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Zavedeni testu ekotoxicity se salatem Lactuca sativa

Martin Vara

Usttedni kontrolni a zku$ebni Gstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof, Odd¢leni
mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
martin.vana@ukzuz.cz

1 Uvod

Ekotoxikologické testy jsou nespecifické, to znamend, Ze umoziuji komplexni hodnoceni
ucinku vsech toxickych latek a smési pfitomnych v piidé nebo v odpadnim materidlu (kaly,
sedimenty atd.). Odpadni materidly, které lze aplikovat na zemédélskou pidu, mohou
obsahovat latky interagujici mezi sebou a tim zvySovat svoji toxicitu. Nespecifi¢nost
ekotoxikologickych testi ma své klady, ale i zdpory. Hlavnim pozitivem je rychlost
a pristrojovd nenarocnost analyz. Data z vhodné zvolené baterie testl mohou slouZit
ke zhodnoceni potencialni rizik a dopadu toxickych latek na ekosystémy. V laboratofich
NRL-OMB se ktomuto ucelu zavedla sada eckotoxikologickych testd, které vychazeji
ze standardizovanych norem se zastupci mikroorganismii, bezobratlych zivoc¢ichll a rostlin
(doposud zhodnoceni nadzemni ¢asti rostliny). Test se salatem Lactuca sativa, ktery vychazi
rovnéz ze standardizované metody, rozsiii tuto baterii o test zaméteny na vyvoj a rast kofene.

Vyhodou tohoto testu je jeho prakticnost, rychlost a jednoduchost provedeni.

2 Cil

Cilem prace bylo zavedeni testu s Lactuca sativa, stanoveni ECso pro kyselinu boritou jako

referencni latku a stanoveni opakovatelnosti.

3 Princip

Metoda je urcena k detekci potencialniho vlivu agrochemikalii (napt. ptipravky na ochranu
rostlin, hnojiva) na vyvin a rist kofene salatu Lactuca sativa var. capitata (salat hlavkovy —

Safir urCeny k rychleni) po jednorazové aplikaci testovaného ptipravku. Test probiha
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minimaln¢ pfi Sesti koncentracich daného ptipravku. Koncentra¢ni fada vychazi z maximalni
davky doporucené pro aplikaci na pudu, ktera je uprostted sledované koncentracni Skaly.
Soucasti testu je 1 kontrolni varianta neosSetfena testovanym piipravkem. Test trva (120 + 2) h

a na jeho konci se vyhodnoti vliv na délku kofene v porovnani s kontrolni variantou.

4 Material a metody

4.1 Pristroje a pomicky

4.1.1  Testovaci plastové nadoby s vicky (700 — 1000) ml.
4.1.2  Nadoba na michani artificidlni ptdy (AP).

4.1.3  Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.

4.1.4  Michacka na artificidlni pudu.

4.1.5 Termostat vytemperovany na (24 + 2) °C.

416  pH metr.

4.1.7  Petriho misky velké.

4.1.8  Predvazky, ptesnost 0,5 g, vazivost do 5000 g.
419  Pinzeta, sklenéna ty¢inka, milimetrovy papir.
4.1.10 Nastavitelné automatické pipety (0,2 —1) mla (1 —5) ml.

4.1.11 Semena salatu Lactuca sativa var. capitata.

4.2 Chemikalie

4.2.1  Attificidlni pida ("bild" vrchni raSelina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kiemenny
pisek — 50 % velikosti zrnek v rozmezi 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin - Sigma, CaCO3z —

uprava pH).
4.2.2  Zasobni roztok testované latky.
4.2.3  Destilovana voda na ovlhceni.
4.2.4  Chlorid draselny, ¢c(KCI) = 1 mol/l.
Ptiprava: 74,6 g KCI se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1000 ml.

4.25  Denaturovany lih, 4 : 1 (denaturovany lih : destilovana voda).
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426 Kyselina borita.

5 Pracovni postup

Postup je zalozen na standardizovanych metodach ISO 11269-1 a ISO 17126.

5.1  Priprava artificialni pidy (AP)

Artificidlni puda se sklada z kifemenného pisku (vice nez 50 % velikost zrnek 0,05 mm — 0,2
mm), kaolinu (Sigma), ptesaté¢ raseliny (velikost ¢astic 2 mm + 1 mm) a CaCOgs (slouzi
k upravé pH artificialni pady (6 £ 0,5)). Presata raselina (pro testovani se salatem se pouziva
svétla raSelina) se defaunizuje hlubokym zamrazenim na minus 80 °C nebo 3X necha
zmrznout pii minus 20 °C a pii laboratorni teploté¢ se necha opakované rozmrznout.
Kiemenny pisek, kaolin, raselina se smichaji v hmotnostnim poméru 74 : 20 : 5. Artificialni
puda se necha jeden den odlezet v laboratornich podminkach a zméfi se pH. Pokud je potieba,
pH se upravi pomoci uhli¢itanu vapenatého na hodnotu 6 £ 0,5. Necha se dalsi tii dny odlezet
a pak se znovu ovéfi hodnota pH (viz JPP UKZUZ, postup ¢. 30042.1). V AP se zméfi také
maximélni vodni kapacita (WHC, viz JPP UKZUZ, postup ¢. 31180.1) a obsah susiny (viz
JPP UKZUZ, postup &. 30020.1).

5.2 Experimentalni usporadani

Piedbézny test: Zvoli se v piipadé, kdy toxicita testované latky neni znama. Hodnoti se vliv
koncentraci s faktorem 10 (napt. 1000, 100, 10, 1). Na konci testu se vyhodnocuje délka
kotene. Vysledky testu jsou diilezité pro navrzeni experimentalniho uspotfaddani definitivniho
testu.

Definitivni test: SlouZi ke zjiSténi vlivu chemikalii na délku kotfene. Zvoli se koncentraéni
Skala vychazejici z pfedbéZného tesu vrozmezi koncentraci bez projeveného efektu
az po maximalni efekt. Pii pfipravé koncentracni fady obsahujici minimalné Sest koncentraci

se nedoporucuje volit fedici krok vyssi nez 2.

Vypocitd se mnozstvi AP, které se bude potifebovat na test.



1. Pro NOEC (No observed effect concentration — koncentrace, pii které neni
pozorovan nezadouci efekt) pristup by se mélo pouzit alespont pét koncentraci
v geometrické fadé po Etyfech opakovanich + osm kontrol.

2. Pro ECx (Effect concentration — Gi¢inna koncentrace pii které se projevi x % ucinek)
pristup se pouzije az 12 koncentraci po dvou opakovanich + Sest kontrol.

3. Pro smiSeny pfistup by se mélo pouzit Sest az osm koncentraci v geometrické fadé
po péti opakovanich + pét kontrol.

4. Pro ptipad rychlého zhodnoceni testované latky lze zvolit limitni test, ktery se sklada
Z kontrolni varianty a doporuc¢ené davky testovaného ptipravku v péti opakovanich.

Na kazdé opakovani je potteba asi 200 g suché AP. Musi se piipocist jeste piiblizn¢ 50 g

pudy na zméfeni vlhkosti a pH plidy. Celkova spotieba AP se vypocte podle zvolené¢ho

designu.

5.3  Aplikace testované latky

Latka se miize bud’ pfidavat spoleéné¢ do mnoZzstvi pidy pottebného na kazdou koncentraci
(200 g x pocet opakovani) a teprve potom rozvazit do testovacich nddob, nebo se piida
nejprve rozvazi do jednotlivych naddob a latka se ptida do kazdé zvlast. Pokud je to mozné,
mél by se preferovat prvni zpisob, protoze se zajisti vétsi homogenita koncentrace testované

latky v pude.

Mnozstvi testované latky pro aplikaci na AP se piepocitd podle realného modelu, kdy
se piredpokladéa standardni hloubka pti zapravovani hnojiv do plidy (obvykle se pohybuje
kolem 30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do plidy
(moZzny horsi scénar). Poté se piepocita odpovidajici davka na mg/g suché pldy a pfipravi se
koncentracni fada testované chemikalie. Pii vypoctech aplikacnich davek se pocitd s hodnotou

hustoty pady 1,5 g/cm?®.

