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Abstrakt:

Kvantifikace ptirozenych ristovych regulatori rostlin konkrétné jednotlivych bioaktivnich
cytokininii, ACC (1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina, prekurzor ethylenu) a ABA
(kyselina abscisovd) v obilkdch je¢mene byla optimalizovdna pouzitim extrakénich
a purifikacnich postupt (iontoméni¢ova chromatografie a chromatografie na reverzni fazi)
a kombinovanych instrumentalnich (GC a / nebo HPLC) a imunoanalytickych technik
(ELISA, RIA) s vysokou detekéni citlivosti (pg / 50 ul). Uvedena metodika umoziuje analyzu
velkého poctu vzorkli. Metodika je uréena k analyze obsahu bioaktivnich fytohormonalnich
latek v produktech uréenych k vyrob& potravin z obilovin a ve vzorcich rostlin potencialné
vhodnych pro dalsi Slechténi.

Kli¢ova slova: obilky je¢mene, cytokininy, kyselina abscisovd, chromatografie,
imunoanalytické metody

Abstract:

Quantification of native plant growth regulators as individual bioactive cytokinins, ACC
(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, the precursor of ethylene) and ABA (abscisic acid)
in barley kernels was optimized using of extraction and purification procedures (ion exchange
chromatography and reverse phase chromatography) and combined instrumental (GC and/or
HPLC) and immunoassay techniques (ELISA, RIA) with high detection sensitivity
(pg / 50 ul). The described methodology enables a reliable, repeatable quantification of
numerous samples with a quick and financially more accessible analysis than the latest
instrumental methods. The methodology is designed to determine the content of bioactive
phytohormonal substances in products for the production of food from cereals and for cereal
breeders.
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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je popsat postup stanoveni obsahu bioaktivnich cytokinint (CK), kyseliny
abscisové (ABA) a prekurzoru etylénul-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny (ACC)
v obilkach je¢mene. Mozné zpisoby stanoveni jsou vzdy narocné a pracné (extrakce a
purifikace, v ptipad¢ cytokininti i separace jednotlivych CK), a proto zahrnuje popis
jednotlivych krokii stanoveni vetné casové narocnosti. Metodika se opira o v souc¢asné dobé
dostupné vybaveni a chemikalie v laboratorni praxi zakladniho i aplikovaného vyzkumu.
Citlivost uvedenych metod je vysoka - umoziuje stanoveni obsahu latek v pg az ng v 50 —
100 pl analytu ziskaného z navazek 100 mg — 1g Cerstvé hmotnosti vzorku

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvod

hodnotné biologicky aktivni latky rtzné povahy, znichz nékteré zvySuji bioprotektivni
potencial potravin i pochutin vic¢i stresovym faktorim. K t€émto latkdm mohou byt nové
pritazovany 1 nckteré fytohormony. Ty jsou v rostlinach také regulatory procesu
embryogeneze a tvorby semen. Na pocatku tvorby semen se uplatiiuji téméf vSechny skupiny
hormonll — auxiny a cytokininy, kyselina abscisova a gibereliny i etylén. Bylo vSak napf.
prokazano, ze ribosidy cytokinint potlacuji i neoplastickou transformaci lidskych bunék
(CASATI et al. 2011). Za vyznamné bioaktivni fytohormony obilek 1ze povazovat volné baze
CK a ABA (obr. 1). Pomér giberelinti a kyseliny abscisové je dulezity pro navozeni dormance
embrya, v pripadé embryi (respektive obilek) je¢mene také v procesu tzv. poskliziového
dozravani obilek (WANG et al. 1994). Produkce etylénu je charakteristickd v obdobi kliceni
obilek (FISEROVA et al. 1996). Cytokininy v embryogenezi piisobi zesilenim sily sinku
(RUAVEC et al. 2009). Osetieni kli¢icich semen ukazalo také, Ze cytokinin negativné
ovliviiuje syntézu giberelinu (BRENNER et al. 2005). U obilek je velmi dilezitym procesem
poslednich fazi jejich rlstu a vyvoje akumulace vazebnych proteini pro cytokininy
(BRINEGAR et al. 1985). Béhem kliceni obilek jsou pak ztéchto proteinti uvolhovany
pfedev§im bioaktivni cytokininoxiddze/dehydrogendze odolné aromatické cytokininy
(DITRICH et al. 1995). Obsahy fytohormont v procesech tvorby obilek a jejich kli¢eni se
v§ak dynamicky méni. Tyto zmény nemuseji byt univerzalné platné pro vSechny odridy a ani
ro¢niky sklizné (FISEROVA et al. 2015). Bioaktivni latky na bazi rostlinnych hormonti jsou
vyznamnym markerem kvality odriidy tak i suroviny pro vyrobu vlastnich potravin.

