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1 Popis vzorku

Podle tohoto postupu se vyšetřují vzorky různých druhů masných výrobků
Pomocí histochemického barvení dle PAS – Calleja lze prokázat přítomnost parenchymatických tkání sezamu.
2 Detekční limit vyšetření 
Detekční limit byl pro barvení PAS – Calleja dle níže uvedeného postupu stanoven na 
0,5 % hmotnostního přídavku.

3 Časová náročnost
	příprava vzorků
	vlastní pracovní postup

	24 hod.
	94 min.


4 Zpracování vzorku

4.1 Množství vzorku

Vzorky se odebírají v dostatečném množství, tak aby bylo možno provést požadovaná vyšetření.
Odebírá se:


masných výrobek
1 kus v balení z tržní sítě




minimálně však 50g 
4.2 Odběr vzorků

Masné výrobky se odebírají v tržní síti, kde jsou nabízeny spotřebiteli. Mohou se však zpracovávat také vzorky dodané výrobcem chlazené nebo zmražené.
4.3 Vlastní zpracování vzorků 

Vzorky se co nejdříve po odebrání fixují v 10 % roztoku neutrálního formolu, nejlépe přímo na místě odběru. Zmrazené vzorky se zpracovávají po rozmrazení.
Zásady při fixaci : 

· odebraný vzorek musíme vložit do fixační tekutiny co nejdříve po odběru

· vzorek se dává do fixační tekutiny ve speciálních krabičkách nebo zabalený do gázy, kdy průměr vzorku, by neměl být větší než 1 cm
· množství fixační tekutiny musí alespoň 20x až 50x převyšovat objem fixovaného vzorku,

· tekutina musí mít ze všech stran přístup ke vzorku, proto vzorek podkládáme např. vatou nebo filtračním papírem.

5 Metoda
5.1 Chemikálie a roztoky:

- alkohol
- alizarinová červeň S
- formol
- indigokarmín
- kyselina octová
- kyselina pikrová
- Paraplast – parafín s včelím voskem
- pufry: pH 4 ftalátový, pH 7 fosfátový
- Solakryl
- xylen čistý
- xylen p. a.
5.2 Přístroje a zařízení

(používané přesně dle pracovního návodu dodaného s přístrojem)
- autotechnikon)
- mikrotom sáňkový/rotační
- digestoř
- speciální barvící kyvety nebo barvící automat
- destilační přístroj
- váhy
- pH metr
- topné hnízdo (LTHS 1000, bez porušené síťky)

- termostat
5.3 Laboratorní pomůcky

- gáza

- pinzety

- skalpel

- nůž

- podložka na krájení

- zalévací komůrky

- popisovací tužky

- teploměry
- vata

- vatové tampóny

- filtrační papír

5.4 Laboratorní sklo (kalibrované)
- pipety

- kádinky 200 ml

- podložní a krycí skla

- nálevky

6 Vlastní pracovní postup 
6.1 Příprava parafínových řezů

Tento postup zahrnuje:
· fixaci vzorku v 10% formalínu minimálně 24 h
· odvodnění vzorků:
a/ ručně
	vypírání formalínu vodou
	................................................................................
	30 min

	alkohol
	20%.........................................................................
	30 min

	
	40%.........................................................................
	60 min

	
	50%.........................................................................
	60 min

	
	70%.........................................................................
	120 min

	
	80%.........................................................................
	přes noc

	
	96%.........................................................................
	60 min

	
	100%.......................................................................
	120 min

	methylsalicylát I
	................................................................................
	60 min

	methylsalicylát II
	................................................................................
	60 min

	methylsalicylát III
	................................................................................
	přes noc

	xylen I
	................................................................................
	15 min

	xylen II
	................................................................................
	15 min

	xylen III
	................................................................................
	15 min

	paraplast I
(čistý)
	................................................................................
	120 min

	paraplast II (p. a.)
	................................................................................
	120 min

	paraplast III (p. a.)
	................................................................................
	přes noc

	zalití
	................................................................................
	4. den


b/ v autotechnikonu

	vypírání formalínu vodou
	................................................................................
	30 min

	alkohol
	50%.........................................................................
	40 min

	
	70%.........................................................................
	20 min

	
	96%.........................................................................
	60 min

	
	96%.........................................................................
	100 min

	
	96%.........................................................................
	60 min

	
	100%..................................................... .................
	60 min

	
	100%.......................................................................
	60 min

	aceton
	................................................................................
	20 min

	xylen I (čistý)
	................................................................................
	20 min

	xylen II (p. a.)
	................................................................................
	20 min

	paraplast I
	................................................................................
	180 min

	paraplast II
	................................................................................
	12 hod

	zalití
	................................................................................
	


