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Zavedeni metody GPC ajgi vyuziti pii analyze kala a
krmnych smési
Petra Kosubova

Usttedni kontrolni a zkusebni tstav zemeédélsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
petra.kosubova@ukzuz.cz

1. Uvod

Gelova permea¢ni chromatografie (GPC) je technika pouzivana v riznych oborech,
zejména v molekularné biologickych, biochemickych védach a farmaceutickém pramysiu
k identifikaci a separaci proteinovych fragmentd, bunéénych komponent, geroidi, aj.
Vyznamné uplatnéni nasla GPC pri zpracovani vzorkia potravin, krmiv, environmentalnich
matric a biologickych materidli k analyze pesticidi a dalSich persistetnich organickych
kontaminanta. Technika se pouziva k odgranovani lipidickych a proteinovych slozek,
dispergovanych vysokomolekularnich Itek, prirodnich pryskytic a polymeri rusicich finalni
stanoveni kontaminantti (1).

GPC, oznatovana rovnéz jako vylucovaci chromatografie (size exclusion
chromatography) ¢i filtrace molekulovym sitem, je metoda zaloZena na separaci latek podle
velikosti a tvaru molekul. Stacionédrni faze je tvorena nerozpustnym inertnim porovitym
gelem. Mobilni faze transportuje latky systémem a zpravidla neovliviiuje jejich separaci na
stacionarni fazi. Pro G¢ely environmentalni analyzy se vyuzZivagji bobtnavé hydrofobni gely na
bazi styren- divinylbenzenového polymeru. Stupen zesiténi gelu uréuje oblast tlaku
pouZitelnou pro separaci (1). Nejcasté]i vyuzivanych gelem je Bio — Beads SX3 (40 — 80 um),
dodavany natrh spolecnosti Bio — Rad Laboratories, ktery je charakterizovan 3 % zesiténim a
protitlakem 1 — 2 MPa (2). Firma Watrex nabizi GPC kolonu PAH prep 10 um plnénou
styren- divinylbenzenovym kopolymerem svySSim stupném zesiténi, oznacovanym jako
rigidni gel. Vyhodou téo féze je pouzitelnost do protitlaku 5 MPa a mozZnost zmeény mobilni
féze bez predchoziho bobtnani gelu (3). Dalsi srovnani a pouzitelnost kolon je diskutovana ve
vysledkové ¢ésti.
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Cilem préce bylo optimalizovat postup ptipravy vzorku k analyze polychlorovanych
bifenyli (PCB) a organochlorovych pesticidi (OCP) v ¢istirenskych kalech a rybich
mouckéach. Cideéni extraktu téchto materidltt na SPE kolonkéch s florisilem &i silikagelem
neni dostacujici pro dosaZeni kvalitnich a opakovatelnych vysledki. Cidéni extrakti
alkalickou hydrolyzou bylo nahrazeno gelovou permeacni chromatografii, umoZzaujici analyzu
meén¢ stabilnich pesticidt  (dieldrin, heptachlorepoxidy, a&j.), které pii hydrolytickém
odgtranéni vysokomolekularnich slozek z extraktu podiéhaji degradaci. PredloZena préce déle
obsahuje statistické vyhodnoceni analyzy ¢istirenskych kald, zahrnujici GPC precisténi.

Gelova permeatni chromatografie umoziuje separaci vysokomolekularnich latek, které
negativné ovlivauji analyzu polychlorovanych bifenyli a pesticidnich latek v krmnych
smésich a ¢istirenskych kalech. Podminky GPC byly optimalizovany pro stanoveni PCB 28,
52, 101, 118, 138, 153, 180, dale pro HCB, HCH isomery, DDT a jeho metabolity, aldrin,
isodrin, dieldrin, endrin, heptachlor, heptachlorepoxidy, oxychlordan, chlordany, endosulfany,
methoxychlor a mirex. Technika byla vyuZita ke zpracovani 35 vzorka cistirenskych kalt a 15
vzorku rybich mouc¢ek. Ziskana data byla vyuZita pro satistické vyhodnoceni navrzeného

postupu stanoveni.

2. Material a metody

Princip metody

Sledované analyty a ogtatni lipofilni sloZzky se ze vzorku extrahuji smési hexan- aceton.
Vysokomolekulérni a tukové slozky se z extraktu odstrani gelovou permeacni chromatografii
(GPC). Nésleduje skupinova separace chlorovanych kontaminantti s vyuZzitim adsorpeni
chromatografie na florisilu nebo silikagelu modifikovaném koncentrovanou kyselinou sirovou
(Sil- H2S0,). Vyeisteny extrakt se zkoncentruje, prevede do isooktanu a obsah poZadovanych
analyti se stanovi metodou plynové chromatografie spojené standemovou hmotnostni
spektrometrii (GC- MS/ MS).

Chemikalie
V&chny pouzité chemikalie jsou ¢istoty minimalné p.a, nejlépe viak kvality pro
residudni analyzu. Cistota sorbentti arozpoutédel je sledovana analyzou slepého vzorku.



PouZita rozpoustédla: hexan, aceton, dichlormetan, chloroform aisooktan.

Siran sodny je aktivovan 6 hodin pii 550 °C.

Silikagel 100 (0,063- 0,200 mm) (Merck) je aktivovan 12 hod pri 150 °C a deaktivovan 3 %
destilované vody. Modifikovany silikagel se pripravi smisenim 50 g silikagelu 100 a 27,5 ml
koncentrované kyseliny sirové. Dale je vyuzivan pro SPE silikagel 60 (0,063- 0,200 mm a
0,2- 0,5 mm) (Merck).

Florisil (0,15- 0,25 um, tj. 60- 100 mesh) (Merck) je aktivovan 4 hodiny pii 650 °C.
Pred pouzitim se florisil reaktivuje 5 hodin pii 130 °C.

Standardni roztok PCB 30 a PCB 155 v isooktanu o koncentraci 100 ng/ ml je pouZzit
jako vnitini standard (Absolute Standards). Smésny standard CEN PCB MIX1 (Supelco)
v heptanu o koncentraci 10 pg/ ml obsahujici 12 PCB kongenertt a smésny standard
PESTICIDE- M1X13 (Dr. Ehrenstorfer) v cyklohexanu o koncentraci 10 png/ ml obsahujici 26
pesticidnich latek je pouzit ke kalibraci a nésledné kvantifikaci analytt ve vzorku.

Pristroje a zafizeni a j gich nastaveni

GPC analyzy se provadéji pomoci néasledujici GPC sestavy: HP 1050 pumpa —
nastiikovy ventil Rheodyne (model 7725i) sprepliovaci smyckou (1 ml) — kolona Bio-
Beads S- X3 200- 400 mesh (8~ 500 mm). Prutok mobilni féze (chloroform) je 0,6 ml/ min.
Shéra¢ frakei Gilson FC203B je nastaven pro sbér PCB/ OCP frakce mezi 20 a 40 min
do srdcovych banék o objemu 50 ml. Teflonové filtracni disky 30 mm ™ 0,45 pum.

Chromatograficka separace byla provedena pomoci plynového chromatografu Varian
3800GC na kolon¢ DB- XLB (30 m”~ 0,25 mm~ 0,25 nm) umoznujici déleni kritického paru
PCB 28 a PCB 31. Teplotni program byl nésledujici: 90 °C (1 min), 200 °C (25 °C/ min),
250 °C (4 °C/ min), 280 °C (15 °C/ min), 280 °C (15 min). Splitless nastiik (1 n) byl
proveden do néstrikového portu vyhiatého na 270 °C s linerem srestrikci (3,4 mm id). Pritok
nosného plynu helia o ¢istoté 5.0 byl konstantni (1 ml/ min).

Detekce byla provedena pomoci hmotnostnino spektrometru Varian 1200MS metodou
tandemové hmotnostni spektrometrie. Analyty byly vystaveny elektronoveé ionizaci pti 70 eV.
Teplota iontového zdroje byla nastavena na 200 °C a teplota spojky na 275 °C.
Optimalizované parametry pro detekci pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie byly
nasledujici: tlak argonu v kolizni cele (2,2 mTorr), Sitka m/ z prekursoru (0,7) a produkti
(1,0). Prekursory, produktove ionty a kolizni energie optimélni pro detekci jednotlivych PCB
a OCP jsou uvedeny v SOP 48 (4).



Déle bylo k analyzdm vyuzito nasledujicich zatizeni: extraktor Soxtec Avanti, rotacni

vakuova odparka (RVO), muflova pec, ultrazvukova lazen, laboratorni sklo.

Postup stanoveni

Postup extrakce, ¢isténi a stanoveni PCB/ OCP v rybich mouckéch a kalech je podrobné
uveden v SOP 48 (4).

Odparek extraktu se rozpusti ve 4 ml chloroformu. Mechanické necistoty jsou z extraktu
odgtranény filtraci pies teflonovy disk. Zfiltrovany extrakt (1 ml) se vnese na GPC kolonu a
jima se frakce obsahujici PCB pri analyze kalti nebo frakce obsahujici PCB a OCP pii analyze
rybich moucek. Ta se zkoncentruje na RVO téméi k suchu, pievede do 1 ml isooktanu a
nasleduje docisténi na SPE kolonce.

Kaly se docisti pomoci SPE na kombinované silikagelové kolonce, ze které se euuji
hexanem. Pro ¢i&eéni rybich moucek se pouzije SPE na florisilu, ze kterého se analyty eluuji
50% DCM v hexanu. Vzorek se pred GC-MS/ MS analyzou rekonstituuje do 0,25 (rybi
moucky) nebo 0,5 (kaly) ml isooktanu.

3. Vydedky a diskuse

Vyvoj a optimalizace GPC

Pri analyze stopovych mnozstvi PCB a OCP je nezbytné intenzivni ¢isténi vzorku pred
jeho findlnim stanovenim. V pripadé rybich moucek a cistirenskych kalt je nutné odstranéni
lipidickych a dalSich vysokomolekuldrnich slozek, které nelze pomoci SPE dogtatecné
oddélit. Nejcastéji vyuzivanymi metodami je kysela hydrolyza, alkalicka etanolyza a gelova
permea¢ni chromatografie. Kyselou hydrolyzu a alkalickou etanolyzu Ize pouzit pii analyze
PCB a dalSich chlorovanych aromatickych sloucenin, avsak v pripadé nenasycenych
slou¢enin skyslikatou funkéni skupinou dochézi k jejich degradaci a ztr&ém pri pripraveé
vzorku k analyze. Jako univerzalni metodu odstranéni tuku a vysokomolekularnich latek 1ze
pouzit GPC, pii které dochazi pouze k separaci podle velikosti a tvaru molekul. Zavedeni
GPC umoznilo rozsiteni rozsahu stanoveni o dieldrin, endrin, heptachlorepoxidy, endosulfany
adalsi.

Optimalizace GPC byla provedena pro 31 analyti pomoci roztoku standardu
o koncentraci 100 ng/ ml. Ve dvouminutovych intervalech bylo odebrano 14 frakci o objemu



1,2 ml. Po obohaceni 100 ng vnitiniho standardu byly v jednotlivych frakcich stanoveny
koncentrace vSech 31 analytti pomoci GC- MS/ MS metody. Z elu¢nich profila zndzornénych
na obrazcich 1, 2, 3 byly stanoveny frakce pro sbér PCB (22- 34 min) a OCP (20- 40 min).
Vytéznost GPC pro stanoveni PCB byla 99- 106 %, pro zékladni OCP (HCB, HCH isomery,
DDT a jeho metabolity) 97- 109 % a pro ostatni OCP 83- 112 %. Pocéecni nastaveni GPC
frakci pro sbér PCB nebo OCP pii tlaku 3 bary bylo ovéreno pii kazdém nérastu tlaku na
koloné o 1 bar, zpusobeném zanesenim kolony surovymi extrakty rybich mouc¢ek a kala.
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Obréazek 1. GPC profily z&kladnich OCP

Dale byl optimalizovan celkovy postup c¢isténi vzorku. SPE ¢igténi bylo provedeno dle
CSN EN 1528- 3 na silikagelovém sloupci (5). VytéZnosti byly stanoveny zpracovanim
obohacené matrice (rybi moucky 723/ 2004). Pro spravné vyhodnoceni pokusu byl za
stejnych podminek ptipraven matricovy standard. VytéZznost postupu ¢igténi pro PCB byla
101- 108 % a pro OCP 99- 110 %. Nakonec byl silikagel pro SPE nahrazen florisilem, ktery
[épe zadrZuje zbytkovy tuk po GPC analyze a finalni postup byl ovétren pomoci standardniho
referenéniho materidlu v ramci VU K6/ 2005 (6).

