1 Popis vzorku

Podle tohoto postupu se vyi&gt vzorky tiznych druli masnych vyrobik

Pomoci histochemického barveni Ize prokazébmnost Skrobovych zrn a na jejich zaklad
vyslovit podeteni o pouziti Skrobu nebo mouky, skterych gipadech jako nepovolené
vyrobni suroviny v masném vyrobku.

2 Detekéni limit vySet feni

Detekeni limit je 0,1 % pidavku Skrobu.

3 Casova naro énost

piiprava vzork vlastni pracovni postup
24 hod. 60 min.

4 Zpracovani vzorku

4.1 Mnozstvi vzorku

Vzorky se odebiraji v dostd@t@m mnozstvi, tak aby bylo moZzno provést pozadovana
vySeteni.

Odebira se:
masny vyrobek baleni z trznisit

4.2 Odbér vzork 4

Masné vyrobky se odebiraji v trzni siti, kde jsabizeny spdebiteli.



4.3 Vlastni zpracovani vzork a

Vzorky se co nejtive po odebrani fixuji v 10 % roztoku neutralnitmrnfiolu, vzorek
se do fix&niho roztoku umisti ihned po otewni spatebniho baleni.

Zasady pFi fixaci:

» odebrany vzorek musime vioZzit do féxa tekutiny co nejtive po odkru

e vzorek se dava do fixai tekutiny ve specialnich kratsidch nebo zabaleny do gazy,
kdy primér vzorku, by nendl byt vét$i nez 1 crh

* mnozstvi fix&ni tekutiny musi alespo20x az 50x fevySovat objem fixovaného vzorku,

» tekutina musi mit ze vSech strafispup ke vzorku, proto vzorek podkladame ina@atou
nebo filtr&nim papirem.

5 Metoda

5.1 Chemikalie a roztoky:

+ alkohol
e aceton
« formol

» Parafin — parafin s¢elim voskem
* Xxylengisty

* Xxylenp. a.

* methylsalicylat

 siran hlinity

e jadrovacervei

* indigokarmin

» kyselina pikrova

* jodid draselny

* jod

5.2 Pristroje a za Fizeni

(pouzivané fesre dle pracovniho navodu dodanéhais{pojem)
» autotechnikon

* mikrotom sdkovy/rotani

o digestd



» specialni barvici kyvety nebo barvici automat
o destila&ni pristroj

e vahy

*  pH metr

» topné hnizdo

» termostat

5.3 Laboratorni pom ucky

e gaza

* pinzety
» skalpel
* nuz

* podlozka na krajeni
» zalévaci konrky

* popisovaci tuzky

* teplomery

e vata

* vatové tampony
 filtracni papir

5.4 Laboratorni sklo (kalibrované)

* pipety

» kadinky 200 ml

» podlozni a kryci skla
* nalevky



6 Vlastni pracovni postup

6.1 Priprava parafinovych rezu

Tento postup zahrnuje:

e fixaci vzorku v 10% formalinu minimé&é24 h

e odvodréni vzorki:

a/ ruéné
vypirani formalinu vodou

alkohol

methylsalicylat |
methylsalicylat Il
methylsalicylat IlI
xylen |

xylen Il

xylen llI

parafin | gisty)
parafin Il (p. a.)
parafin Il (p. a.)

zaliti

30 min
30 min
60 min
60 min
120 min
pres noc

60 min
120 min

60 min

60 min
ps noc

15 min

15 min

15 min
120 min
120 min
ps noc

4. den



b/ v autotechnikonu

vypirani formalinu VOAOU ..........ueiiiiiiiiiic e 30 min
alkohol 500, ettt 40 min
TO0. e e 20 min
OB%/0. .ttt 60 min
OB/0. e e 100 min
0690, .. 60 min
L2000, .. s 60 min
OO0 ..o 60 min
ACEION 20 min
XYIEN T CISLY) e 20 min
XYIEN I (. @) e ———— 20nm
PArafin | e 180 min
Parafin Il e —————— s 12 hod
Zaliti e

6.2 Zalévani

K zalévani pouzijeme kom@& pripravené zalévaci medium Parafin, jehoz zakladem
je parafin upraveny ¢elim voskem. Jedna se o medium nerozpustné ve. Wddorek
prosyceny parafinem, se zaléva v zalévacichdkkath na zalévaci lince a po zchladnuti
ziskame bloek pipraveny ke krajeni.

Pro kazdy vzorekijpravime 4 bloky.

6.3 Krajeni blo ¢ku

Krajeni vzorki pro cilena barveni se provadi podle uvedenéharsatoé



Schéma krajenirezi (4 bloky - A, B, C, D)

1. ¥ez— asi 50 um odkrojit 2. Fez— asi 50 um odkrojit 3. ez -asi 50 um odkrojit 4. ez
—asi 50 pm odkrojit 5. ez -asi 50 pm odkrojit -6. fez

blok B

7. fez — asi 50 pm odkrojit -8. ez — asi 50 um odkrojit 9. ez - asi 50 pm odkrojit
—10.fez— asi 50 um odkrojit 21.¥ez -asi 50 um odkrojit 42.¥ez

blok C

13. ez — asi 50 pm odkrojit 44. ez — asi 50 pm odkrojit 45. fez -asi 50 um odkrojit
—16.fez— asi 50 um odkrojit 27.¥ez -asi 50 um odkrojit 48.¥ez

blok D

19. fez — asi 50 pm odkrojit 20. ez — asi 50 pm odkrojit 21. fez -asi 50 um odkrojit
—22.tfez— asi 50 um odkrojit 23.¥ez -asi 50 um odkrojit 24.¥ez

Tkare zalité v parafinu se krajeji nard@vém nebo rotmim mikrotomu. Zakladni s@asti
uvedeného typu mikrotomu jsou: podstaveaz,nzd&izeni na upewni bloku a z&zeni
na posun bloku proti nozi. Tloti&a ezl se nastavi 4m.

