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ABSTRAKT

V potravinarskom priemysle sa stretdvame ¢oraz CastejSie s réznymi druhmi falSovania potravin. Nie je
tomu inak ani u ovocnych vyrobkov, ktoré si ¢astym predmetom fal§ovania. Tato bakalarska praca sa
zaobera dokazom manga v detskych pyré pomocou gPCR a HPLC, a to ako v troch vybranych
komerénych vyrobkoch, tak aj v ich pripravenych replikach.

V ramci molekularne-biologickej c¢asti prace bolo testovanych pat réznych parov primerov
Specifickych pre mango. Na zaklade priebehu qPCR reakcie, velkosti amplifikovaného produktu,
Specifity a citlivosti bol zvoleny par primerov najvhodnejsi pre dokaz manga v ovocnych pyré. Pomocou
tohto paru primerov bola preukdzana pritomnost’ manga vo vsetkych nami analyzovanych vzorkach.

V ramci inStrumentalnej Casti pradce bola otestovana rychla ajednoduchd metéda extrakcie
fenolickych latok na ich analyzu pomocou HPLC, ktora bola uz predtym UspeSne vyuzitd na inej
rastlinnej matrici. Na extrakciu fenolickych latok z ovocnych pyré za Gcelom overenia ich autenticity
pomocou HPLC sa tato metoda ukazala ako nevhodna [1].

ABSTRACT

Various types of adulteration of food products are becoming more frequent in the food industry than
ever. That is no different for fruit products. This bachelor thesis deals with the detection of mango in fruit
purées for infants through the use of gqPCR and HPLC in three selected commercial products and their
prepared replicas.

Within the framework of molecular biology, different primers specific for mango were tested.
Several primers, which were the most suitable for the demonstration of mango in fruit purées, were
selected based on the course of the gPCR reaction, the size of the amplified product, specificity, and
sensitivity. Using these primers, the presence of mango was proven in all six analysed samples.

Regarding the instrumental part of the work, a rapid and simple method of extraction of phenolic
compounds for their analysis by HPLC was tested, which has been previously successfully used on
another plant matrix. This method was proved to be unsuitable for the extraction of phenolic compounds
from fruit purées for the purpose of their authenticity verification using HPLC [1].
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1 UVOD

S falSovanim potravin prichddzame do kontaktu nielen v dne$nej modernej dobe, je dlhoro¢nym
neslavnym problémom uz staro¢ia. Ovocné produkty, konkrétne pyré, stavy a dzemy s vel'mi ¢astou
komoditou, ktora podlieha falSovaniu. Dévodom su vysoké naroky spotrebitelov na kvalitu daného
ovocného vyrobku v kombinacii s priaznivou cenou. To vyrobcov vedie napr. k zmieSaniu ovocia vyssej
ceny s lacnejsim ovocim ¢i k nesplneniu stanovovaného obsahu ovocia vo vyrobku. V praxi je velmi
narocné odhalit’ oba spominané typy falSovania, ato kvoli Specifite samotnych vyrobkov ako aj
roznorodosti latok obsiahnutych v ovoci [2, 3].

Mango je jednym z druhov ovocia, ktoré byva casto falSované vyssie uvedenymi spdsobmi.
Zaradzujeme ho k exotickym plodindm, ¢o prispieva ku sklonom k falSovaniu, ked’ze v tunajSich
oblastiach nie je pestované a jeho cena je vySSia. Vyskyt manga v ovocnych detskych pyré je Coraz
Castejsi pre jeho prirodzene sladku chut’ a vysoky obsah vitaminu C. Prave strava kojencov je prisne
sledovana a je dolezité dbat na jej kvalitu [4, 5].

Akost’ potravin je mozné sledovat’ pomocou molekularne-biologickych a instrumentalnych metod.
V pripade ovocnych pyré ale analyzu stazuje fakt, Ze sa jedna o komplexni matricu, ktora bola esSte
naviac tepelne a mechanicky spracovana a tym padom mohlo dojst’ k degradacii/znizeniu obsahu latok,
ktoré su jednotlivymi metdédami sledované.

V ramci tejto prace bola zvolend jedna molekularne-biologicka a jedna inStrumentalna metéda na
dokaz pritomnosti manga v detskych prikrmoch. Bolo zistované, ¢i je niektora z tychto dvoch metdd
dostatocne citliva na to, aby vyssie zmieneny problém (degradaciu prislusnych analytov) prekonala.



2 TEORETICKA CAST
2.1 FalSovanie potravin

Uz v starovekom Rime boli lieky, kozmetika ¢i predovsetkym potraviny ¢asto predmetom falSovania
v roznych formach. Pretoze sa s potravinami a inym prirodnym tovarom obchodovalo po celej Rimskej
ri$i, boli nachylné na znehodnotenie pocas prepravy a skladovania. Beznymi metodami falSovania teda
boli miesanie pokazenych potravin s ¢erstvymi potravinami, zamena lacnych miestnych vyrobkov za
drah¢ vyrobky zo zahranicia alebo podvodné zavedenie farbiacich ¢i maskovacich prisad [6].

Aj dnes sa mézeme stretniit’ SO vSetkymi tymito metédami falSovania, pridava sa Kk nim aj pouzitie
inej nez deklarovanej technologie, nespravne uvedenie miesta povodu, taktiez maskovanie nedodrzania
pdvodnej receptiury. Medzi najcastejSie falSované potraviny patria luxusné a kritické komodity (korenie,
liehoviny), potraviny predavané vo va¢sich mnozstvach (mlie¢ne vyrobky, vyrobky z ovocia a zeleniny,
tuky a oleje), taktiez aj doplnky stravy, ktoré sa mylne vydavaja za liec¢ivé [2, 7].

2.1.1 Metédy detekcie falSovania

Okrem Klasickej chemickej analyzy sa dnes stretavame Coraz viac s postupmi vykonnej in§trumentalne;j
analyzy v suvislosti S odhalenim falSovania potravin.
Medzi najcastejSie metody patria:
- izotopova analyza vyuZivana napr. pre kontrolu pravosti alkoholovych vyrobkov
- spektrometria so Sirokym vyuzitim uroznych potravinovych druhov pre urcenie nielen
majoritnych zloziek
- kombinované metddy, predovsetkym spojenie hmotnostnej spektrometrie so separa¢nymi
technikami, ktoré umoziuji detailnt charakteristiku vyrobku aj s uréenim sekundarnych
metabolitov u rastlinnych vyrobkov
- finger print metdda, ktora je schopna pomocou chemometrickych postupov uréit pévod
potravinarskych surovin
- DNA analyza, ktora napr. dokaze identifikovat’ druh ovocia/zeleniny [7, 8]

2.2 Ovocné kojenecké vyzivy
2.2.1 ZloZenie
2.2.1.1 Ovocie

Ovocie hra vo vyzive ¢loveka vel'mi doleziti Glohu tym, Zze poskytuje doplnkové zdroje energie,
potrebné rastové faktory, sacharidy, vlakninu a antioxidanty, ktoré st nevyhnutné pre udrzanie zdravia.
Prave preto je hlavnou surovinou pre vyrobu ovocnych kojeneckych vyziv, ktoré sa pre kojenca stavaji
prirodnym zdrojom vitaminov a mineralov [9, 10].

Najcastejsie spracovavanou surovinou pri vyrobe vyziv su jablka, hrusky, banany, marhule, jahody,
broskyne, maliny, slivky a ¢ucoriedky [10].

2.2.1.2 Voda

Obzvlast voda pouzivana k vyrobe produktov uréenych pre kojencov a malé deti je neustale
monitorovana, mikrobiologicky testovana a pri spracovani prevarana. Do roku 2004 bol hlavnym
kritériom u kojeneckej vody obsah dusi¢nanov, ktory nesmel presahovat” hodnotu 15 mg-I*. Z tohto
nariadenia sa neskor upustilo, ¢im sa aj pitna voda (s obsahom dusi¢nanov do 50 mg-I?) stdva vhodna,
avSak nutné je dbat’ na doporucené mnozstva inych prirodzenych sucasti, ktoré su v nej obsiahnuté
(napr. chloridy, fluoridy, sirany) [9, 11].



2.2.1.3 Pridavné latky

Pridavné latky (aditiva) su zlGc¢eniny alebo zmesi, ktoré sa pridavaju do potravin s cielom zvysit’ ich
kvalitu, konkr. predizit trvanlivost, zlepsit' chut, farbu, voiiu alebo vyzivova hodnotu [12].
Medzi najviac vyuzivané aditiva v detskych vyzivach patria:
- kukuricny modifikovany $krob alebo ryzova muka, ktoré sa vyuzivaju na zahustenie
a neobsahuju lepok
- kyselina L-askorbova (E 300, vitamin C), antioxidant, pridivana na predizenie trvanlivosti
potla¢enim oxidacie vyvolavajucej nechcené zmeny
- kyselina citronova (E 330), regulator kyslosti, posobi aj ako stabilizator farby
- fruktézovy sirup, pridavné sladidlo, obsahuje fruktozu, glukozu a maltozu
- Koncentrat z ¢iernej mrkvy, prirodné farbivo do vyziv z ¢erveného ovocia [12, 3]

2.2.2 Technolégia vyroby

Proces vyroby kojeneckych vyziv zacina vyberom ovocia, ktoré je po zbere nutné po urciti dobu
skladovat’. Pri skladovani je hlavnou snahou utlmenie metabolizmu, atym aj znizenie enzymovej
aktivity [14].

Po skladovani nasleduju pripravné procesy. Tie zahriiuju triedenie ovocia podla jeho vonkajsich
znakov a tiez mokré Cistenie — pranie, ktorym sa surovina zbavuje hliny, prachu a inych mechanickych
necistot. Po prani je niektoré druhy ovocia potrebné odkdstkovat’, odstopkovat’ a oltipat’. Poslednym
pripravnym procesom je rezanie, ktoré je vykonavané strojovo (rezackami) [10].

Do skupiny vlastného spracovania ovocia zarad’ujeme viaceré operacie. Prvou znich je
blansirovanie, inak povedané predvarenie. Ide 0 kratky ohrev suroviny, ktorého cielom je zbavenie sa
nechcenych pachov a mikrobialnej kontaminacie. Hlavnou podstatou je vSak inaktivacia
oxidoredukénych enzymov, ¢im sa zabrani enzymovému hnednutiu. Inaktivacia enzymov je zaviSena
V procese rozvarania. Po tepelnom spracovani sa ovocie pasiruje a homogenizuje na zaklade poziadavok
jednotlivych druhov detskych vyziv podl'a veku dietata [10, 14].

Hotovy produkt je davkovany do sklenenych nadob so Sirokym hrdlom. Uelom balenia je
predovsetkym ochrana tovaru pred znehodnotenim vonkajsimi vplyvmi, a to pri skladovani, preprave
a distriblcii. Pri samotnom plneni je vzdy nutné dodrziavat’ zasady aseptickej prace. Nadoby sa
uzatvaraji v parnom alebo vakuovom priestore. Poslednym krokom technologie vyroby je sterilizacia,
teda tepelné zakonzervovanie. [14, 15].

2.3 Mango

Mango je tropicka plodina rastica na strome — mangovniku. Predpoklada sa, Ze existuje takmer 1000
roznych odrdd lisiacich sa predovsetkym v morfologickych znakoch. Mangovniky dosahuju vysku
priblizne 30 metrov, maji gulovita korunu s vel’kymi listami. Samotny plod vazi do 1 kg, ma ovalny
tvar s plochou kostkou uprostred, ktora je od duziny tazko oddelitelna. Supa ma zelent, miestami jemne
nacervenalt farbu, duzina je vlacna, §tavnata, zltej az oranzovej farby [16, 17].

2.3.1 Poévod a vyskyt

Mangovnik (Mangifera indica) pochadza z Indie, kde bol znamy uz 2000 rokov pr. n. I. Do zvysku sveta
ho doviezli portugalski a $panielski moreplavci pri svojich objavitel'skych plavbach. Dnes sa pestuje vo
vécsine tropickych krajin a je tam dolezitou sucastou stravy, vo v§eobecnosti hned’ po bananoch. Na
Filipinach a Jave sa dokonca okrem plodov vyuzivaju aj jemné listky mangovnika ako nahrada zeleniny.
Konkrétne do Ceskej republiky je mango najéastejiie dovazané z Indie, inych ézijskych krajin
a Kalifornie [4, 16, 17].



