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1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoz geneticky
materidl byl umysln€ zménén, a to zpisobem, kterého se nedosédhne ptirozenou rekombinaci.
Dotcené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédi¢ny
material (DNA) pomoci genovych technologii. Jedna se o Slechtitelské metody z oblasti

biotechnologii, které mimo jiné umoziuji mezidruhovy pfenos gend.

MZIR098 je geneticky modifikovand kukufice, jejiz DNA byla modifikovdna pomoci
syntetické formy genu Cry3A a genu CrylAb z Bacillus thuringiensis. Produktem
je chiméricky (Cry3A-CrylAb) delta endotoxin protein, ktery poskytuje odolnost viici
nekterym Skidclim z fadu Lepidoptera a Coleoptera selektivnim poskozenim jejich stfevni

vystelky.

Dale byla modifikovana syntetickou formou genu cry3A z Bacillus thuringiensis subsp.
tenebrionis. Produktem je modifikovany Cry3A delta-endotoxin, ktery poskytuje odolnost viici
Skiildetim fadu Coleoptera, zejména Skiidcim kukufiénych kotent, selektivnim poskozenim

jejich stievni vystelky.

K dosazeni herbicidové tolerance je obsazen pat gen ze Streptomyces viridochromogenes.

Produktem je fosfinothricin N-acetyltransferaza (PAT) enzym, jehoZ funkci je eliminace



herbicidni aktivity glufosinatovych (fosfinothricin) herbicidii acetylaci. Vyslednou vlastnosti je

tolerance herbicidu glufosinatu..

2 Cil
Cilem prace je rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci u kukufice

o kvalitativni stanoveni MZIR098 a urCeni meze detekce stanoveni. Soucasti je ovétreni detekce

screeningovych elementii promotor 35S, terminator NOS a gen pat.

3  Princip

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

s elektroforetickou detekci amplikonu na agarézovém gelu.

4  Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity izoldty DNA z certifikovanych referencnich materiali

od The American Oil Chemists' Society (AOCS).
AOCS 0411-C, Non-Modified Maize, (pure, 0 g/kg) — laboratorni znaceni: CRM 14/2016.

AOCS 1114B2, NP2391/NP2222 (MZIR098) Maize Syngenta Crop LLC Event
MZIR098, (> 962 g/kg) — laboratorni znac¢eni: CRM 5/2020.

Izolace byla provedena pomoci zavedené¢ho komercéniho kitu (NucleoSpin® Food -
MACHEREY-NAGEL). U izolati DNA byla zmétena koncentrace, byly otestovany na kvalitu
1 amplifikovatelnost DNA.

Pro zavedeni byly vyuzity nasledujici metody.

Stanoveni piitomnosti GMO metodou PCR, UKZUZ, JPP ZK, postupy & 10252.1, 10255.1,
10257.1, 10259.1,

ID ¢. 7 Validace metod v NRL, Ptiloha ¢. 6 Verifikace metod zalozenych na polymerazové

fetézove reakci pro stanoveni genetickych modifikaci v osivech, krmivech a krmnych smésich.
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Compendium of Reference Methods for GMO Analysis, European Union Reference Laboratory
for GM Food and Feed (EURL-GMFF), European Network of GMO Laboratories (ENGL),
2011,

Event-specific Method for the Quantification of maize MZIR098 by Real-time PCR, Validation
Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and Consumer Protection, JRC
Publication JRC114043.

4.1 Pristroje a pomicky

Extrakce DNA

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.

Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohievem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

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

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

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza
Nizkoobjemovy spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
Elektromagnetické michadlo s ohievem.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

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



Plastové zkumavky s vickem o objemu 2-2,5 ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem BIO PRINT TX4 (Vilber Lourmat).

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

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cyklér C 1000 Touch Thermal Cycler (BIO RAD)

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

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

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

nadoba na uchovani ledu.

4.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Extrakce DNA: NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické
DNA z potravin a krmiv

Lysis Buffer CF.

Bufter C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.



Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 X TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkalacniho barviva (ethidium bromid).

EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

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

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

PCR reakce — amplifikace

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

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl,.

PCR voda.

Dalsi potiebné chemikéalie nedodavané v ramci Kitt .

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminac¢ni roztok pro oSetieni ploch.

Amplifikacni primery:

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

Vnitini (referenéni) gen kukufice — Skrobové invertaza:
IVRI-F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC
IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C

MZIR098
MZIR098F: ATCTCAGACACCAAACCGAGATC
MZIR098R: ACACCGTTAGGCTAGTGCCAGT

p35S



35s-cf3: CCA CGT CTT CAA AGC AAG TGG
35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAA ATGCCATTCC

INOS
NOS-1: GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG
NOS-3: TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA

pat
PAT 16-L (F): GAT ATG GCC GCG GTT TGT GAT

PAT 16-R (R): TTC CAG GGC CCA GCG TAA

4.3 Pracovni postup

Pro zavéadéni byly pouZity postupy JPP 10252.1 (Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food), JPP 10255.1 (Provedeni polymerazové tetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO), JPP 10257.1 (Gelova elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR) a JPP 10259.1 (Vyhodnoceni vysledkl stanoveni GMO metodou PCR).
Slozeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix
(jednoducha PCR) pro vnitini gen kukufice, p35S, tNOS, pat, MZIR098 je uvedeno v tabulce
¢. 1. Jednotlivé amplifikacni programy jsou uvedeny v tabulkach €. 2 az 6.

Tabulka €. 1

Slozka Koncentrace Findlni Objem (pl/reakce)
roztoki koncentrace

PCR voda 6,5

RedTaq PCR MIX 2x 1x 12,5

Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5

Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5

Templatova DNA 10 ng/pl 50 ng 5

Objem smési v¢. templatu 25

Vnitini gen kukufice (Skrobova invertaza)
primery: [IVRI-F / IVRI-R
délka amplikonu: 225 bp




Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
pocatecni denaturace 94 60 1
denaturace 94 50
annealing 68 110 35
extenze 72 120
zavérecna extenze 72 300 1

p35S

primery: 35s-cf3/35s-ct4

délka amplikonu: 123bp

Tabulka €. 3. Amplifika¢ni program.
Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
pocatecni denaturace 94 60 1
denaturace 94 58
annealing 57,5 120 40
extenze 72 105
zaveéreCna extenze 72 180 1

tNOS

primery: NOS-1/ NOS-3

délka amplikonu: 180bp

Tabulka ¢. 4. Amplifikacni program.
Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
pocatecni denaturace 1 94 60 1
denaturace 2 94 58 40
annealing 3 575 120 4.1
extenze 4 72 105
zavéreCna extenze 5 72 180 1




pat

primery: PAT 16-L (F)/ PAT 16-R (R):

délka amplikonu: 186bp

Tabulka €. 5. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
pocatecni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
: 40
annealing a extenze 60 60
MZIR098
primery: MZIR098F / MZIR098R:
délka amplikonu: 73 bp
Tabulka €. 6. Amplifika¢ni program.
Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
pocatecni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
- 40
annealing a extenze 60 60

5  Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro potfeby zavadéni, byla extrahovana DNA z CRM geneticky nemodifikované kukufice
(CRM 14/2016) a zCRM GM kukutice MZIR098 (CRM 5/2020). U izolatt byla zméfena
koncentrace (tabulka €. 7), otestovana kvalita i amplifikovatelnost DNA (obrazky €. 1 az 4).

Kritéria Cistoty dana pomérem A 260/280 byla splnéna u vSech izolati (doporuceny pomér
absorbanci je vrozmezi 1,7 az 2,0), u poméru A 260/230 jsou hodnoty také vyhovujici

(doporuceny pomér absorbanci je v rozmezi 1,6 az 2,2). Kvalita na gelu a koncentrace izolat

vyhovovala pozadavkim na analyzu a vSechny izolaty byly pro analyzy vyhovujici.




Tabulka ¢. 7. CRM 14/2016, CRM 5/2020— hodnoty namérenych koncentraci a hodnoty

urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/230
ng/nl

CRM 5/2020 A 193.,6 1,88 2,21
MZIR098 B 114,6 1,89 2,18
> 96,2 % GM m/m C 182,2 1,87 2,20
Izolace 20.10. 2020 | D 175,9 1,88 2,22
Izolaty A, B, C, D, E 167,9 1,88 2,21
E
CRM 14/2016 S1 89,8 1,88 2,21
kukuftice S2 90,3 1,87 2,21
0 % GM m/m S3 89,9 1,88 2,20
Izolace 13. 2. 2020
Sm¢ési izolati

CEM 142016 - kukurice

Obr. ¢. 1. Kvalita izolati DNA, CRM 14/2016_ izolaty
NK (S1, S2, S3). MM - Load Precision, Molecular

Mass Standard, KI — kontrola izolace.




Obr. ¢. 2. Kvalita izolati DNA, CRM 5/2020_ izolaty
A, B, C, D, E. MM - Load Precision Molecular Mass

Standard, KI — kontrola izolace.

Vnitini gen kukufice

VG kukurice  CRM 14/2016 Obr. &. 3. Vnitini gen kukuFice (225bp) - CRM
14/2016, izolaty S1, S2, S3. BT- beztemplatova
kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, PK-CRM
15/2014.

ET KI M30 51 32 33 M0 PK
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VG kukurice  CRM 5/2020 MZIR09S Obr. €. 4. Vnitini gen kukufice (225bp) - CRM 5/2020,
e L e e izolaty A, B, C, D, E. BT- beztemplatova kontrola,
M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola
izolace, PK-CRM 15/2014.

Screeningové elementy
U MZIR098 byla ovétena detekce screeningového elementu p35S, tNOS a pat. Obrazky €. 5-
7. Vysledky zkousek byly pozitivni.

P35S CRM 52020 MZIR098 Obr. ¢ 5. Promotor 35S (123 bp) - CRM 5/2020,

E G B E MM FE izolaty A, B, C, D, E. BT- beztemplatova kontrola,
M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola
izolace, PK-CRM 27/2012.

Obr. €. 6. Terminator NOS (180 bp) - CRM 5/2020
izolaty A, B, C, D, E. BT- beztemplatova kontrola,
M5S0 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace,
PK-CRM 29/2012.
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Obr. €. 7. pat (186 bp) — CRM 5/2020, izolaty A, B, C,
D, E. BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni
marker 50 bp, KI - kontrola izolace, PK-CRM
24/2012.

Spravnost stanoveni
U MZIR098 byla z izolatid (A-E) CRM 5/2020 provedena PCR s koncentraci DNA v izolatu
Sng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul. Vysledky zkousek byly pozitivni. (obrazek ¢. 8).

GM_ MZIR09S CRM 372020 Obr. ¢. 8. Stanoveni MZIR(098
T i LT R o M e e (73 bp), BT — beztemplatova
kontrola, M50-marker 50 bp,
NK - CRM 14/2016, CRM
5/2020: Izolaty A-E

e =10 ng'ul

300bp
@l v koncentracich 10 ng DNA/ul a

B 5 ne DNA/uL

Mez detekce stanoveni

Soucasti verifikace bylo stanoveni meze detekce na hladin€ < 0,1 % GM m/m. K dispozici byl
pouze CRM se 100 % GM m/m. Postupnym fedénim izolované DNA byla pfipravena
koncentracni fada 100-0,05 % m/m GM. Pro fedéni izoldtu DNA z CRM s GM byl pouzit izolat
DNA z CRM stejné, nemodifikované plodiny (NK, CRM 14/2016, 0 % GM m/m) o stejné
koncentraci DNA v izolatu. (ID ¢. 7 Validace metod v NRL, Pfiloha ¢. 6 Verifikace metod
zaloZenych na polymerazové fetézové reakci pro stanoveni genetickych modifikaci v osivech,

krmivech a krmnych smésich.)
12



Byla provedena amplifikace izolatu CRM 5/2020 o koncentraci DNA 10 ng/ul a obsahu
modifikace 100-0,05 % m/m GM.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vsech opakovanich. (obrazky ¢. 9 az 13)

Mez detekce byla ovéifena provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné

modifikace.
Z vysledkl analyz vyplynulo, ze obsah modifikace MZIR098 lze detekovat na hlading

0,05 % GM m/m.

