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ABSTRAKT

Détské prikrmy a pyré patii mezi falSované potraviny, kvilli cendm slozek pro vyrobu. Drazsi slozky se
nahrazuji témi levnéj$imi, ¢asto malo kvalitnimi.

Tato bakalafska prace se zabyva vlivem doby skladovani na stanoveni autenticity vzorka. Teoreticka
¢ast se zabyva chemickym slozenim ovoce (obzvlast jablek a broskvi), technologii vyroby a metodami
stanoveni autenticity.

V experimentalni ¢asti byly pfipravené modelové vzorky a z nich izolovand DNA. Ta byla pomoci
dvou ruznych primerd amplifikovana v real-time PCR. Specifické produkty byly detekovany pomoci
analyzy kiivek tadni. Pomoci gelové elektroforézy bylo mozné potvrdit pfitomnost specifickych
produktd. Posledni metodou byla HPLC, diky které byly analyzovany fenolické latky.

KLiCOVA SLOVA
Ovoce, détské piikrmy, DNA, real-time PCR, gelova elektroforéza, HPLC

ABSTRACT

Fruit baby foods and purees belong among adulterated food, due to the prices of materials for their
production. More expensive ingredients are replaced by cheaper, lower quality ones.

This bachelor thesis deals with influence of storage time on the determination of samples authenticity
The theoretical part of the thesis deals with the chemical composition of fruit (especially apples and
peaches), production technology and methods of determining authenticity.

In the experimental part, model samples were prepared and DNA was isolated from them. Then, using
two different primer pairs, this DNA was amplified by real-time PCR and a specific product was
detected by analyzing melting curves. On gel electrophoresis, it was possible to confirm the presence of
these specific products. The last method was HPLC, where phenolic substances were analyzed.
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1. UVOD

Pojem ,.faliované potravina“ &i ,,falSovani neni pfimo zakotveno v legislativé Ceské republiky. Avsak
zakon ¢&. 110/1997 Sb. zakazuje uvadét do obshu klamavé oznatené potraviny. V Ceské republice
falSovani potravin neni zas tak casté. OvSem do falSovanych potravin spadaji i ovocné vyrobky.
Duivodem k falSovani ovocnych vyrobkt je hlavné cena nékterych druhd ovoce. Drazs§i surovina byva
nahrazena tou levng&jsi (Casto jablky nebo hruskami) [1].

V této praci jsou analyzovany modelové vzorky détskych prikrmii (ovocné pyré) molekularné
biologickymi a instrumentalnimi metodami. Metoda real-time PCR je velmi citliva na kvalitu a
koncentraci izolované DNA a také na inhibitory. Vyhodou této metody je rychlost a schopnost detekovat
produkty i pfi nizkych koncentracich. Gelova elektroforéza uz neni tak prikazna, pro potvrzeni
ptitomnosti produktu je zapotfebi vyssi koncentrace nez pro PCR. Metoda HPLC je oproti real-time
PCR c¢asove naro¢néjsi a mobilni faze se Casto sklada ze zdravi nebezpecnych latek. Vyhodou HPLC je
Sirsi spektrum analyzovanych latek (fenolické latky, karotenoidy, aminokyseliny a dalsi).



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ovoce

2.1.1. Obecna charakteristika

Ovoce a zelenina patii mezi vyznamné potravinarské komodity. Ovoce a zelenina, vedle toho ze se
vyuzivaji pro ptimy konzum, piedstavuji soucasné i surovinu pro Sirokou Skalu potravinatskych vyrobkt

[2].

Ovoce se definuje jako jedly plod, plodenstvi nebo semena riiznych vytrvalych kulturnich ¢i plané
rostoucich dfevin a bylin. Pro ovoce je charakteristické jeho sladka chut’ a je ¢asto konzumovano v
neupraveném stavu. Diive se za ovoce povazovaly plody rostlin, které mély alespon ¢ast dievnatého
charakteru. Naopak za zeleninu lze povazovat rizné jedlé ¢asti rostlin, kromé ovoce. Néktera clenéni
nedokazou pokryt celé spektrum druhti ovoce a zeleniny a Ize nalézt druhy, které nelze jednoznacné
zatadit do nékteré z uvedenych skupin [2].

Nize uvedené ¢lenéni vychazi z botanické podstaty daného plodu a je jednou z mnoha moznych
zakladnich klasifikaci ovoce [2].

e jadrové ovoce (jablka, hrusky, kdoule)

e peckové ovoce (s neojinénou/ojinénou/plstnatou slupkou — tfesne, Svestky, broskve)
e drobné ovoce (jahody, bobuloviny, slozené peckovice, lesni plody)

o skotapkové ovoce (ofechy, mandle)

e hrozny révy vinné

e tropické ovoce

2.1.2. Superpotraviny

Superpotraviny neboli funkéni potraviny je nazev pro potraviny, které maji diky vysoké koncentraci
zivin a biologické aktivité vysokou vyzivovou a biologickou hodnotu. Podle literatury [3] jsou
superpotraviny schopné zvysit vitalitu lidského téla a mtzou byt dobrou volbou pro prevenci
prokazany jako prospésné pro lidské télo, jsou polynenasycené mastné kyseliny (®-3, ®-6), vitaminy,
mineraly, probiotické organismy, antioxidanty, polysacharidy, esencidlni aminokyseliny a rtzné
enzymy [4].

Ur¢ité druhy ovoce jsou povazovany za superpotraviny (pt. bortiivky, maliny, jahody a jin€). Nejveétsi
vyhoda superpotravin pochazi z vysokého obsahu antioxidanttl, jako jsou karotenoidy, vitaminy A, E a
polyfenoly. Antioxidanty inhibuji vznik volnych radikald v téle, které ve vétsi miie poskozuji zdravé
bunky a urychluji proces starnuti. Vysoky podil antioxidant najdeme pravé v malinach, aronii nebo
boravkach [4].

2.1.3. Vyznam ovoce a zeleniny ve vyzivé

Ovoce obsahuje velké mnozstvi vody (v priméru 76 az 89 %) a oproti jinym potravinarskym surovinam
ma niz§i obsah sacharidd, tukt a bilkovin. Nékteré druhy ovoce maji nizkou energetickou hodnotu.
V ovoci se nachdzi celd fada latek se specifickymi ucinky na zdravi konzumenta. Mezi tyto specifické
ucinky patii naptiklad pozitivni vliv na spravnou ¢innost traviciho tstroji, podpora imunity a prevence
zavaznych neinfekcnich chorob a dalsi. Mezi latky s pozitivnimi ucinky se fadi naptiklad vitaminy,
karotenoidy, flavonoidy apod. Mezi latky s negativnimi ucinky se fadi $tavelany, dusi¢nany ¢i rizné
alkaloidy. Riizné druhy ovoce jsou bohatym zdrojem vitamint (zejména kyseliny askorbové), thiaminu,
riboflavinu a provitamint skupiny A, mineralnich soli, vlakniny, popiipadé¢ silic [2; 5; 6].



Zelenina se ¢asto vyznacuje nizkou energetickou hodnotou, i kdyz to nemusi platit pro vSechny druhy.
U ovoce je naopak Casto energeticka hodnota vysoka, zejména diky sacharidim nebo tukiim. Vyssi
obsah sacharidi je napfiklad v hroznech, datlich ¢i ficich, tuky jsou zejména v avokddu nebo
skotapkovém ovoci [2].

Ovoce a zelenina maji nejvyssi biologickou hodnotu v Cerstvém stavu. Opracovanim nebo
dlouhodobym skladovanim se obsah vyzivovych a senzoricky vyznamnych slozek snizuje v zavislosti
na zpusobu skladovani ¢i ipravy. Ovlivnit biologickou hodnotu ovoce a zeleniny mohou i kontaminanty,
mezi které patii agrochemikalie, rezidua tézkych kovt apod [2].

2.1.4. Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky mohou mit fyziologické pfinosy spojené s podporou zdravi a prevenci nemoci.
V ovoci se vyskytuje velké mnozstvi bioaktivnich latek, které pozitivné ovliviuji zdravi. Bioaktivni
latky z ovoce maji antimikrobialni, proti-rakovinové, proti-zanétlivé, antioxidacni a imunostimula¢ni
ucinky [7]. Mezi biologicky aktivni latky patii naptiklad:

e sacharidy

e vitaminy

e mineralni latky

e fenolové latky

e vlaknina

e proteiny

e karotenoidy

e mastné kyseliny

e enzymy a koenzymy

2.1.4.1. Sacharidy

Z biologicky aktivnich latek jsou v ovocCi V nejvétsi mife zastoupeny sacharidy. V nezralém ovoci je
nejvice zasobniho sacharidu Skrobu, naopak ve zralém ovoci je vice sachardzy, fruktoézy a glukozy.
Z polysacharidt je zastoupena nejvice celuldza. Dalsi z polysacharidi obsazenych v plodech ovoce je
pektin. Ten je ve vétsi mife zastoupen v nezralém ovoci, ve zralych plodech se nachazi v ¢erném rybizu,
poté v jablkach a Svestkach. Polysacharidy zpomaluji vstfebavani cukrti z tenkého stfeva do krve a tim
pomahaji udrzovat hladinu krevniho cukru [5].

2.1.4.2. Vitaminy a minerdly
V ovoci je Siroka skala fytochemikalii, z nichz mnohé maji antioxidac¢ni vlastnosti. Do této skupiny patti
také vitaminy C a E. Zadné z téchto antioxidantii nejsou produkovany piimo v lidském t&le, proto musi
byt neustdle dodavany v potrave. Vitamin C a vitamin E jsou uzce spojeny se specifickymi
biochemickymi procesy. AvSak obsah vitaminu mize byt u stejného druhu ovoce rozdilny, protoze je
zavisly na n€kolika faktorech — zejména na klimatickych a ptdnich podminkach, stupni zralosti,
vystaveni slunci, denni dob¢ sklizné (rano ¢i vecer) a dalsi [5; 7].