2.3.2 Chemické zlozenie

rvtw

Percentualne druhé su zastipené sacharidy, ich podiel tvori cca 15 %. Prave vysoky obsah sacharidov
odzrkadl'uje aj vysoktl hodnotu kilokalorii (Tabul'ka 1), kvoli ¢omu mango nemozno zarad’ovat
k diétnemu ovociu. Vldknina predstavuje asi 1,8 %, mineralne latky 0,3 % [5, 16, 17].

Tabulka 1: Ldtkové zloZenie manga [5]

Zivina Hodnota na 100 g duZiny
Voda (g) 81,71
Energia (kcal) 65
Tuky (9) 0,27
Proteiny (g) 0,51
Sacharidy (g) 14,8
Vléknina (g) 1,8

Mango spomedzi u nas komer¢ne dostupnych druhov ovocia obsahuje najvaési podiel karotenoidov,
z ktorych si telo vyraba vitamin A. Karotenoidy sposobuju ZIto-oranzovu farbu duziny, najviac je z nich
zastupeny p-karotén. Mango je tiez vel'mi bohaté na vitamin C. Hmotnostny obsah vitaminu C zavisi od
danej odrody, vSeobecne sa tiez pocas dozrievania plodu meni. V poéiatoénych Stadiach rastu je takmer
trikrat vys$si ako u dozretého plodu. Vysoky je aj obsah vitaminov zo skupiny B, predovsetkym niacinu
a kyseliny pantoténovej (Tabulka 2) [4, 5].

Tabulka 2: Suhrn najzastupenejsich vitaminov a karotenoidov v mangu [5]

Vitaminy a karotenoidy Hodnota na 100 g duZiny

Vitamin C (mg) 21,7
Vitamin E (mg) 1,12

B: — tiamin (mg) 0,058

B — riboflavin (mg) 0,057

B3 — niacin (mg) 0,584

Bs — piridoxin (mg) 0,134

By — kyselina pantoténova (mg) 0,160
B-karotén (pg) 445
a-karotén (ug) 17

Z mineralnych latok v nom najdeme predovsetkym draslik a fosfor. Okrem nich a inych mineralov
(Tabul’ka 3) vynika obsahom vzacneho stopového prvku — selénu. Typickt voriu mangu nedava jedna
konkrétna zlucenina. Podiela sa na nej kolektivny ucinok viacerych prchavych latok z réznych
chemickych tried, ako su aldehydy, ketony, estery, alkoholy, zlu¢eniny laktonov a terpénov [5, 9, 17].
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Tabulka 3: Stihrn najzastupenejsich minerdlov v mangu [5]

Mineraly Hodnota na 100 g duZiny
Draslik (mg) 156
Fosfor (mg) 11
Horcik (mg) 9
Vapnik (mg) 10
Zinok (mg) 0,04
Selén (ug) 0,6

2.3.3  Utinky na zdravie a vyuZitie

Liecivé ucinky manga sa odrdzaju z jeho chemického zlozenia. Vysoky obsah B-karoténov a vitaminu
C sposobuje, Zze mango ma protirakovinové ucinky. Vitamin C a vitamin A (ktorého provitaminom je
spominany beta-karotén) su antioxidanty, ktoré v tele dokdzu zachytavat’ volné radikaly spdsobujuce
rakovinu. Okrem toho posobia aj ako prevencia pred vznikom kardiovaskularnych ochoreni. Spolu
s vitaminom E chrania pokozku pred ultrafialovym Ziarenim a potla¢aji jej starnutie. Samostatne,
vitamin C poméha udrziavat’ imunitny systém, ¢o vyrazne podporuje obranyschopnost’ organizmu.
Vitamin A zasa podporuje dobry zrak a zabraiuje jeho moznym ochoreniam, ako je napriklad
Seroslepota. Vitaminy skupiny B v tele vystupuju ako koenzymi, bez ktorych by nebola umoznena
spravna funkcia enzymov. Okrem toho posobi napriklad vitamin Bs priaznivo na nervovy systém,
vitamin Be na Zensky reprodukény systém, vitamin Bg zasa zabezpecuje zdravy spanok. Z mineralnych
latok prevlada draslik, ktory spoloc¢ne s hor¢ikom predchadzaji riziku vzniku srde¢ného infarktu.
Taktiez aj obsah vlakniny napomaha v boji S traviacimi tazkostami. Mango vSak moze
vyvolat’ aj alergicku reakciu vo forme koznej vyrazky, ako alergén bola identifikovana chemicka latka
3-pentadecylkatechol [17, 18, 19].

Mango sa vyuziva predovSetkym v potravinarskom priemysle, velmi Casto je konzumované
v surovom stave. Bez tepelnych tprav sa pridava do dezertov, ovocnych Salatov alebo jogurtov. Pre
svoju sladku a zaroven sviezu chut’ je oblibenou prisadou ovocnych smoothie. Vyrabaju sa z neho
dztsy, kokteily, taktiez aj alkohol. Varené je vhodné k rybam a mésu, najviac sa S nim stretavame
v indickej kuchyni. Vd’aka vysokému obsahu vitaminov A, E a tiez vitaminu By svoje uplatnenie naslo
aj v kozmetologii. Je vhodné ako pridavok do vlasovej kozmetiky ¢&i pletovych masiek, pripadne aj
na ich domacu pripravu zo surovej duziny plodu [16, 18].

2.4 Rastlinné organy

Rastlinné organy je mozné rozdelit' do dvoch skupin — vegetativne a generativne organy. Funkciou
vegetativnych organov je udrzanie Zivota jedinca, lebo zaist'uji rast a vyzivu. Zarad’ujeme tu korei,
stonku a listy, priGom kazdy z tychto organov sa svojou vynimoénou funkciou podiel'a na existencii
rastliny. Samotné organy danu funkciu nadobudaju vdaka S$pecializovanym pletivam, z ktorych
pozostavaju, je to napr. pletivo zasobné (koren), vodivé (stonka) ¢i asimila¢né (listy). Generativne
(reprodukéné) organy zabezpecuji pohlavné rozmnozovanie, ¢im je zachovavana fylogenézia druhov
rastlin. Ku generativnym organom patria kvety a plody [20].

Pre ucely izolacie DNA z rastlinného materialu st predovsetkym vd’aka jednoduchosti manipulacie
a samotne;j izolacie najviac vyuzivané listy a plody [21].
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2.4.1 Anatomicka stavba listov

List je autonémny organ rastliny, ked’ze v ilom prebieha proces fotosyntézy. Jeho zakladnou funkciou
je zabezpedit vymenu plynov medzi vnutornym prostredim listu a okolim [22].
Anatomicky list pozostava z troch druhov pletiv:

a) Krycie pletiva sa nachadzaju na povrchu a vytvaraji pokozku. Vonkajsie bunky pokozky
byvaji impregnované kutinom, ktory spolu s voskom vytvara ochrannt vrstvu kutikulu. Okrem
nej na povrchu najdeme aj prieduchy, ktorych tlohou je spominand vymena plynov.
Najbeznej$im typom listu je tzv. bifacidlny, ktory ma rozdielne vyvinuta vrchnu a spodnu Cast’
Cepele. Vrchna ¢ast’ disponuje hrubsou vrstvou kutikuly, na spodnej st zasa Castejsie prieduchy
(Obrazok 1 vlavo) [21, 23].

b) Zéakladné asimilaéné pletiva vypliiaji vnatro listu nazyvané mezofyl. Palisadovy parenchym je
tvoreny viacerymi vrstvami pretiahnutych buniek bez intercelular, ktoré obsahuju velké
mnozstvo chloroplastov a sluzia predovsetkym k fotosyntéze. Hubovy parenchym je tvoreny
bunkami réznych tvarov, medzibunkovy priestor je vyrazny, je chudobnejsi na chloroplasty
a jeho funkcia je predovsetkym transpiracna [23, 24].

c) Vodivostné pletiva tvoria zaklad cievnych zvizkov vyskytujicich sa v mezofyle. V liste
vystupuju ako Zilnatina [20].

& kutikulou _ Opidermis
e " & kutikulou

/ En e

praduchy (stomata) . spodni epidermis priduchy (stomets)
s kutikulou

Obrdazok 1: Anatomickd stavba bifacidlneho (viavo) a monofacidlneho listu [22]

2.4.2 Anatomicka stavba plodov

Plod vznika bud’ zo semennika, celého piestika, alebo popripade aj inych kvetnych ¢asti v priebehu
premeny vajiCok na semena. Funkcia plodu spociva v ochrane semien, ¢i uz pri zreni, alebo ich
naslednom $ireni. Pri zreni plodu sa uskuto¢fiuje premena pletiv plodolistu v oplodie, tzv. perikarp. Ten
je diferencovany na vonkajsi exokarp, stredny mezokarp a vnutorny endokarp [25, 26].

Medzi hlavné kritérium pre klasifikaciu plodov patri delenie podl'a typu oplodia na suché a duzinaté
plody. O suché plody sa jedna, ak st vSetky vrstvy v oplodi za zrelosti suché. Do tejto skupiny patri
napr. lusk, nazka, tobolka, Se$ula ¢i orieSok. Naopak plody duZinaté maju bud’ exokarp alebo
predovsetkym mezokarp zduznateny. Troma typickymi skupinami patriacimi medzi duzinaté plody st
kostkovice, malvice a bobule. Kdstkovice maju plod s blanitym exokarpom, duzinatym mezokarpom
a sklerenchymatickym endokarpom, napr. plody kavovniku, olivovniku, mangovniku, CereSne a
marhule. U malvic, narozdiel od késtkovic, vytvaraju steny spodnych semennikov jadrinec. Malvice su
typickym stplodim jabloni a hrusiek. Bobule maju jednosemenny alebo viacsemenny plod S mésitym
oplodim rozsirenym na vonkaj$i blanity a vnutorny duZinaty epikarp [25, 26].
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Peckovice: Malvice:
— endokarp N epidermis
(sklerokarp) N parenchym receptacula Bobule:
™ exokarp ~ cévnl svazky A perikarp s
— mezokarp ™~ medula receptacula : cbynimi svazky

— pergamenovy endokarp 7= anilarni placenta

= mezokarp a exokarp

Obrazok 2: Typy duzinatych plodov [25]

2.5 DNA
2.5.1 Struktira a vyskyt v eukaryotickej bunke

Struktira DNA aj spolu s jej replikaénymi mechanizmami bola v roku 1953 prvykrat uverejnena
Vv Casopise Nature. Jej model poskytol odpoved’ na mnohé, predtym nevyrieSené otazky tykajlice sa
genetiky. Za jej objavitel'ov st povazovani traja muzi, a to F. Crick, J. D. Watson a M. Wilkinson, ktori
st od roku 1962 tiez nositeI'mi Nobelovej ceny za fyzioldgiu alebo medicinu. V objasiiovani Struktury
DNA bola ale prelomova RTG snimka, ktora vytvorila E. Franklinova, jej praca bola v§ak ohodnotena
len ako pomocna [27, 28].

U DNA je z hl'adiska primarnej Struktary predovSetkym podstatné poznat jej tri zakladné zlozky. St
nimi dusikaté bazy purinového (adenin a guanin) ¢i pyrimidinového (cytozin, tymin) charakteru,
fosfatova skupina a cukor 2-deoxy-D-riboza. Spojenie tychto troch jednotlivych komponentov vytvara
zakladnt stavebnu jednotku DNA, ktori nazyvame nukleotid. Nukleotidy s vzajomne pospajané
fosfodiesterovymi védzbami za tvorby polynukleotidu. Polynukleotid ma dva odlisné konce — na konci
ozna¢ovanom 3" je vlakno ukoncené hydroxylovou skupinou, na konci 5” je vlakno ukonéené fosfatom.
Dve opacne orientované polynukleotidové vlakna su spojené vd’aka vodikovym mostikom vzdy medzi
purinovou a pyrimidinovou bazou, konkr. tymin s adeninom sa viazu dvoma vodikovymi vézbami,
cytozin s guaninom troma. Spojené vlakna v priestore tvoria pravoto¢iva dvojvlaknova skrutkovicu
nazyvanu a-helix, ¢o oznacujeme ako sekundarnu $truktiru DNA [29].

Obrazok 3: Chemické zloZky a vizby v Struktitre DNA [30]
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Lokalizacia DNA zavisi od typu danej bunky — eukaryoticka ¢i prokaryoticka bunka. U Zivo¢iSnych
eukaryotickych buniek sa DNA nachadza v jadre a v mitochondriach. V rastlinnej bunke okrem toho
eSte v plastidoch. Prave odlisna lokalizacia a tiez velkost’ nukleovej kyseliny boli pri¢inou vyvinutia
roznych spdsobov izolacie DNA, nehovoriac aj o rozli¢nosti stavby samotnych typov buniek [27].

