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ONRL Brno, Hroznova 2, 603 00 Brno
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1 Souhrn

Cyhalothrin je insekticidni latka, ktera patii do skupiny syntetickych pyrethroidd. Jeho vyuziti
je pomérn¢ Sirokospektralni. Cyhalothrin sestava ze Ctyt stereoizomert (RS, SR, RR, SS)
vpoméru 1:1:1 :1.V aktudlné pouzivanych ptipravcich pro ochranu rostlin se setkavame
s lambda-cyhalothrinem (smés RS a SR izomerd v poméru 1 : 1) nebo gamma-cyhalothrinem
(pouze SR izomer). Jejich aktivita je odliSnd a pouziti je zavislé na typu hospodareni.

V integrované produkci neni lambda-cyhalothrin povolen (1).

[zomery neni mozné rozlisit za pouziti klasické reverzni chromatografie, 1ze je separovat pouze
na chirdlni koloné. S pomoci metodiky EURL byla zavedena enantioselektivni analyticka
metoda s vyuZitim chiralni kolony na bazi celuldzy s navazanym chirdlnim selektorem. Méfici

technika pro stanoveni byla LC-MS/MS.

Po zavedeni metody byly analyzovany realné vzorky rostlinného materialu a posttikovych
kapalin s vyuzitim extrakéni techniky QUEChERS. Ovéteni probé&hlo také v ramci kruhového

testu poradaného EURL-SRM, kde bylo analyzovanou matrici pyré z ¢ervenych hroznd.

2 Teoreticka ¢ast

2.1 Pyrethriny a pyrethroidy

Pyrethriny jsou piirodni ucinné latky, které pochdzeji z rostliny Chrysanthemum
cinerariaefolium (Kopretina starCkolistd). Zrald kvétenstvi se susi a melou na prasek. Prasek

se nasledné extrahuje organickymi rozpoustédly a extrakt se nazyva pyrethrum (2).



Pyrethroidy jsou syntetické derivaty pyrethrind, jejichz historie saha az do prvni poloviny
20. stoleti. Jako insekticidy nasly Siroké vyuziti v riznych odvétvich. DéEli se na dva hlavni typy
podle toho, zda je (pyrethroidy typu II) nebo neni (pyrethroidy typu I) v jejich molekulérnich
strukturach pfitomna a-kyanoskupina. Pyrethroidy typu II jsou kviili a-kyanoskupiné toxic¢téjsi,

patii sem napiiklad cypermethrin, deltamethrin, cyhalothrin, cyfluthrin a fenvalerat (2).

2.1.1  Cyhalothrin

Cyhalothrin je insekticid ze skupiny syntetickych pyrethroidd typu II. Mechanismus jeho
ucinku spo¢iva v naruSeni nervového systému organismu. Cilovy organismus je tak
paralyzovan a usmrcen. Jeho aplikace jsou pomérné riznorodé, pouziva se napiiklad
v zemedélstvi na potravinafské i nepotravinafské plodiny, nebo také na okrasné rostliny

a dreviny (3, 4).

Cyhalothrin se sklada ze ¢tyt stereoizomert (RS, SR, RR, SS) vpoméru1:1:1: 1. Lambda-
cyhalothrin je smés dvou stereoizomerit (RS a SR) v poméru 1:1. Gamma-cyhalothrin
obsahuje pouze SR izomer. Tento izomer je nejaktivnéjSi a nejtoxictejsi ze vSech Ctyt (1).

Zakladni informace o lamda- a gamma-cyhalothrinu jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1. Zakladni informace k lambda- a gamma-cyhalothrinu (1).
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2.2 Chiralni separace pesticidi

Ptiblizné 40 % celosvetoveé pouzivanych pesticidnich latek je chiralnich. Tyto pesticidy maji
alespon dva izomery, které vykazuji stejné fyzikalni a chemické vlastnosti. Naproti tomu maji
ale riiznou biologickou aktivitu, toxicitu nebo metabolismus. MiiZe se stat, ze jeden enantiomer
muze byt biologicky aktivni, zatimco druhy ne, ten ale mize byt toxicky pro necilové
organismy. Pouzivanim ¢istych enantiomert se také zmirnuje dopad na zivotni prostiedi. A¢koli
je zadouci pouzivat uc€innéjsi enantiomery, vétSina chirdlnich pesticidii je uvadéna na trh jako
racematy kviili komplikovanému a nadkladnému vyrobnimu procesu ¢istych enantiomert (5, 6).
K analyze chirdlnich pesticidli lze vyuzit plynovou chromatografii (GC), kapalinovou
chromatografii (LC), superkritickou fluidni chromatografii (SFC) nebo kapilarni elektroforézu

(CE). Nejvice se vsak vyuziva LC s hmotnostné-spektrometrickou (MS) detekci (5).

Pro chiralni analyzu se nej¢astéji pouzivaji kolony na bazi silikagelu s chirdlnim selektorem.
V pfipadé pesticidi se jednd napiiklad o derivaty polysacharidl, cyklodextriny nebo
makrocyklickd antibiotika (5). Pfiklady vyuZiti chirdlnich kolon jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Priklady vyuZiti stacionarnich fazi p¥i analyze pyrethroidi (1, 5).

Analyt Matrice Kolona Mobilni faze Detekce
.| zelenina .
a-cypermethrin, > | Chiralpak IG, SF: al-
tetramethrin ovoce, kysely glykoprotein ACN/H0 (75/25) uv
obiloviny
n-hexan/2-
. . SF: celuldza tris(3,5- propanol/kyselina
p-cypermethrin puda dimethylphenylkarbamat) trifluoroctova uv
(94,9/5/0,1)
zelenina LiChroCART 2504 (AS)/ISIﬂ\rr/fI\I/}HIjIﬁCAC
Permethrin R ’ ChiraDex, SF: beta- v MeOH (B) gr; dient MS
cyclodextrin) 2 44 % na 2’0 % (A)
zelenina, Lux Cellulose-1, SF: > m1\1>[4e (})IEIE‘)S?E\E[{ 4v
Tefluthrin ovoce, celuloza tris(3,5- HCOONH MS
puda |dimethylphenylkarbamat) v H,0 (83 /147)
ZeIemI%, | ChiralArt Cellulose-SB, | 2"V HEOOMH
Cyhalothrin obiloviri SF: celuldza tris(3,5- rr21M HC 6 ONH MS
oV dimethylphenylkarbamat) !
olejniny v MeOH (20/80)

Cilem této prace bylo zavést enantioselektivni analytickou metodu pro stanoveni lambda-

a gamma-cyhalothrinu podle metodiky EURL s vyuzitim chirdlni kolony. V integrované




produkeci je lambda-cyhalothrin zakézan, povolen je pouze gamma-cyhalothrin, pro rozliseni
téchto ucinnych latek je nezbytné pouziti enantioselektivni analytické metody. Zavedena
analytickd metoda byla nasledné¢ aplikovana na tfi rizné obohacené matrice (ovoce, rostlina,
krmivo). Poté byly analyzovany redlné vzorky rostlinného materiadlu a posttikovych kapalin
a prob¢hla také ucast v kruhovém testu EURL. V ramci tohoto vyvojového ukolu byla nasledné

otestovana vhodnost kolony pro dalsi pyrethroidy, konkrétné cypermethrin a fenvalerat.

3 Prakticka ¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Standardy a referen¢ni materialy

Standardy pesticidli v pevném nebo kapalném skupenstvi s deklarovanou ¢istotou:
Gamma-cyhalothrin (C23H19CIF3NO3), CAS [76703-62-3] (HPC),
Lambda-cyhalothrin (C23H19CIF3NO3) CAS [91465-08-6] (Riedel de H.),
Cyhalothrin (technickd smés) (C23H19CIF3NO3) CAS [68085-85-8] (Sigma-Aldrich),
Alfa-cypermethrin (C22H19CI2NO3) CAS [67375-30-8] (Sigma-Aldrich),
Cypermethrin (C22H19CI2NO3) CAS [52315-07-8] (Sigma-Aldrich),

Fenvalerat (C25H22CINO3) CAS [51630-58-1] (Dr.Ehrenstorfer),

Esfenvalerat (C25H22CINO3) CAS [66230-04-4] (Riedel de H.).

3.1.2 Chemikalie

Voda (ultracistd), methanol (CH3OH, pro LC-MS), mravencan amonny (HCOONHs4),
acetonitril (CH3CN, pro HPLC), siran hote¢naty (MgSOs), chlorid sodny (NaCl), citrat trisodny
dihydrat, citrat disodny seskvihydrat, PSA sorbent (primarni sekundarni amin), GCB sorbent
(Graphitized Carbon Black), ODS sorbent typu C18-silikagel.

3.1.3 Laboratorni pomiicky a vybaveni pro pfipravu vzorku
Analytické vahy, tiepacka (min. 300 kmitl/min), centrifuga (min. 4000 ot./min), centrifugacni
zkumavky plastové se Sroubovacim vickem (5 ml; 15 ml; 50 ml), centrifuga¢ni zkumavky

Eppendorf (1,5 ml), stfikacky (2 ml), vysokorychlostni michadlo (napt. Vortex), filtracni
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materidl (sttikackové filtry nylonové o velikosti pori 0,2 um), vialky (2 ml), bézné laboratorni

vybaveni a laboratorni sklo.

3.1.4 Postup pripravy

Postup ptipravy byl proveden podle platnych JPP (7, 8). Homogenni vzorek se navazi do 50ml
centrifugacni zkumavky. U vzorku s vys$§im obsahem vody se navazi 10 g + 0,1 g, u vzorki
suchych 5 g = 0,05 g nebo 2,5 g + 0,03 g, pro vzorky poskytujici bohaty extrakt se navazi (1—
2) g+ 0,02 g. Ze vzorku posttikové kapaliny se pipetuje 1 ml.

Ke vzorkiim s obsahem vody mensim nez 80 % se pfida voda tak, aby jeji celkovy obsah
ve vzorku byl pfiblizné 10 g. Je nutné, aby vzorek byl vodou plné smocen. Dale se do zkumavky
pfidd 10 ml acetonitrilu, ta se uzavie a tfepe se intenzivné v tiepacce 2 min. Suché vzorky

se tirepou 15 min.

Do zkumavky se nasledné ptida pfipravena pufrovaci smés (4 g MgSO4; 1 g Na Cl; 1 g citratu
trisodného dihydratu; 0,5 g citratu disodného seskvihydratu) a vymrazeny michaci kaminek,
zkumavka se uzavfte, intenzivné protiepe a zchladi se ponofenim do ledové tfist€¢ na 5 min.
Zchlazena smés se intenzivné 2 min protiepe a ndsleduje odstfedéni 5 min pfi minimalné
3000 ot./min a pii -5 °C. Acetonitrilova vrstva supernatantu se pfevede do 15ml centrifugacni
zkumavky a uloZi se v ptipadé potfeby alespoii na 2 h do mraziciho boxu. Zkumavka se kratce

odstredi (5 min pfi minimalné 3000 ot./min pfi -5 °C).

Nésleduje cisténi pomoci disperzniho SPE (D-SPE). Podil extraktu (2 ml) se pfevedn
do centrifugacni zkumavky se smési sorbentli. Vhodné varianty postupu jsou podrobné
uvedeny v CSN EN 15662, ptiklady jsou uvedeny v Tabulce 3. Smés se intenzivné 2 min

protiepe a nasleduje odsttedéni 5 min pfi minimalné 3000 ot./min a pii -5 °C.

