéieni moZnosti korekéni rovnice vlivu Nd?* (150) na izotopu As (75)

pro Cisté roztoky As v 2% HNOs (v/v) o koncentraci 5 pg/l.

Standardni roztok As As (75) Korekéni rovnice
(na/l) c (Mgl As 75 = (75) x 1 - (150) x 0,01545

As5+NdO 5,038 vyhovuje
As5+Nd1 5,135 vyhovuje
As5+ Nd5 5,160 vyhovuje
As5+ Nd 10 5,025 vyhovuje
As 5+ Nd 20 5,019 vyhovuje
As 5+ Nd 50 5,012 vyhovuje
As 5+ Nd 100 4,566 rovnice selhava
As 5+ Nd 200 3,949 rovnice selhava
As 5+ Nd 400 3,429 rovnice selhava
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Tabulka ¢. 11. Porovnani méfeni obsahu As v He koliznim modu s vyuzitim a bez vyuziti

korekéni rovnice na izotopu As (75) v zavislosti na obsahu Nd a Sm.

75 As 75 As 146 Nd 147 5Sm
Mineralizace
10M HNO3 He mod A
2 9/100 ml interferencni rovnice: He mod He mod
bez korekce He mad
75: (75) x 1 - (150) x 0,01545
(mg/kg) (mg/kg) (ma/kg) (mg/kg)
IRM 1302 1,801 3,941 32,010 5,197
1306 7,473 7,539 0,329 0,087
1307 rovnice selhava 13,914 262,958 40,092
1308 2,824 3,281 5,568 1,622
1309 rovnice selhava 15,518 289,142 43,597
1310 0,928 2,266 16,199 5,259
1311 CRM 9,957 14,648 70,981 14,031
indicative value
95+05
(mg/kg)

3.3  Porovnani stanoveni obsahu celkového As vybranymi zpusoby

mineralizace vzorku a vybranymi optickymi metodami

Celkovy obsah As ve vzorcich krmnych fosfati byl stanoven tfemi vybranymi zptsoby
mineralizace vzorka (obracena lucavka kralovska, 10M HNOs, mikrovinny tlakovy rozklad
v HNO3) a tfemi dostupnymi optickymi analytickymi metodami (ICP-MS, ICP-OES, HG-
AAS). Uvedenymi mineralizacnimi postupy byl kazdy vzorek mineralizovan vzdy ve tfech

paralelnich stanovenich, ze kterych byl stanoven pramérny vysledek.

V tabulce €. 12 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu celkového As po mineralizaci vzorki

krmnych fosfati v 10M HNOs3, v tabulce ¢. 13 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu
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celkového As po mineralizaci v obracené lucavce kralovské a v tabulce ¢. 14 jsou uvedeny

vysledky stanoveni obsahu celkoveho As mikrovinnym rozkladem v HNOs za zvySeného tlaku.

Tabulka €. 12. Mineralizace vzorki krmnych fosfati v 10M HNO:s.

10M HNO3 As As As As

2 g/100 ml ICP-MS ICP-MS ICP-OES HG-AAS
Vzorek s celou He mod | bez kolizni cely

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

IRM 1302 3,941 2,680 2,395 2,007
1306 7,539 7,843 7,190 6,899
1307 13,914 2,527 4,390 0,610
1308 3,281 3,080 2,993 2,975
1309 15,499 2,713 4,908 0,634
1310 2,266 1,289 1,087 1,056
1311 CRM 14,896 11,814 11,940 8,745
\(/:51'1\2 indicative | g5, 5 9,5+0,5 9,5+0,5 9,5+0,5

Tabulka ¢. 13. Mineralizace vzorkiu krmnych fosfatii v obracené lucavce kralovské.

Obracena lucavka As As As

39/100 ml ICP-MS He méd ICP-OES HG-AAS
Vzorek (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 4,799 3,032 2,759
1306 7,408 6,843 6,964
1307 13,850 4,037 0,607
1308 3,117 2,878 2,959
1309 14,554 4,619 0,543
1310 2,158 1,065 0,927
1311 CRM 14,889 11,539 8,824
CRM indicative 9,5+0,5 9,5+0,5 9,5+0,5
value
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Tabulka ¢. 14. Mikrovinna mineralizace vzorki krmnych fosfati v HNOs za zvySeného

tlaku.
M‘\’/"J&%‘:""d As As As

0,5 g/25ml ICP-MS He méd ICP-OES HG-AAS
Vzorek (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 4,480 2,908 2,478
1306 7,012 6,593 6,873
1307 13,231 3,702 0,530
1308 2,185 1,777 1,806
1309 13,414 4,388 0,479
1310 2,120 1,105 1,051
1311 CRM 14,427 10,877 9,347
CRM indicative 95+ 0,5 9,5+0,5 9,5+0,5
value

3.4  Porovnani mineraliza¢nich postupt pro stanoveni obsahu celkového
As metodami ICP-OES a HG-AAS

Metody ICP-OES a HG-AAS nejsou tak vyznamné zatizeny vlivem obtiznych interferenci

pozorovatelnych u metody ICP-MS. Ob¢ optické instrumentalni metody lze vyuZit

pro stanoveni obsahu As ve vzorcich krmnych fosfatt.

Tabulka €. 15. Porovnani mineraliza¢nich postupili pro stanoveni obsahu As metodou

ICP-OES.

Vzorek Obracena luc¢avka 10M HNOs3 MW rozklad HNO3

krmiva ICP-OES ICP-OES ICP-OES
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

IRM 1302 3,032 2,395 2,908

1306 6,843 7,190 6,593

1307 4,037 4,390 3,702

1308 2,878 2,993 1,777

1309 4,619 4,908 4,388

1310 1,065 1,087 1,105

1311 CRM 11,539 11,940 10,877
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Tabulka ¢. 16. Porovnani mineraliza¢nich postupi pro stanoveni obsahu As metodou HG-

AAS.

Vzorek Obracena lucavka 10M HNO3 MW rozklad HNOs3

krmiva HG-AAS HG-AAS HG-AAS
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

IRM 1302 2,759 2,007 2,478

1306 6,964 6,899 6,873

1307 0,607 0,610 0,530

1308 2,959 2,975 1,806

1309 0,543 0,634 0,479

1310 0,927 1,056 1,051

1311 CRM 8,824 8,745 9,347

3.5  Porovnani vybranych mineraliza¢nich postupii pro stanoveni obsahu

celkového As metodou ICP-MS (single quadrupole)

Pro stanoveni obsahu rizikovych prvka v krmivech se v laboratoii Odboru NRL Brno rutinné
vyuziva instrumentace ICP-MS. V tabulce ¢. 17 je uvedeno porovnani vysledki stanoveni
obsahu As tfemi pouzitymi mineralizatnimi postupy meéfenymi metodou ICP-MS v He

koliznim modu.

Tabulka €. 17. Porovnani mineraliza¢nich postupili pro stanoveni obsahu As metodou

ICP-MS.

Vzorek Obracena luéavka 10M HNO3 MW rozklad HNOs3

krmiva ICP-MS He méd ICP-MS He mod ICP-MS He mod
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

IRM 1302 4,799 3,941 4,643

1306 7,408 7,539 7,198

1307 13,850 13,914 13,291

1308 3,117 3,281 2,443

1309 14,554 15,499 14,261

1310 2,158 2,266 2,120

1311 CRM 14,889 14,648 14,427
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3.6 Stanoveni obsahu As ve vzorcich defluorizovaného fosfatu sodno-
vapenatého (DFP) metodou ICP-MS/MS (triple quadrupole)

Vyskyt matrice vzorku defluorizovaného fosfatu sodno-vapenatého piispél k odhaleni vyskytu
velmi vyznamné faleSné pozitivni interference pii stanoveni As, zplisobené pritomnosti prvki
vzécnych zemin v matrici vzorku, ktera se projevi zejména v He koliznim moédu pii méteni
metodu ICP-MS. Z tohoto duvodu laboratot vyuZila moznost porovnat ziskané vysledky
z piistroje ICP-MS 7500ce (Agilent) sjednoduchym kvadrupdlem na pfistroji s vysokou
citlivosti s trojitym kvadrup6lem ICP-MS/MS. Na pracovisti RNDr. Jitky Hegrové v Centru
Dopravniho Vyzkumu (CDV) Brno se uskute¢nilo méfeni na piistroji ICP-QQQ 8800
(Agilent).

Vysledky stanoveni obsahu As ve vzorcich defluorizovaného fosfatu sodno-vapenatého, které
obsahuji vysoké koncentrace prvkll vzacnych zemin, jsou uvedeny v tabulce €. 18 pro oba typy
instrumentace: ICP-MS a ICP-MS/MS. Pro tGc¢ely demo méfeni byly pouzity mineralizaty této
matrice vzorku pfipravené v obracené lucavce kralovské a v 10M HNOs. Pro dopliujici
informaci o matrici vzorku DFP jsou v tabulkach ¢. 19 a ¢. 20 uvedeny i vysledky porovnani
méfeni obsahu dalSich sledovanych rizikovych prvka (Cd, Pb) na obou typech ICP-MS
instrumentace, meétfené v raznych moddech oktapdlové kolizni/reakéni cely. Je nutné
poznamenat, Ze 1 kdyZ jsou oba pfistroje vybaveny stejnym typem kolizni/reakéni cely, jeji

funkce muze byt rozdilna vzhledem ke stupni technického vyvoje cely.
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Tabulka ¢. 18. Porovnani méreni obsahu As ve vzorcich DFP instrumentaci ICP-MS

(Agilent 7500ce) a ICP-MS/MS (Agilent QQQ 8800) v riznych médech.

NRL
CDV Brno CDV Brno | CDV Brmo | CDV Brmo | CDVBrno | UKzUZz
Brno
AS
mineralizat ICP-MS/MS ICP-MS/MS ICP-MS/MS ICP-MS/MS | ICPMS/MS | ICP-MS
75 As 75 As 75 As 75 As 75> 91 As 75 As
, , high energy . mass shift ]
no gas mod He mod He mod H> mod 0» méd He mdd
10M HNO3 c(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 2,437 3,061 2,727 11,966 2,091 3,889
1307 1,623 6,778 5,720 5,612 0,586 13,618
1309 1,749 7,531 6,605 6,426 0,610 15,348
1311 CRM 9,638 12,500 10,984 8,479 9,585 14,167
CRM
indicative 95+0,5 95+05 95+0,5 95+0,5 95+05 95+0,5
value
Obracena (mg/ka) (mgke) | (mgkg) | (mokg) | (mokg) | (mrkg)
lu¢avka
IRM 1302 3,217 3,817 3,487 15,406 2,834 4919
1307 1,917 6,534 5,555 6,583 0,631 13,488
1309 2,178 7,350 6,110 7,321 0,623 14,254
1311 CRM 11,150 12,785 11,057 11,340 10,220 14,862
CRM
indicative 95+0,5 95+05 95+0,5 95+0,5 95+05 95+0,5
value
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Tabulka ¢. 19. Porovnani méreni obsahu Cd ve vzorcich DFP instrumentaci ICP-MS

(Agilent 7500ce) a ICP-MS/MS (Agilent QQQ 8800) v riznych médech.