Jeden az tfi dny pfed zacCatkem testu se piipravi zasobni roztok testované latky nejvyssi
koncentrace a fedici fadou se ziska nizSi koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti
testovanych latek se musi liSit jejich aplikace na AP (rovnomérné se pipetou zakapava AP):

1. Ve vode¢ rozpustné latky se rozpusti v destilované vodé. Mnozstvi roztoku se spocita
tak, aby se dosdhlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti pidy (dovlhceni
na 60 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech se pouzije

tékavé rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). Roztokem
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rozpoustédla a testované latky se rovnomérné zakapne AP ve sklenickach a necha se
ptes noc odpatit v digestoii. Testovana latka se tedy aplikuje den pred zacatkem testu.
Neptredvlhcuje se, puda se ovlh¢i najednou na 60 % WHC az po odpaieni
rozpoustédla. V kazdém opakovani musi byt stejné mnozstvi rozpoustédla, aby
nedoslo k ovlivnéni vysledkl. Je také nutné zalozit kontrolni sadu na pouzité
rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni pro salat toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vodé, ani v organickych rozpoustédlech se latka pecliveé
vmichd pfimo do testované plidy, nebo se pouzije smés 200 g jemné mletého
industrialniho kiemenného pisku, nebo 200 g suchého ptidniho substratu a mnozstvi
testované latky potitebné k ziskani pozadované koncentrace. Peclivé se vSe promicha.

Dovlhéi se na 60 % WHC.

5.4  Vlastni postup testu

Pfed zahdjenim testu se semena salatu nechaji ptedkli¢it na Petriho miskach s filtracnim
papirem ovlhéenym vodou po dobu asi 20 h — 30 h, pfi teploté (24 + 2) °C, bez ptistupu
svétla. Pro vlastni test se vybiraji naklicend semena s kofinkem dlouhym cca 2 mm.
Do testovacich nadob se v den zahajeni pokusu rozvazi 200 g ovlhéené pidy piepoctené
na suchou hmotnost. Mirn¢ se stla¢i a napi. sklenénou tyC€inkou rovnomérné vytlaci
15 mélkych jamek (5 % 3). Do jamek se nasledné vlozi pinzetou 15 piedklicenych semen
salatu, kofinkem smérem dold. Semena se k pidé opatrné pfitlaci (pozor, kofinek je kiehky),
ale nezakryvaji se. Nadoby se uzaviou vickem a umisti se ve zndhodnéném potadi
do termostatu vytemperovaného na (24 + 2) °C na dobu 120 h + 2 h. Pocet koncentraci

a opakovani se odviji od zvolené¢ho experimentalniho usporadani.

5.5  Vyhodnoceni testu

Test se vyhodnocuje po 120 h + 2 h. Mé&fi se délka kofene s pfesnosti na 1 mm. ZvySena
pozornost se vénuje Setrnému vytazeni kofene z plidy, kofen se nesmi poskodit. Jestlize

predkli¢ené semeno nevytvofilo kofinek, zapoc€ita se tato hodnota jako nulova.

Pro zkouSeny vzorek a kontrolu se vypo&te aritmeticky primér délky kofene (), smérodatna

odchylka (sd) a varia¢ni koeficient (CV).

Kritéria validity



Na konci testu by méla byt primérné délka kofene minimalné 15 mm.
Variacni koeficient paralelnich stanoveni <20 %.

Primérné vzchazivost semene je > 80 %.

5.6  Vyhodnoceni dat

Data se vyhodnoti podle interniho materialu NRL-OMB pro vyhodnoceni ekotoxikologickych
dat. Statistiké a grafické zpracovani dat se provadi pomoci programu ToxRAT (ToxRat
Solutions GmbH, Alsdorf, Némecko). Vypocéte se EC2, ECso, LOEC (Lowest observed effect
Hodnoty ECx se vypoctou logit regresi, v piipadé nesignifikantnosti modelu se pouzije probit

nebo Weibullova analyza.

5.7 Referenc¢ni latka

Jednou rocné se salat testuje na referencni latku, zda laboratorni podminky neovlivnily

citlivost testu. Touto referencni latkou je kyselina borita.

6 Vysledky a diskuze

Pro ovéteni funkcnosti celé metody se provedly Ctyfi testy s kyselinou boritou, pti¢emz prvni
nebyl statisticky  vyhodnotitelny. Pro tuto referenéni latku se v literatufe

(http://www.echa.europa.eu/) uvadi NOEC 320 mg/kg H3BOs na suSinu testované pudy.

Referencni latka se aplikovala na artificialni pidu v koncentra¢ni tadé (25; 50; 100; 200;
400; 800) mg/kg suché pudy. Testovana latka se aplikovala na artificialni pudu ve ¢tyfech
opakovanich pro kazdou testovanou koncentraci. Po 120 h se test ukonc¢il a namétfena data se
zpracovala (tab. 1 a 2) za pomoci programu TOXRAT. Ziskana data (praimérné délky kotene)
se vyhodnotila logit a probit regresi, které byly nesignifikantni. AZ nasledna Weibullova

analyza prokazala signifikantnost modelu pro vypocet ECso (0br. 1).

Tabulka 1. Vysledky tFi testi s H3BO3. Jsou uvedeny priimérné délky korene (),
smérodatné odchylky a medianu délky korene ( T ).


http://www.echa.europa.eu/

22.3.2013 12. 4. 2013 18. 4. 2013
c(mg/kg) |T(mm) |sd T (mm) | T (mm) |sd T (mm) | T (mm) |sd T (mm)

0 31,6 6,1 33 28,9 5,6 30 33,1 3,5 33
25 33,3 5,0 34 29,4 6,3 31 33,5 3,9 34
50 32,6 59 33 27,8 6,1 29 33,3 4,8 33
100 34,2 6,1 35 27,3 7,6 27 32,0 54 32
200 34,3 59 35 29,9 6,5 31 33,0 59 32
400 57 15 5 6,1 2,6 6 5,8 15 6
800 2,0 15 3 15 1,2 2 19 1,2 2




Tabulka 2. Souhrnna tabulka ekotoxikologickych indexi. Jsou uvedeny EC10, EC2o,
ECso (s intervaly spolehlivosti 95% a 99%) a NOEC kyseliny borité.

22.3.2013
Parametr EC1o EC20 ECso NOEC
Hodnota (mg/kg) 218,3 257,6 330,8 200
lower 95%-cl 178,9 222,7 304,4

upper 95%-cl 246,7 283,2 355,2

lower 99%-cl 161,0 205,7 289,3

upper 99%-cl 274,2 306,6 3737

12. 4. 2013

Parametr EC1o EC20 ECso NOEC
Hodnota (mg/kg) 210,3 250,6 326,9 200
lower 95%-cl 159,9 205,5 2928

upper 95%-cl 2443 281,8 358,3

lower 99%-cl 139,1 185,2 2740

upper 99%-cl 280,9 312,7 382,9

18. 4. 2013

Parametr EC1o EC20 ECso NOEC
Hodnota (mg/kg) 210,1 250,6 326,9 200
lower 95%-cl 159.9 205,5 292.8

upper 95%-cl 244.3 281,8 358,3

lower 99%-cl 139,1 185,2 2740

upper 99%-cl 280,9 312,7 382,9
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Obrazek 1. Statistické vyhodnoceni
inhibice ristu korene salatu v zavislosti
na koncentraci testované latky (HsBOs3).
Data jsou proloZena

logit regresi

s vyznacenou hodnotou ECso.

Ziskanda hodnota NOEC se velice blizila hodnoté¢ uvedené v literatufe. Hodnoty ECx

se V literatufe pro dany test nepodarilo nalézt.

Jako kritické body této metody se jevily

— délka kotinku pifi nasazeni testu, pfi del$im kofinku nez 2 mm dochazelo kvuli jeho

kiehkosti k poskozeni. Je nutno dodrZet jeho maximalni délku pii zahajeni testu.

— Setrné zachazeni se vzeSlou rostlinkou pii ukonceni experimentu, velice snadno se stalo, ze

se kofinek pfi nevhodné manipulaci (nadmérné sile pii vytahovani) pfetrhnul.