Do 1,5ml centrifuga¢ni zkumavky typu Eppendorf se pfida 10 pl 5% kyseliny mravenci
v acetonitrilu, 500 pl ¢isténého extraktu a 490 pl vody. Smés se promiché a zfiltruje do 2ml

chromatografické vialky k analyze.



Tabulka 3. Priklady podminek extrakce a ¢iSténi pro rizné typy matric.

Navazka

Pridavek

Doba tiepani

Matrice ® vody (ml) (min) D-SPE
S . 50 mg PSA
Obiloviny, ryze 5 10 15 +300 mg MgSO,
300 mg PSA
Oves 5 10 15 + 300 mg MgSOs
Lusténiny, soja, 5 10 15 50 mg PSA
kukufice + 300 mg GCB + MgSO,
.. 50 mg PSA
Olejniny > 10 15 +300 mg MgSO4+ 50 mg ODS
Zelenina listova, 10 0 ) 50 mg PSA
koienova + 300 mg GCB + MgS0,
Brambory, rajcata, 10 0 ) 50 mg PSA
ovoce, hrozny + 300 mg MgSO4
Rostlinny material 5 7 > 50 mg PSA
(listy) + 300 mg GCB + MgSO,
o 50 mg PSA
Pida 2 10 10 1300 mg MgSOx
Postrikova kapalina 1 ml 9 2 nepouzito

3.1.5 Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

K analyze se pouZil kapalinovy chromatograf UHPLC 1290 Infinity II Biocompatible (Agilent)

s hmotnostnim spektrometrem QTrap 4500 (Sciex), vybaveny chirdlni kolonou ChiralArt

Cellulose-SB, 100 ~ 4,6 mm; 3um (YMC). Struktura staciondrni faze pouzité kolony je

na Obrazku 1 nize.

U—p!

0—

1= 3 5-Dimethydphenyicarbamate

Obrazek 1. Struktura stacionarni faze pouzité chiralni kolony.



Chromatograficka separace byla provedena izokratickou eluci mobilni faze A slozen¢ z 95 %
vody a 5 % methanolu modifikované 5 mM mravenc¢anem amonnym, a mobilni faze B slozené
z methanolu modifikované 5 mM mraven¢anem amonnym v poméru 20 : 80 (A : B) pfi prutoku
0,6 ml/min a teploté kolony 35 °C. Objem nasttiku ¢inil 5 pl, celkova doba analyzy byla pak
15 min. Ionizace byla provedena elektrosprejem pii teplot¢ iontového zdroje 500 °C
a pozitivnim moédu ionizace s napétim na kapilafre 5500 V. Nastavené parametry plynti: CUR
(N2) — 40 psi, CAD (N2) — medium, GS1 (ultracisty vzduch) — 50 psi, GS2 (ultracisty vzduch)
— 50 psi. Analyty byly detekovany v mddu sledovani vybranych piechodii (MRM), uvedenych
v Tabulce 4.

Tabulka 4. Nastaveni MRM prechodii pro cyhalothrin.

MRM prechod | Q1 (m/z) | Q2 (m/z) | DP (V) EP (V) CE (V) | CXP (V)
Cyhalothrin 1 467 225 60 10 23 12
Cyhalothrin 2 467 450 60 10 15 6
Cyhalothrin 3 469 452 60 10 13 6

3.2 Vysledky

3.2.1 Testovani metody

Byla zavedena metoda pro chirdlni separaci cyhalothrinu podle metodiky EURL. Nejprve
byla ovéfena jeji funkEnost pomoci standardi lambda-, gamma- a technického cyhalothrinu
rozpusténych a nafedénych v acetonitrilu. Chromatogramy jednotlivych standardi jsou

na Obrazcich 2, 3 a 4.

“@ XIC from 231128.wiff (sample 8) - 19-lambda 0,1ug/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 231128.wiff (sample 8) - 19-lambda 0,1ug/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 231128.wiff (sample 8) - 19-lambda 0,1ug/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)
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Obrazek 2. Chromatogram lambda-cyhalothrinu (acetonitril).
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“@ XIC from 231128.wiff (sample 10) - 384-cyhalothrin 0,1 ug/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 231128.wiff (sample 10) - 384-cyhalothrin 0,1 ug/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 231128.wiff (sample 10) - 384-cyhalothrin 0,1 ug/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)
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Obrazek 3. Chromatogram technického cyhalothrinu (acetonitril).

“@ XIC from 231130.wiff (sample 4) - G 408 100ng/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 231130.wiff (sample 4) - G 408 100ng/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 231130.wiff (sample 4) - G 408 100ng/ml, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)
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Obrazek 4. Chromatogram gamma-cyhalothrinu (acetonitril).

Diky zavedené metod¢ je mozné ucinné separovat RS a SR enantiomery cyhalothrinu.
V ptipadé technického cyhalothrinu je vidét, Ze se sklada ze smési vice izomert. U lambda-
cyhalothrinu by pfislusné enantiomery mély byt v poméru 1 : 1.

Po zavedeni a ovéfeni metody byly vybrany tii Cisté matrice — matrice krmiva (smés jeCmene
a pSenice), ovoce (jablko) a rostlinného materidlu (listy révy). Tyto matrice byly obohaceny
lamda- a gamma-cyhalothrinem na hladin€ 40 pg/kg, a to za ucelem ovétfeni chovani analytd
v raznych typech vzorkl. Nasledné pak byl snizen objem nastfiku z 5 pl na 1 pl, detekovana

hladina tedy odpovidala 8 pg/kg.



“@ XIC from 231129.wiff (sample 3) - MB1445+1785/21 sp40ppb L, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 231129.wiff (sample 3) - MB1445+1785/21 sp40ppb L, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 231129.wiff (sample 3) - MB1445+1785/21 sp40ppb L, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)

4500, Lambda-cyhalothrin, krmivo, 40 pg/kg
4000
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3000 ) 10.67

A 11.53
2500 ! / "1
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2000 g
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0=

8 9 10 1 12 13
Time, min
“@ XIC from 231129.wiff (sample 5) - MB1445+1785/21 sp40ppb L 1 uL, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 231129.wiff (sample 5) - MB1445+1785/21 sp40ppb L 1 uL, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 231129.wiff (sample 5) - MB1445+1785/21 sp40ppb L 1 uL, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)

3000 Lambda-cyhalothrin, krmivo, 8 ng/kg
2500 .
2000

1500
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1000
10.64 11.48
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Obrazek 5. Chromatogramy lambda-cyhalothrinu v krmivu na hladinach 40 pg/kg
a 8 ng/kg.

Zavedena metoda se prokazala jako funkéni napfi¢ riznymi matricemi. Hladina 8 pg/kg byla
spolehlivé detekovatelnd v krmivu, ovoci i rostlinném materialu. Jako ptiklad je na Obrazku 5

vySe uveden lambda-cyhalothrin v krmivu na hladinach 40 pg/kg a 8 pg/kg.

3.2.2 Stabilita standardu gamma-cyhalothrinu

Behem ovéieni roztokti standardl bylo zjisténo, ze v zdsobnim roztoku standardu gamma-
cyhalothrinu dochéazi k procesiim degradace. Béhem skladovani pii 4 °C po dobu 5 let byl
na odezvé gamma-cyhalothrinu pozorovan ubytek o témér 27,1 %. Byl tedy pfipraven novy
zasobni roztok, ktery byl rozdélen na dva podily. Jeden podil byl skladovan pii 4 °C a druhy
pii -20 °C. Béhem skladovani pti 4 °C po dobu tiech mésicti byl na odezvé gamma-cyhalothrinu

pozorovan ubytek 12,1 %. U skladovani pii -20 °C byl tbytek vyrazn€ mensi, a to 2,8 %.



Chromatogramy jednotlivych roztoka jsou porovnany na Obrazku 6. Ke zpomaleni degradace

zasobniho roztoku gamma-cyhalothrinu je ho tedy tfeba uchovavat v mraznicce pii -20 °C.

Cerstvée pfipraveny
roztok

Roztok uchovany pri
4 °C po dobu 5 let

9.5 10.0 105 11.0 15 12.0 125 95 10,0 10.5 11.0 115
Time, min Time, min
10.42 1
Roztok uchovany Roztok uchovany
pii 4 °C po dobu pii -20 °C po dobu

3 mésictu 3 mésictu

9.5 10.0 10.5 11.0 1.5 12. 95 10.0 10.5 11.0 1.5
Time, min Time, min

Obrazek 6. Porovnani chromatogramu ruzné starych a rizné skladovanych roztoki
standardu gamma-cyhalothrinu.

3.2.3 Aplikace mérici metody na reilné vzorky rostlinného materialu a postrikovych
kapalin

Pomoci zavedené métici metody byly stanoveny lambda- a gamma-cyhalothrin v realnych
vzorcich rostlinného materidlu a postiikovych kapalin (jichy). Vzorek byl ptipraven podle
kapitoly 3.1.4. Cilem bylo ovéfit, zda se ve vzorcich nachazeji uvedené pouzité G€inné latky.
Na Obrazku 7 je jako piiklad uveden chromatogram lambda-cyhalothrinu ve vzorku fepky.
Kvantifikace byla provedena na standard lambda- i gamma-cyhalothrinu (ukazka kalibrac¢ni
zavislosti pro lambda-cyhalothrin v rostlinném materialu je na Obrazku 8). Vysledné data pak
byla porovnana s vysledky méfeni pomoci GC-MS/MS (achirdlni analyza) a jsou shrnuty

v Tabulce 5.
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“@ XIC from 240529.wiff (sample 16) - 894, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 240529.wiff (sample 16) - 894, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 240529.wiff (sample 16) - 894, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)
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Obrazek 7. Chromatogram lambda-cyhalothrinu ve vzorku repky.
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Obrazek 8. Kalibra¢ni zavislost pro lambda-cyhalothrin v rozsahu (0,010 — 0,400) mg/kg

pro stanoveni v rostlinném materialu (matrice — Fepka).
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Tabulka 5. Shrnuti a porovnani vysledki stanoveni pomoci chiralni LC-MS/MS a
achiralni GC-MS/MS analyzy.

LC-MS/MS (chiralni)
- - GC-MS/MS (achiralni)
Gamma-cyhalothrin | Lambda-cyhalothrin
= v
17 3 3 3 g
- g 3 3 IS
E = | 5% 5 3 5 )
= g | £8 °% S H Sy O 8
e o) BN SN SN SN =3
2 - = N S & S B e
e < = £ SRS e 8 SIS § =
> = 3 o S~ R g~ SH e
A 8 g NS RS RS =0
£ ] 3 g RS
E L ¥ oY Q%
Lamda/Gamma fepka ANO 0,072 0,115 0,098 16
Lambda fepka | ANO 0,113 0,249 0,208 18
Lambda fepka ANO 0,132 0,278 0,244 13
Lambda fepka | ANO 0,107 0,255 0,237 7
Lambda fepka | ANO 0,035 0,085 0,073 15
Gamma fepka ANO 0,032 X 0,022 36
Gamma fepka ANO 0,024 X 0,017 34
Gamma mak ANO 0,195 X 0,171 13
Gamma mak ANO 0,189 X 0,181 4
Gamma pSenice | ANO 0,152 X 0,131 15
Gamma jicha ANO 24,5 mg/l X 22,6 mg/l 8

Po stanoveni vybranych vzorki bylo potvrzeno, Ze ndlezy lambda- nebo gamma- cyhalothrinu
odpovidaji predpokladu. V Tabulce 5 je u vysledkii uvedeno, na ktery standard (lambda- nebo
gamma-cyhalothrin) byl dany vysledek kvantifikovan. V ptipadé postiikové kapaliny se jednalo

o ptipravek Rapid, kde byla potvrzena ptitomnost ¢inné latky gamma-cyhalothrin.

