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Abstrakt

Stale Castéji se potraviny stavaji predmétem falSovani, vyjimkou nejsou ovocné vyrobky,
které obsahuji jahody, borivky a maliny. Tato bakalarska prace je zaméfena na detekci
jahod, borivek a malin v modelovych i realnych ovocnych produktech pomoci multiplex
PCR a HPLC. Teoreticka ¢ast pojednava o slozeni Cerveného ovoce, jeho vyznamu
ve vyzive Clovéka a predevSim o izolaci DNA z rostlinného materidlu. Cilem
experimentalni Casti prace byla analyza vybranych komer¢nich ovocnych pyré
obsahujicich maliny, jahody a borvky a jejich replik pomoci vybranych instrumentalnich
a molekularné-biologickych metod a nasledné srovnani vysledkt téchto metod. Komercni
ovocna pyré byla zakoupena v maloobchodni siti a modelové smési (repliky téchto pyré)
byly pfipraveny v laboratofi. Z ovocnych pyré byla vyizolovana DNA, ktera byla po
potvrzeni jeji amplifikovatelnosti uspésné vyuzita v multiplex PCR pro dikaz malin, jahod
a borivek.V instrumentalni ¢asti byly pomoci HPLC u modelovych a komercnich smeési
detekovany urcité latky specifické pro ¢ervené ovoce.

Klic¢ova slova

Multiplex PCR, real-time PCR, HPLC, cervené ovoce, détské piikrmy, autenticita
potravin

Abstract

In many cases food is becoming the subject of adulteration, including fruit products that
contain raspberries, strawberries and blueberries. This bachelor thesis is focused on the
detection of strawberries, rapsberries and blueberries in model and commercial baby food
products using multiplex PCR and HLPC. The theoretical part of this thesis is focused on
composition of red fruits, their importance in human nutrition and especially about
isolation of DNA from plant material. The aim of the experimental part of work was the
analysis of selected commercial and model mixtures fruit purees containg raspeberries,
strawberries and blueberries using instrumental and molecular biological methods. The
results of these metods are compared. Commercial purees were bought in retail grocery
shop. Model mixtures of these purees were prepared in our laboratory. DNA was isolated
from fruit purees after and it’s amplifiability was comfirmed, it was successfully used
in multiplex PCR to confirm the presence of raspberries, strawberries and blueberries
in fruit purees. In the instrumental part, certain phenolic substences which are specific to
red fruits were detected by HPLC in model and commercial mixtures.
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Multiplex PCR, real-time PCR, HPLC, red fruit, baby food, food authenticity
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UVOD

Dnesni doba pfinasi mnoho novych trendd, mezi které jednoznacné patii i zajem
o zdravou zivotospravu a s tim i spojeny vyvazeny jidelni¢ek. Lidé se snazi do svého
jidelnicku zafadit vice vyzivoveé hodnotnych potravin, které maji vysoky obsah vitaminu,
mineralt, vlakniny a antioxidantd. Bohatym a vhodnym zdrojem téchto latek je Cerstvé
ovoce a zelenina.

Krome Cerstvého ovoce miizeme na trhu nalézt i ovocné produkty jako jsou marmelady,
dzemy, dzusy, cidery apod. Maliny, jahody i boriivky mlizeme zafadit mezi drazsi ovoce,
coz znamena, ze se Casto stavaji objektem falSovani. K detekci falSovani potravin slouzi
fada metod, nejrozsifenéj§i jsou vSak chromatografické metody. Chromatografické
metody maji ale urcité nevyhody, které metody zalozené na analyze DNA nemaji, napft.
nakladna udrzba, velka spotfeba organickych latek ¢i nedostate¢na citlivost pro nékteré
latky. Kvali témto divodim stoji za to hledat molekularn€ - biologické metody a postupy
pro detekci falSovani vyrobku z jahod, malin a bortivek, i jiného Cerveného ovoce.

Nevyhody jsou vSak 1 na strané molekularné-biologickych metod. Metoda PCR
vyzaduje Cisté prostfedi a sterilni material, protoze pfitomnost i malého mnozstvi cizorodé
DNA muze vést k falesné pozitivnim vysledkim. Nekteré kontaminujici latky, jako
napfiiklad v ovoci se vyskytujici fenolické latky a polysacharidy, mohou PCR inhibovat,
takze vysledkem muZe byt naopak faleSné negativni reakce.

Cilem této prace byla analyza vybranych ovocnych vyrobki metodou triplex real-time
PCR s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani a metodou HPLC, a nasledné srovnani
ziksanych vysledkt. U metody s analyzou DNA, byla z vybranych ovocnych pyré nejprve
vyizolovana DNA, poté nasledovala kontrola jeji amplifikovatelnosti a pomoci druhové
specifickych primerd byly ve zminénych ovocnych pyré detekovany malina, jahoda
i borivka. U metody HPLC bylo cilem najit a detekovat specifické latky pro malinu,
jahodu i boruvku. [1]



1. TEORETICKA CAST

1.1 Cervené ovoce

Mezi Cervené ovoce a plody muazeme tadit Sipky, maliny, jahody, brusinky, boruvky,
granatova jablka, tfesné€, visné, rybiz, Cervena jablka, vodni melouny a dalsi. Z toto typu
ovoce se vyrabéji predevsim dzusy, dzemy, détské prikrmy, ale také zmrzliny, cukrovinky,
cidery a koncentraty. K zakladni specifikaci téchto vyrobka patii typicka barva, chut
a vaneé.

Za Cervenou barvu ovoce a zeleniny je zodpovédny lykopen, coz je piirodni rostlinné
barvivo s antioxidacnimi ucinky ze skupiny karotenoidd. Patii mezi biologicky dulezité
latky a to terpeny, konkrétné mezi tetraterpeny [1].

Mezi dalsi pigmenty, které obsahuje Cervené ovoce mizeme uvést anthokyaniny. Jsou
to ve vodé rozpustné pigmenty, které se nachéazi ve vakuolach nékterych bunék. Barva
anthokyant se méni v zavislosti na pH, kyselé roztoky anthokyanti maji ¢ervenou barvu,
neutralni byvaji fialové a =zasadité modré. Obecné mulzeme fadit anthokyany
k flavonoidiim, ale v rostlinach se vyskytuji ve formeé glykosida [1], [2].

1.2 Vyznam ovoce ve vyzivé ¢lovéka

Trendem dne$ni doby je zdravy zivotni styl, ktery se snazi dodrzovat stale vice lidi.
V souladu s timto trendem je potieba dodrzovat zakladni pravidla a to, Ze mnozstvi energie
prijaté jidlem a pitim, se musi rovnat energii vydané fyzickymi aktivitami. Strava musi byt
upravena kazdému jedinci na miru, musi byt pfiméfend a pestra a hlavné odpovidat
naro¢nosti vykonavané prace.

Ovoce se neda ve stravé ¢loveka ni¢im nahradit, dilezita je predevsim konzumace ovoce
v syrovém stavu, protoze obsahuje latky, které jsou potfebné pro zdravy vyvin a zivotni
pochody organismu. Tyto latky jsou v ovoci obsazené ve formé, ktera je pfijatelna pro
oraganismus, tyto latky nelze zcela nahradit umeéle syntetizovanymi produkty. Pravidelna
konzumace ovoce a téchto latek zvySuje odolnost orgamisnu a schopnost branit se proti
onemocnénim [3].

Pro tuto skupinu je charakteristickd nizkd energetickd hodnota a vysoky obsah
mineralnich latek a vitamind. Dalsi dulezitou slozkou ovoce je vlaknina, ktera byla
v minulosti velmi prehlizena. Vlaknina ma velmi dulezity vyznam pro lidskou vyzivu,
stimuluje Cinnost traviciho traktu a pfiznive ovliviiyje ¢innost dal§ich organt. Vlaknina ma
schopnost na sebe vazat vodu, ¢imz zvétsi sviij objem a vytvaii pocit sytosti. Vlaknina
na sebe vaze toxické latky a tukové Castice, Ccimz udrzuje Cisty travici trakt. Z chemického
pohledu je vlaknina tvofena polysacahridy, pfi¢emz ma velmi nizkou vyzivovou hodnotu.
Z cerveného ovoce je nejvice zastoupena v Sipkach, jablkach, malinach a rybizu. Dalsi
neopomenutelnou slozkou ovoce jsou antioxidanty, coz jsou molekuly, které omezuji
aktivitu kyslikovych radikald - snizuji pravdépodobnost vzniku, nebo je prevadi do méné
aktivni ¢i vibec neaktivni podoby. Timto zplsobem se omezuje proces oxidace



v organismu. Z tohoto divodu se antioxidanty pouZivaji jako konzervacéni latky pfi vyrobé
potravin, které by jinak byly oxidaci nadmérné poskozovany, naptiklad rostlinné oleje. Pti
konzumaci v rozumném mnozstvi pusobi v jistém smyslu pozitivné na organismus [4].

Antioxidanty se pridavaji do potravin, protoze prodluzuji jejich trvanlivost a zaroven
maji pozitivni G€inky na nase zdravi.

Neékteré rostliny, resp jejich ¢asti obsahuji tolik a€innych antioxidantt (nebo jsou lidské
stravé zastoupeny v takovém mnozstvi), ze je oznacujeme jako rostlinné antioxidanty.
Prikladem mohou byt ostruziny, I1ékofice, kopr, malinoostruziny, maliny, granatové jablko,
Cerny rybiz, Cervené vino, mata, bortivky, brusinky a arasidy.

Obecné by Cervené ovoce mélo byt soucasti vyvazené doporucené stravy, ale ptimo
specidlni misto v ni nemd. Organizace WHO jednodusSe doporucuje snist pfiblizné
200 az 300 g ovoce denné [5].

1.3 Slozeni ¢erveného ovoce
Slozeni ovoce vyrazné ovliviiuje jeho zralost a geografické podminky. Jako hlavni slozky
muzeme uvést vodu, sacharidy, organické kyseliny a v malé mife i lipidy. V ovoci mizeme
dale nalezt pigementy, aromatické latky a vitaminy. Dals§i skupina, kterou nelze
opomenout jsou mineraly, které maji i nutri¢ni vyznam.

Vétsina vody, ktera se u plodi nachazi je ve vakuolach bunék, je potfebna pro vSechny
biochemické pochody v burice a tedy i v ovoci. Pii vadnuti ovoce dochazi ke ztraté
hmotnosti, a to v dasledku vysokého vyparu vody|[3].

1.3.1 Sacharidy

Sacharidy jsou hlavni slozkou, ktera u ovoce tvoii vice nez 90 % suSiny. V dozravajicim
ovoci diky asimilaci a v malé mife i hydrolyzou polysacharidl, dochazi ke zvySovani
obsahu monosacharidi a oligosacharidi. Obsah sacharida zavisi na druhu a odridé ovoce,
velikosti plodu a geografickych podminkach.

Mezi dva hlavni cukry nachazejici se v ovoci mizeme jednoznacné zaradit glukdzu
a fruktozu. Jahody, maliny a borGvky maji hodnotu glykemického indexu okolo 40,
coz znamena, ze 1 lidé s cukrovkou mohou konzumovat tento typ ovoce, protoze
po konzumaci, nedochazi k velkym narustim glykemie (krevni cukr) Error! Reference s
ource not found..

1.3.2 Fenolické latky

Fenoly a polyfenoly miizeme zafadit do skupiny sekundarnich metaboliti rostlin. Tyto
slouCeniny obsahuji jednu, nebo vice hydroxylovych funk¢nich skupin, které jsou
navazané na bud’ na jedno, ¢i vice aromatickych jader [7], [8].

U nékterych potravin byly stanoveny prumérné hodnoty celkového obsahu fenolickych
latek. Zjisténé hodnoty nemizZeme brat jako smérodatné, jelikoz obsah fenolickych latek
se mezi odradami jednoho druhu ovoce velmi lisi.
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Rozdéleni fenolickych latek v riznych ¢astech rostliny a v plodech se mlize znacné lisit.
V pupenech a kvétech byvaji pritomné flavonolové glykosidy kvercerinu a myricetinu,
zatimco v slupce byvaji nejhojnéji zastoupené ttisloviny. Pfi zpracovavani ¢i oddélovani
Casti potravin muaze vést k ochuzeni, ¢i naopak obohaceni o urcité fenolické latky[9], [10].

1.3.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou asi nejrozsahlejsi skupina fenolickych latek. Flavonoidy jsou tvofeny
dvéma benzenovymi jadry (A a B), které jsou vzajemné propojeny heterocyklem (C), ktery
je tvofen tfemi atomy uhliku a jednim atomem kysliku (Obrdzek 1).

Mezi flavonoidy mizeme zatadit tyto skupiny sloucenin: flavonoly, flavony, isoflavony,
flavanony, anthokyany a také favanoly. Kazda skupina z vySe uvedenych latek vykazuje
v zivych organismech biologickou aktivitu [9], [10].

Obrdzek 1: Zdkladni struktura flavonoidii [11]
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1.3.4 Anthokyany

Velmi dilezitou a rozsahlou podskupinou flavonoidi jsou anthokyany. Anthokyany jsou
glykosidy  polyhydroxy a  polymethoxy derivati, které jsou odvozené
od 2— fenylbenzopyryliového kationtu, nebo flavylium soli (Obrdzek 2).