7 Z7.avér

V ramci prace byla zavedena metoda pro testovani chemikalii pomoci testu s vyuzitim
rostlinného zastupce Lactuca sativa. Metoda bude pouzita pro testovani vlivu agrochemikalii

na zemédélskou padu.
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Extrakce mikrobiilni DNA ze vzorki lesnich pid

Jivi Cuhel
Ustiedni kontrolni a zku$ebni Gstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof, Oddéleni

mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
jiri.cuhel@ukzuz.cz

1 Uvod a cil prace

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je esencialni slozkou bunky kazdého organismu — DNA
v sob€ uchovava genetickou informaci pro tvorbu vSech enzymi. Diky studiu sekvenci plidni
DNA mnohymi molekularné-biologickymi piistupy je mozné celkem =zfetelné rozliSit

a identifikovat jednotlivé ptidni mikroorganismy (bakterie, archaea i eukaryota).

Extrakce DNA z pudy piedstavuje prvni krok naprosté vétSiny molekularné-biologickych
analyz mikrobidlnich spolecenstev. Béhem poslednich dvaceti let byla vyvinuta cela fada
metod extrakce DNA z pidnich vzorkil, pfi¢emz jednotlivé metody se mohou od sebe
podstatné lisit, protoze rizné pudy se vyznacuji nestejnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi

a pfi extrakci DNA vyZaduji rozdilny metodologicky pfistup.

Lesni pidy se od béznych zemédé€lskych pud lisi pfedev§im vysSim obsahem organické
hmoty a jinym typem humusovych latek. Ty se hromadi ve vrchnich horizontech pudniho
profilu (fermentacni, humusovy) a jejich pfitomnost do znacné miry komplikuje uspokojivou
extrakci DNA, protoze fyzikalné-chemické vlastnosti DNA a humusovych latek jsou velice
podobné a ziskany extrakt DNA byva znecistén pravé humusovymi latkami, které se nedati
z extraktu odstranit. Humusové latky potom inhibuji nasledné molekularné-biologické

analyzy.

Na oddéleni mikrobiologie a biochemie byla dosud pro extrakci DNA z pid pouZzivana
metoda ,,Pfima extrakce DNA z piidnich vzorkd* (postup ¢. 31120.1; Zbiral et al., 2011),

ktera je velice rychla, levna a standardizovand podle ISO 11063. AvSak tato metoda byla
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vyvinuta pfedevsim pro izolaci DNA ze zeméd¢lskych ptd a neni pravdépodobné, Ze by byla

vyhovujici i pro izolaci DNA z lesnich pud.

Cilem této prace bylo otestovat izolaci DNA komer&né doddvanym kitem PowerSoil™ DNA
Isolation kit, srovnat ji s jiz zavedenou metodou piimé extrakce DNA a zavést ji
Vv laboratotfich NRL.

2 Testovani metody extrakce DNA z lesnich pud

DNA byla izolovana ze dvou lesnich pud (listnaty a jehli¢naty les) s riznymi hodnotami
fyzikéalné-chemickych parametra, a to testovanou metodou extrakce DNA kitem PowerSoil™
DNA Isolation kit (,,izolace kitem*) a v laboratofi jiz pouzivanou metodou piimé extrakce
DNA z puadnich vzorkl (,,piima izolace*) dle postupu ¢. 31120.1 (Zbiral et al., 2011).
Vybrané mikrobidlni parametry pid jsou uvedeny v tabulce 1. Vzorky lesnich ptid byly
odebrany v dubnu 2013 z fermenta¢niho (F), humusového (H) a organo-mineralniho (M)
horizontu podle postupu ¢. 31000.1, ptesaty pies sito s velkosti ok 2 mm a uskladnény
ptiminus 20 °C. Samotna extrakce DNA byla u kazdého vzorku provedena v Sesti
laboratornich opakovanich.

Tabulka 1. Zakladni popis a vybrané mikrobialni parametry piad pouZitych

pro testovani metody izolace DNA, a to zvlast’ pro fermentac¢ni (F), humusovy (H)
a organo-mineralni (M) horizont (Cbioc — uhlik mikrobialni biomasy, Nbio — dusik

mikrobialni biomasy, RES — bazilni respirace, SRS - substratem indukovania
respirace).
Oznadeni | PfevaZujici | Horizont Vlhkost Chio Nbio RES SRS
plochy dievina
g H20/g ug Clg ug N/g ug C/g/h ug C/g/h
F 142,4 2649 682 13,8 259,9
18301 | dub letn H 78,3 1233 289 46 52,4
M 33,2 188 29 0,6 6,6
F 106,1 2395 300 12,1 153,2
smrk
31901 stepily H 51,1 1232 125 45 49,0
M 21,2 131 11 0,7 6,2

Testovana metoda neni metodou kvantitativni, jejim smyslem neni analyticky stanovit
vybranou veli¢inu. Tato metoda pouze poskytuje vyizolovanou DNA, ktera slouzi pro dalsi

molekularné biologické analyzy. Uéelem metody tedy neni ziskat veskerou DNA piitomnou

12



Vv pudnim vzorku, ale ziskat DNA v dostate¢ném mnozstvi a kvalité, aby byla vyuzitelna
pro dalsi praci. Z tohoto divodu nebylo mozné stanovit valida¢ni parametry. Nicméné jsme
se pokusili otestovat vyuzitelnost ziskané DNA pro navazujici molekularni analyzy. DNA
vyizolovana obéma metodami (DNA extrahovana metodou ,,piimé extrakce® byla jesté
precisténa dle postupu ¢. 31130.1), jeji pfitomnost v extraktu ovéiena gelovou elektroforézou
podle postupu €. 31160.1 (s tim rozdilem, Ze na gel nebyly nanaseny produkty PCR, ale piimo
roztok DNA), jeji koncentrace byla stanovena fluorescencni metodou podle postupu ¢.
31140.1 a DNA byla dale vyuzita pro amplifikaci specifického genového tuseku ITS (internal
transcribed spacer), jehoz tspésna amplifikace poukazuje na piitomnost hub v pudé, ze které
byla DNA extrahovana. Amplifikace useku ITS se provedla polymerazovou fetézovou reakci
(PCR) podle upraveného postupu &. 31150.1. Uprava spocivala v pouziti jinych primert,
konkrétné primera ITS1f (5-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3°) (Gardes a Bruns,
1993) a ITS4r (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°) (White et al., 1990) a v jiném
teplotnim profilu PCR reakce (4 min. pti 95 °C; 32 cykla: 60 s pti 95 °C, 45 s pti 55 °C, 60
spii 72 °C; 15 min pii 72 °C). Pfitomnost produktt DNA byla ovéfena gelovou
elektroforézou dle postupu €. 31160.1 (Zbiral et al., 2011).

3 Metoda extrakce DNA zlesnich pid Kkitem PowerSoil®
DNAlIsolation kit (Mo Bio Laboratories, Inc.)

3.1  Rozsah pouziti

Metoda izolace DNA timto kitem je ptedevsim vhodna pro extrakci DNA z pudy. Obecné je
kit ur€en pro vzorky, které obsahuji velké mnoZstvi huminovych kyselin (lesni ptdy,
organické pidy, kompost, sedimenty, mrva). Izolovand DNA ma vysokou cistotu, coz je
dalezité pro uspéSnou PCR amplifikaci DNA mikroorganismt ze vzorku. PCR analyza timto

kitem umoznuje detekci mnoha organismd, véetné bakterii, hub, fas a aktinomycet.

3.2 Princip

Vzorky pid se piidaji do zkumavky s rozbijecimi kulickami a probéhne rychla a dokonala
homogenizace. Lyzace bun€k probihda mechanickymi a chemickymi metodami. Celkova
genomicka DNA se zachyti na kiemic¢ité membrané v kolonce. DNA se promyva a eluuje

Zz membrany. Poté je DNA ptipravena pro PCR analyzu a dalsi aplikace.
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3.3

3.3.1
3.3.2
3.3.3

3.3.4
3.35
3.3.6
3.3.7

3.3.8
3.3.9
3.3.10

3.4

34.1
34.2

343

34.4

345

Pristroje a pomicky

Homogenizator typu ,,mini bead-beater* s oscila¢ni frekvenci 3000 kmiti/min.
Vortex.

Stolni centrifuga s rotorem pro 2,0ml mikrozkumavky typu Eppendorf
s nastavitelnou hodnotou g do 10000 g.

Vhodna nadoba se Supinkovym ledem.

Sada automatickych pipet, (20 — 1000) pl.

Spicky s filtrem (100 — 1000) pl a bez filtru (20 — 200) pl a (100 — 1000) pl.