MZIR093 - CRM 5/72020

MZIR008 - CR

[
—
—
e
—
e
L
—
——
——
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e Obr. ¢. 9 az 13. Stanoveni MD transgenu MZIR(098

(73 bp), BT — beztemplatova kontrola, NK — CRM
14/2016, M50-marker 50 bp. CRM 5/2020: 100 %,
10 %, 1 %; 0,1 %; 0,05 % GM m/m. Amplifikacni
kit REDTagq.

L M0 1% 01%

PCR probéhla do koncentrace 0,05 % GM m/m.

Béhem verifikace se postupovalo podle metody JPP (postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1,
10259.1 a metod validovanych EURL. Zachovaly se sekvence primert i amplifikac¢ni
programy.

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze testované certifikované referencni materidly vykazuji
pruhy v ptislusnych mistech.

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

kvalité gelu, pouzitém interkalaénim barvivu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci nové geneticky modifikované kukutice MZIR098
a rozs§ifit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoii OdMB.
Metoda stanoveni MZIR098 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM m/m.

Tato metoda se zatfadi jako dalSi parametr pfi zkouSeni pifitomnosti genetickych modifikaci u

vzorkud krmiv a osiv.

14
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Porovnani metod stanoveni obsahu theobrominu

Sdrka Plhalovd, Viclav PoStulka, Miroslava Valentikovi

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Opava, Jaselska 16 2, 746 01 Opava

vaclav.postulka@ukzuz.cz

1 Uvod

V roce 2020 vysla nova norma CSN EN 17270 — Stanoveni theobrominu v krmnych surovinach
a krmnych smésich, véetné sloZzek pochazejicich z kakaa, metodou kapalinové chromatografie.
Cilem prace bylo porovnat postup z této normy se stavajicim postupem JPP UKZUZ 10542.2,
ktery byl na pracovisti ONRL Opava zvalidovan a akreditovan a zjistit, zda tyto postupy
poskytuji srovnatelné vysledky.

Theobromin, chemickym nazvem, 3,7-dimethylxanthin, je hotky alkaloid kakaovniku. Jeho
nazev je odvozen od slova Theobroma (kakaovnik). Je to krystalicky prasek bilé barvy,
je nerozpustny ve vodé a rozpustny v tucich. Theobromin zplsobuje mirnou akutni toxicitu
u fady zivocicht. Slupky a moucka z kakaovych bobt, kakaové klicky a nespotiebované
cukrovinky se pouzivaji ke krmeni. Legislativa EU stanovuje maximalni obsah theobrominu

v krmném materialu.

N

HN

A AV

oriJN
CHs

Obr. 1. Struktura molekuly theobrominu.
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2

2.1

2.1.1

Metody stanoveni theobrominu

Stanoveni theobrominu podle JPP UKZUZ 10542.2

Princip

Obsah theobrominu se stanovi po extrakci vzorku smési rozpoustédel chloroform — amoniak

metodou vysokoucinné kapalinové chromatogafie na reverzni fazi za pouZiti UV detekce.

2.1.2
1

2

Chemikalie

Chloroform.

Mofsky pisek.

Amoniak, roztok 20%.

Ptiprava: 400 ml koncentrovaného amoniaku se smicha se 100 ml vody (5) a promicha.
Acetonitril pro HPLC.

Voda (deionizovana nebo demineralizovana).

Octan sodny, roztok, ¢ = 0,01 mol/I.

Ptiprava: 0,8203 g pevného octanu sodného se rozpusti ve vodé v 1000ml odmérné

bance a doplni po znacku.
Theobromin, min 99%.
Mobilni faze, pH = 4, octan sodny + acetonitril.

Ptiprava: Octan sodny (6) a acetonitril (4) se smichaji v poméru 9 + 1 (V/V). Hodnota
pH se zkontroluje na pH metru. Pokud pH neodpovida pozadované hodnoté&, upravi se

pomoci kyseliny octové (10).
Theobromin, zdkladni standardni roztok, ¢ = 0,1 g/l.

Ptiprava: 100 mg theobrominu (7) se rozpusti v 1000ml odmérné baiice v cca 500 ml
vody za pouziti ultrazvukové lazn€. Po rozpusSténi a vytemperovani se doplni

po znacku vodou.

17



10 Kyselina octova, koncentrovana.

11 Dusik, ¢istota 4.0.

2.1.3  Pristroje a pomiucky

1 Ultrazvukova lazen.

2 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detektorem.
3 Extrak¢ni zafizeni podle Soxhleta nebo Twisselmanna.

4 Zmydelnovaci banky, 250 ml.

5 Extrak¢ni patrony, asi (30 X 90) mm.

6 Naésttikovy filtr Nylon, 0,45 pm.

7 Vahy, s hmotnostnim rozliSenim 0,001 g.

2.14 Extrakce

Krmné suroviny

Do nizké kadinky o objemu 150 ml se navazi asi 20 g moiského pisku (2) a 1 g
zhomogenizovaného vzorku. Obsah kadinky se dobie promicha a pifevede do extrak¢éni patrony.
Zbytky na sténach kadinky se dikladné setfou vatou, ktera se poté pouZzije na uzavieni extrakéni
patrony. Obsah patrony se pfed uzavienim zvlh¢i 5 ml roztoku amoniaku (3) a patrona

se ponecha v uzaviené nadob¢ pies noc.

Patrona se vloZzi do extrakéniho zatizeni (3) a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu 7 h.
Poté se rozpoustédlo odpaii do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku. Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (8) v ultrazvukové lazni pii 60 °C a zfiltruje ptes husty filtr.

Pred nastfikem na kolonu se jesté podle potieby natedi a pak prefiltruje pies nastiikovy filtr.
Krmné smési

Do nizké kadinky o objemu 150 ml se navazi asi 12 g motského pisku (2) a 5 gaz 10 g
zhomogenizovaného vzorku. Obsah kadinky se dobie promicha a pievede do extrak¢ni patrony.
Zvlh¢éi se 10 ml roztoku amoniaku (3) a uzavie vatovou zatkou. Patrona se ponechd v uzaviené

nadobé pfes noc.
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Patrona se vlozi do extrakéniho zatizeni a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu 7 h.
Poté se rozpoustédlo odpati do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku. Odparek

se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (8) v ultrazvukové lazni pti 60 °C a zfiltruje ptes husty filtr.

Pted nastfikem na kolonu se jesté podle potieby natfedi a pak ptefiltruje pies néstiikovy filtr.

e vzorku chloroformem.

s

Obr. 1. Exrakc

2.1.5 Chromatografické stanoveni

Kalibrace

Do sady 10ml odmérnych banék se pipetuje postupné (0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0) ml
zékladniho standardniho roztoku theobrominu (9), doplni se vodou (5) po znacku a promicha.
Sada kalibra¢nich roztokd odpovida koncentraci theobrominu (2,5; 5; 10; 20; 30; 40) mg/I.
Takto pfipravené roztoky se nastiikuji na kolonu HPLC. Primérné hodnoty jim odpovidajicich

ploch piki slouZi k sestrojeni kalibra¢ni kiivky.
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Obr. 2. Kalibraéni pifimka theobrominu.

Separacéni podminky

Kalibraéni roztoky 1 extrakty zkuSebnich vzorkii se méfi za nasledujicich separacnich podminek

chromatografického systému (tab. €. 1).

Tab. 1. Podminky chromatografického stanoveni.

Kolona Cis-reverzni faze, Nucleodur Polar Tec
S um, (150 x 3,0) mm

Mobilni faze (8)

Priatok mobilni faze 0,65 ml/min

Teplota kolony 25 °C (okoli)

Detektor UV 280 nm

Objem néstiiku 5ul

Retencni ¢as pii laboratorni teploté 2,6 min

K identifikaci theobrominu se provede srovnani retencniho ¢asu piku standardu a piku realného

vzorku. Ke kvantifikaci theobrominu se pouzije metoda vnéjsiho standardu.
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Obr. 4. Chromatogram theobrominu realného vzorku.

2.1.6  Vypocet

Obsah theobrominu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu
cxV xR

m

X =

c koncentrace theobrominu ve zkuSebnim vzorku, zji$téna z kalibra¢niho grafu (mg/l),
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\% objem mobilni faze, ve kterém je rozpustén odparek (ml),
m hmotnost zkusebniho vzorku (g),
R fedéni.

2.2 Stanoveni theobrominu podle CSN EN 17 270

2.2.1  Princip

Zkusebni homogenni materidl se odtucni hexanem, ptfida se interni standard a extrahuje se
tlumivym roztokem octanu amonného. Extrakt se vycisti pfidavkem Carrezova c¢inidla,
prefiltruje se a analyzuje vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi s UV

detekei.

2.2.2 Chemikalie

1 Octan amonny, p. a.
2 Kyselina octova, 99,5%.
3 Kyselina octova, ¢ = 1 mol/L.

Piiprava: Do odmérné banky 100 ml se ptfida 60 ml vody (4) a napipetuje se 5,7 ml kyseliny

octové (2). Po promichéani a vytemperovani se doplni vodou (4) po znacku.
4 Voda (deionizovana nebo demineralizovana).
5 Tlumivy roztok octanu amonného, ¢ = 2,5 mol/l, pH = 5,5.

Ptiprava: Do kadinky o objemu 1 | se navazi 192,7 g + 0,1 g octanu amonného (1) a rozpusti se
v piiblizn€ 600 ml vody (4). pH tlumivého roztoku se nejprve upravi pomoci kyseliny octové

(2) a poté pomoci 1 mol/l kyseliny octové (3) na hodnotu v rozsahu pH 5,4 — 5,6.

Tlumivy roztok supravenym pH se kvantitativné pfenese z kadinky do odmérné banky
o objemu 1 I a doplni se po znacku vodou (4). Pfed pouzitim se promicha. Tento roztok je

stabilni po dobu 1 mésice pii skladovani za laboratorni teploty.
6 Hexan, p. a.
7 Octan zinecnaty dihydrat, p. a.

8 HexakyanoZeleznatan draselny trihydrat, p. a.
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9 Carezzovo ¢inidlo 1.

Ptiprava: Do kédinky o objemu 1 1 se navazi 219 g dihydratu octanu zine¢natého (7) a ptida se
ptiblizné¢ 800 ml vody (4). Po rozpusténi se ptfevede do odmérné banky o objemu 1000 ml
adoplni se po znacku vodou. Pfed pouzitim se dobie promicha. Tento roztok je stabilni

3 mésice pii skladovani za laboratorni teploty.
10 Carrezovo Cinidlo I1.

Ptiprava: Do kadinky o objemu 1000 ml se navazi 106 g trihydratu hexakyanozeleznatanu
draselného (8) a ptida se ptiblizné 800 ml vody (4). Po rozpusténi se pievede do odmérné banky
o objemu 1000 ml a doplni se po znacku vodou. Pfed pouzitim se dobie promicha. Tento roztok

je stabilni 3 mésice pfi skladovani za laboratorni teploty.
11 Theobromin, > 98,5%.
12 Zasobni roztok theobrominu, 125 pg/ml.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se navazi 62,5 theobrominu (11) a ptida se asi 400 ml vody
(4). Umisti se do ultrazvukové lazn€, dokud se nerozpusti. Po rozpusténi a vytemperovani
se doplni vodou po znaCku. Tento roztok je stabilni 1 mésic pii skladovani pfi teploté 2 °C —
8 °C.

