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1 Uved

Repka olejka je nejrozsitendjsi a nejvyznamngjsi olejninou Ceské republiky a zaroveti i jednou
z nejproduktivnéjsich zemédélskych plodin viibec. Uplatnéni nachazi nejen jako potravinaiska
surovina pro lidskou vyzivu, ale méd také znacné mozZnosti nepotravinaiského vyuziti.
Je vyznamnou soucasti krmnych smési (extrahované Sroty, pokrutiny), biomasa se vyuziva
na zelené krmeni ¢i hnojeni. K atraktivnosti fepky vyznamné ptispiva 1 jeji vyuziti k vyrobé

methylestert fepkového oleje, resp. bionafty [1].

Obecné plati, ze nejbohatSim zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje. V fepkovém oleji
se vitamin E nachéazi ve formé tokoferolll. Nejvice zastoupenym je y-tokoferol, nasledovany
a tokoferolem a d-tokoferolem. Tokoferoly se vyznacuji vysokou antioxida¢ni uc¢innosti, ktera

zajistuje vyssi stabilitu proti oxida¢nimu zluknuti [2] [3].

Nejvice metod na stanoveni lipofilnich vitaminti je vypracovano prave ke stanoveni tokoferold.
Pti analyze potravindiskych materidlu se ve vétSin€ pripadd, po zmydelnéni a izolaci
nezmydelnitelného podilu, odd¢€li tokoferoly jednou z chromatografickych metod. 1zolované
derivaty tokoferolli se stanovi spektrofotometricky, plynovou chromatografii nebo pomoci
HPLC [4].

Ukolem této prace bylo nalézt vyhovujici postup pro piipravu vzorki fepky, respektive
fepkového oleje a nastavit podminky chromatografie tak, aby bylo mozné stanovit jednotlivé

tokoferoly pomoci vysoce t¢inné kapalinové chromatografie.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Brukev Fepka olejka (Fepka olejka) (Brassica napus subsp. napus)

2.1.1 Popis rostliny
Repka olejka z rodu brukev nalezi do ¢eledi brukvovitych. Repka, tak jak ji dnes zname, vznikla

zktizenim brukve zelené a brukve fepice. Jedna se o jednolety druh, ktery se péstuje ve dvou
zékladnich forméach — ozimé a jarni. Jarni fepka je nejvice rozsifena v oblasti Ciny, severni ¢asti
Kanady a v severni Evropé. Rozsifeni ozimé fepky je vyrazné niz§i. Ozima fepka pievazuje
diky vyssi vykonosti ve stfedni a zdpadni Evropé¢. Jarni fepka se v této oblasti péstuje pouze
v piipadé vymrznuti fepky ozimé jako nahradni plodina. V Ceské republice podil ozimé fepky

kolisa podle let od 90 % do 100 %. [5].

Repka vytvaii mohutny killovity koten, ktery se z témét 90 % nachazi v orniéni vrstvé. Lodyha
ma nejcastéji vysku 140 cm az 160 cm. Na lodyze vyrista vétSinou 6 az 8 vétvi prvniho fadu,
které¢ dale vétvi vétvemi druhého a tretiho fadu [6]. Listy fepky jsou stiidavé, lyrovité
pefenosecné. Kvétenstvi fepky je hroznovité se Ctyfmi Zlutymi korunnimi platky. Plodem
je dvourada SesSule s blanitou piepazkou, dvéma chlopnémi, kterd obsahuje vétSinou 15 az 20
semen. Vyskytuji se aj ¢tyitrade SeSule se 40 az 50 semeny. Semeno je kulovité cervenohnédé
az modrocerné barvy, n¢kdy 1 zluté zbarvené s hmotnosti tisice semen (HTS) kolem 4 gaz 6 g,

v nékterych ptipadech az 10 g [7].



Obrazek €. 2. Semena Fepky [9].

2.1.2 Vitamin E
Vitaminy jsou skupina organickych sloucenin, které jsou ve velmi malych mnozstvich nezbytné
pro normalni fungovani lidského téla. Maji rliznorod¢ chemické a fyziologické funkce a jsou

Siroce distribuovany v piirodnich zdrojich potravin. Tfindct vitamind se uplatiiuje v lidské



vyzivé a podle jejich rozpustnosti se fadi do dvou skupin. Vitaminy rozpustné v tucich jsou
vitaminy A, D, E, K. Sem je také zahrnuto asi 50 karotenoidi, které maji riizné stupné aktivity
vitaminu A. Vitaminy rozpustné¢ ve vodé zahrnuji vitamin C a vitaminy skupiny B. Tato
jednoduché klasifikace do urcité miry odrézi biologickou dostupnost vitaminti, protoze
rozpustnost ovliviiuje jejich zplsob stievni absorpce a jejich piijem tkanémi. Rozpustnost
ovlivituje také distribuci vitaminll v riznych skupindch potravin a ma pfimy vliv na pouzité

analytické metody [10,11].

Vitamin E byl identifikovan v roce 1922 jako specificky vitamin plodnosti. Aktivitu vitaminu E
vykazuje osm zékladnich strukturné ptibuznych derivati chromanolu (vitamery vitaminu E),
jejichz spoleénym zakladem jsou tokol a tokotrienol. Ctyfi formy s nasycenym terpenoidnim
postrannim fetézcem odvozené od tokolu se nazyvaji tokoferoly (z feckého tocos = porod
a pheros = pfinést), Ctyfi formy s nenasycenym fetézcem odvozené od tokotrienolu se nazyvaji
tokotrienoly. Tokoferoly a tokotrienoly se dale déli na jednotlivé slouceniny, které se lisi
poctem a polohou methylovych skupin na chromanolovém kruhu (Obr. 3) a biologickou

aktivitou [12]. Tyto vitamery vitaminu E jsou oznac¢ovany jako a-, -, y- a 6-tokoferoly [11].
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Obrazek €. 3. Strukturni vzorec tokoferolu a tokotrienolu.



V lidském organismu hraje vitamin E dulezitou roli. Je dulezity v boji proti poskozeni
zpusobenému volnymi radikaly — plisobi jako antioxidant, posiluje imunitni odpoved’, hraje roli
v prevenci rakoviny, srde¢nich onemocnéni, Parkinsonovy choroby a mnoha jinych nemoci.
Ma pozitivni G€inky na tvorbu pohlavnich bun¢k a zvySuje plodnost. Déale nachazi uplatnéni

u zen v klimakteriu pro zvyseni u€inku hormonalni 1é€by a poruch menstruacniho cyklu [4].

2.1.3 Vyuziti a vlastnosti Fepky
Repkové semeno ma §iroké vyuziti, v soucasné dobé se zpracovava nasledujicimi zptisoby:
e vyroba potravin — rafinované jedl¢ oleje, z nichz jsou odvozené vyrobky, ztuzené tuky
(margariny),
e prumysl chemie a paliv — vyroba paliva pro vznétové motory, glycerin, vyroba
syntetického kaucuku — faktisu,
e vyroba krmiv — krmné smési s podilem extrahovanych Srotli, fepkové semeno nebo

surovy olej ke krmnym uceltim [13].

Jako zdroj oleje zaujima fepka olejka tfeti misto po palmovém a sdjovém oleji. Semena fepky
jsou hlavni uZitkovou ¢asti rostliny. Obsahuji (39 — 49) % oleje. Kromé oleje obsahuji semena
také esencialni aminokyseliny, proto se vyuzivaji jako krmivo nebo potravinové dopliky
pro lidi. Obsah bezdusikatych latek vytazkovych je nizky, jen asi 5 %, obsah hrubé vlakniny
je (7 —12) % a mineralnich latek (2 — 3) %. Semeno fepky obsahuje ale také znacné mnoZzstvi

antinutri¢nich latek. Nejvyznamnéjsi jsou glukosinolaty, sinapiny, kyselina erukova, ale patii

k nim také naptiklad antinutri¢ni polysacharidy [9, 14].

V minulosti se fepkovy olej ve vyzivé lidi kvili své nepiijemné chuti a vlastnostem,
zpsobenym vysokym podilem kyseliny erukové, nepouzival. Slechténim novych odrad,
zamétenych predevsSim na potravinaiské vyuziti, doslo k redukci obsahu nezadouci kyseliny
erukové. Tyto odridy maji olej vysoké kvality, ktery mlze byt vyuzit jak pro napf. smazeni,
tak 1 pro studenou kuchyni. V porovnani s jinymi rostlinnymi oleji vykazuje také lepsi

trvanlivost [6, 14].

V tepkovém oleji se nachazi vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin, pfedevSim

kyselina olejova (58 — 68) % z celkového obsahu mastnych kyselin (MK), linolova a linolenova.



V porovnani s jinymi oleji ma fepkovy olej nejnizsi obsah nasycenych mastnych kyselin
(6 — 8) % z celkového obsahu MK. Diky tomu mé fepkovy olej vysokou dietni hodnotu [15].

Rostlinné oleje jsou vhodnym zdrojem pro pokryti pfijmu vitaminu E. Rizné publikace uvadéji,
ze celkovy obsah tokoferol se pohybuje mezi 80 mg/kg az 1 000 mg/kg oleje. Rafinované
fepkové oleje obsahuji maximalné 700 mg tokoferoli na kilogram oleje — jejich obsah zavisi
na kvalité¢ semene. Spodni limit tokoferol byva vyssi v fepkovém oleji nez ve slunecnicovém
oleji. Soucasné si fepkovy olej uchovava béhem skladovéni v lednici, ve tmé 1 na svétle, vyssi
obsah tokoferolii ve srovnani s olejem slunecnicovym. Ke ztratam tokoferolu dochazi béhem
rafinace, skladovani a pti kulinarském zpracovani. Nejvyssi tbytek je spojen s deodorizaci
oleji, primyslovym zpracovani potravin a pii fritovani nebo smazeni potravin. Hlavni
tokoferolové frakce v fepkovém oleji jsou y-tokoferol a a-tokoferol, v malém mnozstvi

0-okoferol [16, 17].

2.2 Analytické metody na stanoveni vitaminu E

Stanoveni vitaminu E, jeho spravného a ptesného obsahu v krmivech a potravinach, je pomérné
naro¢ny a slozity proces. Narocnost procesu je dana nizkou koncentraci vitaminu ve vzorcich
potravin, citlivosti k oxidaci a svételnému zatfeni. Tento proces zahrnuje nékolik dil¢ich krok,
a to ptipravu vzorku bud’ alkalickou hydrolyzou, nebo zmydelnénim, extrakeci vitaminu a vlastni
stanoveni vhodnou analytickou metodou. Izolované derivaty tokoferol lze stanovit

spektrofotometricky, plynovou chromatografii nebo pomoci HPLC [18].

Pro stanoveni vitaminu E jsou v soucasnosti nejcastéji vyuzivanymi metodami vysokoucinna
a ultra vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie ve spojeni s UV/FLD detekci. Rozvojem
HPLC techniky poklesl vyznam ostatnich metod stanoveni tokoferolti na minimum.

Nejveétsi vyznam z ostatnich metod maji 1 nadale separacni techniky, zejména plynova
chromatografie, pti které je potfebné pfed samotnou separaci provést derivatizaci.

Z elektrochemickych metod se vyuziva pfima voltametrickd metoda a polarografickd metoda
stanoveni tokoferolil po jejich oxidaci siranem ceriCitym na tokoferylchinony.

U vitaminu E spektrofotometrie pfedstavuje nepiimou metodu stanoveni, kdy se tokoferoly
oxiduji na chinony Zelezitymi ionty a odpovidajici mnozstvi vzniklych zeleznatych ionth

se stanovi po reakci s bipyridylem.



Pti HPLC metod¢ se k separaci tokoferolti mtize pouzit jak separace na normalni, tak i separace
na reverzni fazi. Pii separace na reverzni fazi nedochazi k separaci - a y-tokoferold. Separace
na normalni fazi umoziuje separaci 9 tokoferoll a tokotrienoli [19,20].