Stojanek pro inkubaci vzorkl v 2,0ml mikrozkumavkéch na vodni lazni umoznujici
pfimy kontakt mikrozkumavky a vody.

DalSi pomiicky jsou soucasti Kitu:

Rozbijeci zkumavky PowerBead Tubes (obsahuji 750 pl roztoku).

PowerSoil 2,0ml mikrozkumavky.

PowerSoil kolonky ve 2,0ml mikrozkumavkach.

Chemikalie

Voda ve vysoké Cistoté pro molekularni biologii, H20 (rezistivita 18,2 MQ/cm).
Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 10 mol/l.

Ptiprava: 400 g NaOH se rozpusti ve vodé (3.4.1) a po vytemperovani se upravi
na celkovy objem 1000 ml.

Kyselina chlorovodikova, HCI, c(HCI) = 4 mol/l.

Piiprava: Smicha se 333 ml koncentrované HCI (¢ = 37 %) a 664 ml vody (14).
Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid, CsH11NOs-HCI, roztok, c(Tris-
HCI) =1 mol/l, pH = 8,0.

Ptiprava: 121,14 g Tris se rozpusti v 800 ml vody (3.4.1), pomoci HCI (3.4.3)
se upravi pH na hodnotu 8,0 a doplni se vodou (3.4.1) na celkovy objem 1000 ml.
Disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), Ci0H14N20gNa2.2H-0,
roztok, c(EDTA) = 0,5 mol/l, pH = 8,0.

Ptiprava: Ke 186,10 g EDTA se piida 800 ml vody (3.4.1), roztokem NaOH (3.4.2)
se upravi pH na hodnotu 8,0 a doplni se vodou (3.4.1) na celkovy objem 1000 ml
(EDTA se rozpousti az po ptidavku roztoku NaOH).
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3.4.6  TE pufr, pH 8,0.
Piiprava: Smicha se 10 ml roztoku Tris-HCI (3.4.4) a 2 ml roztoku EDTA (3.4.5)
a doplni se vodou (3.4.1) na celkovy objem 1000 ml.
DalSi chemikalie jsou soucasti Kitu:

3.4.7  PowerSoil roztok C1.

3.4.8  PowerSoil roztok C2.

3.4.9  PowerSoil roztok C3.

3.4.10 PowerSoil roztok C4.

3.4.11 PowerSoil roztok C5.

3.4.12 PowerSoil roztok C6.

Poznamky

1. Voda, roztoky EDTA, Tris-HCI a TE se sterilizyji 20 min pri 120 °C a skladuji
p¥i laboratorni teplote.

2. Kit Ize skladovat pri teplote (15 — 30) °C.

3. V chladu vznikaji v PowerSoil roztoku Cl sraZeniny. Zahvatim roztoku na 60 °C se srazeniny

rozpusti, roztok C1 se miize pouzit i horky.

4. PowerSoil roztok C5 je horlavy, obsahuje ethanol.

3.5 Pracovni postup

Do rozbijecich zkumavek PowerBead Tubes (soucast kitu) se piida 0,25 g pfirozené¢ vlhké
pudy a zkumavky se promichaji opatrnym vortexovanim. Do rozbijecich zkumavek se ptida
60 ul roztoku C1 a zkumavky se opét zvortexuji a nechaji se 45 s tfepat v homogenizatoru
typu bead-beater pii frekvenci 3000 kmiti/min (Pozn.: Originalni protokol dodany spolu
s kitem doporucuje tfepani vzorku v horizontalni poloze na multivortexu s pouzitim MO BIO
Vortex adaptéru, a to 10 min. pfi maximalni rychlosti. Ten vSak laboratofi nema k dispozici.
Podle doporuceni v literatuie Se pouzil pravé homogenizator typu bead-beater.). Poté

se rozbijeci zkumavky centrifuguji 30 s pti 10000 g pti laboratorni teploté.

Supernatant se ptenese do Cisté 2,0ml mikrozkumavky (soucast kitu), k supernatantu se prida
250 pl roztoku C2, vzorky se 5 s vortexuji a 5 min inkubuji pii 4 °C. Je nutné pouZit vodni
lazen s ledem, nikoliv lednici. Zkumavky se centrifuguji 60 s pii 10000 g pti laboratorni

teploté.
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Do dcist¢ 2,0ml mikrozkumavky, kterd je soucasti kitu, se prenese maximalné¢ 600 pl
supernatantu, k nému se ptida 200 pl roztoku C3, vzorky se kratce vortexuji a 5 min inkubuji
pii 4 °C. Je nutné pouzit vodni lazen s ledem, nikoliv lednici. Zkumavky se centrifuguji

60 s pti 10000 g pti laboratorni teplot¢.

Do cisté 2,0ml mikrozkumavky, ktera je soucasti kitu, se pfenese maximalné 750 pul
supernatantu, k nému se piida 1200 pl roztoku C4 a vzorky se 5 s vortexuji. Poté se pfenese
ptiblizné 675 pl takto vzniklé smési do kolonky umisténé ve 2,0ml mikrozkumavce (je
soucasti Kitu) a centrifuguje se 1 min pfi 10000 g pii laboratorni teploté. Prefiltrovana
kapalina se vylije, pfidd se dalSich 675 pl smési a centrifugace se opakuje. Prefiltrovana
kapalina se opét vylije, do kolonky se ptida zbytek smési, kolonky se stejnym zpiisobem
centrifuguji a zbytek pfefiltrované kapaliny se vylije (Pozn.: Kazdy vzorek je tedy nutné

rozd¢lit na tfi davky.).

Do kolonek se ptidd 500 pl roztoku C5 a ty se centrifuguji 30 s pti 10000 g pfi laboratorni
teploté. Prefiltrovana kapalina se vylije a kolonky se centrifuguji 60 spii 10000 g
pti laboratorni teploté, aby se odstranily rezidualni zbytky roztoku CS5.

Kolonky se opatrné pienesou do ¢istych 2,0ml mikrozkumavek (jsou soucasti kitu), je nutné
zabranit potfisnéni kolonek roztoky C5. Doprostied bilé membrany uvnitt kolonky se nanese
100 pl roztoku C6 nebo vody, popt. TE pufru (v naSem ptipadé€ jsme piidali TE pufr, nebot’
roztok C6 neobsahuje EDTA a s DNA rozpu$ténou v TE pufru ma laboratof béhem
naslednych aplikaci dobré zkusenosti). Kolonky se centrifuguji 30 spifi 10000 g
pii laboratorni  teploté. Kolonky se 2z2,0ml mikrozkumavek odstrani a DNA
v mikrozkumavkéch je pfipravena pro riizné aplikace. Zadna dalsi purifikace extraktu DNA

jiz neni nutna. DNA se uchova pti minus 20 °C az do dalsiho pouziti.

4 Vysledky a diskuse

Pro testovani metody ,,Extrakce DNA z lesnich pud kitem PowerSoil™ DNA Isolation kit
byly vybrany dva vzorky lesnich ptd (déle rozdéleny na fermentacni, humusovy a organo-
mineralni horizonty), které se podstatnym zplisobem liSily v zdkladnich fyzikalnich,
chemickych 1 biologickych parametrech (tabulka 1), protoze mnohé piidni parametry
znaénym zpusobem ovliviiuji mnozstvi, kvalitu a Cistotu extrahované DNA (Bakken a
Frostegard, 2006). PredevSim vysoky obsah organické hmoty cCasto vede ke koextrakci

huminovych latek spolu s DNA a tyto latky znesnadiiuji dal$i molekularni analyzy. Metoda
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tedy byla testovana na vzorku pidy z dubového (plocha ¢. 18901) a smrkového (plocha ¢.
31901) lesa, nebot’ doubravy a smrciny se zna¢né lisi ve slozeni a kvalité humusovych latek
Vv pade.

Byla otestovana dalsi pouzitelnost vyextrahované DNA. Obr. 1 a 2 ukazuji vyfotografované

gely po gelové elektroforéze s nanesenou DNA ziskanou obéma extrakénimi metodami.