13 7-(B-hydroxyethyl)theofylin, > 98 %.

14 Zasobni roztok interniho standardu 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu, 1 mg/ml.

Ptiprava: Do odmérné banky o objemu 100 ml se navazi 100 mg 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu
(13) a ptida se asi 80 ml vody (4). Po rozpusténi se doplni vodou po znacku. Pied pouzitim

se dobie promicha. Tento roztok je stabilni 1 mésic pfi uchovani pii teploté 2 °C — 8 °C.
15 Roztok interniho standardu 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu, 100 pg/ml.

Ptiprava: Do odmérné baniky o objemu 10 ml se napipetuje 1 ml zdsobniho interniho standardu
7-(B-hydroxyethyl)theofylinu 1 mg/ml (14) a doplni se vodou (4) po znacku. Pied pouzitim

se dobie promicha. Tento roztok je stabilni mésic pii uchovani pfi teploté 2 °C — 8 °C.
16 Kyselina ortofosforecna p. a.

17 Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a.
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18 0,0125 mol/l dihydrogenfosfore¢nan draselny, pH = 3,5.

Ptiprava: V kadince o objemu 1 | se rozpusti 1,7 g dihydrogenfosforecnanu draselného (17)
v priblizné 800 ml vody (4). Hodnota pH se upravi na pH 3,5 pomoci kyseliny ortofosfore¢né
(16). Roztok se ptrenese do odmérné banky o objemu 1000 ml a doplni po znacku vodou
a pred pouzitim se dikladn¢ promicha obracenim. Tento roztok se pfipravuje kazdy tyden
cerstvy.

19 Acetonitril, HPLC.

20 Mobilni faze,

90% 0,0125 mol/l dihydrogenfosfore¢nanu draselného, pH 3,5 + 10% acetonitrilu

Ptiprava: Smicha se 900 ml 0,0125 mol/l dihydrogenfosforecnanu draselného, pH 3,5 (18)

a 100 ml acetonitrilu (19). Roztok se dikladn¢ promicha.

2.2.3  Pristroje a pomitcky

1 Mlynek, jednoduchy mlynek schopny rozemlit zkuSebni materidl na velikost Castic
<500 pum.
2 Vahy, s hmotnostnim rozliSenim 0,001 g.

3 Centrifuga, rcf 3000 g.

4 Vortex.

5 Vodni lazen, schopné udrzovat teplotu 40 °C £ 5 °C.

6 Ultrazvukova lazen.

7 pH metr.

8 Centrifugacni konické polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzaveérem, 50 ml.
9 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detektorem.

10 Nasttikovy filtr Nylon, 0,45 pm.

2.2.4  Extrakce
Do polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzavérem se navazi 2,5 g = 0,1 g

zhomogenizovaného vzorku. Pfidd se 6 ml hexanu (6) a peclivé se promicha vortexem,
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pak se centrifuguje pii rcf 2700 g po dobu 5 min. Horni vrstva hexanu se odstrani

umélohmotnou pipetkou.

Extrakce hexanem se zopakuje jest¢ dvakrat, pokazdé se 3 ml hexanu. Vzorek se vysusi
proudem dusiku, aby se odstranily posledni stopy hexanu. Poté se pfida 0,2 ml inertniho

standardu 1mg/ml 7-(8-hydroxyethyl)theofylinu (14).

Ptidé se 25 ml octanu amonného, pH = 5,5 (5), diikladné se protfepe a poté se umisti do vodni
lazné nastavené na 40 °C na 15 min. Pomoci vortexu se peclivé promichd, aby se zajistilo,
ze zadny pevny material nezlstane prilepeny na dné¢ zkumavky a umisti se do ultrazvukové
lazn€ na 20 min. Poté se vzorek a extrakt prevedou do odmérné baiikky o objemu 100 ml.
Polypropylenové zkumavka se vyplachne vodou. Ptida se Carrez I (9), dikladné se promicha,
poté se ptida Carrez II (10) a opét se peclivé promicha. Nasledné se doplni 100 ml odmérna

banikka vodou (4) po rysku, dukladn¢ se promichd a prefiltruje. Alikvotni podil filtratu

se prefiltruje ptes 0,45 um nasttikovy filtr.

Obr. 5. Odtuc¢néni vzorku na vortexu.
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Obr. 7. Sonifikace vzorku v ultrazvukové lazni p¥i 40 °C.

2.2.5 Chromatografické stanoveni

Kalibrace

Do Sesti odmérnych ban€k o objemu 10 ml se napipetuje 200 pl roztoku interniho standardu
7-(B-hydroxyethyl)theofylinu o koncentraci 100 pg/ml (15). Potom se postupné do téchto banék
prida zasobni roztok theobrominu o koncentraci 125 pg/ml (12) v objemech (40, 80, 400, 800,
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1200, 1600) ul. Kalibra¢ni roztoky se doplni vodou (4) po znacku. Ziskame tadu kalibra¢nich
roztokd (0,5, 1, 5, 10, 15 a 20) pg/ml (mg/1) theobrominu.

Ke kvantifikaci theobrominu se pouzije metoda vnitiniho standardu.

Obr. 8. Kalibraéni primka theobromine.
Separaéni podminky

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorki se méti za nasledujicich separa¢nich podminek

chromatografického systému (tab. €. 2).

Tab. 2. Podminky chromatografického stanoveni.

Kolona Cis-reverzni faze, Nucleodur Polar Tec
S um, (150 x 3,0) mm

Mobilni faze (20)

Priatok mobilni faze 0,65 ml/min

Teplota kolony 30 °C

Detektor UV 278 nm

Objem nastiiku 20 pl

Retencni ¢as

Theobromin 2.41 min , theophylin 3,83 min.
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Obr. 9. Chromatogram theobrominu a theophylinu.
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Obr. 10. Chromatogram theobrominu a theophylinu realného vzorku.
2.2.6  Vypocet

Ke kvantifikaci theobrominu se pouzije metoda vnitiniho standardu. Pomér plochy piku
theobrominu a plochy piku 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu se vynese proti koncentraci

theobrominu odpovidajicich kalibra¢nich standardii, stanovi se sklon a usek kalibracni pfimky.

Koncentrace theobrominu v nastifiknutém roztoku:

A
1/A2—a c
= X —

Ce b d
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Ce koncentrace theobrominu v extraktu (pg/ml),

Al plocha piku theobrominu,

A2  plocha piku 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu,

a  usek z kalibra¢niho grafu,

b sklon z kalibra¢niho grafu,

¢ koncentrace 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu ve vychozim 100 ml extraktu vzorku (pg/ml),

d  koncentrace 7-(B-hydroxyethyl)theofylinu v kalibra¢nim standardu (pg/ml).

Koncentrace theobrominu ve vzorku:

4
CS = Ce X E
Cs  koncentrace theobrominu ve vzorku (mg/kg)
Ce koncentrace theobrominu v extraktu (pg/ml)
V  extrakéni objem (ml)

m  hmotnost vzorku (g)

3 Vysledky

Bylo vybrano 18 vzorkii krmnych smési z cilené kontroly na theobromin a v téchto vzorcich
byl stanoven obsah theobrominu podle JPP UKZUZ 10542.2 a podle CSN EN 17270. Obéma
postupy byl také analyzovéan certifikovany material CRM 66 (Muva-S-0819 Nougat). Ziskané
hodnoty byly zpracovany pomoci programu EffiValidation 4.0. Porovnani vysledki bylo

provedeno t-testem. Naméfené hodnoty a vyhodnoceni je uvedeno v tabulkach €. 3 az €. 6.

Tab. 3. Spravnost — Omezeny koncentraéni rozsah, referen¢ni material k dispozici.

Vzorek Méreni Prumér
1. 2. 3. 4. mg/kg
CRM 66
JPP UKZUZ 10542.2 790,6 791,2 817,5 776 793,8
CRM 66
CSN EN 17270 807,7 791,5 767,1 782,8 787,3
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Tab. 4. Vyhodnoceni: Spravnost — Omezeny koncentrac¢ni rozsah, referen¢ni material

k dispozici.

Vzorek ﬁf}fln ota | Naméfeno | VytéZnost ll}:::;zlsltcm Piesnost I:f?; l;:)l:)eszt? ° i};‘g?]:f::ﬁ °
mg/kg mg/kg % mg/kg mg/kg
Cavee 788 787,3 99,91 40 16,95 piijata piijata
CRM 66
JPP UKZUZ 788 793,8 100,7 40 17,27 pfijata pfijata
10542.2
Tab. 4 Hodnoty obsahu theobrominu v mg/kg.

Vfgsr'l‘(’u Materisl J PII’OISJ‘IXZUZ CSN EN 17270
CRM 66 | Nugat 793.8 7873
1188/2021 | Komplet. KS pro prasata 22,00 20,59
1189/2021 | Dopliikova KS ostatni (hosp. zvifata) 477,5 470,4
1190/2021 | Dopliikova KS ostatni (hosp. zvifata) 404,7 400,5
1191/2021 | Komplet. KS pro selata (COS) 6,047 5,931
1192/2021 | Komplet. KS pro piredvykrm prasat 20,62 20,03

Al
1193/2021 | Komplet. KS pro uzitkové nosnice 16,91 16,38
1194/2021 | Komplet. KS pro chov prasat 291,6 261,7
1195/2021 | Komplet. KS pro chov prasat 16,09 15,47
1196/2021 | Komplet. KS pro selata (COS) 16,16 15,58
1197/2021 | Komplet. KS pro pfedvykrm prasat 27,39 26,82

Al
1198/2021 | Komplet. KS pro selata (COS) 98,02 91,06
1199/2021 | Dopl. KS jina (smés krmnych 501,8 4273

surovin)
1200/2021 | Komplet. KS pro chov prasat 48,59 45,60
1201/2021 | Komplet. KS pro selata (COS) 49,55 48,08
1202/2021 | Dopliikové KS ostatni (hosp. zvitata) 446,9 373,6
1203/2021 | Kakaové slupky 9760 10221
1204/2021 | Komplet. KS pro selata (COS) 36,24 35,03
1205/2021 | Komplet. KS pro vykrm kralikt 22,19 23,05

Tab. 5 Srovnani 2 metod — t-test na rozdil vysledkii.
Primérny rozdil | Presnost rozdilu spf)llletlelll‘i‘::)ls " Vytéznost Hypotéza
-12,1757 108,2798 -62,8376 — 38,4862 104,82 pfijata

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu pfijatelnosti 90 % az 110 %.
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Porovnani obsahu theobrominu ve vzorcich
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Obr. 11. Grafické znazornéni vysledkii theobrominu ve vzorcich z tabulky ¢&. 5.

V kazdé analytické varce se analyzoval interni referencni materidl IRM 161, ktery je navazan
na certifikovany materidl CRM 66. Hodnoty IRM 161 se pohybovaly ve varovnych mezich

regulacniho diagramu pro obé metody, viz. obrazek €. 13.

Theobromin - IRM 161

HRM 2865

268

262 zia ci_stred 282 |

=N

DRM 237.4

21.9.2021
2192021
2292021
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2302021
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2892021
20.9.2021
3092021
5102021
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1102021
14102024

12402021

Obr. 13 Regulacni diagram theobrominu - IRM 161.
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4 Diskuze

Vysledky zjisténé metodou podle CSN EN 17270 poskytuji ve vétsing piipadd nizsi hodnoty
obsahu theobrominu neZ u srovnavané metody JPP UKZUZ 10542.2.