Oficiélni a zaroven 1 nejpouzivanéjsi metodou na stanoveni obsahu tokoferoll a tokotrienoli
v zivociSnych a rostlinnych tucich a olejich, se zejména diky své specificnosti a citlivosti, stala
metoda vyuZivajici HPLC s FLD detekci. Tato metoda je popsana v normé CSN EN ISO 9936
(58 8723) [21].

3 Experimentalni ¢ast

Na =zaklad¢ dostupnych literarnich publikaci, které se veénuji stanoveni vitaminu E
v potravinovych vzorcich, byl vybran vhodny postup na stanoveni obsahu vitaminu E
v fepkovém  oleji metodou vysokou¢inné kapalinové chromatografie s vyuzitim
fluorescen¢niho detektoru. Konkrétné §lo o stanoveni tfech forem vitaminu E, které se v fepce
prukazné vyskytuji a to a-, y- a 8- tokoferoli. Podminky méteni byly optimalizovany pomoci
standardii uvedenych tokoferolii. Bylo odzkouseno né&kolik extrakénich, Cisticich a také
separa¢nich postuptl. V ptipade prvnich dvou postupt se pracovalo se vzorky pomleté fepky,
v zbylych dvou pfipadech se vzorky vyextrahovaného oleje. S ohledem na zkuSenosti
se stanovenim vitaminu E v krmivech a premixech doplitkovych latek na Odd¢leni analytiky
krmiv. ONRL Brno, byl jako prvni vyzkouSen upraveny postup, ktery vychazi
z JPP 1038.1 Stanoveni vitaminu A a vitaminu E metodou HPLC s UV detekei [22]. Druhy
postup vychazel z metodiky, kterou pouziva Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky v Brné.
Zmydelnéné vzorky extrahované do diethyletheru a po pfevedeni do methanolu byly pfimo
analyzovany pomoci HPLC s FLD detektorem [23]. Ttetim postupem byl extrakéni postup,
ktery vychazi z CSN EN ISO 9936 Zivodisné a rostlinné tuky a oleje — Stanoveni obsahu
tokoferolu a tokotrienolu metodou HPLC [21]. Extrakty vzorkii fepkového oleje byly
pripravené podle normy, ale separace tokoferolli byla provedena v systému s reverzni fazi.
Posledni, a také nejvhodng;jsi postup byl cely proveden piesné tak, jak je popsano v normé CSN
EN ISO 9936. Separace vzorku byla provedena v systému s normdlni fazi. Bylo provedeno
ovéfeni navrzené metody na vzorcich fepkového oleje a nésledné byla provedena validace

metody.



3.1  Metoda stanoveni obsahu vitaminu E v Fepkovém oleji

3.1.1 Princip metody
ZkuSebni davka oleje se rozpusti v n-heptanu a piefiltruje ptes nylonovy filtr. Obsah vitaminu

E, vyjadfeny jako obsah jednotlivych tokoferoll, se stanovi metodou HPLC s FLD detekci

v systému s normalni fazi.

3.1.2 Chemikalie
Chemikalie jsou analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Acetonitril, pro HPLC.

Ethanol, = 96%, denaturovany.
Petrolether.

Tetrahydrofuran, Cistota pro HPLC.
n-Heptan, ¢istota pro HPLC.
Butylhydroxytoluen (BHT).
Mobilni faze.

N O AW

Roztok tetrahydrofuranu, 3,85% v n-heptanu.
Ptiprava: K 1000 ml n-heptanu (5) se pomoci 20ml odmérné pipety piida 2 x 20 ml
tetrahydrofuranu (4). Smés se homogenizuje 15 min pomoci ultrazvukové lazné.

8 a-Tokoferol, standard, napt. Supelco DL-alpha tocopherol, 100 mg, 47783.

9 v-Tokoferol, standard, napt. Supelco (+)-y-Tocopherol, 25 mg, 47785.

10 0-Tokoferol, standard, napt. Supelco d-Tocopherol, 100 mg, 47784.

11 a-Tokoferol, zdsobni roztok, ¢ =~ 2000 pg/ml.
Ptiprava: Do 50ml odmérné banky z hnédého skla se navazi asi 100 mg a-tokoferolu (8)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

12 v-Tokoferol, zasobni roztok, ¢ = 1000 pg/ml.
Ptiprava: Do 25ml odmérné banky z hnédého skla se navazi asi 25 mg y-tokoferolu (9)
a doplni se po znacku n-heptanem (5).

13 o-Tokoferol, zasobni roztok, ¢ = 2000 pg/ml.
Ptiprava: Do 50ml odmé&rné banky z hnédého skla se navazi asi 100 mg 6-tokoferolu

(10) a doplni se po znacku n-heptanem (5).



Poznamky

1 Po otevieni lahve Ize tetrahydrofuran (4) skladovat na tmavém misté nejvyse 3 mesicii.
2 Mobilni faze (7) se uchovava v lahvi z tmavého skla nejvyse 1 tyden.
3 Skutecna koncentrace a-, y- a o-tokoferolu v zasobnich roztocich (11, 12, 13) se stanovi

spektrofotometricky (viz kapitola 3.1.6 Priprava pracovnich roztoki tokoferolii).

4 Zasobni roztoky (11, 12, 13) Ize skladovat chranéené pred svétlem, pri teploté 4 °C
nejvyse I mesic.

3.1.3 Pristroje a pomiicky
1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s fluorescencnim detektorem.

Spektrofotometr.

Analytické vahy s presnosti 0,01 mg.

Ultrazvukova lazei.

Topné hnizdo pro 250ml banky.

Extrakéni ptistroj (napt. podle Twiselmanna).

Zpétny chladi¢ s u¢innou délkou (20 — 30) cm, se zabrusem pro piipojeni banky.

Extrakéni baiiky se zdbrusem, 250 ml.

O© 0 3 N N B~ WD

Sklenéné varné kulicky.

10 Rotac¢ni vakuova odparka, topna lazen.

11 Stiikackové nylonové filtry s velikosti port 0,45 pm.

12 Injekeni stiikacky, objem 2 ml, injekéni jehly.

13 Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.

14 Vialky z tmavého skla se Sroubovacim uzavérem, objem 2 ml.
15 Laboratorni mlynek ZM 200.

3.1.4 Ptiprava zkusSebniho vzorku
3.1.4.1 Semena fepky

Zkusebni vzorek oleje se ze semene fepky pfipravi extrakci. PouzZije se postup popsany

v JPP 10058.1 Stanoveni obsahu tuku.



Poznamky

3.1.5

Olej se musi extrahovat bezprostredné po namleti vzorku.

Na ochranu tokoferolii béhem extrakce se krozpoustedlu pred extrakci prida
butylhydroxytoluen (BHT) (6), asi 5 mg az 10 mg.

Sestihodinovou extrakci lze rozdélit do dvou dni (napi. 4 hodiny — 1. den, 2 hodiny — 2.
den).

Aby se zabranilo degradaci tokoferolii, po extrakci se banky s vyextrahovanym olejem
nesusi. Zbytky petroletheru a vody ze vzorku oleje se odpari na rotacni vakuové odparce
do sucha.

Olej se extrahuje ve 2 paralelnich stanovenich.

Extrakce vzorku oleje

Do 10ml tmavé odmérné banky se navazi 0,1 g zkuSebniho vzorku oleje s presnosti na 0,01g.

Ptida se asi 5 ml n-heptanu (5), krouzivym pohybem se banika promiché a doplni n-heptanem

(5) po znacku. Takto pfipraveny extrakt se prefiltruje pies stiikackovy nylonovy filtr s velikosti

pora 0,45 um do 2ml vialky a bezprostiedné se pouzije k vlastni chromatografické analyze.

Poznamky

10

11

V priitbéhu celého procesu pripravy vzorkii museji byt vzorky co nejvice chrdanény pred
svetlem. Pouzije se tmavé laboratorni sklo, pripadné se sklo zabali do hlinikové folie,
okna se opatri UV foliemi.

Aby se ochranily tokoferoly, extrakty vzorkii oleje se pripravuji bezprostredné
po extrakci oleje a nasledném odpareni zbytku rozpoustedia.

3.1.6 Ptiprava pracovnich roztoki tokoferoli

Skutecnd koncentrace a-, y- a - tokoferolu v zasobnich roztocich (11, 12, 13) se stanovi

spektrofotometricky:

1 ml zasobniho roztoku a- a 6-tokoferolu v n-heptanu (11, 13) se odpaii pod proudem
dusiku nebo na rota¢ni vakuové odparce. Zbytek se po odpareni rozpusti v 50 ml
ethanolu (2).

2 ml zasobniho roztoku y-tokoferolii v n-heptanu (12) se odpaii pod proudem dusiku

nebo na rota¢ni vakuové odparce. Zbytek se po odpareni rozpusti v 50 ml ethanolu (2).
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Pomoci spektrofotometru se zmétfi maximalni absorbance téchto roztokl v rozsahu vinovych

délek 270 nm az 310 nm. Takto pfipravené roztoky standardii se zméfi na spektrofotometru

v lem kyveté v absorpénim maximu piisluSného tokoferolu proti piislusSnému rozpoustédlu

a pro vypocet koncentrace standardu (¢) v pug/ml pak plati:

A xR
c = 10000 x 1%
1cm
kde ¢ je koncentrace standardu (¢) v pg/ml,
A absorbance roztoku,
R fedéni roztoku tokoferolu v etanole.

Pro  a-tokoferol v ethanolu pti vinové délce 292 nm A1% =76,
y-tokoferol v ethanolu pti vinové délce 296 nm, ALY =91,
8-tokoferol v ethanolu pti vinové délce 298 nm, A1% =87.

Poznamky

12 Kazdy jednotlivy roztok tokoferolu v ethanolu se zméri spektrofotometricky trikrat.

Pro kazdy z roztokii se vypocita prumeérna absorbance A, kterd se pouzije k vypoctu
skutecné koncentrace zasobnich roztokii.

Pracovni roztoky jednotlivych tokoferolii se pfipravi fedénim ptisluSnych zasobnich roztok:

14

15

16

17

Pracovni roztok a-tokoferolu, ¢ = 40 pg/ml.

Ptiprava: Do 50ml tmavé odmérné baiky se odpipetuje 1 ml zdsobniho roztoku
a-tokoferolu (11) a doplni se po znacku n-heptanem (5).

Pracovni roztok d-tokoferolu, ¢ = 40 pg/ml.

Ptiprava: Do 50ml tmavé odmérné bailky se odpipetuje 1 ml zasobniho roztoku
d-tokoferolu (13) a doplni se po znacku n-heptanem (5).

Pracovni roztok y-tokoferolu, ¢ = 40 pg/ml.

Ptiprava: Do 25ml tmavé odmérné banky se odpipetuje 1 ml zésobniho roztoku
y-tokoferolu (12) a doplni se po znacku n-heptanem (5).

Pracovni smésny roztok.

Ptiprava: Pracovni smésny roztok se pfipravi do 50ml tmavé odmérné baiiky fedénim

pracovnich roztokli jednotlivych tokoferoli (14, 15, 16) v n-heptanu (5) podle
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pozadovaného rozsahu analyzy, obvykle o koncentraci a-tokoferolu, ¢ = 11 pg/ml,

o-tokoferolu, ¢ = 13 pg/ml, y-tokoferolu, ¢ = 0,8 pg/ml.

3.1.7 Priprava kalibra¢nich roztoku tokoferoli

Do sady 10ml tmavych odmérnych ban¢k se odpipetuje postupné (0; 0,75; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0;
10,0) ml pracovniho smésného roztoku (17). Banky se doplni po znacku n-heptanem (5)
a promichaji. Vypocitda se aktudlni koncentrace tokoferolii v kalibra¢nich roztocich

z koncentraci zjisténych podle 3.1.6.