3.2.4 Udast v kruhovém testu
Zavedend metoda byla také ovéfena casti v kruhovém testu EUPT-SRM 19 potddaném EURL

pro SRM. Analyzovanou matrici bylo pyré z cervenych hroznli. Zde bylo v cilovém seznamu
analytli zahrnuto i stanoveni gamma-cyhalothrinu. Vzorek byl zpracovan postupem podle
kapitoly 3.1.4. Na Obrazku 9 je uveden chromatogram cyhalothrinu ve vzorku kruhového testu.
Kvantifikace byla provedena na standard gamma-cyhalothrinu (ukazka kalibra¢ni zavislosti

pro gamma-cyhalothrin v hroznovém viné je na Obrazku 10).
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“@ XIC from 240229.wiff (sample 13) - 407 SA0, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 1 (467.0 / 225.0)
@ XIC from 240229.wiff (sample 13) - 407 SA0, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 2 (467.0 / 450.0)
@ XIC from 240229.wiff (sample 13) - 407 SA0, +MRM (3 transitions): Cyhalothrin 3 (469.0 / 452.0)
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Obrazek 9. Chromatogram cyhalothrinu ve vzorku kruhového testu EUPT-SRM19.

Calibration for Gamma Cyhalothrin 10y = 8437.15504...730 (r = 0.99999, r* = 0.99997) [weighting: 1/ x)
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Obrazek 10. Kalibraé¢ni zavislost pro gamma-cyhalothrin v rozsahu 0,010-0,400 mg/kg
pro stanoveni v ovoci (matrice — hroznové vino).

Diky moZnosti chiralni separace je vidét, Ze ve vzorku kruhového testu nebyl pouze SR-izomer,
ale také RS-izomer. PoZadavek byl pouze na SR-izomer, nikoliv na sumu. V ptedb&zné zpravé
pak bylo potvrzeno, Ze vzorek byl obohacen jak o gamma-cyhalothrin, tak i o lambda-
cyhalothrin. PouZiti chirdlni kolony ke spravné identifikaci a kvantifikaci bylo tedy nutné.

Vysledky kruhového testu budou k dispozici v zavérené zprave.
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3.2.5 Aplikace zavedené metody na dalsi pesticidy z Fady syntetickych pyrethroida

Zavedena metoda a pouzita chiradlni kolona byly také otestovany pro stanoveni dalSich
syntetickych pyrethroidii, a to insekticidi cypermethrinu a fenvaleratu. Cypermethrin je smés
osmi stereizomert. Podle slozeni izomeri se rozliSuji cypermethrin, alfa-cypermethrin,
beta-cypermethrin, theta-cypermethrin a zeta-cypermethrin. Povoleny je ale pouze
cypermethrin. Povoleni k pouzivani alfa-cypermethrinu a zeta-cypermethrinu bylo jiz
v minulych letech ukonceno. Beta-cypermethrin nikdy nebyl v EU povolen a theta-
cypermethrin neni ani zahrnut v databazi pesticidit EU. Fenvalerat je smés Ctyf stereoizomerd.
Esfenvalerat obsahuje pouze SS-izomer, ktery je jako insekticid nejaktivnéjsi. Esfenvalerat

je soucasti definice fenvaleratu (9, 10).

Pro ovéfeni metody byly pfipraveny jednotlivé standardy fedéné do rozpoustédla. Nejprve byla
vyzkouSena stavajici metici metoda s modifikaci nastaveni MRM piechodi, které jsou uvedeny
v Tabulce 6. Poté byly upravovany a vyzkouseny riizné podminky pro LC. Pouzité nastaveni
je popsano v kapitole 3.1.5. Pivodni zavedena chromatografickd metoda byla ale pro detekci
téchto latek pfrilis kratkd a bylo nutné ji prodlouzit na 30 min. Cilem bylo nejprve zjistit
chromatografické chovani danych latek. Porovnany byly nasledujici dvojice — cypermethrin vs.

alfa-cypermethrin, fenvalerat vs. esfenvalerat (Obrazky 11 a 12).
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Tabulka 6. Nastaveni MRM piechodt pro cyhalothrin, cypermenthrin a fenvalerat.

Time, min

MRM piechod | Q1 (m/z) | Q2 (m/z) DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V)
Cyhalothrin 1 467 225 60 10 23 12
Cyhalothrin 2 467 450 60 10 15 6
Cyhalothrin 3 469 452 60 10 13 6
Cypermethrin 1 433 416 41 10 13 10
Cypermethrin 2 433 191 41 10 21 6
Cypermethrin 3 435 418 51 10 13 8
Fenvalerate 1 437 167 51 10 23 8
Fenvalerate 2 437 420 51 10 13 14
Fenvalerate 3 437 125 51 10 65 10

3,506 Cypermethrin
E o
oo Alfa-cypermethrin
§- 466

Obrazek 11. Porovnani chromatogramu cypermethrinu a alfa-cypermethrinu.
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TIC from 240530 t.wiff (sample 3) - Fenvalerate, +MRM (9 transitions)
8e5 1
r
Fenvalerat
7e5
Ge5
w 5eb
=9
=
g 4e5
£
2
=
3eb |
2e5
1eb
+
0eQ . - . . y . N .
15 16 17 18 19 20 21 22
Time, min
TIC from 240530_t.wiff (sample 4) - Esfevalerate, +MRM (9 transitions)
1.5e6 19.31
1.4e6
1.3e6 A
° Esfenvalerat
1.2e6
1.1e6
1.0e6
g 9.0e5
= 8.0e5
2z
5 7.0e5
= 6.0e5
5.0e5
4.0e5
3.0e5
2.0e5
1.0e5,]
0.0e0
15 16 17 18 19 20 21 22
Time, min

Obrazek 12. Porovnani chromatogrami fenvaleratu a esfenvaleratu.

Z chromatogramtl je patrné, Ze separace izomerti danych analyti nebyla dostate¢nd, vizualné
ale rozdily pozorovat lze. V nasledujici fazi bylo ovéfeno, Ze ani zménou pritoku, ani sloZzenim
mobilni faze neni mozné separaci izomerti vySe uvedenych latek vyznamné zlepsit. Vybrana
kolona a zavedena metoda je tedy specificka pouze pro stanoveni cyhalothrinu. V piipadé
potieby chirdlni analyzy cypermethrinu je nutné vyuZzit metodika EURL specifickou pro tuto

ucinnou latku (9).

4 Z.avér

S pomoci metodiky EURL byla zavedena metoda pro separaci gamma- a lambda-cyhalothrinu
na chiralni kolon€¢ pomoci LC-MS/MS. Izomery lze bez komplikaci separovat a ovéftit tak, jaka
z ucinnych latek byla pouZita a zda je pozadavek na obsah ve vzorcich splnén. Béhem testovani
metody byla zjiSténa nestabilita standardu gamma-cyhalothrinu. Diky tomuto zjiSténi byly
upraveny podminky skladovani zasobniho roztoku. V ramci prace byly také analyzovany realné
vzorky rostlinného materidlu a postiikovych kapalin. Data byla porovnana s vysledky méteni
pomoci GC-MS/MS. Ve vsech vzorcich byl potvrzen vyskyt uvedené uc¢inné latky. Laboratot

se také zucastnila kruhového testu EURL. Vysledky budou dostupné v zavéreéné zprave.
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Zavedend metoda byla také aplikovana na separaci jinych pyrethroidd, a to cypermethrinu

a fenvaleratu. I po zmén¢ chromatografickych podminek vSak nebylo mozné enantiomery

téchto latek dostate¢né separovat. Tato zavedend metoda s pouzitim vybrané kolony je vhodna

pouze pro separaci enantiomert cyhalothrinu.

5

9]

*

10.
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Zavedeni multiplex PCR pro identifikaci odriud kukufice

Jitka Klempova

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
OdMB, Hroznova 2, 603 00 Brno

jitka.klempova@ukzuz.gov.cz

1 Uvod

Prace navazuje na metodiku zavedenou v rdmci vyfeSeného vyvojového ukolu Zavedeni
metody zaloZzené na analyze mikrosateliti (SSR markerd) pro identifikaci odriid kukufice.
Soucasna metodika je zaloZena na analyze 12 mikrosatelitnich markert, pticemz kazdy lokus
je amplifikovan a analyzovan v samostatné singleplex rekaci. Pfevedeni stavajiciho protokolu
na multiplex PCR umoziuje amplifikaci vice cilovych sekvenci v jedné reakéni smési,

coz zasadné¢ snizuje provozni néklady a zrychluje cely proces genotypizace.

2 Cil

Predmétem této prace je uspotradat analyzu SSR markert do nékolika multiplext s cilem

dosavadni metodiku komplexné zefektivnit.

V ramci feSeni bude navrzeno a optimalizovano nékolik variant multiplexd, pfi¢emz kazda sada
bude obsahovat dva a vice part primerti. Dtlezitym kritériem pro navrh mulitplexnich reakci
je dostatecna délkova odlisitelnost vyslednych PCR produktt. Pro pfesnou separaci a detekci
pomoci kapilarni elektroforézy by se analyzované fragmenty mély liSit v idedlnim ptipadé
alespont 0 20 bp. Pfiprava multiplexii vyzaduje rozsahlou optimalizaci reakénich podminek
PCR anasledné fragmentaéni analyzy. Pro zvySeni efektivity multiplexovani a feSeni problému
s prekryvajicimi se délkami fragmenti mohou byt pro nckteré lokusy navrZzeny
a optimalizovany upravené primery, které poskytnou delsi a 1épe rozliSitelné amplifikacni

produkty.
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3 Material a metody

3.1 Pristrojové a technické vybaveni

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul.

Centrifuga na desticky.

Fragmentovy analyzator Fragment Analyzer (Advanced Analytical).
Mikroobjemovy UV-VIS spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
Minicentrifuga.

PCR box.

Termocyklér C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad).

Vortex.

Vyrobnik ledu.

3.2 Chemikalie

Reagencie pro PCR

Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen)

SloZeni kitu: 2x Type-it Multiplex PCR Master Mix, 5x Q-Solution, RNase-Free Water.
Amplifikacni primery 100uM (Generi Biotech).

PCR voda.

Reagencie pro fragmentacni analyzu

dsDNA 905 Reagent Kit (1-500bp) (Agilent).

SloZzeni kitu: dsDNA Separation Gel, Intercalating Dye, 5x 930 dsDNA Inlet Buffer,
5% Capillary Conditioning Solution, Dilution Buffer 1x TE puft, 1 bp a 500 bp Markers,
35 — 400 bp Range DNA Ladder, Mineralni Oil.