Obr. 1. Strukturni vzorce cytokinind (Srafovani — adeninovy skelet) a ABA
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2.2. Principy stanoveni obsahu cytokinind, Kkyselinyl-aminocyklopropan-1-karboxylové
a kyseliny abscisové

Kvantitativni stanoveni fytohormoni musi respektovat skuteCnost, Zze jde o relativné
nestabilni latky - citlivé na svétlo (ABA a IAA podléhaji fotooxidaci), teplo, mikrobidlni
kontaminaci, silné reaktivni chemikalie apod., a proto jsou piistupy ke stanoveni jejich obsahu
pracné a naro¢né na vybaveni, ¢as a finance. K extrakci se pouziva material Cerstvy, zmrazeny
pii nizké teploté, nebo lyofilizovany (eliminace enzymatické Cinnosti). Homogenizace se
provadi v tfecich miskach v kapalném dusiku do organickych rozpoustédel. Ke zvySeni
vytéznosti extrakce se pouziva vytfepani homogenatu pii teplot¢ +4°C. Nasleduje vétSinou
centrifugace pro odstranéni vysokomolekularnich latek. Purifika¢ni postup (€isténi) se voli s
ohledem na chemické vlastnosti stanoveného fytohormonu a poZzadavky na ¢istotu vzorku pro
finalni detekci. Naro¢né purifikacni postupy sestavaji z vice kroku, v nichz jsou odstranovany
napt. latky interferujici pfi instrumentélni detekci (barviva, fenolické latky aj.). Casto se
vyuziva kombinaci odpafovani organického rozpoustédla (zakoncentrovani), iontoménicové
chromatografie ve vodnych roztocich, chromatografie na reverzni fazi (obr. 2), vytiepavani
fytohormonti kyselé povahy z okyselené vodné faze do organického rozpoustédla aj.
Nevyhodou purifikace je snizeni vytézku fytohormonu a proto se pro optimalizaci metody
vyuziva tzv. internich standard znacenych radioaktivné ¢i deuteriem pro zjiSténi ztrat resp.
vytéznosti purifikacniho postupu. Kvantitativni stanoveni se opird o dvé skupiny metod -
instrumentalni a imunochemické. Instrumentalni metody jsou fyzikalné chemické ptistrojové
metody: GC (plynova chromatografie - etylen), HPLC (vysokoucinna kapalinova
chromatografie), HPTLC (pfistrojova tenkovrstevna chromatografie), GC/MS a LC/MS
(hmotnostni spektrometrie v kombinaci s plynovou nebo kapalinovou chromatografii), CE
(kapilarni elektroforéza). Imunochemické metody vyuzivaji ke stanoveni protilatky
(imunoglobuliny). Jsou vysoce citlivé a casto vyzaduji kvalitn€ vycisténé fytohormony
z extraktu. Princip téchto metod spoc¢iva v kompetici nativniho ¢i standardniho fytohormonu
(hapten) a radioaktivné (RIA) ¢i enzymaticky (ELISA, obr. 3) znaceného fytohormonu
(ligand) ve vazbé na molekulu specifické protilatky. RIA - radioimunoanalyza pak meéfi
aktivitu vdzanou na protilatku voln€ v reakénim roztoku (¢im vyssi radioaktivita tim méné
stanoveného fytohormonu a naopak). ELISA je enzymovy imunosorbentni test v némz jsou
komplexy protilatek s haptenem ¢i ligandem véazany na desticku, v niz se po ptidani substratu
sleduje tvorba barevného produktu, méfi se pak absorbance (nepifima umeéra v kalibraci, ¢im
je vyssi absorbance tim méné je hledané latky).