6.2 Zalévání

K zalévání použijeme komerčně připravené zalévací medium Paraplast, jehož základem je parafín upravený včelím voskem. Jedná se o medium nerozpustné ve vodě. Vzorek prosycený parafínem, se zalévá v zalévacích komůrkách na zalévací lince a po zchladnutí získáme bloček připravený ke krájení.
Pro každý vzorek připravíme 4 bločky.
6.3 Krájení bločků 
Krájení vzorků pro cílená barvení se provádí podle uvedeného schématu.

Schéma krájení řezů (4 bloky - A, B, C, D)

	blok A


1. řez – asi 50 µm odkrojit – 2. řez – asi 50 µm odkrojit – 3. řez - asi 50 µm odkrojit – 4. řez – asi 50 µm odkrojit – 5. řez - asi 50 µm odkrojit – 6 . řez

	blok B


7. řez – asi 50 µm odkrojit – 8. řez – asi 50 µm odkrojit – 9. řez - asi 50 µm odkrojit – 10. řez – asi 50 µm odkrojit – 11. řez - asi 50 µm odkrojit – 12 . řez

	blok C


13. řez – asi 50 µm odkrojit – 14. řez – asi 50 µm odkrojit – 15. řez - asi 50 µm odkrojit – 16. řez – asi 50 µm odkrojit – 17. řez - asi 50 µm odkrojit – 18 . řez

	blok D


19. řez – asi 50 µm odkrojit – 20. řez – asi 50 µm odkrojit – 21. řez - asi 50 µm odkrojit – 22. řez – asi 50 µm odkrojit – 23. řez - asi 50 µm odkrojit – 24 . řez

Tkáně zalité v paraplastu se krájejí na sáňkovém nebo rotačním mikrotomu. Základní součásti uvedeného typu mikrotomu jsou: podstavec, nůž, zařízení na upevnění bloku a zařízení na posun bloku proti noži. Tloušťka řezů se nastaví 4 μm.
6.4 Barvení preparátů
Řezy je nutné před barvením zbavit parafínu. Parafín se v řezech rozpouští rozpouštědlem (xylen) a přes etanol se řezy převedou do vody. Barvit lze ručně ve speciálních kyvetách nebo v barvícím automatu. Barviva a směsi barviv se aplikují dle popsaného postupu.
Barvení dle PAS-Calleja 
Postup:

	
	xylen I
	5 minut

	
	xylen II
	5 minut

	
	100 % alkohol...............................
	5 min

	odparafínování
	96 % alkohol..............................
	5 min

	
	destilovaná voda
	oplach

	kyselina jodistá
	10 minut

	redukční lázeň
	oplach

	70% alkohol
	oplach

	Schifovo reagens
	15 minut

	tekoucí voda
	15 minut

	jádrová červeň
	15 minut

	dodovodní voda
	oplach

	roztok B Caleja
	5 minut

	destilovaná voda
	oplach

	Odvodnění (alkohol)
	96%.........................................................................
	oplach

	
	100%.......................................................................
	oplach

	xylen I (čistý)
	................................................................................
	5 min

	xylen II (p. a.)
	................................................................................
	5 min


VÝSLEDKY BARVENÍ


Jádra 




Červeně

 
Svalovina 



 Zeleně

 
Elastické vazivo


 Žlutě

 
Kolagenní vazivo, kosti, chrupavky
 Modře

 
Polysacharidy 



 Červenofialově

Příprava roztoků:

Kyselina jodistá 0,5%:
 

250 ml 
70% alkohol 


1,25 g 
Kyselina jodistá

Redukční lázeň:
 

10 g 
Jodid draselný


10 g 
Thiosíran sodný


10 ml 
1 N HCl


10 ml 
70% alkohol





Dolít do 500 ml 70% alkoholem

Schifovo reagens:
 