2.5.2 Izolacia DNA

Izolé4cia a purifikdcia nukleovych kyselin je vstupnym procesom u vacSiny molekuldrnych metod.
Samotnt metddu izolacie a tiez purifikacie vyberame na zaklade téelu, pre ktory je analyza vykonavana.
Poziadavky su kladené predovSetkym na mnoZzstvo, integritu a stupein Cistoty nukleovej kyseliny.
V pripade rastlinnych genémov je klicova Cistota a vytaznost’ ziskanych izolovanych nukleovych
kyselin, ktoré vedia do zna¢nej miery ovplyvnit’ vysledky naslednych krokov analyzy [21, 31].

25.2.1 Homogenizdcia materidlu a lyza buniek

Prvym a zakladnym predpokladom pre izolaciu DNA je jej spristupnenie. Pri praci s rastlinnym
materidlom je pred samotnou lyzou buniek nutnd homogenizacia, ked'ze sa jedna o komplexnejSie
vzorky pletiv. Medzi typické priklady homogenizacie patri napr. rozotieranie v trecej miske spolu
s morskym pieskom alebo drvenie v tekutom dusiku. Tieto mechanické postupy homogenizacie
napomahaju aj samotnej lyze, ktorej podstatou je naruSenie povrchu bunky, ateda uvolnenie
vnatrobunkového materialu. Prave urastlinnej bunky sa najcastejSie stretavame s kombinaciou
mechanickej dezintegracie spolu s pésobenim dezintegra¢nych enzymov, konkr. celuldz a hemicelulaz.
Dévodom je pritomnost’ bunkovej steny, ktora proces komplikuje, jemnejsie metody su preto v tomto
pripade neefektivne (napr. u zivo¢isnych buniek je postacujuce posobenie neiontovych detergentov) [21,
31, 32].

Lyza buniek sa uskutoéiiuje v pufri obsahujucom chelata¢né ¢inidlo, idealne aj v chlade. Obe tieto
podmienky zabezpecuju inaktivaciu nukelaz, konkr. DNaz — enzymov, ktoré narusuju Struktiru DNA
a tym ju degraduju. Ako chelata¢né ¢inidlo sa najcastejSie pouziva kyselina etylendiaminotetraoctova
(EDTA), popripade citronan sodny. Podstatou je zachytavanie dvojmocnych katiénov, hlavne hor¢ika,
ktoré posobia ako kofaktory nukledz, v ich nepritomnosti si teda nukleazy neaktivne a nedochadza
k nechcenej degradacii nukleovej kyseliny. TImivy roztok obsahuje aj detergenty, ktoré napomahaju
samotnej lyze a nari$aji membranové povrchy, napr. SDS (dodecylsulfat sodny) [32, 33].

2.5.2.2 Oddelenie a purifikacia DNA

Spolu s DNA sa pri lyze buniek uvolnia aj ostatné vnutrobunkové komponenty, ktoré st pri naslednych
analyzach neziaduce. Vznika tak komplexna zmes kontaminantov — RNA, polysacharidov, proteinov,
fenolickych a inych nizkomolekularnych latok. Ciel'om purifikaénych procesov je zbavenie sa tychto
zloziek so ziskom DNA v ¢o najvy$sej moznej Cistote [31].

Klasicky sa ako prvy krok uplatituje nizkoobratkova centrifugacia, ktora zo zmesi oddeli nerozpustné
bunkové Casti [32].

RNA je zo zmesi odstranena pdsobenim RNaz (degradacnych enzymov), ktoré su do zmesi
pridavané, su to tzv. komeréné RNdzy, napr. RNaza A. Pre aktivitu tychto enzymov nie je nutna
pritomnost’” dvojmocnych katiéonov, preto pri aplikacii EDTA nepodliehaju inaktivacii, narozdiel
od DNaz [33].

Polysacharidy st hlavnymi interferentmi v postupe izolacie DNA, pretoze napodobiiuji spravanie
DNA a tym su tazko odstranitelné. Vhodné na ich odstranenie je napr. pouzitie vysokej koncentracie
(viac ako 0,5 M) NaCl, popripade aj v kombinacii s kationovym detergentom cetrimoniumbromidom
(CTAB). Jednoduchym a efektivnym sposobom je tiez zriedenie DNA extraktov ¢i premytie
homogenatu extrakénym pufrom kvoli zniZeniu polysacharidovej kontaminacie [34].
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Existuje viacero spésobov, ako mozno odstranit’ proteiny. Jednou z nich je vyuzitie proteaz, t. j.
enzymoV degradujucich bielkovinov Struktaru, st nimi napr. proteinaza K alebo E. Hojne pouzivanym
postupom je aj extrakcia zmesou organickych latok — fenolu a chloroformu. Tieto latky po zmieSani
s vodnym roztokom nukleovych kyselin vytvoria dve vrstvy (fazy). Na ich rozhrani dochéadza
k denaturacii bielkovin za vytvorenia ich zrazeniny, ktort je mozno odstranit’ centrifugaciou [27].

Polyfenoly su typovo extrémne variabilné latky. Pri spektrofotometrickom stanoveni ¢istoty DNA
znacne skresluju vysledok (znizuju hodnotu pomeru Azsonm/Azzonm). DO tejto skupiny patria napr.
flavonoidy a terpenoidy. Antioxidanty ako polyvinylpyrolidon (PVP), polyvinylpolypyrolidon (PVPP)
a B-merkaptoetanol st najcastejSie vyuzivané chemikalie na ich eliminaciu [34].

Okrem vysSie popisanych kontaminantov Sa V niektorych aplikaciach molekularnej biologie
povazuju za neziaduce aj mitochondrialna a plastidova DNA, konkr. u rastlin je hlavnym problémom
DNA chloroplastov. Na rieSenie tohto problému je mozné jadra izolovat pred extrakciou, ¢im
minimalizujeme kontaminaciu v dosledku vysokych hladin polysacharidov a polyfenolov v bunkach.
KTacové je pri homogenizacii materialu pouzitie timivého roztoku s detergentom Triton X-100, ktory
dokaze Specificky lyzovat’ chloroplasty a mitochondrie, pricom jadra ostavaju neposkodené [34].

Po extrakcii fenolom je roztok prili§ zriedeny a obsahuje stopy samotného fenolu a chloroformu,
ktoré mézu negativne ovplyvnit’ vysledky nasledujucich merani. Z pre¢isteného vodného roztoku je
mozné DNA vyzrazat pridanim etanolu (popr. izopropanolu) pri nizkych teplotach v prostredi
jednomocnych kationov. Vyzrazana DNA sa od roztoku oddeli centrifugaciou a uskladiiuje v TE pufri.
Pri kratkodobom uskladneni postac¢uji teploty 4-8 °C, po dobu niekol’kych mesiacov je nutné
uskladnenie pri -20 °C [31, 34].

2.5.3 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie

Najbeznejsou technikou na hodnotenie kvality nukleovych kyselin je spektrofotometricka analyza. Jej
vyhody spo¢ivaja v rychlosti, jednoduchosti a tiez finan¢nej nenaro¢nosti [35].

Pomer Azsonm/Azsonm je pre Cisti vzorku DNA 1,8 a pokles naznafuje kontaminaciu (prevazne)
proteinmi, ked’Ze aromatické aminokyseliny ako fenylalanin a tyrozin $pecificky absorbuji UV ziarenie.
Pritomnost RNA naopak pomer zvySuje (nad 2,0). Vzorky rastlinnej DNA st najnachylnejsie
na znecistenie polysacharidmi a polyfenolmi, konkr. pomer Azsonm/Azzonm musi byt’ va¢si ako 2 a pomer
Azsonm/ a2zonm by mal lezat’ medzi hodnotami 1,2 a 1,3 v nekontaminovanom preparate. Hodnota pomeru
Azsonm/ Azzonm mensia ako 2 znadi pritomnost’ chaotropnych ¢inidiel pouzitych pri izolacii [34, 35].

Dal$ou moznostou kvantifikacie a detekcie je aj zafarbenie DNA interkalaénym farbivom, ktorym
moze byt napr. SYBR green, SYTQO9, DAPI, popripade etidiumbromid ¢i menej toxicka akridinova
oranz. Komplex DNA a naviazaného farbiva takto moze byt vzhI'adom na fluorescenciu detekovany,
¢o Vv pripade disponovania referen¢nej vzorky o znamej koncentracii posliuZzi na stanovenie koncentracie
DNA [31, 36, 37].

2.6 Polymerazova ret’azova reakcia
2.6.1 Princip metody

PCR (polymerase chain reaction) je jednou z najpouzivanejSich technik molekularnej biologie. Jej
princip je zalozeny na replikacii nukleovych kyselin in vitro. Hlavnou podstatou je prostrednictvom
DNA-polymerazy cyklicky opakovana syntéza vybranych usekov dvojretazovej DNA v smere 5' — 3",
Dany usek (templat) je vymedzeny dvojicou primerov, ktoré si naviazané na protil'ahlé retazce DNA
tak, aby ich 3' konce smerovali proti sebe. Po pridani DNA polymerazy tak mo6Ze nastat’ samotna
replikacia oboch retazcov. Je to rychla, relativne lacna, jednoducha a vSestranna metoda, ktora
poskytuje az 10%-ndsobné pomnozenie za 2-3 h. [31, 37, 38].
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Proces je zloZeny z troch hlavnych faz:

- Teplotna denaturacia DNA (92-96 °C)

- Pripojenie (nasadnutie) primerov na uz oddelené retazce DNA (45-65 °C)

- Syntéza novych dcérskych retazcov za pomoci DNA-polymerazy (65-75 °C) [38].

Reakcia prebieha v programovatelnom termostate, ktory nazyvame termocykler. Toto zariadenie
musi byt schopné rychlo a presne prechadzat’ z jednotlivych teplot. Vyslednym produktom PCR su
amplikony, ktoré mozno definovat’ ako iseky DNA o uréitej dizke, pricom ich pritomnost’ sa preukazuje
stanovenim ich vel'kosti predovsetkym agar6zovou gélovou elektroforézou [31, 37].

2.6.2 Komponenty

Existuje Sest’ zakladnych komponentov, ktoré sa uplatnuju a su nepostradatel'né u vsetkych typov PCR:

1. Matrica DNA: obsahuje cielova sekvenciu, ktora sa ma amplifikovat’ (napr. gendmova DNA,
plazmidova DNA, amplikén atd’.) [40].

2. Dvojica primerov: tvoria ich oligonukleotidy definujuce sekvenciu, ktora sa ma amplifikovat’.
So zvysujicou sa koncentraciou primeru Specificita reakcie klesa, zatial’ ¢o jej G¢innost’ sa
zvySuje. Pri vybere primerov existuju vSeobecné kritéria, mali by napr. obsahovat’ 18-24
nukleotidov, mat’ vyvazeny pomer A/T a C/G péarov, nebyt vzajomne komplementarne,
neobsahovat’ sekundarnu Struktaru, ich teplota topenia by mala byt optimalna pre Specifické
nasadnutie na templat a tiez by mala byt’ podobna u oboch z nich, ich optimalna koncentracia
by mala byt’ 0,1-0,6 mmol-m= [37, 40].

3. Termostabilna DNA-polymeraza: je enzym, ktory katalyzuje reakciu. Ddlezita je jej tepelna
stabilita, vd’aka ¢omu mdbze prebiehat' viac cyklov za sebou bez poSkodenia polymerdzy
pri pésobeni vysokej denaturacnej teploty. NajpouzivanejSia je Taq polymeraza izolovana
z termofilnej baktérie Thermus aquaticus, jej pol¢as rozpadu pri 95 °C je 40 minat. Okrem nej
pozname aj polymerazy inych bakterialnych kmenov, ako st napr. Pfu, Tma, Tfl [36, 39].

4. 3’-deoxynukleotid-5-trifosfaty (ANTP): st stavebnymi blokmi DNA, patria sem dATP, dCTP,
dGTP, dTTP. So zvySujicou sa koncentraciou dNTP klesa reakéna Specificita, zatial’ ¢o sa
uéinnost’ reakcie zvySuje [38, 40].