V nékteré literatufe se mizeme setkat i s jinym nazvem anthokyant, jsou jinak také
nazyvané anthokyaniny. Jednotlivé rozdily mezi anthokyany jsou dany rtiznou mirou
hydroxylace, mnozstvim, vlastnostmi a polohou pfipojenych kyselin a sacharida [13].

Obrdazek 2: Struktura 2—fenylbenzopyryliového kationtu [12]

Anthokyany jsou rostlinné pigmenty, které jsou rozpustné ve vodé¢, a jejich barva
je nejCastéji Cervena az modra. Barva je dana typem pfitomnych anthokyant, pfitomnosti
dalSich pigmentl a miiZze se ménit pusobenim vnéjSich podminek (teplota, pH, pfitomnost
enzymi).

V rostlinach anthokyany zastavaji nejednu funkci, podileji se na pigmentaci rostliny
a jejich ploda. Dale pusobi jako antioxidanty a odpuzovace hmyzu [13].

1.3.5 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny se déli do dvou hlavnich skupin. Prvni skupina jsou fenolické kyseliny,
které jsou odvozené od kyseliny benzoové, ktera obsahuje sedm atomt uhliku
(Obrazek 3). Druha skupina jsou fenolické kyseliny, které jsou odvozené od kyseliny
skoticové, ktera obsahuje devét atomt uhliku (Obrdzek 4) [16].

Nejcastejsi podoba, ve které se tyto kyseliny vyskytuji je hydroxylova forma, proto
je oznacujeme jako hydroxybenzoové a hydroxyskoficové kyseliny. Nékteré prirodni
fenolické kyseliny se bézné vyskytuji ve stravé, naptiklad kvercetin. Zastoupeny jsou
ve volné formg, ale bézné&jsi jsou vazané formy, nejcastéji estery a amidy [17].

O

OH

Obrazek 3:Kyselina benzoova [14]
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OH

Obrazek 4: Kyselina skoficovd [15]

V rostlindch se mnohem castéji vyskytuji derivaty kyseliny skoficové nez benzoové.
Fenolické kyseliny v rostlinach nalezneme spiSe vazané, zejména na sacharidy, nebo
s kyselinou chinovou, Sikimovou ¢i vinnou. Fenolické latky ve volné formé nalezneme jen
velmi zfidka [16], [17].

1.3.6 Vitaminy

Ovoce obecné obsahuje velké mnozstvi vitamint, které jsou nepostradatelnou soucasti
zdravé vyzivy &lovéka a jejich nedostatek mize vést k vaznym onemocnénim. Cervené
ovoce obsahuje vysoké mnozstvi vitaminu C a fenolickych latek, z nichZ za nejdulezitéjsi
muizeme povazovat anthokyany, které patii mezi hlavni antioxidacni slouceniny. Mezi
dalsi dulezité antioxidanty mizeme zafadit vitamin A a prvky jako mangan, zinek a méd’.
Kromé vitamini A a C se v ¢erveném ovoci nachazi i vitamin B6, vitamin E, vitamin K,
thiamin, riboflavin a niacin.

Jahody a maliny mohou také byt zdrojem esencialnich aminokyselin, které se nachazeji
v seminkach a zrnickach jahod a malin. Pro nase télo maji nutrini vyznam a mohou
ovliviiovat chut jahod a malin [18],[19].

1.4 Jahodnik obecny (Fragaria ananassa)

Jahodnik obecny patii mezi vytrvalé byliny, ale podle jeho velkosti je mizeme fadit i jako
pfechod mezi bylinou a kefem, tzv. polokef. Rostlinu tvofi listy, Slahouny, stvoly
na kterych rostou kvéty a plody. Rostlinu dale tvoti kofenova soustava, ktera rostlinu pevné
drzi v zemi [20].

RozliSovacim znakem mezi riznymi odridami jahod jsou listy. Listy u jahod jsou
rapikaté, maji riznou délku a velikost v zavislosti na odradé. Plody jahodniku jsou jahody.
Kromé plan€ rostoucich lesnich jahod je dnes znamo nékolik desitek az stovek druhu
velkoplodych odrtud jahod [21],[22].

1.4.1 Utinné latky plodii

Fenolické slouceniny, které jsou pfitomné v jahodach podporuji zdravi srdce, maji
protizanétlivé a antikarcinogenni u¢inky. Za zastupce glykosidu v jahodé miZeme uvést
kvercerin a kyselinu ellagovou. Pti dozravani jahody se zafina objevovat zna¢né mnozstvi
kyseliny skoficové a anthokyant, které zptsobuji nasledné zCervenani plodu. Jahody jsou
dobrym zdrojem vlakniny (Tabulka 1) a jsou bohaté na kyselinu listovou, vitamin C,
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riboflavin, vitamin BS5 a B6. Daéle jsou jahody dobrym zdrojem drasliku
a hotciku (Tabulka 2). Samotné jadérka jahod obsahuji Omega -3 mastné kyseliny [22],
[23].

Tabulka 1: Latkové slozeni jahody [22]

Vybrané latky v jahodach Obsah [ %]
Voda 90,9
Proteiny 0,7
Tuky 0,3
Vlaknina 2,0
Sacharidy 5,7
Mineraly, vitaminy 0.4

Tabulka 2: Vybrané prvky v jahoddch [22]

Vybrané minerily v jahodach Obsah [mg-kg!]
Vapnik 160
Zelezo 40
Hor¢ik 130
Fosfor 240
Draslik 1530
Sodik 10

1.5 Ostruzinik malinik (Rubus ideaeus)

Ostruzinik malinik, pfevazné nazyvany jako malinik obecny, je vysoky listnaty opadavy
ket. Malinik dortista vysky az kolem 2 metr. Listy maliniku jsou 3 az 7 Cetné, stfidavé
a jsou lehce chlupaté s jemnymi trny. Kvéty maliniku jsou pravidelné, maji bilou, az lehce
naruzovélou barvu. Malinik kvete v kvétnu az ¢ervenci [20].

Plodem tohoto kefe je malina, coz je souplodi malych peckovic, které se poskladaji
dohromady. Maliniku se dafi v celém mimmém pasu severni polokoule. V dnesni
dobé se v zahradach nejcast€ji péstuji velkoplodé odrudy, kterych jiz bylo vySlechténo pres
nékolik set [21].

1.5.1 Utinné latky plodi
Maliny obsahuji celou fadu latek, u kterych byly prokéazané ptfiznivé ucinky na lidské
zdravi. Maliny muazeme povazovat za bohaty zdroj vitamind a to predev§im
vitaminu A a C. Vitamin A obsazeny v malinach mize byt dobrym lékem proti o¢nim
obtizim, protoze obsahuje zrakovy purpur rhodopsin, ktery se nachazi v sitnici oka
obratlovcti. Maliny miizeme zafadit mezi dobry zdroj vlakniny a sacharidd, ale obsahuji
pouze 1 % bilkovin (Tabulka 3) [24].

Typickou rizovocervenou barvu malin zpusobuji anthokyany. Maliny maji silné
antioxidacni ucinky, jelikoz obsahuji dva velmi silné antioxidanty a to kyselinu gallovou
a kvercetin. Tyto latky vykazuji antikarcinogenni UCinky a pfiznivé pusobi proti
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onemocnénim ob&hového systému. Obsahuji také dulezité mineraly, jako jsou vapnik,
hot¢ik, fosfor, zelezo a draslik (Tabulka 4) [25].

Tabulka 3: Latkové sloZeni maliny [24]

Vybrané latky v malinach Obsah [ %]
Voda 85,7
Proteiny 1,2
Tuky 0,7
Vlaknina 6,5
Sacharidy 54
Mineraly, vitaminy 0,5

Tabulka 4: Vybrané prvky v malindch [25]

Vybrané mineraly v malinach Obsah [mg-kg™]
Vapnik 250
Zelezo 70
Hor¢ik 220
Fosfor 290
Draslik 1510
Sodik 10

1.6 Brusnice boruvka (Vaaccinium myrtillus)

Brusnice bortivka je nizky, na zimu opadavy kef, s malymi drobnymi listy. Dortsta vysky
kolem 50 cm. Listy maji ovalny tvar a na lodyze jsou uspotradany stiidavé. Bortuvka kvete
od dubna do Cervna a jeji kvéty maji bilou barvu [3].

Plodem brusnice bortvky jsou boravky, jsou to fialovomodré drobné kulaté bobule.
Boravky obsahuji (Tabulka 5) velké mnozstvi Cervenofialové §tavy a drobna seminka
uvnitf. Boravky rostou hojné v fidsich lesich, kde tvofi husty a rozsahly porost. Brusnice
bortvka je rozsifena témeér ve vSech ¢astech Evropy. Boravky v nizsich polohach dozravaji
v obdobi od Cervna do zafi, ale ve vySsich polohach je to vzdy pozdéji [3],[20],[21].

1.6.1 Utinné latky plodi
Boravky obsahuji velké mnozstvi sacharidi a daji se povazovat za dobry zdroj
vlakniny(Tabulka 5). Boravky obsahuji prvky, které jsou dulezité pro nas organismus,
napiiklad vépnik, horcik a fosfor (Tabulka 6).

Obecné muzeme plody bortvek oznacit jako ovoce s vysokym obsahem vitaminu C.
Borivku muizeme zaradit mezi potraviny bohaté na polyfenoly. Anthokyany, zelezo
a vitamin C, které jsou spolu pfitomné v boravce, piizniveé ovliviuji krvetvorbu [18], [25].
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Tabulka 5: Latkové sloZeni boruvky [25]

Vybrané latky v borivkach Obsah [ %]
Voda 84,2
Proteiny 0,7
Tuky 0,3
Vlaknina 2.4
Sacharidy 12,1
Mineraly,vitaminy 0,3

Tabulka 6: Vybrané prvky v borivkach [25]

Vybrané mineraly v bortuvkach Obsah [mg-kg!]
Vapnik 60
Zelezo 30
Hor¢ik 60
Fosfor 120
Draslik 770
Sodik 10

1.7 FalSovani ovoce

Slovo falSovani oznaCované také jako falzifikace pochazi z latinského slova , falzum”
a znamena napodobovani. FalSovani potravin je ucelné zhorSeni kvality potravin
vyrobcem, za ucelem zvySeni zisku. Pti falSovani je nejcastéji drazsi surovina nahrazena
levnéjsi, to v nékterych pripadech mize znamenat i zdravotni zavadnost. Muze dojit
k nahrazeni puvodni slozky za alergenni, ktera poté neni uvedena na obalu. Tento krok
je velmi nebezpecCny, jelikoz alergenni slozka muze nékoho ohrozit na zivoté (naptiklad
stopy arasidu v Cokoladé nebo susenkach). Potraviny zfalSované timto zptisobem bohuzel
nelze odhalit pfedem, protoze u vétSiny vyrobki nedochazi k pozorovatelnym zménam
na vzhledu ¢i chuti [26].

U ovocnych vyrobki je nejcastéjsim zpusobem falSovani pridavani cukru, ¢imz dochazi
ke snizeni ovocného podilu. Dalsim zpusobem je nahrazovani drazSich druhG ovoce
levn€j§imi druhy (zejména nahrada malin, borivek a ostruzin jablky) a vydavani §tavy
ziskané nafedénim koncentratu za $tavu, ktera byla ziskana lisovanim z ovoce.

Ovocné s§tavy jsou ze vSech ovocnych vyrobku nejCastéji falSovany. Pii analyzach
ovocnych stav dochazi ke zjisténi, ze podil ovocné slozky uvedeny na obalu se neshoduje
s podilem zji§ténym analyzou.

Dalsi Casto falSované ovocné vyrobky jsou dzemy, dzusy, zelé, cukrovinky, ovocné
sirupy a dien€, kde opét dochazi k nahrazeni drahé suroviny levnéjsi [26].

Anthokyany a jiné fenolické latky Casto slouzi jako ukazatel pravosti pfi analyzach
potravin. Specifické vzorce anthokyant a fenolickych latek umoziu;ji klasifikovat razné
druhy ovoce na zakladé téchto vzorct a dokazi odhalit pridavky levnéjsiho ovoce nebo
plodu se stabilngjsi barvou [26].
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Ve zpracovavaném ovoci a zelening byva Casto prokazana pfitomnost cizorodych latek,
nejCastéji barviv. Barviva se pfidavaji nejcasteji do suSeného ovoce, které susenim ztraci
svoji piirozenou barvu. Méné cCasté jsou piipady piidavanych barviv do kompotd
a marmelad . Déle jsou Casto u konzervované zeleniny a ovoce zji§tény nepovolené
konzervacni latky, nebo prekrocené limity téchto konzervacnich latek.

U plechovkovych kompoti byl zjistén nadlimitni obsah olova a cinu, ktery se uvoliioval
zobalu. Touto problematikou se zabyva statni potravinaiska inspekce (SZPI).
Nedodrzovani pozadavkl ze smémice Evropského parlamentu a Rady 2000/13/ES, ktera
se zabyva oznacovanim zduraznénych slozek, patfi mezi problematiku fal§ovani [27].