Capillary Storage Buffer (Agilent).

3.3 Testovany material

-----

spektrum pozorovanych alel pro vSechny testované lokusy. Jako vychozi material byla pouzita

archivovanad genomova DNA extrahovana v ramci rutinnich analyz v pfedchozich letech.
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Tato DNA je uchovavéna pfi teploté -70 °C, ¢imz je zajiSténa jeji dlouhodoba stabilita
a integrita. Koncentrace vSech vzorkii DNA byla pfemétena spektrofotometricky a nasledné

nafedéna na pracovni koncentraci 10 ng/pl.

Tabulka 1. Seznam vzorku kukufic.

Cislo Odrida Pracovni | Cislo Odrida Pracovni

oznaceni oznaceni
1 kw5g7508 K16 11 KXC0312 K233
2 kw6f576bt1 K17 12 RH18043 K254
3 kw6h1002 K18 13 SM668 K259
4 NM502 K26 14 EW2711 K269
5 Juri CS K48 15 CET172395 K282
6 Cegura K55 16 LZM270/37 K303
7 ES Amulet K71 17 CB21 CMS K315
8 Balasco K91 18 RGT Axxional K341
9 KWS 3356 K113 19 EG7329 x EG7B36 K356
10 EG3014 K228 20 |SH27/07-7 x SH27/07-22| K357

34 Pracovni postup

Analytické postupy zahrnujici sestaveni PCR reakce a naslednou separaci amplifikovanych
produkt vychazeji z jednotnych pracovnich postupt (JPP: PCR (Type-it Microsatellite PCR
Kit); Fragmentacni analyza (DNF-900 dsDNA Reagent Kit)) platnych pro rutinni analyzy
za ucelem identifikace odriid pomoci SSR markeri. Zavérecnd faze obnasi vyhodnoceni
a interpretaci ziskanych dat z fragmentacni analyzy (JPP: Vyhodnoceni vysledka a tvorba

databaze profilit DNA).
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Tabulka 2. Seznam 12 SSR markeri pro genotypizaci kuku¥ic. Udaje pro piedpokladané
rozmezi a pocet detekovanych alel vychazeji z analyzy vice nez 380 vzorki kukufic
odr. 2017.

Marker Chromozom | Motiv repetice | Délka alel (bp) Pocet alel
bnlg1129 9 (AG)12 185-203 6
phi015 8 AAAC 89-109 4
phi083 2 (AGCT)2 133-145 4
phi102228 3 AAGC 126-134 3
phil109275 1 AGCT 132-150 3
phi233376 8 CCG 140-160 7
umc1061 10 (TCG)s 105-112 3
umcl117 4 (TCGCA)4 136-147 3
umc1133 6 ATAC 96-108 3
umc1448 2 (GCT)s 142-152 7
umc1478 5 (GGAG)4 142-148 3
umc1545 7 (AAGA)4 73-87 4

3.4.1 PCR reakce

Amplifikace 12 SSR markert je uspofadana do tii multiplexnich a tfi samostatnych reakci.
Pro namnozeni téchto cilovych sekvenci se pouziva komercni kit Type-it Microsatellite PCR
(Qiagen), ktery je piimo urcen pro genotypové analyzy probihajici v multiplexu. V ptipadé
multiplex PCR se pfipravi 10x primer mixy obsahujici 2 pM — 4 puM pfislusnych primert
(Tabulka 4). Redi se vodou pro PCR, neni-li uvedeno jinak. Reakéni smés pro vlastni PCR
obsahuje mastermix a templatovou DNA. Slozeni mastermixu je uvedeno v Tabulce 5a a 5b.
Jednotlivé komponenty se pipetuji v poradi, ve kterém jsou uvedeny v tabulce, smes
se promichd jemnym propipetovanim, kratce sto¢i na minicentrifuze a rozalikvotuje po 10 pl
do oznacenych PCR zkumavek. Nasledné se do reakce piidava 2,5 pl templatové DNA
(v ptipade beztemplatové kontroly 2,5 ul vody), celkovy reakéni objem ¢ini 12,5 pl. Reakcni
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podminky jsou optimalizovany na C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad). Teplotni profily
a jednotlivé kroky PCR jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 3. Sekvence specifickych primeri, teplotni protokoly (TP) a pFifazeni
k prisluSnému multiplexu (MP-K,L,N).

Marker F primer (5'— 3") R primer (5'— 3°) PCR Set
bnlg1129 GAG AGT ATG CTA CTC GCC GC GAC GAG TTT GGA GTG CCA TT TP5 MPK
phi015 GCA ACG TAC CGT ACC TTT CCG A ACG CTG CAT TCA ATT ACC GGG AAG TP5 MPK
phi083 CAA ACA TCA GCC AGA GAC AAG GAC ATT CAT CGA CGC GTC ACA GIC TAC T TP5 MPK
phi102228 ATT CCG ACG CAA TCA ACA TTC ATC TCC TCC AGG AGC CTT TP1 MPL
phi109275 CGG TTC ATG CTA GCT CTG C GTT GTG GCT GTG GTG GTG TP1 MPN
phi233376 CCG GCA GIC GAT TAC TCC CGA GAC CAA GAG AAC CCT CA TP SP2 -
umcl061 AGC AGG AGT ACC CAT GAA AGT CC TAT CAC AGC ACG AAG CGA TAG ATG TP1 MPN
umclll? AAT TCT AGT CCT GGG TCG GAA CTC CGT GGC CGT GGA GTC TAC TAC T TP SP1 -
umcl133 ATT CGA TCT AGG GTT TGG GTT CAG GAT GCA GTA GCA TGC TGG ATG TAG TP1 MPL
umcl448 ATC CTC TCA TCT TTA GGT CCA CCG CATATACAGTCTCTTCTGGCTGCTCA | TP QP _
umcld78 GAG AGT ATG CTA CTC GCC GC GAC GAG TTT GGA GTG CCA TT TP1 MPL
umcl545 GCA ACG TAC CGT ACC TTT CCG A ACG CTG CAT TCA ATT ACC GGG AAG TP1 MPN

3.4.2 Fragmentacni analyza

Ziskané PCR produkty se separuji a detekuji metodou kapilarni elektroforézy. Vzorky
se separuji ve 12 kapilarovém fragmentacnim analyzatoru od firmy Advanced Analytical
(experimentalni protokol DNF-905-55 — DNA 1-500bp.mthds), nésledné se vyhodnocuji
prostfednictvim programu PROSize™ 3.0 Analytical Software. Pro kvalitativni analyzu
dsDNA fragmentli o velikosti 35 bp - 500 bp se vyuziva komeréni soupravy dsDNA 905
Reagent Kit (1-500 bp). Vzorky se pied fragmentacni analyzou osmkrat fedi 1x TE pufrem,
ktery je soucasti kitu, pficemz celkovy objem musi byt minimalné 30 pl (28 pl 1x TE + 4 pl
PCR produkt). Analyzou surovych dat se ziskaji udaje o velikosti (bp) separovanych dsDNA
fragmentll. Data jsou standardizovana na dolni (LM, 1 bp) a horni (UM, 500 bp) kvalitativni

marker, DNA Ladder o rozsahu 35-400 bp slouzi jako hmotnostni standard a je analyzovan
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paraleln¢ se vzorky. Pro spravné sestrojeni kalibrac¢ni kiivky musi byt detekovano vSech 9 pika
DNA Ladderu. V kazdém béhu (véetné beztemplatové kontroly PCR) musi byt detekovan
rozeznatelny pik pro LM a UM.

Tabulka 4. SloZeni 10x primer mixu pro multiplex PCR (100 pl).

Zasobni primer 100pM Objem (pl) Finalni koncentrace (uM)
10x MPK (1) primer mix
PCR voda 76 -
F phi015 4 4
R phi015 4 4
F phi083 4 4
R phi083 4 4
F bnlg1129 4 4
R bnlg1129 4 4
10x MPL (2) primer mix
PCR voda 88 -
F umc1133 2 2
R umc1133 2 2
F phi102228 2 2
R phil02228 2 2
F umc1478 2 2
R umc1478 2 2
10x MPN (3) primer mix
PCR voda 88 -
F umc1545 2 2
R umc1545 2 2
F umc1061 2 2
R umc1061 2 2
F phil109275 2 2
R phil09275 2 2
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Tabulka Sa. SloZeni reak¢ni smési (12,5 pl) pro singleplex PCR.

Slozka Finalni koncentrace Objem na reakci (ul)
PCR voda - 2,75
Type-it PCR Master Mix, 2x Ix 6,25
Forward primer (10nM) 0,4uM 0,5
Reverse primer (10uM) 0,4uM 0,5
Templatova DNA (10 ng/ul) 25 ng 2,5

Tabulka 5b. Slozeni reakéni smési (12,5 pl) pro multiplex PCR.

Slozka Finalni koncentrace Objem na reakci (ul)
PCR voda - 1,25
Q-Solution, 5% 0,5% 1,25
Type-it PCR Master Mix, 2x Ix 6,25
10x MP Primer Mix (viz Tabulka 4) 0,2/0,4uM 1,25
Templatova DNA (10 ng/pl) 25ng 2,5
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Tabulka 6. Teplotni profily PCR.

Parametry programu
SSR Nazev programu Set | Pozn.*
Teplota (°C) Doba (s) Pocet cykla
95 300 1
95 30
phi015 63 90 35
phi083 TP5.prcl MPK | MP
bnlg1129 72 60
68 600 1
4 hold
95 300 1
umcl133
phil02228 95 30
umcl478 60 90 35 MPL
TP1.prel MP
umcl1545 72 30 MPN
umc1061 68 600 1
hi1092
phil09275 4 hold
95 300 1
95 30
TP_SPI 66,5 60 35
umc}ii; umc1117-66,5st.prcl - SP
ume umc1448-66,5st.prcl 72 30
68 600 1
4 hold
95 300 1
95 30
. TP _SP2 68 60
Phi233376 | 1 11i233376-68st.prcl 7 30 39 ; SP
68 600
4 hold 1

*multiplex (MP), singleplex (SP) uspotadani

3.4.3 Vyhodnoceni a interpretace dat

Primarni data se dale pfevadéji do binarni matice a statisticky se zpracovavaji pro urceni

genetické podobnosti (GS) mezi jednotlivymi odridami. Na zakladé¢ ptitomnosti (1)

¢1 neptitomnosti (0) alely se pro kazdy vzorek sestavi alelicky profil (reprezentovany bindrni

matici) pro vSechny SSR markery. Maticovy soubor se vyhodnoti ve statistickém programu

PAST (Paleontological Statistics) ver. 3.17 stanovenim koeficientu podobnosti podle Jaccarda.

25




Informaci o vzajemné genetické odliSnosti (GD) lze ziskat jednoduchou transformaci
GD =1 - GS. Vizualizace vyslednych dat (genetickych podobnosti) sestrojenim dendrogramu

se provadi metodu parovani pomoci nevazenych aritmetickych praméri (UPGMA).