3.1.8 Chromatografické stanoveni
Vlastni analyza se provadi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s vyuzitim

fluorescencéniho pole. Jednotlivé tokoferoly se separuji izokratickou eluci na chromatografické
diolové koloné s normalni fazi. Detekuji se pii 295 nm (excitace) a 330 nm (emise).
Nastaveni chromatografickych podminek je uveden v tabulce ¢. 1. Chromatogram ziskany

pfi analyze vzorkl fepkového oleje je na obrazku €. 4.

Tabulka €. 1. Chromatografické podminky.

Kolona LiChrospher 100Diol Sum, 250 x 4mm CrtdgCol
Piedkolona LiChroCART® 4-4 LiChrospher® 100 DIOL (5 um)
Mobilni faze 3,85% roztok tetrahydrofuranu v n-heptanu

Priitok mobilni faze 1 ml/min

Teplota kolony 25°C

Objem nastriku 1wl

Detekce 295 nm (excitace), 330 nm (emise)

Jednotlivé tokoferoly se identifikuji srovnanim retenc¢nich casi standardi o-tokoferolu,
y-tokoferolu a &-tokoferolu s retenénimi Casy pikli v analyzovaném vzorku. Pro kvantitativni
vyhodnoceni se pouzije metoda vnéjSiho standardu. Pro a-,y- a d-tokoferol se pfipravi nejméné

sedmibodov¢ kalibra¢ni ptfimky. Kontroluje se linearita kalibracnich grafi.

12



| | |
| \ /

, A _

)204&1 dettaT

25 [ 75 10 128 18 178 20

Obrazek €. 4: Chromatogram realného vzorku repkového oleje HPLC 1100.

Poznamky

13 Pri separaci jednotlivych tokoferolii je vhodné po kazdém vzorku kolonu proplachnout
mobilni fazi 10 min p7i prutoku Iml/min.

14 Pred a po kazdém mérent sady vzorkii je nutné proplachnout kolonu acetonitrilem (1).
Pred mérenim 15 min pri prutoku 0,5ml/min, po méreni 30 min pri pritoku 0,5ml/min.

3.1.9 Vypocet
Obsah vitaminu E, stanoveny jako obsah jeho vitamert o-, y- a 6-tokoferoli ve vzorku

fepkového oleje, se vypocita z kalibracni zavislosti. Vitamin E se stanovi také jako vypoctovy
parametr — suma tokoferolll (a + y + d tokoferol). Sestroji se grafy zévislosti plochy pika
tokoferolii na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibra¢ni pfimky se zjisti
koncentrace kazdého tokoferolu v extraktu. Vysledna koncentrace a-, y- a d-tokoferoli

ve vzorku, vyjadfena v mg/kg se vypocita podle vztahu:

cxXV
X:

m
kde x je obsah tokoferolu (a-, y- nebo 6-) ve vzorku v mg/kg,

c koncentrace tokoferolu (a-, y- nebo 06-) zjisténa z kalibracni zavislosti v pg/ml,
vV objem extrakéni smési vzorku v ml,
m navazka vzorku v g.
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Poznamky

15 Podle CSN EN ISO 9936 je na vypocet mozné pouzit také vztah:

_PpPXAXV

X
A Xm

kde  x je obsah tokoferolu (a-, y- nebo 6-) ve vzorku v mg/kg,

p koncentrace tokoferolu (a-, y- nebo o-) zjisténa z kalibracni zavislosti v ug/ml,
A priumerna plocha piku tokoferolu (a-, y- nebo 0-) ve zkusebnim vzorku,
|14 objem extrakcni smési vzorku v ml,
As prumérna plocha piku ziskaného pro standard tokoferolu (a-, y- nebo 9-),
m navazka vzorku v g.
16 Obsah tokoferolii se prepocte na presnou navazku vzorku oleje.

3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1 Optimalizace postupu
Pro stanoveni obsahu vitaminu E v potravinovych vzorcich je dostupné pomérné velké

mnozstvi zpracované literatury. Postup stanoveni vitaminu E v potravinovych a krmivaiskych
vzorcich upravuje také legislativa. Konkrétné stanoveni vitaminu E v krmivech popisuje CSN
EN ISO 6867 Krmiva — Stanoveni obsahu vitaminu E — Metoda vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie, v potravinach je to CSN EN 12822 Potraviny — Stanoveni vitaminu E metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie — Méfeni a -, B -, y-, 6 — tokoferolu. Pro tukové vzorky
je vypracovana CSN EN ISO 9936 Zivodisné a rostlinné tuky a oleje — Stanoveni obsahu
tokoferolu a tokotrienolu metodou HPLC. V literatufe jsou popsané dal$i extrakéni, Cistici
a také separacni metody.

Vzhledem k tomu, Ze se fepka tadi k olejnatym plodindm a miiZe obsahovat az 50 % oleje, se
jako nejvhodnéjsi, po odzkouseni Ctyi rlznych postupt, ukazal postup popsany
v CSN EN ISO 9936. Pomoci standardu a-, y- a 8-tokoferolu byly optimalizovany podminky
pro méteni na HPLC.

Byly stanoveny zakladni validacni parametry metody: opakovatelnost, spravnost, linearita,

meze detekce a nejistota stanoveni.
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Poznamky

17 Pro overeni a validaci metody byly pouzity vzorky repky olejky, které poskytl Narodni
odrudovy urad. Vzorky byly urcené k bézZnému testovani na pracovisti. Byly
to vzorky ¢. 2434, ¢. 2435, ¢. 2437 a ¢. 2446 ze sklizne 2021 ze zkusebni stanice Starnkov.

Extrakce vzorku

Parametr vitamin E slouZi k zpfesnéni hodnoceni fepky. Jako prvni byla zkouSena upravena
forma postupu JPP 1038.1 Stanoveni vitaminu A a vitaminu E metodou HPLC s UV detekci
[22]. Tento postup pouzivd Oddéleni analytiky krmiv NRL, kde se pracuje se vzorky krmiv
a premixu a vitamin E je stanoveny jako DL-a-tokoferol. Podle této metodiky byly zkusebni
vzorky fepky nejdiive zmydelnény 60% hydroxidem draselnym na rotaéni ttepacce po dobu
(14 — 16) h. Byly odzkouSeny oba popsané typy extrakce vitaminu E do hexanu, a to jak
extrakce kapalina — kapalina, tak i extrakce na pevné fazi. Alikvotni podil hexanového extraktu
byl pak odfoukan pod proudem dusiku a vznikly odparek byl rozpustén v alikvotnim podilu
methanolu. Extrakty byly odstfedéné na laboratorni odstfedivce a analyzovany na HPLC
s DAD a FLD detektorem. Byla odzkousena silikagelova kolona YMC Carotenoid C30 3 pm
(150 mm x 3.0 mm) s pfedkolonou za pouZiti mobilni faze: 30 % methanol + 3 % H>0 + 67 %
acetonitril. Pfi pouziti této kolony dochazelo k rozmyti piku standardu a-tokoferolu, také
se nepodafilo ovéfit spravnost metodou standardniho ptidavku. Druhou odzkousenou kolonou,
byla kolona Kinetex C18 (2,6 um, 150 % 4.6 mm) s pfedkolonou. Ani v tomto ptipadé
se nepodarilo ovérit spravnost metody. Podle zjisténi laboratote je pravdépodobné, ze dochazi
ke ztratam tokoferolli uz béhem zmydelnéni. Postup je mnohem vhodnéj$i na stanoveni
pfidaného vitaminu E v krmivech a premixech, kde se vitamin E nachazi v fadové vysSich

mnozstvich, nez je to u nativniho vitaminu E, pfitomného v semenech fepky.

Jako dalsi zkouSeny postup byl postup, ktery pouziva Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky
v Brné [23]. Zmydelnény vzorek byl v dé€lici bance extrahovan do diethyletheru. Po promyti
avysuSeni éterového extraktu bylo rozpoustédlo odpaifeno na rotaéni vakuové odparce
a odparek byl rozpustén v methanolu. Vzorky se analyzovaly pomoci HPLC s FLD detektorem.
Byla pouzita kolona s reverzni fazi YMC Carotenoid C30 (3 pum, 150 mm X 3,0 mm)
s pfedkolonou. Tento extrakéni postup byl vyvinuty pro stanoveni vitaminu E ve vzorcich

obilovin. Pro nami pozadované stanoveni vitaminu E v semenech fepky olejky se tento postup
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jevil jako nevhodny z diivodu nedostatecného zmydelnéni vzorku. Problém se nepodatilo
vyfesit ani vyraznym sniZzenim navazky vzorku.

Tietim odzkousenym postupem byl postup vychazejici zCSN EN ISO 9936 Zivogisné
a rostlinné tuky a oleje — Stanoveni obsahu tokoferolu a tokotrienolu metodou HPLC [21].
Nejdiive bylo nutno vyextrahovat olej ze vzorku fepky. Navazka oleje byla rozpusténa
v n-heptanu a po odfoukani rozpoustédla byl odparek pifeveden do methanolu. Vzorek byl
ptefiltrovan pies stiikackovy nylonovy filtr do vialek a méfen na HPLC s FLD detektorem.
Byla pouzita kolona s reverzni fazi Kinetex C18 (2.6 um, 150 x 4.6 mm) s ptedkolonou.
Ani u tohoto postupu nebylo mozné ovéfit spravnost metodou standardniho piidavku.

Dochazelo k ztratam tokoferoll, pfedevsim y-tokoferolu.

Poslednim zkou$enym postupem byl postup, ktery vychazi také z CSN EN ISO 9936 [21].
Kvuli ztratam tokoferoli béhem zmydelnéni a extrakce vzorku byla minimalizace krokt
postupu zadouci. Proto byla vyuzita kapalinova chromatografie v systému s normalni fazi, ktera
je vhodnéjsi pro separaci tokoferoli ve vzorcich svysokym obsahem tukd. Vzorky
vyextrahovaného oleje byly rozpuStény v n-heptanu, ptefiltrovany a méfeny na HPLC s FLD

detektorem. Tokoferoly byly separovany na kolon¢ s normalni fazi.

Chromatografické podminky

Pii vybéru kolony a nastaveni chromatografickych podminek se vychazelo z CSN EN ISO
9936. Byla pouzita analyticka kolona typu ,,cartridge* LiChrospher 100Diol (250 x 4 mm,
5 um) s ptedkolonou LiChroCART® 4-4 LiChrospher® 100 DIOL (5 um). Tokoferoly byly
stanoveny metodou HPLC vyuzitim fluorescen¢ni detekce s vinovou délkou excitace 295 nm

a emisni vilnovou délkou 330 nm.

3.2.2 Valida¢ni parametry

Vypocet vSech valida¢nich parametrt (opakovatelnost, linearita, meze detekce a stanovitelnosti

a nejistota stanoveni) byl proveden pomoci software Labsystem 7.

Opakovatelnost
Opakovatelnost (repeatibility) oznacuje pfesnost metody, kdy se vSechny analyzy provadéji
v jedné laboratofi, stejnym pracovnikem, v kratkém Casovém tseku a na stejném pfistroji.

Charakterizuje rozptyleni hodnot meéfené vlastnosti kolem stfedni hodnoty, zapti¢inéné
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ptsobenim ndhodnych chyb. Statistickou mirou ptresnosti je smérodatnd odchylka (s), resp.
relativni smérodatnd odchylka (s;).

Vypocet opakovatelnosti byl proveden pomoci software Labsystem 7 — opakovatelnost
po hladinach. Opakovatelnost byla stanovena zvlast pro kazdy tokoferol (a-, 8- a y-) a taky
pro sumu tokoferoli. Ctyfi vzorky fepkového oleje byly extrahovany a analyzovany v Sesti
opakovanich podle vySe popsaného postupu.