CDV Brno CDV Brno CDV Brno NRL UKZUZ
Brno
Cd ICP-MS/MS ICP-MS/MS ICP-MS/MS ICP-MS
mineralizat 111 Cd 111 Cd 111 Cd 111 Cd
no gas maod He mod H2 mdd He mod
10M HNOs (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 0,143 0,137 0,210 0,139
1307 0,028 0,041 0,167 0,035
1309 0,017 0,023 0,144 0,015
1311 CRM 19,313 20,655 16,946 20,244
CRM
indicative 20,8 £0,7 20,8 0,7 20,8 0,7 20,8 £0,7
value
Obracena (mg/kg) (mglkg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 0,132 0,150 0,263 0,120
1307 0,012 0,013 0,436 0,038
1309 0,012 0,010 0,582 0,008
1311 CRM 20,153 19,887 16,746 20,387
CRM
indicative 20,8 £0,7 20,8 £ 0,7 20,8 £ 0,7 20,8 £0,7
value
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Tabulka ¢. 20. Porovnani méreni obsahu Pb ve vzorcich DFP instrumentaci ICP-MS

(Agilent 7500ce) a ICP-MS/MS (Agilent QQQ 8800) v riznych médech.

CDV Brno CDV Brno CDV Brno NRL UKZUZ
Brno
_Pb ICP-MS/MS ICP-MS/MS ICP-MS/MS ICP-MS
mineralizat
208 Pb 208 Pb 208 Pb 208 Pb
no gas mod He mod H> mod He mad
10M HNOs3 (mg/kg) (ma/kg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 3,462 3,518 3,074 3,624
1307 1,125 1,166 1,028 1,213
1309 0,498 0,520 0,468 0,541
1311 CRM 4.421 4612 4.045 4.372
CRM
additional 54 54 5,4 5,4
value
Obracena
lu€avka (mgrkg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
IRM 1302 3,688 3,830 3,358 3,872
1307 0,222 0,243 0,227 0,255
1309 0,241 0,265 0,241 0,268
1311 CRM 14,478 14,669 12,845 15,064
4 Zavér

Byly porovnany vybrané mineralizani postupy, které lze vyuzit pro stanoveni obsahu

celkového As ve vzorcich mineralnich krmiv na bazi fosfatové matrice. Pro ovéieni bylo

vybrano celkem 5 vzorka fosfatovych krmnych surovin odebranych pti Gfedni kontrole krmiv.

Vysledky byly ovéfeny analyzou certifikovaného referen¢niho materialu BCR-032 na bazi

fosfatove horniny. V souboru analyzovanych vzorki byla zvy$ena pozornost vénovana vzorku

defluorizovaného fosfatu sodno-vapenatého DFP, ktery vykazoval velké rozdily v namétenych

hodnotach obsahu celkového As riiznymi optickymi analytickymi metodami.
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Ukazalo se, Ze problém stanoveni obsahu As ve vzorcich krmnych fosfati nespociva
ve zpisobu mineralizace vzorku, ale predevsim ve spektralnich interferencich, kterymi jsou
jednotlivé optické analytické metody zatizeny, a to zejména u matricné komplikovanych

vzorku.
4.1 Vliv mineralizace vzorku

Z vysledku 1ze vyvodit, ze vSechny ovéfené zptisoby mineralizace vzorkl za atmosférického
tlaku pfi zvySené teploté (10M HNOs, obracend lucavka kralovskd) jsou pro mineralizaci As
ve fosfatové matrici mozné. Vysledky ziskané obéma mineralizaénimi postupy jsou podle miry
extrahovatelnosti As srovnatelné. To bylo prokdzano vSemi optickymi instrumentalnimi
metodami (ICP-OES, ICP-MS, HG-AAS) méfeni.

Lze také pouzit mineralizaci vzork mineralnich krmiv mikrovinnym rozkladem za zvy$eného
tlaku v HNOgz. Problém vsak predstavuje zejména mala navazka vzorku mineralnich krmiv
(obvykle 0,25 g az 0,5 g vzorku). Ze vSech vysledkii méfeni vykazoval tento zpusob
mineralizace celkové nejvétsi rozdily ve tfech paralelnich stanovenich z jednotlivych navazek.
Proto je mozné jej vyuZit jako alternativni moznost mineralizace mineralnich krmiv
pii disledném zabezpeceni podminek homogenity vzorku. Pro rutinni pouziti pro ucely Gfedni
a cilené kontroly krmiv by bylo nutné provadét stanoveni obsahu As v mineralnich krmivech
(a soucasné dalSich rizikovych prvkt) vzdy nejméné ve tfech paralelnich stanovenich, coz
by pro laboratot bylo ¢asové naro¢né. V neposledni fadé je nutné prihlédnout i ke skute¢nosti,
Ze mikrovinnym rozkladem se rutinné¢ mineralizuji vzorky krmnych smési s koncentraéné
velmi nizkymi obsahy rizikovych prvki. Z tohoto pohledu je nutné zabranit mozné kiizové
kontaminaci kfemennych (nebo obecné teflonovych nadobek) u riznych MW systémt, které
by mély byt vy¢lenény pro krmné smési na bazi organické matrice a pro mineralni krmiva
S vy$simi nebo vysokymi obsahy rizikovych prvkil. Je nutné dirazné dbat na postupy cisténi

laboratorniho skla a rozkladnych nadobek.
4.2 Vliv instrumentalniho méreni

Pii ovéfeni instrumentalnich metod méfeni obsahu As v mineralizatech fosfatovych krmiv byly
patrné vyrazné rozdily v ziskanych vysledcich. Obecné metody ICP-OES a HG-AAS
vykazovaly srovnatelngjsi vysledky, metoda ICP-MS vykazuje vysledky méfeni obsahu As
obecné ponckud vyssi, viz tabulky €. 12, 13 a 14.
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Z vysledku dale vyplyva, ze metoda ICP-MS s pouZitim kolizni cely s He jako koliznim plynem
muze byt zdrojem fale$né pozitivniho nadhodnoceni vysledki. Princip funkce kolizni cely
je velmi spolehlivy pfi odstranéni béznych polyatomickych interferenci, ale nemusi byt zcela

spolehlivy pro jiné spektralni interference v ramci ICP-MS méieni.

Nejvétsi rozdily ve vysledcich obsahu As byly pozorovany u vzorku matrice defluorizovaného
fosfatu sodno-vapenatého DFP. VVzorky 1307 a 1309 se ukézaly jako nova neznama matrice
krmné suroviny, jez se pfidava do krmiv z divodu biodostupné suplementace fosforem.
Rozdily ve vysledcich byly ziejmé u vSech pouZzitych optickych analytickych metod (ICP-MS,
ICP-OES, HG-AAS).

Pivod obou vzork vSak prokédzal vyskyt velmi nestandardni matrice, kterd se projevila
pfitomnosti masivni interference pii méfeni obsahu As metodou ICP-MS, resp. u této
instrumentalni metody byl jeji negativni vliv pozorovan nejvice. Jednd se o interferenci
zpusobenou piitomnosti dvojnasobné nabitych iontl pochazejicich z prvkll vzacnych zemin
(predevsim Nd a Sm) obsazenych v matrici vzorku ve vysokych koncentracich. Z vysledk dale
iontl pii jeho optimalizaci, neni mozné této spektralni interferenci zabranit, pokud se vyskytnou
prvky vzacnych zemin ve vysokych koncentracich, tj. v koncentracich (10 — 100) mg/kg.
U vzorku, ve kterych byl obsah prvki vzacnych zemin nizky, fadové v jednotkdch mg/kg
(1306, 1308, 1310) byly vysledky u vSech optickych metod srovnatelné nebo byly z hlediska
citlivosti jednotlivych metod velmi blizké (viz tabulky ¢. 12, 13 a 14). Zajimavé je zjiSténi,
Ze i vzorek interniho referen¢niho materialu IRM 1302 na bazi minerélniho krmiva (obchodni
ndzev MK A2 super) obsahuje prvky vzacnych zemin, tzn. obsah As stanoveny metodou ICP-
MS v He modu je vysSi ve srovnani s metodou ICP-OES, ptip. HG-AAS. A samoziejmé
I vzorek CRM rock phosphate (BCR-032) obsahuje vyznamny podil prvki vzacnych zemin,
které zpusobuji tyto spektralni interference, coz potvrdily vysledky ze vSech mineralizacnich
postuptt méfenych metodou ICP-MS. Ptitomnost prvkil vzacnych zemin tedy nelze obecné
v matrici krmiv jak mineralniho, tak organického puvodu podcenovat. Vysledky ukazaly, Ze
tyto prvky jsou pomérné Casto ptitomné a mohou potencialné interferovat jiz ve velmi nizkych
koncentracich. Cim viak je jejich obsah ve vzorku vyssi, tim jejich negativni spektralni vliv

zcela neimérné nartista. To nazorné dokazuji vysledky viz tabulky €. 8 a 9, které zobrazuji
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faleSn¢ pozitivni néarist koncentrace As u cCistych standardnich roztokti vlivem vzristajici

koncentrace Nd a Sm.

Piekvapivé vysledky byly u metody ICP-MS pozorovany pii méfeni v tzv. no gas modu, tedy
zpusobem bez vyuziti kolizni/reakcéni cely pro odstranéni interferenci, viz tabulka ¢. 12. Tento
fakt zatim neni zcela jednozna¢né objasnén, nicméné vysledky méfeni bez kolizni cely Ize
interpretovat jako ,,spravnéjsi“. Jako mozné vysvétleni se jevi skutecnost, ze v kolizni cele
s koliznim plynem He dochazi k ur¢itym neznamym reakcim a vzniku novych reakénich
produktii, které porusi iontovou rovnovahu a v piipadé pritomnosti dvojnasobné nabitych iont
zpusobi faleSn€ pozitivni nadhodnoceni signalu na izotopu As (75). Zpisob méteni bez kolizni
cely vno gas modu je vSak mozny pouze v ptipad¢, Ze matrice vzorku neobsahuje dalsi
interferenty zpusobujici tvorbu polyatomti a zejména neobsahuje chloridové ionty

z mineraliza¢ni smési (nutny rozklad v 10M HNOz nebo MW) nebo z matrice vzorku.