V rdmci optimalizace byla GPC technika porovnana s kyselou hydrolyzou. Extrakt rybi
moucky byl pied SPE ¢i&énim oSetren koncentrovanou kyselinou sirovou. Stanovené obsahy



PCB ziskané obéma pristupy byly srovnatelné, ale extrakt po GPC poskytoval vyrazné vyssi
¢istotu pri findlni GC- MS analyze nez extrakt po kyselé hydrolyze (obr. 4).
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Obréazek 2. GPC profily ostatnich OCP
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Obrazek 4. Srovnani distoty extraktu rybi mouc¢ky po odstranéni tuku kyselou
hydrolyzou a GPC technikou

Dulezitym faktorem ovliviujicim separaci tuku a ostatnich sloZek je volba mobilni faze,
ktera méni stupen bobtnani gelu. DalSi poZzadavky pii volbé mobilni faze je jgji dobra
rozpustnost pro Sirokou Skalu latek a nizka viskozita (1). EPA metoda 3640A popisuje GPC
v systému Bio- Beads a dichlormetan (7), ktery je ¢asto nahrazovan chloroformem slepSimi
rozpou&écimi vlastnostmi. Souc¢asné normy a smérnice vyuzivaji nechlorovana rozpou&eédia,
nejéastéji smes cyklohexan- ethylacetat (5). V aplikacnich listech firma Watrex popisuje vliv
mobilni faze na separaci tuku. V pripadé pouZziti chloroformu nedochézi k Uplnému odstranéni
tuku z extraktu. Zbytkovy tuk miZe predstavovat az 2 % z mnozstvi tuku v surovém extraktu,

coz bylo potvrzeno vazkovym stanovenim odparku GPC frakce extraktu rybi moucky.



Tento nedostatek |ze odgtranit zménou mobilni faze na smés ethylaceta- cyklohexan (1:1)
(obr. 5) (3).
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Obrazek 5. Vliv mobilni faze (3)

Analyza realnych vzorka

V roce 2004 bylo navrzenych postupem zpracovano 16 vzorka rybich moucek, jejichz
vysledky jsou popsany ve VU K3/ 2005 (8) a K6/ 2005 (6). Postup byl dédle vyuzit pii analyze
PCB ve 35 vzorcich ¢igtirenskych kalt. Obsahy jednotlivych PCB a dtatistické parametry
PCB stanoveni jsou piehledné uvedeny v nasledujici tabulce (tab. 1). Analyzu PCB



v Cigtirenskych kalech, zahrnujici GPC, SPE na modifikovaném silikagelu a GC- MS/ MS

stanoveni, |ze provést s praimérnou relativni rozsirenou nejistotou 18 %.

Tabulka 1. Statistické parametry pro analyzu PCB v ¢istirenskych kalech ziskané
z vysledka paralelnich stanoveni

PCB Rozsah Pramérny | Stand. rozSi¥. | Relat. rozsi¥. | Opakovatelnost
kongener | obsahu (ppb)| obsah (ppb) | ngistota (ppb) | ngistota (%) (%)

28 1-70 10,3 21 20 10

52 1-25 6,8 15 23 11

101 5-75 16,3 20 12 6

118 2-25 8,4 1,2 15 8

138 10- 150 34,0 5,6 16 8

153 13- 200 46,9 6,5 14 7

180 10 - 160 38,7 9,2 24 12

4. Zavér

V roce 2004 byla provedena optimalizace podminek pro GPC analyzu matric s vysokym
obsahem tuku a vysokomolekularnich latek. NavrZzené podminky byly ovéreny analyzou
obohacenych vzorki rybi moucky. Metoda byla vyuzita pri analyze ¢istirenskych kala a
rybich moucek. Déle préce piedklada navrhy ke zvySeni efektivity cidténi a statistické
zpracovani vysledki analyz PCB v ¢istirenskych kalech.
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RozSireni stanoveni OCP o dalSi zakazané latky ze skupiny
POP

Fjavl a Tieffova, Petra Kosubova
Ustiedni kontrolni a zkuSebni Ustav zemeédélsky, NRL- RO Brno, Hroznovéa 2, 656 06 Brno
pavlatieffova@ukzuz.cz, petra.kosubova@ukzuz.cz

1. Uvod

Organochlorové pesticidy (OCP) patii mezi persistentni organické polutanty. POPs maji
negativni vliv na Zivotni prostredi a zdravi, zpasobuji reprodukéni a vyvojové poruchy,
zmény imunitnino i endokrinniho systému. Ceska republika v roce 2002 ratifikovala
Stockholmskou Umluvu (1), kterd se v celosvétovém metitku snazi o regulaci POPs
a zavazuje smluvni strany k odstranéni jejich vyroby, zékazu pouzivani nebo alespon o
omezeni pouziti na nezbytné pripady. K pocaecnim 12 POPs patii aldrin, chlordan, DDT,
dieldrin, endrin, heptachlor, hexachlorbenzen, mirex, toxafen, polychlorované bifenyly,
dioxiny a furany. Tyto latky se do ekosystému dostavaji tiemi zakladnimi cestami: jako
pesticidni pripravky, pramyslové chemikdlie a neZédouci vedlgjSi produkty (2). Vyroba
persistentnich chlorovanych pesticida byla zakazéna, vyjimku dostaly prozatim nezastupitelné
pripravky proti termitam, ektoparazitim a prenasecum malarie (aldrin, DDT, heptachlor,
chlordan a mirex). Hexachlorbenzen a DDT jsou je&té povolené jako meziprodukty pri vyrobé
jinych pesticidu (3).

Ze skupiny POP stanovujeme metodou plynové chromatografie s hmotnostné selektivni
detekci indikatorové kongenery PCB a 25 organochlorovych pesticidi ve vSech typech pud,
sedimentech, cistirenskych kalech a vzorcich krmiv s riznym obsahem Zivoc¢isného nebo
roglinného tuku. Predupraveny vzorek (fadné odebrany, vysuseny a zhomogenizovany) se
extrahuje do organického rozpoustédla, extrakt se vycisti a pripravi ke koncové analyze.
Varianty postupu, které umoziuje vybaveni NRL- RO Brno, jsou uvedeny ve standardnim
operatnim postupu akreditovaného stanoveni (4). Vypracovani a validace jednotlivych kroka
byla nejprve provedena pro PCB, HCB, HCH, DDT, DDE a DDD, nebot’ tyto analyty se
v naSich vzorcich nachazeji pravidelné v hodnotach nad mezi stanovitelnosti. Pro ogtatni latky
skupiny OCP bylo treba optimalizovat odliSny postup c¢isténi a vypracovat merici
a vyhodnocovaci metodu na novém pristroji pro GC/ MS/ MS analyzy.
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V roce 2004 ziskala né&rodni referen¢ni laborator nové pristroje z projektu PHARE.
Pro potieby rezidudlnich analyz to byl piedevSim plynovy chromatograf s hmotnostnim
detektorem typu trojnasobného kvadrupdlu, ktery mize pracovat v riznych moédech méreni
véetné chemické ionizace. Novy automatizovany extraktor ASE 100 umoZni regulaci teploty
i tlaku pouzitych rozpoustédel. Pro ¢isténi extraktu vzorki byla porizena sestava pro gelovou
permeatni chromatografii (GPC).

OdzkouSeni a zavedeni novych pristroju je tématem i dalSich vyvojovych ukola. Variabilni
pouzivani dosazitelnych technik pro co nejlepsi analytické vysledky je shrnuto
ve standardnim opera¢nim postupu SOP 30 (5).

POPs stanovujeme v riznych matricich, ngjvétsi mnozstvi koextrakti, které musi byt ¢isticimi
kroky odstranény, obsahuji vzorky cistirenskych kali a krmiva s vysokym obsahem tuku.
PoZadavky na kompletni stanoveni OCP jsou prévé u vzorka krmiv, a proto byla metoda
optimalizovana na vzorcich rybi moucky.

Byla vypracovana a ovéiena metoda stanoveni 25 organochlorovych pesticidia (OCP). Vzorky
byly extrahovany do smési rozpoudtédd hexan-aceton (3:1) a extrakt s pridavkem vnitiniho
standardu byl precidtén a zakoncentrovan vicestupnovym ¢idénim s vyuZitim gelové
permea¢ni chromatografie (GPC) a extrakce na pevné fazi (SPE) s florisilovym sorbentem.
Vycigeény extrakt byl zanalyzovan metodou GC/ MS/ MS, optimalizovanou pro stanoveni 11
z&kladnich latek skupiny OCP (HCB, a, b, g, d - izomera HCH, o, p-~ a p, p’-izomeri DDT,
DDE a DDD) a 14 oganich OCP (aldrin, dieldrin, endrin, isodrin, heptachlor,
heptachlorepoxid, chlordan, oxychlordan, endosulfan, methoxychlor a mirex). Mez
stanovitelnosti byla 0,03- 0,16 g analytu/ kg susiny pro zakladni OCP a 0,02- 0,54 ug/ kg
susiny vzorku pro ogtatni OCP. Spravnost metody byla ovérena analyzou rybiho tuku,
certifikovaného referenéniho materialu SRM 1588a. Tento postup byl pouzit pro stanoveni
vSech OCP v 10 vzorcich rybi moucky.

2. Material a metody
Chemikalie
V&chny pouzité chemikalie jsou cistoty minimané p.a., nejlépe viak kvality pro reziduani
analyzu. Dostatecna ¢istota sorbenti a rozpoustédel je kontrolovana analyzou slepého vzorku.
Rozpoudeédla: hexan, aceton, dichlormetan, chloroform, isooktan.

Florisil (0,15- 0,25 mm), [Merck]; aktivace 4 hod/ 650 °C, reaktivace 5hod/ 130 °C,
deaktivace 3 % vody.
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Silikagel 60 (0,063- 0,200 mm), [Merck]; aktivace 12 hod/ 150 °C, deaktivace 3 % vody.
Siran sodny, aktivace 6 hod/ 550 °C.

Vnitini standardy: PCB 30 a PCB 155, [Absolute Standards]; pracovni roztok 100 ng/ ml
isooktanu.

Smesny analyticky standard: Pesticide MIX 13, [Dr. Ehrenstorfer]; 10 ug/ ml cyklohexanu,
obsahuje 32 analytt pro kalibraci a kvantifikaci OCP a PCB ve vzorku.

Standardni referencni material: rybi tuk SRM 1588a, [NIST]; s certifikovanymi obsahy POP.

Pristroje a pomicky

Plynovy chromatograf Varian 3800 GC, kapilarni kolona DB-XLB [J&W Scientific] (30 m~
0,25mm ~ 0,25 um). Teplotni program pece: 90 °C (1 min), 200 °C (25 °C/ min), 250 °C
(4 °C/ min), 280 °C (15 °C/ min, 15 min). Splitless néstiik (1 pl), teplota injektoru 270 °C.
Nosny plyn He 5.0, pratok 1 ml/ min.

Hmotnostni spektrometr Varian 1200 MS, umoziujici tandemovou hmotnostni spektrometrii.
El ionizace pri 70 €V. Teplota iontového zdroje/ vystupu z GC 200/ 275 °C. Kolizni plyn
Argon 4.6, tlak 2,2 mTorr, Sitka m/z prekurzoru (0,7), produktu (1,0). Prekurzory, produktové
ionty a kolizni energie optimalni pro detekci jednotlivyché analyti jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Optimalizované parametry pro GC/ MS/ M S stanoveni OCP

Analyt Prekurzor Produkty Kolizni LOD
(m/z) (m/z) energie (V) | (pg/néstiik)

HCB 284 214 -30 0,5
HCH izomery 219 181, 183 -10 0,4
DDE 246 176, 211 -30 0,2
DDT, DDD 235 165, 199 -20 0,1
Heptachlor 272 235, 237 -15 0,1
Heptachlorepoxid-A 183 155 -15 0,5
Heptachlorepoxid-B 353 281, 282 -12 1,1
a, y-chlordan 375 301, 303 -12 16,15
Oxychlordan 185 149 -7 0,3
Aldrin, dieldrin, endrin 263 191, 193 -35 0,4, 0,8; 0,8
Isodrin 193 123, 157 -20 0,1
Heptachlor 272 235, 237 -15 0,5
o B-endosulfan 195 159 -10 0,5
M ethoxychlor 227 169 -25 0,2
Mirex 272 235, 237 -15 0,06

GPC-sestavas HP 1050 pumpa, nastiikovy ventil Rheodyne (model 7725i) s piepliovaci
smyckou (1 ml), separacni kolona (8 ©~ 500 mm), naplin Bio- Beads SX3 200- 400 mesh,



mobilni faze chloroform, pritok 0,6 ml/ min. Sbérac frakei Gilson FC 203B, shér OCP frakce
mezi 20- 40 min. Teflonové filtracni disky 30 mm~ 0,45 pm.

Extraktor Soxtec Avanti, rotaéni vakuova odparka (RVO), muflova pec, ultrazvukova lazen,
laboratorni sklo.

Pracovni postup

Podrobny popis je uveden ve sandardnim operatnim postupu tohoto stanoveni
av nasledujicim textu jsou uvedeny odkazy na prislusné kapitoly SOP ¢. 48 (4).

Rybi moucka (10 g) se extrahuje v automatickém extraktoru soxhletového typu Soxtec 80 mi
smési hexan/ aceton v pom¢ru 3:1. (5.4.1.). Extrakt s ptidavkem vnittniho standardu se
zakoncentruje na RVO témé k suchu, odparek se rozpusti v chloroformu a zbavi
mechanickych necistot filtraci pres teflonovy disk. Z takto pripraveného extraktu se nastiikne
1 ml na GPC kolonu a jima se frakce obsahujici OCP mezi 20. az 40. minutou pii rychlosti
pratoku mobilni faze 0,6 ml CHCI3/ min (5.5.4.). Frakce se zgmovymi analyty se odpari
na RVO témeri k suchu, odparek rekonstituovany do 1 ml hexanu se docisti na SPE kolonce
sflorisilem (3.9.1.). Sklenéna kolonka se naplni 4 ml sorbentu, prevrstvi 1 ml bezvodého
NaSO, a nanese se extrakt po GPC. OCP se vymyji 12 ml 50% dichlormetanu v hexanu.
Eludt se odpaii na RVO a odparek rekonstituovany do isooktanu se prevede do vialky pro
koncové GC/ MS/ MS stanoveni.

