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ABSTRAKT

Naplnou tejto prace bolo Studium autenticity vybranych prirodnych zloziek v kozmetickych
vyrobkoch. Jednalo sa konkrétne o kozmetické vyrobky s obsahom citrusov, maty a levandule.
Pre izolaciu DNA boli pouzité¢ komerc¢ne dostupné izolaéné kity. Pritomnost’ DNA rastlinného
povodu bola overend metodou PCR pomocou primerov Specifickych pre ITS2 region rastlin.
Pomocou PCR bola vo vzorkach sledovana pritomnost génu pre limonén synthazu, pre
potvrdenie pritomnosti limonénu, ktory je vyznamnym alergénom, obsiahnutym
vV spomenutych rastlindch. Zaroven bola pritomnost’ limonénu overovana metodou HPLC.
Dalej boli testované dvoje primery pre stanovenie pritomnosti levandule vo vybranych
vzorkach a bola sledovana u¢innost’ PCR, nebol v§ak pozorovany vyznamny rozdiel.

ABSTRACT

The purpose of this thesis was to study the authenticity of selected natural ingredients in
cosmetic products. These were specifically cosmetic products that contained citruses, mint or
lavender. Commercially available isolation kits were used for DNA isolation. The presence of
plant origin DNA was verified by PCR method using primers specific for the ITS2 region of
plants. The presence of limonene, a significant allergen contained in said plants, was determined
in the samples by PCR method using primers for limonene synthase. At the same time, its
presence was verified by HPLC method. In addition, two primers were tested for lavender and
monitored for their efficacy, with no significant difference in the usage.
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1 Uvob

Snahou a zaroven marketingom dnesnej doby je pouZzivanie prirodnych komponentov, ¢i uz sa
jedna o kozmetické pripravky, potravinarske vyrobky alebo iné. Bohuzial’, niektori vyrobcovia
tychto produktov sa snazia dosiahnut’ ¢o najnizsie vyrobné naklady, ¢o moze mat’ za nasledok
»falsovanie® niektorych surovin, v horSich pripadoch aj celého vyrobku. Toto falSovanie
kozmetickych vyrobkov moze zasadne znizovat’ ich G¢innost’.

V predlozenej bakalarskej praci bola analyzovand pritomnost’ a autenticita prirodnych
zloziek v sérii kozmetickych vyrobkov. Bola pouzitd metéda polymerazovej retazovej reakcie
(PCR), ktorou bola stanovovana pritomnost’ rastlinnej matrice v tychto vzorkach. V pripade, Ze
danou metddou nebola detekovana pritomnost’ rastlinnej matrice, mohlo ist’ prave o falSovanie.
V takom pripade do kozmetického vyrobku nebola pravdepodobne pridana rastlinna zlozka, iba
rastlinna vona.

Rastlinné zlozky v kozmetickych vyrobkoch byvaja Casto nahradené vonnymi zlozkami,
najma esencialnymi olejmi a silicami, ktoré obsahujt cely rad alergénnych latok. Cim vysSia je
koncentracia obsiahnutych vonnych zloziek, tym vysSia je aj koncentracia alergénov. To,
V niektorych pripadoch, méze mat’ zdravotny dopad na spotrebitel’a, u ktorého sa mézu prejavit’
alergické reakcie. Pritomnost’ alergénov je mozné stanovit’ metoédou plynovej chromatografie
(GC) alebo vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Metdédou polymerazove;j
retazovej reakcie (PCR) je vSak mozné zistit,, ¢i bola pridana prirodna zlozka v podobe celej
rastliny alebo iba jej vona.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kozmetika a kozmetologia

Nazov kozmetika pochadza z gréckeho slova ,,cosmetae, ““ ktoré v preklade znamena ,,zdobit,
kraslit’ sa.” Toto slovo pouzivali uz rimski otroci, ktorych tilohou bolo kupat’ zeny a muzov
v parféme. Pouzivalo sa aj 10 000 rokov pred nasim letopo¢tom v Egypte, kde Zeny a muzi
pouzivali vonné oleje a masti na zjemnenie pokozky, zamaskovanie telesného pachu a taktiez
pri pouzivani farbiv na zafarbenie pokozky tela a vlasov. Jednym z prvych farbiv bola latka
nazyvana kohl. Kohl bol prasok vyrobeny z drveného antionu, spalenych mandli, olova,
oxidovanej medi, popola, malachitu, chryzkolu alebo ich r6znych kombinacii. Egyptania si
tento prasok nanasali na oc€i a verili, Ze takto nakreslené o¢né linky mozu zlepsit’ zrak. Okrem
Grécka a Rima bol velky rozvoj kozmetiky v tomto obdobi zaznamenany aj v Cine a Perzii,
kde boli pouzivané rozne masti, oleje a rastlinné vytazky. Najviac vyuzivané boli suroviny ako
myrta, tymian, majoran, kamilky, levandula, rozmarin, cédrové drevo, ruza, aloe vera, olivovy
a sezamovy olej a mnoho inych [1, 2].

Moderna kozmetika, v podobe akej je znama aj teraz, prisla az v 19. storo¢i pocas
priemyselnej revolucie. Kozmetologia ako samostatna vedna disciplina vznikla az v 30-tych
rokoch 20. storoCia. Tento vedny odbor spaja dermatoldgiu, biologiu, fyziologiu,
mikrobiologiu, chémiu, fyzikdlnu chémiu a mnoho d’al§ich pododborov. Pojem kozmetoldgia
je Casto zamienany so slovom kozmetika, avSak medzi tymito dvoma pojmami je velké
mnozstvo rozdielov. Kozmetolédgia je definovana ako veda, ktord zahfiia vyskum a pripravu
kozmetickych vyrobkov, overenie ich pouzitia a spdsob ich vyuzitia. Vyuziva pri tom najma
znalosti bioldgie koze a vysSie spomenutych vednych odborov. Kozmetika nie je definovana
ako vedny odbor, ale len ako prakticka ¢innost’ vyuzivajiica kozmetologiu k svojmu prospechu.
Jej ¢innost’ je skor esteticka. Aj ked je definicia kazdého slova ina, obe spolu suvisia [1, 3].