1.7.1 Metody detekce falSovani

K detekci falSovani ovocnych vyrobka se v dnesni dob€ vyuzivaji nejmodernéjsi metody,
které jsou zalozené na DNA analyze, nebo fyzikalnich a chemickych parametrech. U DNA
analyzy dochazi k odbéru vzorku z ovocného produktu, na zékladé takto ziskané DNA
identifikujeme druh a odridu ovoce, ze kterého je produkt vyroben. Dal§i metody
pouzivané k odhaleni falSovani mohou byt chromatografické a spektroskopické metody.
Mezi nejcastéji pouzivané metody, které nam pomahaji odhalit pravost produktu fadime
analyzy fyzikalnich a chemickych parametrti, jako jsou hustota, obsah cukrti a kyselin [26].

1.8 Izolace DNA z rostlinné matrice

Zasadni krok pro vSechny molekularné biologické metody je izolace Cisté a neporusené
DNA. V praxi DNA miZzeme izolovat mnoha zpasoby a postupy, ale mezi hlavni kritéria
pfi vybéru postupu jednoznacn€ patii rychlost postupu, druh matrice a cenova
dostupnost [28].

Rostlinné tkané a jejich biochemické slozeni se u riznych rostlinnych druhti vyrazné
lisi. Pouziti jednoho stejného izola¢niho postupu u takto riznorodych rostlinnych druht,
bude mit za nasledek nedostate¢ny vytézek nebo nedosatetnou kvalitu izolované DNA.
I u blizce pribuznych rostlinnych druhi mize stejny postup izolace DNA vést k rozdilné
kvalité izolatd. Izola¢ni postupy mohou zlstat stejné pouze u zivocisné tkané
a mikroorganismu, ale pro kazdy rostlinny druh a rostlinnou tkan musi byt upraveny postup
upraven [29].

Nejveétsi potize pii izolaci DNA zpuasobuji polysacharidy, fenolické latky a proteiny.
Pti rozruseni struktury bunék miize dochazet k navazani téchto latek na DNA, odstranéni
téchto navazanych latek je nezbytné pro izolaci kvalitni DNA.

Polysacharidy pfitomné v izolované DNA jsou velmi nepiijmné a to z davodu,
ze pit PCR reakci inhibuji enzymovou aktivitu DNA polymerdzy a velmi tézko
se odstranuji. Pfitomnosti polysacharidii ve vzorku DNA vznikaji velmi viskozni roztoky,
které se tézko pipetuji [30].

Fenolické latky pfitomné ve vzorku snizuji vytézek a kvalitu izolované DNA.
Pfi naruSeni struktury buriky se z vakuol uvolni polyfenoly, které jsou oxidovany
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oxidasami

a ireverzibiln€ se vazou na nukleové kyseliny. Oxidované formy polyfenolt, které jsou
navazany na nukleové kyseliny, zpisobi hnédé zabarveni a snizi kvalitu izolované
DNA [17], [31].

Proteiny jsou dalsi kontaminanty DNA, které je nutno pii purifikaci odstranit, jelikoz
muze dochazi k degradaci nukleovych kyselin nebo k navazani proteinu na nukleovou
kyselinu. Proteiny lze odstranit pomoci proteaz. DalSim zptsobem pouzivanym
na odstranovani proteind je extrakce smeési fenolu a chloroformu, ktera je nemisitelna
s vodou. Smés je pfidana do prostiedi bunécného lyzatu, kde po promichani dojde
k denaturaci proteinu. Po centrifugaci se vytvori dvé faze. Spodni faze je organicka a horni
je vodna faze, faze jsou od sebe oddeleny rozhranim denaturovaného proteinu. Extrakce
se opakuje do vymizeni denaturovanych proteint z fazového rozhrani [28].

Tyto vySe uvedené latky maji negativni vliv na kvalitu a kvantitu izolované DNA.
Negativni vlivy téchto latek mizeme snizit po pfidani specifickych latek, u izolovanych
polysacharidi pfidavame manitol, sacharosu, glukosu a NaCl s vyssi koncentraci.
U odstrafiovani polyfenolti pouzivame polyvinylpyrrolidon (PVP) a f-mercaptoethanol,
jejich vliv mazeme také snizit tim, ze dame rostlinnou tkan zmrazit, pfed a nebo v pribéhu
homogenizace [28], [32].

1.8.1 Proces extrakce DNA

Extrakce DNA z rostlinné bunky zahrnuje proces odstranéni polysacharidi, fenolickych
slouCenin a naslednou deproteinizaci DNA, jeji srazeni a purifikaci. NejCastéjsi problém
u extrakce DNA nastava v tvorbé komplexi vySe zminénych latek s nukleovymi
kyselinami.

Prvni faze u extrakce genomové DNA spociva v mechanickém naruseni zmrzlé rostlinné
tkané (jaderné 1 bunéné membrany lze rozpoustét i pomoci tenzidd). Tkan
by po celou dobu dezintegrace méla byt zmrazena a to mimo jiné z divodu zamezeni
degradace DNA. Po naruseni bunéénych stén nasleduje i naruseni buné€nych membran
pomoci detergentt, aby se DNA uvolnila do extrak¢niho pufru.

V prabéhu procesu extrakce je DNA chranéna pied pusobenim endogennich nukleas
a to pritomnosti disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) v extrakénim
pufru. EDTA ma schopnost na sebe navazovat hotecnaté ionty, které jsou nezbytnym
kofaktorem pro vétSinu endonukleaz. K deproteinizaci se pouzivaji organické slouceniny
nejcastéji fenol a chloroform. Pfi deproteinizaci DNA je nutné zachovat pH 8 a vyssi,
protoze se DNA extrahuje do organické faze [33].

1.8.1.1 Uchova vzorkii

Na izolaci DNA je nejvhodnéjsi Cerstvy a mlady rostlinny material, ktery je bez znamek
poskozeni od Skiidct a ktery je mozné kratkodobé skladovat pfi teploté 4 °C bez poskozeni
DNA. Starsi rostlinné materialy nejsou vhodné na izolaci DNA z divodu nastfadani
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velkého mnozstvi sekundarnich metabolitd. Faktory jako je zdroj a stafi rostlinného
materialu maji vliv na kvalitu a koncentraci izolované DNA [35].

Mladé a zdravé rostliny, predevsim jejich nové vyhnané a opadané listy jsou idealnim
zdrojem pro izolaci kvalitativné 1 kvantitativné dobré DNA, diky velkému poctu bunek
a nizkému ukladani skrobu a sekundarnich metaboliti. Horsi kvalitu a koncentraci bude
mit DNA, ktera byla izolovana ze zralych plodd, a to kvili vysoké koncentraci polyfenol,
polysacharida a dalSich sekundarnich metabolitt. [34]

Rostlinny material, ktery je urCen pro izolaci DNA musi byt skladovan pfi velmi nizkych
teplotach, cca —18 °C, nebo pii —80 °C. V néekterych piipadech neni mozné vzorky ihned
zchladit, napfiklad pfi pfevozu ze vzdalenéjSich oblasti a proto se musi uchovavat
v roztoku nasyceného pufru nebo v susené formé na silika gelu, kde musime zabranit
kontaminaci vlivem vlhkosti [35].

1.8.1.2 Homogenizace rostlinné tkané
Dukladna homogenizace je dilezitym krokem, pfi krém dochazi k narusovani bunécné
stény a souCasné se snizuje viskozita smési, ktera je zptisobena sloueninami s vysokou
molekulovou hmotnosti (naptiklad polysacharidy).

Nejznaméj§i metoda homogenizace je fyzické rozruseni bun€k pomoci hmozdife
a tlouCku nebo michani se sklenénymi kulickami, kde dochazi k poruseni bunécné stény.
Mezi jedny z neucinnéjSich metod se fadi homogenizace v tekutém dusiku, coz je rychla
metoda pouzitelna pro rizné druhy tkani. Nevyhodou této metody jsou vysoké naklady
na skladovani tekutého dusiku [36], [37].

1.8.1.3 Lyze bunék

Krokem nasledujicim po homogenizaci rostlinné tkané je lyze bun€k pomoci detergentt
nebo fyzikalné-chemickymi postupy. Timto krokem se uvolni geneticky material obsazeny
v burice do roztoku [36].

Bunéné membrany jsou rozruSeny a piitomné proteiny denaturuji piidavkem
detergentt, kterymi jsou nejcastéji SDS (dodecylsulfat sodny) nebo sarcosyl. Latky jako
NP-40 (nonyl fenoxypolyethoxylethanolu), nam umoziluji rozpustit bunéénou membranu
a piitom zachovat membranu jadernou, coz je jeden ze zpusobu jak mizeme separovat
jadernou DNA od DNA plazmidové [36], [37].

1.8.1.4 Odstranéni kontaminujicich latek

Izolaci dostate¢né kvalitni DNA z vysSich rostlin komplikuje pfitomnost sekundarnich
metabolitt, jako jsou alkaloidy, flavonoidy a také taniny, které negativné ovliviiuji Cistotu
a koncentraci DNA. Mezi dalsi kontaminanty pfi izolaci DNA patii RNA, polysacharidy,
proteiny a polyfenoly. Béhem lyze bunék se z vakuol vyplavuji fenolické latky, které jsou
oxidovany bunécnymi oxidasami. Tyto oxidované polyfenoly zplisobuji nevratné
interakce s nukleovymi kyselinami, které se navenek projevuji zhnédnutim izolati DNA.
Uvedené interakce muzeme eliminovat tim, Ze bunéCnou tkan béhem homogenizace
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zmrazime nebo pouzijeme antioxidanty, které pusobi jako adsorbenty fenolickych latek.
Antioxidanty vytvaii s polyfenoly slouCeniny, coz nam umozni jejich oddéleni od DNA
a tedy snizeni jejich koncentrace v produktu [36].

Nejcastéji se za timto uCelem vyuziva polyvinyl pyrollidon (PVP), polyvinyl
polypyrollidon (PVPP) a B-merkaptoethanol. Dalsi nepfijemnou latkou béhem izolace
DNA jsou polysacharidy, které se rady s DNA srazi a tim zvySuji viskozitu homogenatu
a falesn€ zvySuji mnozstvi izolované DNA. Nukleové kyseliny s vysokym obsahem
polysacharida zGstavaji ¢asto nalepené v jamce béhem gelové elektroforézy [32].

Musime brat v uvahu, ze DNA a RNA maji velice podobné vlastnosti, smés téchto dvou
nukleovych kyselin se ziskdva velice snadno. RNA lze odstranit pomémé jednoduse
a to pifidanim enzymu ribonukleazy, ktera specificky $t€pi RNA na smeés oligosacharidd,
aniz by n¢jak narusila molekulu DNA. Dalsi zptisob odstranéni RNA muze byt pomoci
pankreatické RNazy nebo chloridem lithnym [37].

Struktura proteinti se da chemicky rozru$it pomoci B-merkatoethanolu nebo pomoci
SDS (dodecylsulfat sodny), proto se tyto latky pouzivaji pfi odstraiiovani proteinu
z DNA. Proteiny je mozné odstranit 1 jinymi latkami, napt. fenolem i chloroformem, ale
pii pouziti téchto latek dochazi ke znacnym ztratam DNA. Lipidy je vhodné vyextrahovat
pted izolaci DNA z rostlinnych materiali bohatych na tuky (napfiklad olejnata semena).
Lipidy tvofi nad homogenatem vrstvu tuku, kterd zabrafiuje odebirani supernatantu
a zpusobuje potize pii dal$im zpracovavanim vzorku [36], [37].

1.8.2 Purifikace DNA

Purifikaci rozumime precisténi nukleovych kyselin, tedy odstranéni veskerych
nezadoucich kontaminantd z daného vzorku DNA. Pomoci purifikace se snazime ziskat
nukleovou kyselinu v ur€itém mnozstvi a o pozadované Cistote, jelikoz kvalita DNA urcuje
uspésnost navazujicich postupti a metod [28].

Precistovaci metody mohou byt zalozené na vysolovani DNA z roztoku, ¢i oddélovani
smesi centrifugovanim nebo na iontoméni¢ové chromatografii. Izola¢ni a precistovaci
postupy u nukelovych kyselin jsou ve vySe uvedenych pfipadech a v mnoha bodech stejné,
nebo se znacné prekryvaji [28], [29], [30].

1.8.2.1 Pevné nosice- silika kolonky
Princip izolace na kolonkéch je zalozen na zaklad€ selektivni vazby DNA nebo RNA
o urcité délce na vrstvu drceného borosilikatového skla, které se nachazi mezi dvéma
fritami na kolonce. Tato metoda je pomérné stara a vyuziva adsorpci na silikatovy povrch.
Kdyz se ohlédneme do historie, z pocatku byly vyuzivany pfirodni materidly jako
je kiemelina, dnes se vyuziva synteticky pripraveny silikagel [38].

Metoda je zalozena na pomérné vysoké adsorpci DNA na silikat, je pomérné rychla
a jednoducha. Pridavkem vysoké koncentrace chaotropnich soli dojde pfi vhodném pH
k rozbiti vodikovych mastki mezi molekulami vody a povrchem silikatu.
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Na dehydratovany silikat se poté mohou navazat vysoko afinitni fosfatové skupiny DNA.
Pfi opakovaném promyvani se odstrani kontaminujici slozky. DNA se ze silikatovych
kuli¢ek vymyje pufrem s nizkym obsahem soli nebo, pomoci destilované vody.