Obr. 2. Schéma ¢isténi cytokinint
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2.3. Stanoveni cytokinini

Optimalizované stanoveni cytokinini dosahujici vytéznosti 60 % volnych cytokininovych
bazi i1 ribosid probiha ve ctyfech krocich (obr. 2 — znéazornuje predevSim extrakci a
purifikacni krok pomoci iontoméni¢ové chromatografie a chromatografie na reverzni fazi):
extrakce, purifikace, HPLC separace a stanoveni metodou ELISA.

2.3.1. Extrakce cytokininti

Homogenizace obilek (Cerstvych nebo suchych) se provede do modifikované Bieleskiho
fixaze (metanol : chloroform : voda = 13 : 5 : 2), extrakce po dobu 12 hod, nasledn¢ se
odstrani lipidicka frakce centrifugaci homogenatu po doplnéni extraktu o polovinu objemu
vodou (BIELESKI 1964). Tim se dosahne odd€leni supernatantu obsahujiciho cytokininy
(vodny metanol) od chloroformu (obsahuje lipofilni latky aj.). Pro zvyseni vytézku CK je
mozné sediment rehomogenizovat v metanolu a jesté jednou centrifugovat.

2.3.2. Purifikace cytokinint

Vzorek obsahujici CK v metanolu se odpaii na rotaéni vakuové odparce do vodného zbytku a
nasleduje Stépeni ribotidl cytokininii kyselou fosfatazou v 0,04 M acetatamonném pufru o pH
6,5 (na ribosidy stanovitelné ELISA testem), iontoméni¢ova chromatografie a chromatografie
na reverzni fazi (MACHACKOVA et al. 1993). Iontoméni¢ova chromatografie za pouziti P-
celulozy pfi pH 3 oddéli cytokininovy extrakt (CK maji pfi pH 3 kladny naboj) od latek
s negativnim nabojem. Cytokininy a jejich ribosidy s parcidlnim nadbojem kladnym se zachyti
na P-celuldze a poté jsou z kolony P-celulézy eluovany 0,2 M amoniakem. Po upravé pH na
6,5 pokracuje purifikace jako chromatografie na reverzni fazi na DEAE-celuléze spojené
s C18 kolonkou (Sep-Pak). Cytokininy se v tomto kroku ¢isténi zachyti na C18 sorbentu a po
eluci precisténé cytokininové frakce metanolem se provadi zkoncentrovani vzorkd odpafenim
metanolu. Poté jsou vzorky rozpustény a pred nastfikem na HPLC filtrovany. Purifikaéni
kroky pro 8 soucasné ¢isténych vzorkl reprezentuji ¢as 8 hodin.

2.3.3. HPLC separace cytokininil

HPLC separace cytokininovych bazi a jejich ribosidi probih4 na koloné Nucloeosil 5 s C18
sorbentem s 250 x 4,6 um 1. D. s velikosti portt 5 um a pratokem mobilni faze 1000 pl/min, se
slozenim mobilni faze A: metanol, B: 0,05 % TFA (gradient: 0 — 3 min 15 % A, 3 — 11 min
40 % A, 11 — 16 min 60 % A). UV signal je detekovan pti 272 nm a jednotlivé frakce po sobé
nasledujicich cytokininli se sbiraji dle pfislusnych retencnich cast. Frakce jsou nasledné
odparovany do sucha (40 °C) a pro ELISA kvantifikaci se rozpousti v TBS pufru (900 pl).
Casova naroénost HPLC separace cytokininii jednoho vzorku je30 minut.