Vitamin C (kyselina askorbova) je sam o sob¢€ bezbarvy a rozpustny ve vode, ale vyskytuje se vétsinou
s karotenoidy a flavonoidy, které zbarvuji ovoce do oranzové, Zluté, rizové, ¢ervené a fialové barvy.
Kyselina askorbova je kofaktor pii syntéze kolagenu a je také vyznamnym antioxidantem. Nejvice je
kyselina askorbova obsazena v 1i¢i, kiwi nebo sladké paprice. U nas péstované ovoce, které obsahuje



nejvice vitaminu C je napfiklad Cerny rybiz, lesni jahody nebo Sipek. Naopak nizky obsah kyseliny
askorbové je v jablku, hroznech nebo bananu [5; 7].

Vyznamné jsou i vitaminy skupiny B. Ve vét§im mnozstvi jsou zastoupeny napiiklad v mirabelkéch,
Svestkach ¢i Sipku. Thiamin, riboflavin nebo kyselina pantotenova se V ovoci vyskytuji pouze ve
stopovych mnozstvich (do 1 mg/kg). Ve vétsim mnozstvi se vyskytuje v ovoci niacin. Nizka hladina
tohoto vitaminu je spjata S unavou, dermatitidami nebo poruchami traviciho ustroji [5; 7].

Vitamin E se vyskytuje v ovoci do 10 mg/kg, naopak vysoké zastoupeni ma v ofeSich ¢i seminkach
nebo listové zelening. V lidském téle se nejvice ukladd do lipoproteinid nebo cytoplazmatickych
membran, kde chrani polynenasycené mastné kyseliny pred oxidaci. Z vitamind patii
K nejvyznamngj$im antioxidantim. Nizka hladina vitaminu E ma spojitost se zvySenim rizika
kardiovaskularnich onemocnéni nebo demence [5; 7].

Mineralni latky zastoupené v ovoci jsou nejcastéji draslik, fosfor, vapnik ¢i hot¢ik. Jejich vyskyt se
Vv ovoci pohybuje 0,25 az 0,75 %. Mezi ovoce s vyssim obsahem vapniku patii ptedev§im $ipky, erny
rybiz nebo maliny. Zdrojem drasliku mohou byt naptiklad slivy a hot¢iku mandle, kesu ofechy, bezinky
¢i maliny [5].

2.1.4.3. Fenolické latky

V ptirode se vyskytuje vice nez 8000 fenolickych sloucenin a ty jsou klasifikovany na zakladé poctu
aromatickych kruhti, riznych stupnd glykosylace, hydroxylace a podobn¢. Rostlinné fenolické latky
Vv plodech a ovocnych §tavach dodavaji dtilezité organoleptické vlastnosti, jako jsou chut’, viin€ ¢i barva.
Na hotké chuti se z fady fenolickych latek podileji hlavné flavanony, katechiny a taniny. Anthokyaniny
(modro-¢ervené barvivo) a anthoxanthiny (ZIuté barvivo) davaji plodim a §t'avam barvu, ¢im je jejich
koncentrace vyssi, tim je barva syt&jsi [8].

Fenolické latky maji v chemické struktufe alesponi jeden aromaticky kruh (fenoly) nebo vice
(polyfenoly), na kterych je navazana hydroxylova skupina. Chemicka struktura flavonoidi obsahuje dva
aromatické kruhy spojené tiiuhlikatym alifatickym fetézcem. Flavonoidy, které jsou vazbou spojené
k jedné nebo vice molekulam cukru, se nazyvaji flavonoidové glykosidy. Pokud nemaji vazbu s cukry,
nazyvaji se aglykony. Je zde vazba mezi strukturou a antioxidacni aktivitou. Skupiny 2,3 dvojna vazba
s 4-oxokarbonylovou skupinou a pfitomnost hydroxylovych skupin na 3 a 5 pozici pohlcuji volné
radikaly a maji oxida¢ni potencial [7].

Fenolové latky jsou dilezitou soucasti antioxidacniho systému, protoze neutralizuji peroxidové
radikaly lipidd. Ty maji podil na rozvoji degenerativnich onemocnénich, jako je rakovina, zanéty,
kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni a také urychluji starnuti. Fenolické latky se také
podileji na likvidaci volnych kyslikovych radikalt. Volné radikédly jsou produkovany mnohymi
biochemickymi reakcemi v té€le a mohou poskodit velmi dulezité biomolekuly [7].

Ovoce je velmi bohaté na rizné druhy fenolickych latek. Tyto latky poskytuji ochranu proti skiidcim
antimikrobialni, kardioprotektivni, antikarcinogenni a dal$i u¢inky. Také jsou nedilnou soucasti skupiny
antioxidantd, které ovliviuji lidské zdravi. Reakci mezi fenolickymi latkami a glykoproteiny ve slinach
dochazi ke tvorbé hoiké a trpké chuti ovoce a jejich §tav. Mezi nejvice zastoupené fenolické latky
Vv ovoci se fadi fenolické kyseliny, stilbeny, lignany, flavonoidy a jiné. Fenolové kyseliny a flavonoidy
predstavuji 30 az 60 % z celkového obsahu fenolickych latek v potravinach. Enzymatické hnédnuti
ovoce je nechténou reakci fenolickych latek katalyzované polyfenoloxidazou, ktera zplisobi ztratu Zivin
a zménu barvy a chuti [8].
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2.1.4.4. Viaknina

Za vladkninu povazujeme karbohydratové polymery s 10 a vice jednotkami, které nelze stravit nebo
vstiebat v tenkém stiev€. Vldknina zrychluje pohyb ve stfevech, zvySuje fermentaci pomoci
symbiotickych bakterii nebo snizuje hladinu LDL cholesterolu. Nizky piijem vlakniny je spojen
S riznymi onemocnénimi, napiiklad zacpou, zanétem slepého stieva, cukrovkou, obezitou, srde¢nimi
onemocnénimi nebo rakovinou stiev [7].

2.1.4.5. Karotenoidy

Karotenoidy jsou rozpustné v tucich a jsou pfic¢inou zluté, oranzové, Cervené a fialové barvy riznych
druhii ovoce nebo zeleniny. Karotenoidy jsou klasifikovany jako karotenoidové hydrokarbony
(karoteny) a karotenoidové alkoholy (xantofyly). Xantofyly mohou obsahovat rizné funkéni skupiny.
Mezi né spadaji naptiklad hydroxylové, epoxidové, aldehydové nebo ketonové funkcni skupiny.
Nekteré struktury mohou mit na koncich zacykleni (pf. B-karoten), nékteré maji jen jedno nebo zadné
zacykleni (pf. lykopen v rajéatech, melounu, rizovych hroznech a jiné). Do karoteinoidd patii
i provitaminy A a jejich pfijem pomaha v prevenci naptiklad kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny
kuze [7].

2.2. Jablko

Jablon€ patii mezi nejrozsifenéjsi péstované ovocné stromy u nds. V Cervenci dozravaji nejrangjsi
odridy, hlavni sklizeni probiha na podzim. Jablka jsou vétSinou uréena K ptimé konzumaci, plody nizsi
kvality se zpracovavaji do riznych ovocnych vyrobku [9].

Chemické slozeni jablek zavisi nejen na odrudé, ale také na oblasti péstovani, pocasi, véku stromu a
dalsich faktorech. Ovlivnén je nejen obsah organickych kyselin a cukri, ale také obsah vitaminu C,
vitaminu B, kyseliny listové, fenolovych sloucenin, pektinovych latek, karotenoidu, polyfenoli a dalsich
[5; 9]

Z mineralnich latek ptrevlada draslik, poté je ptitomen i bor, hoi¢ik nebo Zelezo. Jablka také obsahuji
vice nez 30 mikroprvkd, naptiklad kobalt, méd’, zinek a dalsi [5; 9].

Z organickych kyselin je vjablku zastoupena piedev§im kyselina jable¢na, v malém mmnozstvi
i kyselina citronova. Mezi hlavni zastoupené cukry patii gluk6za a fruktéza. Sachardza je zastoupena
v mensim mnozstvi. V nezralych plodech jabloni je obsazen i $krob. Tyto plody jsou vhodné pro
skladovani, protoze se postupné pti dozravani piitomny Skrob $tépi na cukry. Jablka jsou rovnéz zdrojem
rozpustné a nerozpustné vlakniny, zejména pektinovych latek, které jsou schopné vazat na sebe tézké
kovy. Pektiny se také podileji na inhibici rstu skodlivych mikroorganismi, normalizuji proces traveni
a dalsi. Konzumace jablek je z diivodu obsahu pektinovych latek a fytoncida (rostlinnych antibiotik)
vhodna pfi prevenci zanétu tlustého stieva a dalSich onemocnéni stiev. Fenolové latky v jablku pomahaji
pii zpevnéni stén cév a jsou prevenci jejich kiehkosti. Mezi fenolické latky obsazené v jablkach patii
napiiklad katechiny, chlorogenové kyseliny, antokyany a dalsi. Do této skupiny patii také phloridzin,
ktery byl donedavna povazovan za specificky pouze pro jablko. Nedavné vyzkumy ale potvrdily
ptitomnost phloridzinu i v jinych rostlinach, ale oproti jablku jen v nizké koncentraci [5; 8; 9; 10].