Silikagel mazeme vyuzivat k separaci nejruznéjSich latek, od jedovatych plynu, pies
kovové ionty az po proteiny a nukleové kyseliny. Silikagel je silné polarni a proto
adsorbuje také polarni slouceniny. Polarni charakter silikagelu mize byt snizen napojenim
nepolarnich skupin. Pfi navazani chelatacnich skupin na silikagel, mtizeme takto upraveny
silikagel pouzivat k separaci proteini. Mezi vyhody silikagelu patii jeho vlastnosti,
je nehotflavy, neni toxicky, je stabilni a je nereaktivni.  Silika kolonky maji,
ale 1jisté nevyhody, silikagel je stabilni pouze jen v rozmezi pH 3 az 7,5. Po modern¢jsich
upravach téchto kolon je mozné dosahnout az rozpéti pH 2 az 10. Nizké pH zpusobuje
hydrologicke §tépeni organického ligandu, naopak vyssi pH vede k rozpusténi silikagelu.
Stabilita castic je tedy omezena na 60 °C. Tepelné omezeni ma hlavné vyznam
pfi separaci silnych kyselin nebo naopak silné¢ bazickych latek, kde se namisto SiO2
pouzivaji kolony na bazi ZrO [38].

1.8.2.2 Magnetické nosice

K separaci nukleovych kyselin miizeme vyuzit magnetické Castice (Obrazek 5), na které
se nevratné navaze DNA. Po navazani DNA na magnetické ¢astice se kulicky pomoci
magnetu oddéli od zbytku roztoku, ktery obsahuje kontaminujici latky.

Purifikovana DNA se z nich uvolni po promyvani, nejcastéji pomoci ethanolu. Jadro
téchto magnetickych ¢astic je nejcastéji tvofeno magnetitem nebo maghemitem, ale mize
byt tvofeno i1 drahymi kovy, napt. zlatem. Magneticka separace je vhodna k automatizaci
a pouzivame ji tehdy, pokud chceme zpracovat vétsi pocet vzorkd. Vytézky a Cistota
purifikované DNA jsou srovnatelné¢ se silikdtovou extrakci, je ale mozné ziskat
1 koncentrovanéj§i DNA a to v menSim mnozstvi roztoku [39], [40].

>
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Magnetické /‘d
jadro ‘ 1 ,UVL.ﬂ
Polymerni vrstva /\%
Organické raménko

Funk&ni molekula (ligand)/

Obrazek 5:Magneticka castice [41]

1.9 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Cistota izolované DNA se da stanovit pomoci spektrofotometrického méfeni absorbance
v UV Ccasti spektra, v rozsahu vlnovych délek 220 az 320 nm. DNA mé maximalni
absorbanci pfi 260 nm a pti této vinové délce 1ze také stanovit jeji koncentraci. Tato
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koncentrace muze byt nadhodnocena pfitomnosti RNA, ktera by méla byt odstranéna
srazenim pii samotné izolaci DNA [42].

Vzorek mize také obsahovat jiné kontaminanty, a to zbytky bilkovin, jejichZ absorbance
je maximalni pfi 280 nm. Z poméru hodnot A260 nm/A280 nm 1ze zjistit, jakou mé vzorek
&istotu. Kontaminaci RNA a proteiny dokazeme zjistit z tohoto poméru. Cista dsDNA ma
pomeér hodnot A260 nm/A280 nm v rozmezi 1,85—1,88. Pii znecisténi RNA bude tento pomeér
zvySeny a pii kontaminaci bilkovinami bude snizeny. Pomér hodnot A260 nm/A230 nm je
jemnym indikatorem latek, které absorbuji pfi 230 nm. Mezi takové latky patii chaotropni
soli, EDTA, proteiny a fenol. Pomér hodnot A260 nm/A230 nm nabyva u €isté dsDNA asi 1,8
[35], [43].

1.10 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce je velmi citliva metoda, kterd umoziuje amplifikovat
specificky usek nukleovych kyselin pomoci enzymu DNA-polymerazy. Jeji specificnost
je urCena pouzitim dvou vychozich oligonukleotidovych jednotek (primerit), které
se komplementarné¢ hybridizuji na obou vlaknech DNA a ohranicuji cilovy usek.
Vyslednymi produkty PCR (polymerase chain reaction) jsou amplikony, coz jsou useky
DNA o definované délce [28].

Velikost téchto produkta jsou obvykle desitky az tisice part bazi. Spravny prubéh PCR
je kontrolovan pomoci systému negativnich (tato kontrola se pouziva pro sledovani
kontaminace PCR komponentll) a pozitivnich kontrol (tato kontrola sleduje funkcnost
vSech slozek reakce). Amplikony mohou byt analyzovat pomoci metod jako
je hybridizace, ELISA nebo sekven¢ni analyza. K rozdéleni DNA fragmentt se vyuziva
gelova elektroforéza (ELFO), z divodu jeji jednoduchosti a spolehlivosti.

Nukleové kyseliny maji konstantni pomér velikosti a naboje, protoze jednotlivé
nukleotidy maji stejnou hmotnost a v zasaditém prostiedi negativni naboj. NejCastéji
se pouziva gel agarosovy nebo polyakrylamidovy a fragmenty DNA se v gelu déli
na zaklad¢ velikosti molekul (molekulova sita). Podle velikosti amplikona volime rdznou
koncentraci agarosy v gelu, nej¢asté&ji se pouziva 1-1,5 % gel.

PCR muzeme rozdélit do tii zakladnich kroku [28],[32].

Denaturace dvouretézcovych molekul DNA
Dochéazi k zahtati asi na 95 °C, v tomto kroku dochézi i k pferuseni vodikovych vazeb,

diky kterym drzi ob& vlakna pohromadé. Dojde k rozdéleni dvouvlaknové DNA
na jednovlaknovou [44].

Nasedani primerit na oddélené fetézce DNA
V tomto kroku dojde ke sniZeni teploty cca na 50-60 °C. Dojde k navazani primeru

na komplementarni sekvence DNA a k vytvoreni vodikovych mustkd..
Teplota a délka procesu (15-60 s) se odviji od délky a sekvenci primeru [44].
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Elongace
Dochazi ke zvySeni teploty na 72 °C, protoze tato teplota je idedlni pro aktivitu DNA

polymerazy. V tomto kroku DNA polymeraza nasedne na hybridizovany primer a k jeho
3¢ konci navaze dalsi nukleotidy Timto krokem dojde k prolouzeni primeru a tvorbé
nového komplementarniho fetézce DNA. . Délka elongace zavisi na pozadované délce
cilové DNA, ¢im delsi je cilova sekvence, tim déle proces trva.

Cyklickym opakovanim téchto krokii se miize vytvorit az jedna miliarda kopii daného
useku cilové molekuly. Jestlize by PCR méla 100 % ucinnost, z jedné molekuly
by vzniklo 2 n molekul (kde n = pocCet cykltr), v praxi se bézné vyuziva 20 az 40 cykla [44].

1.10.1 Komponenty pro PCR

V reak¢ni smési PCR se setkame s nasledujicimi slozkami:

Matrice DNA (DNA templdt)
Matrice je makromolekula DNA, obsahujici cilova mista pro primery, podle které

se komplementarné syntetizuji nové fetézce DNA. Pouzita DNA muze byt z jakéhokoliv
zdroje, genomicka, komplementarni ¢i plazmidova. V zavislosti na druhu pouzité DNA
se odviji jeji potfebné mnozstvi do PCR smési [45], [46].

DNA polymerdaza
DNA polymeraza je enzym, ktery katalyzuje syntézu nové DNA. Ke katalyze se nej¢astéji

vyuzivaji termostabilni polymerdzy, napt. Taq DNA-polymerdza izolovana
z mikroorganismu Thermus aquaticus. Termostabilita DNA polymerazy je pomérné
vysoka,polocas rozpadu je asi 40 minut pii 95 °C [45], [46].

Primery
Pokud zname nékteré informace o sekvencich, mizeme pouzit metodu PCR, protoze

sekvence a kombinace primert ve vétSiné pripadd urcuji tspésnost testu. Pokud je nam
znama sekvence, kterd ma byt amplifikovana, musime zvolit vhodné primery, které budou
spliiovat nékolik zakladnich pravidel. Jejich vybér je pomémé snadny vzhledem
ke znaCnému mnozstvi vypocetnich nastroji pro navrh primera (napi. Genebank nebo
vypocetni program Primer3). Pokud neni sekvence znama, je vybér primerd mnohem
obtizné&jsi, ale stale je mozné pouziti degenerovanych primert [42] [44].

PCR primer je kratky oligonukleotid, ktery je specialné navrzen tak, aby byl
komplementarni s koncovou sekvenci cilového amplikonu. Primery jsou vétSinou dlouhé
15-25 nukleotidi a musi mit vyvazeny obsah G/C a A/T paru (pfiblizné 50-60 %).
Od sekvence primeru se dale odviji teplota tani primeru (Tm). Teplotou tani se rozumi
teplota, pii které je polovina molekul vazana na komplementarni sekvenci a druha polovina
vazana neni. Teplotu tani zvysuje pfitomnost vodikovych mustkd, mezi parem bazi A a T
jsou dvé& vodikové vazby, zatimco u paru bazi G a C jsou tii. Cim vice je tedy piitomno
G, C part bazi, tim vyssi je potiebna teplota k disociaci primert od cilové DNA.
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Pribéh PCR mize byt ovlivnén i sekvenci primert. Nukleotidové sekvence primert
by neméli mit komplementarni baze a to zejména na 3’konci, protoze jinak by primery
prednostné nasedaly vzajemné na sebe a vznikaly by dimery primert. Dalsi problém, ktery
muZe nastat u sekvence primert je tzv. vlasenka.

Vlasenka vznika pokud jsou na primeru dva vzajemné se dopliujici segmenty, které
zacnou nasedat na sebe, misto na cilovou DNA. V takovém ptipadé dojde ke sklopeni
primeru, ¢imz vznikne vlasenkova struktura [44].

3’-deoxynukleotid-5-trifosfdty (ANTP)
dATP, dCTP, dGTP a dTTP je smés nukleotidi, ktera tvoii zakladni stavebni kameny pro
nové feteézce DNA. Do PCR smési jsou obvykle pfidavany v malych mnozstvich,
za ucelem optimalni zacleni baze.

Doporucena koncetrace je 0,2 mM, pfi vysSich koncentracich by dNTP mohlo inhibovat
PCR, jelikoz vyvazuji hote¢naté ionty [45], [46].
Horecnaté ionty
DNA polymeraza pro svou aktivitu nezbytné potfebuje hofecnaté ionty, protoze béhem
PCR umoziuji vclenéni dNTP. Aktivni misto DNA-polymerazy katalyzuje tvorbu
fosfodiesterové vazby mezi fosfatovou skupinou dNTP a 3’koncem primeru. Hofe¢naté
ionty se v PCR smési vyskytuji ve formé chloridu horec¢natého a dale napomahaji vzniku
komplexu primeru a templatu DNA [45].

Pfi nizké koncentraci hotfecnatych iontt dochazi ke snizeni aktivity DNA-polymerazy
s ¢imz je spojené 1 malé mnozstvi specifického produktu. Naopak vysoka koncentrace
zpusobuje zvySenou stabilitu komplexu primer-templat, kdy poté dochazi k amplifikaci
nespecifickych produkti a $patnému zaclenéni dNTP, coz zpusobuje vys§i mnozstvi
replikacnich chyb [45], [46].

Voda
Pouziva se na doplnéni reakcni smési pro PCR a fedéni vzorki na pozadovanou

koncentraci. Pro tuto metodu je nejvhodnéjsi voda o odporu 18 mQ [45], [46].

Pufr pro PCR
Pufr vytvari vhodné prostiedi pro aktivitu DNA-polymerazy, idealni pH pufru se pohybuje
v rozmezi 8,0 az 9,5 a je stabilizovan pomoci tris-HCl. V pufru jsou pfitomny draselné
1 hotecnaté ionty a to v podobé chloridu draselného a chloridu hote¢natého. Draselné ionty
podporuji hybridizaci primert.

Pufr vétSinou dale obsahuje pomocné latky, jako je napiiklad acetamid, albumin, ¢i
betain. Latky tohoto charakteru zlepsuji prubéh reakce a stabilizuji DNA-polymerazu [45],
[46].

1.10.2 Cyclery

Cyclery jsou fizené stroje, které umoziiuji automatizaci PCR a v soucasné dob¢ jsou
nejvhodnéj§imi pfistroji pro provadéni PCR v laboratofi, z divodu jejich velikosti
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a rychlosti Maji uzivatelsky nastavitelné, teplotné fizené bloky, diky kterym je zajisténo
rovnomeérné nastaveni teplot a vysoka reprodukovatelnost [28], [32].

1.11 Polymerazova retézova reakce v realném case (QPCR)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce je metoda zalozena na stejném principu jako
klasicka PCR, tento typ PCR nam vsak umoziiuje sledovat pribéh reakce v realném Case.
Fluorescen¢ni zafeni a jeho intenzita je méfena v prubéhu kazdého cyklu a je tedy piimo
umérnd mnozstvi amplikonu pfitomného v reakéni smeési [28].

Fluorescen¢ni signal muze byt vytvoren nékolika zptsoby a to bud pfidanim
interkalacniho fluorescencniho barviva, pomoci fluorogennich sond nebo fluorescencné
znaenymi primery. Pfidané interkala¢ni barvivo volné v roztoku emituje svétlo,
ale emise je vyrazné slabsi, nez kdyz je navazané na dvouretézcovou DNA. V prubéhu
PCR se zvySuje mnozstvi noveé nasyntetizované DNA, na kterou se vaze fluorofor,
coz muze byt napt. barvivo SYBR GREEN. Pouze pii elongaci nam vznika nova
dvouretézcova DNA, kde barvivo interkaluje do dvoufetézcové DNA a dochazi k emisi
fluorescence [44].