5. Mg® i6ny: su kofaktory enzymov. S jednotlivymi dNTP tvoria rozpustny komplex
rozpoznavany DNA-polymerazou. Pre jednotlivé aplikacie je nutné stanovit’ ich koncentraciu
empiricky, nakol’ko okrem s NTP reaguju aj s primermi, templatovou DNA a chelata¢nymi
¢inidlami [31].

6. Pufer: udrzuje pH a iénov silu reakéného roztoku vhodnu pre aktivitu enzymov [40].

2.6.3 Real-time PCR

Na rozdiel od tradi¢nej PCR, ktor4 sa spolieha na detekciu a analyzu amplikénov po prebehnuti vSetkych
cyklov, real-time PCR sucasne amplifikuje a detekuje DNA, ¢im prinasa rychlejsie vysledky. Vylepsena
rychlost’, ktor ponuka real-time PCR, je do zna¢nej miery dosledkom odstranenia post-PCR detekénych
postupov a pouzitia fluorescenénych technik a citlivych metdd detekcie ich emisii. Termocyklery sa
u real-time PCR zariadenia kombinujuce cyklické striedanie teplot spolu s detekciou fluorescencie
a monitorovanim priebehu PCR. Produkt je analyzovany v exponencialnej faze amplifikacie (v tomto
okamihu sa cielova koncentracia DNA po kazdom trojkrokovom teplotnom cykle zdvojnasobuje),
poskytované st nielen spolahlivé a reprodukovatelné kvalitativne vysledky (ciel
detekovany/nezisteny), ale aj kvantitativne vysledky pre presné miery poctu kopii vychodiskového
templatu s presnost'ou a vysokou citlivost'ou v §irokom dynamickom rozsahu [41].
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Fluorescenciu je mozné u amplikonov docielit’ viacerymi metodami, ktoré su zalozené na pouziti
fluorescencného farbiva viazajiiceho sa na dSDNA, fluorescencne znacenych sond ¢i fluorescencne
znac¢enych primerov. NajcastejSie vyuzivanym farbivom je SYBR Green, ktorého podstata je zaloZzena
na fakte, Zze sa po vizbe na dsDNA intenzita fluorescencie vyrazne zvysi [31, 42].

Sonda (napr. TagMan) obsahuje okrem fluorescen¢ného farbiva aj kovalentne naviazany zhasac, t. j.
molekulu, v pritomnosti ktorej k fluorescencii nedochadza. Ak na sondu pripojenu na templatovom
vlakne DNA narazi DNA-polymeraza, prejavi svoju exonukledzova aktivitu — pokracuje v syntéze
nového komplementarneho vldkna, pricom sondu postupne odburava. Tym sa prerusi kontakt farbiva
S0 zhasa¢om, vd’aka ¢omu nasledne dochadza k emisii fluorescencie [31, 42].

2.6.4 HRM analyza

HRM analyza je jednoduchd, rychla, nedestruktivna a ekonomicky nenaro¢nd metdda analyzujica
vzorku DNA. Jej principom je premena dvojretazovej molekuly DNA na jednoretazovi, priCom sa
vel'mi presne a Vv postupnych intervaloch zvysuje teplota. Priebeh je monitorovany, vysledkom merania
je pre lepsiu ¢itatelnost’ diferen¢na krivka topenia, ktora predstavuje zavislost’ derivovanej intenzity
fluorescencie nateplote. Vzniknuté piky odpovedaju teplote topenia danych amplikonov. Teplotu
topenia mozno charakterizovat’ ako teplotu, pri ktorej doslo k rozdeleniu prave polovice dvojretazovych
molektl DNA na jednoret'azové. Metoda je vel'mi citliva, dokaze zaznamenavat rozdiely uz jednej bazi.
Casto sa vyuziva ako doplnkova analyza na overenie teploty topenia vzniknutych $pecifickych
produktov PCR [43, 44].

2.6.5 Praktické vyuZitie

PCR nachadza uplatnenie pri syntéze fragmentov na zaklade chromozémovej DNA alebo RNA napr.
v klinickej diagnostike pri mapovani a charakterizacii genomov, prenatalnej diagnostike dedi¢nych
chordb a stanoveniu pohlavia, monitorovani terapie rakoviny, no taktiez aj v inych oblastiach, napr.
pri detekcii infekénych mikroorganizmov a virusov v potravinach, vode a pode, analyze prehistorickych
DNA z fosilii ¢i dokazoch identity v kriminalistike [31, 37].

Aplikacia konkrétne kvantitativnej PCR v realnom case je rozsiahla predovsetkym pre virologiu.
Okrem toho, ze real-time PCR je velmi presnd a citliva metdda, umoznuje tiez vysokovykonné
automatizované procesy, postacuju malé objemy vzoriek a da sa vyuzit' v Sirokej Skale aplikacii, ¢o z nej
robi metédu volby v dne$nych molekularnych laboratoriach. Real-time PCR sa povazuje za zlaty
Standard pre kvantifikaciu a identifikaciu réznych cielov vratane baktérii, hub, virusov alebo
onkologickych mutacii. Mozno ju rychlo prisposobit’ tak, aby poskytovala dokladné odpovede
pri identifikacii vznikajtcich chordb, ¢im sa vyrazne zlepSuje zdravotna starostlivost’ [41].

2.7 Agarozova gélova elektroforéza
2.7.1 Separacia nukleovych kyselin

Oddelenie nukleovych kyselin na zaklade ich velkosti je potrebné pre mnoho beznych laboratérnych
postupov (napr. subklonovanie, diagnostika genotypov, gPCR). Separacia nukleovych kyselin
elektroforézou na agar6zovom géle funguje na zaklade vyuzitia negativneho naboja fosfatového retazca
nukleovych kyselin. Molekuly DNA a RNA maju negativny naboj rovnomerne rozlozeny po celej svojej
dizke, kvoli ¢omu sa pohybuju cez agarézovi matricu v elektrickom poli smerom k pozitivnemu pélu
(andda). Kratsie nukleové kyseliny (mensie) su schopné za dané casové obdobie migrovat’ cez matricu
rychlejSie ako véc¢sie. Tento faktor je hlavny pri ovplyvneni elektroforetickej pohyblivosti molekul
DNA, ktora je nepriamo timerna logaritmu ich velkosti. Pri elektroforéze je mozné priamo sledovat’
polohu jednotlivych fragmentov a porovnanim s polohou dizkového §tandardu stanovit ich velkost.
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Okrem toho je elektroforeticka pohyblivost’ ovplyvnena tiez koncentraciou agarézového gélu, ktory je
pri vysSich koncentraciach tvoreny hustejSou sietou, Co stazuje priechodnost molekul. Samotna
elektroforéza je d’alej ovplyvnend intenzitou elektrického pol’a, teplotou a zlozenim elektroforetického
pufru. Pri elektroforéze na agar6zovom géle sa pouZziva jeden z dvoch pufrov: Tris-Acetat EDTA (TAE)
alebo Tris-Borat EDTA (TBE), pricom TBE ma a vyssiu tlmiacu kapacitu ako TAE [34, 44, 45].

Agardza je polysacharid ziskavany zrias, chemicky polymér D-galaktézy a L-galaktozy
pospojovanych esterovou véizbou. Okrem agarézového je CcCasto vyuzivany aj gél tvoreny
polyakrylamidom. U agar6zového st separované molekuly nukleovych kyselin vel'kosti 100 bp az
50 kp. Polyakrylamidové gély sa pouZzivaju na separaciu mensich molekul, ich stucastou su jedovaté
chemické latky (TEMED, samotny akrylamid) a st drahSie, v om spociva vyhoda pouzivania
agarozovych [31, 34].

2.7.2  Vizualizacia DNA na géle

Vizualizacia vysledkov elektroforézy na agar6zovom géle sa vykonava pridanim farbiv, konkr. zvy¢ajne
jednym z dvoch sposobov:
a) pridanim fluoroforu vmedzerujuceho sa medzi dve vlakna DNA priamo do gélu pred jeho
stuhnutim
b) udrzanim fluoroforu v timivom roztoku, premytim agar6zového gélu v iom a pouzitim tohto
roztoku pre viacero vizualizacii gélovych elektroforéz
V obidvoch pripadoch sa pouziva ultrafialové svetlo na excitaciu fluoroforu a zobrazenie vysledkov
experimentu. Najbeznej$im fluoroforom viazucim DNA je etidiumbromid (EtBr). EtBr je toxicky
a po osvetleni ¢erveno fluoreskuje, pricom molekuly DNA o rovnakej velkosti st na géle zobrazené ako
prazky a ich intenzita sfarbenia je imerna koncentracii DNA. Daldim beznym fluoroforom, ktory sa
pouziva, je skupina kyaninovych farbiv s komerénym ozna¢enim SYBR. U polyakrylamidovych gélov
je mozné aj farbenie striecbrom, popripade farbivom Coomassie Brilliant Blue [31, 45, 46].

2.8 HPLC
2.8.1 Princip metody

HPLC (high-performance/pressure liquid chromatography) je zdokonalenim chromatografickych metod
za ucelom efektivnejSej a rychlejSej separacie. VSeobecne je chromatografia jednou z najvyznamnejsich
separacnych analytickych metdd, umoziuje separaciu, identifikiciu a stanovenie velkého mnozstva
anorganickych a organickych latok. Jej podstatou je rozdielna distribucia zloziek zmesi medzi dve
nemiesitelné fazy, ato fazu stacionarnu (nepohyblivi) a mobilna (pohyblivu). Stacionarnu fazu
predstavuje tuha latka alebo kvapalina ukotvena na tuhom nosiéi, je umiestnena v chromatografickej
kolone vo forme sorbentu. Mobilna faza je u kvapalinovej chromatografii kvapalina, ktora preteka
sorbentom. Unasa vzorku chromatografickym systémom a jednotlivé zlozky sa delia, pretoze rozne
interaguju so stacionarnou fazou — ¢im viac sa K nej pataji, tym pomalSie sa pohybuju. Pri HPLC
usporiadani je mobilna faza do systému pri¢erpavana pomocou ¢erpadla za vysokého tlaku [47].

K elucii analytov je mozné pouzit’ izokraticku alebo gradientovt eltciu. Pri izokratickej elucii je
zlozenie mobilnej fazy konStantné. Pri gradientovej elicii sa, naopak, toto zloZenie v Case men,
V priebehu separacie dochadza k zvySovaniu elu¢nej sily mobilnej fazy [47].

Vystupom merania je chromatogram, na ktorom su piky (elu¢né krivky). Kvalitativnej informacii
odpoveda retencny Cas, ktory mozno charakterizovat’ ako dobu od nastreku vzorky po vrchol prislusného
piku. Kvantitativna informacia je dana vyskou a tiez plochou daného piku [48].
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2.8.2

InStrumentacia

Kvapalinovy chromatograf sa sklada z viacerych ¢asti, ktoré plnia nasledujuce funkcie:

2.8.3

rezervoari mobilnej faze, vysokotlakové ¢erpadlo (Uchovéavanie a transport mobilnej fazy, popr.
aj odplynenie a zmieSavanie mobilnej fazy)

autosampler/manualny davkovac (davkovanie vzorky)

chromatograficka kolona, termostat kolony (separacia latok)

detektor, napr. UV-VIS, refraktometricky, fluorescenény, elektrochemicky (detekcia latok)
pocita¢ (zaznam nameranych dat) [47, 49]
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Obrazok 4: Zakladna schéma HPLC: (1) zasobniky mobilnych fiz, (2) odplynovac, (3) zmiesavac,

(4) vysokotlakove cerpadio, (5) davkovac, (6) kolona, (7) detektor, (8) zberaé frakcii, (9) pocitac [47]

VyutZitie v praxi

HPLC je jednym z chromatografickych systémov, ktoré maji Siroké pouzitie v oblasti klinického
vyskumu, biochemického vyskumu, kontroly priemyselnej kvality atd’. Medzi aplikacie HPLC patri
detekcia, analyza, stanovenie a kvantifikacia molekul zo zmesi biologickej, rastlinnej a medicinske;j
podstaty. Pouzitie HPLC a GC sa 1i8i od odvetvia k odvetviu a vel'mi zavisi od zlG¢enin, ktoré sa maja
separovat’. HPLC je optimalna na separaciu neprchavych chemickych a biologickych zlucenin, ako sa
napriklad:

farmaceutika ako aspirin ¢i ibuprofen

soli ako chlorid sodny ¢i fosfore¢nan draselny

proteiny ako vajec¢né bielko ¢i krvné proteiny

organické polyméry ako polystyrén ¢i polyetylén
jednotlivé zlozky rastlinnych extraktov a bylinnych lie¢iv
termicky nestabilné zluceniny ako TNT ¢i enzymy [50, 51]
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3 CIEL PRACE

e vypracovanie literarnej reSerSe k danej problematike

e izolacia DNA zo samotného ovocia, modelovych a komerénych zmesi detskych pyré

e vyber a testovanie $pecifickych primerov na detekciu vybranych druhov ovocia pomocou gPCR

e vyber latok vyuziteI'nych ako markery pri charakterizacii ovocnej zlozky potravin

e charakterizacia ovocnej zlozky komerénych a modelovych zmesi pomocou inStrumentalnych
a molekularne-biologickych metod

e vyhodnotenie a diskusia vysledkov
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Rastlinny material
411 Komercné vyrobky

Na analyzu boli Vv komerénych sietach zakupené tri druhy ovocnych detskych pyré sroéznym
percentualnym obsahom manga.