Byla vypocitana smérodatna odchylka a relativni smérodatnd odchylka. Ze smérodatné
odchylky, kterd charakterizuje presnost vysledkii ziskanych pouzitou analytickou metodou,
byla vypocitdna dovolena diference paralelnich stanoveni Rmax, tj. maximalni rozpéti, které

1ze jesté vysvétlit pfitomnosti nahodnych chyb [14].

Rmax = aS XS s
kde a; je tabelovany koeficient pro dvé méteni a hladinu vyznamnosti o = 0,05, jehoz
hodnota 2,77;

s smérodatna odchylka z vicenasobnych méfeni jednoho vzorku.

Tabulka ¢. 2. a-Tokoferol — opakovatelnost méfeni a maximalni diference dvou
paralelnich stanoveni.

Vzorek Opgﬁsigni Primér s sr (%) Rmax
(mg/kg)

2434 6 193,69 7,10 3,67 19,67

2435 6 177,25 1,04 0,59 2,88

2437 6 210,37 3,88 1,84 10,75

2446 6 203,15 1,39 0,69 3,85
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Tabulka ¢. 3. y-Tokoferol — opakovatelnost méreni a maximalni diference dvou
paralelnich stanoveni.

Vzorek opzl:l(zgfftzini Primér s sr (%0) Rumax
(mg/kg)
2434 6 290,14 5,45 1,88 15,10
2435 6 275,78 2,86 1,04 7,92
2437 6 274,70 5,80 2,11 16,07
2446 6 277,63 1,70 0,61 4,71

Tabulka ¢. 4. o-Tokoferol — opakovatelnost méfeni a maximalni diference dvou
paralelnich stanoveni.

Vzorek opgl(()(é)fftz’mi primér s st (%) Rumax
(mg/kg)

2434 6 6,63 0,30 4,48 0,83

2435 6 8,48 0,36 4,18 1,00

2437 6 8,27 0,29 3,47 0,80

2446 6 7,21 0,19 2,64 0,53

Tabulka ¢. 5. Suma tokoferolii — opakovatelnost méreni a maximalni diference dvou
paralelnich stanoveni

Vzorek Opgl(:sf,;ni Primér s sr (%) Rmax
(mg/kg)

2434 6 490,46 12,1 2,46 33,52

2435 6 461,5 3,33 0,721 9,22

2437 6 493,35 9,47 1,92 26,23

2446 6 487,98 2,86 0,59 7,92

Pro zépis vysledkli do Labsystému byly vloZeny pro povolenou diferenci dvou paralelnich

stanoveni tyto hodnoty:

a-tokoferol — 30 mg/kg,
y-tokoferol — 30 mg/kg,
o-tokoferol — 5 mg/kg.

Suma tokoferold — 50 mg/kg.
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Spravnost

Spravnost charakterizuje shodnost vysledkii méteni validované vlastnosti s akceptovanou nebo

deklarovanou referencni hodnotou. V soucasné dobé neni dostupny zaddny CRM
s deklarovanym obsahem vitaminu E v semenech fepky ¢i v fepkovém oleji a nejsou zavedeny
zadné mezilaboratorni porovnavaci zkousky na toto stanoveni. Z tohoto diivodu byla spravnost
metody na stanoveni obsahu vitaminu E ovéfena metodou standardniho ptidavku s pouzitim
testu vytéznosti. K pfesné navazce vzorku oleje bylo vzdy pfidano definované mnoZzstvi
standardu tokoferoll tak, aby byla pfipravena fada vzorkl na dvou koncentracnich hladinach,
pokryvajici cely pozadovany rozsah. Pro kazdou hladinu byly pfipraveny vzorky
ve 3 opakovanich. Takto pfipravené vzorky byly zméfeny na HPLC. Ziskané vysledky

stanoveni byly vyhodnoceny v programu Labsystem 7 - Spravnost standardnim piidavkem.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulkach €. 6, 7 a 8.

Tabulka €. 6. a-Tokoferol — ovéreni spravnosti metody stanoveni obsahu vitaminu E

v fepkovém oleji.

. Piidavek | Naméieno| T-test T-test Interval ,
Popis . , . .. |Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) |vypoéteny |tabelovany| spolehlivosti
Vychozi vz. 2436 0 0 - - - -
Pridavek 1 218244 | 21829 | 0,1031 4303 |216,751-219,837| prijata
Pridavek 2 545,61 545,66 0,0598 4,303 542,896 - 548,428 | pfijata

Tabulka ¢. 7. y-Tokoferol — ovéreni spravnosti metody stanoveni obsahu vitaminu E

v Fepkovém oleji.

. Pridavek | Naméieno| T-test T-test Interval B
Popis ., , . . | Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) |vypoélteny | tabelovany| spolehlivosti
Vychozi vz. 2436 0 0 - - - -
Pridavek 1 254,52 254,81 0,3071 4,303 251,843 - 257,769 | ptijata
Pridavek 2 636,3 645,35 1,714 4,303 628,551 - 662,139 | ptijata
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Tabulka ¢. 8. 6-Tokoferol — ovéreni spravnosti metody stanoveni obsahu vitaminu E
v Fepkovém oleji.

. Piidavek | Naméfreno| T-test T-test Interval ,
Popis . , . .. |Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) |vypolteny |tabelovany | spolehlivosti
Vychozi vz. 2436 0 0 - - - -
Ptidavek 1 15,356 13,225 4,075 4,303 11,5611 - 14,8889 | prijata
Ptidavek 2 38,39 37,685 2,417 4,303 36,7559 - 38,6133 | prijata

Z vysledkt v tabulkach ¢. 6; 7 a 8 vyplyva, Ze popsana analytickd metoda poskytuje spravné
vysledky.

Linearita

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi, tj. odezvou
instrumentace (analytickym signdlem) a koncentraci analytu. Pro ovéieni linearity byly pouzity
standardy tokoferold (9; 10; 11) ve formé pracovniho smésného roztoku. Byla vytvofena fada
kalibracnich roztokii tokoferoli v n-heptanu o koncentraci 0 pg/ml az 10,9122 pg/ml
a-tokoferolu, 0 pg/ml az 12,726 pg/ml y-tokoferolu a o koncentraci 0 pg/ml az 0,7678 pg/ml
o-tokoferolu. Uvedené koncentracni rozpéti je dostateCné pro stanoveni obsahu jednotlivych
tokoferolli ve vzorcich fepkového oleje. Pfipravené kalibracni roztoky byly analyzovany
na HPLC. Kontrola linedrni zavislosti byla provedena pomoci software Labsystem 7 -
Kalibrace MD, MS linearita. Hodnoty korela¢nich koeficienti R a hodnoty koeficientl QC jsou
uvedeny v tabulce €. 9. Linearita se obecné povazuje za prokazanou, kdyz R > 0,99 a QC < 5%.

Tabulka €. 9. Linearita — korela¢ni a QC koeficient.

C (%
Tokoferol Korelaéni koef. QC ()
2,79

a — tokoferol 0,9997

0,9997 2,54
v — tokoferol

0,9997 2,82
0 — tokoferol

Hodnoty vSech korelac¢nich koeficientl a koeficientii QC jsou v pozadovaném limitu — linearita

byla prokédzana.
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Meze detekce a stanovitelnosti

Pro stanoveni detek¢nich limitl byl pouzit program Labsystem 7 - MD, MS ze Sumu zékladni
linie. Byla vytvofena fada kalibracnich roztokl tokoferolii v n-heptanu o koncentraci 0 pg/ml
az 10,9122 pg/ml a-tokoferolu, 0 pg/ml az 12,726 ng/ml y-tokoferolu a o koncentraci 0 pg/ml
az 0,7678 pg/ml o-tokoferolu. Pfipravené roztoky byly zméfeny na HPLC za podminek metody
a nasledné byly vyhodnoceny vysky pikt tokoferol. Z namétenych hodnot byly vypocitany
smérnice kalibra¢ni ptimky pro kazdy tokoferol. Dale bylo nutné zjistit maximalni kolisani
zakladni linie, tj. rozdil mezi nejniz§i a nejvyssi hodnotou Sumu v intervalu, ktery je dan
20tinasobkem polositky sledovaného piku. Bylo pfipraveno 6 slepych vzorka, které byly
zméteny na HPLC a pomoci fidiciho software ChemStation B.04.02 byly vypocitany hodnoty
Sumu. Ze smérnice kalibracni pfimky a hodnot maximalniho kolisani zakladni linie byly

vypocitany meze detekce a stanovitelnosti, které jsou shrnuty v tabulce ¢. 10.

Tabulka ¢. 10. Meze detekce a stanovitelnosti.

Parametr - 1= 0
tokoferol tokoferol tokoferol
0,60857
Smérnice kalibra¢ni primky b1 0,844206 0,73433
Korelaé¢ni koeficient R? 0,9997 0,9997 0,9997
Max. kolisani zakl.linie hmax (pA) 0,02084 0,016168 0,014607
xo(ug.ml | 974 0,0661 0,072
Koncentrace na mezi detekce D
XD (mg/kg) 7,41 6,61 7,2
Koncentrace na mezi XQ (p;)g.ml' 0,2469 0,2202 0,24
stanovitelnosti
xQ (mg/kg) 24,69 22,02 24,00

Za vyse popsanych podminek metody je mez stanovitelnosti pro a-tokoferol 24,69 mg/kg,
pro y-tokoferol 22,02 mg/kg a pro o-tokoferol 24,00 mg/kg.

Pro zapis vysledkli byla pouzita prakticka mez stanovitelnosti pro a-tokoferol 30,00 mg/kg,

pro y-tokoferol 30.00 mg/ke a pro 6-tokoferol 24.00 mg/ke.
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Nejistota stanoveni

Byla stanovena relativni standardni nejistota a relativni rozSifené nejistota. Vypocet byl
proveden pomoci software Labsystem 7 — Nejistota po hladinach. Pro vypocet rozsifené
nejistoty byl pouzit faktor pokryti 2. Nejistota byla stanovena zvlast pro kazdy tokoferol (a-, 6-
a v-) a taky pro sumu tokoferoli. Vypocitané nejistoty pro stanoveni obsahu vitaminu E
v fepkovém oleji jsou uvedeny v tabulkach ¢.11; 12, 13 a 14.

Tabulka €. 11. a — tokoferol — nejistoty pro stanoveni obsahu vitaminu E v fepkovém oleji.

Standardni nejistota Rozsifena nejistota (k = 2,0)
Vzorek Koncentracni relativni
rozsah (mg/kg) %) relativni (%)
2434 7,10 3,67 14,20 7,34
2435 170-250 1,04 0,59 2,08 1,18
2437 3,88 1,84 7,76 3,68
2446 1,39 0,69 2,78 1,38

Tabulka €. 12. y — tokoferol — nejistoty pro stanoveni obsahu vitaminu E v Fepkovém oleji.

Viorek Koncentracni Standardni nejistota Rozsifena nejistota (k = 2,0)
rozsah (mg/kg) relativni (%) relativni (%)
2434 5,45 1,88 10,90 3,76
2435 270-350 2,86 1,04 5,72 2,08
2437 5,80 2,11 11,60 4,22
2446 1,70 0,61 3.4 1,22

Tabulka €. 13. 8 — tokoferol — nejistoty pro stanoveni obsahu vitaminu E v fepkovém oleji.

Vaorek Koncentra&ni Standardni nejistota Rozsirena nejistota (k = 2,0)
rozsah (mg/kg) relativni (%) relativni (%)
2434 0,30 4,48 0,60 8,96
2435 5-15 0,36 4,18 0,72 8,36
2437 0,29 3,47 0,58 6,94
2446 0,19 2,64 0,38 5,28
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Tabulka ¢. 14. Suma tokoferoli — nejistoty pro stanoveni obsahu vitaminu E v Fepkovém
oleji.