V prabéhu denaturace a pfi nasedani primert je vétSina DNA jednofetézcova,
coz znamena, ze barvivo zastava volné v roztoku, kde fluoreskuje mnohem méné. Barvivo
SYBER GREEN I. ma nevyhodu v tom, ze jeho intenzita fluorescence roste v pfitomnosti
jakékoliv dvousroubovice DNA a nedokaze rozlisit riizné sekvence. V tomto pfipadé pfi
vzniku dimerd primert nespecifickych produkti dochazi k nadhodnoceni vysledné
koncentrace DNA [28].

1.11.1 Kvantifikace

Ke kvantifikaci se u Real Time PCR pouzivaji metody genové exprese, relativni
a absolutni kvantifikace.

Pomoci relativni kvantifikace mizeme analyzovat zmény genové exprese vzorku
ve srovnani s refereCnim vzorkem (naptiklad pozitivni kontrola).

Pti absolutni kvantifikaci vyuzivame kiivku se standardy o ndm znamé koncentraci.
Vzorky o neznamé koncentraci jsou porovnavany se standardy, u kterych koncentraci
zname a kocentrace se zjisti pomoci interpolace [47].

1.11.2 Vysokorozlisovaci analyza krivek tani (HRM-analyza)

Tato metoda se pouziva pro analyzu PCR amplikoni, je velmi citliva, rychla, pfesna
a finaCné€ nenarocna technika. V piitomnosti interkalacniho barviva, které emituje pfi
navazani na dvousroubocici DNA signal, dochazi k amplifikaci cilovych sekvenci DNA.
Pti teploté Tm, coz je teplota tani, je uz polovina part bazi disociovana [48].

Pti postupné denaturaci amplifikované DNA dochazi ke snizeni fluorescencniho zateni.
Kfivku tani tvofi graf zavislosti relativni intenzity fluorescence na teploté.
U DNA s odlisnymi sekvencemi je mozné kfivky tani rozlisit na zakladé rozdilnych tvart.
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Citlivost této metody by méla rozpoznat i amplikony, které se lisi pouze v jedné jediné
dvojici bazi [48].

1.12 Elektroforeza
Elektroforéza se vyuziva k separaci makromolekul a vyuziva schopnosti nabitych ¢astic
pohybovat se v elektrickém poli. Rychlost pohybu ¢astic je zavisla na velikosti celkového
povrchového naboje, velikosti, koncentraci v roztoku a také na tvaru.

DNA je zaporné nabita, diky pfitomnosti fosfatovych skupin, které jsou hlavnim
nositelem naboje nukleovych kyselin. V ptipad¢ elektroforézy se DNA v elektrickém poli
pohybuje od zaporné elektrody smérem ke kladné [28].

1.12.1 Gelova elektroforéza
Agarozova gelova elektroforéza je jedna z nejCastéjSich a nejucinnéjSich zpusobu
na vyhodnocovani produkti PCR. Tato metoda je schopna oddélit DNA fragmenty
raznych velikosti. Agardza je linearni polysacharid, ktery se izoluje z moiskych fas.
Strukturu agarozy tvori galaktézové podjednotky (L- a D- galaktozy), které jsou spojené
glykosidickou vazbou.

Béhem tuhnuti gelu se agardzové polymery kovatelné spojuji a zaCnou tvofit pory
o velikosti, ktera je dana koncentraci gelu. Obecné muizeme fici, Ze ¢im hustsi gel,

tim mensi je velikost pord. Agardza se dodava v praskové formé a rozvaiuje se v TBE
pufru (tris-base, kyselina borita, EDTA) [28].

1.13 Spektrofotometrické stanoveni fenolickych latek a flavonoidi
Metody pro stanoveni celkovych fenolickych latek jsou obvykle zalozeny
na oxidacné-redukEnich vlastnostech, protoze fenolické latky funguji jako redukéni
¢inidla. Mezi nejpouzivanéj§i metody pro stanoveni celkovych fenolickych latek
je spektrofotometrické stanoveni podle Folin-Ciocalteua (FCM). Dalsi metody
pro stanoveni obsahu fenolickych latek je metoda podle Price a Butlera (PBM), ktera
vyuziva aminoantipyrinu (AAPM) a nebo metoda redukce médi (CUPRAC).

Jednotlivé fenolické latky se stanovuji nejCastéji za pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie na reverzni fazi. Jako detektory muzeme pouzit UV-VIS detekci, nebo
detekci diodovym polem (DAD) a hmotnostni detekci (MS) [49].

1.13.1 Metoda FCM

Metoda podle Folin-Ciocalteuava ma pouzitelnost pro rizné typy vzorka (ovocné §tavy
a extrakty) a je pomérn€ jednoducha a levna. Folin-Ciocalteuavo ¢inidlo je Ciry roztok
zluté barvy, ktery je pfipraveny z wolframanu sodného, molybdenanu sodného,
koncentrované kyseliny chlorovodikové, kyseliny fosfore¢né, siranu lithného
a destilované vody [50].
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Fenolické latky oxiduji komplex fosfowolframatufosfomolybdenatu, za vzniku
modrych produkti reakce, jejichz mnozstvi je pfimo umémné piitomnym fenolickym
latkam. FCM Ccinidlo reaguje s pomémé Sirokou Skalou sloucenin, proto bude absorpcni
pik Siroky a pro analyzu lze pouzit §iroky rozsah vinovych délek. NejCasteji pouzivané
vlnové délky pro analyzu jsou 750 nm, 760 nm a 765 nm. Kalibracni kiivka se tvori
pomoci piitomnosti kyseliny gallové. Vysledek stanoveni koncentrace fenolickych latek
se pak vyjadiuje jako ekvivalent kyseliny gallové [50].

1.13.2 Metoda PBM

U této metody se k vzorku piidava hexakyanozelezitan draselny spolu s chloridem
zelezitym. Pfi tomto kroku reakce dochédzi soucasné k oxidaci fenolatového aniontu
na radikal a k redukci hexakyanozelezitanu na hexykaynozeleznatan.

Plvodni zelena barva smeési se touto reakci méni na modrou, diky vzniku Berlinské
modrfi. Absorbance je métfena pii vinové délce 720 nm a jako standard se pouziva kyselina
gallova. Vysledek stanoveni koncentrace fenolickych latek se vyjadiuje jako ekvivalent
kyseliny gallové [50].

1.13.3 Metoda AAPM

Tato metoda se li§i od predchozich dvou v pribéhu reakéniho mechanismu. V této
metod€ dochazi k tvorbé komplexu mezi fenolickymi latkami a 4-aminoantipyrinem
v pfitomnosti oxidacniho Cinidla. Vysledkem reakce je barevny komplex, ktery ma
chininovou strukturu, proto je tato reakce omezena jen na fenolické latky, které maji
schopnost tvofit tyto struktury [50].

Absorbanci barevného komplexu méfime pii vinové délce 470 nm a jako standard
se pouziva kyselina gallova. Vysledky stanoveni koncentrace se uvadeji jako ekvivalent
kyseliny gallové [50].

1.13.4 Metoda CUPRAC

Metoda spociva v redukci Cu®* ionti na ionty Cu® v prostfedi hydroethanolu, pii
neutralnim prostfedi a v pfitomnosti ¢inidla neocuproinu (2,9-dimethyl-1,10fenantrolin).
Neocuproin tvofi s méd’natymi ionty barevné komplexy, absorbance téchto barevnych
komplext je méfena pii vinové délce 450 nm.

Jako standard se pouziva kyselina gallova nebo tfislova. Vysledky jsou nasledné
vyjadreny jako ekvivalent piislusné kyseliny. Metoda CUPRAC je cca 1,5% citlivéjsi nez
metoda FCM [50].

1.14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Perfomance Liquid
Chromatography) je chromatograficka metoda pouzivana k oddélovani slozek smési.
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HPLC nam poskytuje rychlou a a¢innou sepraci s piesnou kvantifikaci rozdélenych
latek. Muze byt aplikovana na Siroké spektrum latek. Ostatni separacni metody nedosahuji
takové presnosti a citlivosti.

V soucasnosti je HPLC jedna znejpouzivanéjSich separacnich metod, protoze
je CasteCné automatizovana, ma vysokou rychlost analyzy vzorku a nespotiebovava tolik
vzorku k analyze [51], [52].

1.14.1 Princip

Separacni proces chromatografie je zalozeny na rozdéleni vzorku mezi dvé nemisitelné
faze (mobilni a stacionarni). Podle afinity k jednotlivym fazim se molekuly vzorku rozdeéli.
Zakladni zapojeni kapalinové chromatografie znazoriuje (Obrazek 6). Dé€leni je zaloZeno
na polarni interakci analyti se stacionarni fazi. Kolona je naplnéna neupravenou
mhhrozpoustédla jsou postupné z organické mobilni faze uvoliiovany latky, které jsou
pevné navazany na stacionarni fazi kolony [51].

K zajisténi dostateCného prutoku mobilni faze pres velmi malé Castice, kterymi
je naplnéna kolona musi vysokotlaké Cerpadlo vyvinout dostatecny tlak (az 40 Mpa).
Zaroven musi pusobit i konstantni nizky pratok, aby nedoslo k tlakovym a objemovym
razim a kolisanim.

HPLC muzeme rozliSovat na zakladné€ druhu fazi, na normalni ¢i reverzni. U revezmiho
systému je stacionarni faze méné polarni nez mobilni faze. Na zakladé tohoto rozdéleni
musime pfii analyze vzorku volit spravny typ kolony a vhodné rozpoustédlo.

Nejcastéji pouzivanym detektorem je UV-VIS detektor pro meétfeni absorbance
ve viditelné a ultrafialové oblasti. Podminkou pouziti tohoto detektoru je schopnost
analytt, které vychazeji z kolony absorbovat svétlo o urcité vinové délce. DalSim
spektrofotometrickym detektorem muize byt detektor s diodovym polem (DAD - Diode
Array Detector), ktery umoziiuje promefeni rozdélenych latek pfi vice vinovych délkach
nebo v uplné celém spektru. V dneSni dob& se vSak nejvice pouziva spojeni HPLC
s hmotnostnim spektrometrem. Kapalinovou chromatografii miizeme stanovit Irizné typy
latek, jako jsou aminokyseliny, sacharidy, lipidy, zbytky 1éka, pfirodni a synteticka
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Obrdzek 6: Zapojeni kapalinové chromatografie [53]

1.14.2 Charakteristika procesu HPLC

Retecni Cas je Cas, ktery se analyt zdrzi v separacni koloné (od néastfiku az po dosazeni
maxima elucni kiivky). Objem mobilni faze, ktery je potfebny k eluci se nazyva retecni
objem a muzeme jej popsat jako ¢asovou nebo objemovou zavislost.

Grafické znazornéni chromatografickych pikt frakci (Obrazek 7), které vychazeji pres
detektor z kolony. Jednotlivé frakce jsou charakterizovany polohou piku na ¢asové ose
chromatogramu (retenc¢ni/elucni Cas). Vyska piku je dand odezvou detektoru a udava
koncentraci dané latky [52].
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Obrdzek 7: Chromatogram HPLC (mraZené maliny, malinovy koncentrdt, malinové pyré) [54]
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2. CILPRACE

1. Vypracovani literarni reSerse

2. Izolace DNA z vybranych potravin a jeji analyza pomoci multiplex PCR

3. Extrakce vybranych rostlinnych metabolitd z potravin a jejich charakterizace pomoci
instrumentalnich metod

4. Vyhodnoceni a diskuze vysledka
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
Bio piikrm jablko, jahody, maliny 190 g

SloZzeni: 83 hm. % jablko, 10 hm. % jahody, 5 hm. % maliny, 2 hm. % boravky,
kyselina askorbova

Datum spotieby: od ukonceného 5. mésice véku
Energeticka hodnota na 100 g vyrobku: 230 kJ/55 kcal

Babylove bio ovocné pyré jablko jahoda, borivka 100 g
SloZeni: 76 hm. % jable¢né pyré, 19 hm. % jahodové pyré, 5 hm. % bortuvkové pyre,

kyselina askorbova
Datum spotieby: od 1 roku véku
Energeticka hodnota na 100 g vyrobku: 224 kJ/53 kcal

Ovocny materidl
Jahody, maliny i boravky byly zakoupeny v Cerstvé formé v obchodé€. Ovocny material

byl skladovan v mraznicce pii teploté —18 °C.