4.1.1.1 Lupilu BIO Organic Ovocné pyré jablko, broskyiia, mango

e Zlozenie: ovocie z kontrolovaného ekologického polnohospodarstva — 68 % jabik; 16 %
broskyi; 16 % manga

e Hmotnost’ vyrobku: 90 g

e Urcenie: deti od ukonc¢eného piateho mesiaca

e Energeticka hodnota na 100 g vyrobku: 247 kJ/58 kcal

Obrazok 5: Detské pyré Lupilu

4.1.1.2 Nestle NaturNes BIO Mango

e Zlozenie: 95,5 % mangové pyré z ekologického pol'mohospodarstva; koncentrat citronovej
Stavy

e Hmotnost’ vyrobku: 90 g

e Urcenie: deti od ukon¢eného Siesteho mesiaca

e Energeticka hodnota na 100 g vyrobku: 260 kJ/62 kcal

21



Obrazok 6: Detské pyré Nestle

4.1.1.3 Hello Ovocné pyré s mangom

e Zlozenie: 85 % ovocia — 52 % jabl¢na drefi, 33 % mangova drefi; voda; cukor; modifikovany
Skrob; antioxidant — kyselina askorbova; vitamin C

e Hmotnost’ vyrobku: 190 g

e Urcenie: deti od ukon¢eného 6smeho mesiaca

e Energeticka hodnota na 100 g vyrobku: 323 kJ/6 kcal

Obrdazok 1: Detské pyré Hello
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4.1.2

Modelové zmesi

Ovocie obsiahnuté v analyzovanych detskych pyré (mango, broskyne ajablka) bolo zaktpené
v Cerstvom stave Z komerénych sieti. Okrem neho boli zakupené aj d’alie potrebné suroviny, ktoré st
sucast’ou zlozenia komerénych vyrobkov (cukor, kukuriény skrob).

4.2 Vybavenie laboratéria

421

Chemikalie

Izola¢ny kit EliGene Plant DNA (Elisabeth Pharmacon, CR)
Izolaény kit Chemagic DNA Plant Kit (PerkinEImer, Nemecko)
Etanol (Penta, CR)

RNaza A (Serva, Nemecko)

gPCR 2x SYTO-9, Master Mix (Top-Bio, CR)

PCR ultra H20 (Top-Bio, CR)

Oligonukleotidové primery (Elisabeth Pharmacon, CR)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Serva, Nemecko)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Serva, Nemecko)

Kyselina borita (Penta, CR)

Agarodza na gélovu elektroforézu (Sigma-Aldrich, USA)
GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, USA)

Midori Green Advance (Elisabeth Pharmacon, CR)

DNA standard FastGene 100 bp DNA Ladder (Malamité, CR)
PCR loading buff. Yellow load (Top-Bio, CR)

PCR loading buff. (Top-Bio, CR)

Metanol (Penta, CR)

Acetonitril, Chromasolv Plus, for HPLC, >99,9 %, Honeywell Rieedel-de Haén (Termo Fisher
Scientific, USA)

Kyselina trifluoroctova, 99 % (Acros Organics, Belgicko)

Pristroje a pomocky

Lyofilizator FreeZone Triad (Labconco, USA)

Miniinkubator LABNET 230 V (Termo Fisher Scientific, USA)
Centrifaga U-32R (BOECO Germany, Nemecko)

Laboratorne vahy KERN CM 60-2N (UNIPRO-ALPHA, CR)
Mikropipety Discovery (HTL, PolI'sko)

Mikropipety Finnpipette F2 (Thermo Fisher Scientific, USA)

NanoDrop Spectrophotometer 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
PCR box (Biosan, Litva)

Termocyklér Rotor-Gene 6000 (Quigen, Australia)

MikrovInna rara (SENCOR, CR)

Zariadenie na elektroforézu Easy — Cast, (Owl Scientific, USA)

Zdroj elektrického napétia na elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, USA)
Transluminator Azure Biosystems c200 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Ultrazvukova lazen PS 02000 (Power Sonic, USA)

HPLC Dionex UltiMate 3000 series (Thermo Fisher Scientific, USA)
PDA detektor VVanquish (Thermo Fisher Scientific, USA)

Autosampler Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
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*  Pump UltiMate (Thermo Fisher Scientific, USA)

* Kolona Kinetex F5, 2,6 um, 4,6 x 150 mm (Phenomenex, USA)

* Mraznicka a chladnicka

» Laboratorne sklo, plastovy material a laboratorne pomdcky — Eppendorfove skamavky, $picky,
stojany

4.3 Metody
4.3.1 Izolacia DNA
4.3.1.1 Priprava rastlinnych vzoriek na analyzu

Cerstvé ovocie bolo pokrajané na kiisky a varené az do zméknutia, nasledne bolo rozmixované ty&ovym
mixérom. Na zaklade zlozenia komer¢nych produktov boli vytvorené modelové zmesi s dodrzanim
percentualneho podielu jednotlivych komponentov u kazdého analyzovaného detského pyré. Celkom
boli vytvorené tri repliky detskych pyré a dve vzorky samostatného ovocia — jablka a broskyne. Hotové
modelové zmesi aj spolu s komerénymi vyrobkami boli uchovavané v mraznicke.

Pred izolaciou DNA z nich bolo navazenych po 1 g do Eppendorfovych skamaviek. Bolo pridanych
55 U pektinazy a nasledovala inkubécia po dobu dvoch hodin pri teplote 37 °C. Vzorky boli zmrazené
na -80 °C po dobu jednej hodiny a cez noc lyofilizované.

4.3.1.2 [Izoldcia DNA pomocou izolacného Kitu EliGene Plant DNA

Izolacia DNA prebiehala podla prilozeného navodu ku izola¢nému kitu. Do mikroskiimavky o objeme
1,5 ml bolo pridanych 0,2 g vzorky. Vzorka bola pomocou homogenizaéného ti¢ika rozdrvena a bolo
pridanych 450 pl roztoku P1. Po premieSani bolo pridanych 50 pl roztoku P2. Obsah skiimavky bol
kratko vortexovany a nasledne inkubovany 10 minat pri 70 °C. Po 10 minutach nasledovala
centrifugacia po dobu 3 minut pri 10 000 X g a izbovej teplote. Supernatant bol prevedeny do Cistej
1,5 ml mikroskimavky, bolo pridanych 175 pl roztoku P3. Obsah skimavky bol vortexovany,
inkubovany na I'ade po dobu 5 mintt a centrifagovany po dobu 3 minat pri 10 000 x g a izbovej teplote.
Z mikrosktimavky bolo odobratych 500 pl supernatantu do Cistej 2 ml mikroskiimavky, pridanych bolo
500 pl roztoku P4. Zmes bola vortexovana a kratko centrifigovana. Nasledne bol postup zopakovany
s roztokom P5 (pridavok v mnozstve 500 pl, vortexovanie, kratka centrifugacia). 750 ul supernantantu
bolo premiestnenych do mikroskamavky s kolonkou a centrifagovanych po dobu 1 minuty
pri 10000 x g aizbovej teplote. Odstredeny roztok bol odstraneny a zvy$ny supernatant
z predchadzajuceho kroku bol prevedeny do mikroskamavky s kolonkou. Znova nasledovala
centrifugacia po dobu 1 minaty pri 10 000 x g a izbovej teplote. Kolonka bola presunuta do cistej
mikroskimavky o objeme 2 ml, bolo pridanych 500 ul roztoku P6 aobsah bol centrifigovany
(1 minata, 10 000 X g, izbova teplota). Odstredeny roztok bol odstraneny, bolo pridanych 500 ul roztoku
P7 a prebehla centrifugacia (1 minuta, 10 000 x g, izbova teplota). Kolonka bola nasledne zbavena
zbytkov roztoku P7 pomocou centrifugacie po dobu 25 minat pri 12 000 x g aizbovej teplote.
Po centrifugacii bola kolonka opatrne vybrata a premiestnena do ¢istej 2 ml mikroskimavky. Bolo na fiu
nanesenych 100 pl roztoku P8, obsah bol centrifugovany (1 minata, 10 000 X g, izbova teplota).
Po odstraneni kolonky bola ziskanda DNA uchovavana v chladnicke [52].

4.3.1.3 [Izoldcia DNA pomocou izolacného Kitu Chemagic DNA Plant Kit

Principom kitu Chemagic DNA Plant Kit je izolacia DNA na magnetickych nosic¢och. Samotna izolacia
prebiehala podl'a postupu prilozeného vyrobcom.

Do mikroskiamavky o objeme 1,5 ml bolo pridanych 0,2 g vzorky alebo lyofilizat z 1 g ovocného
pyré. Vzorka bola pomocou homogeniza¢ného ti¢ika rozdrvena a po pridani 400 ul lyzaéného roztoku
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Bl a2 ul RNazy A (100 mg/ml) bol obsah dokladne premie$any. Zmes bola centrifigovana po dobu
5 mintt pri 12 000 rpm a izbove;j teplote. Supernatant bol preneseny do ¢istej mikroskiimavky. Bolo don
pridanych 30 pl resuspendovanych magnetickych gulocok, 320 ul roztoku B2, zmes bola premiesana
6 tahmi pipety a ponechana po dobu 5 minit pri izbovej teplote. Nasledne bola mikroskimavka
premiestnena do magnetického stojana. Po dvoch minatach bol supernatant odstraneny
a mikrosktimavka odobrata z magnetického stojana. Bolo pridanych 900 pl premyvacieho roztoku B3.
Vzniknuta vrstva na stene mikroskiimavky bola resuspendovana a zmieSana spolu s roztokom pomocou
15 tahov pipety. Po mintte bola mikroskiimavka presunuta do magnetického stojana a supernatant bol
odstraneny. Tento myci proces bol zopakovany s 900 pul premyvacieho roztoku B4 a 70 % etanolom. Po
odstraneni supernatantu a ponechani mikroskimavky v magnetickom stojane bol opatrne pridany 1 ml
mycieho roztoku B5. VSetok myci roztok B5 bol po minute odstraneny. Bolo pridanych 200 pul elu¢ného
roztoku B6 a magneticka vrstva bola resuspendovana tahmi pipety. Mikroskiimavka bola po inkubacii
(10 mintt, 55 °C) presunutd do magnetického stojana. Po mintite bol eluat obsahujtici DNA presunuty
do ¢istej 1,5 ml mikroskimavky, ktora bola uchovavana v chladnicke [53].

4.3.2 Meranie koncentracie a Cistoty DNA

Koncentracia vyizolovanej DNA bola zistena spektrofotometricky prostrednictvom pristroja NanoDrop
2000. Jednotlivé vzorky boli nanasané v objeme 2 ul amerané proti eluénému pufru (blank)
Z prislusného kitu, pomocou ktorého bola dana DNA izolovana. Absorbancia bola merana v rozmedzi
vinovych dizok od 220 nm do 360 nm. Znameranych hodnét bola zistend koncentracia DNA
a Z pomerov absorbancii Azeorze0 & Azeor230 bola urcena jej Cistota.

433 PCR
4.3.3.1 Priprava vzoriek na analyzu

Vsetky gqPCR reakcie boli vykonavané s MasterMix SYTO-9. Pomer jednotlivych zloziek uvadza
Tabul’ka 4, pouzité primery a teplotné profily Tabulka 5, Tabul'ka 6 a Tabul'ka 7. Praca prebiehala
v dvoch sterilnych boxoch, pricom jeden z nich bol uréeny na manipulaciu s DNA. Na gPCR analyzu
boli pouzit¢ vzorky o celkovom objeme 25 pul, ktoré boli davkované do S$pecialnych PCR
mikroskumaviek o objeme 0,2 ml.