Jako mozné spolehlivé feseni interferenci na izotopu As(75) se jevi zavedeni interferencni
rovnice, ktera zahrnuje korekci na dvojnasobné nabité ionty, viz tabulka ¢. 11. M¢fit 1ze jak
s kolizni celou, tak bez kolizni cely v no gas modu. Platnost korekéni rovnice je nutné oveéfit
nejlépe vzdy pro dané instrumentélni nastaveni pii kazdém méteni. Vysledky stanoveni obsahu
As jsou z hlediska vytéznosti CRM spravné a je zde pozorovatelny rozdil oproti méfeni bez
vyuziti korekéni rovnice. Nicméné vysledky opét prokazaly, Ze u vysokych obsaht prvka
vzacnych zemin neni ani tento zpusob feSeni ideéalni, protoZe korek¢éni rovnice selhava
a stanoveni obsahu As v koncentracich fadu jednotek pg/l v matrici vzacnych zemin tadu

stovek pg/l neni mozné.

Jako dopliujici a velmi uzite¢né se ukazalo stanoveni obsahu As metodou ICP-MS/MS, které
bylo provedeno jako demo méfeni na pracovisti Centra Dopravniho Vyzkumu Brno, viz tabulka
¢. 18. M¢éfeni As v riznych médech poskytlo také na tomto vysoce citlivém piistroji velmi
odlisné vysledky. Opét byl potvrzen ptedpoklad vlivu velmi silnych interferenci dvojnasobné
nabitymi ionty prvki vzacnych zemin Sm a Nd, které maji spoleény izotop 150. Z tohoto
ovéfeni jednoznacné vyplyva, ze jedinym spolehlivym zplisobem k G¢innému odstranéni
interferenci na izotopu As (75) je vhodny reak¢ni kyslikovy mod s posunem na produktovy iont
reakce As (75)O*(16), tedy jako molekulovy iont AsO" (91), méfeni v tzv. ,,mass shift“ modu.

Mg¢feni v reakénim modu s reakénim plynem Oz vyuZiva vysoké reaktivity As s kyslikem
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a naopak velmi nizké reaktivity Sm a Nd. Méfeni v MS/MS moédu zajisti dokonalé odstranéni

jinych interferujicich iontd na hmot€ 91 (napf. Zr").

Vysledky stanoveni As byly doplnény také o dalsi sledované rizikové prvky (Cd, Pb) z hlediska
splnitelnosti maximalnich limitt legislativy EU. Z tohoto pohledu poskytly oba piistroje ICP-
MS (Agilent ICP-MS 7500ce) a ICP-MS/MS (Agilent ICP-QQQ 8800) zcela srovnatelné
vysledky, viz tabulky €. 19 a 20.

Jako ptekvapivé se ukdzalo, Ze pravdépodobnd skute¢nd hodnota obsahu As ve vzorcich
defluorizovaného fosfatu sodno-védpenatého DFP (vzorky 1307 a 1309) se nachazi
v koncentraci asi 0,6 mg/kg, viz tabulka ¢. 18. Tento vysledek byl dosazen jak v mineralizatu
v 10 M HNOsg, tak v mineralizatu obracené lucavky kralovské méfenim metodou ICP-MS/MS
v kyslikovém reakénim médu. Z dostupné instrumentace v NRL UKZUZ byla nejlepsi shoda
nalezena s metodou HG-AAS (viz vysledky tabulky ¢. 12, 13 a 14), kterou lze tedy povazovat
za jednak velmi citlivou metodu z hlediska dosazitelnych nizkych mezi stanovitelnosti, ale
i Z hlediska selektivity potlaceni vlivu interferenci. Z tohoto pohledu jsou obé metody ICP-MS
i ICP-OES zatizeny vlivem spektralnich interferenci vyznamnéji. U metody ICP-OES nebyl

vliv ptipadnych interferenci predmétem feseni této préce.

Je dulezité zdlraznit, Ze predmétem této prace byla vyhradn€ minerdlni krmiva na bazi
fosfatové matrice, celkem pouze pét typa vzorkti krmnych fosfati. Pro Sirokou Skalu matric
mineralnich krmiv (krmnych surovin) je nutné vysledky stanoveni As a pfipadné dalSich

rizikovych prvku (Cd, Pb, Cr, Ni) ové&fit v jiné samostatné préci.

Z hlediska splnitelnosti maximélnich limitd pro obsah celkového As podle Smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES o neZadoucich latkach v krmivech, 1ze konstatovat,
Ze vSechny vzorky fosfatovych krmiv analyzované v této praci vyhovuji maximalnimu limitu

10 mg/kg v krmivu s 12% vlhkosti pro kategorii fosfaty.

Vliv interferenci dvojnasobné nabitymi ionty prvku vzacnych zemin nelze ve sloZitych
matricich krmiv podceiiovat. Pfi rutinnim stanoveni obsahu celkového As metodou ICP-MS,
zejména ve vzorcich minerdlnich krmiv, je nezbytné monitorovat ve zmineralizovanych
vzorcich také obsah prvk vzacnych zemin. Pokud bude obsah téchto prvkil ptfitomen
ve vysSich koncentracich, tj. (10 — 100) mg/kg, doporucuje se provést kontrolni méfeni
s vyuzitim interferencni rovnice na izotopu As (75), pfipadné méfenim bez kolizni cely v tzv.

no gas modu. Jako jediné zcela spolehlivé feSeni pro stanoveni obsahu As v komplikovanych
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krmnych matricich 1ze doporudit vyuziti instrumentace ICP-MS/MS v kyslikovém reakénim
modu, kterd je vSak velmi ekonomicky ndro¢nd. Jako alternativni instrumentalni techniku 1ze
pouZzit vysoce selektivni metodu HG-AAS s moZnosti stanoveni velmi nizkych koncentraci As
nebo metodu ICP-OES, pokud je vSak pti ni dosazeno pozadované citlivosti u vzorku s velmi

nizkym obsahem As (kolem 1 mg/kg).

V NRL UKZUZ lze jako vhodny postup stanoveni As pii vyskytu komplikované matrice
fostatovych krmiv doporudit postup dosavadniho pouzivaného zplsobu mineralizace vzorkl
Vv obracené luc¢avce kralovské a méfeni metodou ICP-MS se single quadrupolem za souc¢asného
monitorovani obsahu Nd a Sm. Pokud bude obsah téchto prvka v mineralizatech do 10 mg/kg,
Ize vysledek stanoveni As metodou ICP-MS povaZzovat za spravny. Pokud bude obsah téchto
prvkd v mineralizatech v rozsahu (10 — 100) mg/kg, pouZije se korekéni rovnice na hmoté As
(75) se zahrnutym vlivem Nd a Sm. Pokud bude obsah téchto prvkt v mineralizatech
v koncentracich nad 100 mg/kg a korekéni rovnice na hmoté As (75) nebude poskytovat
m¢éfitelné hodnoty, pouZiji se pro stanoveni obsahu As metody ICP-OES nebo HG-AAS, které

nejsou vlivem interferenci témito prvky zatiZeny.
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1 Uvod

Cilem této préace bylo zavedeni extrakce rostlinné DNA podle CSN EN ISO 21571 Potraviny —
Metody pro detekci geneticky modifikovanych organismti a odvozenych produktii — Extrakce
nukleové kyseliny, bod A.3 Piiprava DNA v kvalité pro PCR s vyuZitim metody extrakce DNA
zalozené na CTAB.

Koncentrace, kvalita a amplifikovatelnost DNA byla ovéiena podle platnych JPP UKZUZ,
postup ¢. 10250.1 Stanoveni pfitomnosti GMO metodou PCR.

Tato metoda bude vyuZivana pro extrakci DNA z certifikovanych referen¢nich materiald
(CRM) a vzorku jako dal$i mozny postup vedle jiz zavedenych JPP pro extrakci DNA pomoci
komer¢nich kit.

Za dobu provadéni stanoveni GMO na pracovisti OdMB se potvrdilo, Ze extrakce DNA pomoci
zavedenych kitl je pro potfeby kvalitativniho stanoveni GMO klasickou PCR vyhovuijici, a to
Z hlediska Cistoty, koncentrace i casové narocnosti provedeni. V rdmci zavadéni kvalitativniho
a kvantitativniho stanoveni GMO pomoci RT-PCR (qPCR) se ale ukazala potiecba vyssich
koncentraci DNA, a to zejména u CRM, které se pouZivaji pro ptipravu kalibra¢nich kiivek.
Z n¢kterych CRM je vytézek DNA dostateéné vysoky i pfi pouziti jiz zavedenych postupii
(minimalné 40 ng/ul, v idealnim pfipadé nad 100 ng/ul). U nékterych CRM je ale ziskani
dostate¢né koncentrace problematické. Jedna se zejména o soju, ryzi a fepku. Noveé zavadéna

metodika extrakce moci CTAB (hexadecyl-trimethylamonium bromidu) je bézné pouzivana
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metoda v oblasti analyz GMO a umoznuje ziskani vysSi koncentrace DNA s dostate¢nou
¢istotou pro analyzy GMO pomoci PCR.

Pro zavedeni byly vyuzity referen¢ni materidly.

2 Material a metody

Zékladem této metody je extrakce DNA z rostlinného materidlu, zaloZend na teplotni lyzi
v pfitomnosti CTAB, ktera je nasledovana nékolika extrakénimi kroky, které odstraiuji
kontaminanty jako jsou polysacharidy a fenolické latky. Koncentrace a Cistota ziskané DNA se
vyhodnocuje pomoci spektrofotometru, kvalita se urcuje gelovou elektroforézou na 0,8 %
agarozovém gelu, amplifikovatelnost se ovéfuje pomoci PCR reakce (vnitini — referen¢ni gen,

piipadné screeningové elementy a deklarovany transgen).

Pro zavedeni byly pouzity certifikované referen¢ni materialy, které byly jiz diive v laboratofi
izolovany pomoci zavedeného komeréniho kitu (NucleoSpin® Food - MACHEREY-
NAGEL), byla otestovana jejich kvalita, koncentrace i amplifikovatelnost. Tyto izolaty DNA
byly pouzity pfi jednotlivych amplifikacich jako pozitivni kontroly (PK).