3. Diskuse avydedky

Extrakce vzorkua

Pro tuto préci byly vSechny typy vzorku extrahovany automatickym extraktorem Soxtec.
Vzorek je umistén do celulézové patrony, nejprve se extrahuje ponoreny do vrouciho
rozpou&édla, potom je vytaZzen a intenzivné promyvan kondenzovanymi parami rozpouseédla
U¢innost extrakce OCP z rybi moucky byla ovéiena pro tii rozpoudédia se stoupajici
extrakeni silou: hexan/ hexan:aceton (3:1)/ dichlormetan (DCM). Rozdily nebyly vyznamné,
ale celkové nejlepsi vysledky byly ziskany pii extrakci do smési hexan/ aceton.

Ci&éni extraktu

Podrobny popis GPC ¢i&eni je uveden ve VU L3/ 2005 (6). Optimalni interval pro sbér OCP/
PCB analytu je 20— 40 min a byl ovéfen analyzou extraktu rybi moucky s pridavkem
standardu. VytéZznost GPC byla v rozmezi 83- 112 % pro v3echny analyty.



Pro SPE kolonky byly odzkouSeny sorbenty Silikagel 100, Silikagel 60 a Florisil, plné aktivni
i deaktivované 3 % vody. Pri optimalizaci eluce zajmovych latek bylo provedeno srovnani pro
toluen a DCM v hexanu (7). Ngjlepsi vysledky byly dosazeny pii pouZziti deaktivovaného
florisilu se 3% vody a eluci 50% DCM v hexanu. Pii promyti Sestinasobkem V, (objemu
rozpou&édla, nutného ke smoceni kolony) byla vytéZznost SPE c¢isténi pro vSechny OCP
v rozmezi 92- 128 %.

Optimalizace GC/ M S/ M S metody

V&chny poZadované analyty byly stanoveny vysoce selektivni metodou tandemové MS.
Prekurzory OCP se po kolizi s argonem rozpadaji na produktové fragmenty, které jsou
zaznamenény pro kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni. U HCH izomerti, oxychlordanu,
chlordani a endosulfani byla sledovana ztréta jedné nebo dvou molekul HCI, u HCB,
heptachloru, heptachlorepoxidu- B, drind, mirexu, izomera DDE, DDD aDDT ztréa jednoho
nebo dvou atoma Cl. U methoxychloru disociace rodi¢ovského iontu odpovida ztrété dvou
karbonyli a pro heptachlorepoxid- A byla vybréna ztréta etylenu. Pro kazdou specifickou
reakci byla optimalizovana kolizni energie pii tiech riznych hodnotéch tlaku argonu v kolizni
cele. Pro zvySeni citlivosti detekce byla rozsitrena hmotova Siika sledovanych produktovych
iontt z hodnoty 0,7 na 1,0.

Pro kvalitativni potvrzeni stanovovaného analytu je potieba dosdhnout shody se standardem
Vv reten¢nim ¢ase a v poméru produktovych iontu (8). Povolena odchylka je £ 0,2 % z RRT
(tabulka 2), tedy pro B- endosulfan, methoxychlor, mirex, p,p’- DDD a p,p’- DDT lze
tolerovat posun RRT + 0,003 a pro zbyvajici OCP + 0,002.

Pri nastaveném tlaku argonu v kolizni cele (2,2 mTorr) bylo mozné u 7 latek pozorovat pouze
jeden disociacni prechod. Za podminek El ionizace dochazi k silné fragmentaci pavodni
molekuly a nekteré 1&ky neposkytuji vyrazny prekurzor. Ke zlepSeni citlivosti i selektivity
stanoveni téchto analyta lze vyuzit MS s chemickou ionizaci. OdzkouSeni vyhod této
ionizagni techniky je cilem dal&iho VU K11/ 2005.

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno metodou kalibracni primky s pouZzitim dvou
vnittnich standarda. U nekterych analyta byl zjistén vyrazny matricovy efekt. PouZiti
matricového standardu (ptidavku vycisténého extraktu nekontaminovaného vzorku do
pracovniho roztoku standardu) vyrazné zvysilo kvalitu kalibracnich parametra (tabulka 3).
Kalibratni rozsah byl 10 — 300 ng/ ml isooktanu, koncentrace vnitinich standardtt 100 ng/ ml.
Mez stanovitelnosti nastavena pro zapis vysledki je 10 ng/ ml, pii navazce 10 g vzorki je
LOQ metody 1 ppb, pro zékladni OCP 5 ng/ ml aLOQ je 0,5 ppb (9).

an



Tabulka 2. Identifikaéni parametry pro M S/ M S stanoveni OCP

Analyt RRT Prekurzor Produktovéionty
kolona DB-XLB (m/z) (m/z) zastoupeni (%) | max odchylka

PCB 30 (1s1) 1,000 256 186, 221 97,0 +19,7
a-HCH 0,956 219 183, 181 76,4 +17,6
HCB 0,974 284 214 - -

y-HCH 1,037 219 183, 181 75,7 +17,6
p-HCH 1,118 219 183, 181 76,4 +17,6
6-HCH 1,194 219 183, 181 75,0 +17,5
heptachlor 1,206 272 237, 235 83,4 +18,3
PCB 155 (152 1,000 360 290, 288 66,3 +16,6
Aldrin 0,857 263 193, 191 60,7 +16,1
Isodrin 0,931 193 157, 123 59,5 +15,9
Oxychlordan 0,958 185 149 - -

HEPX-B 0,963 353 282, 281 69,4 +16,9
HEPX-A 0,977 183 155 - -

o,p’-DDE 1,018 246 176 - -

y-chlordan 1,048 375 303, 301 50,9 +151
a-chlordan 1,060 375 303, 301 51,6 +15,2
a-endosulfan 1,067 195 159 - -

p,p"-DDE 1,222 246 176, 211 93,7 +19,4
Dieldrin 1,137 263 193, 191 59,3 +15,9
o,p-DDD 1,147 235 165, 199 78,9 +17,9
Endrin 1,200 263 193, 191 60,9 +16,1
o,p’-DDT 1,235 235 165, 199 79,5 +18,0
p,p"-DDD 1,278 235 165, 199 83,2 +18,3
B-endosulfan 1,286 195 159 - -

p,p’-DDT 1,372 235 165, 199 82,3 +18,2
M ethoxychlor 1,519 227 169 - -

Mirex 1,630 272 237, 235 83,6 +18,4

Ovéreni spravnosti metody

Spravnost postupu byla ovéiena analyzou vzorka rybi moucky s pridavkem standardu a
referencniho materidlu SRM 1588a s certifikovanymi obsahy vybranych OCP. Vysledky byly
zpracovany statistickym programem Effivalidation (verze 3.0). Pro viechny sedované analyty
byly vysledky méieni statisticky spravné. Vysledky stanoveni SRM 1588a byly vyuZity pro
vypocet opakovatelnosti a nejistot metody pro hladiny OCP vysSi nez 15 ppb. V blizkosti
meze stanovitelnosti byly tyto parametry stanoveny z méieni vzorki rybich moucek za rok

2004. Natéto urovni byla opakovatelnost 5- 21 % arozSirena relativni nejistota 9- 41 %.




Tabulka 3. Kalibraéni parametry pro pro MS/ M S stanoveni OCP

Smérnice

RSD

2
Analyt kalibragni piimky (%) R
HCB 0,247 3,8 1,000
a-HCH 0,211 2,0 0,998
p-HCH 0,162 3.9 1,000
y-HCH 0,163 1,8 1,000
6-HCH 0,162 2,5 1,000
o,p’-DDE 3,098 31 0,999
p,p’-DDE 1,258 2,1 1,000
o,p’-DDD 2,440 3.9 0,999
p,p"-DDD 2,327 6,1 0,998
o,p’-DDT 1,575 55 0,998
p,p’-DDT 1,249 51 0,998
Heptachlor 0,510 1,6 0,999
HEPX-A 0,356 4,6 0,999
HEPX-B 0,083 7,2 0,999
Aldrin 0,322 6,0 1,000
Dieldrin 0,149 7,6 0,999
Endrin 0,176 2,9 1,000
Isodrin 0,490 59 0,999
a-chlordan 0,108 4,6 0,999
y-chlordan 0,106 4,4 1,000
Oxychlordan 0,785 4,8 1,000
a-endosulfan 0,303 5,0 1,000
p-endosulfan 0,261 8,1 1,000
M ethoxychlor 1,254 7,3 0,998
Mirex 1,764 9,8 1,000
Tabulka 4. Obsahy OCP v rybim tuku SRM 1588a
Analyt Obsah OCP + ngjistota® | VytéZnost | Opakovatelnost | RozdiFena
(ppb) metody nejistota

stanoveny | certifikovany| (%) (%) (%)
a-HCH 87+ 10 853+ 34 102 6 12
y-HCH 238+ 13 249+ 17 96 3 6
p,p"-DDE 631 + 37 651+ 11 97 3 6
o,p’-DDD 34,3+4.2 36,3+14 95 6 12
o,p"-DDT 151+ 18 156,0+ 4,4 97 6 12
a-chlordan 159,0+9,7 | 167,0+50 95 3 6
y-chlordan 46,2+ 8,2 52+7 89 9 18
Oxychlordan | 38,2+ 3,2 38+4 100 4 8
Dieldrin 156 + 18 1559+ 45 100 6 11
Mirex 158+ 21 16+ 3 99 7 13

(a) rozsirena standardni nejistota
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Vydedky analyz v roce 2004

Ve vzorcich pud a sedimentu se pravidelné nachazeji nadlimitni hodnoty DDT/ DDE a HCB.

Hodnoty HCH se pohybuji kolem meze stanovitelnosti a pozitivni ndlezy ostatnich latek

skupiny OCP jsou spige vyjimecné. Ani ve vzorcich sedimentd, které pravidelné analyzujeme
v okruznim testu SETOC/ WEPAL (NL), nejsou statisticky vyhodnotitelné pozitivni ndlezy.

Z tohoto pohledu nejzajimavéjsi jsou vysledky analyz rybich moucek, které se k ndm dovazeji

od raznych svétovych vyrobc.

Tabulka 5. Obsahy OCP v rybich mouékach analyzovanych v roce 2004, v ug/ kg tuku

Cidovzorku | 227 510 554 576 577 579 683 721 | 1018 | 1127
susina [%] 905 | 916 | 93 | 912 | 940 | 932 | 892 | 904 | 925 | 90,6
tuk [%0] 732 |1 831 |98 | 901 | 982 | 815 | 855 | 863 | 821 | 9,65
HCB 6,3 |154 124 | 204 | 201 | 109 | 63 | 31,1 | 135 | 59
a-HCH 15 3,3 1,7 4,0 3,1 24 2,0 9,1 1,9 1,6
p-HCH 1,2 2,2 1,0 3,3 1,9 1,9 14 2,5 <1 1,1
y-HCH 3,6 5,3 4,3 66 | 105 | 68 4,0 9,5 3,3 3,5
60-HCH <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
o, p"-DDE <1 <1 <1 1,11 1,8 <1 <1 <1 <1 <1
p, p’-DDE 149 | 272 | 29,7 | 132 | 105 | 29,2 | 154 | 150 | 69,5 | 10,7
o, p’-DDD <1 2,5 2,3 5,8 8,4 1,4 <1 <1 4,0 <1
p, p’-DDD 29 | 118 | 101 | 386 | 468 | 82 4,9 34 | 221 | 20
o, p’-DDT <1 1,7 <1 10 | 173 | 11 <1 <1 2,2 <1
p, p-DDT <1 | 41 | 21 | 30 | 40| 27 | 21 | 18 | 66 <1
Heptachlor <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
HEPX-A <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
HEPX-B <1 <1 3,6 2,6 3,3 <1 <1 <1 2,4 <1
a-chlordan <1 <1 6,8 55 | 111 <1 <1 <1 9,7 <1
y-chlordan <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Oxychlordan | <1 <1 2,0 1,9 3,1 <1 <1 <1 2,7 <1
Aldrin <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Dieldrin <1 68 | 151 | 95 | 21,3 | 90 <1 <1 19,5 <1
Endrin <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Isodrin <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
ag-endosulfan | <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
p-endosulfan | <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Metoxychlor | <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Mirex <1 <1 <1 <1 11 <1 <1 <1 <1 <1
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Zaveér

Tato metoda stanoveni organochlorovych pesticidi umoZziuje stanoveni vSech analyti této
skupiny s dostatecné nizkym detekénim limitem a je vhodna pro vSechny typy vzorkd,
analyzované pro potieby technickych odboris UKZUZ.
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Stanoveni PCB v krmnych smésich sriaznym obsahem
tuku v susiné

Fjavl a Tieffova, Petra Kosubova
Ustiedni kontrolni a zkuSebni Ustav zemeédélsky, NRL, RO Brno, Hroznovéa 2, 656 06 Brno
pavlatieffova@ukzuz.cz, petra.kosubova@ukzuz.cz

1. Uvod

Polychlorované bifenyly PCB vznikaji katalytickou chloraci bifenylu. MuzZe tak vzniknout
209 derivata- kongeneri, které obsahuji 1- 10 atomi chloru v molekule. Tyto latky jsou
netékavé, bez zapachu, stabilni, nekorosivni, ngjsou akutné toxické a dlouho byly povazovany
za bezpecné chemické produkty. Pro své vynikajici fyzikalné chemické vlastnosti nasly
uplatnéni v rozsahlém spektru vyrobki. Byly vyrabény a hojné pouzivany od 30. aZ do 80. let
20. goleti. Svétova produkce se odhaduje na dva miliony tun. Obchodni preparéty s riznymi
nazvy (napt. Aroclor, Clophen, Kaneclor) vyrabgly firmy po celém svété. Ceskoslovensko
vyrdbélo PCB v Chemku- Strazské v letech 1959-1984 pod obchodnimi nazvy Delor,
Hydrodelor a Deloterm.