4 Vysledky a diskuse

V soucasné dobé je pro genotypovani kukufice zavedena metodika zaloZzena na analyze 12 SSR
markerd (Tabulka 2), pficemz kazdy lokus se analyzuje v samostatné singleplex reakci.
Pro kazdy vzorek je potieba udélat 12 PCR a nasledné pro kazdy produkt zvIast' provést
kapilarni elektroforézu. Za Gcelem sniZzeni ceny a ¢asové narocnosti genotypizace je vhodné
testovani provadet v multiplexu, kdy je v jedné reakei analyzovéano vice markert najednou.
Obvykle se pii genotypovani pouzivaji fluorescencné znacené specifické primery (rtizné
kombinace fluorescen¢nich barev) a lze tak v jedné reakci analyzovat i ptekryvajici se lokusy.
BéZné rozsifené kapilarni genetické analyzatory jsou schopny soucasné detekovat az pét
barevnych spekter. Nicméné stavajici fragmentovy analyzator (Advanced Analytical)
vicekanalovou detekci neumoziuje, takze pii navrhu multiplext je markery potieba slucovat
tak, aby byly jednoznac¢né odlisitelné podle délky vyslednych fragmentt. Z informaci
o jednotlivych SSR (Tabulka 2) je patrné, Ze tvorba multiplexd s vyS$§im poctem markert
je do jisté miry omezena tim, Ze pro velkou ¢ast markert je velikost pozorovanych alel mezi
120-150 bp. I ptesto niz§i multiplexy (2-4 SSR) ptedstavuji vyrazné zefektivnéni analyzy.
Pfevedeni do multiplexniho formatu vyzaduje rozsdhlou optimalizaci reakénich podminek
aoveéfeni kompatibility vSech primerti v jedné reakéni smési. Predpokladem tuspéSného
multiplexu je nastaveni experimentalnich parametrii tak, aby byla zajiSténa vyvéazZena
a specificka amplifikace vSech cilovych lokusi asoucCasn€é se minimalizoval vyskyt

nespecifickych produktt.
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4.1 Navrh a optimalizace multiplex PCR

Pro prvotni screening bylo sestaveno 18 variant multiplext, které se li§i kombinaci markert
pritomnych v reakéni smési (2-3 SSR). Tim se ovéfilo, jestli dochazi k amplifikaci vSech
ocekavanych fragmentti v porovnani se singleplex reakcemi a jestli nedochazi k nezadouci
interakci mezi primery, coz by negativné¢ ovlivnilo pribéh reakce. Testovani probéchlo
na Ctyfech vzorcich, které byly vybrany s cilem pokryt co nejvice zndmych alel a soucasné
aby alespon n¢kolik lokusti bylo heterozygotnich. Heterozygotni vzorky byly pouzity zamérmng,
protoze u nich byva intenzita signalu niz§i, ¢asto na hranici detekce, oproti optimalnim
vysledkim u homozygotnich vzorkd. Na uvod byly zvoleny tfi rtizné teplotni protokoly
pro PCR. TPA (95 °C/5 min; 35x (95 °C/30 s; 66 °C/60 s; 72 °C/30 s); 68 °C/600 s; 4 °C/hold)
vychazi z reakénich podminek pro stavajici singleplex reakce, TPB (95 °C/5 min; 33x
(95 °C/30s; 60 °C/90 s; 72 °C/30 s); 68 °C/600 s; 4 °C/hold) se lisi teplotou (Ta), dobou
annealingu (ta) a poctem cykli. Pro n¢kolik vybranych kombinaci markert, kde se optimalni
teplota (Tm) pro nasedani ptislusnych primera vyrazné lisi, byl otestovan jesté protokol TPC
s niz8i T2 (63 °C) oproti TPA. SloZeni reakéni smési, vstupni mnozstvi templatové DNA (25 ng)
a teplotni profil amplifikace vychazely z ptedchozich zkuSenosti s optimalizaci parametrd PCR
a z doporuceni manudlu kitu. Pro vychozi sloZeni reakéniho mixu byla zvolena 0,2 uM
koncetrace primert, a reakéni objem 12,5 pl. Bylo provedeno porovnani délky produktii oproti
singleplexu a kontrola neZadoucich vedlejSich produktli, které by komplikovaly odecet
vysledku. Pfi porovnani intenzity signalu a ostrosti jednotlivych pik se TPA neukdzal jako
optimalni. Nejc€astej$i problémy spocivaly v nizkych intenzitach fluorescen¢niho signalu,
nerovnomérné amplifikaci jednotlivych markerti a v nékolika pfipadech za danych podminek
amplifikace viibec neprobéhla (Obrazky1 a 2). Protokol TPB s niz§i T a delSi dobou annealingu
dava pftijatelné vysledky pro vétSinu testovanych variant multiplexii. Z téchto variant by bylo

mozné vybrat nékolik kombinaci, které by snizily celkovy pocet reakci z dvanécti na polovinu:

- 3x MP pro 3 SSR a 3x SP (celkem 6 reakci)
- 2x MP pro 3 SSR, 2x MP pro 2 SSR a 2x SP (celkem 6 reakct).
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Obrazek 1. Priklad alel s nizkym signdlem (MP pro umcl1061 a bnlg1129). Porovnani
intenzity signalu za podminek TPA (K356: 0,5/5,0 RFU; K357: 0,6/4,0 RFU) a TPB (K356:
3,9/6,4 RFU; K357: 3,2/4,5 RFU).

Ve snaze o dal$i zefektivnéni byly navrzeny 4 varianty multiplexti pro 4-5 SSR, testovanych
pti protokolech TPA a TPB. Vice markerti do jedné rekace uz nakombinovat nelze, aby
nedochazelo k prekryvu alel. Za podminek TPA nedoslo k amplifikaci vSech markert
v multiplexu, TPB poskytl ptijatelné vysledky pro dvé kombinace MP pro 5 SSR (Obrazek 3)
a jeden MP pro 4 SSR. Za ucelem dal$iho sniZeni celkového poctu reakci na pét, byl k témto
multiplextim navrzen set pro 3 SSR. Tato kombinace se ale neosvédcila z divodu vysokého
rizika chybného prifazeni alel. Konkrétné by to mohlo nastat v disledku ptekryvu vedlejsiho
produktu (~145 bp), ktery byl detekovan spolecné s alelou (D) pro phi083, a nejkratsi alely (A)
pro umc1448 (~144 bp).
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Obrazek 2. Porovnani vysledku multiplexu pro 3 SSR p¥i TPA a TPB (MP pro umc1133,
phil02228 a umc1478). Za podminek TPA nedoslo k amplifikaci phi102228.
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Obrazek 3. Priklad multiplexu pro 5 SSR (umc1545, umc1061, phil02228, phi233376,
bnlg1129), teplotni protokol TPB.

Jako findlni uspofadani byly pfedvybrany tfi stabilni multiplexy po 3 SSR (sety oznaceny MPK,
MPL, MPN), které¢ v kombinaci s analyzou zbyvajicich 3 SSR v singleplexu snizi celkovy pocet
reakci na 6. Toto usporadani je podrobné popsano v kapitole 3. Material a metody (podkapitola
3.4.1 a Tabulka 4).

- MPK: phiO15, phi083, bnlg1129

- MPL: umc1133, phi102228, umc1478

- MPN: umc1545, umc1061, phi109275

Pro tyto vybrané multiplexy bylo optimalizovano findlni sloZeni reak¢éni smési (testovany
koncentrace primerti: 0,2 uM, 0,3 uM a 0,4 uM) a upraven teplotni protokol PCR (Ta 60 °C,
63 °C a 66 °C; ta 90 s; text 30 s a 60 s; pocet cykli 33 a 35). Optimalni slozeni a teplotni profily
(TP1, TPS) jsou uvedeny v Tabulce 4. a 6. Aby se minimalizovalo potenciondlni riziko
chybného odectu, byly testovany vzorky se zastoupenim nejdelsi a nejkratsi alely pro kazdy
marker. Pro kontrolu dostate¢né intenzity signalu (RFU) byly otestovany vybrané heterozygotni
vzorky. Vysledky jsou srovnatelné s analyzami provedenymi v singleplexu, pficemz v oblasti

zajmu nebyly pozorovany zadné dalsi nespecifické vedlejsi produkty.
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4.2  Analyza vyslednych dat

Funk¢nost optimalizovanych multiplext byla finalné ovéfena na celém souboru 20 vybranych
vzorkli kukufice (Tabulka 1), ukazky vyslednych elektroforeogrami jsou uvedeny
na Obrazcich 4 a 5. Vystupem analyzy jsou udaje o velikosti jednotlivych alel udavané v parech
bazi (Tabulka 7), jejichz kombinaci pro vSechny testované markery se ziskd DNA (alelicky)
profil vzorku. Vysledné alelické profily ziskané analyzou 9 SSR v multiplexech MPK, MPL

a MPN (Tabulka 8) pfedstavuji referencni data pro budouci rutinni analyzy.

Tabulka 7. Prehled pozorovnanych alel pro 9 testovanych SSR markeri u 20 vzorki

kukufic.

MPK MPL MPN

phi015 phi083 bnlg1129 | umcl133 | phi102228 | umcl478 | umc1545 | umcl061 | phi109275

89-109 (AAAC) |133-145 (AGCT),| 185-203 (AG), | 96-108 (ATAC) | 126-134 (AAGC) |142-148 (GGAG),| 73-87 (AAGA), | 105-108 (TCG), | 132-150 (AGCT)

A |9 | A |13| A [18]| A | 9% | A |126| A [142| A | 73| A |105] B | 138
B (103 B |137| B (193 B |104| B |130| B (148 B | 81 | B [108| C | 150
C |109| C (141 | C |195| € |108| C |(134| D |146| C | 83 E | 132
D |8 | D |145] D |19/ D | &

F | 201

G | 203

Pro heterozygotni lokusy byl pozorovan zvySeny vyskyt vedlejSich produktli, cozZ je ziejmé
napiiklad u vzorku K71 (Obrazek 5). Pritomnost vedlejSich produkti mize zasadnim zpiisobem
komplikovat spravny odecet alel. Pii vyhodnocovani takovych problematickych vzork
je potieba spravné rozliSit, kdy se jedna o vedlejsi produkt jednoho markeru a kdy jde

o skute¢nou alelu jiného markeru v daném multiplexu.