Vsorek Koncentra&ni Standardni nejistota Rozsifena nejistota (k = 2,0)
rozsah (mg/kg) relativni (%) relativni (%)
2434 12,10 2,46 24,20 4,92
2435 450-620 3,33 0,72 6,66 1,44
2437 9,47 1,92 18,94 6,94
2446 2,86 0,59 5,72 1,18

Pro a — tokoferol v intervalu koncentra¢niho rozsahu (170 — 250) mg/kg a — tokoferolu

v fepkovém oleji byla vypocitand relativni rozsifend nejistota stanoveni zaokrouhlena

na hodnotu 15 %. Proy — tokoferol v intervalu koncentra¢niho rozsahu (270 — 350) mg/kg

a — tokoferolu v fepkovém oleji byla vypocitana relativni rozSifena nejistota stanoveni

zaokrouhlena na hodnotu 15 %. Pro 6 —tokoferol v intervalu koncentraéniho rozsahu

(5 — 15) mg/kg a — tokoferolu v fepkovém oleji byla vypocitand relativni rozsifend nejistota

stanoveni zaokrouhlena na hodnotu 20 %. Pro sumu tokoferold v intervalu koncentra¢niho

rozsahu (450 — 620) mg/kg celkového obsahu tokoferolti v fepkovém oleji byla vypocitana

relativni rozSifena nejistota stanoveni zaokrouhlena na hodnotu 15 %.

4 Zavér

Cilem préce bylo nalézt vhodnou metodu na stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorcich fepky
olejné, pifipadné ve vzorcich fepkového oleje s vyuzitim HPLC. Po odzkouseni nékolika
postupti byl jako nejvhodngjsi vybran postup popsan v CSN EN ISO 9936 Zivo¢iiné a rostlinné
tuky a oleje — Stanoveni obsahu tokoferolu a tokotrienolu metodou HPLC. Byly optimalizovany
podminky pro extrakci oleje a taky pro méteni na HPLC. Kvuli oxidaci tokoferolil bylo nutné
nastavit podminky, které zabezpecuji ochranu tokoferolti béhem ptipravy vzorkd a béhem
samotného méteni. To se docili vyuzitim Sestihodinové extrakce oleje s pridavkem antioxidantu
(BHT), pouzitim tmavého skla ¢i piipravy vzorku oleje bezprostiedné po jeho ziskani.
Uchovavani vzorkl extraktu i pomletého vzorku vzhledem k obecné zname rychlé oxidaci
tokoferoli neni mozné.

Vitamin E se stanovi ve formé pfitomnych tokoferoll a to alfa- (o), gama- (y) a delta- ()

tokoferoll a také jako vypoctovy parametr — suma tokoferoll (a + y + d tokoferol). Separace
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tokoferoll probiha izokratickou eluci na HPLC 1100 s chromatografickou kolonou s normalni
fazi LiChrospher 100Diol (250 x 4mm, 5 um) a detekuje na FLD detektoru s vinovou délkou
excitace 295 nm a emisni vinovou délkou 330 nm.

Po ukonceni optimalizace metody byla metoda validovéna. Byla stanovena opakovatelnost,
linearita, meze detekce a stanovitelnosti a nejistota stanoveni. Do laboratorniho informacniho
a fidiciho systému Labsystém 7 byly po zaokrouhleni vloZeny nasledujici parametry. Povoleny
rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi byl nastaven na hodnotu: o — tokoferol —30 mg /kg,
vy — tokoferol - 30 mg /kg, 6 — tokoferol — 5 mg /kg, suma tokoferoli — 50 mg /kg, Pro mez
stanovitelnosti byla zaddna hodnota: o — tokoferol — 30 mg /kg, y — tokoferol — 30 mg /kg,
0 — tokoferol — 24 mg/kg a pro rozsifenou nejistotu stanoveni hodnota: o — tokoferol — 15 %,

y — tokoferol — 15 %, o6 — tokoferol — 20 %, suma tokoferoli — 15 %.

Vzhledem ktomu, Ze hodnoty 6 — tokoferolu v méfenych vzorcich nedosahuji mez
stanovitelnosti, vyslednd hodnota bude vyjadiena jako obsah & — tokoferolu < MS. To ale

nevylucuje moznost existence odriid s obsahem 6 — tokoferolu nad mezi stanovitelnosti.

Popsana metoda je vhodnd pro stanoveni vitaminu E ve formé alfa- (o), gama- (y) a delta- (9)

tokoferola v fepkovém oleji.
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1 Souhrn

Mocovina, pouzita jako doplitkova latka, se stanovuje v krmivech pro ucely ufedni kontroly
podle natizeni EK ¢. 152/2009, resp. provadéciho nafizeni komise (EU) 2024/771 [1],
spektrofotometricky. Pfi pouziti postupu stanoveni mocoviny pro nizké obsahy muze
v nékterych matricich dochézet k interferencim jinymi pfitomnymi dusikatymi latkami a tim

k faleSné€ pozitivnim vysledktim.

Nove¢ vypracovany postup specifikuje podminky pro stanoveni mocoviny v krmivech metodou
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS/MS). Kladem této metody je dobra
opakovatelnost a spravnost, vyuziti pro Siroky rozsah koncentraci v riznych matricich
a spolehlivost metody pfi nizkych obsazich mocoviny. Metoda je ¢asové mén¢ narocna nez
spektrofotometrie, protoze je rychld a jednoduchd na ptipravu vzorku. Metoda je také
robustnéjsi, pokud jde o matri¢ni efekty. Metoda je ale pro rutinni analyzu pomérné nakladna

a molekula mocoviny ma pouze jeden iontovy piechod.

2 Uvod

V poslednich letech bylo mnoho pozadavkii na analyzu kontaminaci mocovinou v krmnych
smésich (KS), zejména v krmivech pro domaci zvitata, v rybi moucce (RM) a v kvasnicich
(KV).

U téchto typt vzorkdl, kde jsou slozité matrice s vyznamnym obsahem volnych aminokyselin,

je problém s falesné pozitivnimi vysledky. Jen v roce 2023 bylo v ramci ufednich kontrol
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dvanact spornych vysledkli s obsahem mocoviny na urovni 0,5 % (jedno krmivo pro domaéci

zvitata, tfi vzorky kvasnic a osm rybich moucek).

Mocovina

ktery mohou pfezvykavci vyuzit pro syntézu vSech aminokyselin pomoci bakterii v bachoru,
kde je mo€ovina metabolizovdna enzymem uredzou na amoniak a oxid uhli¢ity.

Mocovina je také pfirozenou latkou metabolismu dusiku a také jednim z celosvétove
nejpouzivanéjSich hnojiv. Nadmérna konzumace mocoviny mtize vést k rychlé produkci nebo
piebytku amoniaku v bachoru, coz vede k toxicit¢ nebo ztrat¢ dusiku, coz muze snizit
uzitkovost zvitat. Pfitomnost mocoviny je Skodliva pro neptezvykavé druhy.

Vzhledem k vysokému obsahu molekuldrniho dusiku v mocoving, kolem 46 %, je potencialni
latkou pro falSovani obsahu bilkovin v krmivech.

Z uvedenych ditvodl je nutna pravidelna ufedni kontrola v krmivech a materialech pro vyrobu

krmiv.
HaN NH

I
O

Obrazek 1. Mocovina.

Metody stanoveni mocoviny

Oficidlni metodou v Evropské unii pro stanoveni mocoviny v krmivech je spektrofotometricka
metoda podle nafizeni komise 152/2009, ptiloha III ¢ast D, resp. provadéciho nafizeni komise
(EU) 2024/771, priloha III ¢ast D [1]. Tato metoda je zalozena nareakci mocoviny
se specifickou molekulou za vzniku chromoforu, jehoz obsah je analyzovan
spektrofotometricky, métenim optické hustoty roztoku vzorku pfti specifické vinové délce. Tato
metoda podle Nafizeni se v laboratoti dlouhodobé¢ bézn¢€ pouziva a je osvédcena.

Druhéd oficidlni metoda je enzymaticka, podle I€kopisu Spojenych stati americkych,
U.S. Pharmacopea (AOAO Official method 941.04 2000), zalozené na enzymatické degradaci
mocoviny v pfitomnosti uredzy na amoniak, ktery se stanovi Kjeldahlovou metodou.

S enzymatickou metodou nema laboratot zkusenosti.
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Tteti oficidlni metodou pouZzivanou ke stanoveni mocoviny je kapalinovd chromatografie
s detekci ultrafialovym a viditelnym diodovym polem (HPLC-DAD) podle ISO 19746 z roku
2017 pro stanoveni mocoviny v hnojivech.

Neoficidlnimi metodami jsou kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci a LC-MS.

S tieti metodou (HPLC-DAD) ma laboratof zkuSenost z ucasti v testu zptsobilosti z EURL
obsahu vzorkl vSak nebyly tolik nadhodnoceny v porovnani s vysledky ostatnich ucastnika
se spektrofotometrickou metodou.

DAD (UV-VIS) tedy také neni optimalni volbou detekce, diky interferencim, pro nizké obsahy
mocoviny v krmivech.

Proto se laboratof rozhodla vyvinout a validovat metodu LC-MS/MS, ktera by méla mit
mnohem lepsi selektivitu a specificitu nez predchozi metody. Metoda by také meéla byt
robustnéjsi vii¢i matricnim vlivim.

Pti vybéru vhodného postupu laboratot pouzila pfedev§im metody uvedené v literatute [2-5]
pro matrice jako jsou krmiva a kvasnice. VSichni autofi vyvinuli vlastni metodu LC-MS.
Tti z nich [2,3,4] porovnavali svou novou metodu s enzymatickou metodou a dva autofi [3,4]
porovnavali novou metodu s metodou spektrofotometrickou. MacMahon [5] a kolegové
neporovnavali metody, ale vyvinuli multirezidudlni analyzu pro analyty, které lze pouzit
k falSovani potravin, véetné mocoviny. Pibarot a Pilard [4] pouzili k extrakci vzorku pouze
vodu a k separaci reverzni fazi s izokratickou eluci vodou. Ostatni autofi pouzili extrakci pouze
vodou nebo vodou s kyselinou mravenéi a k separaci HILIC (hydrofilni interak¢ni
chromatografie) s gradientovou eluci acetonitrilem a vodou s octanem amonnym nebo
kyselinou mravenci. Kromé toho Krémer a kolegové [2] pfidali do vzorku po navazce aktivni

uhli.

Vyvoj postupu

Pro ionizaci byl jako iontovy zdroj pouzit elektrosprej v pozitivnim iontovém modu
a pro detekci byl pouzit typ scanu Selected reaction monitoring. Jako prekurzorovy ion byla
zvolena protonovana molekula m/z 61 a produktovy ion m/z 44, ktery odpovida ztraté

amoniaku. VSse bylo optimalizovano pro nas pfistroj (MS).
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Po tomto kroku byla pfipravena optimalni gradientova eluce v systému HILIC. Do eluenti bylo
pfidano aditivum mravencan amonny oproti ¢lankiim, kde byl pouzit octan amonny. Metoda
byla zkracena z dvaceti na dvanact minut.

Standardni zasobni roztoky moc€oviny byly pifipraveny do ultracisté vody. Poté byla ptipravena
kalibracni kiivka v acetonitrilu pro pokryti rozsahu mezi 40 mg/kg az 400 mg/kg mocoviny.
Probéhl pokus o rozsifeni jejiho rozsahu, ale ve vysSich bodech kiivky byl detektor
pravdépodobné jiz zahlcen, takze byl ponechan plvodni rozsah kalibracni kfivky podle
literatury.