2.1 Pristroje a pomiicky
Extrakce DNA

Vahy s piesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.
Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pH metr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $pi¢ky s filtrem a bez filtru.
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Plastové zkumavky s vickem, (2 — 2,5) ml.
Latexové rukavice bezpudrove, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky na zkumavky,
odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

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

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

pH metr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatickeé pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem, (2 — 2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zatizeni se softwarem.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cykler.

Automaticke pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem i bez
filtru.

Plastové sterilni zkumavky (0,2; 0,5; 2) ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materil, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.
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2.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.
Extrakce DNA

Etanol, (96 — 100)% pro UV.

Etanol, denaturovany.

Voda vhodna pro PCR.

RNé&za A, bez DNéza proteéz, cca 50 jednotek/mg lyofilizatu.
a-amyléza (volitelnd), typ lla z Bacillus spp. (1500 — 3000) jednotek/mg bilkovin.
Chloroform.

Disodna sul kyseliny ethylendiaminotertraoctové (Na;EDTA).
Hexadecyl-trimethylamonium bromid (CTAB).

Kyselina chlorovodikova, 37%.

Isopropanol.

Proteindza K, asi 20 jednotek/mg lyofilizatu.

Chlorid sodny.

Hydroxid sodny.

Tris(hydroxymethyl) aminomethan (Tris).

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 x TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).

EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).
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PCR reakce — amplifikace

REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCly, vyrobce Sigma-Aldrich, univerzalni
reak¢ni smés pro PCR (dale REDTaq).

REDTaqg ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.
PCR voda.

Dalsi poti‘ebné chemikalie nedodavané v ramci kit
Voda vhodna pro PCR.

Dekontamina¢ni roztok pro oSetieni ploch.
Amplifikacni primery:

Screening promotor 35S: 35s-cf3/35s-cf4

F: CCA CGT CTT CEE AGC AAG TGG

R: TCC TCT CCA AAT GAAATGAACTTCC
Screening terminator NOS : NOS-1/NOS-3

F: GAATCC TGT TGC CGG TCT TG

R: TTATCCTAGTTT GCG CGC TA

Screening gen CP4 epsps : GT73TmF/ GT73-TmR
F: GGG ATG ACGTTAATTGGC TCTG

R: GGC TGC TTG CAC CGT GAAG

VG ryze: KVM159/KVM160

F:TGGTGAGCG TTT TGC AGT CT

R: CTG ATC CAC TAG CAG GAG GTCC

VG fepka: MDB510F, MDB511 R

F: GGC CAG GGT TTC CGT GAT

R: CCG TCG TTG TAG AAC CAT TGG

VG kukufice: IVRI-F/IVRI-R

F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC

R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GACGATC
MON88017: MON 88017 AF/ MON 88017 AR

F: GAG CAG GAC CTG CAG AAG CT

R: TCC GGA GTT GAC CAT CCA

VG s6ja: GMO-3/GMO-4
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F: GCC CTC TAC TCC ACCCCCATCG
R: GCC CATCTG CAAGCCTTTTTG TG
MON40-3-2: 35s-f2/petu-rl

F: TGATGT GAT ATC TCC ACT GAC G
R: TGT ATCCCTTGAGCCATGTTGT

2.3 Vzorky

Pro extrakci DNA byly pouzity certifikované referen¢ni materialy ryze, fepky, kukufice a s6ji
od JOINT RESEARCH CENTRE, Intitute for Reference Materials and Measurements (ERM)
a American Oil Chemist’s Society (AOCS).

Ryze: IRM 1/2010 (non modified)
Repka: CRM 5/2006 (AOCS 0304A, non modified)

Kukufice: CRM 15/2014 (AOCS 0406A, non modified), CRM 31/2012 (AOCS 0406D
MONB87017, 100 %)

S6ja: CRM 19/2014 (AOCS 0906A, non modified), CRM 5/2015 (ERM-BF 410bk, MON40-
3-2, 0,1%), CRM 6/2015 (ERM-BF 410dk, MON40-3-2, 1%).

2.4 Pracovni postup
2.4.1 Extrakce DNA

Piiprava pufri a roztoku
CTAB — extrakeni pufr
Postupné se navazi 20 g hexadecyl-trimethylamonium bromidu (CTAB), 82 g NaCl, 7,44 g

Na;EDTA a 12,1 g Tris(hydroxymethyl) aminomethanu a za stdlého michani a mirného zahfati
se rozpusti v asi 800 ml destilované vody. Po vychladnuti na laboratorni teplotu se upravi pH
na hodnotu 8,0 pomoci 1M HCI. V odmémé baiice se roztok doplni do celkového objemu

1000 ml. Uchovéava se v uzaviené lahvi pii laboratorni teploté do spotiebovani.

CTAB — precipitaéni pufr

Postupné se navazi 5 g hexadecyl-trimethylamonium bromidu (CTAB) a 2,34 g NaCl

a za stalého michani se rozpusti v asi 900 ml destilované vody. V odmérné bance se roztok
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doplni do celkového objemu 1000 ml. Uchovava se v tésné uzaviené lahvi pii laboratorni

teploté do spotfebovani.

Roztok a-amylazy

Pouziva se roztok o koncentraci 10 mg/ml. Pokud je k dispozici lyofilizat natedi se na tuto
koncentraci podle pokynii vyrobce. Roztok se rozpipetuje do zkumavek po asi 30 ul a uchovava

pii -20 °C do pouziti. Je tfeba zabranit opakovanému rozmrazovani.

Roztok ribonukledzy A

PouZziva se roztok o koncentraci 10 mg/ml. Pokud je k dispozici lyofilizat nafedi se na tuto

koncentraci podle pokynii vyrobce. Roztok se uchovava pii -20 °C (podle pokynu vyrobce).

Roztok proteindzy K

Pouziva se roztok o koncentraci 20 mg/ml. Pokud je k dispozici lyofilizat natedi se na tuto
koncentraci podle pokynt vyrobce. Roztok se rozpipetuje do zkumavek po asi 30 ul

a uchovava pti -20 °C do pouziti. Je tieba zabranit opakovanému rozmrazovani.

Roztok 1,2 M NaCl

Navazi se 70,13 g NaCl a za stalého michani se rozpusti v asi 900 ml destilované vody.
V odmérné bance se roztok doplni do celkového objemu 1000 ml. Uchovava se v uzaviené

lahvi pfi laboratorni teploté do spotiebovani.

TE pufr
Navazi se 1,21 g Tris(hydroxymethyl) aminomethanu a 0,34 g Na;EDTA za stalého michani

se rozpusti v asi 900 ml destilované vody. Hodnota pH se upravi 8,0 pomoci 1M HCI nebo 1M
NaOH. V odmérné barice se roztok doplni do celkoveho objemu 1000 ml. Uchovava se v tésné

uzaviené lahvi pfi laboratorni teploté do spotiebovani.

Roztok 1M HCI

83,3 ml 37% HCl se pievede do 1000 ml odmérné baiiky ¢aste¢né naplnéné destilovanou vodou

a nasledné¢ se doplni destilovanou vodou po znacku.

Roztok 1M NaOH

40 g NaOH se rozpusti v destilované vodé a v 1000 ml odmérné bance se doplni destilovanou

vodou po znacku.
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Vlastni CTAB metoda

Obecné zésady pro izolaci DNA

Béhem celého postupu je nezbytné peclivé zachazeni se vzorky, aby se zamezilo kontaminaci
jednoho vzorku stopami druhého, napt. mikrokapénkami DNA, které se mohou uvolnit
pii pipetovani a otvirani zkumavek dotekem vicek zkumavek jedné po druhé apod. Proto

je tieba prizpusobit veskeré operace prevenci kontaminace.

Do kazdého béhu izolace DNA je nutno zatadit tzv. kontrolu izolace (dale KI), tj. slepy vzorek
bez rostlinného materialu. KI slouzi k ovéfeni Cistoty reagencii béhem izolace a vylouceni

kontaminace vzorkt béhem izolace.
Pfi manipulaci s organickymi rozpoustédly je nutné pouzit digestof.

Extrakce vzorku

Do zkumavky (2 ml) se navazi 0,2 g zhomogenizovaného vzorku s piesnosti na 0,01 g.

Prida se 1500 pl CTAB extrakéniho pufru ptedehiatého na 65 °C a promicha se jemné

na vortexu.

Ke vzorku se pfida 10 ul ribonukleazy A o koncentraci 10 mg/ml, v piipad¢é vysokého obsahu
Skrobu se piida 10 pl a-amylazy o koncentraci 10 mg/ml, volitelné - nebylo pouZito)
a promicha se jemné¢ na vortexu. Vzorek se inkubuje 30 min za stdlého michani pii 65 °C

v termobloku.

Ke vzorku se ptida 10 pl proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml, jemn¢ se promicha. VVzorek se

inkubuje 30 min za stalého michani pti 65 °C v termobloku.
Vzorek se centrifuguje 10 min. pii (12000 — 14000) g.

Do nové zkumavky (2 ml) se napipetuje 850 pl chloroformu a piida se (1150 — 850) pl

supernatantu [s: ch =1: (0,7 — 1)]. Zkumavka se dikladné protfepe (mlé¢né zbarveni).
Vzorek se centrifuguje 15 min. pii (12000 — 14000) g.

Precipitace CTAB
Do nové zkumavky se napipetuje 1300 pl CTAB precipitaéniho roztoku vytemperovaného

na laboratorni teplotu a ptida se 650 pl supernatantu (horni, vodné faze po centrifugaci

z piedeslého kroku). 1 objem supernatantu: 2 objemy precipitaéniho roztoku.
Inkubuje se 60 min pfi laboratorni teploté bez michani.
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Centrifuguje se 15 min p#i (12000 — 14000) g.

Supernatant se opatrné odstrani vylitim, je-1i tieba, odsaje se zbytek pipetou.
Precipitat DNA se rozpusti v 350 pl 1,2M NaCl.

Prida se 350 pl chloroformu a dikladné se protifepe (mlééné zbarveni).
Centrifuguje se 10 min pfi asi 12000 g.

Do nové zkumavky se prevede 350 pl vodné faze (obsahuje nukleove kyseliny).

Precipitace DNA

Do zkumavky s vodnou fazi se ptida 420 pl isopropanolu (0,6 objemu vzorku) a opatrné

se promicha pievracenim zkumavky.

Inkubuje se bez pohybu 20 min pti pokojové teploté.
Centrifuguje se 15 min pfi asi 12000 g.

Supernatant se opatrné odstrani vylitim.