2.3. Broskev

Broskve jsou rozsitené celosvétove. Rocné se vypéstuje zhruba 15 miliont tun. V Evropé se vypéstuje
zhruba 30 % celosvétové produkce. Tvar broskvi je velmi riiznorody, od plochého po kulaty, barvu maji
Zlutou, pies bilou az po ¢ervenou. Broskve se konzumuji Cerstvé, konzervované nebo susené. Broskve
nejsou dlouhodobé skladovatelné. Pro krats$i dobu skladovani se sklizeji nezralé a nechavaji se
v chlazeném skladu pii 0 °C. Jsou zdrojem vlakniny, vitamini a riznych antioxidantl, proto jsou také
velmi lehce stravitelné (zejména oloupané) a jsou vhodné pii dieté Setfici travici ustroji. Také maji
mocopudné ucinky, proto se doporucuji pfi ledvinovych onemocnénich [5; 11].
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Chemické slozeni plodu je zavislé na odridé€, stanovisti a také na stupni zralosti. Zna¢ny vliv ma i
pocasi pii zrani. V broskvich se nachazi mensi mnoZzstvi bilkovin, lipidii a sacharidd, z nichz je nejvice
zastoupena sachardza. Dale obsahuji rozpustnou a nerozpustnou vlakninu. Z vitaminti obsahuji broskve
pfedev§im vitamin C, kyselinu listovou, kyselinu pantotenovou a dalsi ze skupiny vitamini B.
Z mineralnich latek je zastoupen bor, Zelezo, draslik, hot¢ik a z biologicky aktivnich latek zejména
B-karoten. Z fenolickych latek jsou v broskvi pfitomny kyselina chlorogenova, rutin, dale také napiiklad
kvercetin, tannin a dalsi. Z organickych kyselin pfevlada kyselina jablecnd, mén¢ je zastoupena kyselina
citronova [5; 12].

2.4. Vyroba ovocného pyré

Pro lidsky organismus je piijem ovoce a zeleniny nezbytny, protoZe tyto potraviny obsahuji esencialni
ziviny a bioaktivni latky, které pomahaji snizit riziko riznych chronickych onemocnéni. AvSak piijem
ovoce a zeleniny je celosvétove nizsi, nez je doporucend denni davka. Aby se pfijem zivin z OvOCe a
zeleniny zvysil, zacaly se vyrabét rizné alternativy K ¢erstvym plodim [13].

Jednou z alternativ je vyroba macerovaného ovoce. Vyrobky obsahuji vysoky podil ptivodniho
rostlinného pletiva. V soucasnosti se tyto produkty vyrabi fedénim koncentratu. Pii vyrobé je kladen
daraz na rychlost zpracovani, proto by celkova doba neméla piesahnout 20 minut. Zakladni operaci je
rozvaieni ovoce, které je provedeno hned po déleni (mechanickém poskozeni) plodu. Pti rozvaieni dojde
k inaktivaci enzym pomoci zvySené teploty. Pro kvalitu vyrobku je to dilezita faze, spolecné
s homogenizaci produktu. Béhem téchto fazi dojde k inaktivaci oxidaz, které by mohly znehodnotit
vyrobek [14].

FalSovani potravin se zaklada na nahrazeni drahé slozky za levnou, ¢asto méné kvalitni surovinu.
S falSovanymi potravinami se mizeme setkat u masa, mléénych vyrobkt nebo rostlinnych produktt
(oleje nebo dzusy). Pouziti potraviny neuvedené na etiketé mize zpisobit alergickou reakci a ohrozeni
na zdravi spotiebitele. Pro odhaleni falSovanych potravin se vyuZzivaji rizné analytické metody.
Dlouhodobé pouzivanou kapalinovou chromatografii nebo senzorickou analyzu nyni dopliuji
nastupujici metody analyzy DNA. Mezi nejpouzivangj$i metody patii PCR [15].
2.5. Vybrané metody pouZzivané k analyze rostlinnych sloZek v potravinich
2.5.1. lzolace rostlinné DNA
DNA je pomérné¢ stabilni molekula a je pfitomna v kazdé buiice zivého organismu. Ve vhodném
prostiedi (-20 °C, voda nebo TE pufr) ji lze dlouhodobé uchovavat. DNA je nositelem jedine¢né
genetické informace zdrojového organismu, proto byva vyuzivana jako dikaz ptitomnosti daného
organismu ve vzorku. DNA je tvofena dvéma vzajemné komplementarnimi fetézci, slozenymi
z nukleotidii, které svym poradim koduji genetickou informaci. Vazby mezi vlakny jsou teplotné
nestabilni, pfi zvysené teploté dochazi k reverzibilni denaturaci. Této vlastnosti se vyuziva i pti analyze
DNA. Prvnim krokem k analyze DNA je jeji izolace ze vzorku. Vybér metody zavisi na vlastnostech
matrice, ze které chceme izolovat DNA. Obecné 1ze izolaci rozdélit do nékolika kroku [16; 17; 18]:

e Rozruseni bunéénych stén (vyuziva se naptiklad tfeci miska spolecné s tekutym dusikem)
e PoruSeni bunéénych membran (vyuziti detergenttl, pt. SDS, CTAB)

e Inaktivace endogennich nukledz pfidavkem detergenti nebo EDTA, kterd na sebe vaze
dvojmocné ionty (Mg?*, Mn?*), fungujici jako kofaktory nukleaz

e Pfidavek proteindzy k inaktivaci a degradaci proteint
e Separace polysacharidi

e Separace hydrofobnich bunécnych zbytkd od DNA (lipidy, polyfenoly)
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e lzolace a purifikace DNA naptiklad opakovanym alkoholovym srazenim ¢i pomoci pevnych
nosica

Po odstranéni hrubych necistot mize byt DNA izolovéana a purifikovdna bud’ alkoholovym srazenim
nebo zachycenim a promytim na pevném nosi¢i. Pevné nosice obvykle mivaji formu silikatovych
kolonek ¢i magnetickych ¢astic [16].

Kvalitu DNA izolované z potravin rostlinného ptivodu mtze snizit hned nékolik faktorti. Prvnim
Z nich je pfitomnost inhibitort PCR (napiiklad polysacharidy nebo polyfenolické latky), které nejen
ztézuji prubeh PCR, ale také rusi spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA. Dalsimi faktory jsou
stupen degradace (pf. depurinace) DNA, prumérna délka fragmenti a dalsi. Kvalita izolované DNA je
ovlivnéna nejen pouzitym izolacnim postupem, ale i typem a zpracovanim potraviny. Naptiklad zvySena
teplota zpiisobuje Stépeni vétsich molekul DNA a fyzikélni nebo chemické oSetfeni zptisobi nahodné
Stépeni molekuly DNA. Dulezité je i pH potraviny, protoze kyselé pH zptisobi hydrolytickou degradaci
DNA a zkraceni fragmentu [16; 19; 20].

2.5.2. Spektrofotometrické stanoveni ¢istoty a koncentrace DNA

Spektrofotometrie je zalozena na principu Lambert-Beerova zakona. Tento zakon definuje vztah mezi
absorpci zafeni a vlastnostmi urcité latky, kterou zafeni prochdzi. Absorpce zafeni roztoku je pfi
konstantni vinové délce zafeni a konstantni délce vrstvy méfeného roztoku pfimo imérna molarni
koncentraci [21].

Koncentrace DNA ve vzorku lze zméfit pomoci UV spektrofotometric nebo fluorimetricky.
Spektrofotometrie uréuje mnozstvi DNA molekul ve vzorku na zdkladé UV absorpce. Pii
spektrofotometrickém stanoveni koncentrace DNA ve vzorku je méfena absorbance UV svétla o vinové
délce 260 nm. Vysledkem spektrofotometrického méfeni je koncentrace vSech molekul DNA (i RNA)
ve vzorku. Distribuce molekul DNA i pfitomnost kontaminujicich latek ve vzorku ovlivituje spravnost
a presnost méfeni [22].

Poméry absorbanci Azso/Azso @ Azeo/ Azzo jSOU Ukazatele Cistoty izolované DNA. DNA ma absorpéni
maximum pii vinové délce 260 nm, kontaminujici proteiny pii 280 nm a chemické kontaminanty pfi
vinové délce 230 nm. Optimalni rozsah hodnot poméru absorbanci Azeo/Azeo je 1,8 az 2,0. U poméru
absorbanci Azso/ A2z je optimalni rozsah hodnot 1,4 az 2,0. Dulezita pro méfeni je i hodnota pH vzorku.
Vykyvy pH vyrazné ovliviiuji pomé&r absorbanci Azeo/ Azso, protoze DNA se pii vy$sim pH denaturuje a
jako jednofetézcova ma v UV oblasti vyssi absorbanci [23; 24].

2.53. PCR

Polymerazova fetézcova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je enzymova metoda pouzivana pro
rychlou syntézu urcitého tseku DNA in vitro. PCR ma §iroké uplatnéni, nejen pti kontrole potravin
(identifikace geneticky modifikovanych organismu, jakost potravin, falSovani a dalsi), ale také pti
diagnostice dédi¢nych chorob, v kriminalistice ¢i urCeni paternity a jiné. PCR slouzi pro detekci i
malého mnozstvi DNA ve vzorku (méla by staCit jedind molekula). Zakladem uspésné reakce je
neporuseny usek DNA, ktery chceme amplifikovat a volba spravnych primera [25; 26; 27; 28].

Princip PCR spociva v cyklickém opakovani teplotniho profilu v pribéhu reakce, ktera obsahuje
denaturaci, nasednuti primert na matrici a elongaci. Na zacatku reakce je pti 90 az 97 °C denaturovana
DNA, kdy vzniknou dva fetézce. Poté pti ochlazeni na 55 az 65 °C nasedaji na fetézce primery. Nasledné
po zvyseni teploty na 72 °C za¢ne TAQ polymeraza amplifikovat DNA. Poté se cyklus opakuje. Takto
je ve vzorku naamplifikovana urcita ¢ast DNA, kterou chceme zkoumat. Specifita reakce zavisi prave
na volbé primert [26; 29; 28].