Po tomto vyvoji LC-MS metody byla hleddna idedlni extrakce. Nejprve byla vyzkouSena
navazka 2 g krmiva a porovnavana vytéznost extrakce na urovni 1000 mg/kg, coz v kiivce
odpovida 1,0 mg/l.

Vyzkouseno bylo vice druhii extrakce, na rotacni tfepacce, v ultrazvukové lazni, a to jak
v kombinaci, tak po rizné dlouhou dobu. Vysledky byly velmi podobné, takze vytéznost neni
tolik zavisla na extrakénim kroku a bylo zvoleno jednoduché rota¢ni tfepani po dobu tficeti
minut s dobrymi vysledky.

Po protfepani byl extrakt vzorku odstiedén, supernatant byl pienesen do nové zkumavky
a znovu odstedén, extrakt byl zfedén acetonitrilem pro vysrazeni proteinti a filtrovan.

Poté byly porovnany navazky 2 g s 5 g pro kvasnice a krmné smési a také navazky s pridavkem
nebo bez ptidavku aktivniho uhli. Vysledky byly srovnatelné, proto jsme z divodu

jednodussiho postupu zvolili navazku 2 g a bez aktivniho uhli.

3 Material a metody

3.1 Princip

Vzorky krmiv se extrahuji vodou. Extrakty fedéné acetonitrilem se separuji na HILIC koloné
a analyzuji metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou

hmotnostni spektrometrii.

3.2  Pristroje a pomiicky

1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekci, napt. Waters Xevo TQD.
2 Separa¢ni kolona, napi. Luna 3y HILIC 100%3,0 mm.

3 Ultrazvukova lazen.
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Analytické vahy s ptesnosti 0,001 g.

Laboratorni tiepacka, (50—100) kmiti/min.

Laboratorni odstfedivka s nastavitelnou teplotou, 1500 g a 4000 g.
Vialky sklenéné, 1,5 ml.

Membranov¢ filtry 0,45 pm.

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1
2
3

Ultragista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.

Mravencan amonny, HCOONH4, pro hmotnostni spektrometrii, Mr = 63,06.
Mravenc¢an amonny, HCOONH4, vodny roztok, ((HCOONH4) = 1 mol/l.

Ptiprava: Navazi se presné¢ 1,5765 g mravenfanu amonného (2) a kvantitativné
se prevede do 25ml odmérné banky a doplni se vodou (1) po znacku.

Acetonitril, HPLC grade.

Zakladni standardni latky s deklarovanou ¢istotou.

Mocovina CO(NH4)2, Mr = 60,06, CAS 57-13-6.

Mobilni faze A: 50% roztok acetonitrilu a SmM mraven€an amonny ve vodé.

Ptiprava: Do 500ml odmérné banky se odméiri 250 ml acetonitrilu (4) a 2,5 ml
mravenc¢anu amonného (3) a doplni se ultracistou vodou (1) po rysku. Vznikly roztok
se promicha a odvzdus$ni v ultrazvukové lazni. Uchovava se pii laboratorni teploté.
Mobilni faze B: 95% roztok acetonitrilu a SmM mravencan amonny ve vodé.

Ptiprava: Do 500ml odmérné banky se odméii 475 ml acetonitrilu (4) a 2,5 ml
mravenc¢anu amonného (3) a doplni se ultracistou vodou (1) po rysku. Vznikly roztok

se promicha a odvzdus$ni v ultrazvukové lazni. Uchovava se pii laboratorni teploté.
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4 Postup

4.1 Piiprava standardnich roztoki
Kalibrace se provadi pred kazdym méfenim.
Mocovina — zasobni standardni roztok

Navazi se piesné asi 10 mg mocoviny (5) s presnosti 0,1 mg, kvantitativné se pievede do 10ml

odmérné banky a doplni se vodou (1) po znacku.

Pii vypoctu vysledné koncentrace se bere v uvahu Ccistota zékladni standardni latky.

Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4-8) °C je tento roztok stabilni 3 mésice.
c(mocovina) = 1 g/l.
Pracovni standardni roztok

Do 10ml odmérné banky se odméti vypoctené mnozstvi zasobniho roztoku mocoviny tak, aby
vysledna koncentrace byla 10 mg/l a doplni po znacku vodou (1). Ptiuchovéani ve tmé

pfti teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni mésic.
c(mocovina) = 10 mg/I.
4.2  Priprava kalibracnich roztoku a sestrojeni kalibra¢ni k¥ivky

Do 10ml odmérnych ban¢k se odméii (0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0) ml pracovniho standardniho
roztoku a doplni se asi 1 cm pod znacku acetonitrilem (4). Po promichani a vytemperovani
se doplni acetonitrilem (4) po znacku a prevede do vialek. Takto nafedéné kalibracni roztoky

odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0) mg/I.

Na chromatografickou kolonu se davkuji 2 pl kalibra¢niho roztoku. Kalibra¢ni roztoky
se pfipravi bezprostfedné pied kazdym meéfenim. Z primérnych ploch pikGi pro kazdou

koncentraci se sestroji kalibracni kiivka. Kalibra¢ni kiivka je linearni a prochazi pocatkem.

4.3  Extrakce mocoviny ze vzorki

Do 50ml centrifugacni zkumavky se navazi 2 g zkuSebniho vzorku krmné smési s presnosti
0,01 g aptidd se 40 ml vody (1). Zkumavka se uzavie a tfepe se pii laboratorni teploté
na laboratorni tfepacce 30 min pfi asi 90 kmitech/min. Ziskany extrakt se poté odstfedi 15 min
pii 1500 g na odstfedivce s nastavenou teplotou 10 °C. Ze ziskaného supernatantu se odebere

20 ml do nové 50ml centrifugacni zkumavky a poté znovu odstiedi 10 min pii 4000 g
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na odstfedivce s nastavenou teplotou 10 °C. Po odstfedéni se extrakt v centrifuga¢ni zkumavce

vytemperuje na laboratorni teplotu a nafedi se acetonitrilem (4) alesponi 10 x, napiiklad 1 ml

extraktu do 10ml odmérné baiky. U krmiv s ddvkovanou mocovinou se tfedi podle obsahu

mocoviny. Po nafedéni se zfiltruje pfes membranovy filtr 0,45 um a prevede se do vialky.

V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného referencniho

materialu.

4.4  Vlastni méreni mocoviny ve vzorcich

Mocovina se méti za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny

v Tabulkach 2 a 3. Parametry stanoveni plati pro sestavu LC-MS/MS Waters Xevo TQD

a slouzi jako ptiklad nastaveni instrumentace.

Tabulka 2. Chromatografické parametry stanoveni.

Kolona napi. Luna 3y HILIC 100 % 3,0 mm
Teplota kolony 30 °C
Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni faze gradient mobilni faze A (6) a mobilni taze B (7) podle Tabulky 3
Celkové doba analyzy 12 min

Pritok mobilni faze (0,2 — 0,4) ml/min

Objem nastiiku 2ul

Retencni ¢as 4,8 min

Tabulka 3. Gradientovy program pro analyzu.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%) Pritok (ml/min)

0 0 100 0,2
0,6 0 100 0,2
5,0 100 0 0,2
6,2 100 0 0,2
7,0 0 100 0,4
9,8 0 100 0,4
10,5 0 100 0,2
12,0 0 100 0,2




Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci analytu se pouzivdi SRM mdd (selected reaction monitoring), sledovani

produktového iontu pochézejiciho z prekurzorového iontu. Nalezené optimalni parametry

MS detektoru, pti kterych je intenzita daného produktového iontu maximalni, jsou uvedeny

v Tabulce 5. Nastaveni SRM parametrii tohoto ptechodu je uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 5. Pfiklad parametrit MS detektoru.

Ioniza¢ni méd ESI+

Capilary voltage 1,0 kV

Source temperature 150 °C
Desolvation temperature 400 °C
Desolvation gas flow 650 1/h

Cone gas flow 1 /h

CID gas argon, p = 0,5 bar

Tabulka 6. Pfiklad MRM parametri pro analyzu analytu v krmivech.

Prekurzorovy iont (m/z) Cone voltage (V) | Produktovy iont (m/z) | Kolizni energie (eV)

Mocovina 61,0 25 44,0 10
5  Vypocet a vyjadrovani vysledki
Obsah mocoviny (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu:

x=£ xV xR
m

kde
c je koncentrace mocoviny ve zkusebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/l,
V objem extrak¢ni smési v ml, v tomto postupu 40 ml,
m hmotnost zkuSebniho vzorku v g, v tomto postupu 2 g,
R fedéni, resp. zakoncentrovani.
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6 Validace

Metoda byla validovana pro pracovni rozsah (79 — 400) mg/kg. Tento pracovni rozsah byl

odvozen od pozadované meze pro stanoveni kontaminace krmiv mocovinou.

Vstupni data jsou uvedena v dokumentu Valida¢ni zprava 1/2024.

6.1  Mez detekce a mez stanovitelnosti z kalibra¢ni krivky

Nameétena data byla vyhodnocena pomoci programu Labsystém — modul Validace analytickych

metod.

Mez detekce a mez stanovitelnosti je vypoctena pro navazku 2 g vzorku mocoviny a celkovy

objem vyluhu 40 ml.

Tabulka 7. Vyhodnoceni z programu Labsystém — Mocovina.

LOD LOQ
Mocovina 78,5 mg/kg 104,2 mg/kg
0,3925 mg/l 0,5208 mg/1

6.2 Linearita kalibrac¢ni zavislosti

Linearita byla urfena zhodnot namétfenych pfi stanoveni kalibraéni pfimky. Linearita
kalibra¢ni zavislosti byla testovana na zéklad¢ korelacniho a QC koeficientu. K testovani
linearity kalibra¢ni zavislosti na zakladé¢ korelatniho a QC koeficientu se v programu
Labsystém pouzila moznost: Kalibrace, MD, MS a linearita, viz Tabulka 8.

Tabulka 8. Vyhodnoceni z programu Labsystém — Kalibrace, MD, MS a linearita —
Mocovina.

Parametr Vypocteny R | Testovany R | Vypocteny QC | Testovany QC | Hypotéza

Mocovina 0,99715 0,99 4,09 5,00 Ptijata

Zavér: Linearita byla prokdzéna v rozsahu (0,2 — 2,0) mg/l mocCoviny na zdkladé hodnot

korela¢niho a QC koeficientu.

6.3 Citlivost metody

Citlivost metody byla urcena z kalibra¢ni kfivky. K ur€eni citlivosti metody se v programu

Labsystém pouzila moznost: Kalibrace, MD, MS a linearita.
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Zaver: Citlivost analytické metody pro mocovinu dand smérnici kalibrani pfimky je

0,0000669792.

6.4

Krmné smési

Piesnost a spravnost metody

Ptesnost metody byla ovéfena stanovenim parametru Opakovatelnost po hladinéch, ktera byla

uréena z paralelnich vzorkl (n = 8) na ¢tyfech koncentrac¢nich hladinéch.

Zavér: Opakovatelnost analytické metody je uvedena v Tabulce 9a.

Tabulka 9a. Vyhodnoceni z programu LIMS — Opakovatelnost po hladinach — Mocovina.

Rozsah (mg/kg) Stiedni presnost (% rel.) PoZadovana opakovatelnost
Mocovina — cely rozsah KS 6,97 <20 % relativnich
500 7,55
1000 7,36
1500 7,29
5000 5,49

Spravnost byla zjisStovana metodou standardniho pifidavku. K piesn€é znamé navazce

negativniho vzorku byl pfidan Cisty standard stanovované latky v mnozstvi, které odpovida

500 mg/kg, 1000 mg/kg, 1500 mg/kg a 5000 mg/kg obsahu mocoviny. Z naméfenych dat byla

zpétné vypoctena vytéznost celé metody. Namétena data byla vyhodnocena pomoci programu

Labsystém za pouziti moznosti — Spravnost standardnim ptidavkem.