Ve vztahu k Zivotnimu prostredi vSak patti PCB do skupiny persistentnich organickych
polutanti (POPs) s vysokym bioakumulaénim potencidlem. Jsou vysoce odolné vici
degradaci a transformaci v Zivotnim prostiedi. Potravnim fetézcem postupuji prakticky beze
zmén az k ¢loveku a hromadi se v tkanich a orgénech bohatych na tuk (1). Tyto negativni
toxikologické G¢inky na Zivotni prostredi byly zjistény aZz po sérii havérii a hromadnych
otrav (2). ldentifikace, analyza a sledovani latek skupiny POP v Zivotnim prostiedi bylo
umoznéno dynamickym rozvojem pristrojove techniky v poslednich letech.

Odbor Krmiv UKZUZ provadi monitoring zakézanych a nezédoucich létek v krmivech, ktery
je soucasti koordinovaného inspekeniho programu ministerstva zemédélstvi v oblasti vyzivy
zvitat (3) a je v souladu se smeérnici EU (4), kterd krom¢ dedovani kontaminace polutanty
dioxinového typu doporucuje i monitorovani indikéorovych kongenertit PCB, jgjichz zvySena
piitomnost v krmivu a surovinach pro jejich vyrobu signalizuje nebezpeci kontaminace
dioxiny.

Krmiva pro hospodéiska zviiata jsou rozhodujicim vstupem do potravniho fetézce ¢loveka a
jgjich  kontaminace polychlorovanymi dioxiny, furany (PCDD/ F), PCB a jinymi
persistentnimi organickymi polutanty byla studovana radou pracovnich skupin (5, 6, 7, 8).
Zejména po dioxinove krizi v Belgii v roce 1999 se této problematice vénovala fada praci.
Bylo tieba rychle zkontrolovat velké mnoZstvi vzorka krmiv, podezielych z kontaminace
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dioxiny, atak byla snaha najit prepocet, ktery by umoznil z rychlejsiho a levnéjSiho stanoveni
majoritnich indikétorovych PCB odhadnout ocek&vané hladiny dioxini. Holandsky institut
pro bezpetnost potravin RIKILT provedl studii odchovu prasat a brojleri, krmenych
kontaminovanym krmivem (4). Pomér obsahu PCB a PCDD v krmné smési byl priblizné
80 000 a v mase testovanych zvirat 60 000 u brojlert a 120 000 u prasat. Universalni prepocet
v3ak stanoven nebyl, pomér PCB adioxint se lisi i podle zdroje kontaminace.

Zatim neni v platnosti jednotnd evropskd norma pro sanoveni indikéorovych PCB
v krmnych surovinach. Rozsdhlou srovnavaci studii pouzivanych metod poradala Evropska
Komise v roce 2000 (9).

Primarnim cilem této préce bylo zavést spolehlivou metodu stanoveni PCB v krmnych
smeésich s vysokym obsahem tuku, predevsim masokostnich a rybich mouckéach. V roce 2003
se ale CR pripojila k totadnimu zékazu krmeni hospodéiskych zvitat masokostni mouckou
platicimu v Evropské unii (10), atak se v roce 2004 v GC- MS laboratoii NRL- RO Brno
provédéla jen kontrola rybich moucek.

Pro ¢idteni extraktu raznych vzorka krmiv pred GC/ MS analyzou nelze pouzit jednotny
postup. NejobtizngjSi matrici jsou vzorky s vysokym obsahem ZivociSného tuku
a jednostupiové c¢isténi na sloupci sorbentu je pro né nedostacujici. Cilem této préace bylo
nalézt postup pripravy i pro tak obtizné matrice, jakymi jsou rybi a masokostni moucky.
Nejprve byla Uspésné odzkouSena metoda alkalické etanolyzy tuku a nésledné docisteni
extraktu na SPE kolon¢ se silikagelovym sorbentem. Pozdgji byla tato metoda nahrazena
lepSim a univerzalnéjSim postupem s gelovou permeatni chromatografii a s doc¢i&eénim
na florisilovém sorbentu. Optimalizovany postup byl ovéfen pomoci standardniho
referenéniho materialu a pouzit k analyze 16 vzorka rybi moucky. Namerena data byla
vyuzita pro satistické vyhodnoceni metody.

2. Pracovni postup

2.1. Princip metody

PCB a ogatni lipofilni sloZky se ze vzorku extrahuji smési hexan-aceton, extrakt s pridavkem
vnitiniho standardu se zkoncentruje a precisti vhodnym postupem. Vzorky s nizkym obsahem
tuku se vycisti adsorpéni chromatografii na sloupci silikagelového nebo florisilového sorbentu
(SPE). U vzorki s vySSim obsahem tuku (nad 2 %) je nutné odstranit lipidické slozky gelovou
permeacni chromatografii (GPC), popripadé alkalickou etanolyzou, adocistit extrakt pomoci
SPE. Vygisteny extrakt se zkoncentruje, pirevede do isooktanu a obsah pozadovanych analyta



se stanovi metodou GC/ MS/ MS. Cela zkoudka je akreditovéna a jednotlivé kroky jsou
podrobné popsany ve standardnim operacnim postupu (11).

2.2. Chemikalie

V&echny pouzité chemikalie jsou cistoty minimané p.a., nejlépe viak kvality pro reziduani
analyzu. Dostatecna ¢istota sorbentii a rozpoustédel je kontrolovana analyzou slepého vzorku.
Rozpouseédla: hexan, aceton, etanol, voda, dichlormetan, chloroform, isooktan.

Florisil (0,15- 0,25 mm), [Fluka]; aktivace 4 hod/ 650 °C, reaktivace 5hod/ 130 °C,
deaktivace 3 % vody.

Silikagel 100/ resp. 60 (0,063- 0,200 mm), [Merck]; aktivace 12 hod/ 150 °C, deaktivace 3 %
vody.

Siran sodny, aktivace 6 hod/ 550 °C.

Vnitini standardy: PCB 30 a PCB 155, [Absolute Standards]; pracovni roztok 100 ng/ ml
isooktanu.

Smesny analyticky standard: CEN PCB MIX1, [Supelco]; 10 ug/ ml heptanu. Standard pro
kalibraci a kvantifikaci PCB ve vzorku, obsahuje 12 PCB kongenert.

Standardni referen¢ni material: olej z tresich jater SRM 1588a, [NIST]; s certifikovanymi
obsahy organickych kontaminantd.

2.3. Pristroje a pomicky

Plynovy chromatograf Varian 3800 GC, kapilarni kolona DB- XLB [J&W Scientific] (30 m”~

0,25 mm ~ 0,25 um), delici kriticky par PCB 28 a PCB 31. Teplotni program pece: 90 °C
(2 min), 200 °C (25 °C/ min), 250 °C (4 °C/ min), 280 °C (15 °C/ min, 15 min). Splitless
nastiik (1 ul), teplotainjektoru 270 °C. Nosny plyn He 5.0, pratok 1 mi/ min.

Hmotnostni spektrometr Varian 1200 MS, umoziujici tandemovou hmotnostni spektrometrii.
El ionizace pti 70 eV. Teplota iontového zdroje/ spojky s GC je 200/ 275 °C. Kolizni plyn
Argon 4.6, tlak 2,2 mTorr, Sitka m/z prekurzoru (0,7), produktu (1,0). Prekurzory, produktové
ionty a kolizni energie optimalni pro detekci jednotlivych PCB jsou uvedeny v tabulce 1.

GPC- sestava pro gelovou permeacéni chromatografii: HP 1050 pumpa, nastiikovy ventil
Rheodyne (model 7725i) s preplnovaci smyckou (1 ml), separacni kolona (8 © 500 mm),
ndpln Bio- Beads S- X3 200- 400 mesh, mobilni faze chloroform, pratok 0,6 ml/ min. Sbérac
frakci Gilson FC 203B, shér PCB frakce mezi 22- 34 min. Teflonové filtracni disky 30 mm ”
0,45 pm.

Extraktor Soxtec Avanti, rota¢ni vakuova odparka (RVO), muflova pec, ultrazvukova lazen,
laboratorni sklo.



Tabulka 1. Optimalizované parametry pro GC/ MS/ M S stanoveni PCB

PCB kongener | Prekurzor Produkty Kolizni energie LOD
(m/ 2 (m/ 2 (V) (pg/ néstiik)
PCB 28 256 186, 221 -25 0,04
PCB 52 292 220, 222 -30 0,3
PCB 101 326 254, 256 -25 0,3
PCB 118 326 254, 256 -27 0,3
PCB 138 360 288, 290 -25 0,4
PCB 153 360 288, 290 -25 0,7
PCB 180 396 324, 326 -30 1,2

2.4. Ci&éni extraktu vzorki s riiznym obsahem tuku

Postup extrakce je pro vSechny vzorky krmiv shodny a je podrobné popsan v kapitole
5.4.1. SOP 48 (11).

2.4.1. Vzorky neobsahujici Zivo¢isny tuk

Do této skupiny patti stopové prvky a minerdni dopliky krmiva.

Extrakt se ¢isti pomoci SPE na sloupci silikagelu modifikovaného kyselinou sirovou,
postupem shodnym pro piipravu pud. Pri navézce 20 g vzorku je mez stanovitelnosti 0,25
ppb. Postup je podrobné popsan v kapitole 5.5.1. SOP 48 (11).

2.4.2. Krmiva s nizkym obsahem tuku

Pro extrakty materidli snizkym obsahem tuku (do 2% tuku v suSing) je vhodné
jednostupniové ¢isténi na sloupci florisilu. Postup je podrobné popsan v kapitole 5.5.3.
SOP 48 (11).

2.4.3. Krmiva s vysokym obsahem tuku

Z extrakt s vysSim obsahem tuku je nutné odstranit lipidické slozky. Nejprve byla zavedena
metoda alkalické etanolyzy tuku, po ziskani prislusného vybaveni laboratoie byla nahrazena
gelovou chromatografii.

Alkalicka etanolyza

Zkoncentrovany extrakt tuku spridavkem vnitiniho standardu se povaii pod zpétnym
chladicem s roztokem KOH v etanolu. K reakéni smési se prida hexan a voda, opatrné se
protiepe a nechaji se rozsadit ob¢ vrstvy. Spojené, vodou precisténé hexanové vytrepky se
vysusSi a docisti na sloupci silikagelu modifikovaného kyselinou sirovou. PCB se ze sorbentu



vymyji hexanem, elu& se odpaii témei k suchu, prida se 1 ml isooktanu a prevede se do
vialky ke koncové analyze.

Gelovéa permeaéni chromatografie

Odparek extraktu se rozpusti ve 4 ml chloroformu. Mechanické necistoty se z extraktu
oddrani filtraci pies teflonovy disk. Zfiltrovany extrakt (1 ml) se vnese na GPC kolonu a jima
se frakce obsahujici PCB. Ta se zkoncentruje na RVO témgtr k suchu, prevede do 1 ml
isooktanu a docisti na SPE kolonce s florisilovym sorbentem. PCB se z kolony vymyji 50%
dichlormetanem v hexanu, eluédt se odpaii témeér k suchu, piida se 1 ml isooktanu a prevede se
do 2ml vialky pro koncové GC/ MS/ M S stanoveni.

Poznamka:

1. Postup alkalické hydrolyzy byl pouZt k analyze vzorki: masokostnich a rybich moucek v roce 2002-
2003, kdy jeste nebyla k dispozici GPC.

2. Vextraktu ¢isteném pomoci GPC |ze spolu s PCB stanovit i vSechny analyty skupiny OCP.

3. Vydedky a diskuse

Vyvoj a optimalizace p¥ipravy vzorku k analyze

V ramci monitoringu zakazanych a nezédoucich latek v krmivech stanovujeme od roku 2002
obsah indikaorovych PCB v minerdinich latkéch, rybich a masokostnich mouckach.
Pravidelné se analyzuje 10 vzorkt mineranich doplnki ro¢né, vsechny ndlezy byly negativni.

Pro ¢igéni vzorka s vysokym obsahem tuku byla nejprve pouZita metoda cisténi s alkalickou
etanolyzou. V roce 2002 tak bylo analyzovano 7 vzorku rybich moucek, 14 masokostnich
moucek a 2 vzorky kafilerniho tuku. V roce 2003 to bylo 10 vzorkut rybich a 5 masokostnich
moucek. Obsahy PCB byly do 20 ng kongeneru/ g tukui.

V roce 2004 se laborator vybavila zatizenim pro gelovou chromatografii a extrakty s vySSim
obsahem tuku mohly byt ¢istény pomoci GPC. K separaci byla pouZita 50 cm kolona
s polymernim sorbetem Bio Beads SX 3, optimalizace byla provedena s roztokem standardu o
koncentraci 100 ng/ ml. Jednotlivé frakce byly odebirdny ve dvouminutovych intervalech,
obohaceny piidavkem 100 ng vnitiniho standardu, prevedeny do 1ml isooktanu a
analyzovény. Optimalni interval (obr. 1) pro sbér PCB je 22— 34 min a byl ovéren analyzou
extraktu rybi moucky s pridavkem standardu. VytéZznost GPC byla v rozmezi 99- 106 %.