Pfima extrakce DNA

MIX MIX
e i B R U A o e — L I e —
Pk . Lok bl o bobukonkae

Extrakce DNA pomoci "PowerSoil® DNA isolation kit"
MIX i

'ﬂﬂﬂﬂﬁﬂ“'—“ﬂﬂwwuwwmm!
F H M

Obr. 1. Fotografie gelu po gelové elektroforéze DNA z pidy odebrané na lokalité 18901
(doubrava). DNA byla ziskana ,,pfimou izolaci“ (nahore) a ,izolaci kitem* (dole) (6
laboratornich opakovani, MIX - standard DNA, F — fermenta¢ni horizont, H —
humusovy horizont, M — organo-mineralni horizont).
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Prima extrakce DNA

MIX MIX

" ohishadabadbae bk btk boltiboloie ™
- £ H M —

Extrakce DNA pomoci "PowerSoil® DNA isolation kit"

MiIX _ ‘ MIX

R 0 e e e

— e > ——————— 3
F H

Obr. 2. Fotografie gelu po gelové elektroforéze DNA z piidy odebrané na lokalité 31901
(smr¢ina). DNA byla ziskana ,,pfimou izolaci“ (nahoie) a ,izolaci kitem* (dole) (6
laboratornich opakovani, MIX - standard DNA, F — fermenta¢ni horizont, H —
humusovy horizont, M — organo-mineralni horizont).

Je zfetelné viditelné, ze se ze vSech tfi pidnich horizontd u obou pid podafilo vyizolovat
DNA obéma metodami, a to ze vSech Sesti opakovani. Avsak vizualni porovnéani geli celkem
presvédcivé ukazuje, ze nova metoda ,,izolace kitem* poskytuje DNA ve vyssi koncentraci
neZ metoda ,,pfimé extrakce®. Vizudlni zhodnoceni je téZ podpofeno vysledky stanoveni
koncentrace DNA fluorescenéni metodou (tabulka 2). Koncentrace DNA ziskand ,,izolaci
kitem* byla 1,2 x az 5,1 x vys8§i nez koncentrace DNA po ,,pfimé izolaci“, navic diky
piitomnym necistotam (humusové latky) byly nékteré extrakty DNA po ,,piimé extrakci®
navzdory nasledné purifikaci zakaleny a stanoveni koncentrace DNA v extraktech nebylo
prakticky moZzné (u nckterych opakovéani byla stanovena i zapornd hodnota koncentrace

DNA).
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Tabulka 2. Koncentrace pielisténé DNA ziskané ,,piimou izolaci“ a ,izolaci kitem*.
Jsou uvedeny pruméry a smérodatné odchylky (n = 6).

Oznadeni | Prevazujici | Horizont koncentrace DNA (ng/ul)
plochy dfevina "pfima extrakce" "extrakce kitem"
F 73+1,6 20,9 +2,2
18901 dub letni H 6,3+0,8 12,043
M 58+1,8 8,2+0,4
F 3,7£1,5 18,7+ 3,0
31901 smrk ztepily H -32+1,5 10,9+ 1,1
M 34+1,5 42+0,5

Na druhou stranu neni koncentrace DNA pro dalSi molekularné-biologické vyuziti zcela
zasadnim parametrem, protoze ve vétSiné piipadii se ziskand DNA pted dalSimi analyzami
fedi. SpiSe je dileZitd celkova Cistota a integrita DNA, aby mohla poslouzit jako vhodny
templat pro polymerdzovou fetézovou reakci (PCR). Tato Cistota a integrita DNA byla
otestovana rutinni analyzou provadénou na Oddéleni mikrobiologie a biochemie UKZUZ,
a to metodou PCR. Pro tuto reakci byl vybran genovy tsek ITS (internal transcribed spacer),
ktery je pritomen pouze v genetické vybaveé hub, skupiny tak typické pro ekosystém lesnich
pud.

Obr. 3 a 4 jasn¢ ukazuji, ze extrakce DNA jak ,,pfimou izolaci“ tak ,,izolaci kitem* byla
u lesni pidy doubravy Uspésnd ve vSech piidnich horizontech a ve vSech Sesti laboratornich
opakovanich. Avsak porovnani gelti produkti PCR ukazuje, ze templatovda DNA ziskana
»izolaci kitem* vedla k u¢innéjsi reakci PCR, nez tomu bylo u DNA ziskané ,,pfimou izolaci®.
To je zfejmé zplisobeno CistéjSim extraktem DNA, nebot DNA ziskand ,,pfimou izolaci®
vykazovala jemny zékal. Metoda ,,izolace kitem* poskytuje DNA ve vyssi koncentraci nez
metoda ,,piimé extrakce®. Rozdil mezi kvalitou DNA ziskanou obéma extrakénimi metodami
je jesté patrnéjsi u reakce PCR s DNA pochazejici z pidnich vzorkd smréiny (obr. 5 a 6).
Zatimco v pripad¢ ,,pfimé izolace* (obr. 5) PCR neprobéhla u vSech laboratornich opakovani
(humusovy horizont), tak DNA ziskand ,,izolaci kitem* vedla k mnohem vétSimu vytézku

PCR reakce, a to ve vSech opakovanich (obr. 6).
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Plocha 18901, doubrava, "pfima izolace"

F

Obr. 3. Fotografie gelu po gelové elektroforéze produktii PCR po amplifikaci genového
useku ITS, kde byla jako templat pouzita DNA z pudy 18901 (doubrava) ziskana
»primou izolaci“ (F — fermentacni horizont, H — humusovy horizont, M - organo-
mineralni horizont, NTC — beztemplatova kontrola, IRM - pozitivni kontrola, LR —
standard DNA ,,low range®).

Plocha 18901, doubrava, "izolace kitem"

LR

x !

Obr. 4. Fotografie gelu po gelové elektroforéze produkti PCR po amplifikaci genového
useku ITS, kde byla jako templat pouzita DNA z pudy 18901 (doubrava) ziskana
sizolaci kitem“ (F — fermenta¢ni horizont, H — humusovy horizont, M — organo-
mineralni horizont, NTC — beztemplatova kontrola, IRM — pozitivni kontrola, LR —
standard DNA ,,low range®).
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Plocha 31901, smrcina, "prima izolace”

Obr. 5. Fotografie gelu po gelové elektroforéze produktii PCR po amplifikaci genového
useku ITS, kde byla jako templat pouZzita DNA z pidy 31901 (smr¢ina) ziskana ,,pfimou
izolaci“ (F — fermenta¢ni horizont, H — humusovy horizont, M — organo-mineralni
horizont, NTC — beztemplatova kontrola, IRM — pozitivni kontrola, LR — standard DNA
»low range®).

Plocha 31901, smréina, "izolace kitem"
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Obr. 6. Fotografie gelu po gelové elektroforéze produkti PCR po amplifikaci genového
useku ITS, kde byla jako templat pouzita DNA z pudy 31901 (smr¢ina) ziskana ,,izolaci
kitem* (F — fermentacni horizont, H — humusovy horizont, M — organo-mineralni
horizont, NTC — beztemplatova kontrola, IRM — pozitivni kontrola, LR — standard DNA
»low range®).
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5 Z.avér

V ramci prace byla usp&sné otestovana a zavedena metoda izolace DNA kitem PowerSoil®
DNA Isolation kit (Mo Bio Laboratories, Inc.) z lesnich pud. Touto metodou se podatilo
izolovat DNA z pud s rozdilnymi fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi parametry a DNA
je plné vyuzitelnd pro dalsi molekuldrné-biologické analyzy pidniho mikrobidlniho
spoleCenstva. Bylo ukazano, ze tato metoda extrakce DNA plné nahrazuje doposud
pouzivanou piimou extrakci DNA komer¢né dodavanym kitem. Navic v sobé¢ zahrnuje
ucinnou nékolikastupiiovou purifikaci extraktu DNA a dalsi pfeciSténi jinymi metodami
pro uspésné navazujici molekuldrné-biologické aplikace jiz neni tieba. Metoda je rychla

a jednoducha na provedeni.
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Stanoveni obsahu taninu v Ciroku spektrofotometricky

Radvana Sulovd, Alena Balarinovd, Nadéida Kabdtova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky, Narodni referenéni laborato¥, Regionalni
oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
radvana.sulova@ukzuz.cz

1 Uvod

Cirok je stara dlouhodobé vyuZivana kulturni plodina péstovana jiz ve starém Egypté.
V 15. a 16. stoleti byl v Africe ¢irok vSeobecné rozSifeny. Svétoveé patii mezi vyznamné
plodiny ptedev§im v oblastech Asie, saharského a subsaharského pasu Afriky, kde je
nedostatek srazek. V Cechéch se objevil ve vétsi mife az ve 20. a 50. letech minulého stoleti.
Posledni vina zvySené¢ho zajmu o ¢irok u nds souvisi pfedev§im s rozvojem bioplynovych

stanic, pro které poskytuje velké mnozstvi kvalitni hmoty.