Vypoctené hodnoty jsou shrnuty v Tabulce 10a.

Tabulka 10a Vyhodnoceni z LIMS — Spravnost — Mocovina.

Popis Ptedlozeno | Nalezeno | Vytéznost | Pfesnost| n | t—vyp. |[t—krit.| Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) (%)
Hladina 1 500 574 114,8 43,3359 | 8 4,83 2,365 | Nevyhovuje
Hladina 2 1000 1061,6 106,2 78,1481 | 8 2,231 2,365 OK
Hladina 3 1500 1492,8 99,52 108,838 | 8 0,1884 2,365 OK
Hladina 4 5000 5140,9 102,8 282,067 | 8 1,413 2,365 OK

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
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Kvasnice
Piesnost metody byla ovéfena stanovenim parametru Opakovatelnost po hladinach, ktera byla

uréena z paralelnich vzorkl (n = 6) na 2 koncentrac¢nich hladinéch.
Zavér: Opakovatelnost analytické metody je uvedena v Tabulce 9b.

Tabulka 9b. Vyhodnoceni z programu LIMS — Opakovatelnost po hladinach — Mocovina.

Rozsah (mg/kg) Stfedni pfesnost Pozadovana opakovatelnost

Mocovina — cely rozsah KV 8,21 % relativnich <20 % relativnich

1000 9,93 % relativnich

5000 6,01 % relativnich

Spravnost byla zjiStovana metodou standardniho pfidavku. K pfesné zndmé navazce
negativniho vzorku byl pfidan Cisty standard stanovované latky v mnozstvi, které odpovida
1000 mg/kg a 5000 mg/kg obsahu mocoviny. Z naméfenych dat byla zpétné vypoctena
vytéznost celé metody. Naméfend data byla vyhodnocena pomoci programu LIMS za pouziti

moznosti — Spravnost standardnim ptidavkem.
Vypoctené hodnoty jsou shrnuty v Tabulce 10b.

Tabulka 10b. Vyhodnoceni z LIMS — Spravnost — Moc¢ovina.

Popis | PiedloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Pfesnost | n | t—vyp. |t—krit.| Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) (%)
Hladina 1 1000 1032,2 103,2 102,502 | 6 0,7688 2,571 OK
Hladina 2 5000 5077,7 101,6 305,135 | 6 0,6235 2,571 OK

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Rybi moucky

Presnost metody byla ovéfena stanovenim parametru Opakovatelnost po hladinach, ktera byla

uréena z paralelnich vzorkl (n = 6) na 2 koncentrac¢nich hladinéch.

Zavér: Opakovatelnost analytické metody je uvedena v Tabulce 9c.
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Tabulka 9¢. Vyhodnoceni z programu LIMS — Opakovatelnost po hladinach — Mocovina.

Rozsah (mg/kg) Stiedni ptesnost Pozadovana opakovatelnost
Mocovina — cely rozsah KV 7,34 % relativnich <20 % relativnich
1000 8,94 % relativnich
5000 5,27 % relativnich

Spravnost byla zjiStovana metodou standardniho pfidavku. K pfesné zndmé navazce
negativniho vzorku byl pfidan Cisty standard stanovované latky v mnozstvi, které odpovida
1000 mg/kg a 5000 mg/kg obsahu mocoviny. Z naméfenych dat byla zpétné vypoctena
vytéznost celé metody. Naméfend data byla vyhodnocena pomoci programu LIMS za pouziti

moznosti — Spravnost standardnim ptidavkem.
Vypoctené hodnoty jsou shrnuty v Tabulce 10c.

Tabulka 10¢ Vyhodnoceni z LIMS — Spravnost — Mocovina.

Popis | PiedloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Pfesnost | n | t—vyp. |t—krit.| Hypotéza

(mg/kg) | (mg/kg) (%)

Hladina 1 1000 1019,8 102,0 91,1886 | 6 0,5327 2,571 OK

Hladina 2 5000 5155,8 103,1 271919 | 6 1,404 2,571 OK

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

6.5  Nejistota

Pti vypoctu nejistoty se vychazelo z dat pro stanoveni mezilehlé stfedni presnosti. Relativni
roz§ifend nejistota je rovna presnosti (vicendsobné méteni) vynasobené koeficientem rozsiteni

k=2, viz Tabulka 11.

Tabulka 11. Vyhodnoceni z LIMS — Nejistota.

Analyt/Matrice Rozsit. stand. Rel. rozsitena | Faktor pokryti | Pozadovana nejistota
Mocovina nejistota (mg/kg) | nejistota % podle planu (%)
Krmné smési 315,266 13,9 2 40
Kvasnice 455,223 16,4 2 40

Rybi moucka 405,599 14,7 2 40
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6.6 Popis statistického vyhodnoceni validace

Podle Valida¢niho planu 1/2024 byly zpracovany ziskané validacni parametry z namétenych
vstupnich dat, viz Valida¢ni zprava 1/2024. Ke statistickému zpracovani vstupnich dat byl
pouzit statisticky software LIMS, modul Validace analytickych metod a souvisejici dokumenty

Ptirucky kvality.

7  Zavér
Metoda stanoveni mocoviny v krmivech technikou LC-MS/MS byla UspéSné vyvinuta

a zavedeni této metody umozni sledovat, jak obsah mocoviny jako doplitkové latky, tak pro

nizké obsahy v necilovych krmivech, kvasnicich a rybich mouckach.

Byla provedena validace na ¢tyfech koncentracnich hladinéach - pro 500 mg/kg, 1000 mg/kg,
1500 mg/kg a 5000 mg/kg mocoviny.

Metoda externi kalibra¢ni kiivky, bez pfitomnosti matrice, vykazuje linearitu v rozsahu

0,2 mg/l az 2,0 mg/l. Pro niz§i koncentrace uz neni vhodné pouzivat tento postup.

Byly stanoveny tyto valida¢ni parametry: opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, mez

detekce a stanovitelnosti pro validované koncentrace mocoviny.

Zjisténé validacni parametry prokazaly zplsobilost ovéfované metody k pouzivani v rdmci

cileného monitoringu nezadoucich latek v pfedem ur¢eném kalibra¢nim rozsahu.
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Zavedeni kvalitativni detekce transgenu GMB151 u soji
Jana Stehlikova
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Jana.stehlikova@ukzuz.gov.cz

1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoz geneticky
materidl byl umyslné¢ zménén, a to zpisobem, kterého se nedosahne pfirozenou rekombinaci.
Dotc¢ené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy
a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédicny

material (DNA) pomoci genovych technologii.

GM sdja GMBI151

Nazev: Plant-Parasitic Nematode-Protected and Herbicide Tolerant Soybean

Unique Identifier Ul: BCS-GM151-6

Séjovy event GMBI51 byl produkovan Agrobacterium tumefaciens zprostiedkovanou
transformaci kultivaru soji Thorne vektorem pSZ8832. T-DNA transformacniho vektoru
pSZ8832 ma dvé genové kazety. S6ja obsahuje Bacillus thuringiensis Cry14Ab1 pro odolnost
vuci rostlinnym parazitlim, jako je had’atko s6jové (Heterodera glycines). Protein je piibuzny s
jinymi krystalovymi proteiny a piedpoklada se, ze ptisobi na vystelku stieva hlistic a dodava
rostlindm rezistenci vici témto Skidctim. Pro toleranci vii¢i herbicidim slouzi gen
Pseudomonas fluorescens 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (HPPD) s bodovymi mutacemi
na C-konci, aby se umoznila a zvysila tolerance vici herbicidiim s inhibitorem HPPD, jako je

isoxaflutol a mesotrion. Transgenni kazeta GMB151 je zndzornéna na obrazku €. 1.
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CaMV 35S terminator Cry14Ab1 Polyubiquitin10 gene promater
0,269 kb 3.557 kb 1,306 kb

IV 358 terminator 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase Optimized Transit Peptide Leader sequence CaMV Enhanced 355 promoter

ariv aJa 8 /) alh aus SquE
0.194 kb 1.076 kb 0.371 kb 0.126 kb 0.743 kb

Obrazek €. 1. Konstrukt GMB151.

2 Cil

Cilem prace bylo rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci
u s0ji o kvalitativni stanoveni GMB151 a ureni meze detekce stanoveni (MD). Soucasti je

ovéteni detekce screeningového elementu promotor 358S.

3 Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerdzova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o bézn¢ pouzivanou metodu, pfi které dochazi k mnohonasobnému zmnozeni
konkrétniho pozadovaného useku DNA. V tomto pfipadé se jednd o klasickou PCR

s elektroforetickou detekci amplikonu na agarézovém gelu.

4 Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity izoldity DNA z certifikovanych referencnich material od The
American Oil Chemists' Society (AOCS) a IRMM Institute for reference Material and
Measurements (IRMM).

- AOCS 0906-A2, Non-Modified soybean powder, (pure), laboratorni znaceni:
CRM 8/2022

- AOCS 0906-D, MON88913 cotton powder, (> 99,4 % GM), laboratorni znaceni:
CRM 13/2012
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- AOCS 0906-A, Non-Modified soybean powder, (pure), laboratorni zna¢eni: CRM
19/2014
- ERM® - BF443b: GMBI151 soya bean powder (100 % GM), laboratorni zna¢eni: CRM
1/2022
- ERM® - BF443c: GMB151 soya bean powder (0,1 % GM), laboratorni znaceni: CRM
2/2022
Izolace byla provedena pomoci zavedeného komeréniho kitu (NucleoSpin® Food -
MACHEREY-NAGEL). U izolati DNA byla zmétfena koncentrace, byly otestovany na kvalitu
1 amplifikovatelnost DNA.
V ramci verifikace byla stanovena spravnost stanoveni. K tomu bylo vyuZzito 4 izolatd (A-D)
CRM 1/2022 a CRM 2/2022. Zaroven byl otestovan i smésny izolat z 2. eluce, aby mohl byt
nadale pouzivan pfi rutinnich analyzach jako pozitivni kontrola. Smésny izolat vznikl
smichanim izolati A-D, zméfenim koncentrace vysledné smési a nafedénim na koncentraci
pozadovanou do reakce. Byla provedena PCR s koncentraci DNA vizolatu 5 ng/ul
a s koncentraci DNA 10 ng/pl.
Dale byla ovétena detekce screeningového elementu p35S v CRM 1/2022, CRM 2/2022 a CRM
8/2022 u izolati A-D.
Soucasti verifikace bylo stanoveni meze detekce (MD) na hladiné < 0,1 % GM m/m.
K dispozici byl CRM s 100 % GM m/m a CRM s 0,1 % GM m/m. Postupnym fedénim
izolované DNA byla pfipravena koncentracni fada 100-0,05 % m/m GM. Pro fedéni izolatu
DNA z CRM s GM byl pouzit izolat DNA z CRM stejné, nemodifikované plodiny (NK, CRM
8/2022, 0 % GM m/m) o stejné koncentraci DNA v izolatu.
Mez detekce byla ovéfena provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné
modifikace.
Pro zavedeni byly vyuzity nésledujici metody
e Stanoveni pfitomnosti GMO metodou PCR, UKzUZ, JPP ZK, postupy €. 10252.1,
10255.1, 10257.1, 10259.1
e ID ¢ 7 Validace metod v NRL, Priloha ¢. 6 Verifikace metod zalozenych
na polymerazové fetézové reakci pro stanoveni genetickych modifikaci v osivech,
krmivech a krmnych smésich.
e Compendium of Reference Methods for GMO Analysis, European Union Reference

Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), European Network of GMO
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Laboratories (ENGL), 2011.

e Event-specific Method for the Quantification of soybean GMB151 by Real-time PCR,
Validation Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and Consumer
Protection, JRC Publication JRC120901, 2020.

4.1  Pristroje a pomicky

Extrakce DNA

Viahy s pfesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.

Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestor.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pul, Spicky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2 —2,5) ml.

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

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Nizkoobjemovy spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, Spicky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2 —2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem BIO PRINT TX4 (Vilber Lourmat).
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Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cyklér C 1000 Touch Thermal Cycler (BIO RAD)

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky s filtrem 1 bez
filtru.

Plastové¢ sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy material, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,
nadoba na uchovani ledu.

4.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

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

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii (Agarose for molecular biology, Sigma Aldrich).
Pracovni roztok 1 X TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkalacniho barviva (ethidium bromid).
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Elektroforeticky marker pro izolat DNA (GeneRulerTM DNA Ladder Mix, Life Technologies
Czech Republic).
6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR Biorad).
Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free).
PCR reakce — amplifikace

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

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.

PCR voda.

Dalsi potiebné chemikéalie nedodavané v ramci kit .

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetteni ploch.

Amplifikacni primery:

Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.

Vnitini (referenéni) gen soii, s6jovy lektin:
GMO-3: 5°>-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC G-3°
GMO-4: 5°>-GCC CAT CTG CAA GCCTTTTTG TG-3’

GMBI51
PRIM1040: 5" TCA AAT CAA CAT GGG TGA CTA GAAA 3’
PRIM1041: 5" CAT TGT GCT GAA TAG GTT TAT AGC TAT GAT 3’

p35S
35s-cf3: CCA CGT CTT CAA AGC AAG TGG

35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAA ATG CCATTCC

4.3  Pracovni postup
Pro zavéadéni byly pouzity postupy JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food, JPP 10255.1 Provedeni polymerdzové fetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO, JPP 10257.1 Gelova elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledkti stanoveni GMO metodou PCR.
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Slozeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix

(jednoducha PCR) pro vnitini gen s6ji, p35S, GMBI151 je uvedeno v tabulce ¢. 1. Jednotlivé

amplifikacni programy jsou uvedeny v tabulkach ¢. 2 az 4.

Tabulka ¢. 1-

Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztokil koncentrace
PCR voda 6,5
RedTaq PCR MIX 2x 1% 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/pul 2 ng/ul 5
Objem smési v¢. templatu 25
Vnitini gen séji
primery: GMO3 /GMO4
délka amplikonu: 118 bp
Tabulka €. 2: Amplifikacni program
Féaze teplota (°C) cas (s) pocet cykli
pocatecni denaturace 94 60 1
denaturace 94 45
annealing 57 50 35
extenze 72 60
zavérecna extenze 72 355 1

p35S
primery: 35s-cf3/35s-cf4
délka amplikonu: 123bp




Tabulka €. 3. Amplifika¢ni program.

Féaze teplota (°C) cas (s) pocet cyklu
pocatecni denaturace 94 60 1
denaturace 94 58
annealing 57,5 120 40
extenze 72 105
zaveéreCna extenze 72 180 1
GMBI151
primery: PRIM1040 / PRIM1041
délka amplikonu: 84 bp
Tabulka ¢. 4. Amplifika¢ni program.
Faze teplota (°C) cas (s) pocet cykli
pocatecni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
- 40
annealing a extenze 60 60

5 Vysledky a diskuse

5.1 Kvalita DNA

Pro potfeby zavadéni, byla extrahovana DNA z CRM geneticky nemodifikované s6ji (CRM
8/2022) a z CRM GM s6ji GMB151 (CRM 1/2022 a CRM 2/2022)). U izolath byla zméfena
koncentrace (tabulka €. 5), otestovana kvalita i amplifikovatelnost DNA pfti stanoveni vnitiniho
genu - sdjového lectinu (obrazky €. 2 az 6).

Kyvalita a koncentrace izolatii nebyla tipln€ optimalni. Pii izolaci CRM byl problém s bobtnanim
vzorku béhem lyze. Po centrifugaci se usazena ¢ast vzorku rychle uvoliiovala od stén zkumavky

a na hladiné byl silny film znesnadiujici odtazeni Cirého extraktu. Presto vSechny ziskané

izolaty CRM vyhovovaly pro vSechny nésledujici analyzy.
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Tabulka ¢. 5. CRM 1/2022, CRM 2/2022 a CRM 8/2022— hodnoty naméienych
koncentraci a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Izolat Koncentrace A 260/A 280
ng/pl
CRM 1/2022 GMBI151 A 58,4 1,97
100 % GM m/m B 51,8 2,00
Izolace 5.12. 2022 C 51,7 1,97
Izolaty A, B, C,D D 52,6 2,00
CRM 2/2022 GMBI151 A 84,4 1,82
0,1 % GM m/m B 86,2 1,82
Izolace 5.12. 2022 C 73,0 1,81
Izolaty A, B, C,D D 81,5 1,81
CRM 8/2022 So6ja NK A 343 1,86
0% GM m/m B 63,3 1,85
Izolallce 2.12.2022 C 67.2 1.87
Izolaty A, B, C,D D 39.7 1.84

Kvalita izolata DNA

CEM 8/2022 NK sija
A B C€ D MM

. B B B el 0000 bp
L

M
Szl
M
gy
Wil
rm
T
p—
L
—
——
T

Obrazek €. 2. Kvalita izolatii DNA, CRM 8/2022_ izolaty NK A-D. MM — Elektroforeticky
marker, KI — kontrola izolace.
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CEM 1/2022 _ GMB151 100% GM

KI MM ! : MM

1000 b

re e
LA i.l-
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L

3000 bp
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¥
s

'H 1000 by

e 00 bp

1040 b

Obrazek ¢. 3. Kvalita izolati DNA, CRM 1/2022 izolaty A-D. MM — Elektroforeticky
marker, KI —kontrola izolace. 15. 12. 2022.

CEM 2/2022 GMBI151 0.1 % GM

KiIMM A B € D MM

=] . . . . - 10000 bp
N -
. sl

- N 3000 bp

e 1000 bp
—

500 bp

100 bp

Obrazek. ¢. 4. Kvalita izolati DNA, CRM 2/2022 izolaty A-D. MM - Elektroforeticky
marker, KI — kontrola izolace. 15. 12. 2022.
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5.2 Vnitfni gen séji

VG S0JA

BT EKI1 M30 A B € D BT K2

CEM 1/2022 CEM 2/2022
100 % GM GMB 151 0.1% GM GMB151

500 bp

2350 bp
- EeEses e li3hp

50 bp

LI LR
IR

Obrazek ¢. 5.Vnitrni gen soji (118bp) pro CRM 1/2022, izolaty A-D; CRM 2/2022, izolaty
A-D.

BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI1 a KI2 — kontroly izolace.
PK- CRM 19/2014.

VG SOJA

BT KI M0 A B - c D

CEM 8/2022 NK

500 by

250 bp

L
i
g
L
—
et
pp—
—
—.

- - - . - - 118 bp

50 bp

Obrazek €. 6.

Vnitini gen soji (118bp) pro CRM 8/2022 (NK-negativni kontrola) izolaty A-D a smés
izolati z 2. eluce (S2.1), BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI
kontrola izolace, PK- CRM 19/2014.
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53 Screeningové elementy

U GMBI151 byla ovéfena detekce screeningového elementu p35S. Vysledky zkousek byly

pozitivni. Obrazek ¢.7.

U CRM 8/2022 byla ovéfena neptitomnost p35S. Obrazek €. 8.

p35S_ CRM 1/2022 a CRM 2/2022

A B € D MO PKE BT M0 A B C D M50 PE

CEM 1/2022 - CRM 2/2022

500 bp
250 bp
- 123 bp

50 bp

Obrazek ¢. 7. Promotor 35S (123 bp) - CRM 1/2022 a CRM 2/2022 izolaty A, B, C, D. BT-
beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50bp, PK-CRM 30/2012.

p35S_ CRM 8/2022 Obrazek €. 8.
Promotor 35S (123 bp) -
M50 ¢ D M50 CRM 8/2022,
izolaty A, B, C, D.

Sulyl BT- beztemplatova kontrola, MS0 —
hmotnostni marker S0bp,

PK-CRM 30/2012.

n

250 bp

PR fa
e e

- 123 bp

50 bp
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5.4  Spravnost stanoveni

U GMBI51 byla z izolatti (A-D) CRM 1/2022 a CRM 2/2022 provedena PCR s koncentraci
DNA vizolatu 5ng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul. Vysledky zkousek byly pozitivni.
(obrazek €. 9 a 10).

GM GMB151 _ CRM 1/2022, 100% GM

B (e D) £ B C D Sm M50

=
a
Z
=
g

c=10ng/ul c=5 ng/ul

500 bp

250 bp

. =
et St
— ——
L e
- g
_— j—
e [—
— ——
o

84 bp
50 bp

Obrazek €. 9. Stanoveni GMB151 (84 bp).

BT — beztemplatova kontrola, KI  kontrola izolace, M50-marker 50 bp, NK — CRM
8/2022, CRM 1/2022: Izolaty A, B, C, D a Sm (Smés izolatii) v koncentracich 10 ng DNA/pl
a 5 ng DNA/pl.

GM GMB151  CRM 2/2022. 0.1 % GM

BT KI NKE MS{0 A B € D &m A B C D Sm MS0

c=10ng/ul c=3Ingful

w300 bp

o= 250Dp

---—--““-ﬂu— 34 bp
30 bp

Obrazek ¢. 10. Stanoveni GMB151 (84 bp).

BT - beztemplatova kontrola, KI _ kontrola izolace, M50-marker 50 bp, NK — CRM
8/2022, CRM 2/2022: Izolaty A, B, C, D a Sm (Smés izolatii) v koncentracich 10 ng DNA/ul
a 5 ng DNA/pl.

51



5.5  Mez detekce stanoveni (MD)

Cilem verifikace bylo stanoveni meze detekce na hladiné < 0,1 % GM m/m.

Byla provedena amplifikace izolatu CRM 1/2022 a CRM 2/2022 o koncentraci DNA 10 ng/ul
a obsahu modifikace (100-0,05) % m/m GM.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich u obou pouzitych CRM.
(Obrazky ¢. 11-16)

Z vysledki analyz vyplynulo, ze obsah modifikace GMBI151 lze detekovat na hlading
0,05 % GM m/m.

GMEBE151 CRM 1/
BT NKE M50 100 50 10 1 01 005 M350
% GM m/m
500 bp

250bp

=
S
el
[a—)
T
——
—
—
—

R LY

GMB151 CEM 1/

BT NK M30 01%

500 bp

250 bp

AL LRI

e
—
e
————
P
-
P
S
o
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GMB151 CRM 1/2022 a CEM 2/2022 GMB151 CRM 1/2022 a CRM 2/2022

BT NK M0 01% 005% 0.1% 0.05% M50 BT NE M0 01% 005% 01% 0.05% W30

o CRM 172022 CRM 272022

500 bp

250 bp

RN IR

i
i
i
i

84 bp
50 pb

:

—
Lot
e
—
Emag
.
—
—
v

Obrazky ¢. 11 az 16. Stanoveni MD transgenu GMB151 (84 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 8/2022, M50-marker 50 bp.

CRM 1/2022: 100 %, 10 %, 1 %; 0,1 %; 0,05 % GM m/m. CRM 2/2022: 0,1 %, 0,05 %
GM m/m. PCR probéhla do koncentrace 0,05 % GM m/m.

Z vyse uvedenych vysledkii vyplyva, ze testované certifikované referenni materidly vykazuji
pruhy v pfisluSnych mistech.

Detekovatelnost pruhtt DNA je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zplisobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifika¢nich primert,

kvalité gelu, pouzitém interkalacnim barvivu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci nové geneticky modifikované s6ji GMBI151
a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoti OdMB.
Metoda stanoveni GMB151 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM m/m.

Tato metoda se zaradi jako dal$i parametr pfi zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci

u vzorkd krmiv a osiv.
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