2.2 Prirodna kozmetika

V dnesnej dobe je kladeny velky doraz na pouzivanie prirodnych latok takmer v kazdom
odvetvi, plati to ipre kozmetiku. Pojem ,prirodna kozmetika* nezahfiia iba pouZivanie
prirodnych latok, ale tiez procesy pre udrzatelnu vyrobu. Na to, aby mohla byt kozmetika
klasifikovana ako prirodna, musi sa riadit’ tymito podmienkami:

e Vyuzivanie produktov ekologického pol'nohospodarstva a reSpektovanie biodiverzity.
e Zodpovedné vyuzivanie prirodnych zdrojov a ochrana zZivotného prostredia.
e Spracovanie a vyroba, ktora je Setrna k zivotnému prostrediu.

Zaroven je zakazané pouzivat rastliny, rastlinny materidl a mikroorganizmy, ktoré boli
geneticky modifikované a materialy extrahované zo Zivych organizmov anie je na nich
testovana [4].

2.3 Zakladné zlozky kozmetiky

Kozmetika je vel'mi Siroky pojem, rovnako je vysoky aj pocet pouZitelnych kozmetickych
surovin, ktory sa syntetizovanim réznych novych zlucenin neustale zvySuje. Niektoré suroviny



vsSak tvoria zéklad kozmetickych pripravkov uz po niekol’ko tisic rokov a st povazované za
latky ucinné a bezpecné na pouzivanie.

Z pociatku boli v kozmetike pouzivané iba prirodné suroviny rastlinného a zivociSneho
povodu, ako napriklad rastlinné oleje, véeli vosk, sadlo a iné, s malym mnozstvom nerastnych
latok, ktoré boli vyuzivané ako pigment. Neskor sa zacali vyuzivat aj syntetické zlozky a vone.

Medzi prirodné zlozky kozmetiky patri cely rad latok, medzi hlavné patri voda, rastlinné
oleje, extrakty a vodné alebo olejové vyluhy bylin, éterické oleje ako prirodzend vonna
kompozicia, véeli vosk a vitaminy. VVoda je vel'mi doleZitou surovinou, pre kozmetické ucely
sa vyuziva voda pitnd, morskd, mineralna, destilovana alebo ziskana osmdzou. Rastlinné oleje
s Casto ziskavané Setrnymi spOsobmi, ako napriklad lisovanim za studena. Medzi
najvyuzivanejSie patria napriklad kokosovy, argénovy, olivovy, slne¢nicovy, avokadovy
aruzovy olej alebo bambucké maslo. Vodné aolejové vyluhy sa ziskavaju extrakciou
zZ prislusnych bylin, pricom éterické oleje su zvidcsa ziskavané destilaciou. Pre tieto ucely
najpouzivanejSie byliny st napriklad levandula, méta, citrusy, kamilka. aloa prava, nechtik,
jahoda a mnoho inych. V¢eli vosk a vitaminy (napr. vitamin E) okrem iného mézu sluzit’ aj ako
antioxidanty a prirodné konzervanty. V niektorych kozmetickych vyrobkoch sa moézu, pre
lepSiu ucinnost’, vyskytovat' drobné casti bylin alebo plodov, ¢o je vyuZzivané najmi pri
prirodnych peelingoch [1, 4, 5].

2.3.1 Vonné kompozicie

Vonné latky sa v kozmetike pouzivaju uz po starocia. Najvacsi rozkvet zaznamenali vonné
latky v 17. storo¢i v Franctzsku. Povodne boli vyuzivané iba latky prirodného charakteru,
rastlinného (silice) aj zZivo¢iSneho pdvodu (ambra, cibet). Povodnym spdsobom pripravy
vonnych latok bolo vylihovanie prirodnej zlozky v oleji. Az neskér bola objavena destilacia
s vodnou parou z réznych Casti rastlin. Takto pripravené vonné latky nachadzaju uplatnenie ako
v kozmetike, tak aj v potravinarstve. Plati, ze tieto vone v Cistom stave, akym je napriklad
aromaticky olej, nie su prili§ stale, l'ahko sa odparuja, st prili§ aromatické a mézu byt
alergénne. Tieto alergénne latky sa v koncentrovanom stave nesmu dostat’ do styku s kozou,
preto sa v kozmetike mieSaju s inymi zlozkami (napr. krémami a pod.). Jednymi z najviac
zastipenymi latkami v aromatickych olejoch st limonén a linalool [1].

2.3.1.1 Limonén

Limonén je monoterpén, ktory sa vo forme d-limonénu a svojej racemickej zmesi vyskytuje
v mnohych esencialnych olejoch. NajéastejSie sa vyskytuje v citrusovych Supkach a olejoch
Z tychto Supiek, vo forme D-limonénu, a to az v koncentracii nad 90%. V nizsej koncentracii
a vo forme racemickej zmesi D— a L-limonénu, ho je mozné najst’ v réznych druhoch mity,
levandule a ihli¢nanov [6, 7].

Ide 0 bezfarebnu tekutinu s citrusovou vonou, jeho Struktira je zndzornena na Obrazku 1.
D- aL- limonén patria do triedy optickych antipédov, ¢o ma zasadny vyznam vo
farmaceutickom priemysle a aj kozmetike, pretoze kazda konformacia sa moéze vyznacovat
inymi fyzikalnymi vlastnost’ami, ako je napriklad krystalicka $trukttira, rozpustnost’ a stabilita,
¢o mdze ovplyvnit' vysledny ucinok syntetizovaného lieciva/kozmetického produktu. Je to
vyznamny alergén, drazdi kozu a dychacie cesty [8].
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Obrazok 1 — Struktiira limonénu (prevzaté z[6])

Vo velkom sa ziskava ako vedl'ajsi produkt pri vyrobe pomarancovych dzisov. Je ho mozné
izolovat’ z éterickych olejov. Limonény sa vyuzivaji predovSetkym ako vonné materialy pre
parfumaciu kozmetiky, umelych éterickych olejov a potravin [6, 7, 8].

2.3.1.2 Linalool

Linalool je monoterpénovy alkohol kvetinovej vone, ktory je izolovany z rastlin koriandru,
bazalky, levandule a citrusov. Jeho $truktura je znazornena na Obrazku 2. Vyskytuje sa v dvoch
enantioméroch, prvym je (+)—linalool, nazyvany tiez koriadrol, druhym (-)-linalool, nazyvany
tiez likerol. Ma charakter prchavej olejovej zlozky a antimikrobidlnej latky. Vyuziva sa ako
vona, je prirodzene pritomny takmer vo vSetkych éterickych olejoch. Najvicsie zastipenie ma
Vv levandul'ovom éterickom oleji vo forme likerolu, ale nachadza sa aj v éterickych olejoch
pomaranca a citrona vo forme koriadrolu [9, 10].