Pii ndvrhu multiplext byla snaha seskupovat markery tak, aby byly vzdjemné délkové
odlisitelné alespoii o 20 bp. Nicméné zfidka se mohou vyskytnout kritické kombinace, kdy
je detekovana nejdelsi alela jednoho markeru a nejkratsi alela druhého. To se projevilo u vzorku
K16 (Obrazek 4), kde je tato vzdalenost mensi nez 10 bp. V takovych ptipadech je pro spravné
pfifazeni fragmentu klicové vyuZzit zndmé alelické rozmezi pro dany lokus. Pfesné vyhodnoceni
takovych hrani¢nich elektroforeogrami a spolehlivé rozliSeni mezi alelou a vedlejSim

produktem vyzaduje urcité zkuSenosti.
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Tabulka 8. Alelické profily ziskané analyzou 9 SSR ve tfech multiplexech (MPK, MPL,

MPN).
o QR o 8 R
L) [Tp] o 00 L) mn (12) o0
S| 8|[w|lw|3|S|S|AS S| 8| w|le|S|IN|S|AS
w|g|l2|8|T|23|2(T| T (2|2 |8|2|2|28|T|
= E|l | = E|l | = € € = E|l | = E|l=| = £ €
i) =1 Q. Q. 3 [«5 o =] =] ] =] (-3 o > Q. Q. > >
K16 F B B A C C B A A |K233( BF | A B |AB| C |AC| B |AC| A
K17 [ A A B A A A B C A |K254( FG| A [BC|{CD| C A |EB| A A

KiI8| A| A | B BfC|C|[C]|C B [K259| B | A| B | A|B|A|B C| A

K26 | D| A|A]| A D| B B C| A [K269| FG | B B | A|AC|AB|EC|[AB| A

Ka8 | BD| B | AB|AC| C [AC|EB| A |AD|K282|DG| A (AB| A | C |AC| B |AB| A

K55| G | AB| A |AB|(AC| A |[EB|AB| A |[K303|DF | A |AB|AC|CD| A |EB| C [AD

K71 | BG| B |AB| AC|AB| A E|[AB| A |K315| G | B D|A|C|A]|B B | A

K91 | AF | B B [BCD| C |AC|BC|AC| A |K341| F | A | B |AB|AC| A | B [AC]|AD

K113( FG| B |BC| A | C |AC|{BC|(AB| A |K356| D | A| A|[ C |[CD|AC|EB| C A

K228 G A| B | A|C B B | A | A |K37| F A B|A|C|A|B/|AB|A

5 Zavér

Plvodni metodika, zaloZend na analyze 12 SSR markerd v 12 samostatnych singleplex PCR
reakcich, byla v ramci prace uspé$né prevedena do formatu tfi stabilnich multiplex PCR reakci
po tfech SSR markerech a tfi singleplex PCR reakci. Tim se podatilo snizit celkovy pocet
pozadovanych amplifikanich reakci (a naslednych analyz vyslednych produkti kapilarni
elektroforézou) z dvandcti na Sest, coz pfedstavuje usporu 50 % v poctu reakci a vyrazné
zefektivnéni laboratorniho postupu.

Byly navrZeny a ovéfeny optimalni reakéni podminky pro dosaZeni co nejvice rovnomérné
a specifické amplifikace vSech cilovych lokusti v multiplexech. Upravend metodika byla
pozorovanych alel pro vSechny testované lokusy. Ziskané alelické profily potvrdily, ze nova
metoda poskytuje srovnatelné a spolehlivé vysledky s ptivodni singleplex metodou.

Cil prace, komplexni zefektivnéni metodiky z hlediska ¢asové naro¢nosti, spotfeby reagencii

a finan¢nich nakladu, byl splnén.
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Stanoveni obsahu kifemiku v hnojivech metodou ICP-OES

Vaclav Rypl, Libuse Tiumova, Barbora Schimmerova

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

vaclav.rypl@ukzuz.gov.cz

1 Uvod
V soucasné dob¢ vzrista pocet pozadavkll na stanoveni obsahu kiemiku v hnojivech. S tim
souvisi pozadavek na zvysSeni pfesnosti a spravnosti stanoveni a nahrazeni puvodni titracni
metody zatizené interferencemi efektivnéj$si metodou. Pro préci se pouzily vzorky hnojiv
vybrané ve spolupraci s pracovniky Odd¢leni hnojiv v Praze. Vzorky byly analyzovany titra¢ni

metodou a vyvijenou metodou ICP-OES.

2 Material a metody
2.1 Chemikalie

2.1.1  Deionizovana voda.
2.1.2  Hydroxid sodny, NaOH, p.a.
2.1.3  Hydroxid sodny, fedény, NaOH = 1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml plastové odmérné banky se navazi 40,5 g NaOH (2.1.2), ptida se
ptiblizn¢ 400 ml deionizované vody (2.1.1) a rozpusti se. Bailka se nésledné
po vytemperovani doplni deionizovanou vodou po znacku a diikladné protiepe.

2.1.4  Hydroxid amonny, NH4OH, vodny roztok, 25 %, p.a.
2.1.5 Hydroxid amonny, 100 % fedény, NH4OH = 0,25 %.

Ptiprava: Do 1000ml plastové odmérné banky se ptidé ptiblizné 400 ml deionizované
vody (2.1.1), pomoci odmérného vélce se ptfidda 10 ml NH4OH (2.1.4), néasledné
se po vytemperovani baiikka doplni deionizovanou vodou po znacku a diikladné
protiepe.

2.1.6  Chlorid sodny, NaCl, Suprapur, 99,99 %, Merck.
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2.1.7  Hydroxid amonny, 100 x fedény s ptidavkem NaCl, NH4OH = 0,25 %.

Ptiprava: Do 1000ml plastové odmérné banky se navazi 0,1182 g NaCl (2.1.6), ktery
se rozpusti v pfidanych 400 ml deionizované vody (2.1.1). Do baiiky se pak pomoci
odmérného valce ptidad 10 ml NH4OH (2.1.4) a po vytemperovani se doplni po znacku
deionizovanou vodou (2.1.1).

2.1.8  Zékladni standard Si, 1000 mg/l, Astasol, Analytika.
2.1.9  Pracovni standard Si, 50 mg/Il, matrice H>O.

Ptiprava: Do 100ml plastové odmérné banky se ptida 20 ml fedéného roztoku NH4OH
s ptidavkem NaCl (2.1.7) a potom se pipetuje 5 ml zakladniho standardu Si. Nasledné
se doplni po znacku fedénym roztokem hydroxidu amonného s ptidavkem NaCl

2.1.7).

2.2 Pristroje a pomiicky

2.2.1  Grafitovy mineraliza¢ni blok, Multicube CT, Anton Paar.

2.2.2  Plastové mineralizacni tuby do grafitového bloku.

2.2.3  ICP OES Spectro Arcos 3, Spectro Analytical Instruments, Kleve, Némecko.
2.2.4  Automaticka pipeta s plastovymi Spickami.

2.2.5 Plastové odmérné baiky a dal$i pouzité laboratorni nadobi.

2.2.6  Filtracni papir stfedné husty — Munktell 389, 125 mm.

2.3 Vzorky

Pro vyvoj metody byly pouzity vzorky hnojiv analyzovanych v OdANRL Plzen v letech 2023
az 2025. Dale pracovnici Oddéleni hnojiv pozéadali vyrobce téchto typli materiall o dodani
svych produkti, pfi¢emz vétSina z oslovenych tyto vzorky dodala. Dale byly pouzity dvé Cisté
chemikalie, a to jednak pevny vzorek vodniho skla a kapalny vzorek vodniho skla. Celkem tedy
bylo pro studii pouZito 14 vzorkd, z toho byly dva pevné vzorky a 12 kapalnych vzorki. Vzorky
436 a 438 jsou stejny produkt od stejného vyrobce, ale 1i8i se datem vyroby o dva roky, proto

byli oba zastupci toho samého vzorku ve studii ponechany.
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Tabulka 7. Vzorky.

C. vzorku LIMS 2025 Skupenstvi Nazev vzorku

434 Pevné Metasilikat sodny (Cista chemikalie)
435 (41/2024) Pevné Compo turbo-koteny

436 (173/2023) Kapalné Carbon Si

437 (442/2023) Kapalné Topsil

438 Kapalné CARBON Si

439 Kapalné CARBONBOR Si

440 Kapalné Carbon Ca - Si

441 Kapalné Carbon Cu - Si

442 Kapalné NanoFYT Si

443 Kapalné Vodni sklo (¢ista chemikalie)
444 (372/2025) Kapalné GENAKTIS 1

445 Kapalné Controlphyt Si

459 Kapalné YaraVita ACTILIS

482 Kapalné Astelis 1

2.4 Titraéni metoda stanoveni SiO>

Metoda je urcena piedevsim pro stanoveni SiO2 ve vzorcich zaloZenych na bazi vodniho skla.
Tyto sodné nebo draselné soli kyseliny kiemicité jsou rozpustény za varu v hydroxidu sodném.
Pouziti hydroxidu sodného jako extrakéniho ¢inidla umozni pievést kiemik dostupny ve vzorku
na sodnou stl kyseliny kiemicité a ucinit ho rozpustnym. Nasledné se vzorek neutralizuje
kyselinou chlorovodikovou. Po ptidavku fluoridu sodného dojde k uvolnéni hydroxylu. Vzorek
se poté titruje pomoci HCI a tato spotieba je umérna obsahu SiO» ve vzorku. Titraci 1ze popsat
pomoci nasledujicich rovnic:

Na,SiO; + 2HCl & H,Si05 + 2NaCl

H,SiO3; + 6NaF + H,0 < Na,SiF¢ + 4NaOH
NaOH + HCI & NaCl + H,0

Ze stechiometrie vyplyva, Ze spotfeba 4 mol HCI odpovidaji 1 mol SiO».

Ptesny popis pouzité metody viz Jednotné pracovni postupy, postup 20310.1 Stanoveni obsahu

oxidu kfemicitého titra¢né.




2.5 Metoda stanoveni Si pomoci ICP OES

2.5.1 Extrakce

Varianta A

Do 50ml plastové mineralizacni tuby se piesné navazi ptiblizné 0,5 g kapalného vzorku nebo
0,25 g pevného vzorku. Ptida se 20 ml 1M NaOH (2.1.3) a povaii se 30 min pii 105 °C.
Nasledné se doplni deionizovanou vodou (2.1.1) po znacku a prefiltruje (2.2.6). Nasledné
se odpipetuje 0,5 ml vzorku do 100ml plastové odmérné baiky a doplni zfedénym roztokem
amoniaku (2.1.5) po znacku a dikladné se promicha. Takto upraveny extrakt se pak pouZzije
k méfeni. Stejnym zplisobem se piipravi, pouze bez navazky vzorku, slepy pokus.

Varianta B

Do 50ml plastové mineralizacni tuby se pfesn¢ navazi ptiblizné 0,5 g kapalného vzorku nebo
0,25 g pevného vzorku. Ke vzorku se pak pfida deionizované voda (2.1.1) po znacku a vzorek
se 5 min tfepe v ruce. Extrakt se nefiltruje. Nasledné se odpipetuje 0,5 ml vzorku do 100ml
plastové odmérné banky a doplni zfedénym roztokem amoniaku s piidavkem NaCl (2.1.7)
po znacku a dikladné se promichd. Takto upraveny extrakt se pak pouzije k méteni. Stejnym

zpliisobem se pfipravi, pouze bez navazky vzorku, slepy pokus.

2.5.2 Kalibrace

Pracovni standard s obsahem 50 mg/1 Si (2.1.9) se rozpipetuje podle tabulky 2.
Tabulka 8. Kalibraéni krivka.

Pracovni Banka Pipetovany Redéni Koncentrace
standard objem
mg/1 ml ml X mg/1
St 7 50 50 10 5 10
St6 50 50 5 10 5
St5 50 50 2 25 2
St 4 50 50 1 50 1
St3 50 50 0,5 100 0,5
St2 50 50 0,2 250 0,2
St 1 50 50 0,1 500 0,1
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Plastové banky se doplni po rysku zfedénym roztokem amoniaku s pfidavkem NaCl (2.1.7),

tento roztok se pak pouzije jako kalibracni blank.