2.3.4. ELISA stanoveni cytokininil

Ke kvantifikaci cytokinini pomoci ELISA se pouzivaji specifické protilatky (Ab) vuci
jednotlivym frakcim cytokinind (STRNAD et al. 1990, STRNAD 1996). Do jamek
mikrotitracni desticky se pipetuje protilatka (150 pl) v roztoku uhli¢itanového pufru (5 pl Ab
v 15 ml uhli¢itanového pufru na 1 desku) a neché se inkubovat pfes noc. Po promyti desticky
destilovanou vodou se stény potahnou roztokem BSA v TBS pufru na jednu hodinu inkubace



pii laboratorni teploté. Nasleduje promyti destilovanou vodou a pipetovani TBS pufru (50 pul),
standardt a vzorka (50 pl), dale je do vSech jamek s vyjimkou blanku pipetovan konjugat
alkalické fosfatdzy a stanovovaného cytokininu v BSA. Na zavér se pipetuje substrat (para-
nitrofenylfosfat rozpustény v uhli¢itanovém pufru: 1 mg/ml). Po hodinové inkubaci se
barevna reakce zastavi SM KOH. ELISA se vyhodnocuje fotometricky pifi vinové délce
405 nm: obsah cytokinintli je nepfimo umérny absorbanci naméfené v roztocich jednotlivych
jamek mikrotitrani desticky v porovnani s fadou standardl, minimalni a maximalni vazbou
protilatky, piislusné absorbance vzorki se odecCtou z kalibracni kiivky (vysledky jsou
prepocteny na obsah CK v ng pro analys 50 ul). Vlastni ELISA test umoziujici kvantifikaci
jednotlivych CK zabere 5 hodin.

Obr. 3. Princip imunoanalytické metody ELISA
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2.4. Stanoveni kyseliny abscisové

Pro analytické stanoveni je ABA extrahovana z rostlinného materialu vytfepanim homogenatu
do vodné frakce (homogenizace ve vychlazené tfeci misce pomoci moiského pisku, 1:10,
Cerstva hmotnost : destilovana voda) po dobu 12 hodin pti +4 ° C. Vytéznost obsahu ABA
v extraktu je 95 — 100 %. Volna ABA se po té odd¢li centrifugaci - zlistava v supernatantu.
Pro vlastni stanoveni metodou RIA se ze vzorku odebira 50 pl. Radioimunoanalytické
stanoveni (RIA) kyseliny abscisové je vysoce citlivda kvantitativni (detekéni limit v pg)
imunochemicka metoda stanoveni ABA, vyuZzivajici schopnosti rozpoznani molekuly ABA
monoklonalni protilatkou MAC 252 (QUARRIE et al. 1988) s velmi vysokou specifitou bez
ktizovych reakci (BARRIEU and SIMONNEAU 2000). Kompetitivni uspofadani metody
vyuzivéa standardni ABA (hapten) a radioaktivné zna¢enou *H-ABA (radioligand) ve vazbé na



protilatku MAC 252. Za ptedpokladu konstantniho mnozZstvi protilatky MAC 252 a *H-ABA
a prebytku nativni ABA dochazi k vytésiovani radioligandu z vazby s protilatkou a k vazbé
haptenu s protilatkou. Tvorby komplexti hapten-protilditka a radioligand-protilatka je
dosazeno po inkubaci za nizké teploty (+ 4°C). Separace volnych haptent a radioligandt od
komplext protilatek s haptenem ¢i radioligandem je provedena vysrazenim v siranu amonném
a oddélenim naslednou centrifugaci. H-aktivita sedimentu je pak méfena technikou kapalné
scintilace na scintilacnim spektrofotometru PACKARD 2000 CA, vysledky jsou pfepocéteny
na obsah ABA v pg pro analyt 50 pl pomoci programu Securia PACKARD. Kalibra¢ni kiivka
je sestrojena za pouziti standardni ABA (+/- cis, trans-ABA, Sigma). Vlastni RIA test
umoznujici kvantifikaci ABA zabere 5 hodin, méfeni jednoho vzorku na scintilaCnim
spektrofotometru reprezentuje 5 minut.