Obrdzok 2 — Struktiira linaloolu (prevzaté z [9])
2.4 Legislativa

Kedze bezpecnost’ spotrebitel’a je vel'mi dolezitd, prijimanie novych vyrobkov na trh je prisne
kontrolované. Na eurdpskej tirovni je regulovana Nariadenim Eurdpskeho parlamentu a Rady
¢. 1233/2009 o kozmetickych pripravkoch. Toto nariadenie hovori napriklad o prisnych
bezpe¢nostnych poziadavkach pred uvedenim produktu na trh, nutnosti informovat
spotrebitela o neziadicich w&inkoch, zodpovednosti vyrobcu za produkt ainé. V Ceske;
republike je toto nariadenie upravené zakonom ¢. 258/2000 Sb. o ochrane verejného zdravia
a 0 zmene niektorych suvisiacich zakonov, § 27 Kozmetické pripravky, ktory okrem iného
spomina povinnost' uvedenia udajov v ¢eskom jazyku. Legislativa tieZ uvadza maximalne
mnozstvo obsiahnutych alergénnych latok a povinnost’ uvadzat upozornenie na obale

produktov [11, 12].
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2.5 Koza

Koza dospelého ¢loveka ma v priemerne plochu 1,75 m2 a tvori priblizne 7-10 % hmotnosti,
takze je mozné ju oznacit' za najvacsi organ l'udského tela. Na a v nej sa odohravaju rozne
chemické a fyziologické procesy.

Ma obrannd, imunitnd, dychaciu, resorbénd, metabolick, vyluCovaciu, regula¢na
a zmyslovu funkciu. Koza posobi ako mechanicka bariéra proti infekcidm a parazitom, ¢im
prispieva k imunite organizmu. Chrani proti slne¢nému ziareniu a stratam tepla, ¢o ma zna¢ny
vyznam pre regulaciu telesnej teploty, a tiez brani stratam vody z organizmu, ¢o by mohlo viest’
k vysuseniu vnutornych organov. Je poprepletana velkym mnozstvom ciev, takze moze slazit
aj ako zasobaren krvi, ktorej sa nachadza v kozi az jedna tretina celkového objemu. Okrem ciev
sa v kozi nachadzaju aj zmyslové receptory. V neposlednom rade je schopna vstrebavat’, takze
je vyznamna pre aplikdciu koznych vyrobkov, napr. krémov, idealne na lipidickej baze,
a vstrebavanie lieCiv.

Je mozné rozlisit’ 3 zakladné cCasti koze: pokozku (epidermis), zamsu (dermis) a podkozné
vazivo (hypodermis). Jednotlivé Casti st znazornené na Obrazku 3. Kazda z tychto Casti sa
svojim zlozenim liSi. Koza mdze svojou histologickou stavbou pripominat’ sliznicu tvoriacu
vnatorna vystelku telovych dutin, avSak na rozdiel od sliznic mé koza vrchnt ¢ast’ pokrytu
keratynocytmi, ktoré odumieraju a odlupuju sa. K ich odlupovaniu dochadza kazdé 3 az 4
tyzdne, Co je teda doba, za ktort sa cely povrch pokozky vymeni [13, 14].

VyUstenie mazovej zlazy Vlas

Volné nervové zakoncenia

............................. - o E 8 4 v Vystenie
potnej zlazy

Kozné
receptorové
telieska

Mazova zlaza

Potna zlaza

Vlasovy vacok

Vlasova cibulka

Krvné cievy

Obrazok 3 — Rez kozou so zndzornenim jednotlivych vrstiev (prevzaté z [13])

2.5.1 Pokozka

Pokozka je vonkajSia vrstva koZe, tvorend mnohovrstvovym dlazdicovym epitelom S hribkou
od 0,4 do 1 mm. Obsahuje 3 typy buniek — keratinocyty, melanocyty a Langerhansove bunky.
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Keratynocyty obsahuju bielkovinu keratin a ich tlohou je najmd mechanicka ochrana proti
infekciam a zabranenie vysychaniu koze. Tieto bunky vznikaju v bazalnej vrstve pokozky, kde
dochadza k ich neustdlemu mitotickému deleniu a tym k vytvaraniu novych vrstiev epitelovych
buniek. Najvrchnejsia ¢ast takychto buniek odumiera a obmiena sa kazdé 3 az 4 tyzdne za nove,
ktoré s posuvané z bazalnej vrstvy po ukonceni mitotického delenia. Druhym typom buniek
si melanocyty, pritomné v spodnej vrstve pokozky. Melanocyty st schopné vytvarat
pigmentovil clonu, ktora absorbuje skodlivé ultrafialové ziarenie zo slnecnych lucov.
Poslednym typom buniek su Langerhansove bunky, ktoré st v pripade poranenia pokozky
zodpovedné za primarnu imunitnu reakciu — fagocytuju antigénové Castice dostavajuce sa do
rany [13, 15].

25.2 Zamsa

Zam$a je viazivova vrstva, nachddzajica sa medzi pokozkou a podkoznym vidzivom.
Na pokozku navdzuje zvlnenou, ale presne uréenou papilarnou hranicou. Hranica medzi
zam$ou a podkoznym vézivom nie je presne ur¢end. Hrubka zamse je priblizne 3 mm. Je vel'mi
odolna a pruzna, ¢o su vlastnosti podmienené pritomnostou bielkovin kolagén a elastin,
podielajuce sa na vzhlade a starnuti koze. Medzibunkovy priestor je vyplneny kyselinou
hyaluronovou. Privod a odvod krvi a metabolitov v zamsi zaistuju krvné a miazgové cievy,
ktoré nou prechazaju. V zamsi sa nachadzaji mazové, potné a pachové zlazy, vlasové vacky,
nervové zakoncenia a receptory dotyku, chladu a zvysenej teploty [1, 13].

2.5.3 PodkozZné vizivo

Podkoznu vrstvu tvori riedke vdzivové tkanivo a tukové bunky. Jej funkciou je predovsetkym
ochrana tkaniv a organov, ulozenych pod podkoznou vrstvou, pred chladom a mechanickym
poskodenim a zasoba energie ulozenej v tuku [13].