200 ml 
Vařící destilovaná voda


1 g 
Bazický fuchsin





Rozpustit a zamíchání, ochladit na 50 °C, 
 




zfiltrovat, přidat:
 

20 ml 
HCl 1 mol/l





Ochladit na 25°C, přidat:
 

2 g 
Pyosiřičitan sodný





Nechat stát v temnu 24 hodin, přidat:
 

2 g 
Aktivní uhlí železa 





Protřepat 1 minutu, zfiltrovat.
Jádrová červeň
 

10 g 
Síran hlinitý 


0,1 g 
Jádrová červeň


100 ml 
Destilovaná voda





Rozpustit na mírném plameni, krátce 
 




povařit, po zchladnutí zfiltrovat. 
 

Roztok B-Caleja
 

10 g 
Indigokarmín 1% (1g +100 ml dest. vody)


200 ml 
Kyselina pykrová (nasycený roztok)


1 N HCl
 

83,5 ml 
HCl 36,7%


916,5 ml Destilovaná voda

6.5 Uzavírání obarvených řezů

Správně nabarvený preparát se uzavírá mezi podložní a krycí sklo do vhodného montovacího média. Obvykle jsou to látky nerozpustné ve vodě, a proto je nutno řezy provést alkoholovou řadou (odvodnit) a převést do rozpouštědla (xylenu). K montování řezů použijeme montovací medium - syntetickou pryskyřici (solakryl).
Postup při montování :

Kapka montovacího média se umístí na okraji řezu, krycí sklíčko se přiloží v úhlu 45o a opatrně se spouští, důležité je, aby nevznikly bubliny. Preparát se nechá zaschnout a potom se opatrně očistí okraje.

7 Vyšetření preparátů a hodnocení výsledků

Obarvené řezy jsou vyšetřovány ve světelném mikroskopu při menším zvětšení (např. 100 x nebo 400 x), pro studium detailů je používáno většího zvětšení. Vyšetření se zaměřuje na průkaz buněčných sten pletiv sezamu. Při identifikaci sezamu je nutné vycházet z údajů v literatuře, pro srovnávání používat schématické obrázky a fotodokumentaci. 

8 Dokumentace

O každém vyšetřovaném vzorku je veden laboratorní protokol s těmito údaji - datum odběru, druh výrobku, výrobce, složení (pokud bylo známé), postup zpracování (fixace, barvení), výsledek vyšetření. Aby nedošlo k záměně vzorků, je třeba označit nádobku názvem vzorku a číslem, pod kterým je vzorek veden v laboratorním protokolu, příp. i datem odběru, a dále i druh použité fixační tekutiny. Stejným způsobem označíme bločky a mikroskopická skla. Na skla s preparátem se označí také zkratka použitého barvení (PAS – Calleja - PC).
Všechny zhotovené preparáty jsou uchovány, podle potřeby je zhotovena fotodokumentace.

9 Výsledky
O přítomnosti sezamu ve vyšetřovaném vzorku svědčí přítomnost růžové zbarvených pletiv sezamu. 

Při použití tohoto barvení je nevyhnutné opírat se také o morfologické znalosti plodu sezamu.   
Morfologický popis:

Za nález, který svědčí o přítomnosti sezamu lze považovat nález osemení, bílé difúzní barvy, tvořící můstky, pod osemením se nachází endosperm, který je s osemením srostlý. Endosperm je tvořen parenchymatickými buňkami, které jsou vyplněny množstvím aleuronových zrn, stejně jako zárodečné listy.
10 Poznámky
11 Fotodokumentace
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	Modelový výrobek, řez semenem sezamu, zvětšeno 100x.
	Příčný řez osemením a endospermem sezamového semene, zvětšeno 200x. (Gassner et al., 1989).


12 Seznam použitých zkratek

HCl - 
kyselina chlorovodíková
PC - 
barvení dle PAS – Calleja 

Gassner et al., 1989 - GASSNER, G., HOHMANN, B., DEUTSCHMANN, F. Gevűrze. Mikroskopische Untersuchung planzlicher Lebensmittel. 5. Auflage. Gustav Fischer Verlag. Stuttgart, 1989. 414 s.
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