3.2 Chemikalie

e izolatni kit Eligene Plant DNA, Elisabeth Pharmacon, CR

e PCR 2x SYTO-9, Master Mix, Top-Bio

e PCR ultra H20, Top-Bio

e primery (sekvence viz Tabulka ...., Elisabeth Pharmacon spol., CR)
e cthylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), Serva, Némecko
e tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze), Serva, Némecko
e kyselina borita, Penta, CR

e agaroza pro rutinni pouziti, Sigma — Aldrich, USA

e DNA standard 100 bp zebiicek, Malamité, CR

e (GelRed Nucleic Acid Stain, Midori Green,Biotium

e nanaseci pufr Yellow load a Red Load, TopBio

e methanol, Penta, CR

e destilovana voda, FCH VUT, Brno, CR

e pektinaza ze Sigmy

3.3 Pristroje a vybaveni

e centrifuga Z216 MK, Hermle, Germany

e Combi-spin FVL-2400N Mini centrifuge, Biosan
e Minilncubator, Labnet, USA

e vahy KERN 440-33N, 200 digitalni
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e RotorGene-6000, Corbett Research, UK

e LightCycler® Nano Instrument (Roche, Basel, Svycarsko)

e Biosan DNA/RNA UV-CLEANER UV/T-AR

e NanoDrop Spectrophotometer 2000, TermoFisher, USA

e zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro Power Supplies 300 V, Labnet
International, Woodbridge, USA

o clektroforetické vany,Owl Separation systems, Inc., USA

e Azure Imager c600, Azure biosystem

e PS 0200, Ultrasonic Compact Cleaner

e mikrozkumavky Eppendorf

e Lyofilizator FreeZone Triad, Labconco

e lednice, mrazak

e laboratorni sklo

e dalsi laboratorni pomucky (Spicky, bunicina, pinzety, skalpel...)

3.4 1zolace DNA z rostlinného materialu

3.4.1 Pracovni postupy

Izolace byla provedena podle ptilozeného navodu u izolac¢niho kitu EliGene® Plant DNA
Isolation Kit.

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo navazeno 0,2 g homogeniza¢niho pisku a 0,05 g
vzorku. Pomoci homogeniza¢ni Spachtle byl vzorek rozmélnén a bylo pfidano 450 pl
roztoku P1. Obsah zkumavky byl kratce promichan.

Bylo pfipipetovano 50 pl roztoku P2, obsah zkumavky byl kratce zvortexovan a nechal
se inkubovat pii 70 °C 10 minut za obCasného michani.

Dale nasledovala centrifugace 3 minuty pii 10 000 x g a pfi laboratorni teploté. Vznikly
supernatant byl odpipetovan do nové cCisté 1,5 ml mikrozkumavky, bylo pfidano 175 ul
roztoku P3. Obsah zkumavky byl zvortexovan po dobu 10 s a 5 minut inkubovéan na ledu.

Obsah zkumavky byl centrifugovan pii 10 000 x g 3 minuty, pii pokojové teplote.
500 ul supernatantu bylo pievedeno do Cisté 2 ml mikrozkumavky a k nému bylo
dopipetovano 500 ul roztoku P4. Obsah zkumavky byl kratce vortexovan. Do zkumavky
bylo piidano 500 pl roztoku PS5, vznikly roztok byl kratce zvortexovan a zcentrifugovan.

750 wl supernatantu bylo prevedeno na kolonku a centifugovano 1 minutu pii 10 000 x g
na pokojové teploté. Odstredény roztok byl vylit a zbyly supernatant z ptedchoziho kroku
preveden na filtr. Opét nasledovala centrifugace (1 minuta, 10 000 x g, pokojova teplota).

Spinfiltr byl pfemistén do nové 2 ml mikrozkumavky a bylo na néj naneseno 500 pl
roztoku P6. Obsah zkumavky byl zcentrifugovan (1 minuta, 10 000 x g, pokojova teplota).

Spinfiltr byl vyjmut ze zkumavky, roztok byl vylit a filtr vracen zpét. Na filtr bylo
napipetovano
500 pl roztoku P7 a probéhla centrifugace (1 minuta, 10 000 x g, pokojova teplota).
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Roztok byl opét vylit ze zkumavky a néasledovala centrifugace (2 minuty, 12 000 x g,
pokojova teplota), za ucelem tplného vysuSeni membrany filtru.

Po centrifugaci byl spinfiltr vyjmut a pfemistén do nové suché 2 ml mikrozkumavky.
Na filtr bylo naneseno 100 pl roztoku P8, dale nasledovala centrifugace (1 minuta,
10 000 x g, pokojova teplota) poté byl vyjmut filtr. Ziskana DNA byla ponechana
ve zkumavce a ulozena do lednice.

3.4.2 Priprava modelovych a komeré¢nich smési

Na piipravu modelovych smési byla pouzita jednodruhova doméaci pyré z jahod, malin,
bortvek a jablek. Vicedruhova pyré byla smichana podle urcitych pomért (Tabulka 7) .
Vsechny komer¢ni i modelové vzorky byly nasledné lyofilizovany 12 hodin.

Tabulka 7: Zastoupent jednotlivych druhii ovoce v modelovych smésich

Vzorek Jahoda| Malina| Boruvka| Jablko| Jahoda| Malina| Boruvka| Jablko
[%] [%] [%] [%] [g] [g] [e] lg]
1 100 0 0 0 20 0 0 0
2 0 100 0 0 0 20 0 0
3 0 0 100 0 0 0 20 0
4 0 0 0 100 0 0 0 20
5 10 5 2 83 4 2 0,8 33,2
6 19 0 5 76 7,6 0 2 30,4

3.4.3 Meéreni koncentrace a Cistoty DNA

U vSech izolati DNA pfipravenych v ramci této prace byla zméfena koncentrace
na pfistroji NanoDrop 2000. Pfi méfeni byly pouzity 2 ul vzorku, jako blank byl pouzit
elucni pufr P8 z izola¢ni sady.

Bylo prométeno celé spektrum UV oblasti. Na zakladé hodnoty absorbance pii 260 nm
byla stanovena koncentrace DNA ve vzorku a z pomért hodnot A2eo280 a A2e0320 byla
urcena Cistota vzorku.
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3.44 Polymerazova retézcova reakce

3.4.4.1 Priprava smési pro PCR
Komponenty pro PCR byly rozmrazeny a promichany. Smési pro PCR byly namichany
ve specialnim sterilnim boxu podle tabulek 8 a 9.

DNA templat byl pfidan v jiném sterilnim boxu. Oba boxy byly pied pouzitim
vysterilizovany UV zarenim.

Tabulka 8: Komponenty pro singleplex PCR smés a pouZité objemy pro jeden vzorek

Komponent Objem [pl]
Voda 9,5
SYTO 9 MasterMix 12,5
Primer 1 1
Primer 2 1
DNA templat 1

Tabulka 9: Komponenty pro triplex PCR smés a pouzité objemy na jeden vzorek

Komponent Objem [pl]
Voda 4,25
SYTO 9 MasteMix 12,5
Par primeru BHLH 3 2x 0,75
Par primera GAST 1 2x 1,5
Par primera RiACO 1 2x 0,375
DNA templat 3

3.4.4.2 Pouiité primery a jejich sekvence
Tabulka 10: Primery pro PCR a jejich sekvence

Primery S3 -R a S2-F jsou ve zbytku prace nazyvany jako ITS 2 primery.

Primery | -Sekvence primeru 5‘—3¢ Citace
ITS 2
[55]Error! R
S3-R GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT eference source
not found.
S2-F ATG CGA TAC TTG GTG TGA AT
BHLH 3
BHLH 3-R GGA ATC ATT AGG GAA ACT GGG TA [56]
BHLH 3-F AAA TG GATT TGC TGT TAT GGG TG
GAST 1
GAST 1-R TTA AGG ACA CTT GCG TTT GC [57]
GAST 1-F GAC AAC ATGCTT CACTTCTTGC
RIACO 1
RiACO 1-R AAA CTC CTT CAT CACCTT CCT GTA G [58]
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| RIACO 1-F | AAT TGT TTG GAG CAG AGA TTC AAG G

3.4.4.3 Teplotni profil PCR reakce
Tabulka 11: Teplotni profil PCR reakce

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Uvodni denaturace 95 600
Denaturace 95 2
Hybridizace primeri 35 cyklu 52 15
Elongace 72 25
Zavérecna elongace 72 300

3.4.5 Detekce produktu PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy

Gel na elektroforézu byl piipraven z 0,5x TBE pufru a agarézy (54 g Tris baze;
27,5 g kyseliny borité; 40 ml 0,5 M EDTA; doplnéno destilovanou vodou do objemu
1 litru a nasledné 10x zfedéno). Byl pfipraven 1,2 % agarozovy gel. V Erlenmeyeroveé
bance bylo smichano 100 ml 0,5x TBE pufru a 1,2 g agarézy. Smés byla pomoci
mikrovlnné trouby opakované privedena k varu az do uplného rozpusténi agardzy. Takto
pfipraveny gel se nechal schladnout asi na 50 °C, nasledn€¢ bylo piidano 10 pl
fluorescen¢niho barviva GelRed, pfipadné 5 pl barviva MidoriGreen.

Gel byl nalit do pfedem ptipravené formy a byl do né&j vlozen hiebinek. Po 30 minutach
tuhnuti byl hiebinek vyjmut a do jedné z komirek bylo naneseno 5 ul délkového
standardu. PCR produkty byly smichany v poméru 5 ku 1 s nanaSecim pufrem. Z této
vytvorené smeési bylo pipetovano 15 pl do jednotlivych komurek ptipravenych v gelu.

Forma s gelem byla vlozena do elektroforetické vany a zalita 0,5% TBE pufrem
po rysku. Elektroforetickd vana byla ptipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala
90 minut pii napéti 80 V. Po skonceni elektroforézy byl gel vyfocen pii vinové délce
302 nm v UV transluminatoru Azure Imager.

3.4.6 Priprava extraktia pro HPLC

Z lyofilizovaného ovoce a smési z postupu v kapitole (3.4.2) bylo odvéazeno 0,25 g do 2 ml
mikrozkumavek. Nasledné bylo v digestofi ptidano 1,25 ml methanolu a vicko zkumavky
bylo zaparafilmovano. Mikrozkumavky byly umistény do plovaku do ultrazvukové lazné
na 30 minut.

Dale byly vzorky centrifugovany pti 12 000 rpm po dobu 10 minut. Poté byl supernatant
prepipetovan do cisté 1,5 ml mikrozkumavky. Do zcentrifugovaného sedimentu bylo
znova v digestofi napipetovano 1,25 ml methanolu a cely proces se opakoval. Takto
vznikly supernatant byl prefiltrovan pies 0,45 um PTFE filtr a néasledné byl pouzit pfi
HPLC analyze [59].
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Parametry HPLC chromatografu

Kolona: Kinetex F5 C18 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 um
Nasttik vzorku: 20 ul
Mobilni faze (MF): MF A: acetonitril
MF B: 0,1 % TFA v deionizované vodé
Priutok mobilni faze: 0,4 ml/min
Detektor: ThermoScientific PDA detector
Teplota kolony: 35°C
Doba analyzy: 30 minut
Eluce: gradientova

Analyza byla provedena gradientovou eluci, jejiz parametry jsou uvedeny v (Tabulka
12). Kolona a autosampler byly vyhfivany termostatem na teplotu 35 °C. PDA detektor
byl nastaven na vinové délky 260, 280, 300 a 680 nm.

Tabulka 12: Parametry gradientové eluce

Cas [min] MF A [%] MF B [%]

0 10 90

1 10 90

5 12 88

10 25 75

15 40 60
20 55 45

22 70 30

30 10 10
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Molekularné-biologické metody

4.1.1 1Izolace DNA

Izolace DNA z malin, jahod a bortivek byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole
(Error! Reference source not found. ). Koncentrace a absorpcni spektra izolované DNA b
yly promeéfeny spektrofotometricky v UV oblasti na pfistroji NanoDrop 2000. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 13. (Tabulka 13).

Vysledna koncentrace DNA maliny je 11,66 ng-ul™!, jahody 38,1 ng-ul”!, borivky
evropské 13,2 ng-ul™! a borivky kanadské 25,0 ng-ul™'. Dle poméru absorbanci Azeo2s0
jsou u vSechny vzorky mirné kontaminované RNA. Idealni hodnota pro Cistou DNA
se pohybuje okolo 1,85-1,88. Pomér absorbanci A2s0/230 je u vSech vzorkt nizsi nez idealni
hodnota (asi 1,8), coz by mohlo znalit pfitomnost zbytka Cinidel zizolacniho kitu,
fenolickych latek nebo proteina [43].

Tabulka 13: Vyslednd koncentrace izolované DNA z plodii

Vzorek Nazev ¢ [ng/pl] Ase01280 Aa60/230
1 Malina 11,66 1,99 0,90
2 Jahoda 38,1 2,07 1,45
3 Boravka evropska 13,2 1,92 0,62
4 Boravka kanadska 25,0 1,91 0,78

4.1.2 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti DNA izolované z plodi malin, jahod a bortivek byly
vyuzity primery ITS 2. Amplifika¢ni kfivky jsou zobrazeny na (Obrdzek 8). K detekci
produktti u pozitivni kontroly doslo v 19. cyklu. U vzorkd maliny a jahody doslo k detekci
produkti ve 20. cyklu, u evropské a kanadské boravky v 18. cyklu. V pozitivnich
kontrolach (DNA z plodu maliny, u které byla dfive provéfena amplifikovatelnost) byl
detekovan pik pro specificky produkt s teplotou tani 89,2 °C a 88,9 °C (Obrdzek 9).