2.6 Analyza kozmetickych vyrobkov pomocou biologickych metdéd zaloZenych
na DNA

Pre analyzu kozmetickych vyrobkov je V sucasnosti pouzivanych velmi vela metdd.
Vyrobcovia si, samozrejme, svoje produkty testujii sami, jedna sa vSak iba o testy stability
(napr. termické alebo mikrobiologické). Avsak je mozné sledovat’ aj iné parametre. Napriklad,
pre stanovenie alergénov Vv kozmetike je najcastejSic vyuzivand metoda plynovej
chromatografie (GC), ale je mozné vyuzit' aj vysokoucinnu kvapalinovi chromatografiu
(HPLC). Kozmetické vyrobky, ktoré obsahuji DNA je mozné analyzovat' aj pomocou
polymerazovej retazovej reakcie (PCR) a je mozné tiez vyuzit’ analyzu kriviek tavenia (MELT
analyza) produktov PCR. Aby mohla byt’ tito DNA analyzovana, musi byt’ najskor extrahovana
Z analyzovanych kozmetickych vyrobkov.

2.7 Extrakcia DNA

Extrakcia nukleovych kyselin proteinov je v sucasnej dobe jednou z najpouzivanejSich metod
molekularnej biologie, chémie, medicinskej diagnostiky a terapie. Cielom extrakcie DNA je
izolacia DNA dostatocnej kvantity a vysokej Cistoty pre diagnostické ucely. Kvalita a integrita
izolovanej nukleovej kyseliny je dolezitd, pretoze priamo ovplyviiuje vysledky vSetkych
nasledujtcich vedeckych vyskumov. Takto izolovana DNA je vhodna na néslednu analyzu
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roznymi metdédami, napriklad metdédo PCR. DNA, RNA a proteiny moézu byt izolované
zroznych biologickych materidlov, ktorymi su napr. tkaniva, bunky alebo virusové
castice [16, 18].

Izolacia nukleovej kyseliny je viackrokovy proces, pri ktorom sa zo vzorky biologického
materialu postupne odstrania proteiny, lipidy a inhibitory. Hlavné kroky izolacie zahtiaji lyzu
buniek, inaktivaciu bunkovych nukleaz, extrakciu a nasledné precCistenie DNA. Pre izolaciu
a purifikdciu DNA existuju rozne techniky. Tieto techniky mézu vyuzivat rozne fyzikalne,
chemické a biologické javy, ako var, hydrolyzu proteindzami a inkubaciu s detergentmi.
Rovnako mézu byt vyuzivané dostupné komercéné kity pre extrakciu DNA. Vyber vhodnej
metody je vzdy zavisly na matrici skimanej vzorky [16, 18].

2.7.1 Homogenizacia a lyza buniek

Prvym krokom k izolacii DNA je homogenizacia buniek. Ide o rozruSenie bunkovych stien,
pletiv, tkaniv a ich stcasti, ¢im je pripravena homogénna zmes tkaniv/pletiv a buniek. Metoda
moze byt’ volena podla typu buniek alebo podla ich vel'kosti. Homogenizacia buniek moZze byt
prevedena fyzikalno-chemicky alebo enzymaticky. Pri fyzikalno-chemickom procese moze byt
homogenizicia sposobend rozotrenim buniek v trecej miske, pouZitim ultrazvuku,
zmrazovanim tekutym dusikom alebo rozotrenim buniek s tvrdymi materialmi, akymi st
napr. morsky piesok. Pri enzymatickej homogenizacii si bunkové steny rozruSované
enzymami, napr. celuldza pre naruSenie bunkovych stien rastlin alebo lyzozym pre narusenie
bakterialnej bunkovej steny [19].

Homogenizované bunky je potrebné dalej lyzovat, nakolko sa genetickd informacia
nachadza az v samotnom jadre buniek. K lIyzovaniu sa najcastejSie pouzivaju detergenty ako
napriklad dodecylsulfat sodny (SDS), ktorého ulohou je naruSanie bunkovej steny alebo
dithiothreitol (DTT), ktory nartiSa disulfidické mostiky. Inaktivaciu proteinov zabezpecuje
zmena teploty alebo enzymy — najcastejSie proteinaza K. Ddlezita je pritomnost’ chelacnych
¢inidiel, akym je napriklad EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctova), ktoré sliizia na zachyt
kationov Mg2+, Ca2+, Co spdsobuje inaktivaciu bunkovych DNé4z a okrem iného znizuje
stabilitu vonkaj$ej membrany [20, 21].

2.7.2 Extrakcia a purifikacia DNA

Po homogenizacii alyze buniek je potrebné izolovani DNA vycistit odstranenim
nebielkovinovych ¢asti bunky. Na extrakciu sa v dnesnej dobe najcastejsie pouzivaju dostupné
extrakéné kity, najpouzivanejSim predchodcom izolacnych kitov bola fenol-chloroformovéa
extrakcia, avSak pre pouzivanie nebezpecnych a toxickych chemikalii sa tato metdda pouziva
stale menej. K odstraneniu polysacharidov je mozné pouzit’ cetyltrimethylamonium bromid
(CTAB). DNA, ktora je rozpustna vo vodnej faze, sa z tejto fazy vyzrdza pridanim cistého
ethanolu. Takto koncentrovany alkohol rozpusti posledné casti neziaducich soli a bielkovin,
samotna DNA sa vSak pri tomto kroku neporusuje. Tento krok je vyznamny pre dalSiu
manipulaciu s DNA [20, 22].
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2.7.3 Fenol-chloroformova extrakcia

Fenol-chloroformova extrakcia (inak nazyvana aj organicka extrakcia) je najdlhsie pouzivanou
a mnoho rokov aj najbeznejSie pouzivanou a najefektivnejSou metédou extrakcie DNA. Tato
forma zahtia postupné pridavanie viacerych latok. Ako prvy je pridavany dodecylsulfat sodny
(SDS) a proteinaza K. Tieto latky zabezpeCuju naruSenie membran a denaturaciu proteinov
chraniacich molekuly DNA v chromozoémoch. Dalej je pridavana zmes fenolu, chloroformu a
izoamylalkoholu, ktora sluzi na oddelenie proteinov od molekul DNA. K oddeleniu proteinov
dochadza z dovodu, Ze nie st rozpustné vo vodnej faze chloroformu. Molekuly DNA je mozné
izolovat’ z vodnej fazy etanolovym zrazanim alebo centrifugaciou. Aj napriek spolahlivosti
a efektivnosti tejto metdody pouzivana menej. Dovodom je Casova narocnost, pouZivanie
nebezpecnych chemikalii a vyZaduje sa viacndsobné prendsanie vzorky medzi skimavkami, o
zvySuje riziko kontaminacie. Schéma tejto extrakcie je znazornena na Obrazku 4 [23, 24].