Extrakt po GPC je nutné je&té docistit na SPE kolonce. Byly testovany sorbenty florisil a
silikagel v rizném stupni aktivace a promyvaci smési rozpoudtédel s rozdilnou eluéni silou.
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Obréazek 1. GPC profily indikatorovych PCB

Toluen, doporuceny v 1SO normé (12), nebyl vhodny pro koncové GC/ M S stanoveni, a proto
byl nahrazen dichlormetanem. Nejlepsi vysledky byly ziskény pro florisil deaktivovany 3 %
vody a elu¢ni ¢inidlo 50% DCM v hexanu.

Vytéznost celkového postupu ¢isténi na GPC a SPE byla v rozmezi 104- 115 %.

Vyvoj a optimalizace GC/ M S metody stanoveni PCB

Do roku 2004 byla PCB analyzovana pomoci pristroje GC 8000/ MS 800 [Fisons] v rezimu
monitorovani vybranych ionti (SIM) (13).

V roce 2003 byl pro GC/ MS analyzy zakoupen novy pristroj GC 3800/ MS 1200 [Varian].
Tento hmotnostni spektrometr s trojitym quadrupolem muZe pracovat v rtiznych reZzimech
méfeni a pro stanoveni PCB byla pouzita vysoce selektivni tandemova MS. Z prvni
fragmentace po elektronové ionizaci byl pro kazdy kongener vybran nejintenzivnéjsi
charakteristicky iont, ten byl podroben sekundérni fragmentaci v kolizni cele (druhy
guadrupol s piivodem argonu). Rodicovsky iont se po kolizi s argonem rozpada a pro
kvantifikaci se vyberou produktové fragmenty, odpovidgjici ztrét¢ 2 atoma chloru. Pro tuto
specifickou reakci byla optimalizovana kolizni energie pii tiech rtiznych hodnotach tlaku
argonu v kolizni cele. Pro zvySeni citlivosti detekce byla rozsirena hmotova Sitka sledovanych
produktovych iontt z hodnoty 0,7 na 1,0. Pro kvalitativni potvrzeni stanovovaného analytu je



potreba shoda se standardem v retencnim case a v pom¢ru produktovych ionta (14).
Kvantitativni vyhodnoceni se provede metodou kalibraéni ptimky s pouzitim dvou vnitinich
standardi; PCB 30 pro stanoveni PCB 28 a 52; PCB 155 pro stanoveni PCB 101, 118, 138,
153 a 180. Rozsah kalibrace byl 5- 500 ng/ ml isooktanu, koncentrace vnitfniho standardu
byla 100 ng/ ml. Mez stanovitelnosti je 5 ng/ ml, pii navézce 10 g vzorku je LOQ 0,5 ppb.

Tabulka 2. Identifikaéni parametry pro M S/ M S stanoveni PCB

PCB RRT® Prekurzor Produktové ionty
kongener kolona DB-XLB (m/ 2) (m/ 2) zastoupeni (%) | max. odchylka

PCB 30 (Is1) 1,000 256 186, 221 97,0 +19,7
PCB 28 1,189 256 186, 221 97,0 +19,7
PCB 52 1,273 292 222, 220 50,1 +15,0
PCB 155 (1s2) 1,000 360 290, 288 66,3 +16,6
PCB 101 1,043 326 256, 254 60,2 +16,0
PCB 118 1,241 326 256, 254 60,2 +16,0
PCB 138 1,372 360 290, 288 66,6 +16,7
PCB 153 1,286 360 290, 288 65,9 +16,6
PCB 180 1,561 396 326, 324 49,6 +15,0

() Relativni retencni ¢as (RRT) je vztazen k prislusSnému vnitfnimu standardu IS 1

resp. 1IS2

Tabulka 3. Kalibraéni parametry pro pro MS/ M S stanoveni PCB

Smérnice RSD

2

PCBkongener | | jibragni piimky (%) R
PCB 28 1,064 8.3 0,099
PCB 52 0,329 8.4 0,099
PCB 101 1,109 10,1 0,099
PCB 118 1,087 10,7 0,099
PCB 138 0,519 83 0,999
PCB 153 0,605 10,0 0,098
PCB 180 0,258 78 0,098

Ovéreni spravnosti metody

Spravnost postupu byla ovérena analyzou standardniho referencnino materidlu SRM 1588a
(3.2). Vysledky Sesti stanoveni byly zpracovany statistickym programem Effivalidation
(verze 3.0). Pro vSechny sledované indikatorové PCB byly ziskané vysledky statisticky
spravné.



Tabulka 4. Obsahy PCB v rybim tuku SRM 1588a

PCB kongener Obsah PCB + nejistota® (ppb) Vyt&Znost metody

stanoveny certifikovany (%)
PCB 28 28,32 + 0,55 288+29 102
PCB 52 83,3+23 83,7+9,0 100
PCB 101 126,5+ 4,3 133+ 17 105
PCB 118 176,3+ 3,8 176 + 20 99
PCB 138 263,5+91 257+ 18 98
PCB 153 2738+ 7,7 279+ 10 102
PCB 180 105,0+ 5,2 109 + 19 104

(a) rozsirena standardni nejistota

Programem Effivalidation byla vypoctena opakovatelnost a nejistota metody pro dvé rizné
hladiny obsahu PCB; pro nizké obsahy 0,5- 15 ppb a pro vysSi nez 15 ppb. Parametry pro
prvni Groven byly stanoveny z métreni vzorki rybich moucek v roce 2004 a pro druhou Uroven
byly vyuzity vysledky analyz SRM 1588a.

Tabulka 5. Statistické parametry metody

Opakovatelnost RozSirena negjistota
%) (%)
PCB kongener (
g vzorky RM SRM vzorky RM SRM
PCB 28 - 5 - 10
PCB 52 12 5 23 11
PCB 101 12 7 23 13
PCB 118 5 6 10 12
PCB 138 9 4 18 7
PCB 153 8 2 15 4
PCB 180 15 9 30 17

Vydedky analyz rybich mouéek - monitoring zakazanych latek v krmivech 2004

Analyzované rybi moucky byly dovazené pievazné z Peru (227, 553, 555, 579, 580, 723,
1127) a Dénska (554, 576, 721, 839, 1018). U ogatnich vzorka nebylo mozné dohledat zemi
puvodu. Nalezené hodnoty PCB byly uvedeny v pivodnim vzorku, pro potiebu srovnani

sudaji publikovanymi v literature byly vysledky piepocéteny natuk.




Stanovené celkové hladiny PCB v rybich mouckach byly v rozmezi 2,33— 18,5 ppb v susiné a
19,8- 181,1 ppb v tuku. NaSe vysledky jsou ve vyborné shodé s hodnotami publikovanym
v literature.

Kontrolni krmivo pouzité ve studii institutu RIKILT (8) obsahovalo 13,9 ppb PCB v susing.
M. Jacobs naméfila v krmivu pro ryby, které obsahovalo rybi moucku, hladiny PCB
v rozmezi 31,7— 258,7 ppb v tuku (6). Autorka dde uvadi, Zze 80 % vSech PCB stanovenych
v krmivu predstavuji penta- a hexachlorové PCB, coZ odpovidd zastoupeni penta a
hexachlorovych PCB v rybich mouckéch analyzovanych v nasi laboratofi, tj. 82 %. Schepens
upozoriuje na rozdil kontaminace rybich moucek podle jejich pavodu. VySSi stupen
kontaminace organochlorovymi latkami vykazuji rybi moucky pochézejici ze Severniho
Atlantiku oproti méné kontaminovanym produktim z Jizniho Pacifiku. V peruanskych rybich
mouckach stanovil obsahy okolo 10 ppb PCB v tuku a moucky pochézejicich z Danska
obsahovaly 120 ppb PCB v tuku (15).

Pramérny obsah sumy indik&orovych PCB v rybich mouckéch analyzovanych v nasi
laboratoti byl 76,4 ng/ g tuku. Ve skupiné méné kontaminovanych vzorka (pramer 37,1 ppb)
pievaZzovaly peruanské suroviny, moucky s vysSimi obsahy (prameér 138,1 ppb) byly hlavné
danské produkce. Pro jednoznacné zavéry vztahu piavodu rybi moucky a irovné kontaminace
u dosavadnich vzorku zatim nebylo dost podkladi.

Tabulka 6. Obsahy PCB v rybich mou¢kéch analyzovanych v roce 2004

RM |Su&nal Tuk PCB (ppb) v prepoétu na tuk Suma PCB

(%) | (%) [ 28 [ 52 [ 101 | 118 | 138 | 153 | 180 |(vsud)]|(vtuku)

227 | 905 | 7,32 | 183 | 6,2 4,1 3,7 9,8 6,5 | 47 3,7 534

510 | 916 | 831 | 45 | 39 84 | 66 | 180 | 120 | 65 57| 598

553 | 916 | 878 | 21 1,6 4,1 2,9 9,2 6,4 4,7 29| 312

554 | 938 | 989 | 32 46 | 113 | 168 | 524 | 321 | 19,7 14,5| 140,0

555 | 905 | 851 | 96 | 42 68 | 32 [ 101 | 66 | 42 39| 446

576 | 912 | 901 | 46 73 | 220|214 | 621 | 444 | 193 17,7 1811

577 | 940 | 982 | 34 84 | 209 | 224 | 599 | 400 | 228 | 185| 1778

579 | 932 1/ 815| 36 | 43 | 103 | 111 | 31,2 | 20,0 | 10,3 78] 90,9

580 | 934 | 866 | 39 | 49 | 128 | 104 | 282 | 192 | 93 79| 887

683 | 892 | 855 | 16 15 | 39 | 28 | 79 54 | 34 24| 265

721 | 904 | 863 | 38 | 27 63 | 33 | 92 7,3 6,9 3,7 394

723 | 906 | 883 | 32 | 32 83 | 30 [ 105 ] 65 | 49 36| 396

839 | 880 | 824 | 26 19 4,9 2,3 7,7 5,3 3,7 24| 284

1018 | 925 | 821 | 3,6 73 | 223 | 190 | 489 | 371 | 122 13,3| 150,3

1127 | 90,6 | 965 | 2,2 1,2 29 | 20 | 54 | 36 | 26 22| 198

1295 | 913 | 915 | 33 | 22 71 | 30 | 61 3,9 2,3 2,7 279




Aktudlné platné smernice neuvadgji limity pro obsah indik&orovych PCB v krmivu, diive
navrzeny limit 200 ppb pro sumu indikaorovych PCB v tuku nebyl ani u jednoho vzorku
pirekrocen.

Poznamka:

3. Masokostni moucka se wrébi zjatecniho odpadu a uhynulych zvirat. Byla vyuZivana jako zdroj
Zivocisné bilkoviny pro hospodarskd zvirata. AvSak v souvidosti s SiFenim bovinni spongiformni
encefalopatie (BSE) u preawkavei byl ve vSech statech EU vydan absolutni zAkaz krmeni
hospodas'skych zvirat masokostni mouckou. CR se k zakazu pripojila v roce 2003.

4. Rybi moucky se zpracovavaji za podminek, pri kterych nedochédz k odstraneni kontaminace ryb
cizorodymi latkami, technol ogické zpracovani probiha pri teplotach do 100 °C (16, 17). Tato surovina
se do CR dovaZ prevazné zPeru a Danska. Soolu s Norskem, ISandem a Chile patsi tyto staty k
nejvetSim producent:zm rybi moucky a rybiho tuku.

4. Zaveér

Metoda vyuZivajici gelovou permeacni chromatografii pii ¢isténi extraktu vzorku umoziuje
stanoveni indikatorovych PCB ve vzorcich s vysokym obsahem tuku. Postup byl
optimalizovan, ovéien analyzou certifikovaného referenéniho materidlu a pouZit pri analyze
16 vzorku rybi moucky. Namerena data byla v souladu s literarnimi Udaji.
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Zavedeni detekce GM O v laboratori molekular né
geneticke diagnostiky pomoci univer zalniho PCR-kitu a
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1. Uvod

Laboratoi molekuldrné genetické diagnostiky zahgjila detekci GMO pomoci
specifickych kitt (Biogenics, firma Biotools, Span¢lsko). Specifické komereni kity pro
detekci GMO (od uvedeného i dalSich vyrobci) jsou viak koncipovany pro nevhodné pocty
vzorku a jgjich dodavka, pripadné zména poctu nekterych slozek kitu podle aktualni potieby
laboratore, se ukédzala jako nevyhovujici. Proto byly vyzkouseny techniky amplifikace DNA
pomoci univerzalnich PCR- kitd (a v nich popsanych protokoli) v kombinaci s primery,
jejichz pouzivani pro prislusné detekce je zndmo z literatury a materiadlac EU. Byla ovéiena
vhodnost téchto kit v podminkach naSeho pracovi&té a provedena optimalizace parametri
PCR (polymerase chain reaction, polymerdzova ietézova reakce). Byl vypracovan Jednotny
pracovni postup ,, Detekce pritomnosti GMO v rogtlinném materidlu metodou PCR®, ktery byl
na konci roku 2004 také akreditovan CIA.