Tabulka 4: Komponenty pre PCR a ich mnozstvo na jednu vzorku

Objem [pl]
Zlozka Pr;(;\rﬁéiny Pomery pri optimalizaciach
Voda 9,5 7,5 55 15
SYTO-9 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer 1 1 2 3 3
Primer 2 1 2 3 3
DNA matrica 1 1 1 5
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4.3.3.2 PouZité primery

Tabulka 5: Sekvencie a dizky amplikénov jednotlivych primerov

Primer Sekvencia5— 3’ ].)l?ka Zdroj
amplikénu [bp]
ITS-S2F ATGCGATACTTG GTG TGA AT 387547 [54]
ITS-S2R GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT
4CL-F AAG GCT GCT TGG ATT TCT CG 163 [55, 56]
4CL-R TTTTCACCGTCGACTTGC TG ’
PAL-F AGA AGC CGA GAA GCC AAG AA 178 [57]
PAL-R TGT TGG CTT CCT TCT CAG TCT
ANR-F TAT CGG CAT GGATCACTT CG 763 [56, 58]
ANR-R CTCGGC ATATTCGTT GTAGG ’
F3,H—F TAG GAG GAG GTAGCAGTC 155 [56, 59]
F3'H-R CGTTAG CCAGTT CCC AAT
DFR-F GGC TCGTCATGAGACTCCTC 101 [60]
DFR-R TGT GTT AAC TCC AGC AGATGTC
4.3.3.3 Teplotné profily
Tabulka 6: Teplotny profil pre primery ITS2 [54]
Podmienky
Krok .
Pocet cyklov | Teplota [°C] Trvanie [s]
Uvodna denaturécia 95 300
Denaturacia 95 30
Hybridizacia primerov 40 52 30
Syntéza retazcov DNA 72 45
Elongacia 72 600
Tabulka 7: Teplotny profil primerov Specifickych pre mango [56]
Podmienky
Krok -
Pocet cyklov | Teplota [°C] Trvanie [s]
Uvodné denaturécia 95 300
Denaturacia 95 10
Hybridizacia primerov 40 58 10
Syntéza retazcov DNA 72 30
Elongacia 72 300
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4.3.4 Agarézova gélova elektroforéza

Na pripravu gélu na elektroforézu bol namiesany roztok TBE pufru, ktory pozostaval z 54 g Tris baze,
27,5 g kyseliny boritej a 20 ml 0,5M EDTA. Latky boli rozpustené v destilovanej vode, ktora bola
doplnena na objem 1 liter. Pufer bolo pred pouzitim potrebné desat’krat zriedit’.

Navazka 1,2 g agardzy bola v Erlenmayerovej banke zmie$ana s 100 ml 0,5x TBE pufru. Za pomoci
mikrovinnej rary bol roztok 4 az 5x privedeny k varu az do Gplného rozpustenia agardzy. Po miernom
ochladeni bolo pridané interkala¢né farbivo GelRed (10 ul), popripade Midori Green (5 ul). Roztok bol
vyliaty do formy s hrebienkom a ponechany po dobu stuhnutia gélu — minimalne 30 minut.

Do jamiek boli nanasané PCR produkty v objeme 15 pl, ktoré boli predtym zmieSané s nanasacim
pufrom v pomere 5:1. Do jednej z jamiek bolo nanesenych 5 ul dizkového $tandardu. Takto pripravend
forma's gélom bola vlozena do vanicky, zaliata 0,5x TBE pufrom po rysku a pripojena ku zdroju napétia.
Bolo zvolené napétie 80 V a elektroforéza prebiehala 2 hodiny.

Po elektroforéze bol gél vyfotografovany v UV transluminatore pri vinovej dizke 302 nm.

435 HPLC

Lyofilizované vzorky komer¢nych detskych pyré; vzorky pripravenych replik a vzorky samostatného
ovocia (jablka a broskyne) boli navazené do 2 ml mikroskiimaviek po 0,25 g v dvoch opakovaniach.
Do kazdej z nich bolo pridanych 1,25 ml metanolu a boli vlozené do ultrazvukovej lazne na 30 mintt.
Nasledne boli centrifigované pri 3000 rpm po dobu 10 mintt aizbovej teplote. Z kazdej
mikroskimavky bol odpipetovany supernatant (frakcia 1) apostup bol zopakovany — pridavok
metanolu, ultrazvukova lazen, centrifugicia, odpipetovanie supernatantu (frakcia 2). Pripravené
extrakty boli uchovavané v mraznicke [1].

Na HPLC analyzu bol pouzity nastrek 0 objeme 20 ul. Analyza prebiehala gradientovou eltciou
po dobu 30 minat, mobilnymi fazami boli 0,1 % vodny roztok kyseliny trifluoroctovej (MiliQ)
a acetonitril, obe s prietokom 0,4 ml/min. Koléna bola vyhriata na 35 °C a prislusné latky boli
detekované pri vinovych dizkach 260, 280, 300 a 680 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1 Plod manga
5.1.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

DNA z plodu manga bola izolovana pomocou dvoch komerénych kitov — izolaéného kitu EliGene Plant
DNA (Elisabeth Pharmacon) a izolaéného kitu Chemagic DNA Plant Kit (PerkinElmer). Izolacia
prebichala podla postupov uvedenych v kapitolach 4.3.1.2 2 4.3.1.3.

Po izolacii bola v oboch pripadoch uréend koncentricia a miera zneCistenia DNA pristrojom
NanoDrop 2000. Vysledky uvadza Tabulka 8 a Tabul’ka 9. Na zaklade merani je mozné usudit’, ze DNA
izolovana kitom na principe magnetickych Castic vykazuje vyS$siu koncentraciu. Pomer absorbancii
pri 260 nm a 280 nm (Azsor280) Nie je vV rozmedzi hodnét 1,8-2,0 u DNA ani jedného z pouzitych kitov,
¢o znaci kontaminaciu. V pripade DNA izolovanej kitom EliGene to mdze byt pritomnost’ RNA, ktora
hodnotu zvysuje. U DNA izolovanej kitom Chemagic je predpoklad pritomnosti proteinov. Nizke
hodnoty pomeru absorbancii Azeo2z0 MOZu byt spdsobené pritomnostou polyfenolickych latok ci
zvyS§kov Cinidiel izola¢ného kitu — predovSetkym u DNA izolovanej kitom Chemagic DNA Plant.

Tabulka 8: Spektorfotometrické stanovenie koncentrdcie a cistoty mangovej DNA izolovanej kitom EliGene

Plant DNA
Cislo merania ¢ [ng-pl] A0/280 A260/230
1. 22,40 2,20 1,59
2. 19,10 2,23 2,23
3. 19,10 2,07 2,21
Priemerna hodnota 20,20

Tabulka 9: Spektorfotometrické stanovenie koncentrdcie a cistoty mangovej DNA izolovanej kitom Chemagic

DNA Plant
Cislo merania ¢ [ng-pI] Az60/280 Az60/230
1. 23,8 1,38 0,37
2. 25,2 1,37 0,36
3. 23,1 1,39 0,35
Priemern4 hodnota 24,03
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5.1.2 Overenie amplifikovatel’nosti

U oboch vzorieck DNA boli na overenie amplifikovatel'nosti pouzité primery Specifické pre rastlinna
DNA —ITS2. Ako pozitivna kontrola (DNA, u ktorej uz bola amplifikovatel'nost’ dokdzand) bola vyuzita
DNA izolovana z plodu ¢ucoriedky (10 ng-ul*) a DNA plodu manga (10 ng-ul?). Vysledky gPCR
analyzy su zobrazené na nasledujucich obrazkoch.
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Obrazok 8: Amplifikacné krivky — DNA manga izolovana kitom EliGenne Plant DNA
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Obrazok 9: Krivky topenia — DNA manga izolovand kitom EliGenne Plant DNA
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Obrazok 10: Amplifikacné krivky — DNA manga izolovana kitom Chemagic DNA Plant
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Obrazok 11: Krivky topenia — DNA manga izolovand kitom Chemagic DNA Plant

Analyza potvrdila amplifikovate'nost” DNA. Teplota topenia $pecifickych produktov bola v oboch
pripadoch detekovana pri priblizne 88 °C a 92 °C (Obrazok 9 a Obrazok 11). Na zaklade porovnania
vysledkov z merania koncentracie a amplifikaénych kriviek (optimalny tvar, vy$sia ¢innost’ reakcie)
bol pre nasledujlicu pracu zvoleny kit Chemagic DNA Plant. DNA z plodu manga izolovana tymto
kitom bola nad’alej vyuzita pri testovani primerov Specifickych pre mango a ako pozitivna kontrola
u gPCR analyz DNA izolovanej z ovocnych pyré.
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5.1.3 Vyber §pecifickych primerov

Bolo prevedenych pat’ singleplex gPCR analyz s roznymi parmi primerov, konkr. PAL; ANR; 4CL;
DFR a F3'H. Koncentracia kazdého primeru v reak¢énej zmesi bola 400 nmol-I2. Ich sekvencie uvadza
Tabul'ka 5. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA manga izolovna kitom Chemagic DNA Plant
s koncentraciou 24,03 ng-ul. Vysledok qPCR analyzy je zobrazeny na Obrazku 12 a Obrazku 13.
Nasledne bola vykonana agarézova gélova elektroforéza (Obrazok 14).

Fluorescencia
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PAL PAL negativna kontrola DFR DFR negativha kontrola 4cL
4CL negativia kantrola F3'H F3'H negativna kontrola ANF ANFnegativna kantrola

Obrazok 12: Amplifikacné krivky DNA manga za pouczitia réznych primerov
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Obrazok 13: Krivky topenia DNA manga za pouzitia roznych primerov
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DFR negativna kontrala
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Obrazok 14: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 10: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 14 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky
1. + 9. DFR mango +
2. PAL mango + 10. DFR NK -
3. PAL NK - 11. F3'H mango -
4. 4CL mango i 12 i
5. g + 13. F3'H NK -
6. 4CL NK - 14, +
7. DNA standard - 15, ANR mango +
8. DFR mango + 16. ANR NK -

Po vyhodnoteni vysledkov z gPCR a agarozovej gélovej elektroforézy boli za najvhodnejsie primery
vybrané pary PAL a4CL. Dévodom je najoptimalnejsi tvar amplifikaénych kriviek, zhoda dvoch
paralelnych stanoveni a kratka diZka fragmentov (priblizne 100-120 bp). U vzorky &. 11 (pozitivna
kontrola s primerom F3'H) nebol detekovany Specificky produkt, ¢o je okrem vysledku elektroforézy
pozorovatelné aj z tvaru krivky topenia na Obrazku 13 (zhodna s krivkou topenia jednej z negativnych
kontrol). Vo vzorke sa zrejme prejavila kombinacia self-komplementarity primerov a kontaminacia
DNA (mozno pozorovat’ z vysledku agardzovej gélovej elektroforézy ako vyrazne intenzivnejs$i band
odpovedajuci dimérom primerov).
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V nasledujticej gPCR bola overovana $pecifita primerov pre mango. DNA manga bola z 24 ng-pl*
nariedend na pozadovani koncentraciu 5 ng-ul?, ktord bola pouzitd ako pozitivna kontrola.
Analyzovanymi vzorkami bola DNA jablka a broskyne (taktiez s koncentraciami 5 ng-pl?). Dévodom
vyberu tychto ovocnych vzoriek je ich pritomnost’ v analyzovanych komerénych pyré. Testovanymi
primermi boli pary PAL a 4CL na zéklade predoslej analyzy, oba s koncentraciami 400 nmol- I kazdého
primeru Vv reakénej zmesi. Vysledky st uvedené na Obrazku 15 a Obrazku 16 aj spolu s vysledkom
agarozovej gélovej elektroforézy na Obrazku 17.
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Obrazok 15: Amplifikacné krivky reakcnych zmesi za pouzitia primerov PAL a 4CL
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Obrazok 16: Krivky topenia reakcénych zmesi za pouzitia primerov PAL a 4CL

33



Tabulka 11: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 17 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

12203 o4

56 7 8 910 11 12

1314 15 16 17

Obrazok 17: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

L PAL PK mango * 10. 4CL PK mango *
2. g + 11, g +
3. . — 12. . -
n PAL jablko - 13 4CL jablko -
5. 5 - 14, 5 -
5 PAL broskyna — 15 PAL broskyna —
7. - 16. -
5 PAL NK — T PAL NK —
9. DNA standard —