2.53  Mgéreni ICP OES

Ptistroj se uvede do provozu podle pokynl vyrobce. Pfistroj se nakalibruje pomoci kiivky
pfipravené¢ podle bodu 2.5.2. Zméii se extrakty vzorkl pfipravené podle bodu 2.5.1.
V nékterych piipadech dojde pfi extrakci pomoci NaOH (varianta A) k vysrazeni vzorku,
potom se pouzije ke stanoveni vodny extrakt (varianta B).
Vysledky mohou byt vyjadieny jako obsah kiemiku v mg/kg nebo s vyuzitim koeficientu
2,1392 prevedeny na SiO: a vyjadieny v hmotnostnich %.

3 Vysledky a diskuse

3.1 Optimalizace a vlastnosti titra¢ni metody
3.1.1 Mez stanovitelnosti titraéni metody

Nejprve byla ur€ena mez stanovitelnosti titra¢ni metody. Barevny piechod je v pifipadé tohoto
stanoveni mimotadné obtizné zachytit a je také mimotadné dlouhy, proto byly pribézné
zaznamenavany hodnoty spotfeby HCI od doby, kdy mél operator poprvé pocit, ze dochazi
k barevné zmén¢, do okamziku, kdy jiz bylo zcela jisté, Ze ke zméné doslo. Délka tohoto
pfechodu pfiblizné odpovidala spotfebé 0,16 az 0,46 ml. Pro vypocet bylo pouZito stanoveni
12 slepych pokust. Trojnasobek ekvivalentu pfepoctu spotfeby na SiO2 byl vzat jako odhad
meze stanovitelnosti. Téchto 12 odhadi bylo zprimérovano s vysledkem LOQ = 1,44 % SiOa.
Jako prakticka hodnota odhadu meze stanovitelnosti pomoci titrani metody pak byla zvolena
hodnota LOQ = 1,5 % SiOx.

3.1.2  Interference titra¢ni metody

Byla identifikovana interference kyseliny borité stanoveni SiO; titraéné. Toto je ptipad vzorku
439 — Carbonbor Si. Titratni metodou bylo dosazeno vysledku 15,8 % Si0», zatimco metodou
ICP OES 0,8 % Si10, kdy vyrobce deklaruje u tohoto hnojiva 1 % SiO». Je zfejmé, Ze metoda
ICP OES poskytuje mnohem realistictejsi vysledek. Interference byla ovéfena navazkou
kyseliny borit¢ 0,3306 g a nésledné byla provedena titrace. Navazka kyseliny borité byla
vypoctena na zaklad¢ faktu, ze ve vzorku 439 bylo naméfeno 5,78 % vodorozpustného boru.

Zvolena navazka pak mé¢la modelovat obsah kyseliny borité ve vzorku 439. Piedpoklad, ze se
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jedna o interferenci doklada fakt, Ze v navéazce 0,3306 g cCisté kyseliny borité bylo titracni
metodou zméteno 14,2 % Si0,. Vzorek 439 zaroven obsahuje Si, coz doklada hodnota 0,8 %
Si0, namétena metodou ICP OES, takze po secteni 14,2 + 0,8 se dostane ocekavany vysledek
15 % Si0», coz je ve velmi dobré shodé s titracni metodou naméienou hodnotou 15,8 % SiO».

3.1.3 Titra¢ni metoda — shrnuti

Z vyse uvedenych skute¢nosti vyplynulo, Ze z porovnani obou metod musely byt vylouceny
vSechny vzorky s obsahem SiO; pod 1,5 % z diivodu nedosazeni meze stanovitelnosti titra¢ni
metody (tj. vz. 440, 441, 459, 482). Vzorek 439 — Carbonbor Si sice piesahl titracni metodou
mez stanovitelnosti, ale musel byt z porovnani vyloucen z divodu interference kyselinou
boritou. To ndm ukazuje limity titracni metody a také potiebu nové metody. Pro kapalné vzorky
s nizkym obsahem Si je titratni metoda nepouzitelna. Vzhledem k tomu, Ze se vyrobci snazi
vytvafet ¢im dal komplexnéjsi produkty, kdy se do hnojiv s obsahem Si snazi ptidavat
mikroelemety, jako napiiklad bor do vzorku 439 ve formé& H3BOs3, jevi se pouZitelnost titracni
metody jako vyrazné¢ omezend, zvlasté v situaci, kdy nejsou k dispozici spolehlivé udaje

o slozeni vzorku.

3.2  Optimalizace metody ICP OES

Byly testovany parametry navazka vzorku, Cas, teplota a vhodnost extrakéniho ¢inidla. Dale

byly optimalizovany podminky méfeni.

3.2.1 Optimalizace navazky

Pro pevné vzorky byly porovnany navazky 0,05 g, 0,15 g a 0,25 g. Pro kapalné vzorky byly
porovnany navazky 0,1 g, 0,3 g a 0,5 g. Z tabulky 3 a grafu 1 je mozné usoudit, Ze pouZzitd
navazka nema vliv na vysledek. Z té€chto dat tedy usuzujeme, Ze pro pevné vzorky lze pouZit
navazku od 0,05 g do 0,25 g a pro kapalné vzorky lze pouzit navazku od 0,1 g do 0,5 g.
Z diuvodu zachovani ptijatelné meze stanovitelnosti a kvili Sirokému rozsahu koncentraci Si
v testovanych vzorcich byla jako zakladni navazka zvolena pro oba typy vzorkt ta nejvyssi, t.

0,25 g pro pevné a 0,5 g pro kapalné.
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Tabulka 9. NavazKky vzorki.

Pokus ¢. 1 2 3 1 2 3
Navazka (g) 0,05 0,15 0,25 0,05 0,15 0,25
Pevné Si0:2 (%) S10:2 (%) Si0:2 (%) Primér Primér Primér
434a 43,9 45,0 45,2 43,9 44,9 44,7
434b 43,9 44,8 44,3
435a 39,6 394 38,7 39,8 39,7 39,4
435b 40,1 399 40,2
Navazka (g) 0,1 0,3 0,5 0,1 0,3 0,5
Kapalné Si02 (%) Si02 (%) Si02 (%) Primér Primér Primér
436a 16,1 16,2 16,2 16,1 16,2 16,2
436b 16,1 16,2 16,2
437a 2,07 2,09 2,04 2,1 2,1 2,0
437b 2,04 2,10 2,03
Graf 1. Porovnani navazek vzorki.
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3.2.2  Optimalizace teploty extrakce

U nékterych vzorki miize teplota ovlivnit extrahovatelnost kiemiku tak, ze se sodik snadnéji
navaze na aniont kyseliny kfemicité a vytvofi jeji sodnou stl, kterd je znama jako vodni sklo,

které je dobfe rozpustné ve vod¢. Vzhledem k tomu, Ze teplota varu 1M NaOH by méla byt
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priblizn¢ 100 °C tak, byly zvolené 2 teploty 105 °C a 110 °C, které byly nastavené na regulatoru
mineralizacniho zafizeni. Vyssi teploty uz nebyly testovany, protoze se pouzivaji plastové
mineralizacni tuby, které jsou sice dimenzovany i na vyssi teploty, ale je zde riziko jejich
poskozeni. Vyssi teploty navic opotifebovavaji rozkladné zatizeni (hotblock). Jako dostacujici
a k instrumentaci Setrnd byla vybrana teplota extrakce 105 °C. Oba pevné vzorky sice vykazaly
pti 110 °C vyssi vysledky (viz tabulka 4 a graf 2), coz na jednu stranu odpovida ptedpokladu,
ale na stranu druhou nelze vyloucit instrumentalni nejistotu jako zdroj této odchylky.
Podrobné;jsi prozkoumani fenoménu neni mozné, protoze v setu 14 vzorki byly pevné pouze
dva vzorky 434 a 435, pticemz vzorek 434 je Cista chemikalie, a pouze vzorek 435 je vzorkem
realnym.

Tabulka 10. Porovnani teplot extrakce.

Teplota 110 °C 110 °C 105 °C 105 °C
Si02 (%) Primér Si02 (%) Primér

434a 454 45,0 444 44,1

434b 44,7 437

435a 39,0 38,8 36,7 36,2

435b 38,6 35,7

436a 15,8 15,9 15,9 16,0

436b 16,0 16,0

437a 2,0 2,0 2,0 2,0

437b 2,1 2,0
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Graf 2. Porovnani teplot extrakce.
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323 Optimalizace ¢asu extrakce
Extrakce byla provedena piti 105 °C s navazkou 0,25 g pouze pro pevné vzorky 434 a 435.

Z ptedbéznych pokusi vyplyvalo, ze 10minutova extrakce je nedostate¢na. Byly proto zvoleny
¢asy 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min a 120 min, viz tabulka 5 a graf 3. Z vysledki
vyplyvd, Ze instrumentdlni nejistoty jsou pomérné velké, proto pro zvyraznéni trendu byl
v grafu pouzit klouzavy pramér. Jako dostacujici doba pro extrakci kifemiku byla zvolena doba
extrakce 30 min.

Tabulka 11. Cas extrakce.

Cas (min.) Vz. &. 434 Vz. &. 435
15 43,6 37,4
30 45,0 39,3
45 44,9 39,0
60 44,5 39,7
90 459 39,1
120 45,5 39,7
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Graf 3. Cas extrakce.
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3.24  Vybér extrakéniho ¢inidla
Jako zékladni extrakéni ¢inidlo byl zvolen extrakt v roztoku NaOH (2.1.3) tak, aby byl

co nejpodobnégjsi extrakci pomoci titracni metody s pfedpokladem, Ze dosazené vysledky
budou co nejpodobnéjsi vysledktim ziskanym titraéni metodou. Tento ptedpoklad se podaftilo
¢asteCn¢ naplnit. U vzorkli méfenych titracni metodou s koncentraci vys$$i, nez mez
stanovitelnosti, se dosahuje mirné nizsich vysledkii, nez metodou ICP OES. Nicméné, to je

pravdépodobné zpiisobeno vysokou nejistotou pii odectu bodu ekvivalence titra¢ni metody.

Déle byla otestovana extrakce pouze vodou, protoze u vzorkti 440 — Carbon Ca-Si a 459 —
YaraVita Actilis doslo po pfidani roztoku NaOH (2.1.3) do extrakéni tuby ke vzniku sraZeniny,
kdy nasledné byla v téchto extraktech namétena vyrazné niz$i koncentrace Si neZ ve vodnych
extraktech. U vzorku 459 je kiemik ve formé cholinem stabilizované kyseliny orthokiemicité,
coZ mé umoznit udrZeni kiemiku v rozpustné formé 1 pti relativné€ nizkém pH, po pfidani NaOH
(2.1.3) ktomuto vzorku dojde k vylouCeni kiemiku zroztoku. Lze tedy dovozovat,

Ze pro vzorky s organicky vazanym kiemikem, je moZna jen vodna extrakce.
U vzorku 441 — Carbon Cu-Si sice byla naméfena vyssi koncentrace v extraktu pomoci NaOH

nez ve vodném extraktu, ale v obou ptipadech byly vysledky vyrazné nizsi, nez je deklarovany

obsah Si v hnojivu. Pfi vizudlni kontrole tohoto vzorku bylo zjiSténo, Ze se jednd o suspenzi,

44



coz by naznaCovalo, Ze vzorek je nestabilni a kiemik se vysrazel. To bylo nasledn¢

konzultovano s vyrobcem, ktery potvrdil, Ze vzorek ma byt kapalina a nikoliv suspenze.