Vsoucasné dob¢ se Cirok péstuje ve vsech svétadilech. V celosvétové produkci zaujima paté
misto v péstovanych obilovinach hned za pSenici, kukufici, ryzi a jecmenem a sedmé misto
ve vSech péstovanych plodindch po so6ji a bramborach. Jako potravina se Cirok nejvice

vyuziva v Africe a Asii, pro krmné ucely v Evropé, USA a Australii.

Velmi dileZitou vlastnosti ¢iroku je chemické sloZeni zrna, které mé co nejvice vyhovovat
péstitelskému sméru. Divodem sniZeni moZnosti jeho pouziti jako krmiva je vysoky obsah
tanint. Proto jeden z dilezitych cilti v ramci Slechténi zrnovych cCirokl je ziskani materiala
prostych téchto antinutricnich latek. Zkrmovani ciroku s vysokym obsahem tanint
brojlerovym kufatim zpisobuje ristovou depresi a snizeni spotieby krmiva, u slepic pokles

snasky.

Ukolem této prace bylo zavést a verifikovat postup na stanoveni taninii v &iroku

spektrofotometricky podle CSN ISO 9648.
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2 Teoreticka ¢ast

Cirok se péstuje predeviim v teplych, sussich oblastech. V poslednich letech je patrny posun
pestovani Ciroku 1 do severnéjSich oblasti, kde existuji programy Slechténi hybrida cirokai.
Slechti se zejména na chladuvzdornost, rannost a snizeni obsahu antinutriénich latek

Vv obilkach. Tak se nabizi vétsi moznost jeho vyuziti v Evropé k potravinafskym uceltm.

Cirok pro potravinaiské Gdely se vétdinou péstuje na zrno. V potravinaiském pramyslu
se vyuziva Cirok cukrovy pro vyrobu sirupt, cukrovinek, lihu, lihovych napoju a piva, protoze
snadno a rychle zkvasuje. Velmi rozsifend je piiprava kasi z mouky a krup v kombinaci
smasem a zeleninou. Primyslové se ¢irokovd mouka vyuziva pro vyrobu lepidel, oleji
a skrobu. V posledni dobé zaznamenava razantni nérast jako surovina pro produkci etanolu
jako paliva z biomasy. Cirok je dale vhodnou kvalitni krmnou plodinou pro vysoky obsah
cukrt, velmi dobrou stravitelnost a vysoky vynos zelené silazni hmoty. Z technického ¢iroku
se vyrabéji kartace a kostata.

V podminkach Ceské republiky se odriidy a hybridy &iroku vyuzivaji predeviim pro krmné
ucely a na vyrobu bioplynu. Tradi¢ni odridy ¢iroku jsou dnes vytlaovany novymi hybridy
S pfiznivejSimi agrotechnickymi a nutricnimi vlastnostmi. V poslednich letech se nejvice
vyuzivaji hybridni odridy vzniklé kiizenim c¢iroku zrnového nebo cukrového se sudanskou

travou. Jejich vyhodou je vysoka produkce jakostni zelené¢ hmoty.

3 Experimentalni ¢ast

Byl zaveden postup na stanoveni obsahu tanint v ¢iroku obecném spektrofotometricky podle
CSN ISO 9648. Metoda byla ovéiena na vzorcich &iroku ze sklizné 2012, které laboratofi
dodal Narodni odriidovy titad (NOU). Metoda byla verofikovana.

3.1  Metoda na stanoveni obsahu taninu v ¢iroku spektrofotometricky

3.1.1 Princip metody

Taniny se ze vzorku extrahuji roztokem dimethylformamidu. Po reakci extraktu s citronanem
amonno-zelezitym a amoniakem se nasledné stanovi spektrofotometricky ve viditelné oblasti

pii vlnové délce 525 nm.
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3.1.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Destilovana nebo deionizovana voda.

2 Dimethylformamid.

3 Dimethylformamid, vodny roztok, ¢c(CsH7NO) =75 % (V/V).
Piiprava: 750 ml dimethylformamidu (2) se pfidava do asi 200 ml vody (1).
Po vytemperovani na laboratorni teplotu se v 1000ml odmérné baiice doplni vodou
(1) po znacku.

4 Amoniak, (25 — 29)%, vodny roztok.

5 Amoniak, vodny roztok, ¢c(NHs) = 8,0 g/l.
Ptiprava: 32 ml amoniaku (4) se ptidava do asi 500 ml vody (1). Po vytemperovani
na laboratorni teplotu se v 1000ml odmérné baiice doplni vodou (1) po znacku.

6 Citronan amonno-zelezity, s obsahem Fe (16,5 - 18,5) %.

7 Citronan amonno-zelezity, vodny roztok, ¢(CsHsO7.xFe.xHsN) = 3,5 g/l
Ptiprava: 3,5 g citronanu amonno-zelezit¢ho (6) se rozpusti ve vodé (1). Poté
se roztok kvantitativné pfevede do 1000ml odmérné bailkky a po vytemperovani
na laboratorni teplotu se doplni po znacku vodou (1). Roztok je nutné pfipravit 24 h
pted pouzitim.

8 Kyselina taninova.

9 Kyselina taninova, vodny roztok, c(C7sHs2046) = 2 g/I.
Ptiprava: 0,1 g kyseliny taninové (8) se rozpusti v asi 30 ml vody (1).
Po vytemperovani na laboratorni teplotu se v 50ml odmérné banice doplni vodou (1)
po znacku.

Poznamky

1. Obsah zeleza v citronanu amonno-Zelezitém (6) ma velky viiv na vysledky stanoveni, proto je
nutné dodrzet uvedeny obsah.

2. Pivod kyseliny taninové (8) vyrazné oviiviuje pritbéh kalibracni krivky. Z ditvodu moznosti

provedeni mezilaboratorniho porovndni vysledkii doporucuje norma CSN 1SO 9648 pouzivat

kyselinu taninovou od firmy Merck (referencni cislo 773).
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3.1.3 Pristroje a pomiicky

1 Spektrofotometr.

2 Analytické vahy s presnosti 0,01 mg.

3 Laboratorni ultraodstiedivy mlynek, napt. Retsch ZM 200, se sitem o velikosti ok
0,5 mm.

4 Minittepacka typu Vortex.

5 Laboratorni tfepacka s kyvavym pohybem.

6 Laboratorni odstiedivka, odstiedivé zrychleni 3000g.

7 Centrifugaéni zkumavky, 50 ml.

8 Zkumavky, asi 20 ml a 10 ml, stojan na zkumavky.

9 Automatické pipety s nastavitelnym objemem, 1 ml, 5 ml a 10 ml.

3.1.4 Priprava zkuSebniho vzorku

Laboratorni vzorek se po odstranéni necistot dikladn¢ promicha a kvartaci se pfipravi
zkuSebni vzorek, ktery se pomele na mlynku pii 1400 ot/min. Pouzije se sito s velikosti ok

0,5 mm. Namlety vzorek se pievede do vhodné uzaviratelné nadoby.

Vzhledem k rychlé oxidaci tanin v rozemletém zrnu se ihned po pomleti vzorku pfistupuje

k vlastnimu stanoveni.
Poznamky

3. Vysusend cela zrna ciroku, ktera jsou urcena ke stanoveni obsahu taninu, se mohou

uchovavat v prachovnici po dobu nékolika mésicii, pokud jsou chranéna pred svétlem.

3.1.5 Extrakce

Do 50ml centrifugacni zkumavky se navazi 1 g zkuSebniho vzorku s piesnosti na 0,001 g.
Pipetou se ke vzorku pfidd 20 ml dimethylformamidu (3), zkumavka se uzavie vickem
a vzorek se extrahuje 1 h na tfepacce pfi laboratorni teplote. Poté se extrakt odstfed’uje 10 min

pti odstfedivém zrychleni 3000 g. Pro dalsi stanoveni se pouzije pfipraveny supernatant.
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3.1.6 Spektrofotometrické stanoveni

Ptiprava slepého pokusu: Do 20ml zkumavek se nadavkuje ve dvou paralelnich stanovenich
1 ml pfipraveného supernatantu vzorku. Poté se do kazdé zkumavky piida 6 ml vody (1)
a 1 ml amoniaku (5) a obsah zkumavky se né¢kolik sekund protiepavd na minitfepacce. Vse je

nutné provést béhem prvni minuty stanoveni.