2.5. Stanoveni kyseliny 1-aminocyklopropan-1-karboxylové

Kyselinul-aminocyklopropan-1-karboxylovou (ACC) je mozno stanovit po extrakci a
purifikaci nepfimo oxidaci na etylén (obr. 4) pomoci plynové chromatografie (FISEROVA et
al. 2008). U¢innost oxidativniho §tépeni se uvadi 80 %. Rostlinny material se zhomogenizuje
v 70% ethanolu (5 ml na g ¢erstvé hmotnosti) a necha se 12 hod v mrazicim boxu (extrakce),
po rozmrazeni nasleduje centrifugace pti 10 000 g 10 min. V supernatantu se zakoncentruje
ACC na rota¢ni vakuové odparce po rehomogenizaci a centrifugaci. Spojené supernatanty se
odpati pti 40 °C na vodnou fazi. Vodna faze se necha zamrazit (vymrazeni zbytku polymera),
nasleduje rozmraZeni a centrifugace. Supernatant se pfevede do 10 ml tuby s vhodnym
tésnénim umoznujicim odbér plynt. Piida se 0,5 ml 10 umol HgCl2 na 1 ml (vzorky je nutné
uchovavat ve vlockovém ledu), poté se do uzaviené tuby injektuje 250 pl vychlazeného 5%
NaOCl, saturovaného NaOH (2 : 1). Obsah tuby se kratce protiepe a chladi ve vlockovém
ledu 10 minut. Po té se z tuby injekéni stiikackou odebere 1 ml plynd a zméfi se na GC S
kapilarni 24 m dlouhou kolonou HP-PLOT/AI2Os. Nosny plyn je helium, teplota FID
detektoru 200 °C, nasttiku 230 °C a kolony 40 °C. Vysledky jsou piepocteny na standard
etylénu v 1 ml ovzdusi z prostoru, z kterého byl nastfik odebran. Pro produkci plyni
rostlinnym pletivem je koncentrace plynii piepoctena na hmotnost rostlinného materidlu a
objem nadoby. Purifikace ACC pro 16 vzorkd zabere 3 hodiny véetné konverze ACC na
etylén, stanoveni etylénu jednoho vzorku na GC reprezentuje 3minuty.

Obr. 4. Oxidativni Stépeni ACC na etylén
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2.6. Postup stanoveni jednotlivych fytohormont

Praktické provedeni stanoveni jednotlivych fytohormonti zahrnuje pro ABA a ACC dva dny
prace. Prvni den zahrnuje vzdy ptipravu extrakti, nasledujici den vlastni stanoveni. V ptipadé



cytokininli je Casovd narocnost Ctyfi dny prace, vlastni separani postup u cytokininl
piedstavuje jeden den purifikace a dalsi den HPLC separace a odpareni frakci.

2.6.1. Postup stanoveni cytokinini

I. a 1l den (extrakce purifikace)

1. homogenizace rostlinného materialu (1 g) kapalnym dusikem v tfeci misce, prevedeni

o oA W N

do modifikovaného Bieleskiho ¢inidla (8 ml)

. extrakce ptes noc pii — 20 °C

. vytfepani pii 350 rpm na tfepacce po dobu 1 hod pii + 4 °C

doplnéni extraktu o polovi¢ni objem vodou s nizkou vodivosti (4 ml)

centrifugace 20 minut pti +4°C 3500 g

separace supernatantu Si a rehomogenizace sedimentu ve 100% metanolu, vytfepani
1 hod pii 350 rpm

centrifugace 20 minut pti +4°C 3500 g

odpareni spojenych supernatantd (Si a Sz) po druhé centrifugaci do vodné faze
rozpusténi cytokininii ve vzorcich v 0,04 M acetditamonném pufru (pH 6,5) a Stépeni

ribotidl cytokininl kyselou fosfatdzou (1 mg/vzorek) 1 hodinu pti 300 rpm

10. tprava pH vzorki na 3

11.