Zaveérem z vyse uvedenych zjisténi a pozorovani je, ze je vhodné zvIasté u neznamych vzorkt
provést obé extrakce, jak NaOH, tak vodnou. Dale je vhodné u kapalnych vzorka vizualné
zkontrolovat stav vzorku. Stabilita extraktl i nafedénych extraktl pomoci amoniaku

je minimalné meésic, pokud jsou uchovany v temnu pii laboratorni teploté.

3.2.5 Optimalizace méreni

Byly testovany rizné zptisoby ptipravy kalibracni kiivky, kdy matrice ¢ist¢ vodné a v fedéném
hydroxidu sodném neposkytovaly pfijatelny koeficient determinace. Zvlasté v koncentracich
pod 0,5 mg/l Si se vyskytovaly velké odchylky. Tyto odchylky byly odstranény vybérem
matrice ptiblizné 0,25% NH4OH s ptidavkem NaCl tak, aby se modeloval obsah Na z extrakce
pomoci NaOH. Aby bylo mozné méfit vodné i NaOH extrakty pomoci jedné kiivky, je nutné
vodné extrakty natfedit pomoci 0,25% NH4OH s ptidavkem NacCl.

Je nezbytné pfi ptipravé kiivky nepouzivat sklenéné nadobi. To plati i pro pouzité chemikalie,
kdy je tfeba kupovat amoniak v plastovych obalech a nikoliv sklenénych. I pouzita
deionizovand voda (2.1.1) obsahuje stopy kiemiku, a to v koncentraci ptiblizné (5 — 10) pg/l
Si. Kalibracni kiivky jsou stabilni minimdlné¢ meésic, pokud jsou uchovany v temnu
pfi laboratorni teploté, ale pokud je tfeba provést velmi pfesnd méteni, doporucuje se piipravit

cerstvou kalibracni kiivku ze stejnych chemikalii, které byly pouzity k extrakci.

M¢éteni bylo provedeno na ICP OES s radidlnim pohledem do plazmatu se standardnim
vnaSecim systémem sestavajicim ze Scottovy zmlZovaci komory a Cross flow nebulizéru.
Méfici podminky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 12. Podminky méreni.

Plasma power 1300 W
Coolant gas 14 l.min!
Auxiliary gas 1 l.min"!
Add flow 0,2 l.min"!
Nebulizer gas 0,8 l.min!
Ptivod vzorku 2 ml.min!
Vlnova délka 251,612 nm
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Meéieni bylo provedeno i na dalSich vinovych délkach, a to na 288,158 nm a 212,412 nm, které

ale poskytly horsi detek¢ni limity nez vybrana ¢ara 251,612 nm.

3.3 Vysledky a valida¢ni parametry

3.3.1 Celkové vysledky
Vsechny vysledky jsou uvedeny v tabulce 7. Jedna se o primérné hodnoty z paralelnich

stanoveni.

Tabulka 13. Celkové vysledky.

.

C. vzorku Nézev vzorku ICP OES NaOH Titrace ICP OES vodny
vyluh
Si02 % S102 % Si02 %

434 Metasilikat 44,7 42,1 45,1
sodny

435 (41/2024) | Compo turbo- 39,0 37,9
koteny

436 (173/2023) | Carbon Si 16,0 14,9

437 (442/2023) | Topsil 2,07 1,90

438 CARBON Si 14,9 13,4

439 CARBONBOR 0,79 15,8 0,78
Si

440 Carbon Ca - Si 0,12 <1,5 0,54

441 Carbon Cu - Si 0,14 <L5 0,04

442 NanoFYT Si 19,5 18,1

443 Vodni sklo 27,2 25,5

444 (372/2025) | GENAKTIS 1 1,98 1,99

445 Controlphyt Si 19,4 17,6

459 YaraVita 0,15 <L5 1,08
ACTILIS

482 Astelis 1 1,82 <L5 1,78

Bylyo porovnany titratni metody a metody ICP OES viz graf 4. Z tohoto porovnani byly

vylouceny vzorky 440, 441, 459 a 482 kvuli méfeni pod mezi stanovitelnosti titracni metody

a dale byl vyloucen vzorek 439 z diivodu interference titracni metody.
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Graf 4. Porovnani metody ICP OES a metody titra¢ni.
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Dvouvybérovym parovym t-testem se zamita hypotéza o shod¢ stfednich hodnot na hlading
a =1 %. Metoda ICP OES poskytuje vysledky primémé o 6,7 rel.% vyssi nez titraéni metoda.
Nizsi vysledky dosazené titracni metodou jsou pravdépodobné zpiisobeny chemicko-
analytickymi vlastnostmi titracni metody, tj. velmi obtiZznym uré¢enim bodu ekvivalence, zv1asté
pak v matricich, kdy je pivodni vzorek barevny nebo dojde k zakaleni vzorku b&hem titrace.
Vzhledem k nizké citlivosti titracni metody, jejim pomérné vysokym nejistotam danym obtizné
viditelnym barevnym piechodem a jeji nachylnosti k interferencim Ize tuto metodu povazovat
za mén¢ spolehlivou, neZ je metoda ICP OES. Celkové¢ lze povaZovat vysledek porovnani
metod za uspokojivy, nebot’ korelace vysledkli obéma metodami je vynikajici, Ize tedy dovodit,

ze bod ekvivalence byl sice urCovan konzistentné, ale se systematickou odchylkou.

3.3.2 Spravnost
Spravnost metody ICP OES byla ovéfena pridavkem znamého mnozstvi kiemiku do extrakéni

tuby nebo do banky béhem findlniho fedéni vzorku a byla vypocitana vytéznost viz tabulky
8a9. Vysledky vytéznosti se pohybuji v intervalu (90 — 110) %, spravnost metody lze

povazovat za prokazanou.
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Tabulka 14. Vytéznost v extraktu NaOH.

NaOH Vytéznost
Cislo vzorku %
434 98,3
435 95,4
436 96,7
437 105,5
439 99,6
441 94,8
442 97,7
444 99,3
445 98,0
482 99,5

Tabulka 15. VytéZnost ve vodném vyluhu.

H>O VytéZnost
¢islo vzorku %
434 98,0
439 98,1
440 94,1
441 98,3
459 95,0

3.3.3  Linearita
Pomoci modulu ,,Validce analytickych metod®, ktery je soucasti software Labsystém 7, byla

testovana linearita regresniho modelu se zavérem ,,Linearita prokazana“.

3.3.4  Mez stanovitelnosti
Pomoci modulu ,,Validce analytickych metod®, ktery je soucasti software Labsystém 7, byla

vypoctena mez stanovitelnosti z kontinualniho méteni 10 slepych pokusi.

Varianta metody s extrakci NaOH poskytuje mez detekce LOD = 0,0007898 mg/l a mez
stanovitelnosti LOQ = 0,002633 mg/l, coz odpovida pii pouziti 0,5 g vzorku do 50ml tuby
a nasledném 200 x nafedéni LOQ = 52,7 mg/kg Si.
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Varianta metody s vodnou extrakci poskytuje mez detekce LOD = 0,002325 mg/l a mez
stanovitelnosti LOQ = 0,007749 mg/l, coz odpovida pti pouziti 0,5 g vzorku do 50ml tuby
a nasledném 200% natedéni LOQ = 155 mg/kg Si.

Jako praktickd hodnota meze stanovitelnosti bude pro ob¢ extrakce pouzita hodnota LOQ =400

mg/kg Sinebo LOQ = 0,1 % SiOx.

3.3.5 Opakovatelnost
Pomoci modulu ,,Validce analytickych metod®, ktery je soucésti software Labsystém 7, byla

vypoctena opakovatelnost z paralelnich méfeni.

Varianta metody s extrakci NaOH poskytuje vypoctenou opakovatelnost jako 1,24 %. Jako
prakticka hodnota byla zvolena opakovatelnost 7 %.

Varianta metody s extrakci vodou poskytuje vypoctenou opakovatelnost jako 1,72 %. Jako
prakticka hodnota byla zvolena opakovatelnost 7 %. Pro tento vypocet bylo pouzito pouze

9 vysledku v disledku nedostate¢ného poc¢tu vhodnych vzorkd.

3.3.6  Nejistota

Pomoci modulu ,,Validce analytickych metod®, ktery je soucasti software Labsystém 7, byla
vypoctena nejistota z paralelnich méteni.

Pro extrakci pomoci NaOH byla vypocitana relativni rozSifend nejistota jako 2,48 %.
Jako praktickéd hodnota byla zvolena nejistota 10 %.

Pro extrakci pomoci vody byla vypocitana relativni rozSifend nejistota jako 2,48 %.
Jako prakticka hodnota byla zvolena nejistota 10 %. Pro tento vypocet bylo pouzito pouze 9

vysledki v disledku nedostateéného poctu vhodnych vzorkd.

3.3.7 Srovnani metod

Titracni metoda je nendro¢nd na instrumentaci, pracuje s nejzakladnéjSimi chemikaliemi
a je dostatecné jednoduchi. Umoziiuje stanoveni kiemiku v pevnych i kapalnych vzorcich.
BohuZel ma nedostacujici meze stanovitelnosti a projevuji se u ni vyznamné interference.
Metoda spektrofotometrickd popsana v ISO/TC 134 je ur¢ena pouze pro pevné vzorky. Bohuzel
naprosta vétSina hnojiv obsahujicich kiemik jsou kapalnd hnojiva. Vzorky pouzité pro tuto
studii zhruba reflektuji stav na trhu s hnojivy a vysledkem je, ze vice nez 80 % vzorka
je kapalnych. ISO metoda tedy ani nebyla v této préaci testovana. Metoda ICP OES ma
dostacujici meze stanovitelnosti, je robustni a je jednoducha, je ale narocné na instrumentaci,

umoziuje vSak stanovit kiemik v kapalnych i pevnych vzorcich hnojiv.
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4 Z.avér

Byla vyvinuta rychla, jednoducha a robustni metoda stanoveni kfemiku v pevnych i kapalnych
hnojivech pomoci ICP OES. Tato nova metoda stanoveni kiemiku pomoci ICP OES vykazuje
dobrou shodu s vysledky dosazenymi titracni metodou. Navic poskytuje nizsi detekéni limity
a vyrazn¢ vys$i odolnost proti rusivym vliviim, coz nabyva na dulezitosti v situaci, kdy
se na trhu objevuji nové produkty s komplexnim slozenim. Metoda ICP OES poskytuje

vysledky dostacujici pro potieby ufedni kontroly.

5 Literatura

1. Zalmanova, A., VarmuZova, R., Zbiral,J., Rypl, V., Petrova, J., Niedobova, E., Jednotné
pracovni postupy UKZUZ — Zkouseni hnojiv — 2. vydani — Brno 2015

2. ISO/TC 134 Fertilizers and soil conditioners — Determination of Monosilicic Acid
Concentrations in Nonliquid Fertilizer Materials, 2019

50



Bulletin Narodni referen¢ni laboratore XXX, 2026/1

Ro¢nik: XXX, ¢. 1

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky v roce 2026
Odpovédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Pocet stran: 51

Texty neprosly jazykovou tpravou.

ISSN 1801-9196

51