Jednim z diivodd, pro¢ tomu tak je, mize byt pfiliSnd manipulace se vzorkem v priabéhu
samotné extrakce vzorku u CSN EN 17270, kdy se supernatant po odstied’ovani odléva jako
nezadouci zbytek. Toto je nejkriti¢téjsi Cast samotné extrakce, nebot’ pii odlévani dochazi
k ,,utrzeni“ a zvifeni lehéich castic, které po centrifugaci zlstavaji v nejsvrchnéjsi vrstve.
Zaroven dochazi k ulpivani ¢asti vzorku na sténach centrifuga¢ni zkumavky. Tato operace
je provadéna celkem tfikrat pro kazdy vzorek. Sou¢asné neni normou nijak definovana samotna

doba a intenzita extrakce hexanem.

Jako problematické se jevi normou pozadovanad pieduprava vzorku na jemnégjSich sitech
(0,2 mm). Vzhledem k vysokému zastoupeni tukové slozky v readlnych vzorcich dochazi
pii pfeduprave k zandseni sita a potencialni ztraté analytu jiz v této fazi.

Dal$im kritickym mistem miize byt pouziti Carrezova ¢inidla béhem upravy vzorku. Nelze

vvvvv

To, e by byly hodnoty poskytované metodou CSN EN 17270 niz§i, neni statisticky
signifikantni, nicméné v pfipadé¢ implementace metody by bylo dobré ovefit vliv

identifikovanych kritickych mist.
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Obr. 14. Ulpivani vzorku na sténach centrifuga¢ni zkumavky.

5 Zavér

V ramci vyvojového tikolu bylo ovéfeno, Ze akreditovana metoda JPP UKZUZ 10542.2
a CSN EN 17270 poskytuji statisticky srovnatelné vysledky obsahu theobrominu ve vzorcich
krmnych smési 1 v certifikovaném materialu. Vysledky byly zpracovany pomoci statistického
programu EffiValidation 4.0. s vysledkem, Ze srovndvané analytické metody poskytuji
statisticky signifikantni vysledky. Vypoctena hodnota vytéznosti vyhovuje kritériu pfijatelnosti

90 % az 110 %.

Vzhledem k vySe uvedenym skuteCnostem je vhodné pokracovat sjiz implementovanou
akreditovanou metodou JPP UKZUZ 10542.2. U metody CSN EN 17270 je az piili§ mnoho
kritickych mist vychazejicich pfedev§im z komplikovaného postupu pii Gpraveé vzorku. Tato
kriticka mista mohou byt zdrojem potencialnich chyb pfi analyze, pokud by ziistaly aplikovany
v soucasném znéni bez moZznosti je jakkoliv redukovat, ¢i moznosti jejich ptinos k chybovosti

zkoumat a nasledné jej eliminovat.

6 Literatura

1. JPP UKZUZ, postup ¢&. 10542.2.
2. CSN EN 17270.
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Stanoveni obsahu rutinu v nazkach pohanky
metodou HPLC

Radvana Sulova, Adriana DoboSova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Brno, Hroznova 2, 603 00 Brno

radvana.sulova@ukzuz.cz

1 Uvod

Pohanka set4 patif k nejmladsim plodinam v Evropé. V Cechach a na Moravé byla péstovana
hlavné v podhorskych oblastech. Pohanka seté se jevi jako vhodna plodina pro vyrobu zdravych
a funkénich potravin, protoze ma vysokou nutricni hodnotu a prikazné pozitivni ucinky
na lidské zdravi (1). Na ceském uzemi je pohanka nejvyznamnéj$§im zdrojem rutinu.
Jeho mnozstvi zavisi na odriid€ pohanky a také na mnoZstvi pfijatého slune¢niho zafeni. Obsah
rutinu v pohance se v riiznych ¢astech rostliny lisi. Tepelnym zpracovanim pohanky vSak obsah
rutinu klesa (2).

V soucasné dobé existuje v CR mnoho studii zabyvajicich se obsahem rutinu v pohance a jiném
rostlinném materidlu. Mezi Casto pouzivané metody patii pfedev§Sim spojeni kapalinové
chromatografie s UV detekci nebo MS detekci, spektrofotometrické metody nebo v mensi mite
1 elektrochemické metody (4).

Ukolem této prace bylo pfipravit vhodny extrakéni piipadné &istici postup tak, aby mohl byt

rutin v nazkach pohanky stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s DAD.

2 Teoreticka ¢ast

Popis rostliny

Pohanka setd (Fagopyrum esculentum) je jednoleta rostlina z ¢eledi rdesnovitych. Nepatii mezi
obiloviny, ale je nazyvana pseudoobilovinou, protoze ma moucna zrna jako obili. Do této Celedi
patii spolu s laskavcem a merlikem. Po celém svété se péstuji dva druhy pohanky: pohanka seta

(Fagopyrum esculentum) a pohanka tatarska (Fagopyrum tataricum). Pohanka seta se péstuje
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a pouziva bézn¢, zatimco pohanka tatarska se péstuje v hornatych regionech. Pohanka obsahuje
draslik, fosfor, vapnik, zelezo, méd’, mangan, zinek. Dale m4 relativné vysoky obsah vldkniny
a obsahuje vitaminy skupiny B, cholin a tokoferol. Jejimi primarnimi antioxidanty - flavonoidy

jsou rutin, kvercetin, hyperin a katechiny (6).

Obrazek ¢. 1. Pohanka obecna (Fagopyrum esculentum).

Plody jsou trojboké nazky s hladkymi, ostrymi hranami. Kromé béznych nazek trojhranného
tvaru, vyskytuji se i nazky ¢tyrhranné (obycejné do 4 %) a velmi ojedinéle i dvojhranné
a pétihranné. Podle velikosti zrna patii nase povolené krajové odriidy k odridam se stfedné
velkymi zrny, jejichz délka se pohybuje v priméru od 5,3 mm do 6,8 mm. Barva oplodi byva
narezavéla nebo tmavé skoficova, svétle Sedd az tmavé Sedd, a pritom je oplodi bud

jednobarevné nebo mramorované (3).

Obrazek ¢. 2. Plody pohanky — nazky.
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Flavonoidy

Flavonoidy jsou béznymi sekundarnimi metabolity vysSich rostlin. Zejména jsou znamy jako
barevné pigmenty kvétli. Mnoho flavonoidii se uplatituje jako rostlinna barviva. Nejznamé;jsi
skupinou barviv jsou flavony (anthoxanthiny). Pfikladem je flavonovy glykosid rutin.
Flavonoidy maji charakteristicky nizkou molekulovou hmotnost a hojné¢ se vyskytuji
v rostlinnych tkanich. V lidském téle vykazuji mnoho biologickych ucinkii — antioxidacni,
antialergenni, antibakteridlni, antivirové a antikarcinogenni. Tyto znaky jim ud¢luji
farmakologické vlastnosti uzite¢né pro 1écbu nemoci (6).

Rutin

Rutin je slozeny disacharid rutinosy (zbytek glukosy a rhamnosy a kvercetinu (kvercetin-3-
rutinosid), také nazyvany vitaminem P. Fenolova ¢ést je spojena s cukrem — hydrofilni ¢ast
molekuly. VyS$§imi rostlinami je syntetizovan jako obrana vic¢i ultrafialovému zéteni
a chorobam. Rutin ma pozitivni u€inky pii 1é€eni zvysSené kiehkosti a propustnosti krevnich
vlasecnic. Je také vyznamnym antioxidantem (schopnost ptisobit proti volnym radikaltim). Déle
snizuje vysoky krevni tlak a snizuje riziko arteriosklerézy (ucpani tepen). Rutin je Siroce
ptitomny v rostlindch, ale jeho obsah se li§i v zavislosti na ¢asti rostliny. Byl poprvé stanoven
v routé vonné (Ruta graveolens), kterd dala nazev této dalezité latce. Je obsazen v €aji, v listech
zelenina, obiloviny, hrozny a pohanka. Rutin patfi k nejcastéji studovanym flavonoidim.

Je to dano jeho vyznamnou biologickou aktivitou (6).

OH O

OH OH OH

OH

Obrazek €. 3: Vzorec rutinu.
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Vyuziti pohanky

Pohanka se vyuziva:

e v potravinafstvi (konven¢ni i dietni potravina),

e jako léc¢iva rostlina pro zpracovani ve farmaceutickém primyslu,

e jako meziplodina k obnové piidni tirodnosti, ke zlepSeni struktury pro nasledné

plodiny,

e jako krmivo,

e jako medonosna plodina.
Pohanka ma pomérné kratkou ristovou dobu, ktera ji umoziuje dozravat i v méné ptiznivych
oblastech a vyssich polohach. Sklizi se v srpnu az zafi, kdyz vétSina nazek zhnédne. Pohanka
je cenéna diky své vysoké biologické hodnoté¢ bilkovin, vyvdzenému slozeni esencidlnich
animokyselin, vysokému obsahu vlédkniny a Skrobu, pfiznivému zastoupeni mastnych kyselin
v tuku. Nazky pohanky jsou cennym zdrojem mineralnich latek, vitaminl pfedev§im vitaminy
B1, B2, B3, B¢ a vitamin E, obsahuji v§ak i nékteré antinutri¢ni latky jako jsou inhibitory proteas,
taniny a fytaty. Chemické sloZeni se méni vlivem riznych podminek (klimatické podminky,
oblast péstovani, vlastnosti plidy atd.) v jednotlivych letech.
Velmi vyznamnou sloZkou pohanky je rutin, ktery patii mezi ptirodni antioxidanty.
Obsah rutinu je v jednotlivych ¢astech pohanky rizny. Nejmensi je v loupanych nazkach
a postupné obsah rutinu roste v neloupanych zrnech, kli¢icich zrnech, koteni, v lodyhéach
a stopkach, kvétech, mladé rostling, nati a nejvice rutinu je obsazeno v listech rostliny.
Nejvyssi obsah byl nalezen v pohankovych listech, ale pohankové naté se pouzivaji Castéji jako
zdroj rutinu, protoZe technologie sbéru naté¢ je jednodussi nez u sbéru listd. Susené pohankové
naté obsahuji 100krat vice rutinu neZ pohankové nazky.
Rutin se extrahuje ze zelené nebo suSené naté a na trh se dostava ve formé tablet. Mnohem
ptirozengj$i jsou pohankové caje (pohankova nat' a slupky). Pohanka se pro caj sbird

pted kvétem, protoze v tomto obdobi obsahuji pohankové naté nejvice rutinu.
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Tabulka €. 1. Porovnani obsahu fenolickych latek a rutinu v obilovinach a pohance.

Celkovy obsah fenolickych latek Rutin
(mg/kg) (mg/kg)
Pohanka - loupané nazky 3303 178
Pohanka - neloupané nazky 3903 184
Pohanka - listy 39514 23443
Oves 1138 <0,1
JeCmen 2168 <0,1

Pohankové zrno uréené pro potravinaiské ucely musi byt dikladné vycisténo a zbaveno vSech
primési, tzn. pohankové nazky, které jsou na povrchu obaleny tvrdym tmavym oplodim, musi
byt téchto plev zbaveny.

Jednim z hlavnich aspektl kvality potravinaiské pohanky je Cerstvost. Pfi dlouhém skladovani
se ztraci n¢které latky vyznamné pro chut’ a vini.