12.
13.
14.

15.
16.

iontoméni¢ova chromatografie na koloné¢ P — celuldzy (cytokininy zachyceny na P —
celuldze)

eluce cytokininti z P — celulozy 30 ml 0,2 M amoniaku

uprava pH vzorki na 6,5

chromatografie na reverzni fazi v 0,04 M acetatamonném pufru 30 ml (DEAE —
celuloza + kolony sep-pak) — cytokininy zachyceny na sep-paku

eluce cytokinind ze sep-paku 8 ml metanolu

odpafeni do sucha na rotacni vakuové odparce (nasleduje HPLC separace

cytokinintl)

I11. den (HPLC separace)

1. kalibrace HPLC separace jednotlivych cytokinint

2. sbér HPLC frakei cytokinint jednotlivych vzork

3.

odpafteni frakci cytokininti pii + 30 °C



4.

ptiprava ELISA - naneseni 150 ul protilatky (5 ul MAb v 15 ml uhli¢itanového
pufru na 1 desku) do jamek mikrotitracni desticky a inkubace uzaviené desticky pfi

laboratorni teploté pies noc

IV. den (ELISA kvantifikace)

1.

2
3
4.
5

© o N o

10.
11.

promyti desticky redestilovanou vodou (3x , 4 °C)

. potazeni 200 ul BSA na 1 jamku (20 ml / desku), inkubace 1 hod pii 25 °C

. promyti desticky redestilovanou vodou (2x)

naneseni 50 ul TBS do kazdé jamky, 50 ul vzorku, 50 ul standardi (v TBS)
pipetovani 50 ul traceru (konjugat alkalické fosfatazy a cytokininu, fedénim 2,5 ul /
5 ml BSA na 1 desku) do vSech jamek s vyjimkou jamek ponechanych pro blank

1 min michani, inkubace 1 hodinu p#i laboratorni teploté

4x promyti TBS

pipetovani do vSech jamek 150 pl substratu (PNPP v uhli¢itanovém pufru - 1 mg/ml)
inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teploté

zastaveni barevné reakce 50 ul 5 M KOH (popt. NaOH)

zmeéieni absorbanci pii 405 nm

2.6.2. Postup stanoveni ABA
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homogenizace obilek v destilované vodé (0,5 g /5 ml, ptes noc -20°C)
centrifugace 10 000 g 10 min

ptiprava standardii pro kalibra¢ni kiivku a vzorkd v mikrozkumavkach
piidavek 100 pl *H-ABA

ptidavek 100 pl protilatky

ptridavek 200 pl 50% PBS

inkubace 45 minut v lednicce pii teploté 4°C (imunoprecipitace)
ptidavek 500 ul 100% (NH4)2SO04

inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté.

. centrifugace 10 minut pti 5000 ot/min a 4°C
. odstranéni supernatantu odsavackou
. pridavek 1 ml 50% (NH4)2SO4 , uzavteni mikrozkumavky

. roztfepani srazeniny na vortexu
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14.
15.
16.
17.
18.

19.

centrifugace 5 minut pii 5000 ot/min a 4°C

odstranéni supernatantu odsavackou

ptidavek 100 pl destilované H20, uzavieni mikrozkumavky

roztiepani srazeniny

pridavek 1 ml dioxanového scintilatoru, uzavieni mikrozkumavek a vlozeni do
méficich ampuli

méfteni na scintilaénim spektrofotometru PACKARD 2900 TR

2.6.3. Jednotlivé kroky postupu stanoveni ACC

A wnp e

o

7.
8.
9.