Pomoci PCR miize byt studovéna také kinetika degradace DNA za pouziti rGznych primert.
Vysledkem méfeni jsou amplikony (produkty) riizné délky v samostatnych testech nebo v jednom testu
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(multiplex PCR). Stupenn degradace DNA ma vliv na délku produktt, které se podaii amplifikovat. Je
proto velmi dilezité si zvolit vhodné primery, jinak mtze dojit k faleSnym negativnim vysledkiim pii
volbé primerti amplifikujicich dlouhé fragmenty na degradovanou DNA. Pokud je pravdépodobné, zZe
se ve vzorku nachazi degradovana DNA, je vhodné pouzit primery na krat$i amplikony (do 150 bp)
[18; 22].

Citlivost real-time PCR lze ovlivnit volbou a koncentraci slozek ve vzorku a pouzitymi chemikaliemi.
Utinnost metody zavisi také mnozstvi a éistoté DNA. Vysledek PCR miize byt ovlivnén i tzv. inhibitory.
Inhibitory PCR jsem latky, které maji negativni vliv na funkci DNA polymerazy a znemoziiuji
amplifikaci DNA b&hem PCR. Prokazatelnymi inhibitory jsou napiiklad ionty Ca®* (pouzivané na
vysrazeni polysacharidii a polyfenolickych latek), EDTA, ethanol, fenol a dalsi latky [16; 22; 29].

2.5.3.1. Real-time PCR

Real-time PCR je metoda vyuzitelna mimo jiné pro kvantifikaci geneticky modifikovanych organismt
Vv jidle, krmivu pro zvifata a dal$i. Pti real-time PCR je reakéni smés obohacena o interkala¢ni barviva
schopna fluorescence po navazani na dvoufetézcovou DNA nebo o fluorescen¢ni sondy, které béhem
PCR hybridizuji ke vznikajicim amplikontim a fluoreskuji pouze v pfipade, ze byla amplifikovana
cilova sekvence DNA. Cislo cyklu, ve kterém fluorescenéni signal amplikont piekroéi signal na pozadi
se nazyva cyklus prahové hodnoty (cycle threshold — Ct). Pfi sbéru dat o fluorescenci v pribéhu PCR
lze pozorovat, Ze nartst fluorescence ma esovity charakter. Diky fluorescen¢nim barviviim a sondam
Ize vznik specifickych PCR produkti sledovat v realném ¢ase (real time). Mezi interkalaéni barviva
schopna fluorescence se fadi ethidiumbromid, SYBR Green, SYBR Gold ¢i SYTO9. Vyhodou prace
s interkalacnimi barvivy jsou jejich nizkd cena a univerzalnost. Mezi jejich nevyhody patii
nespecifi¢nost. Fluorescenci ovliviuji jakékoliv nespecifické produkty nebo i dimery primert [22; 26;
29; 30].

Jednou z vyhod real-time PCR je i moznost kvantifikace produkti. Pomoci kalibra¢ni kiivky
vytvofené z roztokti o znamé koncentraci DNA, je mozné z intenzity fluorescence urcit mnozstvi DNA
ve vzorku. Vyhodou této metody je vysoka citlivost a specifita, moznost ur€eni poctu genovych kopii
nebo reprodukovatelnost [22; 26; 29; 30].

2.5.4. Gelova elektroforéza

Kvalita izolované DNA i jeji amplifikace po PCR jsou snadno ovéfitelné pomoci gelové elektroforézy.
Pro analyzu DNA se nejcasté&ji vyuziva horizontalni agar6zova gelova elektroforéza. Tato elektroforéza
se provadi umisténim gelu mezi dvé elektrody, mezi kterymi prochazi stejnosmérny proud [25].

DNA se separuje Vv elektrickém poli na zakladé velikosti naboje a molekulové hmotnosti. Doba
elektroforetické separace je zavisla nejen na délce gelu, ale také na protékajicim elektrickém proudu,
pouzitém pufru a v neposledni fadé i na koncentraci agarozy v gelu. Agarézové gely jsou vhodné pro
separaci fragmenti DNA od 100 part bazi (bp) do 25 000 bp. Pfi tvorbé gelu polymery agardzy vytvori
sit’, ktera méa presné definované péry. Koncentrace agarézy v gelu souvisi s velikosti porti. Cim vyssi
koncentrace, tim mens$i pory a vétsi rozliSovaci schopnost gelu. Pro elektroforézu DNA vzorkl se
pouzivaji koncentrace agar6zy od 0,5 az 2% [16; 31; 32].

Po skonceni elektroforézy jsou fragmenty DNA detekovany nejcastéji pomoci interkala¢nich barviv,
jako je naptiklad ethidium bromid. Ethidium bromid se vaze na DNA molekulu a pii excitaci UV
zarenim vyzatfuje fluorescencni zafeni, které je zaznamenano pristrojem pro dalsi analyzu. Ethidium
bromid neni jediné barvivo pro zobrazeni DNA po gelové elektroforéze. Pouziva se i fluorescein nebo
rhodamin. Pro kontrolu délky fragmentii se obvykle doprostied gelu zavadi délkovy standard obsahujici
fragmenty definované délky [16; 31; 32; 33].
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2.5.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie
High-performance liquid chromatography (HPLC) neboli vysokot¢inna kapalinova chromatografie je

jedna z chromatografickych metod, pouzivanych pro separaci a analyzu chemickych smési. HPLC ma
nékolik vyhod [34; 35; 36]:

e takika univerzalni (vyuziti pfi zkoumani potravin, vyroba 1é¢iv, v prumyslu a dalsi)
e pfesnd (+0,5 % nebo i mensi v n€kterych piipadech)
e komer¢n¢ dostupna Siroka skala prislusenstvi, kolon a dalSich materialt

S metodou HPLC se setkavame uz vice nez 50 let. V dnesni dobé se tato metoda pouziva nejen
v analytickych laboratorich, ale i pro klinické tcely, forenzni analyzu, analyzu potravin a dalsi. HPLC
lze vyuzit také na odhaleni falSovanych potravin, naptiklad analyzou sacharidového profilu nebo profilu
fenolickych latek v analyzované potraviné. V poslednich dvaceti letech se HPLC metoda velmi
zdokonaluje, at’ uz zmenSovanim rozmért kolon a ¢astic stacionarnich fazi nebo novymi detekénimi
systémy. Pro vétsi piesnost byva HPLC metoda kombinovana s hmotnostni spektrometrii [27; 34; 37].

Chromatografie patii mezi separa¢ni analytické metody. Ty jsou zaloZené na rizné afinité
studovanych latek ke dvéma fazim, mobilni fazi a Stacionarni fazi. Stacionarni faze mtze byt v ptipadé
kapalinové chromatografie bud’to pevna nebo kapalnd. V ptipadé kapalné staciondrni faze je kapalina
pevné vazana na sorbent. Stacionarni faze se nachazi v kolon¢ a mobilni faze skrz ni protéka spolecné
se vzorkem. Vzorek, jako smés latek, je vpraven do kolony spolu s mobilni fazi a je rozdélen na frakce,
podle toho, jak je dana slozka zadrzovana stacionarni fazi. Takto jsou ze vzorku separovany jednotlivé
slozky, které jsou poté analyzovany detektorem v poradi od nejméné zadrzované slozky az po nejsilnéji
zadrzované slozky [32; 37].

Pti HPLC je mobilni faze vhanéna do systému pomoci ¢erpadla za vysokého tlaku. Dtlezitym krokem
je také odplynéni mobilni faze, protoze ptitomné bubliny, které se vytvortily v priabéhu ¢erpani, mohou
zpusobit horsi separaci latek a slabou detekci [32; 37].

Metoda HPLC je v dnesni dob¢€ pln¢ automatizovana. UZivatel vlozi do stroje ampulky se vzorky, ze
kterych si nasledné pfistroj pomoci jehly sam nabere urcit¢ mnozstvi na analyzu. Rozpoustédlo je
neustale pumpovano skrz kolonu a separované slozky jsou analyzované na detektoru, ktery je umistén
hned za kolonou. Signal z detektoru je zaznamendvan do grafu jako funkce Casu, ¢imz vznika
chromatogram. Cely proces je ovladan pomoci pocitace, ktery také nasledn¢ analyzuje vzorek. Pro
HPLC metodu je charakteristické pouziti vysokotlakého Cerpadla pro rychlejsi separaci, dale se vyuziva
znovu pouzitelna a vice efektivni kolona. Nad celym procesem je diky automatizaci lepsi kontrola pro
presngjsi a reprodukovatelné vysledky. Diilezité pro vyhodnoceni jsou reten¢ni Casy latek neboli doba,
nez latka projde kolonou. Retenéni ¢asy a UV-VIS spektrum je velmi dalezité pro uréeni druhu latky
[34; 38].