Novy systém pouzivajici vypracovany JPP je univerzalni - specifitu dodava stanovenim
vybér vhodnych amplifika¢nich primeri. Tak je umoznéno zavéadéni dalSich detekci v
podgtaté libovolnych GM, coz v ramci specifickych kitti nebylo mozné. V ramci tohoto JPP
byly zavedeny identifikace dalSich tii genetickych modifikaci kukutice: NK603 (Roundup-
Ready), GA21(Roundup- Ready) a CBH351 StarLink (rezistence k hmyzim Skiadcam
podminéna transgenem Cry9, tolerance k herbicidu fosfinotricinu). Optimalizace parametri
PCR byla provedena za pouZziti dostupného certifikovaného referencniho materidlu (CRM).
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Cilem prace na vyvojovém Ukolu K8 v roce 2004 bylo prevést diive zavedeny zptisob
identifikace GM O (geneticky modifikovanych organizmi) ve vzorcich sbji a kukuiice pomoci
specifickych kitd na pruznéjsi zptsob identifikace pomoci univerzdlniho PCR- kitu a
specifickych primera. Takto byly oSetieny vSechny analyzy provédéné v Laboratori
molekul&rné genetické diagnostiky (LMGD). Cil se podatilo splnit, a to ¢aste¢né jiz v roce
2003 (screening na pritomnost promotoru 35S CaMV, dopliikovy screening na infekci virem
CaMV, identifikace modifikace Roundup-Ready sdja) a ¢ésteéné v ramci VU K8 v roce 2004:
screening na piitomnost terminatoru NOS Agrobacteria tumefaciens a identifikace modifikaci
kukutice: Bt-176, Bt-11 aMON 810.

Zavedeny zpasob detekce byl dédle rozSiten v ramci VU K9 o identifikace tti dalSich
zndmych genetickych modifikaci, které laborator dosud neprovéadéla. Tyto nové detekce se
podaiilo zavést, zatim se viak nepodatilo dosdhnout limitu detekce 0,1% GMO.

2. Material a metody
Z&ladem pouzivanych metod je 1. izolace DNA z daného vzorku, 2. amplifikace DNA

pomoci PCR a 3. vyhodnoceni amplifikovanych fragmenta pomoci elektroforézy na
agarozovém gelu. Vysledky se vyhodnocuji za pouZiti systému kontrol a ve srovnani s
certifikovanymi referencnimi materidly.

2.1. Pristroje a zarizeni
1.Iaboratorni rotovnik (podminkou je rozebiratelnost a dekontaminovatelnost vsech
soucasti, které prisly do styku se vzorkem)

vahy - navazovani vzorka a agarézy

el. vodni l4zen - temperovani vzorka béhem izolace DNA

centrifuga - st&eni pri vySSich otackach, izolace DNA

termostat - temperovani vzorki pii 37 °C, izolace DNA

biohazard- box - michéni PCR smési

termélni cykler - amplifikace DNA (PCR)

elektromagnetické michadlo - priprava pufri

© © N o g b~ W N

mikrovinnatrouba - vareni agar6zy pro elektroforézu

=
o

. €l. vana a zdroj - elektroforéza; vyhodnoceni PCR

[ —
[ —

. gelové-dokumentaéni zatizeni - vyhodnoceni PCR (soucasti je i snima¢ Kodak a PC

s piislusnym softwarem).



Sterilizace a dekontaminace je provadéna dle charakteru materidlu bud’ tepelné (suarna,
autoklav), nebo roztokem pripravku na bazi chlornanu sodného (napi. Savo apod).

2.2. Chemikalie a roztoky
Pouzivame jeden kit pro izolaci DNA a dva univerzani kity pro PCR. Presné chemické

sloZeni jednotlivych reagencii vyrobce kiti neuvadi.

2.2.1. Kit proizolaci DNA

GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit, vyrobce Sigma-Aldrich - kit pro izolaci
DNA z rogtlinného materidlu véetné semen.

Kit obsahuje: Lysis Solution Part A, Lysis Solution Part B, Precipitation Solution,
Binding Solution, Column Preparation Solution, Wash Solution Concentrate (pred prvnim
pouZitim se fedi ethanolem 95 - 100% dle ndvodu), Elution Solution (10mM Tris, 1 mM
EDTA, pH piiblizné 8,0), GenElute™ Filtration Columns (kolony) ve zkumavkéch,
GenElute™ Nucleic Acid Binding Columns (kolony) ve zkumavkéch, Collection Tubes

(sheérné zkumavky) o objemu 2ml.

2.2.2. Kity pro amplifikaci DNA

Podle zkuSenosti s vysledky PCR ziskanymi s obéma uvedenymi Kity se prvni z nich
pouziva jen pro jednoduchou PCR, zatimco druhy je schopen provadét jak jednoduchou, tak
duplexni PCR (souc¢asna amplifikace dvou raznych Usekiit DNA dvéma pary primera v téze
zkumavce).

a) REDTag™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix, vyrobce Sigma- Aldrich - univerzalni
reakéni smes. Déle je oznatovan jako ,,REDTaq". Obsahuje:

1. 20 mM Tris- HCI (pH8,3) se 100 mM KCI
3 mM MgCl,
0,002% zelatina
stabilizétory
0,4 mM dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,06 unit/pl Tag DNA- polymeraza
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7. voda PCR Reagent

Pripravu reakéni smési pro PCR udava nasledujici tabulka zpracovana dle pokyna

vyrobce k pouziti Kitu.

Tabulka ¢. 1: Piiprava PCR, kit REDTaq

templéatu

. lreakce| 5reakci | 10reakci | 15reakci | 20reakci | 25 reakci
Slozka
pl pl pl pl pl pl
\Voda 18 90 180 270 360 450
REDTaq mix 25 125 250 375 500 625
Sp_ecificky amplifikaéni 1 5 10 15 20 o5
primer F (forward)
Sp_ecificky amplifikaéni 1 5 10 15 20 o5
primer R (reverse)
Reakéni smésbez 45 225 450 675 900 1125
templatu
Templét 5 5x5 10x5 15%x5 20x5 25x5
Reakéni smés vietnd 50 250 500 750 1000 1250

b) REDExtract- N- Amp™ Plant PCR Kit, vyrobce Sigma- Aldrich - univerzalni kit pro
PCR. Dédle je ozna¢ovan jako ,,REDEX". Obsahuije:
1. Extraction Solution

2. Dilution Solution

3. REDExtract- N- AmpPCR Reaction Mix (2° PCR mix obsahujici dle vyrobce

reakéni pufr, soli, ANTPs, Tag- polymerdzu a TagStart antibody)

4. Zkumavky Collection Tubes 2ml.

(Pozndmka: Extraction a Dilution Solution jsou pufry pro rychlou extrakci DNA, ktera

se v&ak pro béZné analyzy nepouzivd, nebot’ nezachycuje malé podily GM materialu.)

Izoldt DNA ziskany pomoci kitu GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit je

nutno pro amplifikaci timto kitem upravit tak, Ze ho smichame v poméru 1:1 se smési pufra

(Extraction Solution: Dilution Solution 1:1). PoZadovany objem 4 pl roztoku templétu
vkladany do 1 PCR tedy tvori 2 pl izold&u DNA a 2 pl této smési pufri, ato na 20 pl celkové

reakéni smési v 1 PCR.




Pripravu reakéni smési pro PCR udava nasledujici tabulka zpracovana dle pokyna

vyrobce k pouziti kitu. (Cisla jsou uvedena pro duplexni PCR; v piipadé jednoduché PCR je

mnoZzstvi vody zvySeno o soucet objemi vynechaného péaru primeri.)

Tabulka ¢. 2: Piiprava PCR, kit REDEX

Reagencie 1 reakce 5 reakci 10 reakci 20 reakci
dd H20 4.4 22 44 88
REDEX 10 50 100 200
1. pér primera, primer F 04 2 4 8
1. pér primeri, primer R 04 2 4 8
2. par primerid, primer F 04 2 4 8
2. par primeri, primer R 04 2 4 8
Roztok templéatu 4 5x4 10 x 4 20%x 4
Bez templéatu 16 80 160 320
Véetné templatu 20 100 200 400
2.2.3. Char akteristika specifickych amplifika¢nich primera
Tabulka ¢. 3: PouZivané primery (infor mace staZeny z riznych inter netovych stranek)
. Dédka Nazev c g . LOD
Amplikon [bp] primeru Charakteristika amplikonu (limit detekce)
Sojovy GMO- 3 GMO- o
vniténi gen 118 4 gen Lel pro sojovy lectin nestanoven *
K ukufiény IVR1- F IVR1-
VNitENi gex 226 R gen pro krobovou invertazu kukugice nestanoven *
Repkovy 212 | SGT1 SGT2 [gen pro UDP- glukézasinapat glukosyl- nestanoven *
vnitrni gen transferdzu
Screening- 35 ;55 | 355 Cf3 355 gekvence promotoru 35 Sviru Zilkové overeno 0,1%
S cré mozaiky kvétaku (CaMV)
Screening - NOS-1  sekvenceterminétoru gen ali <
180 genu pro nopalin ovéreno 0,1%
NOS NOS-3  syntazu A. tumefaciens
CRT F CRTpy
o 191 presah ze sekvence prom. 35 Sa ORF V .
DopInkovy R (reverse transcriptase gene) _over envo 6
screening minimalné 10
CaMV 383 CaMV1  hresah ze sekvence prom. 35 SaORF VI [Validagni protokol
CaMV2  |(inclusion body matrix protein)




. Dédka Nazev . . LOD
Amplikon [bp] primeru Charakteristika amplikonu (limit detekce)
Séja RoundUp- | -, 35512 presah ze sekv. p35 Sdo sekv. CTP (Petunia | gyateno 0,1%
Ready petu-rl  chloroplast transite signal peptide)
Transgen bar 428 Barklygl | i k herbicidu alufosina overeno 0,1%
HygPat4  [ransgen pro toleranci k herbicidu glufosinatu '
Kukurice 194 CROL i ovéieno 0,1%
MON 810 HSO 1 presah z intronu hsp70 do transgenu cryl A(b)
K ukutice 211 CRY-03  presah z promotoru CDPK do synt. transgenu|  oyareno 0,1%
Bt-176 CRY-04  IcrylA(b)
¥ IVS- 2 .
gthlﬁmce 189 PAT-B  [presahzintronu IVS-2 do transgenu pat overeno 0,1%
Kukurice 270 GA211-5 presah z OTP (enhancer) do transgenu m- ov&ieno < 1%
GA21 GA211-3 |epsps
Cam03-5 |
K ukutice 170 CBHOp. 3 Presah z promotoru 35S do CBHO
CBH351 oveéreno < 1%
StarLink 171 CrysC-5 | . 14
( ) 35St 3 presah z transgenu cry9 do 35S terminatoru
Kukurice 108 |NK603 primerl,presah z 3- konce insertu do kukui.DNA,  oygieno < 1%
NK 603 NK®603 primer 2primery pro Real- Time PCR

*) overeni LOD u vnitnich geniz nema smyd, protoZe je obsahuje 100% kopii genomu daného druhu.

2.2.4. Pozitivni a negativni standardy (referenéni materialy - RM)

Laboratoi pouziva certifikované referencni materidy (CRM),

interni

referencni

materidly (IRM) a kontroly z diive pouzivanych specifickych kita pro detekci GMO. Jsou

vétSinou v podobé mouky, z niZ je nutno izolovat DNA, nebo jako jiZ vyizolovand DNA. RM

- mouky jsou pouzivany jako zdroj DNA pro:

1. negativni kontroly - maji obsah GMO nulovy nebo mensi nez LOD,

2. pozitivni kontroly - maji obsah GMO 100%, nebo nékolik procent (rizna mnozstvi,

jsou vhodnou pozitivni kontrolou pro PCR) a dde 0,1% GMO pro ovérovani LOD dané
screeningové nebo identifikagni reakce. IRM se pouzivaji u fepky, kde na trhu dosud chybi
vhodné CRM; byly ptipraveny v LMGD pomletim 100% GMO materidlt a smichanim ve
vhodném pomeru za pouZiti analytickych vah.

Pri kazdém beéhu PCR u rutinnich analyz se kromé negativni kontroly pouZiva i
pozitivni kontrola obsahujici 0,1% GMO (vhodné modifikace), podle niz se posuzuje
negativita ¢i pozitivita vzorku pii dané detekci, pripadné jedté dalSi pozitivni kontrola s
vySSim obsahem GMO.

Kromé uvedenych kontrol se pti kazdé rutinni analyze vzorku pouZzivd i negativni
kontrolaizolace DNA (, blank”) atzv. beztemplétova kontrola kazdého béhu PCR pro ovéreni



nepiitomnosti  kontaminaci, které by mohly zptisobit faledné pozitivni vysledky.

Laboratoi ma vypracovana kritéria pro navazani IRM na CRM.