Ptiprava vzorku: Do dal$ich dvou 20ml zkumavek se opét ve dvou paralelnich stanovenich
nadavkuje 1 ml pfipraveného supernatantu vzorku. Poté se do kazdé zkumavky piida 5 ml
vody (1) a 1 ml roztoku citronanu amonno-zelezitého (7) a obsah zkumavky se nékolik
sekund protfepava na minittepacce. Pak se do obou zkumavek piida 1 ml amoniaku (5)
a zkumavky se znovu protiepou na minitfepacce. Vse je nutné provést béhem dalSich dvou

minut stanoveni (viz poznamka 4).

Absorbance takto pfipravenych vzorki a pfisluSnych slepych pokusi se zméfi
na spektrofotometru pii 525 nm proti vode, v ¢ase (10 = 1) min po ukonceni operaci v kazdé

ze zkumavek.

Vysledkem stanoveni je absorbance (A) dana rozdilem mezi absorbanci roztoku vzorku

a absorbanci slepého pokusu.

Poznamky

4. V jednom cyklu Ize vyse popsanym zpiisobem, pii dodrzeni vSech casovych intervalii, stanovit
celkem tri vzorky. Celkova doba na provedeni popsanych operaci je 9 min. V 10. minuté
se pripravené roztoky prevedou do kyvet nebo 10ml zkumavek, podle pouzitého
spektrofotometru. V case (10 £+ 1) min po ukonceni operaci v prislusné zkumavce se zméri
na spektrofotometru absorbance roztoku pri 525 nm proti vode.

5. Pokud se absorbance u takto pripravenych vzorkit nepohybuje v rozsahu kalibracni
zavislosti, je nutné supernatant vhodné naredit a zopakovat celé spektrofotometrické

stanoveni. Redéni se zohledni pri vypoctu.

3.1.7 Priprava kalibra¢ni kiivky

Ke stanoveni obsahu taninii se pouzije kalibra¢ni kfivka ziskand proméfenim kalibra¢nich
roztokl kyseliny taninové. Kalibra¢ni kiivka se pfipravuje vzdy v den vlastniho stanoveni.

Do sady 10ml odmérnych ban¢k se pipetuje (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2; 2,5; 3,0) ml roztoku kyseliny
taninové (9) a poté se doplni dimethylformamidem (3) po znacku. Ziskaji se tak kalibracni

roztoky o koncentraci kyseliny taninové (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6) mg/ml.
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Do 20ml zkumavek oznafenych 0 az 6 se pipetuje vzdy 1 ml z kazdého z kalibracnich

roztoku.

Poté se do prvni zkumavky (oznacené 0) pipetou postupné piida 5 ml vody (1) a 1 ml
citronanu amonno-zelezitého (7). Obsah zkumavky se nékolik sekund protiepava
na minitiepacce. Pak se pfidd 1 ml amoniaku (5) a zkumavka se znovu nékolik sekund
protfepava. Uvedené operace je nutné¢ zvladnout v pribéhu jedné minuty. Poté se roztok

necha stat 10 min.

V priibéhu 2. minuty se cely vysSe popsany postup zopakuje s dalsi zkumavkou (oznacenou 1),

a tak se nasledné postupuje i se zkumavkami oznacenymi 2 az 6.

Absorbance ptipravenych kalibra¢nich roztokti se zméii v ¢ase (10 £ 1) min po ukonceni

operaci na spektrofotometru pii 525 nm proti vode¢.
Z naméfenych vysledki se sestroji kalibracni kiivka.

Poznamky

6. Pri vypoctu koncentrace kalibracnich roztokii je nutné zohlednit cistotu pouzitého standardu
kyseliny taninové (obvykle 95 %).

7. Kalibracni kiivka nesmi byt korigovana do nulového bodu.

3.1.8 Vypocet a vyjadreni vysledkii

Obsah taninil, vyjaddifeny jako hmotnostni procento kyseliny taninové, se vypocita podle

vztahu

vV xCx107 y
V, xm

X 100

kde V je celkovy objem extraktu v ml,

V1 objem extraktu pipetovany pro spektrofotometrické stanoveni v ml,

c koncentrace kyseliny taninové ve zkuSebnim vzorku zjisténa z kalibracni zévislosti
v mg/ml,
m hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

10°  konverzni faktor pro pfepocet z mg na g.

Vysledek se udava jako primér minimaln€ dvou paralelnich stanoveni za pfedpokladu, Ze je

splnén pozadavek na hodnotu opakovatelnosti
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3.2 Vysledky a diskuse

V soudasné dobé existuje v Ceské republice norma CSN ISO 9648 na spektrofotometrické

stanoveni tanind v zrnech ¢iroku.

Pro ovéteni a verifikaci této normy byly pouzity vzorky ¢iroku, které dodal Narodni odrudovy
ttad (NOU). Byly stanoveny zékladni validaéni parametry metody - opakovatelnost a stfedni

opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, meze detekce a nejistota stanoveni.

3.2.1 Valida¢ni parametry

Opakovatelnost

Vypocet opakovatelnosti byl proveden pomoci software EffiValidation 3.0. - Opakovatelnost
- po urovnich zvicenasobného méfeni. Opakovatelnost byla stanovena na tfech
koncentra¢nich hladinach. Tyto hladiny byly zvoleny tak, aby postihovaly oblast s nizkym,
sttednim a vysokym obsahem taninu v ¢iroku. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl vybran
jeden vzorek, ktery byl minimdlné v deseti opakovénich vzdy extrahovan a nasledné

analyzovan.

Byla vypocitana smeérodatnd odchylka a relativni smeérodatna odchylka. Ze smérodatné
odchylky, kterd charakterizuje ptesnost vysledkl ziskanych pouzitou analytickou metodou,
byla vypocitdna dovolena diference paralelnich stanoveni Rmax, tj. maximalni rozpéti, které

1ze jeste vysvétlit piitomnosti ndhodnych chyb.
Rmax = as S,

Kde as je tabelovany koeficient pro dv€é méfeni a hladinu vyznamnosti o = 0,05, jehoz

hodnota je 2,77.

S smerodatna odchylka z vicenasobnych méfeni jednoho vzorku.
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Tabulka ¢. 1. Opakovatelnost méfeni a maximalni povolena diference dvou par.

stanoveni v pivodni hmoté (ph).

Prumér
, Poéet Sr
Uroven Vzorek méreni S Rmax
vzorku (%)
% (m/m)
1. 0354 10 0,006 0,009 17,38 0,024
2 0357 12 0,729 0,010 1,33 0,027
3. 0355 12 1,128 0,017 1,48 0,046

Legenda: s - opakovatelnost, s — relativni opakovatelnost, Rmax - diference par. stanoveni

Ztabulky ¢. 1 vyplyvéa, Ze opakovatelnost stanoveni je pro dany koncentraéni rozsah

akceptovatelna.

Pro zapis vysledki do Labsystému byly vloZzeny pro povolenou diferenci dvou paralelnich
stanoveni tyto hodnoty: pro obsah taninti vyjadieny jako% (m/m):

<0,6 % (m/m)

0,7 % — 1,2 % (m/m)

0,03 % abs.
0,06 % abs.

Stiedni presnost

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software EffiValidation 3.0. - Opakovatelnost - z
paralelnich méfeni. K vypoctu byly pouzZity vzorky ciroku ze sklizné 2012. Obsah taninQ
se v danych vzorcich ¢iroku pohyboval v koncentraénim rozsahu odpovidajici obsahiim

v bézné se vyskytujicich v zrnech &iroku a také uvedenych v normé CSN ISO 9648.

Byla vypocitana smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka z paralelnich méteni

a dovolena diference paralelnich stanoveni Rmax podle vztahu.

R =by-s
kde br je tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti o = 0,05, jehoz
hodnota je 2,46
S smerodatna odchylka ziskand z paralelnich stanoveni.
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Tabulka €. 2. Vyhodnoceni stfedni pifesnosti a maximalni diference dvou par. stanoveni.