Pro chromatografickou separaci fenolickych latek jsou nejcastéji vyuzivany kolony naplnéné reverzni
stacionarni fazi. Pouzivané kolony pro tuto metodu jsou dlouhé 150 az 250 mm, S vnitinim primérem
2,1; 3,0 ¢i 4,6 mm. Stacionarni faze v kolonach je tvorena silikagelem, na kterém jsou navazané
uhlovodikové fetézce s délkou C8 a C18. Mobilni fazi vétsinou tvoii smés dvou kapalin — mirné kysely
vodny roztok (obsahujici kyselinu mravenci, octovou ¢i trifluoroctovou) a organické rozpoustédlo.
Slabé kyselé prostiedi zajisti vyssi retenci polyfenolt (slabé kyselé latky) na koloné. Detekce probiha
nejcastéji kombinaci DAD (spektrofotometricky s diodovym polem) a FLD (fluorescenc¢ni) ¢i MS
(hmotnostni spektrometr) detektorti. DAD detektor se vyuziva na rozpoznani latek s aromatickymi
kruhy. FLD detektor se pouziva na rozpoznani latek, které jsou schopny vlastni fluorescence. Kombinaci
téchto dvou detektord je zajisténa vysoka selektivita pro stanoveni latek ve vzorku. MS detektor je také
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vhodny, avsak jeho pouZzivani v praxi je velmi nakladné. HPLC s vybranym typem detekce nam muize
poskytnout nejen kvalitativni ale i kvantitativni udaje [39].

Kolona

J

Shér frakei

Predkolona
(volitelna)

Odpad

Potitat

Zazobni lahve mobilni faze

Obr. 1 - Schéma HPLC (zdroj [35])
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3. CIL PRACE
e Vypracovani literarni reserse
o lzolace DNA
o Slozeni testovanych vyrobkl
o Principy metod vyuzitych v experimentalni ¢asti prace

e Piiprava modelovych vzorkii potravin a jejich opakovand charakterizace pomoci vybranych
molekularnich a instrumentalnich metod

e Vyhodnoceni a diskuse vysledka
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Modelové vzorky

K izolaci DNA a ptipravé modelovych vzorki bylo pouzito ovoce (jablka a broskve) zakoupené v
obchodnim fetézci. Pro pozitivni kontroly byla DNA také izolovana z listu pfislusnych stromu (jablon
a broskvon).

4.2. Vybaveni laboratore
4.2.1. Chemikalie
e Agardza pro gelovou elektroforézu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e FastGene 100 bp DNA standard (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Némecko)
e FastGene 50 bp DNA standard (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Némecko)
o Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Némecko)
e PCR ultra H;O (Top-Bio, CR)

e PCR loading buffer Red load (Top-Bio, CR)

e QPCR 2x SYTO-9 M.MIX (Top-Bio, CR)

e Polyvinylpyrrolidon (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Ethanol (Lachner, CR)

e Ethylendiaminotetraoctové kyselina — EDTA (Penta, CR)

e  Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Serva, Némecko)

e Kyselina borita (Penta, CR)

e  Primery (Generi Biotech, CR)

4.2.2. Komercni kit
¢ Invitrogen ChargeSwitch gDNA Plant Kit (Thermo Fisher Scientific corporation, USA)

e EliGene Plant DNA Isolation Kit (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR)

4.2.3. Pristroje a pomiicky
e Combi-spin FVL-2400 N Mini centrifuge (Biosan, Némecko)

e Centrifuga Z216 MK (Hermle, Némecko)

e DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan, Svycarsko)

o HPLC sestava: Dionex UltiMate 3000 series (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Laboratorni vihy KERN CM 60-2N (UNIPRO-ALPHA, CR)

e Lyofilizator FreeZone Triad (Labconco, USA)

e Mikrovlnna trouba (Sencor, CR)

e  Mini inkubator LABNET 230 V (Thermo Fisher Scientific, USA)

e MS2 Minishaker Vortexer (IKA Works, Némecko)

e NanoDrop Spectrophotometer 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
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Implen NanoPhotometer N60 (Westlake Village, USA)

Pipety Acura Manual 825 (Socorex, Svycarsko)

Pipety Discovery Comfort (HTL, Polsko)

Pipety BioPette (Labnet International, USA)

Pipety Finnpipette (ThermoFisher Scientific, USA)

Eppendorf mikrozkumavky — rizné velikosti (Hamburk, Némecko)
Termocycler Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Nizozemi)

Termocycler LightCycler Nano (Roche, Svycarsko)

Transluminator Azure Biosystems ¢200 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Ultrazvukova lazeii PS 02000 (POWERSONIC, Cina)

Zatizeni pro elektroforézu EasyCast (Thermo Fisher Scientific, USA)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300V (Labnet International, USA)

Laboratorni pomicky — $picky, buni¢ina, laboratorni sklo, pinzeta a jiné

4.3. Metody

4.3.1. Priprava modelovych vzorki

Modelové vzorky byly pfipraveny obdobnym zptisobem jako jiné détské ptikrmy nebo pyré. Jablka a
broskve byly oloupany, odpeckovany a nakrajeny na malé kousky. Ovoce bylo podlito vodou a bylo
vareno oddélené na mirném plameni do zmeknuti. Rozvatené ovoce bylo rozmélnéno mixérem.

Jableéné a broskvové pyré byly smichany v objemovém poméru, ktery je uveden v Tabulka 1.
Celkovy objem kazdého vzorku byl 75 ml. Modelové vzorky byly zpracovany pouze jako ¢isté ovocné
pyré bez piidavku cukru ¢i jinych konzervantu.

Tabulka 1 - SloZeni modelovych vzorkii

¢islo vzorku jablko [%0] broskev [%6]
1 100 0
2 0 100
3 50 50
4 70 30
5 80 20

Vzorky byly rozdéleny do zasobnich zkumavek do 4 sérii. Doba ulozeni vzorki je uvedena v Tabulka
2. Vsechny vzorky byly skladovany v chladniéce pii teploté 3 az 5 °C. Bezprosttedné pred dalSim
zpracovanim byla kazda série vzorku lyofilizovana.
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Tabulka 2 - Doba ulozeni vzorkii v chladnicce

Série Doba uloZeni
1. 1 tyden
2. 10 tydnt
3. 18 tydnt
4. 22 tydnu

4.3.2. lzolace rostlinné DNA pomoci kitu
4.3.2.1. lzolace DNA z listu pomoci kitu EliGene

Do 1,5ml Eppendorfovy zkumavky bylo navazeno 0,2 g homogeniza¢niho pisku a 0,05 g listu. Do
zkumavky bylo poté napipetovano 450 ul homogeniza¢niho pufru P1. Po homogenizaci tlou¢kem bylo
ptidano 50 pl lyzac¢niho pufru P2, kratce zvortexovano a poté byla zkumavka ponechana 10 minut pfi
teploté 65 °C v inkubatoru. Nasledné byl vzorek centrifugovan na 3 minuty pii otdckach 10 000 x g a
teploté 22 °C. Do ¢isté zkumavky byl odpipetovan supernatant, bylo pfidano k nému 175 pl pufru P3 a
smé&s byla kratce zvortexovana. Nasledné byl vzorek ponechan v mrazaku po dobu 5 minut. Po inkubaci
byl vzorek centrifugovan 3 minuty pii 10 000 x g za laboratorni teploty.

Supernatant byl napipetovan do ¢isté 2ml Eppendorfovy zkumavky, k nému bylo ptidano 500 pl pufru
P4 a smés byla zvortexovana. Nasledné bylo ptfidano 500 pl pufru PS5 a smés byla opét zvortexovana.
Poté bylo 750 ul smési pifevedeno do Eppendorfovy zkumavky se silikatovou kolonkou a
centrifugovano pii 10 000 x g 1 minutu. Nasledné se tyto kroky opakovaly se zbytkem smési. Kolonka
byla pfemisténa do nové 2ml sbérné zkumavky a byla promyta 500 ul pufru P6 v centrifuze pfi
10 000 x g na 1 minutu. Obsah sbérné zkumavky byl vylit a kolonka byla vloZzena zpatky do stejné
sbérné zkumavky a promyta 500 pl pufru P7 v centrifuze pti 10 000 x g na 1 minutu. Po vyliti zbytku
ze sbérmé zkumavky byla kolonka opét vlozena zpét do stejné sbérné zkumavky a byla
susena centrifugaci pii 12 000 x g na 2 minuty.

Kolonka byla poté ptemisténa do nové sbérné zkumavky a zachycena DNA byla eluovana 100 pl
elu¢niho pufru P8 a centrifugovana pii 10 000 g na 1 minutu. Koncentrace a Cistota izolované DNA
byly stanoveny spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop2000 (kap. 4.3.3.) proti elu¢nimu pufru
P8.

4.3.2.2. Izolace DNA ze vzorkii pomoci Kitu Invitrogen s magnetickymi ¢asticemi

Izolace DNA z ovocnych pyré byla provedena pomoci izolaéniho protokolu kitu s magnetickymi
Casticemi. Kvuli predpokladané ptitomnosti polysacharidii a polyfenolii byla nutna ptiprava Reagentu
A pro kazdou sérii vzorkil. Reagent A byl ptipraven smichanim 44,1 mg chloridu vapenatého a 150 mg
polyvinylpyrrolidonu spole¢né s 1 ml lyza¢niho pufru L18. Nasledné bylo 600 ul reagentu A smichano
$5,4ml pufru L18. Takto upraveny pufr byl dale pouzit pro pfipravu hrubych lyzatd. 60 mg
lyofilizovaného vzorku bylo smichano ve 2ml eppendorfové zkumavce s 1 ml lyza¢niho pufru
s reagentem A a 2 ul RNAsy A (5 mg/ml). Vzorek byl nasledné dukladné zvortexovan, dokud se veskery
obsah nerozmichal. Nasledné bylo ptfidano 100 pl 10% SDS a vzorek byl 5 minut inkubovan pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti této doby bylo ke vzorku ptidano 400 pl srazeciho pufru N5. Vzorek byl
nasledné kratce zvortexovan, dokud se nevytvofil bily zakal v celé zkumavce. Poté byl vzorek
centrifugovan pfi 12 000 x g 5 minut. Supernatant byl poté opatrn¢ pirepipetovan do cisté 1,5ml
eppendorfovy zkumavky.
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Po zvortexovani roztoku magnetickych castic, znéj bylo 40 pl napipetovano do zkumavky se
vzorkem spole¢né s 100 pl 10% detergentu D1. Vzorek byl promichan pipetou opétovnym nasavanim.
Po 1 minuté inkubace pfi laboratorni teploté byla zkumavka se vzorkem premisténa do magnetického
stojanu, aby doSlo k separaci magnetickych nosi¢it z roztoku. Aniz by byla zkumavka ze stojanu
vytazena, byl odpipetovan supernatant. Poté uz mohla byt zkumavka vytazena z drzaku a k nosi¢tm byl
napipetovan 1 ml promyvaciho pufru W12 a op€tovnym nasavanim pipetou byl vzorek promichéan, aniz
by se vytvofily bubliny. Zkumavka byla vlozena do magnetického drzaku a po separaci magnetickych
nosica byl odpipetovan supernatant. Promyvani bylo opakovano s 1 ml promyvaciho pufru W12.