Tabulka ¢. 4: Piehled CRM [IRMM*), materidl z kruhovych testi a kontroly z diive
pouZivanych specifickych kit pro detekci GMO]

Neaativni Pavod - certifikéat
Plodina 9 Pozitivni kontrola nebo kit Poznamka
kontrola , )
s ndvodem- od:
sdja RoundUp-Ready/
Soja ) (40-3-2 Event IRMM 410S-1 0,10 +/ - 0,059 GMO dry powder /
Monsanto) 100 g dry soya bean powder
K ukufice . kukutice MON  |RMM 413-1 0,10 +/ - 0,03 g GMO dry powder /
810 (Monsanto) 100 g dry maize powder
.. kukutice Bt-176 Certifik 4 hodnota GMO:
K ukufice - i ertifikovana hodnota :
(Syngenta) IRMM 411R-1 19/ kg (nejistota 0,29 g/ kg)
K ukurice - kukutice Bt-11 i Certifikovana hodnota GMO:
(Syngenta) IRMM 412R-1 0,98 ¢/ kg (nejistota 0,29 g/ kg
i i 3% Roundup-Ready GeM 23 A - GeMMA 3% RRS v 97 % soj. mouky;
) Soja Report **) exspirace neuvedena (z r. 2003)
Soya . . :
Soja Inte?lnal - Biogenics - Biotools K oncentraceneuvedena  mouka
Span¢lsko
Control
Soja : : .
: ] RoundupReady Biogenics - Biotools K oncentrace neuvedena ***) mouka
Control Spanglsko
Kukurice Maize . . :
Internal - Biogenics - Biotools |k oncentrace neuvedena  mouka
Span¢lsko
Control
Kukurice - Bt-176 Maize Biogenics - Biotools  [Koncentrace neuvedena ***) mouka
Control Span¢lsko a DNA
Kukurice - MON 810 Maize  |Biogenics - Biotools ~ DNA - Koncentrace neuvedena ***)
Control Span¢lsko
Kukurice - Bt-11 Genomic DNABt11 Control DNA - |DNA - Koncentrace 100 kopii/ 1l
Genescan
Kukurice
- NK603 - DNA
K ukufice set 69407, GMO Genomic DNA Standard Set
- GAZ21 - DNA Fluka Biochemica for MaisNK603, GA21 und CBH-
IRMM 351 (StarLink)
Kukufrice
- CBH 351 - DNA

*) IRMM - Ingtitute of Reference and Measur ment Materials, Geel, Belgie

**) GeMMA -Genetically Modified Materials Analys's; GeMMA Report je zprava o vyhodnoceni vys edkii

***) \Wyrobce udava viastnogti kontrolniho materidlu ohledné pritomnogti / nepiitomnosti dané GM, obvykle
neudava mnozstvi geneticky modifikované DNA..




Tabulka ¢. 5: Prehled IRM (internich referenénich materiali)

Plodina | Neaativni kontrola Pozitivni  |Pdvod, certifikat| Poznamka (navazani
< kontrola od: na CRM)
. o 00Z UKZUZ Hradec |, - .
Repka |[Nemodifik. PAU C 911 - nad Svitavou OVETeno napr.:
. - 23.4.04.BAR + rep-
« . 0O0Z UKZUZ Hradec -
Repka |Nemodifik. EGG 051 - nad Svitavou 0,15stand.bip;
e 31.10.03.BAR 60
N e 00Z UKZUZ Hradec o~ ;..
Repka |[Nemodifik. DS 29 206 - nad Svitavou C.bip;
T I 17.10.03- rep+
« . 0O0Z UKZUZ Hradec .
Repka [Nemodifik. SG- C 105 - nad Svitavou 35S.bip #)
< Modifikovana |(00Z UKZUZ Hradec |, xx .
- oVE&Feno napr.:
Repka PHW 01- 429 jnad Svitavou D3 4 DA BAR +
Renka ) Modifikovand |(00Z UKZUZ Hradec [rep- 0,15stand.bip;
* PHW 01- 439 jnad Svitavou 3L10.03BAR 60
S eoka ] Modifikovana [00Z UKZUZ Hradec Q-b'fi3%é%935AR
. PHW 01- 440 |nad Svitavou afep+ 35S.bip #)
CaMV + Loewe oVereno napr-.:
(Nemodifikovanaiepka |Biochemica |CaMV- multi-
Reok infikovana virem CaMV - |GmbH 12.3.03.bip;
KA liz0la DNA z pozitivni CaMV-11.3.03.bip;
kontroly ke kitu ELISA, CaMVdet- citl.10- 10
katal. ¢. 07086PC) 000.bip #);

#)... Nazvy obrézkii, dokl &dajicich zpisobilost daného RM k Ucelu kontroly, v pocitaci Suchomel ova.

2. 2. 5. Potirebné chemikélie (nedodavané v ramci Kiti):

PouZivaji se chemikalie ¢istoty p.a. nebo oznatené ,,pro molekularni biologii*.

1.
2.

o g~ W

Voda vhodna pro PCR (vodivost do 2 uS)

Agar6za pro molekularni biologii

pro elektroforézu

Denaturovany ethanol — pouze do sti¢ek pro ¢isténi povrchi
95 - 100 % ethanol pro fedéni ,, Wash Solution” pii izolaci DNA
Ethidiumbromid — zasobni a pracovni roztok (Merck, 1%) — pro elektroforézu
Elektroforeticky marker pro amplifikaty (GeneRuler 50bp DNA Ladder SMO373
Fermentas, uchovéava se ve zkumavkéach po cca 20ul)

(A-5093 Sigma, pro rutinni pouziti) -




7. Elektroforeticky marker pro genomovou DNA (Lambda DNA/EcoRI+Hindlll
Marker 3 SM0O193 Fermentas (uchovava se ve zkumavkach po cca 20ul)
8. Ribonukledza A (ENO 531 Fermentas)
9. Chemikdlie pro pripravu elektroforetického pufru TAE (Sigma):
- NaEDTA (disodnasil kyseliny ethyléndiamintetraoctové)
- Trizmabase [tris- (hydroxymethyl)aminomethan]
- ledova kyselina octova

2.3. Vzorky
V&echny uvedené vzorky byly dodany Odborem krmiv UKZUZ; 8o o krmné suroviny

(sjovy Srot toastovany, kukuii¢né zrno, fepkoveé semeno a fepkové expelery). U kukutice byl

analyzovan jeden vzorek navic v ramci mezinarodniho kruhového testu GeMMA.

2.4. Pracovni postupy

2.4.1. |zolace rostlinné DNA

Navéazka mletého vzorku je dvakrat po 50 mg u sbji a dvakrat po 60 mg u kukurice a
fepky nakazdy vzorek.

Metodika je presné popsana v manualech uvedenych kiti a v JPP ,, Detekce pritomnosti
GMO v rostlinném materidlu metodou PCR". Rozemlety zhomogenizovany vzorek
podstupuje lyzi bunék lyzagnim pufrem za pritomnosti proteinazy, degradaci RNA, vysrazeni
a odgranéni ostatnich bunécnych komponent, navazdni DNA na silikagel upevnény v
kolonce, promyti navazané DNA a jeji rozpusténi v elucnim pufru. K amplifikaci se pouziva
neredény izoldt DNA v objemu podle navodu vyrobce PCR kitd.

2.4.2. Polymerazova retézova reakce
Priprava reakéni smesi:

1. Pripravi se PCR box: pracovni nastroje a pomicky i prostor se dekontaminuji od
jakychkoli molekul DNA ottenim povrchi ethanolem a UV zéienim po 20 min.

AN



2. Stanovi se pocet reakci (pocet vzorka plus prislusné kontroly). Dle tabulky reakénich
smési se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce. Vysledny objem celkové reakéni
smési je 50 nebo 20 ul dle pouZitého kitu, viz tabulka.

3. Celkova reakeni smés se sterilngé smichd v poradi: redestilovand H,O, REDEX nebo
REDTaqg Mix (obsahujici viechny komponenty potiebné pro PCR véetné DNA-polymerazy) a
primery specifické pro hledany Usek DNA. Tato smés bez templatu se rozpipetuje po
mnoZzstvich stanovenych v tabulce do prichystanych amplifika¢nich zkumavek.

4. Nakonec se do kazdé zkumavky prida 5ul nebo 2ul templétové DNA (dle pouzitého
Kitu, viz tabulka). Pro beztemplétovou kontrolu se misto templatové DNA piida tentyZ objem
vody.

5. Amplifikaéni zkumavky s dobie utésnénym vickem se vloZi do jamek v bloku

termocykleru a spusti se prislusny program.
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Tabulka ¢. 6: Amplifikované fragmenty a amplifikaéni programy pro detekci vnit¥nich

geni a screening

Hledany / Amplifikovany Gsek

Amplifikaéni program *)

nazev délka [bp] Nazev pribéh Pozndmka
94 °C/ IminOsec /1 cykl
S6jovy A0L 94 °C/ Omin 45sec
. 118 SO JT AQ 58 °C/ 1min 50sec Jednoducha PCR
vnitfni gen 72 °C/ 1min 55sec / 35cykli
72 °C/ 5min 55sec / 1 cykl
94 °C/ IminOsec /1 cykl
K ukutiény A02 |24 °C/OminS0sec ]
. 226 KUKTAQ 68 °C/ 1min 50sec Jednoducha PCR
vnitrni gen 72 °C/ 2min Osec / 35cykli
72°C/ 5minOsec  / 1cykl
94 °C/ 3minOsec /1 cykl
Repkovy A:03 24 °C/Omin 45sec Duplexni PCR
L 212 REP/BAR 60 °C/ Omin 50sec shodna s )
vnitrni gen 72 °C/ 2min Osec / 35cykli
72 °C/ 10min Osec / 1cykl
94 °C/ IminOsec  / 1cykl
123 N O35T AQ 57 °C/ 2min Osec Jednoducha PCR
promotor 35S 72 °C/ 1min 30sec / 40 cykli
72 °C/ 5min0Osec  / 1cykl
94 °C/ 1IminOsec  / 1cykl
o 180 N O35T AQ 57 °C/ 2min Osec Jednoducha PCR
terminator NOS 72 °C/ 1min 30sec / 40 cykli
72 °C/ 5min0Osec  / 1cykl
L 94 °C/ 3min0Osec /1 cykl
Dopliikovy 101 B:05 CaMV 94 °C/ Omin 45sec
screening - 383 (dup|exn|' 56 °C/ Om|n 30sec DUpIexni PCR
|nfekce CavVv PCR) 72 OC/ 2min 0sec / 35 Cyklfl
72 °C/ 10min Osec /1 cykl

*) V amplifikacnich programech je mozZno ucinit drobné zmeny dle potreby.
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Tabulka ¢. 7: Amplifikované fragmenty a amplifikaéni programy pro identifikaci

transgena a modifikaci

Hledany / Amplifikovany Gsek
nazev délka [bp]

Nazev

Amplifikaéni program *)

prubéh

Poznamka

RoundUp- Ready
Soja

172

C.06
RRS.TAQ
nebo C.07
355 RRS

94 °C/ 3min Osec
94 °C/ Omin 45sec
57 °C/ 2min Osec
72 °C/ 1min 50sec /35 cykla
72 °C/5min0Osec /1 cykl

/1 cykl

Jednoducha PCR

Transgen bar 428

C:08
BAR/REP

94 °C/ 3min0Osec  / 1cykl
94 °C/ Omin 45sec
60 °C/ Omin 50sec
72 °C/ 2min Osec /40 cykla
72 °C/ 10minOsec /1 cykl

Duplexni PCR
shodnas*)

MON 810
K ukurice

194

C:10
MONS810

94 °C/ IminOsec /1 cykl
94 °C/ Omin 55sec
58,5 °C/ 2min Osec
72 °C/ 2min Osec /40 cykla
72 °C/3min0Osec /1 cykl

Jednoducha PCR

K uku¥ice Bt-176 211

C:12BT:176

94 °C/ IminOsec  / 1cykl
94 °C/ Omin 55sec
61,5 °C/ 2min Osec
72 °C/ 2min Osec /40 cykla
72 °C/ 3minOsec  / 1cykl

Jednoducha PCR

K ukurice Bt-11 189

C:11BT:11

94 °C/ IminOsec  / 1cykl
94 °C/ Omin 45sec

60 °C/ 2min Osec

72 °C/ 1min 30sec / 40 cyklu
72 °C/ 3minOsec /1 cykl

Jednoducha PCR

*) V amplifikacnich programech je mozZno ucinit drobné zmeny dle potreby.

2.4.3. Elektroforéza v agar 6zovém gelu

Je standardni metodou pro tzv. "end- point" vyhodnoceni PCR (tj. vyhodnoceni po

ukonceni celé amplifikace), vhodnou pro kvalitativni detekce GMO.

1. Priprava gelu: Uvati se 2% agar6zovy gel v elektroforetickém TAE- pufru (Tris-

acetat- EDTA). Pripravi se nalévaci vanicka s vhodnym hiebinkem a vyrovna se vodovahou.

"Zuby" hiebinku vytvori v tuhnoucim gelu jamky konstantni velikosti. Po mirném zchlazeni

se prida roztok ethidiumbromidu (interkalacni barvivo slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu),
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opatrné zamicha a nalije se do vanicky v digestofi. Po ztuhnuti gelu se opatrné vyjme
hiebinek, gel se prenese do eektroforetické vany a pirevrstvi se TAE- pufrem.

2. Nana&Seni vzorka: Objem vzorku nandSeného do jamky zévisi na typu hiebinku.
Promyslime si rozvrzeni vzorka a markeri. Vzorky pied nanesenim do jamek neni tieba
barvit (oba pouzivané amplifikacni kity pouZivaji cervenou DNA- polymerdzu a toto barvivo
béhem chodu elektroforézy indikuje postup DNA v gelu.) Naneseme do jamek vzorky
amplifikati a marker molekulové hmotnosti (obsahuje fragmenty DNA deklarovanych délek)
a spustime chod elektroforézy. Pro amplifikéty pouzivame krokovy marker (po 50 bp). Pro
kontrolu izolované DNA pouzivame marker o vétSi délce fragmenta (564 - 21 226 bp).