Zakladnim vyrobkem pfi zpracovani pohanky mletim jsou celd zrna, obchodné oznaCovana
jako pohankové krupky celé (pfiloha do polévek, nadivek a nakypt), ptipadné¢ pohankové
krupky ldmané (lamanka — pohankovad kaSe, do pomazének, polévek a knedlikll). Mezi
samostatné vyrobky dale patii pohankova krupice (do kas$i, zavarek, halusek) a pohankova
mouka nasedlé barvy, kterd se michd i s dalsimi druhy mouk pro pfipravu riznych druht
téstovin, chleba. Dal§imi mlynafskymi vyrobky z pohanky mohou byt extrudované pohankové
kiupky a pohankové vlocky.

Pohankova nat’ a slupky se vyuZivaji pro pfipravu ¢aje s 1é¢ivymi ucinky.

Kromé mlynatskych vyrobkil ur€enych pro potravinaiské pii vyloupani pohanky i1 odpady,
které 1ze pouzit ke krmeni (3).

Analytické metody na stanoveni rutinu

Obsah rutinu 1 dalSich fenolickych sloucenin v pfirodnich materialech miize byt stanoven
riznymi separacnimi metodami. Patfi mezi né naptiklad vysokou¢inna kapalinova
chromatografie, plynovd chromatografie, kapilarni nebo mikrocipova elektroforéza,
fluorescencni analyza, elektrochemické metody, UV spektroskopie a chemicka luminiscence.
Mezi témito metodami je pro detekci rutinu a ostatnich flavonoidii nejcastéji pouzivana
kapalinova chromatografie diky snadné reprodukovatelnosti, ale zaroven tato metoda vykazuje

nékteré nevyhody jako jsou komplikované ptipravné operace pred méfenim. Mezi dalSimi
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metodami detekce pak vynika fluorescen¢ni analyza, ktera spojuje vyhody jednoduché obsluhy,
rychlosti, vysoké citlivosti a selektivity detekovanych latek. Fluorescence komplexu rutinu
s yttriem (rutin-Y>") je pak méfena v 1,0 cm kiemennych kyvetach pfi exitaéni a emisni vlnové
délce 380 nm resp. 540 nm. K nejbéznéji pouzivanym metodam na stanoveni obsahu rutinu
piipadné dalSich flavonoidi patii kapalinova chromatografické s UV/VIS, DAD nebo MS
detekei (7).

3 Experimentalni ¢ast

Na zékladé¢ literarni reSerSe byl vybran postup na stanoveni obsahu rutinu v pohance metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s vyuzitim detektoru diodového pole. Podminky
meéfeni byly optimalizovany pomoci standardu rutinu. Bylo odzkouSeno nékolik extrakénich
a Cisticich postupti. Prvni byl vyzkousen postup popsany v Ceském lékopisu (10). Jako druhy
pak extrakéni postup smési methanol, voda, kyselina octova v ultazvukové lazni (6). Treti
postup byl testovan postup podle metodiky pouzivané v Narodnom pol'nohospodéirskom
a potravinarskom centre, VUP Bratislava (18). Ctvrtym postupem byla extrakce methanolem
na Soxhletové extraktoru IKA (15) s naslednym ptecisténim pomoci extrakce na pevnou fazi

(SPE).

Jako nevhodnéjs$i extrakce pro stanoveni rutinu v nazkach pohanky seté byla vybrana, testovana
a nasledné zvolena extrakce vzorku pomoci extrakéni smési methanol, voda, kyselina octova
(6). Bylo provedeno ovéteni navrzené metody na vzorcich nazek pohanky seté a nasledné

provedena validace metody.

3.1 Metoda na stanoveni obsahu rutinu v nazkach pohanky seté

3.1.2 Princip metody

Extrakce rutinu z pomletého vzorku nazek pohanky seté se provede smési methanol, voda,
kyselina octova v ultrazvukové 1azni. Po odstfedéni vzorku v odstiedivce a filtraci ziskaného
eluatu pres stiikaCkovy filtr se rutin nasledné stanovi metodou vysokouc¢inné kapalinové

chromatografie s detekci v UV oblasti pii 355 nm.
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3.1.3 Chemikalie

Chemikalie jsou analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1

(O, I S S B\

10

11

Destilovand nebo deionizovana voda.

Methanol, ¢istota pro HPLC.

Acetonitril, ¢istota pro HPLC

Kyselina octova, 99,0 % (m/m), p(CH3COOH) = 1,05 g/ml.

Kyselina octova, roztok ¢ (CH3COOH) = 2%

Ptiprava: Do odmérné banky 1000ml se odméii 20 ml kyseliny octové (4) a doplni
vodou (1) po znacku. Smés se diikladn¢ promicha.

Mobilni faze.

kyselina octova (5): ACN (3): Metanol (2) = 75:15:10

Ptiprava: Smicha se 750 ml kyseliny octové (5), 150 ml acetonitrilu (3) a 100 ml
methanolu (2). Smés se dikladné promicha.

Methanol, 50% vodny roztok.

Ptiprava: Do 500 ml odmérné baiky se odméii 250 ml methanolu (2) a doplni vodou
(1) po znacku.

Extrakéni smés.

Ptiprava: Smicha se 100 ml metanolu (2), 2 ml kyseliny octové (4) a 100 ml vody (1).
Sm¢és se diikladné promicha.

Rutin hydrat s ¢istotou > 94 %.

Rutin, zasobni roztok, c= 0,5 mg/ml

Ptiprava: 25 mg rutinu (9) se rozpusti v 50 ml metanolu (7).

Sada kalibracnich roztok rutinu.

Ze zasobniho roztoku rutinu se pfipravi fada kalibracnich roztokli o koncentraci

1,25 pg/ml az 150 pg/ml rutinu v metanolu (7).

3.1.4 Pristroje a pomiicky

1

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent 1100 a 1260 s detektorem diodového
pole.

Analytické vahy s presnosti 0,01 mg.

Minittepacka typu Vortex.

Ultrazvukova lazen.
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Odsttedivka laboratorni.
Stiikackové filtry (PTFE, 0,45 um), injek¢ni stiikacky, objem 5 ml.
SuSarna.

Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.

O &0 3 O W

Vialky se sroubovacim uzavérem, objem 2 ml.
10 Bézné laboratorni sklo.

11 Laboratorni mlynek ZM 200.

3.1.5 Odbér laboratorniho vzorku
Vzorky odebira technicky odbor Narodniho odridového uradu, nebo Odd¢leni ekologického

zemédélstvi ze Sekce rostlinné vyroby UKZUZ Brno.

3.1.6 Priprava zkuSebniho vzorku

Laboratorni vzorek se po odstranéni necistot dikladn¢ promicha a kvartaci se piipravi zkusebni
vzorek, ktery se pomele na laboratornim mlynu ZM 200 rychlosti 14000 ot./min na sité
s velikosti ok 0,25 mm. Pomlety material se uchovava v uzaviratelné plastové nadobé

pii laboratorni teploté.

3.1.7 Extrakce rutinu
Pted vlastni extrakci se provede aktivace obsahu rutinu v pohance tim, ze se pomlety vzorek

vloZi do susarny na 30 min. pii teploté 150 °C, pak se ihned vlozi do exsikatoru, kde se necha
vychladnout pfi laboratorni teploté. Do 25ml plastové falkonovy zkumavky se navazi 0,5 g
zchladlého pomletého vzorku. Pfid4 se 10 ml extrakéni smési (8), baiika se uzavie Sroubovacim
uzavérem a vzorek se extrahuje v ultrazvukové lazni 60 min pfii teploté asi 30 °C. Béhem
extrakce se kazdych 10 min vzorek protfepe na minitfepacce (3). Poté se vzorek odstred’uje
5 min rychlosti 3900 ot/min. Takto pfipraveny extrakt se ptefiltruje pies stiikackovy teflonovy

filtr s velikosti p6rt 0,45 um a primérem filtru 25 mm do 2ml vialky (6).

3.1.8 Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s vyuzitim
detektoru diodového pole. Rutin se separuje izokratickou eluci na chromatografické koloné

s reverzni fazi C18 detekuje pti 355nm. Nastaveni chromatografickych podminek je uvedeno
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v tabulce €. 2. Chromatogramy ziskané pti analyzach vzorkt nazek pohanky jsou na obrazcich

¢.4as.

Tabulka ¢.2. Chromatografické podminky.

Kolona HPLC 1260: Kinetex (15 cm x 4,6 mm ID, 2,6 um) pevné jadro
HPLC 1100: Luna (25 cm X 4,6 mm ID, 4,6 um)

Piedkolona Pursuit 5 C 18 (1,0 cm x 4,6 mm ID)

Mobilni faze 2% CH3COOH : ACN: MeOH v poméru 75:15:10

Pritok mobilni faze 0,7 ml/min

Teplota kolony 30 °C

Objem nastriku 20 ug

Detekce 355 nm

Rutin se identifikuje srovnadnim retencniho casu standardu s retencnimi c¢asy piku

v analyzovaném vzorku. Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnéjsiho standardu.

Pro stanoveni rutinu v nazkéch pohanky se pfipravi nejméné sedmibodova kalibra¢ni piimka

vrozsahu 1,25 pg/ml az 150 pg/ml rutinu v 50 % methanolu. Kontroluje se linearita

kalibra¢niho grafu.

mALl

250

200

25

A, 5ig=3554

Ref=360,100 (RUTIN2ZIRUTINZ_LC 2020-05-14 13-04-20\RUTINCO0264.0)

~ 7567 - rutin2 355nm

10 125 15 17.6 min

Obrazek €. 4. Chromatogram realného vzorku nazek pohanky — lamanky HPLC 1260

pri 355 nm.
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Obrazek ¢. 5. Chromatogram realného vzorku nazek pohanky — lamanky HPLC 1100
pri 355 nm.

3.1.9 Vypocet

Obsah rutinu ve vzorku se vypocita z kalibra¢ni zavislosti. Sestroji se graf zavislosti plochy
piku rutinu na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibracni pfimky se zjisti
koncentrace rutinu a jeho obsah vyjadfeny v mg/kg se vypocita v zavislosti na pouziti extrakéni

metody podle nize uvedenych vztahti:

cxV
x:

m
kde xje obsah rutinu ve vzorku v mg/kg

c koncentrace rutinu zjis§téna z kalibracni zavislosti v pg/ml,

<

objem extrakéni smési

m navazka vzorku v g,

3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1 Optimalizace postupu

V soudasné dobé neexistuje v Ceské republice zdvazna norma pro stanoveni rutinu ve vzorcich
nazek pohanky seté. V literatufe bylo nalezeno nékolik vhodnych extrakénich a Cisticich
postupi umoziujicich naslednou analyzu na HPLC. Jednalo se o extrakce jak v systému
kapalina-kapalina, tak i vyuziti extrakce s ¢iSténim na pevné fazi. Po prvotnim odzkouSeni

téchto metod (viz. kapitola Extrakce vzorku), byla pro dalsi praci vybréna extrakce (6) pomoci
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extrak¢ni smési methanol, kyselina octova, voda. Pomoci standardu rutinu byly optimalizovany
podminky pro méfeni na HPLC.

Pro ovéteni a provedeni validace metody byly pouzity vzorky nazek pohanky loupané,
neloupané a lamanky zakoupené v obchodni siti. Ziskané vysledky byly porovnany a statisticky
vyhodnoceny. Pfi ovéfovani metody se testoval vliv doby extrakce a mnozstvi vzorku
pro extrakci na vysledny obsah rutinu. Byly stanoveny zakladni valida¢ni parametry metody:
opakovatelnost, stiedni ptesnost, spravnost, linearita, citlivost, meze detekce a nejistota
stanovent.