K nosi¢im bylo pfiddno 150 pl elu¢niho pufru E6 a opétovnym nasavanim pipetou byl obsah
zkumavky dtikladné promichan. Vzorek byl inkubovan pii pokojové teploté 1 minutu a po uplynuti této
doby byla zkumavka vloZzena do magnetického stojanu. Supernatant s DNA byl pieveden do 1,5ml
eppendorfovy zkumavky pro uchovani v lednici. Stejné jako v ptipadé DNA z listu, byla i DNA ze
vzorkl proméfena nanospektrofotometrem pro zjisténi jeji Cistoty a koncentrace proti eluénimu pufru
E6.

4.3.3. Spektrofotometrické méreni

Izolovana DNA byla prométena spektrofotometrem, aby byla zjisténa Cistota a koncentrace DNA.
Meteno bylo celé absorpcni spektrum v rozsahu 220 az 340 nm, vzdy proti ¢istému elu¢nimu pufru
z kitu, kterym byla dana DNA izolovana. Mnozstvi naneseného vzorku na spektrofotometr bylo 2 pl.

4.3.4. Real-time PCR

Zkumavky o objemu 0,2 ml uréené pro méfeni v RotorGene byly nachystany do stojanku spole¢né
s Eppendorfovou zkumavkou na 1,5 ml v boxu a ten byl vysvicen UV svétlem na 15 minut. Komponenty
na PCR byly vytazeny z mrazdku a byly ponechdny pii pokojové teploté, aby rozmrzly. VSechny vzorky
byly ptipravovany Vv duplikatech, stejné jako negativni a pozitivni kontrola. Pro v§echny vzorky v ramci
jedné PCR analyzy byl michan jeden mastermix, kdy na jeden vzorek ptipadalo mnozstvi komponent,
které je vypsano v Tabulka 3.

Tabulka 3 - Komponenty na PCR

Komponenta Mnozstvi [pl]
H.O 9,5
SYTO 12,5
Primer 1 1
Primer 2 1
DNA 1
celkem 25

Pro real-time PCR analyzy byly pouzity dva pary primera — ITS2 a 26S. Po real-time PCR byla
pritomnost specifickych produkti ovéfena analyzou kiivek tani a agar6zovou gelovou elektroforézou.
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Tabulka 4 - Sekvence pouzitych primerii

Primer Sekvence 5°— 3~ Zdroj
ITS2-F ATGCGATACTTGGTGTGAAT [40]
ITS2-R ACGCTTCTCCAGACTACAAT [40]
26S - F GAATTCACCCAAGTGTTGGGAT [41]
265S-R AGAGGCGTTCAGTCATAATC [41]

Po namichani mastermixu — voda, SYTO a primery, byly tyto komponenty vraceny do mrazaku,
protoze jsou foto a termolabilni. Po rozpipetovani mastermixu do zkumavek, byly reakéni smeési
preneseny do druhého vysviceného boxu, kde k nim byla pfidina DNA. Zkumavky byly stoceny,
vlozeny do rotoru piistroje RotorGene 6000 a zajistény pojistkou. V software piistroje byl nastaven
teplotni profil, ktery je uveden v Tabulka 5.

Tabulka 5 - Teplomi profil ITS2 i 26S primerii

faze teplota [°C] cas [s]
hold 95 300
95 30
cycling
52 30
opakovani 35x
72 45
hold 72 600
melting 50-99 55s/1°C

Po dokonceni amplifikace byla PCR vyhodnocena analyzou kiivek tani. Vysledky analyzy byly poté
oveiovany gelovou elektroforézou.

4.3.5. Gelova elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu byl ptipraven gel z 1,2 % agardzy a 0,5x TBE pufr (EDTA + tris-baze +
kyselina borita). 1,2 g agar6za byla navazena do Erlenmayerovy baiiky a zalita 100 m1 0,5x TBE pufrem.
Tato smés byla nékolikrat pfivedena k varu v mikrovinné troubé do tplného rozpusténi agardzy. Do
rozpusténé agardzy bylo pfidano 5 pl interkala¢niho barviva MIDORI GREEN. Forma na gel byla
oblepena izola¢ni paskou a po mirném zchladnuti agardzy byla smés nalita do formy a vlozZen hiebinek
na potfebny pocet vzorkt. Gel byl ponechan zatuhnout 20 minut pfi laboratorni teploté. Poté, kdyz byl
gel tuhy, byly odlepeny pasky a vzorky s barvivem v poméru 5:1 (5 dili vzorku na 1 dil barviva) byly
naneseny do jamek v mnozstvi 10 pl, Mezi kontroly a vzorky bylo naneseno 5 ul délkového standardu.
Gel se vzorky byl prenesen do elektroforetické vany a tam byl opatrné zalit ¢istym 0,5x TBE pufrem az
po znacku. Poté byla vana uzaviena vikem a zapojena do zdroje napéti a zdroj byl nastaven na 2 hodiny
pii 80 V. Po dokonéeni elektroforézy byl gel opatrné vytazen z vany a byl vyfocen na piistroji AZURE
po osviceni UV zatenim o vinové délce 302 nm.
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4.3.6. HPLC

Vzorek o hmotnosti 5 g byl lyofilizovan a byla zaznamenana jeho kone¢nd hmotnost. K lyofilizovanému
vzorku bylo pfidano 5 ml 70% ethanolu. Vzorek byl ultrazvukovan pti 40 kHz 60 minut pii laboratorni
teploté. Poté byl vzorek centrifugovan 10 minut pti 10 000 x g. Supernatant (extrakt) byl odpipetovan
do &isté zkumavky a skladovan v mrazaku az do analyzy. Extrakty vSech vzorkd byly té€sné pred
vlozenim do pfistroje znovu zcentrifugovany na 10 minut pti 10 000 x g a do vialek bylo napipetovano
400 pl supernatantu. Vialky byly poté vloZzeny do pfistroje.

Jako mobilni faze v HPLC kvalit€ byly pouzity 0,1% vodny roztok (miliQ) kyseliny trifluoroctové
(faze A) a 100% acetonitril (faze B). Pro analyzu byla pouzita gradientova eluce pro davkovani
mobilnich fazi. Harmonogram davkovani: 10 % B (0-5 minut); 12-25 % B (5-10 minut); 25-40 % B (10-
15 minut); 40-55 % B (15-20 minut); 55-70 % B (20-22 minut) a nakonec 70-90 % B (22-30 minut).

Vysledny chromatogram byl vyhodnocovan v programu Chromeleon. Z chromatogramu byly
analyzovany fenolické latky. Latky byly identifikovany podle UV/VIS spektra pti 260 nm a reten¢niho
¢asu v porovnani se standardy zakladnich fenolickych latek.
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Stanoveni koncentrace a Cistoty

Koncentrace a Cistota byly stanoveny u vSech izolovanych DNA. Vysledky spektrofotometrického

meéfeni jsou uvedeny v Tabulka 6 a Tabulka 7. Méteni bylo vzdy provedeno tfikrat.

Tabulka 6 - Spektrofotometrické méreni listii na pozitivni kontroly

vzorek koncentrace [ng/pl] A 260/280 A 260/230
list jablong 75,1+0,5 2,007 £ 0,015 1,72 +£0,03
Tabulka 7 - Spektrofotometrické méreni vzorkit DNA
série vzorek koncentrace [ng/pl] A 260/280 A 260/230
jablko 15,1+0,5 0,527 £ 0,006 0,1+0,0
broskev 10,0 +2,9 0,79+0,14 0,17 +0,05
1 50/50 2,8+0,7 0,54 +0,12 0,10 + 0,03
70/30 53+0,9 0,75+0,13 0,14+ 0,01
80/20 54+0,6 0,533 £ 0,006 0,1+0,0
jablko 3,3+0,7 2,1+0,7 0,18 £ 0,04
broskev 6,9+1,3 1,8+0,3 0,26 = 0,03
2 50/50 6,3+ 0,6 1,02+0,11 0,161 + 0,013
70/30 58+1,8 1,04 £0,12 0,14 + 0,02
80/20 35+0,9 26+13 0,22 £0,02
jablko 12+3 0,66 = 0,06 0,123 + 0,008
broskev 9,1+0,4 1,32 + 0,09 0,29 + 0,03
3 50/50 12,1+0,7 1,07 +0,14 0,218 £ 0,011
70/30 6,4+0,9 14+0,3 0,30 + 0,02
80/20 13+0,4 0,432+ 0,018 0,079 + 0,002
jablko 6,0+1,2 1,16 £ 0,13 0,43 + 0,06
broskev 18,8+1,8 0,95+0,17 0,29 +0,03
4 50/50 10,6 £0,9 0,63+0,04 0,14 + 0,02
70/30 1,8+05 1,36 +0,12 0,504 + 0,008
80/20 10,3+0,7 0,67 +0,07 0,14 + 0,05
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Koncentrace byla vice nez 75 ng-pl™, proto musela byt zfedéna na 10 ng-pl™. DNA listu jablon& byla
pouzivana jako pozitivni kontrola pii PCR.