Aj napriek tomu, Zze u PAL bola dosiahnuta vyssia G¢innost’ reakcie, boli tieto primery vyhodnotené
ako nevyhovujuce. Dévodom bola, okrem vicSieho mnozstva vzniknutych dimérov (vysledok
agardzovej gélovej elektroforézy), predovSetkym nedostatocna Specifita — na Obrazku 16 je mozné
pozorovat’ u primerov PAL malé mnozstvo vzniknutého produktu S teplotou topenia priblizne 85 °C
u vzorky jablka. Na nasledujticu analyzu boli preto vybrané primery 4CL.
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5.1.4 Optimalizacia koncentracie primerov

U zvoleného paru primerov — 4CL boli pripravené reakéné zmesi pre qPCR o0 troch réznych
koncentraciach (400 nmol-I"; 800 nmol-I*%; 1200 nmol-I*). Pomer jednotlivych komponentov
znazoriiuje Tabulka 4. Ako pozitivna kontrola bola pouziti DNA manga s koncentraciou 5 ng-pl™.
Po gPCR reakcii bola prevedena agardzova gélova elektroforéza. Vsetky vysledky st zhrnuté
na Obrazku 18, 19 a 20.
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Obrazok 18: Amplifikacné krivky amplikonov s troma roznymi koncentraciami primerov 4CL
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Obrazok 19: Krivky topenia amplikonov s troma roznymi koncentraciami primerov 4CL
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Obrazok 20: Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 12: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 20 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

+ 1 _

;. PK 400 nmol- I y 3 NK 800 nmol-I -
) ) 4

3. | NK400 nmol- It - g | "K1200nmol -
4, 1 + 9. NK 1 200 nmol-I* -
5| PK800nmol n 10. DNA standard -

Na zaklade amplifikaénych kriviek akriviek topenia bola vybratd vzorka s najvhodnejsou
koncentraciou primerov, ktora obsahovala v reakénej zmesi 3 ul kazdého primeru — teda vzorka
s koncentraciou 1 200 nmol-I?. Dovodom je najvicsia uginnost’ reakcie.
detekovat’. Za tymto U¢elom bola DNA z plodu manga nariedena na tieto koncentracie: 10 ng-pl™;
1ng-ul?; 0,1 ng-pl? a0,01 ng-ult. Na analyzu bola, okrem nariedenych, pouZzitd aj koncentricia
5ng-ul?  zhotovena V predoslom merani a taktiez povodnd koncentracia 24 ng-ul?. Na zaklade
predoslej analyzy bola zvolend koncentracia primerov 4CL 1200 nmol-I? (tato koncentracia je
pouzivana aj vo vSetkych nasledujicich analyzach s primermi 4CL). Obrazok 21 a Obrazok 22
zobrazuju vysledok gPCR, Obrazok 23 vysledok agardzovej gélovej elektroforézy.
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Obrazok 21: Amplifikacné krivky reakénych zmesi s réznou koncentrdaciou DNA
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Obrdzok 22: Krivky topenia reakcnych zmesi s réznou koncentraciou DNA
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Obrazok 23: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 13: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 23 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

1. PK mango + 9. PK mango —
2. 24 ng-ult + 10. 0,1 ng-ul? -
3. PK mango + 11. PK mango -
4. 10 ng-ul? + 12. 0,01 ng-ul* -
S. PK mango + 13. -
6. 5ng-pl? + 14. NK -
1. PK mango + 15. DNA standard -
8. 1ng-plt +

U kriviek topenia mozno pozorovat’ vznik dimérov primerov s teplotou topenia priblizne 80 °C.
Teplota topenia $pecifického produktu bola detekovana pri priblizne 87 °C u vzoriek s koncentraciou
vy$Sou ako 1 ng-ult vratane. Okrem kriviek topenia na Obrazku 22 tomu nasvedéuje aj vysledok
agarozovej gélovej elektroforézy.
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5.2 Komerc¢né vyrobky
5.2.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a ¢istoty izolovanej DNA

Po izolacii DNA kitom Chemagic DNA Plant bola odmerana koncentracia a Cistota DNA ziskanej
z lyofilizovanych vzoriek komerénych vyrobkov detskych pyré. Vsetky vysledky st uvedené
v Tabulke 14.

Koncentracie DNA izolovanej z pyré od Nestle a Hello su takmer rovnako vysoké, zatial' ¢o
koncentracia DNA izolovanej z pyré Lupilu je nepatrne nizSia. Vysledné namerané koncentricie
u komerénych vyrobkov su niekol’konasobne nizsie ako koncentracia DNA izolovanej z plodu manga
(Tabul’ka 8 a Tabulka 9). Dovodom mézu byt pridavné latky v komerénych vyrobkoch (polysacharidy,
ktoré mozu prostrednictvom svojej chemickej Struktiry napodobiiovat’ spravanie DNA a viazat’ na seba
magnetické nosi¢e namiesto nej), taktiez fakt, ze su v obchodnych ret'azcoch skladované dlhii dobu
v nechladenych priestoroch. Velky vplyv ma aj kyslost’ detskych pyré — DNA v kyslom prostredi
degraduje [61].

DNA u vsetkych skamanych vzoriek na zaklade pomeru absorbancii Azso280 mozno vyhodnotit’ ako
znecistenu proteinmi, ked’ze hodnoty su nizsie ako 1,8. Nizke hodnoty absorbancii Azeoz0 vykazuju
znecistenie vzoriek polyfenolickymi latkami ¢i zbytkami ¢inidiel izolaéného kitu. Aj u tohto pomeru je
pozadovana hodnota pre Cistd DNA priblizne 1,8.

Tabulka 14: Spektorfotometrické stanovenie koncentracie a cistoty DNA izolovanej z komercnych vyrobkov

Cislo merania Nazov vzorky ¢ [ng-pl?] Ao601280 Az60/230
1. 3,30 1,19 0,34
2. . 3,00 1,15 0,33
3, Lupilu 3,30 1,01 0,35
Priemerna hodnota 3,20
1. 5,80 1,24 0,47
2. 5,30 1,21 0,45
3, Nestle 5,70 1,26 0,45
Priemerna hodnota 5,60
1. 5,50 1,35 0,38
2. 5,60 1,25 0,35
3, Hello 5,40 1,22 0,37
Priemerna hodnota 5,50
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5.2.2 Overenie amplifikovatel’nosti

U jednotlivych vzoriek DNA izolovanej z komerénych vyrobkov boli na overenie amplifikovatel'nosti
taktieZz pouzité primery Specifické pre rastlinni DNA — ITS2. Ako pozitivna kontrola bola vyuzita
zriedena DNA plodu manga (1 ng-pl?). Vysledky gPCR analyzy a agar6zovej gélovej elektroforézy su
zobrazené na Obrazku 24, 25 a 26.
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Obrazok 24: Amplifikacné krivky reakénych zmesi komercnych vyrobkov s primerom ITS2
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Obrazok 25: Krivky topenia reakénych zmesi komercénych vyrobkov s primerom ITS2
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Obrdzok 26: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 15: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 26 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

1. + 7. -

3 PK mango " g Hello -

3. Lupilu + 9. DNA Standard —

. P + 10. -

NK
5. Nestl + 11. -
6. estle "

Na analyze kriviek topenia mozno pozorovat’ vznik mnozstva dimérov primerov, priCom Specificky
produkt bol detekovany pri teplote priblizne 91 °C. To ale nemozno povedat’ o detskom pyré Hello —
u tejto vzorky DNA nebola amplifikovana, ¢o bolo potvrdené aj agardzovou gélovou elektroforézou.
Do6vodom mdze byt degradacia DNA izolovanej z pyré Hello, mohla byt’ teda rozbita na kratsie ktusky
nez DNA zvys$nych dvoch pyré.
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5.2.3 Dékaz pritomnosti manga

Bola uskutocnena qPCR analyza so Specifickym primerom pre mangovii DNA — 4CL. Ako pozitivna
kontrola bola pouzita DNA plodu manga s koncentraciou 5 ng-ul?. DNA komerénych vyrobkov aj
pozitivnej kontroly bola do rekénej PCR zmesi pipetovana vo vaésom mnozstve, namiesto 1 ul bolo
pridanych 5pl, ato zdovodu nizkej koncentracie DNA. Pomer jednotlivych komponentov
znazornuje Tabul'ka 4. Vysledky st zaznamenané na Obrazku 27 a Obrazku 28. Po amplifikacii bola
prevedena agardzova gélova elektroforéza (Obrazok 29).
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Obrazok 28: Krivky topenia DNA komercnych vyrobkov
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Obrdzok 29: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 16: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 29 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

1. . + 7. +
3 Lupilu " g PK mango "
3. - 9. -
4 Nestle " 10 NK -
5. — 11. DNA Standard —
5 Hello "

U kriviek topenia mozno pozorovat’ vznik dimérov primerov S teplotou topenia priblizne 80 °C.
Specificky produkt bol detekovany pri priblizne 87 °C, a to u oboch paralelnych pozitivnych kontrol
a u detského pyré Lupilu. Len v jednom z dvoch paralelnych stanovani u Nestle a Hello bol detekovany
$pecificky produkt. Vysledok elektroforézy tieto tvrdenia potvrdil. Najpravdepodobnejsim dovodom
nedetekovaného produktu u vzorieck ¢. 3 a5 moéze byt inhibicia DNA polymerazy v dosledku
kontaminacie DNA (Tabulka 14). Analyza s primermi 4CL vyvratila vysledok predo§lého merania
u vzorky Hello, ked’ze DNA bola nie len amplifikovatel'na, no taktiez v nej bol detekovany aj Specificky
produkt.
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524 HPLC

Podl'a potupu uvedenom v kapitole 4.3.5 boli vzorky komerénych detskych pyré podrobené HPLC
analyze. Na zaklade retenénych ¢asov a UV spektier boli identifikované isté fenolické latky, ktoré sa
uvedené v Tabulke 17. Na Obrazku 30 je znazorneny vysledok HPLC analyzy komeréného pyré Lupilu,
u ktorého bolo identifikovanych najviac fenolickych latok.

Tabulka 17: Zoznam fenolickych latok identifikovanych v jednotlivych komercnych vzorkach detského pyré
(latka: — nedetekovand; + detekovand)

Detekovana latka Lupilu Nestle Hello
Kyselina gallova + + _
Kyselina chlorogenova + - —
Katechin + - _
Florizin + - _
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Obrazok 30: Chromatogram komercného pyré Lupilu

Na zaklade predoslych §tadiji je Specifickou latkou pre mango kyselina ellagova a predovsetkym
mangiferin, ktoré v komerénych pyré detekované neboli. Vzhl'adom ku pomerne nizkemu poctu
detekovanych latok mozno usudit’, ze zvolena extrakéna metdda zrejme nie je postacujica a je potreba
ju optimalizovat’ tak, aby bol extrakt koncentrovanejsi [62].

44



5.3 Modelové zmesi
5.3.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

DNA zreplik detskych pyré a Cistého ovocia bola izolovanid ajej koncentracia bola odmerana
obdobnym sposobom ako v predoslych pripadoch.

U replik boli namerané koncentracie vysSie ako u samotnych komerénych vyrobkov. Hodnota
koncentracie DNA repliky Nestle (100% mango) nie je zhodna s koncentraciou DNA izolovanej z plodu
manga (24 ng-ul?). Niz$ia hodnota modze byt spdsobena tepelnou upravou vzorky (DNA varom
degraduje), taktiez jej rozmixovanim ty¢ovym mixérom (poSkodenie makromolekl DNA mechanickou
latky — cukor, modifikovany $krob. Kontaminacia u vzoriek bola o¢akavana, prispiet’ k nej mohol aj
fakt, ze repliky boli pripravované v domacom prostredi, kde nebolo mozné zabezpecit' sterilitu
pouzitého riadu. Na nizkom pomere absorbancii Azsoz0 MOZe mat, ako aj v predoslych pripadoch,
podiel pritomnost’ zvyskov ¢inidiel izola¢ného kitu.