Soucasti vyvojového ukolu bylo stanoveni stability rutinu v pfipraveném pomletém materialu

pred extrakci a také ¢asova stabilita extraktu vzorku pro analyzu na HPLC.

Chromatografické podminky

Pti vybéru kolony a nastaveni chromatografickych podminek se vychdzelo z prace zabyvajici
se kapalinovou chromatografii stanoveni rutinu v extraktu pohanky (6). Na pracovisti prob&hlo
testovani na dvou HPLC pfistrojich — HPLC 1260 a HPLC 1100. Pro HPLC 1260 byla pouzita
analyticka kolona s reverzni fazi Kinetex (15 cm x 4,6 mm ID, 2,6 um) pevné jadro
a pfedkolona Pursuit 5 C 18 (1,0 cm x 4,6 mm ID), pro HPLC 1100 byla pouzita analyticka
kolona Luna (25 cm % 4,6 mm ID, 4,6 um) s ptedkolonou Pursuit 5 C 18 (1,0 cm x 4,6 mm ID).
Rutin se metodou HPLC nejcastéji stanovuje na dvou vinovych délkach 255 nm a 355nm (10).
Pro odzkouSeni byly testovany obé vinové délky, kde rutin vykazuje charakteristicka absorp¢ni
maxima a zakladni linie je béhem analyzy stabilni. Spravnost volby byla potvrzena zméfenim
absorp¢niho spektra pro standard rutinu viz. obrazek €. 6. Pro dal$i méfeni byla zvolena vinova

délka 355nm.
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Obrazek €. 6. Absorp¢ni spektrum rutinu.

Tabulka €. 3. Stanoveni citlivosti rutinu pri vinové délce 355 nm.

Citlivost (plocha/ug)
Analyt
Me¢feni pii 355 nm
Rutin HPLC 1260 86,03
Rutin HPLC 1100 139,67

Tabulka €. 4. Porovnani vysledkii stanoveni rutinu pri vinové délce 255 nm a 355 nm
na HPLC 1260 pouzita kolona s pevhym jadrem Kinetex (15 cm X 4,6 mm ID, 2,6 m)
a predkolona Pursuit 5 C 18 (1,0 cm x 4,6 mm ID).

i o ) Primér | Smérodatna
Vlflova Méreni ¢. (obsah rutinu mg/kg) (mg/kg) odchylka
délka
1. 2. 3. 4. 5. 6.

Arax 255 nm | 180,72 | 175,64 | 178,78 | 180,12 | 180,48 | 180,40 | 179,36 1,95

355 nm | 178,96 179,94 179,82 | 178,58 | 181,48 | 182,12 | 180,19 1,55
Lamanka 255 nm | 200,44 | 201,04 | 202,82 | 202,64 | 200,50 | 200,66 | 203,68 1,09

355 nm | 201,06 | 201,66 | 203,66 | 202,80 | 203,08 | 203,34 | 202,55 1,02
Pohanka | 255 nm | 396,46 | 396, 04 | 385,16 | 381,02 | 385,86 | 385,22 | 386,74 5,76
neloupana | 355 nm | 373,84 | 374,94 | 365,08 | 364,02 | 378,18 | 378,44 | 372,42 6,36
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Tabulka ¢. 5: Porovnani vysledku stanoveni rutinu pii vinové délce 255 nm a 355 nm
na HPLC 1100 pouZita kolona Luna (25 cm %X 4,6 mm ID, 4,6 pm) a pfedkolona Pursuit 5
C 18 (1,0 cm x 4,6 mm ID).

, v v . Primér | Smérodatna
Vlflova Méreni ¢. (obsah rutinu mg/kg) (mg/kg) | odchylka
délka
1. 2. 3. 4. 5. 6.
Arax 255nm | 174,78 | 172,22 | 174,70 | 179,40 | 177,46 | 176,94 175,92 2,31
355nm | 186,06 | 184.6 |185,24|184,16| 190,14 | 187,42 | 186,27 2,03
Limanka |2530m |166,30 159,04 165,32 |158,80 | 158,42 | 164,44 | 162,05 3,35
355nm | 178,06 | 174,74 | 182,40 | 183,40 | 177,18 | 175,02 | 178,47 3,35
Pohanka |255nm |362,48 (364,36 |352,76|352,12 353,36 | 358,22 | 357,22 4,84
neloupana | 355 nmy (419,82 419,92 | 408,24 [ 407,60 | 408,78 | 411,08 | 412,57 5,27

Vliv skladovani pomletého vzorku na extrakci
Pro mleti vzorku nazek pohanky i lamanky bylo vybrano mleti na ultraodstfedivém mlynku

Retsch ZM 200 za pouZziti sita s velikosti ok 0,25 mm. Pfi volbé velikosti ok na sité se vychazelo
z rigorozni prace (11), kde byly vzorky mlety ptes sito 0,35 mm. Byl studovan vliv skladovani
pomletého vzorek na jeho extrakci. Divodem bylo ovéfeni, zda je nutné po mleti provést
extrakci ve stejném dni, kdy byl vzorek pomlety nebo zda je mozné extrakci vzorku provést

jiny den.

Extrakce vzorku
Problematikou stanoveni rutinu z nazek pohanky metodou HPLC se laboratoi zabyva jiz

n&kolik let. Jako prvni byl zkousen postup uvadény v Ceském lékopisu. Prace, z niz bylo
¢erpano, byla popsdna v ramci rigordzni prace (11). Tato prace byla zaméfena na urceni
antiradikéalové aktivity extraktl nati a plodt Fagopyrus exculentum Moench (pohanka obecnd),
kde byla pouzita metoda HPLC podle CSL 2009. Podle této metodiky se rutin ze vzorku nazek
extrahuje 80% methanolem ve vodni l4zni 60 °C, po dobu 30 min s naslednou 15min extrakci
v ultrazvukové lazni. Po ochlazeni a filtraci extraktu se ziskany vzorek analyzuje na HPLC
s DAD detektorem pfi vlnové délce 350 nm. Rutin se stanovi gradientovou eluci na koloné
s reverzni fazi LiChrospher RP-18 250 x 4 mm (5um) s piedkolonou za pouziti mobilni faze:
5% acetonitril +0,15 % H3POs;. Bylo zjiSténo, Ze tento postup je mnohem vhodnéjsi

na stanoveni rutinu v pohankové nati nez v nazkach pohanky.
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Dalsi zkouSeny postup byl postup podle podnikové metodiky Stanovenie rutinu v mukach
a pekarenskych  vyrobkoch  metédou = HPLC  z Narodného  pol'nohospodarskeho
a potravinarskeho centra na Slovensku. Vyuziva extrakci vzorku 80% methanolem za pomoci
ttepacky a ultrazvuku. Po centrifugaci se extrakt prefiltruje pies stiikackovy mikrofiltr
(0,45 um) a analyzuje na HPLC s DAD detektorem s kolonou PuroSpher STAR RP-18
endcapované 250 x 4,6 mm, id.,5um. V metodice byla pouzita gradientova eluce mobilni fazi
A methanol, B 0,01M kyselina fosforecna : methanol (95 : 5) s pratokem 1,3 ml/min pfi vlnové
délce 256 nm. Tento extrakéni postup byl vyvinuty pro stanoveni rutinu ve vzorcich mouky
a peciva. Pro pozadované stanoveni rutinu v nazkach pohanky se tento postup jevil jako méné
vhodny nez odzkouseny postup uvedeny v kapitole 3.1.7, ktery vychazi z postupu uvedené¢ho

v diplomové préci zabyvajici se stanovenim rutinu v extraktech pohanky metodou HPLC (6).

Extrakce vzorku s naslednym ¢iSténim pomoci SPE
Pfi hledani vhodného extrakéniho postupu pro nazky pohanky byly nalezeny i extrakcni

postupy s naslednym c¢isténim pomoci SPE. Zde se vychéazelo z praci (13, 14, 15 a 17), kde
se testovalo vyuziti riznych typa extrakce i rozpoustédel na extrakei rutinu z riznych matric.
Jako nejvhodnéjsi se ukazala technika zrychlené extrakce (PSE, ASE) a to jako ve statickém
tak 1 dynamickém moddu. Methanol byl, pro svoji vysS§i polaritu nez ethanol, vybran jako
nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo. Zrychlend extrakce je vysoce efektivni extrakéni metoda,
u které plisobici vyssi tlak a teplota zvysi ucinnost extrakce.

K extrakei rutinu z nazek pohanky bylo vyuzito extrakce na IKA extraktorech, umoziujici
extrakci v horkém rozpoustédle v kombinaci s ndslednou extrakci chladnym rozpoustédlem.
Takto ziskané extrakty vyzadovaly nasledné ciSt€ni pomoci SPE metody. Extrakce podle
Soxhleta je vysoce efektivni, avSak je naro¢né&jSi Casové a také na spotfebu rozpoustédla
a nasledné 1 SPE kolonek. Pfiprava extraktu a nasledné ¢iSténi pomoci SPE kolonek Oasis HLB
se provadi dle postupu uvedeného v poznamce ¢.1.

Poznamky.

1 Do ndstavce v extraktoru se do papirového ctverce navazi 1 g pomletého vzorku nazek
pohanky. Prida se 100 ml methanolu do spodni extrakcni ndadoby a systéem se spoji.
Nastavi se program extrakce se dvema kroky: a) 1 hod extrahovani v horkém
rozpoustédle a b) 2 hod extrakce studenym rozpoustédlem. Po ukonceni extrakce
se oddestiluje vetsi objemu pouzitého rozpoustédla. Nasledné se vzorek ve zbytku
extrakcniho rozpoustédla prevede do 25ml odmérné banky a doplni po znacku
methanolem. 10ml extraktu se umisti do koncentratoru vzorkii, kde se extrakt odpari
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pod proudem dusiku pri 40 °C. K odparku se prida 2 ml (5 ml) methanolu, rozpusti se
pomoct ultrazvuku. Nasleduje precisteni pomoci extrakce na pevnou fazi. Na SPE
manifold se umisti kolonka Oasis HLB, kondicionuje se 3 ml methanolu a ndsledné
ekvilibruje 3 ml deionizované vody. Poté se na kolonku nanesou 0,5 ml pripraveného
extraktu. Extrakt se necha vsaknout, promyje se 2 x Iml vody. Rutin se eluuje 2 ml
methanolu. Do 2 ml vialky se da 0,5 ml eludatu a 0,5 ml vody a zamicha se pomoci
ultrazvukove lazné. Takto pripraveny vzorek se analyzuje na HPLC.

Byly zkouseny i SPE kolonky Oasis MCX cc (60mg) o velikosti 30 um. Z ditvodu
nevhodnosti vyuZiti kationtovych kolonek Oasis MCX (zakaleni extraktu) se extrakt cistil
na kolonkach Oasis HBL s kapacitou o velikosti 3 ml a s 60 mg sorbentu.

K ovéteni a porovnani vyse uvedenych metod byly pouzity vzorky pohanky seté neloupané,
loupané a ldmanky liSici se obsahem rutinu. Vzorky byly extrahovany a ziskané extrakty byly
analyzovany na HPLC.

Jako nejvhodné;jsi extrakéni postup byl vybran druhy popsany postup (6) s aktivaci rutinu pred

extrakcei ve vzorku popsané v metodice (18).

Vliv délky trvani extrakce

Vliv délky trvani extrakce na vysledny obsah rutinu byl sledovdan u extrakce smésnym
rozpoustédlem na vzorcich pohanky seté a to neloupané, loupané a ldamanky. U extrakce vzorku
extrakéni smési v ultrazvukové 1azni byly provedeny extrakce v délce 15 min, 30 min a 60 min.
Pro kazdou z variant bylo provedeno 6 opakovani. Byly stanoveny obsahy rutinu a vypocitany
smérodatné odchylky pro jednotlivé doby extrakce viz. tabulky €. 6 a €.7.