10.
11.
12.

homogenizace obilek v 70% ethanolu (ptes noc -20°C)

centrifugace 10 000 g 10 min

rehomogenizace a znovu centrifugace

spojené supernatanty odpafit pti 40 °C na vodnou fazi (do cca objemu 1 ml),
eventuelné odparek rozpustit do 1 ml

sonikace na ultrazvuku

pfevedeni do mikrozkumavky, vymraZeni chlorofylu, centrifugace - eventuelné i
opakovat

vzorek prevést do 10 ml tuby s vhodnym tésnénim

ptidat 5 uM HgCl: , uchovavat pii +4°C

do tuby injektovat 250 ul vychlazeného 5% NaOCI : saturovany NaOH (2 : 1)

kratce zamichat (vortex), ulozit pfi +4°C na 10 min

opé&t promichat

odbér 1 ml na GC

2.7. Nezbytné chemikalie a pristrojové vybaveni

nezbytné chemikalie (ve smyslu specifické):

iontoménice (celuldzy ¢i sephadex typu P- a DEAE-)

kysela fosfataza

sorbenty C18 separace (nebo kolonky sep-pak)

standardy jednotlivych cytokinint (pro HPLC a ELISA)
standardy ABA a ACC a etylénu (pro RIA a GC)

tritiem znacend *H-ABA (radioligand)

specifické protilatky viuci cytokininim a ABA (pro ELISA a RIA)
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- specifické traceury pro ELISA (konjugaty ribosidii cytokinini a alkalické
fosfatazy)
- dioxanovy scintilator

nezbytné pfistroje (pfedstavujici vysoké potizovaci naklady):

- chlazena centrifuga (rotor pro mikrozkumavky i velké zkumavky)
- rotacni vakuova odparka

- peristalticka pumpa

- HPLC sestava s UV detekci

- ELISA ctecka

- scintila¢ni spektrofotometr

- plynovy chromatograf's FID detekci

3. Srovnani ,,novosti postuptu*

Snahy o kvantifikaci obsahu riznych fytohormond pomoci biologickych testi vyuZzivané
piedev§im v minulosti nevedly K verifikovatelnym vysledkim. Biotesty maji spiSe
kvalitativni vyznam, jelikoz ovéfuji biologickou aktivitu danych latek a v tomto ohledu jsou
instrumentalni technikou nenahraditelné. Rozvoj moznych metodik kvantifikace se odehral
v minulych desetiletich (90. Iéta a pfelom stoleti) a byl obvykle dan vyzkumnym zamétenim
laboratoti. Finanén¢ a pracovné piijatelné metodiky se opiraji o snadnou a rychlou analytiku,
kterou umoziuji pravé imunochemické metody. Komplikovanéj$im piistupem je v tomto
ohledu pouziti radioindikatord (napi. RIA) z divodi radiacné hygienickych (likvidace
radioaktivniho odpadu). I tyto pfistupy jsou vSak rychlé a finanéné pfistupnéjsi nez nejnovéjsi
instrumentalni metody. Popsané metodiky umoznuji spolehlivou, opakovatelnou kvantifikaci i
po¢etného mnozstvi vzorku. Citlivost metod pro Kkvantifikaci je pro interpretaci
fyziologickych procesti i aplikace dostacujici.

Nejnovéjsi, zatim méné dostupné, metody kvantifikace fytohormonil se snazi postihnout
metabolomické — Sirokospektralni stanoveni pokud mozno vSech moznych metaboliti dané
latky. Navic v pfipadé nedostatku rostlinného materialu jsou vyvijeny i metody analyzujici
vSechny skupiny fytohormonti z jediného materidlu (vzorku, navazky) za pouziti jesté
velmi drahych instrumentalnich metod piedevsim LC-MS/MS pak piedpoklada vysokou
pofizovaci cenu investice a servisni naklady, dale adekvatni personalni zabezpeceni obsluhy
ptistroje (dlouhé zaskoleni a nasledna Skoleni) a efektivitu jeho vyuziti.