Do zkumavky se ptida 500 pl 70% etanolu, zkumavka se nékolikrat prevrati pro odstranéni

zbytkti CTAB. Je diilezité peletu uvolnit, aby se volné pohybovala.
Vzorek se centrifuguje 10 min pii asi 12000 g.
Opatrné se vylije supernatant, ptipadné se odsaje zbytek etanolu pipetou.

Pelet DNA se kratce vysusi a resuspenduje se ve 100 ul destilované vody nebo ve vhodném

pufru, naptiklad TE pufru (bylo pouzito).

2.4.2 Méreni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky podle JPP €. 10250.1
Me¢éteni pii vinovych délkach (230; 260; 280) nm umoziuje vedle stanoveni koncentrace
ziskané DNA i hodnotit Cistotu vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupen c¢istoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pti 260 nm a 280 nm
a 260 nm a 230 nm.
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Vlastni méteni

Koncentrace DNA se méfila proti blanku, ve kterém byla DNA rozpusténa. Byl pouzit TE pufr.
Pouzily se 2 ul vzorku. KaZdy vzorek se méfil 2 x. Tolerovany rozdil pro koncentrace
do 100 ng/ul je 1 ng/ul, pro vyssi koncentrace jsou to 3 ng/ul. Naméfené hodnoty

se zpramérovaly.

2.4.3 PCR reakce podle JPP ¢. 10250.1

Piiprava amplifika¢nich primeri

Primery se rozpusti, fedi a rozdé€li do potfebnych mnozstvi nasledujicim zpisobem.
Do zkumavky s primerem v podob¢ prasku na dné, se piida PCR voda v mnozstvi, které uvadi
vyrobce. Jemnym pipetovanim se promichd. Tim se zisk& zasobni roztok o koncentraci
100 uM, ktery se rozpipetuje po 50 pl do zkumavek o objemu (0,5 — 0,6) ml. Zkumavky
S primery se zamrazi a uchovavaji v mrazicim boxu. Do reakéni smési se zasobni roztok dale
fedi na pracovni roztok o koncentraci 20 M. Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se ptida

Ctyfnasobny objem PCR vody. Rozdéli se po 15 ul do zkumavek a zamrazi se v mrazicim boxu.
Polymerazova retézova reakce

Ptipravi se PCR box: Dekontaminuji se pfedméty i1 prostory od jakychkoli molekul DNA
— pouzije se UV zatfeni po dobu 30 min a dekontaminac¢ni roztok.

Ptipravi se pipety, sterilni $picky a zkumavky, odpadni nddoba s vlozenym sé€kem na pouzity
material, stojanky a vybere se vhodny amplifikaéni kit. Pro jednoduchou PCR reakci se pouziva
Amplifika¢ni kit REDTaq. Stanovi se pocet reakci, tj. pocet vzorku; kontroly: GM-pozitvni
a beztemplatova, kontrola izolace (u amplifikace vnitiniho genu); jedna reakce navic (rezerva
pro pipetovaci chybu), piipadné dal$i kontrolni a srovnavaci vzorky. Podle tabulky 1
se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce. PCR smés se pripravuje na ledu.

Celkova reakéni smés se sterilné smicha podle poradi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny
v tabulce 1. Zamicha se jemnym vortexovanim a rozdéli se po daném poctu ul do oznacenych

zkumavek.
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Tabulka 1. Priprava PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix
(jednoducha PCR).

Slozka 1 reakce (pl)
Voda vhodna pro PCR 55-6,5
REDTaq 12,5
Primer F 05-1,0
Primer R 05-1,0
Objem smési bez templatu 20
Templatova DNA (izolat) 5,0
Objem sm¢si véetné templatu 25

Objem amplifika¢niho kitu REDTaq je neménny. Objemy templatu, primert a vody vhodné
pro PCR se mohou ménit za ucelem dosazeni optimalniho pribéhu PCR reakce, pfi¢emz voda

pouze doplituje reakci na pozadovany objem 25 pl.

Je-li koncentrace vyizolované DNA nad 10 ng/ul, fedi se na tuto koncentraci. Poté se do kazdé
zkumavky pfidd dany pocet pl templatové DNA. Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova
kontrola (misto templatove DNA se pouZije voda vhodna pro PCR), vzorky a pozitivni kontrola.
Zkumavky s templatovou DNA se otviraji a s templatovou DNA se manipuluje az poté, kdy
jsou vSechny zkumavky s reagenciemi pro PCR uzavieny a reak¢éni smés je rozpipetovana
do PCR zkumavek. Zkumavky s templaty se oteviraji pokud moZno v tomto potadi: vzorky —

pozitivni kontrola.

Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem PCR. Zkumavky
se vlozi do termalniho cykleru, zvoli se vhodny amplifikacni program a pfistroj se spusti dle

navodu.

Po skonceni préace se opet dekontaminuji PCR box i pracovni pomiicky.

2.4.4 Elektroforéza v agarézovém gelu podle JPP ¢&. 10250.1
Kvalita DNA
Pomoci elektroforézy v 0,8% agarézovem gelu se zjisti kvalita vyizolované DNA (zda je

celistva nebo degradovand) a pfitomnost RNA.

38



Priprava 0,8% agarézového gelu

Do Erlenmayerovy bariky se navazi 0,4 g mnozstvi praskové agardzy s piesnosti na0,1 g a prida
50 ml pracovniho 1 x TAE pufru. Vaii se pii (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle
asi (15 — 20) min az se roztok uplné vyceti a vzduchové bubliny vymizi i po krouzivém
zamichani. Zatim se pfipravi nalévaci vana a vhodny hiebinek. Zuby hiebinku vytvari

v tuhnoucim gelu jamky konstantni velikosti.

Po mirném zchladnuti se prida 6,5 pl 1% pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkalacni
barvivo slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu) a micha se 1 min. Poté se vyjme michadélko
a agaroza se nalije do vany s hiebinkem. Po (20 — 30) min, v zavislosti na teploté prostiedi,
se opatrné vyjme hiebinek a ptenese gel z nalévaci vany do elektroforetické vany s pracovnim

roztokem TAE pufru.

Vzorky se smichaji s barvivem 6 x Loading Dye Solution v mnozstvi 1 ul barviva a 5 pl
vyizolované DNA a spolu s Load Precision Molecular Mass standardem se nanesou do jamek
a spusti se elektroforéza (75 V, 85 min).

Po ukonceni elektroforézy prob&hne vizualizace vysledki elektroforézy pomoci

transiluminatoru a fotodokumenta¢niho zafizeni.

Hodnoceni amplifika¢nich fragmentu
Pro hodnoceni amplifika¢nich fragmentt se pouziva 2% agardzovy gel pro produkty velikosti

nad 100 bp, 3% agardzovy gel pro produkty velikosti do 100 bp.

Piiprava 2 (3)% agar6zoveho gelu: Do Erlenmayerovy bainky se navazi 1 (1,5) g mnozstvi

praskové agarozy s presnostina 0,1 g a pfida 50 ml pracovniho 1 x TAE pufru. Dale je pfiprava

gelu stejna jako ptiprava 0,8% gelu.

Beztemplatova kontrola, vzorky, elektroforeticky marker a pozitivni kontrola se nanesou

do jamek gelu v tomto potadi v mnoZstvi 5 pl a spusti se elektroforéza (75 V, 85 min).

Po ukonceni elektroforézy prob&hne vizualizace vysledki elektroforézy pomoci

transiluminatoru a fotodokumentaéniho zafizeni.
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2.5 Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro zavadéni metody extrakce DNA pomoci CTAB byly vybrany rostlinné druhy, které
se Vv laboratofi bézné testuji, a to ryze, fepka, kukufice a sdja. Veskeré pouzité referencni
materidly byly jiz dfive v laboratofi izolovany pomoci zavedenych komercnich kitd, byla
otestovana jejich kvalita, koncentrace i amplifikovatelnost. Tyto izolaty DNA byly pouZity

pii jednotlivych amplifikacich jako pozitivni kontroly (PK).

Z dlouhodobych zkuSenosti s izolaci realnych vzorkd i CRM pomoci kitd vyplyva, Ze nizsi
vytézky byvaji u ryZe asi (20 — 40) ng/ul, fepky (semeno) asi (30 — 80) ng/ul, proménlivé u soji
asi (20 — 200) ng/ul a u kukutice vétsinou vyssi nez 100 ng/ul. Kvalita byva vzdy vyhovujici
pro PCR, i kdyz izolat vzdy nespliiuje optimalni poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230.

U izolath CRM ziskanych extrakci pomoci CTAB se koncentrace DNA u ryze a fepky
pohybovaly mezi 65 ng/ul az 120 ng/ul, u s6ji od 90 ng/ul do 250 ng/ul a u kukutice 380 ng/ul
az 420 ng/pl.

Obecné lze ftici, Ze pro vysledek izolace neni rozhodujici pouze plodina, jako takova, ale
| konkrétni odrida a jeji predchozi zpracovani. Napiiklad s6ja ve formé semene a soja ve formeé
toastované¢ho extrahovaného Srotu atd. Dale je dilezity i zpGsob homogenizace vzorku —
velikost ¢astic a jeho bobtnavost pii teplotni lyzi.

Rozdily mezi jednotlivymi vzorky i v ramci jedné plodiny byvaji pomérné znacné, a to i mezi
paralelami, podobn¢ tomu bylo i1 v pfipadé extrakci CTAB (Tabulka 1).

Nize jsou uvedeny fotografie elektroforetickych geli s vizualizaci kvality ziskané DNA

pro jednotlivé plodiny.
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Ryie Repka Kukurice

R o Camd Zhytlové proteiny e s
KT MM 110 1/10 MM KI MM 506 5/06 MM KT M 1514 1514 MM

"

— — — —
- —

-

zbytlovd I?NAQ"

Obr. 1. Kvalita vyizolované DNA, CRM 1/2010 (izolace 12. 1. 2017), CRM 5/2006 (izolace
12. 1. 2017), CRM 15/2014 (izolace 28. 3. 2017). MM - Load Precision Molecular Mass
Standard, KI - kontrola izolace.

Obr. 2: Kvalita vyizolované DNA, CRM 31/2012 (izolace 14. 4. 2017), CRM 19/2014
(izolace 20. 2. 2017), CRM 5/2015 (izolace 28. 3. 2017), CRM 6/2015 (izolace 4. 4. 2017).

MM - Load Precision Molecular Mass Standard, Kl — kontrola izolace.
Pro kazdy izolat DNA bylo provedeno spektrofotometrické méfeni koncentrace a Cistoty.

V nésledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty koncentraci a pomér absorbanci pro vybrané
izolaty ziskané CTAB.
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Tabulka 1. Vybér namérenych koncentraci a hodnot urcujicich Cistotu vyextrahované
DNA pro jednotlivé CRM, zahrnujici priifez ziskanymi hodnotami koncentraci a stupni

distoty.

CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/A 230
ng/ul
RyZe IRM 1/2010 113,9 1,84 2,98
65,7 1,78 2,63
Repka CRM 5/2006 87,2 1,93 2,72
81,1 2,03 2,70
Kukutice CRM 15/2014 113,9 1,84 2,91
85,1 1,81 3,32
Kukutice CRM 31/2012 384,4 2,12 2,52
417,5 2,08 2,18
Séja CRM 19/2014 93,6 1,84 1,61
89,3 1,78 2,74
Séja CRM 5/2015 250,1 1,96 1,92
Séja CRM 6/2015 (0,1) 137,9 1,95 2,98
Séja CRM 6/2015 182,8 1,79 1,29

Pro nasledujici analyzu ziskané DNA jsou klicové jeji koncentrace, kvalita a Cistota. Nizka
koncentrace, poskozena nebo znecisténa DNA mohou vést k amplifikaci nezadoucich
fragmentd, K nizké amplifikaci nebo k UpIné inhibici amplifikace. Zaroven ale s vysSi
koncentraci ziskané DNA dojde pravdépodobné pfi jejim fedéni na koncentrace vhodné

pro PCR k soucasnému odfedéni piipadnych inhibi¢nich faktoru.

Pro klasickou PCR se pouZiva koncentrace 10 ng/ul, pro kvantitativni stanoveni pomoci gPCR

je pozadovana vétSinou koncentrace (10 — 40) ng/pl.

Cistota DNA dana pomérem A 260/A 280 se pohybuje v rozmezi 1,78 —2,12. Optimalni pomér
se pohybuje v rozmezi hodnot 1,7 — 2,0. Hodnoty pod 1,7 zna¢i zneéisténi proteiny. Hodnoty
pohybujici se okolo 2,0 a vyssi dokazuji piitomnost RNA (viz obr. 1 a 2). V piipadé nizké
ucinnosti amplifikace nebo jeji inhibici, je nutno provést pirecisténi izolatu nebo provést novou
izolaci s vy35im mnozstvim RNazy A nebo Proteindzy K.
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Hodnoty poméru A 260/A 230 byly naméfeny v rozmezi 1,61 — 3,32, coz splituje podminku
pro hodnotu poméru A 260/A 230 nad 1,5. Ideélni hodnoty jsou v rozmezi 2,0 — 2,2. Pokud
je naméfena hodnota pod 1,5, je ziskand DNA kontaminovana latkami jako jsou fenol

a guanidinove soli.

Ovéreni amplifikovatelnosti izolati
Amplifikovatelnost vyizolované DNA se ovétuje pomoci PCR reakce — amplifikace tzv.

referen¢niho (vnitiniho) genu pro danou plodinu.

Na obrazcich 3 az 6 jsou uvedeny fotografie elektroforetickych gelt s vizualizaci produktt
jednotlivych amplifikaci vnitinich gent, pro izolaty ziskan¢é CTAB ve srovnani i izolaty

ziskanymi pomoci komer¢niho kitu (PK).

BT KI M50 15/14 1514 KI M50 ‘515 5

Obr. 3. Vnitini gen séji, CRM 15/2014, CRM 5/2012, CRM 6/2015, CRM 6/2015. M50 -
hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK - CRM 3/2003 (izolovano kitem
Nucleospin food).
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VG kukurice

1 N AL

Obr. 4. Vnitini gen kukufice, CRM 15/2014, CRM 31/2012.M50 — hmotnostni marker 50
bp, KI — kontrola izolace, PK — CRM 31/2012 (izolovano kitem Nucleospin food).

Obr. 5: Vnitini gen ryZe, CRM 1/2010, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola
izolace, PK — CRM 1/2010 (izolovano kitem Nucleospin food).
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VG fepka

M50 5/06 5/06 9/06  5/06 M50 FK

1o0sp R R S A 10100

50bp

Obr. 6. Vnitini gen Fepky — Cruciferin A, CRM 5/2006, M50 — hmotnostni marker 50 bp,
KI - kontrola izolace, PK — CRM 6/2006 (izolovano kitem Nucleospin food).

Na obrazcich 7 az 12 jsou fotografie elektroforetickych gelii s vizualizaci produktt jednotlivych
amplifikaci screeningovych elementt p35S, tNOS a cpt2-cpdepsps u izolatd, ve kterych jsou
deklarovany. Déle jsou uvedeny jednotlivé GM, opét ve srovnani s izolaty ziskanymi pomoci

komer¢niho kitu (PK).

BT M350 1514 1914 515 515 6&15A 6/15A6/15B &/15B 31/123

Obr. 7. Screening p35S, CRM 15/2014, CRM 19/2014, CRM 5/2015, CRM 6/2015, CRM
31/2012. M50 — hmotnostni marker 50 bp, BT- beztemplatova kontrola, PK — CRM
3/2003 (izolovano kitem Nucleospin food).
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£NOS séja

BT M350 19434 1914 515 515 6/A5A 6154 &15B 615BMS0 PK

LR RRRLY

8

@ 1R

L4

Obr. 8. Screening tNOS, CRM 19/2014, CRM 5/2015, CRM 6/2015. M50 — hmotnostni
marker 50 bp, BT- beztemplatova kontrola, PK — CRM 3/2003 (izolovano kitem
Nucleospin food).

t NOS, kukurice

Obr. 9. Screening tNOS, CRM 15/2014, CRM 31/2012. M50 — hmotnostni marker 50 bp,
BT- beztemplatova kontrola, PK — CRM 3/2003 (izolovano kitem Nucleospin food).
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CTP2- CP4epsps. kukurice

31/12 M50 PE1 PE2

Obr. 10. Screening cpt2-cpdepsps, CRM 31/2012. M50 — hmotnostni marker 50 bp, BT-
beztemplatovd kontrola, PK1 — CRM 3/2003, PK2 — CRM 34/12 (izolovano kitem
Nucleospin food).

i R

Obr. 11. MON 40-3-2, CRM 19/2014, CRM 5/2015 (koncentrace 0,1% GM odpovida LOD
pro MON 40-3-2), CRM 6/2015. M50 — hmotnostni marker 50 bp, BT- beztemplatova
kontrola, PK1 - CRM 10/2015, PK2 — CRM 11/2015 (izolovano kitem Nucleospin food).
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*  MON 88017

BT M50 31/12 31/12 M50 PE

Obr. 12. MONB88017, CRM 21/2012, M50 — hmotnostni marker 50 bp, BT- beztemplatova
kontrola, PK — CRM 31/2012 (izolovano kitem Nucleospin food).

3 Z.aveér

Byla provedena extrakce rostlinné DNA ¢ty druhi plodin, které se vyskytuji nejéastéji v ramci

béznych analyz. Byla ur¢ena kvalita, koncentrace a Cistota ziskané DNA.
Ve vSech ptipadech byl vytézek vyssi nez 40 ng/ul, které jsou pozadovany pro qPCR. Nasledné
bylo ovéfeno stanovenim vnitiniho genu, screeningovych elementii a genetické modifikace,

Ze ziskana DNA je vhodné pro analyzu GMO pomoci PCR.
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Zavedeni kvalitativniho stanoveni geneticky modifikované
kukurice 98140 pomoci qPCR

Kristyna Tomeckova

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zemédélsky, NRL, Oddéleni mikrobiologie a biochemie,
Hroznova 2, 656 06 Brno

1 Uvod

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce je zaloZena na principu klasické PCR. V kazdém
cyklu se opakuji tii faze: denaturace dvoutetézcové DNA, annealing a extenze, pfi¢emz existuje
i dvoukrokova real-time PCR, kde annealing a extenze probihaji v jednom kroku. V druhé fazi
cyklu dochazi kromé nasednuti primert i k hybridizaci specifickych sond s fluorofory. SloZeni
reak¢ni smési je také velmi podobné klasické PCR, kromé specifickych hydrolyzac¢nich sond

nebo interkala¢nich barviv.

Oproti tradi¢ni PCR, kdy se kone¢ny produkt (amplikon) detekuje az po ukonceni reakce, PCR
V realném Case umoziuje stanovit tvorbu produktu v prubéhu reakce, a to i v ranych fazich, kdy
piirustek intenzity fluorescence je tmérny mnozstvi stanovovaného templatu. Pravé méfeni
Kinetiky v brzkych fazich reakce piedstavuje zasadni vyhodu v porovnani s tradiéni PCR.
Postup tradi¢ni PCR vcetné jejiho vyhodnoceni je v porovnani s kvantitativni PCR casové

naro¢néjsi a vyznacuje se niz8i citlivosti detekce, amplifikované produkty jsou rozliSovany

predevsim na zaklad¢ velikosti a poskytuji tak vysledky predevsim kvalitativniho charakteru.

Cilem prace bylo zavedeni kvalitativniho stanoveni geneticky modifikované kukutice 98140

metodou real-time PCR.

Poznamky

1. Threshold je prah detekce vznikajici fluorescence.

2. Ct je pocet cyklu, ktery vznikajici fluorescence potiebuje k prekrocent prahu detekce.

3. LOD, tedy limit detekce, je definovan jako minimalni mnoZstvi nebo koncentrace analytu ve

zkuSebnim vzorku, které miize byt spolehlivé detekovano.

4. Seznam pouZzitych zkratek
49


https://cs.wikipedia.org/wiki/PCR

BT — beztemplatova kontrola
CRM - certifikovany referencni material
DNA - deoxyribonukleové kyselina, z anglického deoxyribonucleic acid

ENV — kontrola cistoty prostiedi

© o N o u

EURL — European Union Reference Laboratories
10. GM - geneticka modifikace (cilovy gen)

11. VG - vnitrni gen

12. JPP — jednotny pracovni postup

13. P — pozitivni kontrola

14. PCR — polymeradzova retézova reakce

15. primer F — primer forward

16. primer R — primer reverse

17. gPCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce, real-time PCR
2 Material a metody

2.1  Pristroje a pomucky
Automatickeé pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem.

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

ledu, odpadni nadoby.

Mrazici box.

Lednice.

Vyrobnik ledu.

Optické gPCR zkumavky o objemu 0,2 ml, 0,1 ml (stripy).
Plastové zkumavky o objemu 2 ml, 0,6 ml, 0,2 ml.
Termocykler Rotor-Gene Q 5plex (QIAGEN).
PCR box.