Z uvedenych vysledkli vyplyva, ze doporucend doba extrakce 60 min pfi extrakci pomoci
extrakéni smési v ultrazvukové lazni je dostaCujici a pfesnost stanoveni je zcela vyhovujici.

Pti delsi dobé¢ extrakce v 1azni dochazelo k nadmérnému piehiati vzorkd, coz je nezddouci.
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Tabulka €. 6. Porovnani vlivu doby extrakce na obsah rutinu - extrakce extrakéni smési
pro HPLC 1260 pri 355 nm.

Vzorek Doba Méreni ¢. (obsah rutinu mg/kg) Priumér | Smérodatna
extrakce | 1. 2. 3. 4. 5, 6. | (mg/kg)| odchylka
15 min. | 173,66 | 170,08 | 168,78 | 180,10 | 170,24 | 170,00 | 172,65 4,10

Arax 30 min. | 178,96|179,84|179,82|178,58 |181,48|182,12| 180,19 1,55

60 min. | 181,10(180,84|183,06|181,80|181,96|183,38| 182,02 1,02
15 min. | 199,08 199,86 | 195,60 | 195,90 | 191,66 | 191,62 | 195,62 3,51
Lamanka | 30 min. | 201,06 | 201,66 | 203,66 202,80 (203,08 | 203,34 | 202,55 1,02
60 min. | 204,98 204,64 [ 213,86 (214,24 204,94 204,64 | 207,88 4,78
15 min. | 361,66 362,36 |374,72 374,40 368,40 | 368,66 | 368,37 5,62
30 min. | 373,84 374,94 365,08 |364,02 378,18 378,44 | 372,42 6,36
60 min. | 401,52 401,24 |388,80|388,12]390,78 387,86 | 393,07 6,52

Pohanka
neloupana

Tabulka €. 7: Porovnani vlivu doby extrakce na obsah rutinu - extrakce extrakéni smési
pro HPLC 1100 pri 355 nm.

Priamér | Smérodatna

Vzorek Doba Méreni €. (obsah rutinu mg/kg) (mg/kg) | odchylka
extrakce
1. 2. 3. 4. 5. 6.
15 min. | 159,20 | 159,04 | 162,42 | 162,94 | 154,98 | 152,98 | 158,59 3,62
Arax 30 min. | 152,58]150,24|150,72|150,96 | 148,30 | 154,94 | 151,29 2,06

60 min. | 154,14 156,84 |158,10|157,54]160,50| 160,46 | 157,93 2,19
15 min. | 189,30]191,66 |186,16|186,40|184,30| 184,38 | 187,03 2,65
Lamanka | 30 min. | 195,06 | 194,06 |195,20(194,16|195,02 | 193,4 | 194,48 0,66
60 min. | 197,52 196,06 (203,82 205,06 | 196,48 196,64 | 199,26 3,70
15 min. |370,36|371,92 387,56 387,04 378,86 379,88 | 379,27 6,62
30 min. | 388,04 391,64 |399,36|380,30|394,40 /392,42 | 391,03 5,88
60 min. 419,82 |419,92 408,24 407,60 | 408,78 411,08 | 412,57 5,27

Pohanka
neloupana

Vliv mnozZstvi vzorku pri extrakce smésnym roztokem
Byl sledovén také vliv mnozstvi vzorku pohanky seté na vysledny obsah rutinu. U extrakce

vzorku extrakéni smési v ultrazvukové 1azni byly testovany navazky 0,5 g; 1 ga 2 g. Pro kazdou

z variant bylo provedeno 6 opakovani.
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Byly stanoveny obsahy rutinu a vypocitany smérodatné odchylky pro jednotlivé navazky

vzorku pro extrakce viz. tabulky ¢. 8 a €. 9.

Z uvedenych vysledkti vyplyva, ze doporuc¢ena navazka vzorku 0,5 g pfi extrakci pomoci

extrak¢ni smési v ultrazvukové 1adzni s teplotou 30 °C po dobu 60 min je dostacujici a piesnost

stanoveni zcela vyhovujici.

Tabulka €. 8. Porovnani vlivu mnoZstvi vzorku pro stanoveni obsahu rutinu — extrakce
extrak¢ni smési po dobu 60 min v ultrazvukové lazni pro HPLC 1260.

[y Méreni ¢. (obsah rutinu mg/kg) Primér, Smérodatni
Vzorek Navazka (mg/kg) | odchylka
1. 2. 3. 4. 5. 6.

0,5g | 188,62 | 187,86 | 189,26 | 187,86 | 190,28 | 188,66 | 188,75 0,92
Arax 1g 182,36 |183,85|185,22|185,79|181,15|189,24| 184,60 2,86
2g 170,94 172,48 171,99 (173,66 |172,51|173,50| 172,51 1,01
05¢g [214,42(215,34(225,04|224,10|217,84|215,06| 218,63 4,75
Lamanka 1g 212,731211,50(213,05|218,22(213,08|211,69| 213,38 2,47
2g 204,21(203,73 207,74 207,24 202,87 201,77 | 204,59 2,40
Pohanka 0,5g. |387,42/397,28401,42|393,80|405,98|397,08| 397,16 6,26
neloupans 1g 383,93 1389,50|398,27 380,49 | 388,00 | 387,92 | 388,02 6,01
2¢g 367,69 |373,02|367,45|365,99|367,76 | 363,63 | 367,59 3,09

Tabulka €. 9. Porovnani vlivu mnoZzstvi vzorku pro stanoveni obsahu rutinu — extrakce
extrakéni smési po dobu 60 min v ultrazvukové lazni pro HPLC 1100.

x Méreni €. (obsah rutinu mg/kg) Primér | Smérodatna
Vzorek Navazka (mg/kg) | odchylka
1. 2. 3. 4. 5. 6.

05g |186,06| 184,6 |185,24|184,16|190,14|187,42| 186,27 | 2,03
Arax g |180,45|184,61|181,87|184,35|180,46|181,59| 182,22 | 1,68
2g  |165,91|166,62| 169,60 | 168,48|169,16|166,81| 167,76 | 1,38
05g |194,72|196,42|206,22|201,12| 199,08 196,94 | 199,08 | 3,78
Limanka | 1g |196,54|196,81|200,98 209,49 | 201,1 |200,07| 200,83 | 4,29
2g  |196,19]183,97| 195,1 |196,09| 191,5 |193,59| 192,74 | 4,24
05g |411,44|411,34]411,22/399,02|413,58|399,18| 407,63 | 6,08
l;gﬁi‘;‘;ia 1g  |390,87]392,70|402,06 386,61 |382,40|391,38 | 391,00 | 6,04
2g  |369,25| 3743 |367.65|367.30|367,75|364,95| 368,53 |  2.87
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3.2.2 Ovéreni stability

Béhem ovérovani metody byla sledovana stabilita rutinu v extraktu vzorku piipraveném
k analyze na HPLC. Extrakt byl skladovan pfi teploté ptiblizné 4 °C. Opakované analyzy byly
provedeny po jednom a osmi dnech. Po celou dobu byly dodrzovany popsané podminky
skladovani. Vzorky byly ptipraveny ve dvou opakovanich.

Soucasné byla sledovéna stabilita rutinu v pomletém vzorku. Extrakt vzorku z jiz pomletého
materidlu byl opakované piipraven po dvou a dvaceti dnech po pomleti. V mezidobi byl
pomlety vzorek pohanky skladovan pfi laboratorni teploté. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v tabulce €. 10 a tabulce €. 11.

Tabulka €. 10. Stabilita rutinu ve vzorku pripraveném k analyze na HPLC.

Obsah rutinu ve vzorku (mg/kg) HPLC 1260
Pohanka osivo

Interval mezi mérenim

A B
277,92 276,86
po 1 dni 280,42 278,96
po 8 dnech 269,32 265,58
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Tabulka €. 11. Stabilita rutinu v extrakce s vyuzitim extrakéni smési.

Interval mezi mletim vzorku Obsah rutinu ve vzorku (mg/kg)
a pripravou vzorku z extraktu Lamanka Pohanka neloupani
po 1 dni 207,88 393,07
po 20 dnech 209,68 391,52

Pifi opakovaném meétfeni jednoho vzorku se stanoveny obsah rutinu mirné zvySoval.
Z uvedenych vysledk vyplyva, Ze v ptipadé skladovani ptipraveného vzorku sice dochazi
k mirnému zvySeni nebo snizeni hodnot rutinu. Tento rozdil je v rozmezi zjisténych hodnot
opakovatelnosti. Uchovavani extraktu i pomletého vzorku s néaslednou extrakci a méteni

na HPLC lze vyuzit.

3.2.3 Valida¢ni parametry
Opakovatelnost
Opakovatelnost je druh presnosti stanoveny za podminek méfeni opakovatelnosti,
tzn. opakované méfeni se provadi v jedné laboratofi, stejnym analytikem, na stejném pftistroji
a v co nejkrat§im case. Charakterizuje rozptyleni hodnot méfené vlastnosti kolem stfedni
hodnoty, zapti¢inéné pisobenim nahodnych chyb. Statistickou mirou pfesnosti je smérodatna
odchylka (s), resp. relativni smérodatnd odchylka (s;).
Vypocet opakovatelnosti byl proveden pomoci software EffiValidation 3.0. - Opakovatelnost -
po Urovnich z vicendsobného méteni. Opakovatelnost byla stanovena pro extrakéni postup
na dvou koncentra¢nich hladindch. Tyto hladiny byly zvoleny tak, aby postihovaly oblast
s nizkym a vysokym obsahem rutinu v nazkach pohanky seté. Pro kazdou koncentrac¢ni hladinu
byl vybran jeden vzorek, ktery byl minimalné v Sesti opakovanich extrahovan a nasledné
analyzovan na HPLC tak, jak bylo vySe popséno.
Byla vypocitana smérodatnd odchylka a relativni smérodatnd odchylka. Ze smérodatné
odchylky, kterd charakterizuje presnost vysledkli ziskanych pouzitou analytickou metodou,
byla vypocitana dovolena diference paralelnich stanoveni Rumax, tj. maximalni rozpéti, které 1ze
jesté vysvétlit ptitomnosti ndhodnych chyb [14].
Rinax = ds ° S,
kde asje tabelovany koeficient pro dv€ méfeni a hladinu vyznamnosti o = 0,05, jehoz
hodnota je 2,77,
s smerodatna odchylka z vicenasobnych méteni jednoho vzorku.
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Tabulka €. 12. Opakovatelnost méreni a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni
méreni na HPLC 1260.

i Pocet Primé
Extrakce | Uroven Popis vz. | gpakovani ramer s sr (%) Rumax
(mg/kg)
Extrakéni 1. Arax 6 184,2 2,0 1,09 5,54
smés
2. Pohanka nel. 6 399,33 1,6 0,4 4,43

Tabulka €. 13. Opakovatelnost méfeni a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni
méfeni na HPLC 1100.

Extrakce | Uroveil Popis vz. Opzl(()(c:;ni Primér S sr (%) Rumax
(mg/kg)

Extrakéni 1. Arax 6 179,49 0,91 0,51 2,52

Smes 2. | Pohanka nel. 6 41257 | 577 14 15,98

Z tabulky ¢. 12 a €. 13 vyplyva, Ze opakovatelnost stanoveni je rizna pro dvé uvedené hladiny
a pro dany koncentra¢ni rozsah akceptovatelna.