U vsech vzorkl, kromé negativni kontroly doslo k amplifikaci. U vzorkd maliny byl
detekovan specificky produkt se stejnou teplotou tani jako produkty v pozitivni kontrole.
U vzorkt jahody 1 a jahody 2 doslo k detekci specifického produktu s teplotou tani
91,5 °C. U vzorku evropské borivky jsou patré piky se specifickym produktem a teplotou
tani 85,5 °C u obou vzorku. U vzorku kanadské borivky jsou patrné dva piky pfi teplotach
tani 86,5 °C a 87,5 °C.
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4.1.2.1 Elektroforéza real-time PCR produktu pfi pouZiti ITS 2 primerii u DNA
izolované z plodi

Nasledné po real-time PCR byla provedena elektroforéza produkti. V béhu 1 az 8
se nachazeji vzorky DNA izolované z plodi podle (Tabulka 14). V bézich 1 az 6
se vzorky amplifikovaly a vytvorily specificky produkt o délce priblizné 450 az 500 bp,
coz odpovida délce produkti detekovanych v pozitivnich kontrolach (béhy 10 a 11).
V béhu ¢islo 10 a 11 se nachazi pozitivni kontrola, dale v béhu 12 a 13 kontrola negativni,
ktera zustala Cista. Vysledek je zobrazen na (Obrdzek 10).

Obrdzek 10: Agardzovy gel produktii za pouziti ITS 2 primerii
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Tabulka 14: Vysledek elektroforézy u amplifikace DNA z plodii za pouZiti ITS 2 primerii

Béh DNA Specificky produkt
1 Malina 1 +
2 Malina 2 +
3 Jahoda 1 +
4 Jahoda 2 +
5 Boravka evropska 1 +
6 Boravka evropska 2 +
7 Bortvka kanadska 1 -
8 Bortuivka kanadska 2 -
9 DNA standard 50 bp -
10 Pozitivni kontrola 1 +
11 Pozitivni kontrola 2 +
12 Negativni kontrola 1 -
13 Negativni kontrola 2 -

4.1.3 Oveéreni specifity primeru BLHL3, GAST1, RIACOL1 a jejich funk¢nosti
v triplex PCR

Pro ovéfeni funkcnosti primert BLHL 3, GAST 1 a RiIACO 1 byla s témito primery
provedena triplex real-time PCR. Sekvence téchto primert jsou uvedené v (Tabulka
10).Slozeni reak¢ni smési je uvedeno v (Tabulka 9). Do PCR smési pro pozitivni kontrolu
bylo pfidano po 1 ul DNA z maliny, jahody a evropské boravky, vyfedéné na 10 ng/pl.
Do PCR smeési pro oveéfeni specifity primera byly pfidany 3 ul DNA z maliny, jahody,
evropské boruvky, kanadské boravky, jablka, nebo bananu opét ziedéné na koncentraci
10 ng/ul. (Obrdzek 11) zobrazuje amplifikacni kiivky real-time PCR produktd vzniklych
ve vySe uvedenych reakcnich smeésich.

Zacatek amplifikace byl pozorovan ve 26. cyklu pro boravku evropskou, zatimco pro
borivku kanadskou az ve 30. amplifikacnim cyklu. Pro jahodu byl zacatek amplifikace
zaznamenan ve 22. amplifikaénim cyklu a pro malinu byl zaznamenan ve 24. cyklu.
Amplifikacni kiivka pro jablko a banan se zaala mirn€ zvedat ve 30. cyklu. (Obrdzek 11)
zobrazuje kiivky tani amplikona vzniklych pomoci vySe uvedenych primert. V pozitivni
kontrole vidime tfi specifické piky pro tii specifické produkty. U maliny mizeme
pozorovat dva piky, z nichz prvni ma teplotu tani pfiblizné¢ 75°C a jedna
se o dimery primert (Obrdzek 12), jak nasledné potvrzuje vysledek elektroforézy téchto
vzorkt. Druhy pik je specificky produkt, ktery se shoduje se specifickym produktem
v pozitivni kontrole, teplota tani tohoto produktu je 87,2 © C V piipadé vzorki jahody také
pozorujeme dva piky, z nichz prvni méa u vzorku jahody 1 teplotu tani priblizné 74 °C
a u vzorku jahody 2 pfiblizné 75 °C. Jedna se o dimery primerti. Druhy pik u jahod,
je specificky produkt, ktery se shoduje specifickym produktem u pozitivni kontroly,
teplota tani je 89,2 °C. U evropské boruvky také detekujeme dva piky, prvni z nich patfi
dimerim primert, teplota tani je pfiblizn€¢ 75 °C. Druhy pik je specificky produkt,
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s teplotou tani 81,2 °C, ktery je shodny se specifickym produktem v pozitivni kontrole.
U boruvky kanadské nedoslo k tvorbé specifickych produkti.

Tti pary primera fungovaly pro DNA z maliny, jahody a evropské bortuvky. V pripadé
borivky kanadské primer BHLH 3 nebyl dostatecné specificky, vhodnéjsi by byl jiny
primer ze skupiny BHLH. U jablka a bananu se také nevytvofil specificky produkt,
coz znamena, ze tyto primery jsou specifické pouze pro jahodu, malinu a bortvku.
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Obrdzek 11: Amplifikacni kifivka reakcnich smési za pouziti primerii BHLH 3 GAST 1 a RiACO 1
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Obrdzek 12: Vysledek HRM analyzy funkcnosti primerii
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4.1.3.1 Elektroforéza real-time PCR produkti po stanoveni specifity

Nasledné po real-time PCR byla provedena elektroforéza produktt (Tabulka 15). Podle
vysledki muzeme usoudit, Ze specifické produkty se vytvorily pouze u béha 1 az 6,
ale nedoslo k tvorbé trojbandt. V béhu 9 az 12 se nachazela jablkova a bananova DNA,

proto nejsou amplikony viditelné. agarozovém gelu. Vysledek je zobrazen na (Obrdzek
13).

8§ 9 10 11 12 14 15 16 17

Obrazek 13: Agardzovy gel produktii za pouziti primeru BHLH 3, GAST 1 a RiACO 1
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Tabulka 15: Agarozovy gel pro ovéreni produktii druhové specifickych primerii

Béh DNA Specificky produkt
1 Malina 1 +
2 Malina 2 +
3 Jahoda 1 +
4 Jahoda 2 +
5 Boravka evropska 1 +
6 Boravka evropska 2 +
7 Boruvka kanadska 1 -
8 Boruvka kanadska 2 -
9 Jablko 1 -
10 Jablko 2 -
11 Banan 1 -
12 Banan 2 -
13 DNA standard 50 bp -
14 Pozitivni kontrola 1 +
15 Pozitivni kontrola 2 +
16 Negativni kontrola 1 -
17 Negativni kontrola 2 -

4.1.4 Stanoveni citlivosti triplex PCR

Pro stanoveni citlivosti primert BHLH 3, GAST 1 a RiACO 1byla s témito primery
provedena triplex real-time PCR, pfi které se zjistovalo, jaké nejniz§i mnozstvi DNA
dokézou tyto primery detekovat a amplifikovat ji. Nejprve byly vzorky jahody, maliny,
bortivky evropské a kanadské roziedény na vzorky o koncentracich 10 ng-pl”!, 1 ng-pl’,
0,1 ng-ul'a 0,01 ng-pl™.

Vzorky o koncentraci 10 ng-ul''se zacaly amplifikovat uz v 22. cyklu. Ve 27. cyklu
se za¢aly amplifikovat vzorky o koncentraci 1 ng-pl'. Vzorky o koncentraci 0,1 ng-ul1
se zacaly amplifikovat az ve 29. cyklu. Vzorky s nejnizs§i koncentraci DNA, tedy
0,01 ng-ul™! se také zdanlivé amplifikovaly. Vzorek ¢. 1 o koncentraci 0,01 ng-pl™! se zacal
amplifikovat uz ve 28. cyklu, zatimco vzorek €. 2 az v 32. cyklu (Obrdzek 14).

U koncentrace 10 ng-ul! mizeme pozorovat tii piky, pro specifické produkty, jejichz
teplota tani je 81,9 °C, 85,5 °C a 89,2 °C. U vzorku s koncentraci 1 ng-ul'l mizZeme
pozorovat 4 piky, z nichz prvni ma teplotu tani pfiblizné 74 °C-76 °C a jedna se o dimery
primerd. Dalsi tfi piky patii specifickym produktim o teploté tani 81,9 °C, 85,5 °C
a 89,2 °C. Vzorky o koncentraci 0,1 ng-pl™! maji odligné kiivky tani, u obou vzorku
muzeme pozorovat dva piky, ale nejedna se o specifické produkty. Vzorky o koncentraci
0,01 ng-pl! maji velmi odligné kiivky tani, u obou vzorkii pozorujeme dva piky (Obrdzek
15), ale nejedna se o specifické produkty, jak potvrzuje i1 vysledek nasledné elektroforézy
téchto vzorku.

Obecné muzeme fici, ze primery BHLH 3, GAST 1 a RiIACO 1 dokazi zachytit i DNA
o koncentraci 1 ng-pl!. Pro lepsi posouzeni této metody by bylo vhodné&jsi pouzit DNA
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vyizolovanou z mladych listd rostliny, nez z plodi. Kontaminujici latky v DNA z plodia
mohly rusit stanoveni a citlivost se tim padem mohla zdat nizsi, nez ve skutecnosti byla.

47



100

7%

70

Fluorescence

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Cykly

[===10ng/l vzorek &1 ——10ng/ul yeorek & P | ng/pl veorek € 1 =1 ng/yl yeorek & 2 =01 g/l vzorek &1 =01 ng/l vzorek & 2 0.01 ng/l vzorek & 1 0,01 ng/yl yzorek & 2

Negatwri konbida 1 —— Negativni korkiols 2 I

Obrdzek 14: Amplifikacni kifivka u stanoveni citlivosti PCR za pouZiti primerii BHLH 3, GAST 1 a RiACO1
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4.1.4.1 Elektroforeza real-time PCR produku po stanoveni citlivosti

Po stanoveni citlivosti PCR byla provedena elektroforéza produktd. V bézich 1 az 8 byly
napipetované vzorky, uvedené v (Tabulka 16), se snizujici se koncetraci DNA. V prvnim
a druhém béhu mizeme pozorovat trojbandy, jejichz velikost je 300 bp, coz je specificky
produkt primerd BHLH 3.

Specificky produkt pro primer GAST 1, ma mirné del§i a méné vyrazny band a jeho
délka je okolo 150 bp. Naopak specificky produkt pro primer RIACO 1, ma band kratky
a vyrazny a jeho délka je 150 bp. Tyto tfi bandy jsou viditelné 1 ve tfetim a cvtrtém bé&hu.
V bézich 5 a 6 vidime pouze specificky produkt primert BHLH 3. Negativni kontrola
je vbézich 10 a 11, kde porozujeme vznik dimert primerid. Vysledek je zobrazen
na (Obrdzek 16).

Obrdzek 16: Agarozovy gel produktii za pouziti primerii BHLH 3, GAST 1 a RiACO 1
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Tabulka 16: Agarozovy gel po ovéreni produkti citlivosti PCR

=)
X4
=

DNA

Specificky produkt

10 ng/pl vzorek 1

+

10 ng/ul vzorek 2

1 ng/pl vzorek 1

1 ng/ul vzorek 2

0,1 ng/ul vzorek 1

0,1 ng/ul vzorek 2

+ [+ |+ |+ |+

0,01 ng/ul vzorek 1

0,01 ng/ul vzorek 2

DNA standard 100 bp

Negativni kontrola 1

g I=NIN-R E-CH BN o N AV R P HOSR | S) o

Negativni kontrola 2
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4.1.5 Izolace DNA z modelovych a komer¢nich pyré

Byly pfipraveny modelové smési z jahod, malin, bortivek a jablka (Tabulka 7),
na zakladé slozeni zakoupenych pyré a presnidavek. Z téchto modelovych a komer¢nich
smeési bylaizolovana DNA podle postupu v kapitole (Error! Reference source not found.) K
oncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky na pfistroji
NanoDrop 2000. Vysledky jsou uvedeny v (Tabulka 17).

Koncentrace DNA se u modelovych smési pohybovala 1-4,6 ng-pl!, zatimco
u komer¢nich smési byla koncentrace DNA piiblizné€ poloviéni (Bio ptikrm) az Ctvrtinova
(Babylove).

Poméry absorbanci Axeonso se u vétSiny vzorka pohybovaly v rozmezi 1,1-1,5, idealni
hodnota pro ¢istou DNA se pohybuje okolo 1,85. Vzorky, které mély tento pomeér vyssi
mohly byt kontaminované RNA, avSak pokud je tento pomér nizs§i vzorky mohou byt
kontaminované bilkovinami. Vzorek Bio pfikrm mél jako jediny hodnotu blizici
se 1,85-1,88, coz mohlo byt zpisobeno piitomnosti bilkovin Poméry absorbanci Azeo230
byly u vSech vzorki nizké. Tyto hodnoty mohou byt nizké kvili pfitomnosti polyfenol,
které maji maximum absorbance pii vinové délce 230 nm.