Koncentrace jednotlivych vzorkt byla ve vétsing piipadit mensi nez 10 ng-ul?. Z poméri Azeo/Azso a
Aosol Azzo 1ze vycist, ze vzorky DNA nebyly ¢isté ani v jednom piipadé€. Nizké hodnoty byly zplisobeny
kontaminanty jako proteiny, fenolické latky ¢i magnetické Castice z kitu. Svoji roli zde hrala i nizka
hodnota pH vzorkd, ze kterych byla DNA izolovéana. Nizké pH, mechanické a tepelné opracovani vzorki
poskodilo DNA, proto se hife izolovala a byla takto zneCisténa. Podle vysledkd neni mozné
vypozorovat zavislost hodnoty koncentrace a Cistoty na dobé skladovani.

5.2. PCR a gelova elektroforéza
5.2.1. PCR a gelova elektroforéza DNA prvni série vzorki

Prvni série vzorkl byla lyofilizovana po jednom tydnu skladovani a DNA byla izolovana kitem
s magnetickymi Casticemi. Pozitivni kontroly se zacaly amplifikovat ptfi 23. cyklu, vzorky 80/20 se
zacaly amplifikovat pti 29. cyklu, ostatni vzorky az pti 30. a pozdéjsim cyklu.
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Graf 1 - Amplifikacni kiiivka prvni série vzorkii (primery 1TS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 2 - Vyrez kriivek tani specifickych produktii PCR prvni série (primery 1TS2) izolované kitem INVITROGEN

Analyzou kiivek tani bylo zjisténo, Ze specifické produkty vznikly u vzorkt 80/20, 70/30 a 50/50. To
se také prokazalo pii gelové elektroforéze, jejiz vysledek je vyobrazen na Obr. 2. Specifické produkty
byly na gelu detekovany u vzorkt 80/20, 70/30 a 50/50.
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.

500 bp

Obr. 2 - Agarézova gelova elektroforéza prvni série (primery 1TS2)
izolovand kitem INVITROGEN
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Tabulka 8 - Seznam nanesenych vzorkii na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovdno, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 + 9 -
50/50 broskev
2 + 10 -
3 + 11 Délkovy standard (po 100 bp)
70/30
4 + 12 -
NK
5 + 13 -
80/20
6 + 14 +
PK
7 - 15 +
jablko
8 - —_— _— _—

DNA izolovana ze vzorkd prvni série byla amplifikovana jesté v real-time PCR s primery 268, které
amplifikuji kratsi fragmenty nez ITS2. Ve vzorcich z ovocnych pyré bylo ocekavano vétsi mnozstvi
kratsich fragment (degradovand DNA) z divodu pH prostiedi a tepelné tupravy vzorkt. Pozitivni
kontroly se za¢aly amplifikovat ve 26. cyklu, ostatni vzorky az po 30. cyklu.
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Graf 3 - Amplifikacni kifivka prvni série vzorkii (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 4 - Vyiez kiiivek tani specifickych produktit PCR prvni série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN

Teplota tani specifickych produktii u pozitivnich kontrol byla 87 °C (Graf 18). V Graf 4 Ize vidét, ze
se amplifikovala pouze DNA z ¢istého jableéného pyré. Ostatni vzorky splyvaji se Sumem pozadi.
Gelova elektroforéza (Obr. 3) se vzorky prvni série amplifikované primery 26S potvrdila vysledky
analyzy ktivek tani — bandy specifickych produktt jsou viditelné pouze u pozitivnich kontrol a vzorki
z jable¢ného pyré.

6 T8 9 M )3 1415

s 200 bp

Obr. 3 - Agarézova gelova elektroforéza prvni série (primery 26S)
izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 9 - Seznam nanesenych vzorkii na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovdno, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 - 9 -
50/50 broskev
2 - 10 -
3 - 11 Délkovy standard (po 100 bp)
70/30
4 - 12 -
NK
5 - 13 -
80/20
6 - 14 +
PK
7 - 15 +
jablko
8 - —_— _— _—

5.2.2. PCR a gelova elektroforéza DNA druhé série vzorki

Druha série vzorka byla lyofilizovana po deseti tydnech skladovani a DNA byla izolovana kitem
s magnetickymi Casticemi. V Graf 5 se pozitivni kontroly zacaly amplifikovat pii 24. cyklu. Ostatni
vzorky se zacaly amplifikovat pii 28. cyklu.
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Graf 5 - Amplifikacni kiivka druhé série vzorkii (primery 1TS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 6 - Vyrez kiiivek tani specifickych produktit PCR druhé série (primery 1TS2) izolované kitem INVITROGEN

V Graf 6 lze vidét, ze se amplifikovala DNA vSech modelovych vzorki. Gelova elektroforéza

(Obr. 4) potvrdila vysledky analyzy kiivek tani.

1o 2 3546 - 7 8 HF10 ] ISl 31415116

Obr. 4 - Agarézova gelova elektroforéza druhé série (primery 1TS2)
izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 10 - Seznam nanesenych vzorkit na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovano, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 + 9 jablko +
50/50
2 + 10 +
broskev
3 + 11 +
4 70/30 + 12 Délkovy standard (po 100 bp)
5 + 13 -
NK
6 + 14 -
80/20
7 + 15 +
PK
8 jablko + 16 +

PCR s DNA izolovanymi z druhé série vzorka byla provedena jesté s primery 26S. Pozitivni kontroly
se zaCaly amplifikovat ve 26. cyklu, ostatni vzorky az po 30. cyklu.
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Graf 7 - Amplifikacni ki'ivka druhé série vzorkii (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 8 - Wyrez kifivek tani specifickych produktii PCR druhé série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN

Teplota tani specifickych produktd pozitivnich kontrol je 87,5 °C (Graf 20). Piky specifickych
produktt jsou viditelné u jednoho ze vzorki z jable¢ného pyré a poté i ze vzorku s pomérem jable¢né a
broskvové slozky 80/20. Pti gelové elektroforéze (Obr. 5) nebyl u Zadného vzorku prokazan specificky
produkt. Specifické produkty bylo mozné detekovat pouze analyzou kiivek tani.

xad 8 9100 d o B3l

Obr. 5 - Agarézova gelova elektroforéza druhé série (primery 26S)
izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 11 - Seznam nanesenych vzorkit na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovano, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 - 9 -
50/50 broskev
2 - 10 -
3 - 11 Délkovy standard (po 100 bp)
70/30
4 - 12 -
NK
5 - 13 -
80/20
6 - 14 +
PK
7 - 15 +
jablko
8 - —_— _— _—

5.2.3. PCR a gelova elektroforéza DNA treti série vzorki

Treti série vzorkti byla lyofilizovana po 18 tydnech skladovani a DNA byla izolovand kitem
s magnetickymi ¢asticemi. Pozitivni kontroly se zacaly amplifikovat pii 22. cyklu, vzorky s pomérem
jable¢né a broskvové slozky 80/20 se zacaly amplifikovat pii 23. cyklu, ostatni vzorky az pii 26. a

pozdé&jsim cyklu.
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Graf 9 - Amplifikacni kiivka treti série vzorkii (primery ITS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 10 - Vyrez kriivek tani specifickych produktii PCR tieti série (primery ITS2) izolované kitem INVITROGEN

Teplota tani specifickych produkti pozitivnich kontrol je 88 a 93 °C (Graf 21) Piky specifickych
produktd jsou viditelné ve vSech vzorcich obsahujicich DNA z modelovych pyré (kromé Cisté
broskvového pyré). Na gelu (Obr. 6) nebyl u nékterych vzork detekovan zadny specificky produkt,
protoze jejich koncentrace je velmi nizka. Detekce bandi byla mozna u vzorki s pomérem jable¢né a
broskvové slozky 70/30, 80/20 a ¢&isté jable¢ného pyré. Specifické produkty u ostatnich vzorkd
obsahujicich DNA z modelovych vzorkt (kromé& broskvového pyré) bylo mozné detekovat pouze
analyzou kiivek tani.
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Obr. 6 - Agarézova gelova elektroforéza tieti série (primery ITS2)
izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 12 - Seznam nanesenych vzorkit na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovano, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 - 9 -
50/50 broskev
2 - 10 -
3 - 11 Délkovy standard (po 100 bp)
70/30
4 + 12 -
NK
5 + 13 -
80/20
6 - 14 +
PK
7 + 15 +
jablko
8 +

PCR s DNA izolovanymi ze tieti sériec modelovych vzorki byla provedena také s primery 26S.
Pozitivni kontroly se zacaly amplifikovat ve 25. cyklu, ve 26. cyklu se amplifikovaly vzorky broskve.
Ostatni vzorky az ve 30. cyklu.
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Graf 11 - Amplifikacni kiivka treti série vzorkii (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 12 - Vyrez kifivek tani specifickych produktii PCR teti série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN

Teplota tani specifickych produktt pozitivnich kontrol je 86,5 °C (Graf 22). Specifické produkty
jsou viditelné u vzorkid obsahujici DNA z pyré s pomérem jableéné a broskvové slozky 80/20. Na gelu
(Obr. 7) nebyly detekovany Zadné specifické produkty. Specifické produkty bylo mozné detekovat
pouze analyzou kiivek tani.