Pro zapis vysledki do Labsystému byly vloZeny pro povolenou diferenci dvou paralelnich

stanoveni tyto hodnoty: obsah rutinu 10 mg/kg > 250 mg/kg , 30 mg /kg > 500 mg/kg.

Stiedni presnost

Stfedni pfesnost je druh pifesnosti, popisujici vysledky méfeni dosaZzené za podminek mezi
podminkami pro méfeni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Statistickou mirou pfesnosti je
smérodatna odchylka (s) resp. relativni smérodatné odchylka (sr).

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software EffiValidation 3.0. - Opakovatelnost —
z paralelnich méfeni. Obsah rutinu v nazkach pohanky se ve vzorcich pohanky ze sklizn¢ 2020
pohyboval v koncentraénim rozsahu (220 — 420) mg/kg.

Byla vypocitana smérodatnd odchylka a relativni smérodatna odchylka z paralelnich méfeni

a dovolena diference paralelnich stanoveni Rmax, podle vztahu
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R =b;-s

kde br je tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti a = 0,05, jehoz
hodnota 2,46
s smérodatna odchylka ziskand z paralelnich stanoveni

Tabulka €. 14. Stiedni presnost a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni
méfeni na HPLC 1260.

Pocet vzorku Smeér mereni
Extrakce Pramér méfeni s s (%) Rinax
(n) (mg/kg)
Extrakéni smés 20 311,1 2,6623 0,81 6,55

Z tabulky ¢. 14 vyplyva, ze stfedni pfesnost je u dané metody srovnatelna a pro dany
koncentra¢ni rozsah akceptovatelnd. Zaroven lze fici, Ze vysledky koresponduji s hodnotami

presnosti ziskanymi za podminek opakovatelnosti méfeni na HPLC 1260.

Spravnost

Spravnost charakterizuje shodnost vysledki méteni validované vlastnosti s akceptovanou nebo
deklarovanou referen¢ni hodnotou.

V soucasné dobé¢ neni dostupny zadny CRM s deklarovanym obsahem rutinu v nazkach
pohanky seté a nejsou organizovany zadné mezilaboratorni porovnavaci zkousky na toto
stanoveni. Spravnost metody na stanoveni obsahu rutinu v nazkdch pohanky seté byla proto
ovéfena metodou standardniho ptidavku s pouzitim testu vytéZnosti. Bylo postupovano
nasledovné. K piesné navadzce vzorku s nizkym obsahem hledaného analytu bylo vzdy ptidano
definované mnoZzstvi standardu rutinu tak, aby byla pfipravena fada vzorkd na tfech
koncentracnich hladinach, pokryvajici cely pozadovany rozsah. Na kazdé z hladin byly
pfipraveny vzorky ve 2 opakovanich. Takto pfipravené vzorky byly zméfeny na HPLC. Ziskané
vysledky stanoveni byly vyhodnoceny v programu EffiValidation 3.0. - Spravnost - Velky
koncentra¢ni rozsah - slepy pokus neni k dispozici. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulkéch

¢.15ac. 16.
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Tabulka €. 15. Ovéreni spravnosti metody stanoveni rutinu v nazkach pohanky seté

mérené na HPLC 1260.

Popis Piidavek | Naméieno | VytéZnost | Presnost spf:;;ﬁ;fi " Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,495 0-2,13 pfijata
Pridavek 1 100 99,85 99,85 1,98 93,64 -106,06 pfijata
Piidavek 2 250 249,0 99,6 0,778 246,20 — 251,81 pfijata
Piidavek 3 500 498,85 99,77 0, 141 497,28 — 500,42 pfijata

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Tabulka €. 16. Ovéreni spravnosti metody stanoveni rutinu v naZkach pohanky seté

mérené na HPLC 1100

Popis Pridavek | Naméreno | VytéZnost | Presnost spf)?etli;i‘iriﬂs i Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 1,3011 -5,599 — 5,599 pfijata
Piidavek 1 100 95,98 95,98 2,6587 86,974 — 104,986 pfijata
Pridavek 2 250 242,89 97,16 5,1336 | 226,776 — 259,004 pfijata
Piidavek 3 500 496,84 99,37 6,4488 | 467,823 —516,857 pfijata

Zavér: Analytickda metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Z vysledki v tabulce ¢.15 a 16 vyplyva, Ze popsana analytickd metoda poskytuje spravné

vysledky.

Linearita

Linearita popisuje miru linearni zavislosti mezi validovanou vlastnosti a méfenim. Pro prvotni

ovéfeni linearity byl pouzit standard rutinu (9). Byla vytvofena tada kalibrac¢nich roztokl

o koncentraci 1 pg/ml az 100 pg/ml rutinu v 50% methanolu. Tento koncentra¢ni rozsah

odpovidd mnozZstvi rutinu ve vzorku na mezi stanovitelnosti az po obsah 2000 mg/kg rutinu.

Ptipravené kalibraéni roztoky byly analyzovdny na HPLC. Linedrni zavislost byla

zkontrolovdna pomoci software EffiValidation 3.0. - Linearita - korelacni a QC koeficient.

Hodnota korelaéniho koeficientu R pro uvedeny koncentraéni rozsah byla 0,9999 (HPLC 1260)
a 0,9997 (HPLC 1100) a hodnota koeficientu QC byla 0,655 (HPLC 1260) a 2,414 (HPLC

1100), pticemz linearita se obecné povazuje za prokazanou, kdyz R > 0,99 a QC < 5%.
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Citlivost

Citlivost je ddna zménou signalu, vyvolanou jednotkovou zménou validované vlastnosti a je
vyjadifena smérnici kalibracni piimky. Vypocet byl proveden pomoci programu EffiValidation
3.0 - Citlivost-ze smeérnice piimky. Pro analyzu rutinu provedenou za vySe uvedenych
podminek byla stanovena hodnota citlivosti 86,1184 na HPLC 1260 a 139,672 na HPLC 1100
(tabulka ¢. 3).

Meze detekce a stanovitelnosti

Pro stanoveni detek¢nich limith byl pouZit program EffiValidation 3.0. - Stanoveni ze signalu
slepého pokusu v chromatografii.

Byla vytvofena tada kalibra¢nich roztokti o koncentraci 1,25 pg/ml az 100 pg/ml rutinu
v 50 % methanolu. Pfipravené roztoky byly zméteny na HPLC za podminek metody a nasledné
byly vyhodnoceny vysky pikQi rutinu. Z namétfenych hodnot byla vypocitana smérnice
kalibra¢ni ptimky (EffiValidation 3.0 - Kalibrace). Dale bylo nutné zjistit maximalni kolisani
20- tindsobkem polositky sledovaného piku. Pro kazdy extrakéni postup bylo pfipraveno
5 slepych vzorki, které byly zméteny na HPLC a pomoci fidiciho software ChemStation
B.04.02 byly vypocitany hodnoty Sumu.

Ze smérnice kalibra¢ni pfimky a hodnot maximalniho kolisani zakladni linie byly vypocitany

meze detekce a stanovitelnosti, které jsou shrnuty v tabulce ¢.17.

Tabulka ¢. 17. Meze detekce a stanovitelnosti.

Parametr Rutin Rutin
HPLC 1260 HPLC 1100

Smérnice kalibr. pfimky b1 8,398 13,621
Korelaéni koeficient R? 0,99993 0,9997
Max. kolisani zakl.linie hmax (pA) 0,068 0,051
Koncentrace na mezi xp (pg.ml?) 0,0243 0,0123
detekce xp (mg/kg) 0, 49 0,25
Koncentrace na mezi xQ (ug.ml?) 0,081 0,0376
stanovitelnosti xo (mg/kg) 1,62 0.75
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Za vyse popsanych podminek metody je mez detekce, resp. stanovitelnosti u metody

vyuzivajici extrakéni smés 1,62 mg/kg pro HPLC 1260 a 0,75 mg/kg pro HPLC 1100.

Pro zapis vysledkl byla pouzita praktickd mez stanovitelnosti 5 mg/kg.

Nejistota stanoveni

Bylo provedeno stanoveni relativni standardni nejistoty a relativni rozSifené nejistoty
K vypoctu byly pouzity vysledky analyz vzorkli nazek pohanky seté loupané, neloupané
a lamanky ziskané z obchodni sité. Vypocet byl proveden v programu EffiValidation 3.0 -
Nejistoty z piesnosti - po urovnich z vicenasobného méteni. Pro vypocet rozsifené nejistoty
byl pouzit faktor pokryti 2. Vypocitané nejistoty pro stanoveni obsahu rutinu v nazkach
pohanky jsou uvedeny v tabulce ¢. 18.

Tabulka ¢. 18. Nejistoty pro stanoveni obsahu rutinu v pohance seté.

Koncentracni Standardni nejistota Rozsifena nejistota
HPLC rozsah (k=2,0)
(mg/kg) relativni (%) relativni (%)
HPLC 1260 1,6 0,402 3,212 0,8043
180 - 450
HPLC 1100 5,77 1,399 11,545 2,798

Pro interval s koncentraénim rozsahem (180 — 450) mg/kg rutinu byla vypocitana relativni

roz§ifend nejistota stanoveni zaokrouhlena na hodnotu 20 %.

4 Zavér

Cilem prace bylo nalézt vhodnou metodu na stanoveni rutinu v nazkach pohanky seté
s vyuzitim HPLC. Z extrakénich postupti popsanych v literatufe byla po odzkouseni vybrana
extrakce, kterd vyuzivéa extrakéni smés methanol, kyselina octova, voda (v poméru 100 :2 :
100). Byly optimalizovany podminky pro méfeni na HPLC. Rutin se stanovi izokratickou eluci
bud’ na HPLC 1260 s chromatografickou kolonou s reverzni fazi a pevnym jadrem Kinetex
(15 cm x 4,6 mm, 2,6mm) nebo na HPLC 1100 s chromatografickou kolonou s reverzni fazi
Luna (25 cm X% 4,6 mm ID, 4,6mm) a detekuje se pfi 355 nm. Byly optimalizovany podminky
pro piipravu zkuSebniho vzorku a extrakce. Bylo zjisténo, Ze je pfi mleti vhodné pouZit sito
s velikosti ok 0,25 mm. Byla vybrana délka extrakce i mnozstvi vzorku k extrakci (doba

extrakce v ultrazvukové lazni 60 min., 0,5 g pomletého vzorku).
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Z uvedenych vysledka vyplyva, ze v ptipad¢ skladovani ptipraveného vzorku sice dochézi
k mirnému zvyseni nebo snizeni hodnot rutinu. Tento rozdil je v rozmezi zjisténych hodnot
opakovatelnosti. Uchovavani extraktu i pomletého vzorku s naslednou extrakci a méfeni
na HPLC lze vyuzit.

Po ukonceni optimalizace metody byla metoda validovéna. Byla stanovena opakovatelnost,
sttedni pfesnost, linearita, citlivost, meze detekce a stanovitelnosti a nejistota stanoveni.
Do laboratorniho informacniho a fidiciho systému Labsystém 7 byly po zaokrouhleni vlozeny
nasledujici parametry. Povoleny rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi byl nastaven
na hodnotu u obsahu rutinu 10mg/kg do 250 mg/kg a 30mg/kg pro obsahy do 500mg/kg rutinu
ve vzorku. Pro mez stanovitelnosti byla zadana hodnota 5mg/kg a pro rozsifenou nejistotu
stanoveni hodnota 20 %.

Zavér: metodu, tak jak byla vySe popsdna, 1ze pouzit pro stanoveni rutinu v nazkéch pohanky

seté.
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