6.4 Barveni preparat & — prehledné a cilené barvici postupy

Rezy je nutné f&d barvenim zbavit parafinu. Parafin séexech rozpousti rozpoedtem
(xylen) a ies etanol séezy gevedou do vody, protoZe histologickd barviva jseevpzré
rozpustna ve vad Barvi se ran¢ ve specialnich kyvetach nebo v barvicim autonidunviva
a snesi barviv se aplikuji dle popsaného postupu.



Lugol Callga

Cil: zvyrazini Skrobovych zrn
Postup:
o XYIBN..ooiiiiiii i, 10 min
odparafinovani _
100 % alkohol + éter (2/3+1/3)......ccccvvvvvuceeannnn. 10 min
= To [ 01V 7= o1 oY | USROS 15 min
DS 1] (o) V7= T F= TV o o - USSP oplach
LUGONIV TOZEIOK......evviiiiiiiiieee e 5 minut
DeStIIOVANEA VOU@. .....eeeeeiiiiiiiiiiiieee ettt oplach
ROZLOK B Call€]a......ccevveriiiiiiiiiie e ecce e s e e e e e e e e e e e e e e e e eeesrenenneeeenee 5 min
DTS 1[0V 7= T g F= Yo Lo F- TS EP U oplach
. 9690....ciiiii oplach
odvodreni (alkohol)
L0090, oplach
XYIEN T CISLY) e 5 min
XYIEN I (. @) e ————— e e e e et 5mi
Priprava roztok:
Jadrovacervai:
109 siran hlinity
0,19 jadrovaervei
100 ml destilovana voda

* rozpousStime na mirném plameni, kratce fgova. Po zchlazeni zfiltrujeme.

Roztok B Calleja:

100 mi indigokarmin 1% (1,0 g indigokarminu + 100 destilované
vody)

200 ml kyselina pikrova (nasyceny roztok)

Lugoliv roztok:

300 mi destilovana voda
20g jodid draselny
10g jod

Vysledek:
jadra —cervere
svalovina — zeleh
elastické vazivo — Zlat

kolagenni vazivo, kosti, chrupavka — med
Skrobova zrna — adeé



6.5 Uzavirani obarvenych rezu

Spravik nabarveny preparat se uzavira mezi podlozni d kkfo do vhodného montovaciho
média. Obvykle jsou to latky nerozpustné ve&aproto je nutndezy provést alkoholovou
fadou (odvodnit) aieveést do rozpoudtla (xylenu). K montovaniezi pouzijeme montovaci
medium - syntetickou pryskigi rozpustnou v xylenu.

Postup g montovani:

Kapka média se umisti na okrégizu, kryci skitko se piloZi v hlu 4% a opatr se spousti,
dulezité je, aby nevznikly bubliny. Preparat se nezhachnout a potom se opd&treisti
okraje.

o

7 VySetfeni preparat i a hodnoceni vysledk U

Obarvenérezy jsou vySébvany ve swutelném mikroskopu ip menSim zétSeni (nap 32 x
nebo 40 x), pro studium detaije pouzivano &sSiho z¥tSeni. Obvykle se jedna o kvalitativni
vySefteni. Popisuje se ifjomnost jednotlivych druh tkdni ve vySdébvanych vzorcich.
Je mozné se zatiit jen na ptikaz vybranych druintkani zvyrazgnych specialnim barvicim
postupem. R identifikaci tkani Ziv@iSného i rostlinnéhovodu je nutné vychazet z udaj
v literature, pro srovnavani pouzivat vzorkyjpavené v laborafoa dale také schématické
obrazky a fotodokumentaci z literatury.

8 Dokumentace

O kazdém vyseébvaném vzorku je veden laboratorni protokaimeito Udaji - datum odru,
druh vyrobku, vyrobce, sloZzeni (pokud bylo znan@stup zpracovani (fixace, barveni),
vysledek vyséeni. Aby nedoSlo k zagné vzorki, je tteba ozné&t nadobku nazvem vzorku
acislem, pod kterym je vzorek veden v laboratornimtqkolu, @ip. i datem odéru, a dale

i druh pouzité fixani tekutiny. Stejnym zjsobem ozn&dme blaky a mikroskopicka skla.
Na skla s preparatem se ozintaké zkratka pouzitého barveni (alizarindeévai - AC).
VSechny zhotovené preparaty jsou uchovany, podielpp je zhotovena fotodokumentace.

9 Vysledek

Skrobova zrna jsou barveny du. Vzhledem ke ztrétcharakteristickych zndknelze ugit
druh Skrobovych zrn.



Protokol 05 i}
Sledovana slozka potraviny Skrobova zrna

Druh potraviny Masné vyrobky
Histochemicky,
Lugol Calleja

Zpusob vySeteni vzorku

Zkraceny protokol/plné verze Plna verze

10 Fotodokumentace

Skrobova zrna v masném vyrobku — Kabanos, barvegéll— Calleja, zétSeni 200 x

11 Seznam pouzitych zkratek

LC — Lugol - Calleja
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