Aplikovany zplsob kvantifikace fytohormonli ABA, ACC a CK z jednoho materialu byt
tremi riznymi (modifikovanymi) metodami zkracuje délku Casové i finan¢ni narocnosti jejich
stanoveni. Tato metodika zahrnuje modifikace nékterych kroka purifikace, které zkracuji
celou proceduru stanoveni fytohormonti ve srovnani s diivéjSimi postupy. Hlavni vyhodou
nové metodiky ve srovnani s ostatnimi postupy je rychlé zpracovani velkého poctu vzorka
V podstaté z necisténého extraktu pii stanoveni ABA a ACC a v ptipadé CK spolecné
stanoveni deseti zakladnich cytokinini (volnych bazi a ribosidtl) z jednoho ¢isténého vzorku.

4. Popis uplatnéni certifikované metodiky
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Dlouhodoby zajem spolecnosti na zvySovani kvality produkti z obilovin (vyroba peciva) a
produkta sladovnického a pivovarského primyslu vede k upfesnéni nutri¢ni hodnoty, véetné
ohledu na zastoupeni biologicky vyznamnych latek (vitaminy, antioxidanty aj.). Fytohormony
tak reprezentuji dal$i potencialné hodnotnou slozku potravin, i kdyz se jejich podil technologii
zpracovani zcela urcit€¢ snizuje. Metodika je tak urena nejen pro ,technologicky c¢lanek*
fetézu vyuziti bioaktivnich latek v produktech pro vyrobu potravin, ale také pro Slechtitele
obilnin. V ptipad¢ S$lechténi jeCmene vyuzije potiebné postupy certifikované metodiky
Agrotest Fyto Kroméfiz a ptipadné dalsi Slechtitelské spolec¢nosti pii selekci odrad vhodnych
k vyrobé funkénich potravin a verifikaci jejich bioprotektivniho potencialu.

5. Ekonomické aspekty

Stanoveni obsahu fytohormonti je obecné finan¢n€ velmi narocné, a to 1 za predpokladu
kvantifikace malého poc¢tu vzorkt. Vzhledem k tomu, Ze nebyla analytika kvantifikace
béznou komercni aktivitou, vychazela cena za stanoveni obvykle z kompromisu mezi
laboratoii provadéjici analyzu a zadavatelem za sérii vzorkt. Kalkulace ceny proto neni
obvykla a ani srovnatelnd mezi ptipadnymi riznymi pracovisti s moznostmi kvantifikace
fytohormonti. Zavedeni moznosti kvantifikace vSak predstavuje pln¢ vybavenou laboratof.
Poftizeni nezbytnych pfistrojii — chromatografy a spektrofotometry ptedstavuje statisicové
investice s moznosti pfesahu pies milion(y)K¢, Kvalifikovany odhad naklada pro pofizeni
kompletniho pfistrojového vybaveni dosahuje 2,5 mil. a ostatni vybaveni véetné
nezbytnych chemikalii 250 tis. K¢. Pfijatelnou moznosti pro jiz zavedené laboratoie jsou
pak kalkulace ceny zahrnujici reZijni i mzdové naklady v rozmezi 300 — 800 K¢ /vzorek
dle narocnosti postupu. Vzhledem k tomu, Ze nékteré kroky stanoveni (napf. purifikace
jedné sady vzorkll a souasnd HPLC separace jiz purifikovanych vzorkl) lze provadét
soubézné jedinym pracovnikem, nedochdzi ke zvySeni mzdovych nakladii ani pfi analyze
vétsSiho poctu vzorki. Za predpokladu plného vyuziti vlastniho pofizené¢ho vybaveni lze
tedy dosahnout tspory v fadu desitek K¢ na vzorek (dle naro¢nosti analyzy).
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