7 8 9 10 1112 13 14 15 L6171 851920 21722

300 bp
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Obr. 7 - Agarézova gelova elektroforéza treti série (primery 26S) izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 13 - Seznam nanesenych vzorkit na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovano, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 - 12 jablko -
2 50/50 - 13 -
3 - 14 broskev -
4 - 15 -
5 70/30 - 16 Délkovy standard (po 100 bp)
6 - 17 -
7 - 18 NK -
8 80/20 - 19 -
9 - 20 +
10 - 21 PK +
jablko
11 - 22 +

5.2.4. PCR a gelova elektroforéza DNA ¢tvrté série vzorki

Posledni série vzorkd byla lyofilizovand po 22 tydnech skladovdni a DNA byla izolovana kitem
s magnetickymi Casticemi. Pozitivni kontroly se zacaly amplifikovat pti 23. cyklu, vzorky S pomérem
jable¢né a broskvové slozky 80/20 se zacaly amplifikovat pii 29. cyklu, ostatni vzorky az pii 30. a

pozdéjsim cyklu.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0 4 T S —t T — T+
0 5 10 15 20 25 30 35
Pocet cyklu

Fluorescence (-)

—PK ——NK broskev jablko 80/20 70/30 50/50

Graf 13 - Amplifikacni kiivka ctvrté série vzorki (primery ITS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 14 - Vyrez kifivek tani specifickych produktii PCR étvrté série (primery ITS2) izolované kitem
INVITROGEN

Piky pozitivnich kontrol jsou viditelné pfi teploté 86,5 a 87,5 °C (Graf 23). Nejvice specifického
produktu bylo u vzorkd obsahujicich DNA z pyré s pomérem jable¢né a broskvové slozky 50/50.
Nejméné specifického produktu je ve vzorku obsahujicim DNA z jable¢ného pyré. Na gelu (Obr. 8)
nebyl detekovan zadny specificky produkt. Specifické produkty bylo mozné detekovat pouze analyzou
k¥ivek tani.

b7 & 911 Al

Obr. 8 - Agarézova gelova elektroforéza ctvrté série (primery ITS2)
izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 14 - Seznam nanesenych vzorkit na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovano, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 - 9 -
50/50 broskev
2 - 10 -
3 - 11 Délkovy standard (po 100 bp)
70/30
4 - 12 -
NK
5 - 13 -
80/20
6 - 14 +
PK
7 - 15 +
jablko
8 - —_— _— _—

PCR s DNA izolovanymi ze ¢tvrté série vzorkt byla provedena také s primery 26S. Pozitivni kontroly
se zaCaly amplifikovat ve 26. cyklu, ostatni vzorky v rozmezi 28. az 32. cyklu.
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Graf 15 - Amplifikacni kiivka étvrté série vzorkii (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 16 - Vyrez kifivek tani specifickych produktit PCR ctvrté série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN

Teplota tani specifického produktu pozitivnich kontrol je 87,5 °C (Graf 24). Piky specifickych
produktt jsou viditelné u DNA ze vSech modelovych vzorkt. Na gelu (Obr. 9) nebyl detekovan zadny
specificky produkt. Specifické produkty vS§ech DNA z modelovych vzorkti mozné detekovat pouze

analyzou kiivek tani.

300 bp

200 bp

Obr. 9 - Agarézova gelova elektroforéza ctvrté série (primery 26S)
izolovana kitem INVITROGEN
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Tabulka 15 - Seznam nanesenych vzorkit na gelovou elektroforézu a jejich detekce (+ detekovano, -
nedetekovano)

Béh Vzorek Detekce Béh Vzorek Detekce
1 - 9 -
50/50 broskev
2 - 10 -
3 - 11 Délkovy standard (po 100 bp)
70/30
4 - 12 -
NK
5 - 13 -
80/20
6 - 14 +
PK
7 - 15 +
jablko
8 - —_— _— _—
5.3. HPLC

Podle postupu v kapitole 2.5.3. byly ptipraveny ethanolové extrakty ze v§ech modelovych vzorkd.

Identifikace fenolickych latek probihala porovnanim retencnich ¢asu a UV spekter vzorkd se
standardy.

Tabulka 16 - Pocet fenolickych latek ve vzorcich

série

vzorek
1 2 3 4
broskev 6 5 4 4
jablko 3 2 2 1
80/20 1 2 1 1
70/30 5 3 2 2
50/50 4 4 4 2

Ze vsech fenolickych latek, které byly detekovany pomoci HPLC se podafilo identifikovat pouze 4.
Ostatni se nepodarilo identifikovat.

Phloridzin je fenolicka latka, ktera je povazovana za indikator pfitomnosti jablka ve vzorku [10]. Pfi
analyze byl identifikovan phloridzin pouze ve vzorcich obsahujici jablko. MnoZstvi phloridzinu je
mozné dopocitat z plochy pod pikem a dosazenim do rovnice kalibra¢ni kiivky (1):

y = 3605,7 - x, @
kdy x je koncentrace v mg-ml. Mnozstvi phloridzinu ve vzorcich je uvedeno v Tabulka 17.
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Tabulka 17 - Obsah phloridzinu ve vzorcich (mg na 100 g mokré vihy)

série
vzorek
1 2 3 4
broskev - - - -
jablko 5,238 3,123 3,340 1,402
80/20 2,287 2,470 2,433 1,173
70/30 3,228 2,718 2,954 2,366
50/50 1,368 1,226 1,977 1,289

V této tabulce Ize vidét vliv doby skladovani na obsah phloridzinu v modelovych vzorcich. Delsi doba
skladovani zpisobila pokles obsahu phloridzinu ve vzorcich.

42



Tabulka 18 - Ldtky identifikované pomoci HPLC (+ detekovano, - nedetekovino)

fenolicka latka

série vzorek
rutin phloridzin katechin hesperidin

broskev + - - -

jablko - + - -

1 80/20 - + - -
70/30 - + - -

50/50 - + - -

broskev + - + -

jablko - + - +

2 80/20 - + - -
70/30 + + + -

50/50 - + - -

broskev - - - -

jablko + + - -

3 80/20 - + - -
70/30 - + - -

50/50 - + - -

broskev - - - -

jablko - + - -

4 80/20 - + - -
70/30 - + - -

50/50 - + - -
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6. Zavér

Predlozena bakalarska prace se zabyvala vlivem doby skladovani na stanoveni autenticity pomoci real-
time PCR, gelové elektroforézy a HPLC.

Cilem této prace bylo zjistit, zda ma doba skladovani vliv na stanoveni autenticity vzorkl. Pro tuto
praci byly vyuzity modelové vzorky — ovocna pyré s riznymi poméry jablecné a broskvové slozky.
Do vzorkll nebyly pouzité zadné stabilizatory, konzervanty ¢i jiné ptidané latky. Po provedenych
molekularné biologickych metodach bylo zjisténo, Ze doba skladovani ma vliv na PCR analyzu. DNA
byla degradovana jiz pii ptipraveé vzorkd, a to tepelnou Gpravou a mechanickym rozmélnénim vzorkd.
Protoze ovoce ma kyselé pH, DNA byla vystavena kyselému prostiedi, coz zptsobuje jeji znehodnoceni.
Delsi doba uskladnéni zptsobila vétsi degradaci DNA a ztizila jeji amplifikaci pomoci PCR. U prvni
série vzorkd (DNA izolované po 1 tydnu skladovani) byly specifické PCR produkty detekované jak
pomoci analyzy kiivek tani, tak i elektroforeticky. U pozdéjSich sérii vzorki (DNA izolované po delsi
dobé skladovani) byly specifické produkty ve vétsiné ptipadi detekované pouze pomoci analyzy kiivek
tani.

HPLC analyzou bylo stanoveno, ze vSechny vzorky s jable¢nou slozkou obsahovaly phloridzin.
Obsah phloridzinu se s rostouci dobou skladovani snizoval. Vzhledem k vysledkiim lze usoudit, ze
jable¢nou slozku bylo ve vzorcich mozné identifikovat pomoci HPLC diky ptitomnosti phloridzinu i po
delsi dobé¢ skladovani.

Doba skladovani ovocnych pyré negativné ovliviiovala vysledky analyzy DNA i vysledky HPLC,
hlavné ptisobenim kyselého prostiedi na molekuly DNA i na fenolické latky. Pfi vybéru metody pro
analyzu ovocnych pyré, skladovanych dlouhou dobu je potieba brat v ivahu degradaci analytti a vhodné
zvolit zptsob ptipravy vzorki i parametry metody, ktera bude pro analyzu pouzita. V piipad¢ real-time
PCR je vhodny vybér primert amplifikujicich krat§i fragmenty DNA nez 250 bp, zatimco v ptipadé
HPLC je dilezita naptiklad optimalizace extrakce.
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8. Prilohy
8.1. Priloha 1 - KFivky tani specifickych produkti PCR prvni série
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Graf 17 - Krivky tani specifickych produktiit PCR prvni série (primery ITS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 18 - Krivky tani specifickych produktit PCR prvni série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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8.2. Priloha 2 - KFivky tani specifickych produktii PCR druhé série
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Graf 19 - K#ivky tani specifickych produktiit PCR druhé série (primery ITS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 20 - Kfivky tani specifickych produktit PCR druhé série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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8.3. Priloha 3 - KFivky tani specifickych produktii PCR treti série
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Graf 21 - Krivky tani specifickych produktit PCR tieti série (primery 1TS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 22 - Krivky tani specifickych produktit PCR tieti série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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8.4. Priloha 4 - Krivky tani specifickych produkti PCR ¢étvrté série
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Graf 23 - Krivky tani specifickych produktit PCR ctvrté série (primery 1TS2) izolované kitem INVITROGEN
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Graf 24 - Kiivky tani specifickych produktit PCR étvrté série (primery 26S) izolované kitem INVITROGEN
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