-

r
/ Organicka extrakcia |

DNA
| | b - Protel'nyl
Bunky Bunkovy Lipidy
lyzat
Pridanie SDS a Inkubacia Pridanie fenolu,
proteinazy K chloroformu
\ Centrifugéacia

Obrdzok 4 — Schéma fenol-chloroformovej extrakcie (dostupné z[23])
2.7.4 DNA —izola¢né kity

Aj ked’ fenol-chloroformova extrakcia a iné mozu poskytnut’ vysokokvalitn DNA, st tieto
metody vel'mi ¢asovo narocné. Prave preto je dnes preferované pouzivanie DNA — izola¢nych
kitov — dostupnych komerénych stiprav na izolaciu DNA. Tieto kity su rychlou a bezpe¢nou
metodou, vel'mi jednoducho sa pouzivaju a poskytuji kvalitnd DNA.

Komerc¢né kity obsahuju viaceré komponenty, presne ocislované v poradi, v akom je nutné
ich pouzit, aj snavodom na pouzitic. M6Zu obsahovat’ mechanicky disruptor na jemné
narusenie tkaniva (ten nie je nutnost'ou sucast'ou vsetkych kitov), 1yzu, pufre, RNazu a d’alsie.
Proteiny a polysacharidy st odstrdnené vyzrdzanim pomocou soli a naslednou purifikaciou.
Vicsina tychto suprav pouziva Zivice alebo jednorazové chromatografické stipce s roznymi
eluénymi protokolmi. Pri purifikacii sa vyuzivaji zmieSané idnmeniCové a adsorpéné
interakcie. Pouziva sa silica gél, na ktory sa DNA reverzibilne viaze v pritomnosti
chaotropnych soli a eluuje sa v kolone po premyti prislusnym pufrom. Cistd DNA je takymto
kitom mozné ziskat’ uz priblizne do hodiny [16, 23].

2.8 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a ¢istoty DNA

Koncentracia a €istota izolovanych nukleovych kyselin je kI'icovym parametrom, ktory priamo
ovplyviiuje uspesnost’ d’alSich analytickych metéd. Obe, koncentracia aj Cistota mézu byt
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zistované spektrofotometricky. Pri spektrofotometrickom stanovovani je merand hodnota
absorbancie (A), ktora je zavisla na koncentracii. Rozne latky absorbuji pri roznych vinovych
dizkach. Nukleové kyseliny, ktoré absorbuju ultrafialové Ziarenie, maju absorbéné maximum
pri vlnovej dizke 260 nm, absorbéné maximum proteinov je 280 nm a absorbéné maximum
fenolickych latok je 230 nm [25, 26].

Izolovana nukleova kyselina moze byt kontaminovand, ¢o méze negativne ovplyvnit’ d’alsiu
analyzu (napr. pri PCR). Znecistenie nukleovych kyselin sa uddva pomerom absorbancie
A260/280 a A260/230. Vzorka DNA sa povazuje za ¢istd, ak pomer absorbancie A260/280 je
priblizne 1,8. Niz§ia hodnota naznac¢uje kontaminaciu proteinmi, ktoré absorbuju pri vinovej
dizke 280 nm. Vyssia hodnota taktieZ indukuje zneGistenie, ale zaroven toto znedistenie nie je
prekazkou pre d’alsiu analyzu vzoriek. Pomer A260/230 udéava sekundarnu mieru cistoty a jeho
hodnota by mala byt v rozmedzi 1,8 — 2,2. NiZSia hodnota napoveda o znecisteni izolovanej
DNA fenolickymi latkami alebo aromatickymi zlozkami [26, 50].

2.9 Polymerazova retazova reakcia)

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je vSadepritomna technika vyuzivana vo velkej miere
pre diagnostické ucely a vyskum molekularnej bioldgie. PCR je in vitro amplifikacia
Specifickych sekvencii nukleovej kyseliny (NK) pomocou enzymu DNA polymerazy. V roku
1983 bola tato technika predstavend Karym Mullisom, ked rozsiril teplotne stabilné
polymerazy s teplotnym cyklom. Univerzalna vyuzitelnost PCR spociva v tom, ze amplifikuje
(mnozi) malé mnozstvo produktu, ktoré je detekované naslednymi metdédami, ako je napriklad
vizualizacia nukleovych kyselin na agar6zovom gély [28, 29].

2.9.1 Princip reakcicie PCR

PCR reakcie amplifikujt cielové sekvencie nukleovych kyselin pomocou DNA polymerazy,
primerov a nukleotidov. Templatom pre reakciu PCR moze byt akakol'vek sledovana sekvencia
nukleovej kyseliny a zdrojom NK moéze byt DNA, RNA alebo cDNA.

2.9.1.1 Primery

Primery su kratke sekvencie nukleotidov syntetizovanych in vitro. Su uréené k nasadaniu na
protil'ahlé vlakna Specifického ciel'a $ablony NK. Viacsinou sa skladaju z 15-25 nukleotidov
a maju vyvazeny obsah GC a AT parov (priblizne 50 — 60%). Kazdy z dvoch primerov je
komplementarny k r6znym Castiam ciel'ovej sekvencie amplikonu. V idealnom pripade primery
nie st navzajom komplementarne, vd’aka ¢omu je zabranené tvorbe diméru. Castou metodou
pre identifikiciu napriklad baktérii zrealnych vzoriek je idruhovo—$pecificka PCR
nasledovana analyzou PCR produktu, pripadne PCR v kombinacii s denatura¢nou gradientovou
elektroforézou (PCR — DGGE) [28, 29, 30].

Navrhnutie primerov

Pre Standardnt PCR su primery navrhované v paroch — predny, tzv. ,,forward* primer a zadny,
tzv. ,reverse” primer. Primery moZu byt navrhnuté pomocou niektorého zo softvérov volne
dostupnych na internete, napriklad pomocou programu Primer Blast [31].