3. Vyhodnoceni: Po 35 - 45 min. chodu, kdyZ rozdéleni fragmenta podle jejich délek jiz
dostatecn¢é pokrocilo, prosvitime gel na transiluminatoru a provedeme fotodokumentaci.

Snimky popisujeme, vyhodnocujeme a uchovavame v pogitati.

3. Vysledky a diskuse

3.1. SHja

V roce 2004 bylo analyzovano 20 vzorkt sji. Z toho ve 2 vzorcich nebyla detekovana
piimés GMO, 18 vzorku bylo identifikovano jako obsahujici RoundUp- Ready sbju (RRS).
Primery pouZzité pro tuto identifikaci daly shodné vysledky pri pouZiti dvou raznych
amplifikacnich kitt (REDEXx i REDTaq), viz obrazek 1.

Téchto 18 vzorka bylo dale postoupeno ke kvantifikaci na SZPI metodou Real- Time
PCR. Vysledky kvantifikace potvrdily kvalitativni vysledky dosazené v LMGD (viz
samostatny dokument Zprava o kvantifikaci vzorka soji OK UKZUZ v SZPI).



Amplifikace EFSPS (172 bp), kit REDTaq
27704 program C: 06 RS Tag

" = A S

m... marker 50 bp, BT... beztemplatova kontrola
M... negativni kontrola, P... pozitivni kontrola RRS {0,1% IRR)
P*... pozitivni kontrola RRS

12345851011 12, vzorky soja Ok 2004

Amplifikace EPSPS (172 bp, kit REDTaq)
22023704 program C: 06 RRS Tag

15 16 17 18 20 20 P* P

m... marker 50 bp, BT... beztemplatova kontrola
... negativni kontrala

671314151617 18 20, 21 vzorky Ok 2004
P... pozitivai k. RRS 0,1% (IRMK 4105-1), P*... pozitivni k. RRS (20%)

Duplexni amplifikace - transgen EPSPS (172 bp) a
promotor 35 5 (123 bp), kit REDEx
2304 program C:07 355/RRS

G 9 P

Duplexni amplifikace - transgen EPSPS (172 bp) a
promotor 35 5 (123 bp), kit REDEx
23704 program C:07 255/RRS

RS T Tlle P

—
— R -

m... marker 20 bp, BT... beztemplatova kontrola
M. negativni kontrola

6,7,13,14,15 16,17,18,20, 21 vzorky OK 2004
F. . pozitivni k. RRES 0,1% (IRMWM 4105-1)

m... marker 50 bp, BT... beztemplatova kontrola
M... negativni kontrola, P... pozitivai kontrola RRS (0,1% IRMM)
12345881011 12, vzorky sdja OK 2004

Obréazek ¢. 1. Shoda vydedkd pri pouziti dvou raznych PCR kitd (primery pro
identifikaci Roundup-Ready sdji: 35s- f2/petu-rl; srovnavana stanoveni jsou zobrazena
pod sebou).

3.2. Kukurice

V roce 2004 bylo analyzovano 21 vzorka kukufice, z toho 20 vzorkd krmné suroviny
OK UKZUZ a1 vzorek kukuiicné mouky v ramci kruhového testu GeMMA. Ve vzorcich
krmnych surovin nebyla nalezena z&dna z modifikaci spadajicich do VU K8 (Bt- 176, Bt- 11
a MONB810). Jeho uspesné vypracovani vsak potvrdila (kromeé kontrol pouZitych pii zavadéni
reakci) detekce téchto modifikaci ve vzorku GEMMA.

Identifikace téchto GM byly provedeny jak pomoci kitu REDTaq (dle JPP
vypracovaného v LMGD v ramci tohoto VU), tak i zbytkem dtive pouzivaného kitu firmy

Biotools. Z nésledujici tabulka porovndvd PCR- primery a s jejich pomoci amplifikované
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fragmenty u obou metod. (PrestoZe firma Biotools primery zahrnuté ve svém Kitu

nespecifikuje, z délky amplifikovaného Useku Ize soudit na odlisnost nebo pravdépodobnou

totoznost primerového péru, protoze v rdmci sekvence hledaného Useku DNA je jen mala

pravdépodobnost existence vice para primera davajicich stejné dlouhy produkt). Tabulka

ukazuje, kde se lisi identita amplifikovanych Useki DNA pii pouZziti kitu Biotools a metody
zavedenév LMGD.

Tabulka ¢.7: Porovnani amplifikovanych Useka p¥i pouZiti d¥ivéjSi a nové zavedené

metody
.y Kit REDTag: _ KitBiotools: " .
Geneticka | g, amplifikovaného tseku | Dékaamplifikovaného Pravdépodobna
modifikace : | odlisnost
aPCR primery Gseku
Bt-176 Cry-03/Cry-04 - 211bp 184 bp ano
Bt-11 IVS2/PAT-B - 189bp 189 bp ne
MON810 HSO1/CRO1 - 194bp 170 bp ano

Obg pouzité metody daly shodné vysledky, viz obrazky ¢. 2 a¢.3.

Amplifikace BE176 (211 bp,
kit REDTaq)
201.05

16 1

kit REDTaq)

(gradient) 201.05

B

Amplifikace MONS10 (194 bp,

16 1 (gradient)

kit REDTaq)
19.1.05

e |

moA

Amplifikace Bt-11 (189 bp,

C:11 BT

m..... marker 50 bp M. marker 50 bp
f...... marker 5,0 bp Mo negativni kontrola (MIC) BT... bezternplatova kontrola
M. negativai kontrola (MIC) BT.... heztemplatova kont. Mo negativn kantrala (MIC)
BT.... bezternplatova kont. A B paralely GeM M8 AR paralely GeM M3

A B... paralely GeM M3

.... pozitivni kont
P2... pozitivni kont.

. 0.1% Bt-176 IRMM

Bt-178 (Biot. RMK] inzert jako MONS10)

.... pozitivni kont. 0,1% MONS10 IRMM
P2... pozitivni kont. Clarica BT (% GMO =1,

Bt11 G....

Eltl11 0,1... pozitivni kontrola 0,1% Bt-11 IRMM
pozitivni kontrala Bt-11 (Genescan)

Obrazek ¢. 2: Identifikace modifikaci Bt-176, MONB10 a Bt-11 - mezinarodni kruhovy
test GeMMA podle JPP vypracovaného v ramci VU K8
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Amplifikace Bt-176 (184 bp), Amplifikace MORZ10 {170 bp), Amplifikace Bt-11 (189 bp,
kit Biotools kit Biotools kit Biotoois)

4104 CA0 BT KUK 4.1.04 30 BT KUK 4i5.1.05, CA0 BT KUK
BT nom Al A2 B2 p ' ]

..... marker 50 bp m..... marker 50 bp <. marker 50 bp
MZ2... negativni kontrola (WK MNZ... negativnl kantrola (M) M2... negativni kontrola (M)
M1... negativni kontrala (MIC) M1... negativni kaontrala (MIC) [1... negativni kantrola (MIC)
BT... beztemplatova k. BT... beztemplatova kaontrala BT... beztemplatova k.
P pozitivni kontrola Bt-176 0,1% IRMM P pozitivni kont. MOS0 0,1% IRMM P pozitivni kontrala Bt-11 0,1% IRMM
Geh4: GehdD4: GeMh/D4:
Al 1. par., 1.eluce Al 1. par., 1.eluce A1 par., 1.eluce
AL 1 par., 2. eluce A2.1. par., 2. eluce A2 1 par., 2. eluce
B2, 2 par., 2. eluce B2... 2. par., 2. eluce B2 2 par., 2 eluce

Obrazek ¢.3: Identifikace modifikaci Bt- 176, MON810 a Bt- 11 - mezinarodni kruhovy
test GeMMA pomoci diive pouZivaného kitu firmy Biotools (Spanélsko)

4. Vysdedky a diskuse

V z&dném ze vzorki dodanych k rozboru Odborem krmiv UKZUZ nebyla detekovana

piitomnost modifikaci Bt-11, Bt-176 a MON810 (VU K8), ani modifikaci NK603, GA21 a
CBH351 (VU K9). Jsou to viak modifikace, jejichz identifikaci bézné provédgji laboratore
zabyvajici se detekci GMO.
Jako pozitivni kontrola PCR pro VU K9 byla pouzita sada 3 druhii genomové DNA
zakoupena pres firmu Fluka Biochemica od IRMM (Institute for Reference Materials and
Measurements), Belgie. Tyto standardy (pro NK603, GA21 a CBH351) se od ostatnich
referencnich materiala IRMM IiSi:

1. Ogtatni dosud v LMGD pouzivané RM jsou v podobé mouky, z niZz je DNA slouzici
jako pozitivni kontrola izolovana az v LMGD, stejn¢ jako zkoumané vzorky. U téchto tii
modifikaci vSak byla zakoupena jiZz vyizolovand DNA (z duvodu tehdejSi nedostupnosti
jiného materidlu), ktera byla dodana v lyofilizované podobé a rozpusténa podle priloZzeného
navodu.

2. Vyrobcem deklarovany obsah piislusné genetické modifikace je u ndmi zakoupenych
RM - mouk 0,1% (x vyrobcem udana tolerance). Tato mnozstvi geneticky modifikovaného
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materidlu 1ze metodami a amplifikaénimi primery pouzivanymi v LMGD jest¢ detekovat.
Naproti tomu uvedeny set DNA ma deklarovany obsah prislusné genetické modifikace kolem
1%, ale schopnost této pozitivni kontroly vytvorit hledany pruh v gelu - ¢ili byt detekovana -
je srovnatelna s 0,1%- ni kontrolou z prvni skupiny RM. Zd& se tedy, Ze prah detekce se tu
pohybuje az kolem 1%!

ProtoZe laboratot nema dosud k dispozici jinou formu pozitivni kontroly, neni mozné
zjigtit, zda tento vysoky limit detekce je zdanlivy (protoZze zakoupend DNA neni dostatecné
kvalitni), nebo zda je skute¢né takto vysoky (napt. z divodu nedostatecné amplifikace pri
PCR). Udaje z validacnich studii jinych laboratoti, které udavaji LOD 0,1% GMO, naznaduji,
Ze je mozné jg snizit. Zda se, Ze otazku kvalitniho RM by mohlo vyiesit zakoupeni nové na
trhu dostupného materidlu s uvedenymi modifikacemi v podobé mouky. (To jsou zatim RM s
obsahem GA21 a NK 603; mouka obsahujici CBH351 neni dosud k dispozici.) Zatim tedy
nelze rozhodnout, zda fakt, Ze u podezielych vzorki nebyla detekovana pritomnost téchto
modifikaci, byl zpisoben skute¢nou nepritomnosti téchto modifikaci ve zkoumanych
vzorcich, nebo vysSim LOD detek¢nich reakci.

Tabulka ¢.8: Piehled vysledki detekce GM O u sbji a kukuiicev r. 2004

« o Pocet vzorka pozitivnich pri
Pocet ll:g:ert] g;;;ku’ screeningu Pocet vzorki,
A kde byla
Plodina 2nalyzo-  detekovana identifikova-na
vanych pritomnost ztoho konkr étni
vzorkd  GMO ani p35S tNOS | 355+ NOS | \odifikace
p358 atNOS Zaroven
Soja 20 (OK) 2 18 -*) 18*) 18 (RRS)
21 5 2 2 1 (GeMMA-
Kukufice | (200K +| 16(0k) (4OK+ 1 (QOK+ | (10K + | modifikace Bt-
1 GeMMA) GeMMA) 1 GeMMA) 1 GeMMA) | 11 aMON810)

*) Screening na tNOS nebyl proveden u vzorkii s detekovanou poztivitou na Roundup-Ready sdju, protoZe je
znamo, Ze jg dany inzert obsahuje.
**) Z uvedenych 16 vzork:i repky se Zi&enou poztivitou na p35S CaMV bylo 7 detekovano jako napadenych
CaMV, takze u nich nelze prokazat transgenni privod tohoto promotoru.
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5. Zavér

Vyzkou&eli jsme techniky izolace a amplifikace DNA pomoci vhodnych univerzalnich a
dodavatelem pruzné poskytovanych kit a v nich popsanych protokola. Overili jsme vhodnost
téchto kiti a pouzivanych specifickych primeri v podminkach naseho pracovisté a provedli
jsme optimalizaci parametri PCR. Zavedli jsme metody pro detekci vybranych transgena ¢i

transgennich odrud pruznéjSim a levngjSim zpasobem.

V soucasnosti tedy mazeme provadét tyto analyzy:

1. zachytit pomoci screeningu na p35S atNOS cca 95% vSech komerénich GMO,
2. identifikovat 8 nejbézn¢jSich transgent ¢i modifikaci u soji, kukuiice aepky.

Dle dalSich moznosti bude vhodné overit ¢i snizit limit detekce a2 na 0,1% GMO.
Doporucujeme zakoupit prislusné RM v podobé mouky, jako pozitivni kontrolu pro PCR
detekce pouzit DNA izolovanou z nich v LMGD a déle doladit parametry PCR s timto novym
RM. Pokud by ani tento postup neved! k detekci s LOD 0,1%, bude ziejmé tieba pouZit jiné

amplifikacni primery.
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