Vzorek | Poéet vzorki | Prumérméfeni S sr (%) Rmax
% (m/m)
¢irok 22 0,46431 0,011 2,29 0,026

Legenda: s - opakovatelnost, s — relativni opakovatelnost, Rmax. - diference par. stanoveni

Z tabulky ¢. 2 vyplyva, Ze stiedni pfesnost je u uvedené metody srovnatelna a pro dany
koncentra¢ni rozsah akceptovatelnd a vysledky koresponduji s hodnotami ptesnosti ziskanymi

za podminek opakovatelnosti.

Spravnost

V soucasné dobé neni dostupny zddny CRM CcCiroku, pfipadné ciroku s deklarovanym
obsahem taninu a zaroven nejsou organizovany zadné mezilaboratorni porovnavaci zkousky
na jeho stanoveni. Spravnost metody na stanoveni obsahu taninu v ¢iroku byla proto ovéfena

metodou standardniho ptidavku s pouzitim testu vytéznosti.

Pii ovéfovani spravnosti metodou standardniho piidavku bylo postupovano nésledovné.
K ptfesné navazce vzorku s nizkym obsahem hledaného analytu bylo vzdy ptidano definované
mnozstvi standardu kyseliny taninové tak, aby byla pfipravena fada vzorkli na péti
koncentra¢nich hladinach, pokryvajici cely pozadovany rozsah. Na kazdé z hladin byly
pfipraveny vzorky ve 2 opakovanich. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany na
spektrofotometru.  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 tabulce €. 3.
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Tabulka ¢. 3: Ovéreni spravnosti metody stanoveni tanini v % (m/m) v zrnech ¢iroku.

Popis Pridavek | Naméreno | VytéZnost | Presnost Inter_val . | Hypotéza
spolehlivosti
Vychozi vz. 0 0 0 0,010 -0,009 - 0,009 Ptijata
Pridavek 1 0,211 0,205 97,01 0,001 0,189 - 0,221 Ptijata
Pridavek 2 0,421 0,425 100,88 0,002 0,409 — 0,441 Ptijata
Pridavek 3 0,632 0,631 99,79 0,011 0,613 - 0,648 Ptijata
Ptidavek 4 0,843 0,837 99,31 0,009 0,820 - 0,854 Pfijata
Pridavek 5 1,054 1,049 99,54 0,042 1,021 -1,078 Ptijata
Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Linearita

Linearita popisuje miru linedrni zavislosti mezi validovanou vlastnosti a méfenim. Pro prvotni
ovéfeni linearity byl pouzit standard kyseliny taninové. Byla vytvofena fada kalibra¢nich
roztokl o koncentraci 0 mg/ml az 0,6 mg/ml kyseliny taninové. Tento koncentracni rozsah
odpovidd mnoZstvi taninu ve vzorku na mezi stanovitelnosti aZz po obsah taninu 0,8 %
vyjadienych jako % (m/m) kyseliny taninové. V piipad¢ vyssich koncentraci taninu ve vzorku
je nutné pipetovat pouze 0,5 ml supernatantu pro dals§i praci a tuto Gpravu pak zohlednit
ve vypoctu. U pfipravenych kalibra¢nich roztoki bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni tak, jak je popsano v 3.1.7. Kontrola linearni zavislosti byla provedena pomoci
software EffiValidation 3.0. - Linearita - korela¢ni a QC koeficient. Hodnota korela¢niho
koeficientu R pro uvedeny koncentracni rozsah byla 0,9997 a hodnota koeficientu QC byla

1,31 %, pti¢emz linearita se obecné povazuje za prokazanou, kdyz R > 0,99 a QC < 5%.

Citlivost

Citlivost je dana zménou signalu, vyvolanou jednotkovou zménou validované vlastnosti. Je
vyjadfena smérnici kalibracni pfimky. Vypocet byl proveden pomoci programu
EffiValidation 3.0. - Citlivost - ze smérnice pfimky. Pro stanoveni taninti v ¢iroku, provedené

za vy$e uvedenych podminek, byla stanovena hodnota citlivosti 1,2288 (absorbance: mg/ml).

Meze detekce a stanovitelnosti
Pro stanoveni detekénich limiti byl pouzit program EffiValidation 3.0. - Stanoveni

z kalibra¢ni pfimky. Byla pouZita primérnd hodnota smérnice kalibra¢ni pfimky vypocitana
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ze 3 kalibra¢nich pfimek naméfenych v rizné dny. Byla vytvorena fada kalibracnich roztoka
o koncentraci 0 mg/ml az 0,6 mg/ml kyseliny taninové. Roztoky pfipravené podle 3.1.7 byly
zméfeny na spektrofotometru pii vinové délce 525 nm za podminek metody. Z primérnych
hodnot smérnice kalibracni pfimky byly vypocitany meze detekce a stanovitelnosti, které jsou

shrnuty v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢&. 4. Meze detekce a stanovitelnosti.

Parametr Taniny
jako % (m/m) kyseliny taninové

Smérnice kalibraéni primky a 1,2287

Usek kalibraéni piimky b 0,1581

Korelaé¢ni koeficient R2 0,9989
Koncentrace na mezi detekce xp (hmot. %) 0,008
Koncentrace na mezi 0

stanovitelnosti Xq (hmot. %) 0,024

Za vyse popsanych podminek metody je mez detekce 0,01 % (m/m) resp. stanovitelnosti

0,024 % tanint vyjadfenych jako % (m/m) kyseliny taninové.

Pro zapis vysledki byla pouzita prakticka mez stanovitelnosti 0,03 % (m/m).

Nejistota stanoveni

Ke stanoveni relativni standardni nejistoty a relativni rozSifené nejistoty byly pouZity
vysledky analyz vzorki ¢iroku ze sklizn€ 2012. Obsah taninti v danych vzorcich se pohyboval
v celém koncentraénim rozsahu typickém pro odridy c¢iroku. Celkem bylo analyzovano 22
vzorkt ve dvou paralelnich stanovenich. Vypocet byl proveden v programu EffiValidation 3.0
- Nejistoty z ptesnosti - paralelni méfeni k dispozici. Pro vypocet rozsifené nejistoty byl

pouzit faktor pokryti 2,0.
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Tabulka €. 5: Nejistoty pro stanoveni obsahu taninu v ¢iroku.

;o Rozsii'ena nejistota
Koncentra¢ni rozsah Standardni nejistota (k =1,96)
Vzorek % (m/m)
(%) rel. (%) rel.
cirok <01 0,007 7,07 0,013 15,94
0,15-0,9 0,011 1,69 0,021 3,39
1,00-1,2 0,015 1,22 0,029 2,40

Do Labsystému byly po zaokrouhleni vlozeny pro relativni rozsifenou nejistotu stanoveni
hodnoty 16 % pro koncentra¢ni rozsah < 0,1 % (m/m) a 5 % pro dal§i dvé koncentra¢ni

hladiny 0,11 -1,2 % (m/m).

4 Z7Aavér

Cilem prace bylo zavedeni metody na spektrofotometrické stanoveni tanind v zrnech ¢iroku.
Byl ovéfen extrakéni postup pro ziskani tanint z ¢iroku i jeho nésledné spektrofotometrické
stanoveni uvedené vnorm& CSN ISO 9648. Byla stanovena opakovatelnost, stfedni

opakovatelnost, linearita, citlivost, meze detekce a stanovitelnosti a nejistota stanoveni.
Pro zapis vysledkl do Labsystému byly vlozeny nasledujici parametry:

e rozdil paralelnich stanoveni 0,03 % abs. u obsahi < 0,6 % (m/m),
0,06 % abs. pro obsahy (0,7% — 1,2) % (m/m),
e mez stanovitelnosti 0,03 % (m/m),
e relativni rozsifenou nejistotu 16 % rel. pro koncentra¢ni rozsah < 0,1 % (m/m),
5 % rel. pro koncentra¢ni hladiny (0,11 — 1,2) % (m/m).
Vsechny hodnoty taninti jsou vyjadiené jako % (m/m) kyseliny taninové ve vzorku.
Zaveérem je mozné fici, ze metodu, tak jak byla vySe popsana, 1ze pouZzit pro stanoveni taninu

v ¢iroku.
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