Centrifuga.

UV lampa.

Vortex nebo minishaker.
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NanoDrop 2000 spektrofotometr, vinové délky (230; 260; 280) nm.

Vodni lazen.

2.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Chemikalie pro extrakci DNA metodou CTAB (podle CSN EN ISO 21571)
a-amylaza (volitelnd), typ lla z Bacillus spp. (1500 — 3000) jednotek/mg bilkovin.
Voda vhodna pro PCR.

Tris(hydroxymethyl) aminomethan (Tris).

RNéza A, bez DNaz a protedz, asi 50 jednotek/mg lyofilizatu.

Proteindza K, asi 20 jednotek/mg lyofilizatu.

Kyselina chlorovodikova, 37%.

Isopropanol.

Chloroform.

Chlorid sodny.

Hydroxid sodny.

Hexadecyl-trimethylamonium bromid (CTAB).

Etanol pro UV spektroskopii (96—100 %).

Disodna sul kyseliny ethylendiaminotertraoctové (Na;EDTA).

Denaturovany etanol, 70%.

Dekontamina¢ni roztok.

Extrak¢ni kit NucleoSpin® Food (Macherey—Nagel)
Lysis Buffer CF.
Buffer C4.
Wash buffer CQW.
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Wash buffer C5 (koncentrét).

Elution buffer CE.

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

Proteinase buffer PB.

Collection Tubes (2 ml).

DalSi chemikalie potirebné pro izolaci DNA

Dekontaminacni roztok.

Etanol pro UV spektroskopii (95 —100) %.

Etanol denaturovany, 70%, pro ¢isténi povrchu.

Chlornan sodny, roztok, ¢ = (0,5 - 1)%.

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

Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

Rotor-Gene Probe RT-PCR Kit (QIAGEN)
PCR voda.

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

Dalsi potiebné chemikalie nedodavané v ramci kitu
Voda (deonizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Chlornan sodny, roztok, ¢ = (0,5 - 1)%.

Tris-EDTA pufr 100 x (TE pufr).
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Amplifika¢ni primery

Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech. Sekvenkce primert
byl ptevzaty z protokolu valida¢ni metody ,,Event-specific Method for the Quantification of
Maize 98140 Using Real-time PCR".

ZM1-F: TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA.
ZM1-R: GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT.
DP098-f6: GTGTGTATGTCTCTTTGCTTGGTCTT.

DP098-r2: GATTGTCGTTTCCCGCCTTC.

Sondy
Princip TagMan sond

Hydrolyza¢ni sondy jsou zalozené na systému dudlné znacenych sond a oznacuji se jako
TagMan® sondy. TagMan® sondy vyuzivaji 5‘—3° exonukleazové aktivity Taq DNA
polymerdzy, tedy schopnost odstépit z templatového fetézce sondu. Navrzena sonda
je komplementarni k templatové sekvenci DNA a k hybridizaci dochazi spole¢né
se specifickymi primery ve druhé fazi PCR cyklu. TagMan sonda® je oligonukleotid, ktery ma
na 3‘ konci zhasec (tzv. quencher) a na 5° konci reportér. Jako fluorescencni barviva reportéru

se pouZzivaji FAM (6-carboxyfluorescein), TET (tetrachlorofluorescein) nebo barvivo VIC.

Kazdy z téchto reportért se rozklada napt. barvivem BHQ1, TAMRA (tetramethylrhodamine),
ktery je pfipojen na 3’konci TagMan sondy®. Pokud se quencher nachdzi v tésné blizkosti
reportéru, ma za ukol absorbovat jeho zafeni a tim ho ,,zhaset”. Tato vazba mezi quencherem
a reportérem je nezavisla na hybridizaci sondy. Pfi elongaci fetézce se uplatni exonukleazova
aktivita Taq DNA polymerazy a TagMan® sonda je postupné od 5’konce Stépena. Reportér
se uvolni do reakéni smési, tim se fyzicky oddali od zhasece, a zane emitovat zatreni. Kazdé
nové vlakno PCR produktu do reakéni smési uvolni emitujici reportéry a tyto signaly jsou

zachyceny pristrojem a analyzovany softwarem.

Laboratof pouZila hydrolyza¢ni sondy TagMan se zna¢enim FAM-BHQL od firmy Elisabeth
Pharmacon. Tyto sondy jsou ¢teny v zeleném kanalu (Green), ktery ma rozsah vinovych delek
(470 - 510) £10 nm.
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Sekvenkce sond byl pievzaty z protokolu valida¢ni metody ,,Event-specific Method for the
Quantification of Maize 98140 Using Real-time PCR".

ZM1: FAM-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-BHQL.

DP098-p5: FAM-CTCTATCGATCCCCCTCTTTGATAGTTTAAACT-BHQ1.

Pouzité certifikované referen¢ni materialy
98140 (GAT)

Geneticky modifikovana kukufice 98140 (GAT) obsahuje geny GAT4621 a ZM-HRA.
Enzym GAT4621 zplsobuje toleranci vii¢i herbicidim na bézi glyfosatu. Enzym ZM-HRA

zajist'uje toleranci vic¢i herbicidim, které zptsobuji inhibici acetolaktat syntazy (ALS).

Tato genetickd modifikace neobsahuje zadny ze screeningovych elementii, které lze

V laboratofi stanovit.
98140 - ERM®-BF427d

Interni ozna¢eni CRM 1/2017, obsahuje 10 % modifikované kukufice 98140 od IRMM
(Institute for Reference Material and Measurements). CRM je dodavan ve formé sdjového

Srotu, ze kterého se musi vyextrahovat DNA.
Blank kukufrice — AOCS 0709-A

Interni oznaceni CRM 15/2014, nemodifikovani kukufice (non modified soybean — 0 %) od The
American Oil Chemists' Society (AOCS). CRM je dodavan ve formé so6jového Srotu, ze kterého

se musi vyextrahovat DNA.

3 Pracovni postup

Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provedena exktrakénim kitem NucleoSpin® Food (vyrobce Macherey
— Nagel) postupem podle JPP ¢.10252.1 a metodou CTAB postupem dle JPP ¢. 10253.1.
Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Podle JPP ¢. 10250.1.
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Urdeni kvality vyextrahované DNA — test inhibice DNA

Urceni kvality DNA spociva ve vytvoreni kalibra¢ni fady vyextrahovené DNA. Ziskana DNA
se natedi na 4-bodovou kalibra¢ni fadu (v paralelach), nejlépe 4-ndsobnym sériovym fedénim
(1:4;1:16;1:64;1:256). Nasledné se nasadi PCR reakce s primery a sondou pro vnitini
gen kukufice (high-mobility-group (hmg) gene).

Pro stanoveni inhibice DNA se Ct hodnoty (osa y) ze ¢ty sériovych fedéni vynesou oproti
logaritmu fediciho faktoru (osa x) a ziska se rovnice vypocitana linearni regresi. Ct hodnota
nefedéného (pracovniho) vzorku extrapolovand linearni regresi se porovnd s Ct hodnotou
namétfenou u vzorku. Pro akceptovani DNA extraktu musi byt splnény 3 kritéria: smérnice
regresni piimky musi byt mezi -3,6 a -3,1; koeficient determinace (R?) je rovny nebo vétsi nez

0,98; rozdil mezi namétenou Ct a extrapolovanou Ct hodnotou je mensi jak 0,5.
Piiprava pufru 1xXTE pufru

Do 100ml odmérné banky se napipetuje 1 ml 100xTE pufru a doplni se destilovanou vodou

po znacku. Toto mnoZstvi se pak rozdéli do 2ml plastovych zkumavek. Uchovava se v lednicce.
Piiprava amplifika¢nich primerua

Zasobni roztok amplifikacnich primert o koncentraci 100 uM

Do zkumavky s primerem v podobé prasku (lyofilizatu) na dné¢ (nemusi byt viditelny) se piida
1 x TE pufr nebo voda v mnozstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim se promicha.
Tim se ziska zasobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 pl do 0,6ml zkumavek. Pokud se rozdéli
zasobni roztok v jinych mnoZstvich, uvede se objem na zkumavku. Zkumavky s primery

se zamrazi a uchovavaji v mrazicim boxu.

Pracovni roztok amplifikaénich primera o koncentraci 10 uM

K 1 dilu zasobniho roztoku amplifika¢niho primeru se ptida 9 dila 1 x TE pufru nebo vody.
Tim se ziskd pracovni roztok. Rozdéli se po 15 pl a zamrazi se v mrazicim boxu. Do reakéni

smési PCR se ptiddvaji pracovni roztoky primert.
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Priprava sond

Z4sobni roztok sondy o koncentraci 100 pM

Do zkumavky se sondou v podobg lyofilizatu na dn¢ (nemusi byt viditelny) se piida 1XTE pufr
nebo voda v mnoZstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim se promicha. Tim se ziska
zasobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 pl do 0,2ml zkumavek. Pokud se rozdéli zasobni
roztok v jinych mnozstvich, uvede se objem na zkumavku. Zkumavky se sondou se zamrazi

a uchovavaji v mrazicim boxu. Sondy je tfeba chranit pied svétlem.

Pracovni roztok sondy o koncentraci 10 uM

K 1dilu zasobniho roztoku sondy se pfida 9 dilti 1 x TE pufru nebo vody. Tim se ziska pracovni
roztok. Rozdéli se po 15 pl a zamrazi se v mrazicim boxu. Do reakéni smési PCR se ptidavaji

pracovni roztoky sond. Sondy je tieba chranit pied svétlem.
LOD 98140

Limit detekce genetické modifikace kukutice 98140 (CRM 1/2017) se stanovi metodou
sériového fedéni s pouZitim nemodifikované genomické DNA kukufice (CRM 15/2014). Jedna

se 0 Sest po sob¢ jdoucich nezavislych amplifikaci (b&ht).

Navrzena kalibra¢ni fada pro ovéfeni limitu detekce vychazi z LOD stanoveného v ramci
valida¢ni metody podle JRC (LOD 0,04 %) pro GM kukuiice 98140 a potieb laboratofte.

Pro laboratot byl navrZen limit detekce na hladin€ 0,05 %.

Vychozi izoldt CRM 1/2017 o obsahu 10 % 98140 se dale natedil izolatem nemodifikované
kukufice (CRM 15/2014) na koncentrace 0,4 %; 0,2 %; 0,1 % a 0,05 %.

Polymerazova retézova reakce

Sekvence jednotlivych amplifika¢nich primerti, sond, programy a koncentrace PCR smési

vychdazeji z validované metody EURL a pozadavku pfistroje Rotor-Gene.