Primery s navrhnuté podla sekvencie horného vldkna, t.j. sekvencie, ktord sa pri beZnom
zapise DNA pouziva. Sekvencia predného (,,forward*) primeru je totozna so sekvenciou bezne
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zapisovaného (horného) vldkna. Zadny (,,reverse®) primer sa navrhuje ako komplementarna
sekvencia k hornému vlaknu, ktora je naviac v reverznej orientacii, ¢ize je zapisovana v sSmere
3’->5", takZe pri navrhovani sekvencie ,reverse* primeru, podl'a horného ret'azca, musi byt
sekvencia primeru ¢itana odzadu.

Pri navrhovani sekvencie primeru musi byt dodrzané, ze oba primery musia mat aspoil
priblizne rovnaku teplotu nasadania. Tuto teplotu je mozné ovplyvnit’ samotnou sekvenciou
primerov, respektive GC/AT obsahom a dlzkou primerov.

2.9.1.2 DNA polymerdzy

Pre PCR je pouzivana celd rada DNA polymeraz, ale najrozSirenejSia je pravdepodobne
termostabilnda Taq DNA polymeraza. Tento enzym pridava deoxyribonukleosid trifosfaty
(dNTP) alebo nukleotidy na konce primerov pre prediZenie NK na zaklade templatovej NK
sekvencie. Reakéna zmes PCR sa cykli teplotou, obvykle 20 az 40-krat. Denaturacia sekvencie
NK $ablony sa dosiahne pri teplote 95 °C. Nasleduje ochladenie na 55 - 65 °C, aby primery
nasadli na ciefovii sekvenciu. PrediZenie primerov o nukleotidy DNA polymerazou je
dosiahnuté pri teplotach v rozmedzi 60-72 °C. Konvenéné podmienky cyklenia 3 krokovej PCR
su spociatku 95 °C po dobu 5 — minnit, aby sa denaturovali vSetky NK, nasleduje 20-40
opakovani pri 95 °C, 60 °C a 72 °C a prediZena syntéza po dobu 5 — 10 mintty. Schéma reakcie
je znazornena na Obrazku 5.Cas straveny pri kazdej teplote je mozné optimalizovat’ pre
konkrétne PCR komponenty. Napriklad amplifikacia vel'mi kratkych cielovych sekvencii
vyzaduje omnoho kratSiu inkubaciu pri kazdom kroku, ako amplifikdcia velmi velkych
cielovych sekvencii. Kazdé¢ kolo teplotného cyklenia mé za nasledok dvakrat vicsie mnozstvo
cielovej sekvencie nez v predchadzajicom cykle. To vedie k exponencidlnemu zosileniu
povodnej Sablony, co moze viest' k milionom alebo miliardam kopii pévodného ciel'a NK.
Zékladné reakcie PCR prebiehaju v troch fazach:

e Baseline — vyznafuje sa malym mnozstvom amplikonov anizkou intenzitou
fluorescencného signalu, preto ju nie je mozné detekovat’.

e Exponencialna faza — dochadza k narastu amplikonov a tym i fluoresencie, ktoru je
mozn¢ detekovat’.

e Plat6 faza — systém je plne saturovany produktom, intenzita fluorescencie sa uz d’alej
nemeni [28].

Ako uz bolo zmienené, pre PCR metddu st typické jednotlivé kroky, ktoré umoziuji vznik
novych amplikonov. Kroky reakcie st znazornené na Obrazku 5 Medzi tieto kroky patri:

e Iniciacia (96 °C) — predhriatie reakénej zmesy na 94 — 98 °C. Krok je potrebny pri
pouziti konkrétnych DNA polymeraz, ktoré s extrémne termostabilné a tymto krokom
s aktivované.

e Denaturdcia (96 °C) — pociatocny krok cyklu. Reakénd zmes je zahriatd na vysoku
teplotu, pri ktorej disociuji dve vldkna dvojsrobovice DNA.

e Nasadanie (60 °C) — nasadanie primerov.
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e Polymeracia (72 °C) — DNA polymeraza syntetizuje novu DNA v smere nasadd na
primery a dalej syntetizuje podla templatovej DNA. Denaturacia, nasadanie
a polymeracia sa cyklicky opakuja 20 — 40krat.

e FElongicia (72 °C) — cas ateplota, pri ktorej md& DNA polymerdza moznost
dosyntetizovat’ pripadné nedosyntetizované jednovlaknové useky DNA.

e Ukoncenie (4 °C) — reak¢éna zmes sa na konci PCR reakcie schladi a pri tejto teplote
moze byt kratku dobu skladovana [32].

Deoxynukleotidy

primer Tﬁ- ;_':': IT Iﬁ_‘ dCTP
& M T M Y e M e dATP
I L dGTP
Templatova DNA L, dTTP
Termostabilna
TaqDNA @ LD_‘E:
polymeraza @ .
primer

RO

(I AANRMHN
Denaturacia DNA pri
zahriati na 95 °C

Zdvojnasobenie poctu kopii .
Ochladenie na 55 °C templatovej DNA

Naviazanie primerov na

komplementarny DNA

retazec

Zvysenie teploty na 72 °C
syntéza nového vldkna DNA

Obrdzok 5 — Schéma PCR (prevzaté z [33])

2.10 Analyza kriviek tavenia amplikonov (MELT analyza)

Analyza kriviek tavenia amplikonov umoziuje zistenie povahy produktov PCR a porovnanie
teplot tavenia amplifikovanych produktov s produktami nespecifickymi. Ako tavenie DNA je
oznacovany proces separacie komplementarnych retazcov dvojvldknovej DNA (dsDNA)
urychleny zvySovanim teploty.
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Pre vytvorenie kriviek tavenia je findlny produkt polymerazovej ret'azovej reakcie vystaveny
teplote nizsej, ako je oCakavana teplota tavenia produktov (Tm ). Produkty su nasledne
postupne ohrievané na teplotu vysSiu, ako je ofakdvana Tm aje pri tom merana intenzita
fluorescencie. Pozorovany je bod, vktorom sa dvojvlaknovi DNA (dsDNA) tavi
V jednovldknovu DNA (ssDNA), ¢o sa prejavi ako pokles fluorescencie pri uvolneni
interkala¢ného farbiva. Interkala¢né farbivo je nevyhnutnou sucast'ou analyzy. Krivky tavenia
su prevedené na zretelné vrcholy topenia vynesenim zapornej derivacie fluorescencie ako
funkcie teploty (-dF/dT). Plati, e produkty roznych dizok, sekvencii a obsahov GC-parov
(guanin — cytozin) v sekvencii DNA sa topia pri roznych teplotach, takze budi pozorované
rozne vrcholy. Priklad krivky tavenia ako aj priklad jej druhej derivacie st znazornené na
Obrazku 6 [34, 35].