Tabulka 18: Spektorfotometrické stanovenie koncentracie a cistoty DNA izolovanej z modelovych zmesit

Cislo merania Nazov vzorky ¢ [ng-pl?] Az60/280 A260/230
1. 14,10 1,28 0,39
2. . ] 14,60 1,29 0,40
3. Replika Lupilu 14,00 1,22 0,39
Priemerna hodnota 14,23
1. 10,20 1,22 0,39
2. . 10,70 1,18 0,36
3 Replika Nestle 10.50 1.20 0.36
Priemerna hodnota 10,47
1. 9,30 1,36 0,48
2. . 9,10 1,22 0,44
3 Replika Hello 9.10 137 0.45
Priemerna hodnota 9,17
1. 13,30 1,17 0,35
2. 13,00 1,25 0,35
3. Jablko 13,10 1,20 0,36
Priemerna hodnota 13,13
1. 12,40 1,51 0,60
2. Broskvi 12,30 1,57 0,63
3. rosiyna 11,90 1,53 0,63
Priemerna hodnota 12,20
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5.3.2 Overenie amplifikovatel’nosti

U DNA izolovanej zreplik detskych pyré a taktiez Cistého ovocia bola najprv overovana ich
amplifikovatel'nost pomocou primerov ITS2. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA manga
s koncentraciou 10 ng-ul?. Amplifikacné krivky reakcie spolu s krivkami topenia su zobrazené

na Obrazku 31 a Obrazku 32. Vysledok agarozovej gélovej elektroforézy je na Obrazku 33.
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Obrazok 31: Amplifikacné krivky DNA replik a cistého ovocia s primermi 1TS2
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Obrazok 32: Krivky topenia DNA replik a cistého ovocia s primermi ITS2
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Obrdzok 33: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 19: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 33 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

L Replika Lupilu - 2 Broskyi ¥

2 p p _ 10. rosKyna n

3. . - 11. +

n Replika Nestle " 12 PK mango "

5. . + 13. -

6. Replika Hello " 14 NK -

;. Jablko : 15. DNA Standard —

Specifické produkty st vidiet’ na krivkach topenia (Obrazok 32) pri priblizne 93,5 °C. Produkt bol
ale obtiazne detekovatelny elektroforézou, Co zndzorfiuje Obrazok 33. Analyza potvrdila
amplifikovatelnost v minimalne jednom paralelnom stanoveni U kazdej z analyzovanych vzoriek
modelovych zmesi.
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5.3.3 Dékaz pritomnosti manga

Aj v tomto pripade bola pritomnost’ manga overovana pomocou $pecifickych primerov 4CL. Okrem
vytvorenych replik detskych pyré boli analyzované aj vzorky cistého ovocia. Vysledky qPCR st
zobrazené na Obrazku 34 a Obrazku 35. Aj tentoraz bola po qPCR prevedena agardézova gélova
elektroforéza s vysledkom na Obrazku 36.

Fluorescencia
o o o e e e e e
N w = (5] [=>] ~ © © -

=]
=

o

2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Potet cyklov

Lupilu - Nestle
Pozitivna kontrola (mango) Negativna kontrola

Hello Jablko

Broskyfia I

Obrazok 34: Amplifikacné krivky DNA replik a cistého ovocia
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Hello Pozitivna kontrola (mango) Jablko

Obrazok 35: Krivky topenia DNA replik a éistého ovocia
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Obrazok 36: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR

Tabulka 20: Zoznam vzoriek a ich detekcia pre Obrdzok 36 (produkt: — nedetekovany, + detekovany)

Cislo Vzorka Detekcia Cislo Vzorka Detekcia
vzorky vzorky

1. . . - 9. . -

3 Replika Lupilu - 10 Broskyna -

3. . + 11. +

n Replika Nestle " 12 PK mango "

2' Replika Hello : 12 NK :

;. Jablko : 15. DNA standard -

Na krivkach topenia (Obrazok 35) mozno pozorovat’ vznik $pecifického produktu s teplotou topenia
priblizne 94 °C u vsetkych vytvorenych replik, ¢im v nich bola dokazanad pritomnost’ manga. Piky
s priblizne rovnakou teplotou topenia sa vSak vyskytli aj uvzoriek jablka abroskyne. Gélova
elektroforéza u tychto vzoriek nepotvrdila pritomnost’ $pecifického produktu, no ta nebola potvrdena
ani uvsetkych vzoriek replik, z¢oho mozno usudit, ze produkt bol obtiazne detekovatelny
elektroforézou. Z tohto dovodu boli vSetky vzorky podrobené HRM analyze.

Na zéklade nejasnosti predoslej analyzy boli vSetky vzorky podrobené HRM analyze s cielom
overenia ziskanych vysledkov. Analyza prebichala na pristroji LightCycler v rozsahu tepldt 50-99 °C
s krokom 0,01 °C/s. Jej vysledok je znazorneny na Obrazku 37.
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Obrazok 37: Vysledok vysokorozlisovacej analyzy kriviek topenia u DNA replik detského pyré a cistého ovocia

Na Obrazku 37 st patrné dvojice pikov. Piky s teplotou topenia priblizne 77-78 °C patria dimérom
primerov. Druhé piky s teplotou topenia priblizne 85 °C su Specifické amplikony. VysokorozliSovacia
analyza kriviek topenia okrem vyskytu Specifického produktu v replikach zaznamenala slabu
ne$pecificka amplifikaciu v jednej z paralelnych stanoveni vzoriek jablka av oboch paralelnych
stanoveniach vzoriek broskyne. Preto bolo potrebné upravit’ nulovu liniu piku odpovedajiceho produktu
primerov 4CL tak, aby vSetky piky s hodnotou dF/dT vo vrchole nizsou ako 1,8 boli povazované za Sum
pozadia (Obrazok 38). Aj po tejto Giprave bolo este stale mozné potvrdit’ pritomnost’ manga vo vSetkych
replikach ovocnych pyré.

Target: | Target 1 v] .
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold ;
E 5
£ 4
3
2
1
0..?0....?5....80 85...9,0....9‘
( = Add | |_= Delete | 4 up W Down Temperature (°C
Results as Table Samples as Plate | Tm as Plate

Pos. # Mote | Excl. | Sample Target 1 Peak 1
1 jabko1

Obrazok 38: Ukdzka nastavenia nulovej linie na cca 1,8
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534 HPLC

Podobne ako komeréné zmesi, aj repliky detskych pyré boli podrobené HPLC analyze podla postupu
uvedenom v kapitole 4.3.5. Jednotlivé identifikované latky st uvedené v Tabulke 21. Ani V pripade
replik nebola potvrdend pritomnost fenolickych latok Specifickych pre mango (kyselina ellagova
a mangiferin), aj ked’ mangové pyré do modelovych vyrobkov pridané bolo. U replik Nestle a Hello
nebola detekovana Ziadna z identifikovatelnych latok. Na zdklade porovnania s vysledkami HPLC
U komerénych zmesi (Tabulka 17) mozno konstatovat, ze pocet detekovanych latok je eSte mensi, ¢o
dokazuje nedokonalost’ extrakénej metody. Tento fakt potvrdzuje aj porovnanie s vedeckym ¢lankom,

kde boli okrem $pecifickych latok v duzine manga detekované aj mnohé d’alsie fenolické latky [62].

Tabulka 21: Zoznam fenolickych latok identifikovanych v jednotlivych modelovych zmesiach detského pyré

a ¢istom ovoci (latka: — nedetekovand; + detekovand)

Detekovana latka T_Zp;::(ua Rl\(lessltllt a Rﬁg“ga Jablko | Broskyna
Kyselina gallova + - - - _
Kyselina chlorogenova - — - - _
Katechin - - - — +
Florizin + - - + —
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6 ZAVER

FalSovanie potravin je aktualnym problémom, ktory postihuje rézne potravinarske komodity. Nie je
tomu inak ani u detskych ovocnych pyré, ktoré ¢asto falsovaniu podliechaji. Je potrebné a vel'mi dolezité
optimalizovat’ metédy s cielom mozného odhalenia falSovania — Vv tejto praci bola optimalizacia
zamerana konkrétne na qPCR s primermi Specifickymi pre mango. Optimalizovana metoéda bola
nasledne vyuzita na dokaz pritomnosti manga vo vybranych detskych prikrmoch. Za tymto Gcelom boli
zakupené tri komeréné detské pyré obsahujuce mango v réznom percentualnom zastipeni. Na analyzu
boli pripravené aj ich repliky.

Pred samotnou qPCR analyzou bolo potrebné zvolit’ vhodnti metddu izolacie DNA. Boli otestované
dva izola¢né kity — kolonkovy a kit s principom magnetickych nosi¢ov. Pomocou tychto kitov bola
zplodu manga izolovanA DNA snaslednym stanovenim jej koncentracie a overenim
amplifikovatelnosti. Na zaklade vysledkov bolo ustidené, Ze kit s magnetickymi nosi¢mi poskytol lepsie
vysledky a tym padom bol nad’alej pouzivany aj na izoldciu DNA z ovocnych pyré.

Jednym z hlavnych cielov prace bol vyber a testovanie vhodnych primerov na detekciu mangove;j
DNA vo vzorkach detskych pyré. Po testovaniach boli ako najvhodnejsie vybrané primery 4CL
s koncentraciou 1 200 nmol-I* kazdého primeru v PCR zmesi. Nasledne bolo zistené, Ze dokazu
detekovat’ DNA v najmensom mnozstve 1 ng-ul™t. Pouzitim tychto primerov sme boli schopni dokazat’
pritomnost’ manga vo vSetkych troch komerénych vyrobkoch ako aj v ich pripravenych replikach.

V zavere u HRM analyzy replik detskych pyré bola ale pozorovana nespecifickd amplifikacia
vo vzorkach iného ovocia ako manga (jablka a broskyne). Upravenim nulovej linie je mozné tieto piky
povazovat' za Sum pozadia. Z analyzy teda vyplyva, Ze S danym teplotnym profilom PCR reakcie
moézeme primery 4CL pouzit’ na detské pyré, kde je vyssi percentualny obsah manga. U detskych pyré
s jeho niz§im podielom s dané primery pouziteI'né, no bolo by potrebné optimalizovat’ teplotny profil
reakcie (pre zvysenie G¢innosti a redukciu nespecifickych produktov). Moznym riesenim moze pripadne
byt okrem zmeny teplotného profilu aj optimalizacia koncentracie Mg?* ionov alebo nested PCR, ktora
je variaciou $tandardnej PCR. Vonkaj$im parom primerov pouzivanych v prvom kole nested PCR by
tak mohli byt’ primery 4CL, na vzniknuty produkt sliziaci ako templat by boli pouzité novonavrhnuté
primery (vnoreny par primerov), ¢im by sa zvysila Specifita analyzy a vytazok pozadovanych
amplikonov [63, 64].

V ramci inStrumentalnej Casti prace boli ako markery pritomnosti manga v ovocnych pyré uréené
dve fenolické latky — mangiferin a kyselina ellagova. U HPLC analyzy vSak tieto latky neboli
detekované. Analyza neposkytla postacujuce vysledky, pricom najvac¢si podiel natom ma
pravdepodobne extrak¢na metdda. Pre ziskanie koncentrovanejsich extraktov je potrebné modifikovat’
postup ich pripravy — napr. odparit’ metanol dosucha a rozpustit’ zvysnu frakciu obsahujucu fenolické
latky v men$om objeme rozpustadla ¢i prediZit ultrazvukovi lazen. MoZznostou je popripade tiez zvolit’
odli$nu pripravu — napr. pouzit’ iné alebo viaceré organické rozptstadla (aceton, hexan) ¢i zvysit’ teplotu
extrakcie. Optimalizacia samotnej HPLC analyzy nie je povazovana za potrebnl, ked’ze rovnaké
parametre pouZzité pri stanovovani fenolickych latok u inych rastlinnych vzoriek vykazovali pozitivne
vysledky [62, 65, 66].
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

dsDNA — dvojvlaknova deoxyribonukleova kyselina
RTG — rentgenové ziarenie/rentgenovy

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

SDS — dodecylsulfat sodny

CTAB — cetrimoniumbromid

PVP — polyvinylpyrolidon

PVPP — polyvinylpolypyrolidén

TE-TrisEDTA

TEA — Tris-Acetat EDTA

TBE — Tris-Borat EDTA

PCR — polymerazova ret'azova reakcia

gPCR — kvantitativna polymerazova retazova reakcia
dATP — deoxyadenozin trifosfat

dCTP — deoxycytidin trifosfat

dGTP — deoxyguanozin trifosfat

dTTP — deoxythymidin trifosfat

HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia
GC - plynova chromatografia

UV-VIS — ultrafialova a viditel'na spektroskopia
UV — ultrafialové ziarenie

TNT — trinitrotoluén

PK — pozitivna kontrola

NK — negativna kontrola

HRM — vysokorozliSovacia analyza kriviek topenia
bp — pocet parov baz

kp — kbp, 1 000 bp
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