U genetick¢é modifikace 98140 (CRM 1/2017) provedena jedna amplifikace pro ovéieni

amplifikovatelnosti vnitfniho genu kukufice (hmg genu).

Vnitini gen kukufice (high-mobility-group (hmg) gene)

Primery: ZM1-F, ZM1-R
Sonda: ZM1
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Délka amplikonu: 79 bp

98140 (GAT)

Primery: DP098-f6, DP098-r2

Sonda: DP098-p5

Délka amplikonu: 80 bp

Amplifikacni program je shodny pro vnitini gen kukufice i GM 98140, viz tabulka 1.

Tabulka 1. Amplifika¢ni program vnitiniho genu kukurice a GM 98140.

) . Akvizice dat fluorescence| Pocet

Faze Teplota (°C)| Cas (s) ] ]
(zeleny kanal) cykli
Pocate¢ni denaturace 95 600 ne 1
Denaturace 95 15 ne
Annealing ano 40
60 60

Extenze ano

Vlastni provedeni PCR

Dekontaminuji se predméty 1 prostory od jakychkoli molekul DNA. Pouzije se UV zafeni
(30 min) a dekontaminac¢ni roztok. Pfipravi se pipety, sterilni §picky, zkumavky, optické gPCR
zkumavky, sondy, primery, Rotor-Gene Mix, voda, odpadni nadoba, nddoba na uchovani ledu

a stojanky na zkumavky.

Stanovi se pocet reakci, tj. pocet vzorku: pozitivni kontrola (P); beztemplatova kontrola (BT)
a kontrola Cistoty prostiedi (ENV) — v jednom provedeni. Nutno pocitat s 1 aZ 2 reakcemi navic
jako rezervu. Podle tabulky 2 se vypocitaji celkové objemy vSech slozek reakéni smési, které
se pipetuji v daném potadi. Smés se piipravuje na ledu.

Pii priprave nesmi dojit k zaméné primert a sond. Po celou dobu pfipravy je tieba chranit sondy

pied svétlem.
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Tabulka 2. Priprava qPCR reakéni smési vnitiniho genu kukufice a GM 98140.

Vnitini gen kukufice 98140 (GAT)
Slozky 1 reakce (ul) | Slozky 1 reakce
(k)
PCR voda 7,5 PCR voda 7,5
Rotor-Gene Mix 12,5 Rotor-Gene Mix 12,5
Primer ZM1-F 1 Primer DP098-f6 1
Primer ZM-R 1 Primer DP098-r2 1
Sonda ZM1 0,5 Sonda DP098-p5 0,5
Objem smési bez templatu 22,5 Objem smési bez templatu 22,5
Templatova DNA (izolat) 2,5 Templatova DNA (izolat) 2,5
Objem smési véetne templatu 25 Objem smési véetné 25
templatu

Smés se zamichd jemnym vortexovanim a rozdéli se po 22,5 ul do oznacenych optickych

zkumavek. Koncentrace DNA vzorkl a kontrol se nafedi vodou na stejné hodnoty 40 ng/ul,

tedy 100 ng/reakci.

Poté se do kazde optické zkumavky s 22,5 ul reakéni smési ptida 2,5 pl templatové DNA.
Jednotlivé slozky se tésné pied pipetovanim diikladné promichaji na vortexu a poté se pipetuje
v tomto poradi: ENV (misto templatu se pouZije voda, tato zkumavka ztistava oteviena po celou
dobu pipetovani vSech vzorki, uzavira se jako posledni); BT (misto templatu se pouzije voda);
vzorky a P. Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vyparovani smési béhem PCR

a vloZzi se rotoru cykleru (36 nebo 72 jamek). Poté se zvoli amplifikac¢ni program a cykler Rotor-

Gene se spusti dle ndvodu.

Po skonceni prace se opét dekontaminuje PCR box i pracovni pomticky.

Po ukonceni amplifikace qPCR v Rotor-Genu se vyhodnoti namétené amplifikacni kiivky.
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4 Vysledky a diskuse

Urdeni kvality vyextrahované DNA — test inhibice DNA

Vyextrahovana DNA pouzitych referencnich materiali (CRM 1/2017, CRM 15/2014) pro tuto

praci byla provéfena pied stanovenim LOD testem inhibice DNA. Izolaty obou referenénich

materiald splnily vSechny tfi kritéria testu a mohly tak byt pouzity pro dalsi analyzy. Vysledky

analyz testu inhibice byly tabulkové i graficky zpracovéany (tabulka 3, 4; obr. 1, 2) a jsou

uvedeny v textu.

98140 - CRM 1/2017

Tabulka 3. Redéni a vypoéet kvality vyextrahované DNA 98140.

-2 -1.5

-1 -0.5

Log fediciho faktoru

Obr. 1. Linearni regrese CRM 1/2017.
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log Fediciho
. faktoru “v  x Ct @ Ct naméiené -
Redéni @ Ct namérené . ,
extrapolované | Ctextrapolovné
log 1/Fedéni
Pracovni X 19,63 19,74 0,11
4 -0,602 22,03
16 -1,204 23,99
64 -1,806 25,90
256 -2,408 28,58
98140 (GAT) 10% 3100
H 19-a0
0 y=-33815x +19.735
a \ R2=0,993 260
2 \ 25,00
t \‘\ ’
C \’




Vyextrahovand DNA certifikovaného referen¢niho materidlu genetické modifikace 98140

(10 %), spliuje vSechny tfi parametry testu inhibice DNA.
smérnice regresni piimky = -3,5815

R?=0,993

rozdil mezi namétenou Ct a extrapolovanou Ct hodnotou = 0,11

Blank kukufice CRM 15/2014

Tabulka 4. Redéni a vypocet kvality vyextrahované DNA blanku kukufice.

@ Ct namérené
Redéni log oCt Ct . - Ct
naméiené extrapolované .
extrapolovné
Pracovni X 21,17 21,04 0,13
4 -0,602 23,15
16 -1,2041 25,24
64 -1,806 27,14
256 -2,408 29,46
Blank kukurice
y=-3.4602x + 21,04 e
H *_ R2=0,9985 20.00
d \ o
t \\' 25,00
c 23,00
t 21,00
3 25 2 . -1I_.5 -I1 -0|,5 900 0
Log i'ediciho faktoru

Obr. 2. Linearni regrese CRM 15/2014.

Vyextrahovand DNA certifikovaného referen¢niho materialu blanku kukufice, rovnéz splnila

vSechny tfi kritéria testu inhibice DNA.

smérnice regresni piimky = -3,4602

60



R?=0,9985
rozdil mezi namétfenou Ct a extrapolovanou Ct hodnotou = 0,13
Ovéreni amplifikovatelnosti vnitfniho genu kukurice 98140

Pro ovéfeni pfitomnosti vnitiniho genu kukuftice izolatu CRM 1/2017 (10%, 98140) byla
provedena jedna amplifikace s pouzitim primert a sondy pro vnitini gen kukufice (hmg gene).
Na obr. 3 je graficky zachycen prabéh amplifika¢ni kiivky VG kukufice. Byla ovéfena
pritomnost vnitiniho genu kukufice pti 100 ng v reakci, coz je maximalni koncentrace, kterou

akceptuje ptistroj cycler Rotor-Gene.

—vg kukurice 100 ng/reakci
—BT _—

—ENV _—

20 21
ycle

Obr. 3. Vnitini gen kukufice (27. 4. 2017), izolat CRM 1/2017 — 10 % 98140, objem DNA

v reakci — 100 ng, BT — beztemplatova kontrola, ENV — kontrola ¢istoty prostiedi.

Stanoveni limitu detekce kukurice 98140

V ramci stanoveni validacnich parametri byl ovéfen LOD genetické modifikace kukufice

98140.

Vysledky analyz byly graficky zpracovany a jsou uvedeny na obr. 4. az 9. Ve vSech Sesti

cvwr

0,05 %.
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Obr. 4. Stanoveni LOD genetické modifikace 98140 (12. 5. 2017), vychozi izolat CRM
1/2017 — 10% 98140, Fedéni pomoci izolatu CRM 15/2014 na koncentrace 0,4%; 0,2%;
0,1; 0,05% 98140, BT — beztemplatova kontrola, ENV — kontrola ¢istoty prostiedi.

—10% 98140
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Obr. 5. Stanoveni LOD genetické modifikace 98140 (22. 5. 2017), vychozi izoldt CRM
1/2017 — 10% 98140, Fedéni pomoci izolatu CRM 15/2014 na koncentrace 0,4%; 0,2%;
0,1; 0,05% 98140, BT — beztemplatova kontrola, ENV - kontrola {istoty prostiedi.
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Obr. 6. Stanoveni LOD genetické modifikace 98140 (23. 5. 2017), vychozi izoldt CRM
1/2017 — 10% 98140, Fedéni pomoci izolatu CRM 15/2014 na koncentrace 0,4%; 0,2%;
0,1; 0,05% 98140, BT — beztemplatova kontrola, ENV - kontrola {istoty prostiedi.
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Obr. 7. Stanoveni LOD genetické modifikace 98140 (24. 5. 2017), vychozi izoldt CRM
1/2017 — 10% 98140, Fedéni pomoci izolatu CRM 15/2014 na koncentrace 0,4%; 0,2%;
0,1; 0,05% 98140, BT — beztemplatova kontrola, ENV - kontrola istoty prostiedi.
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Obr. 8. Stanoveni LOD genetické modifikace 98140 (31. 5. 2017), vychozi izolat CRM
1/2017 — 10% 98140, Fedéni pomoci izolatu CRM 15/2014 na koncentrace 0,4%; 0,2%;
0,1; 0,05% 98140, BT — beztemplatova kontrola, ENV — kontrola ¢istoty prostiedi.
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Obr. 9. Stanoveni LOD genetické modifikace 98140 (6. 6. 2017), vychozi izolat CRM
1/2017 — 10% 98140, iedéni pomoci izolatu CRM 15/2014 na koncentrace 0,4%; 0,2%;
0,1; 0,05% 98140, BT — beztemplatova kontrola, ENV — kontrola ¢istoty prostiedi.
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5 Z.avér

Byla tspésné zavedena metoda pro kvalitativni detekci genetické modifikace 98140 (GAT)
pomoci gPCR. Stanovena hodnota LOD ¢inila 0,05 %. Uvedena metoda se zafadi do postupti

zkousSeni piitomnosti genetickych modifikaci u vzorkti krmiv, krmnych smési a osiv.
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