A: Krivka tavenia

m

- Derivacia krivky tavenia

Specifické
Nespecifické pfsgluiftye

produkty

Intenzita fluorescencie
Intenzita fluorescencie
(druha derivéacia)

teplota T teplota

Obrdzok 6 — Ukdzka krivky tavenia a jej derivdcie (prevzaté z [36])

2.11 Agarézova elektroforéza

Produkty PCR mo6zu byt detekované gélovou elektroforézou. Elektroforéza je proces separacie
elektricky nabitych Castic (napr. DNA) v elektrickom poli. K rozdeleniu amplikonov dochadza
ich migraciou gélom. Amplikony st separované podra dizky [37, 38].

G¢l je pripraveny z agarozy, ¢o je polysacharid, ktory je tvoreny Spiradlovitymi mlekulami.
Jej teplota tavenia je 80 — 95 °C, gelovatie pri teplote 35 — 42 °C. G¢él, ktory vznika, tvori siet’
Sroznymi kanalmi a pormi. Jednotlivé polyméry st viazané nekovalentnymi védzbami,
vodikovymi mostikmi a hydrofébnymi vdzbami. Koncentracia agardzy ovplyviiuje velkost
porov (vyssia koncentracia agardzy vytvara mensie pory) [38, 39, 40].

Pripraveny gél s vhodnou koncentraciou agardzy je umiestneny do elektroforetickej komory
ata je nasledne pripojena k zdroju elektrického napitia. V elektirckom poli s konstantnym
jednosmernym napétim putuju tieto nabité Castice od jednej elektody k druhej, v zavislosti na
ich naboji (zaporne nabitd DNA sa pohybuje od zéporne nabitej elektrody ku kladnej). Na
Castice posobia dvojaké sily, a to elektricka sila, ktord ich uvadza do pohybu a odporova sila
prostredia, ktora ich brzdi. Plati, Ze vel’ké molekuly sa pohybuju pomalsie a molekuly mensie
sa pohybuju rychlejsie. Castice roznych velkosti vytvoria na gély pruhy (tzv. bandy)
v odlisnych vzdialenostiach od miesta nanesenia. Pre vizualizaciu tychto bendov je nutné do
gélu pridat’ vhodné interkalacné farbivo (napr. propidium bromid, GelRed, MidoriGreen) [37].
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2.12 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia (HPLC, z anglického High performance liquid
chromatography) patri medzi separacné a sucasne analytické metody, Cize poskytuje ako
kvalitativne tak aj kvantitativne informacie o vzorke. Je to metdoda velmi rychla,
automatizovana a vysoko presna. Vyuziva delenie latok medzi dve fazy-mobilnt a stacionarnu.
Mobilna faza je kvapalna a stacionarna faza je pevna. Rozne komponenty maji rozdielnu
afinitu k mobilnej a stacionarnej faze, pohybuji sa systémom roznymi rychlostami a tak
dochadza k ich separacii. Koldénou najrychlejsie prechadzaju latky, ktoré so staciondrnou fazou
reaguju najmenej, najpomalSie fou prechadzaju latky, ktoré s flou reaguju silno, Cize su
V stacionarnej faze zadrziavané najdlhsie. Ak je pouzita polarna staciondrna fiza a nepolarna
mobilna faza, ide o chromatografiu s normalnymi fazami, ak je vSak polarita opacna, teda
nepolarna je mobilnd faza a faza staciondrna je polarna, ide o systém s obratenymi fazami.
V sucasnej dobe je systém s reverznymi fazami vyuzivany CastejSie pre jeho SirSiu oblast
pouzitia.

Stacionarna faza je umiestnend v kolone, ktord ma tvar rovnej trubice s priemerom priblizne
3-5 mm. Ako stacionarna faza sa najCastejSie vyuziva silikagel (oxid kremicity), alumina (oxid
hlinity) alebo aktivne uhlie. Ako mobilna faza su v pripade systému normalnych faz pouzivané
organické rozpustadlad (napr. hexan, benzén, aceton, acetonitril, ethanol a iné), pre systém
S obratenymi fazami sa ako mobilna faza najCastejSie pouziva zmes organického rozpustadla
s vodou (napr. acetonitril — voda alebo methanol — voda). Gradient mobilnej fazy sa m6ze menit’
V priebehu separacie a to zmenou zloZenia mobilnej fazy, Co zapri€ini, ze aj zlozky silne
naviazané na stacionarnu fazu sa zacnt rychlejSie eluovat’. To znac¢ne skrati priebeh analyzy.

Jednotlivé zlozky eluatu prechadzaju detektorom, ktory sleduje urciti jeho vlastnost
a prevadza ju na elektricky signal, ktory je spracovany pocitaCom. Vysledkom merania je graf
nazyvany chromatogram [41, 42, 43, 44, 45].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Rastlinny material

Rastlinny material bol lyofilizovany alebo usuSeny, uchovavany v mraziacom boxe pri teplote
-20 °C. Boli pouzité nasledovné byliny:

e Mentha Gentilis Varieta Citrata "lemon"
e Mentha Piperita "citaro"

e Mentha pycnanthemum pilosum

e Mentha almira strawberry pepermint

e Biocitron — kora

e Levandula — kvet , list

Pre porovnanie koncentraciec DNA bola DNA izolovana aj z erstvych listov odrody Mentha
almira strawberry pepermint a z levandul'ovych listov.

3.2 Analyzované kozmetické vyrobky

Pre analyzu boli pouzité dostupné kozmetické vyrobky zakupené v komercnej sieti drogérii
arada vzoriek vlastnej pripravy. Priprava vlastnych modelovych vzoriek je popisana
v kapitole 3.2.2.