Tabulka 17: Spektrofotometricky stanovend koncentrace a istota DNA u komercnich pyré

Vzorek Nazev Cc [ng/ ul] Azso/zso A260/230
1 Babylove - komer¢ni 1,0 1,11 0,06
2 Bio prikrm - komer¢ni 2.4 1,67 0,26
3 Babylove - replika 4,5 1,07 0,12
4 Bio piikrm - replika 4.6 1,06 0,17

4.1.6 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA izolované z komecnich vyrobkiu za pouziti
ITS 2 primeru

Pro ovéteni amplifikovatelnosti DNA izolované z komercnich vyrobku byly opét vyuzity
primery ITS 2. Amplifika¢ni kiivky jsou zobrazeny na (Obrdzek 17) .U pozitivni kontroly
byly PCR produkty detekovany v 19. amplifikacnim cyklu. U komercnich vzorka doslo
k detekci pozdé&ji, a to ve 20. amplifika¢nim cyklu.

Z (Obrdzek 18) je patrné, ze u komercnich vzorkt sice doslo k amplifikaci DNA,
ale z analyzy kfivek tani vidime, ze mnozstvi specifickych produkti je mnohem mensi,
nez u DNA z maliny, ktera byla vyuzita jako pozitivni kontrola.

Nasledna elektroforéza produkti ukazala, ze specifickych produkti se vytvorilo
tak malo, Ze vubec nebyly zachyceny. Elektroforéza také potvrdila Cistotu negativni
kontroly.
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Obrazek 17: Amplifikacni kiivka komercnich vyrobkii za pouZiti ITS 2 primerii
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Obrdzek 18: Analyza kiiivek tani amplikonii u komercnich vyrobkii
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4.1.6.1 Elektroforeza real-time PCR produkit komercnich vzorkit pyré

Na agar6zovém gelu mizeme pozovat pouze jeden specificky produkt u pozitvni kontroly
a spravné rozdeleni zebficku. U béhu 1 az 4 (Tabulka 18) nedoslo k detekci specifickych
produktti, nebo velmi malou tvorbou specifickych produkti, ze nebyly viibec zachyceny.

Vysledek je zobrazen na (Obrdzek 19).

Obrdzek 19: Agarozovy gel produktii komercnich smési za pouziti ITS 2 primerii

Tabulka 18: Agarozovy gel po ovéfent produktii citlivosti

=)
X4
=

DNA

Specificky produkt

Babylove 1

Babylove 2

Bio prikrm 1

Bio prikrm 2

DNA standard 50bp

Pozitivni kontrola 1

Pozitivni kontrola 2

Negativni kontrola 1

O [N N | [W|N|—

Negativni kontrola 2
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4.1.7 Prukaz malinové, jahodové a boruvkové slozky v ovocnych pyré pomoci
druhové specifickych primeru

S DNA z komer¢nich smési i, modelovych smési byla provedena triplex real-time PCR
analyza pomoci part primera BHLH 3, GAST 1 a RiIACO 1. (Obrdzek 20) zobrazuje
amplifikacni kiivku, kde se pozitivni kontrola zac¢ala amplifikovat uz v 21. amplifika¢nim
cyklu. DNA z replik bio pfikrmu se zacala amplifikovat ve 26. cyklu, zatimco DNA
z komer¢niho Bio pfikrmu se zacala amplifikovat az ve 28. cyklu. Komeréni Babylove
1 jeho replika se zacaly amplifikovat ve 28. cyklu. V negativni kontrole byla pozorovana
zdanliva amplifikace, ale analyza kiivek tani a nasledna elektroforeticka kontrola ukazaly,
ze vznikly pouze dimery primera.

Analyza kfivek tani zobrazena na (Obrdzek 21) ukazala, ze se specificky produkt
vytvoril u replik komer¢nich vyrobka a u komercniho bio prikrmu 1. Piky specifickych
produktt replik maji teplotu tani priblizné€ 82,8 °C—83,2 °C. U pozitivni kontroly mtzeme
pozorovat tfi1 piky pro tfi specifické produkty s teplotami tani 83,8 °C, 86,2 °C a 91,5 °C.
Na zakladé vysledka z analyzy kiivek tani, mizeme uvést ze v obou modelovych smésich
doslo k detekci jahody, maliny i borivky K detekci boravky doslo i u komer¢niho Bio
prikrmu. V komer¢nim produktu Babylove, se nepodarilo detekovat zadné maliny, jahody
ani boruvky. Divodem nevytvoreni specifickych produkti u komer¢nich vzorkti mize byt
kontaminace v izolatech DNA a nasledna inhibice PCR reakce s témito primery.
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Obrdzek 21: Kfivka tdani modelovych a komercnich smési
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4.1.7.1 Elektroforeéza real-time PCR produkti u komercnich a modelovych pyré
Elektroforéza komercnich a modelovych pyré byla provedena v 1,5% agarozovém gelu.
U béha 1 az 5 mizeme pozorovat Spatné viditelné specifické produkty pro vsechny tfi pary
primert.(Tabulka 19).U béht 1 az 5 pozorujeme tvorbu specifickych produkti o velikosti
150 az 100bp. V behu Cislo 10 a 11 se nachézi pozitivni kontrola, dale v béhu 12 a 13
se nachazi negativni kontrola, ktera zustala Cista. Vysledek je zobrazen na (Obrazek 22).

10 11 12 13

Obrdzek 22: Agardzovy gel produktii komercnich a modelovych pyré
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Tabulka 19: Agarozovy gel po ovéreni produktii PCR u komercnich a modelovych pyré

Béh DNA Specificky produkt
1 Babylove 1 - replika +
2 Babylove 2 - replika +
3 Bio ptikrm 1- replika +
4 Bio ptikrm 2 - replika +
5 Babylove 1 - komer¢ni +
6 Babylove 2 - komer¢ni -
7 Bio pifikrm 1 - komer¢ni -
8 Bio ptikrm 2 - komer¢ni -
9 DNA standard 50bp -
10 Pozitivni kontrola 1 +
11 Pozitivni kontrola 2 +
12 Negativni kontrola 1 -
13 Negativni kontrola 2 -

4.1.8 HRM analyza PCR produktu a stanoveni specifity primeru a citlivosti

Amplikony byly podrobeny HRM analyze na piistroji LightCycler v rozsahu teplot
50-99 °C se zvySujici se teplotou po kroku 0,01 °C/s. Byla provedena HRM analyza PCR
produktt ze stanoveni funkcénosti specifickych primera a ze stanoveni citlivosti PCR.

(Obrdzek 23) zobrazuje HRM analyzu funk¢nosti primerti. Na tomto obrazku jsou patrné
4 piky, znichz prvni patfi opét dimerim primeru, s teplotou tani pfiblizne 75-76 °C.
Nasledujici tfi piky jsou specifické amplikony. Druhy pik je specificky produkt pro
borivku evropskou s teplotou tani 81,8 °C a 81,4 °C. Treti pik je specificky produkt
malinu s teplotou tani 85,0 °C. Posledni pik je specificky produkt pro jahodu s teplotou
tani 89,6 °C. Specifické produkty pro jednotlivé ovoce se shoduji se specifickymi produkty
v pozitivni kontrole.

HRM analyzu ze stanoveni citlivosti PCR zobrazuje (Obrdzek 24).Na tomto obrazku
jsou patrné 4 piky, z nichZ prvni patii dimerim primerd, s teplotou tani ptiblizné 75-76 °C.
U koncentrace 10 ng-ul™! pozorujeme tii piky pro tii specifické produkty s teplotou tani
81,9 °C, 85,5 °C a 89,2 °C. U vzorki s koncentraci 1 ng-ul"' mizeme také pozorovat tii
piky pro tii specifické produkty, se stejnou teplotou tani jako u vzorkl s koncentraci
10 ng-pl’l. U vzorkd s koncentraci 0,1 ng-pul”! pozorujeme uz jen dva piky pro dva
specifické produkty, s teplotou tani 85,6 °C a u prvniho vzorku 89,7 °C a u druhého vzorku
90,1 °C.

U vzorku s nejnizsi koncentraci a to 0,01 ng-pl™! nelze ¥ici, zda se jedna o specifické
produkty, nebo o Sum pfistroje.

60



Teplota [°C]

|— Waina 1 ~= Malna 2 = Jahoda | —— Jahoda 2 —— Boruvka ev 1 ~—— Boruvka ev 2 ~~ Borlvka ka. 1
== Pozitivni kontrols 1 —Po_zim\nlumvlsi’ —Wdonﬁoh' —wamwmuz

~ Jabko 2

Banan 2

Obrdzek 23: HRM analyza funkcnosti primerii
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4.2 Instrumentalni metody

4.2.1 HPLC

Podle postupu v kapitole (3.4.6) byly z extrakti komerCnich a modelovych smési

pfipraveny vzorky a provedena HPLC analyza.

Tato Cast prace byla zaméfena na porovnani tvaru spekter (chromatogramu) vSech smési

se spektry jednodruhovych pyré a bylo zkoumano, jestli se timto zpisobem podafi

ve smesich odhalit jahodu, malinu a bortivku. VSechny chromatogramy jsou uvedeny

v Priloze.

Pomoci retencnich ¢ast a UV byly ve vzorcich identifikovany latky, které jsou uvedeny

v (Tabulka 20), (Tabulka 21).

Tabulka 20: Seznam analyzovanych vzorkii a jejich cislovani

Vzorek ¢. Vzorek
1 Babylove - replika
2 Bio prikmm - replika
3 Malina
4 Jahoda
5 Boruvka
6 Jablko
7 Babylove - komeréni
8 Bio prikrm - komeréni

Tabulka 21: Latky detekované ve vzorcich (,,x " detekce Idtky ve vzorku)

Detekovana latka

Vzorek

Kyselina gallova

Kyselina chlorogenova

Kyselina ferulova

Kyselina vanilova

Kyselina kumarova

Hesperidin

Epikatechin

Katechin

e R R I ol
kel

Phloridzin

Pelargonidin-3-glukosid

Quercetin-3-glukosid

el kol o]

Naringerin

X

V extraktech komer¢nich, modelovych a jednodruhovych pyré byla zjisténa cela rada

fenolickych latek.

U modelovych smési byly detekovany vétSinou stejné latky jako u jednodruhovych pyré,
nejvice se odchyloval vzorek boravky. U bortuvky jako jediné byly detekovany latky jako

katechin a kyselina vanilova.
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U jahody muZzeme zaregistrovat piitomnost pelargonidinu-3-glukosidu, ktery je typicky
pro jahodu. U komec¢nich vyrobku tato latka mize pochazet z jahody, pouzité pro vyrobu
rostlinnych slozek téchto produktt.

U komer¢nich vyrobki byla detekovana kyselina chlorogenova a kyselina ferulova,
ktera zfejmé pochazi z jinych ovocnych pyré obsaZenych v ovocné slozce produkti,
pravdépodobné z jable¢ného pyré. U komercniho Bio piikrmu nebyla jako u jediného pyré
detekovana kyselina gallova a bylo u néj detekovano nejméné fenolickych latek.

Moznych divodem, pro¢ se nepodafilo stanovit vice fenolickych latek, maze byt,
ze tento vyrobek obsahuje pfili§ malo rostlinnych slozek ve své ovocné matrici, nebo by
také mohl problém v extrakénim postupu.

Pfi pouziti jinych extrakCnich postupii doslo k detekci vétsiho mnozstvi latek.
U borivek doslo k detekci kyseliny kavové a resveratrolu, které tato metoda
nedetekovala[60].
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5. ZAVER

Predlozena prace byla zaméfena na srovnani moznosti vyuziti instrumentalnich metod
a molekularnich metod ke stanoveni autenticity potravin s ovocnou slozkou.

V experimentalni Casti jsme se zabyvali analyzou vzorkti pomoci HPLC , a pomoci
triplex real-time PCR. Nejdiive byla testovana specifita primera BHLH 3, GAST 1
a RiIACOLl. Z vysledku triplex PCR muzeme fici, ze u vSech ovocnych vzorki doslo
k amplifikaci a k tvorb€ specifického produktu. Na zakladé tohoto vysledku mizeme fici,
ze primery jsou dostatecné specifické. Nasledné byla stanovena citlivost druhoveé
specifickych primerti. Podafilo se zachytit jahodovou, malinovou a borivkovou DNA
o koncentraci 1 ng-ul!'. PH niz§ich koncentracich nelze fici, zda se jedna o specificky
produkt, nebo je to Sum piistroje. Triplex PCR byla vyuzita k dikazu jahod, malin
a bortivek v détskych ptikrmech. U komer¢niho Babylove se nepodafilo detekovat ani
jeden druh ovoce, ale u komer¢niho Bio piikrmu doslo k detekci bortvek. U obou
modelovych pyré doslo k detekci vSech tfi druht ovoce.

Dalsim zcild bylo stanoveni fenolickych slouCenin komerénich, modelovych
a jednodruhovych pyré pomoci HPLC. U komer¢niho Babylove byla stanovena jahodova
slozka, zatimco u pyré Bio prikrmu, bylo detekovano nejméné fenolickych latek, coz muze
byt zptisobeno malym obsahem rostlinnych slozek.

Z vysledka vyplyva, ze jak instrumentalni, tak i molekularné-biologické metody jsou
pouzitelné k analyze autenticity potravin s deklarovanou ovocnou slozkou. Oba piistupy
vedly k prokazani ptitomnosti specifickych slozek charakterizujici jahody, maliny
a boruvky v extraktech z ovoce, tak i v komer¢nich vzorcich s obsahem ovocné slozky.
Obecné se molekularné-biologické metody jevi jako jednoznacnéjsi a presnéjsi. Obé
metody je vSak dale tieba optimalizovat a zohlednit typ matrice pfi navrhu extrakéniho
¢i izolacniho postupu.
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