3.2.1 Kozmetické vyrobky z komercnej siete drogérii

e Dr. Konopka's Hydratacny plet’ovy peeling (Face Gommage Moisturizing)

Kozmeticky vyrobok CRGT
Pletovy peeling o plbabriind

Vyrobca: Eurobio Lab OU, Leiva str. 5, 12618 Tallinn, FACE

Estonia SoMiknc WM oFACE
Distribator: OrganicMarket s.r.0., Hladnovska 83/93, 7
Ostrava 712 00, R

_/}*,

IC: 09117288; www.siberica.cz

A

Sarza: 9201E g?lx
Charakteristika: Pletovy peeling na tvar vyuziva
Specidlnu  organicki  bylinni  esenciu ¢ 49 Qis iegnn

Dr. Konopka’s, jemne C¢isti aprekrvuje pokozku. waTURKOSMETIE |
V kombinacii s vytazkami zkamilky a lekna
zanechdva pokozku hladkt, hydratovanu a hebka

Obrazok T — Vyrobok Dr. Konopka's
na dotyk. Hydratacny pletovy peeling

Zlozenie: Voda, Glyceryl stearat, coco-caprylate/caprate, cetearyl alkohol, marhul'a — prasok,
Caprylic/Capric Triglyceride, oktyldodekanol, bambucké maslo, glycerin, kamilkova voda,
leknina zItd — extrakt z korena, fialka — extrakt, komonica biela — extrakt, raz — extrakt,
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amaranthus spinosus — olej, cédrové drevo — olej, l'anovy olej, ribezl'a — extrakt, malina —
extrakt, malinovy olej, ¢ajovnikovy olej, ruzovy olej, ruza — extrakt, Caprylyl/Capryl glykozidy
zpseni¢nych stebiel, Polyglyceryl-5 Oleat, S6dium Cocoyl Glutamat, glyceryl caprylat,
tokoferol, xantanova guma, sédium stearoyl glutamat, benzyl alkohol, benzoat sodny, sorbat
draselny, parfém, kyselina citronova, CI 77492, limonén, linalool

Objem balenia: 75 ml

e Balea krém na ruky protect s vitaminom C (Handcreme protect)

Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca: dm-drogerie markt Am dm-Platz 1,

DE-76227 Karlsruhe, Tel. 0800 3658633,
www.dm.de

Distributor pre CR: dm drogerie markt s.r.o., [ P ANDCREME
| PROTECT N
Jeronymova 1485/19, 370 01 Ceské Budéjovice - >
Sarza: 973882 Mnae”
“ "

Charakteristika: Krém na ruky s vytazkom z pomaranca, —
vitaminom C a ochrannym faktorom 10 Dodéava rukam
dlhodobt  hydrataciu a pocit hebkosti. S vonou
pomaranca. Receptura neobsahuje mikroplasty ani
rozpustné plne syntetické polyméry.

Obrdzok 8 — Vyrobok Balea krém
Zlozenie: voda, C12-15 Alkyl Benzoat, Caprylic/Capril ng juky protect s vitaminom C
Triglycerid, Dibutyl Adipat, Polyglyceryl-3

Methylglukéza Distearat, Glyceryl Stearat, Glycerin, Cetaryl Alkohol, Dicaprylyl Carbonat,
Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoat, Ethylhexyl Triazon, Methylén Bis-
Benzotriazoyl tetramethylbutylpentol (Nano), Myristyl Myristat, Xantanova guma,
Phenoxyethanol, Benzyl Alkohol, Caprylyl Glycol, Parfim, S6dium-ascorbyl fosfat, Decyl
Glucosid, Carrageenan, Kyselina Citronova, Ethyléndiamin Disuccinat, Propylén Glykol,
Tokoferol, Citrus Sinensis - ovocny extrakt, Limonén, Hexyl Cinamal, Linalool, Geraniol,
Citronellol, Citral.

Objem balenia: 75 ml
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o Alverde telové maslo Skin food pre suchu pokoZku
Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca: dm-drogerie markt Am dm-Platz 1,
DE-76227 Karlsruhe, Tel. 0800 3658633, www.dm.de

Distributor pre CR: dm drogerie markt sr.o., B
Jeronymova 1485/19, 370 01 Ceské Budgjovice i RONPERBUTTER

Bio-Limette
Bio-Sheabutter

Sarza: 211082961.1 \ =S
Charakteristika: ~ Zlozenie s obsahom  limety :
a bambuckého masla sa starda o suchu pokozku
a poskytuje jej intenzivnu hydrataciu. Neobsahuje
syntetické, farbiace, konzervacné latky, ani latky na baze
mineralnych olejov.

Obrazok 9 — Alverde telové maslo Skin
Zlozenie: voda, alkohol, slnecnicovy olej (helianthus 1,04 pre suchi pokozku

annuus), glyceryl stearat citrat, kakaové maslo,

dicaprylyl éther, maslo z maslovnika afrického, glycerin, kyselina palmitova, kyselina stearova,
betain, sodium laktat, Citrus aurantifolia — ovocny extrakt, tokoferol, parfém, xantanova guma,
carrageenan, kyselina levulova, sédium levulinate, hydroxid sodny, 4-methoxybenzoova
kyselina, limonén, linalool, citronellol, geraniol

Objem balenia: 200 ml

e Balea cukrovy plet’ovy peeling s vitaminom C
Kozmeticky vyrobok

Pletovy peeling

Vyrobca: dm-drogerie markt Am dm-Platz 1,
DE-76227 Karlsruhe, Tel. 0800 3658633, www.dm.de
Distributor pre CR: dm drogerie markt s.r.o.,
Jeronymova 1485/19, 370 01 Ceské Budgjovice
Charakteristika: Pletovy peeling sjemnym cukrom
a pomarancovymi Supkami rozjasni plet’ a zanecha ju
zamatovo hebkl. Jemné zloZenie s citrusovou vonou
odstrani odumreté kozné bunky. Vhodné na tvar a pery.

ZloZenie: glycerin, sacharéza, sojovy olej, propylén
glykol, voda, hydrogenovany ricinovy olej, sodium Oprizok 10 - Balea cukrovy pletovy
askorby! fosfat, Citrus aurantium dulcis — praSok zkOry, peeling s vitaminom C

sacharoza stearat, parfém, chlorid sodny, sodium sulfat,

disodium EDTA, limonén, CI 47005, CI 45100

Objem balenia: 2x8 ml (16 ml)
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e Alverde — mlieko na opal’ovanie BIO mandarinka, OF 30
Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca: dm-drogerie markt Am dm-Platz 1,
DE-76227 Karlsruhe, Tel. 0800 3658633, www.dm.de

Distributor pre CR: dm drogerie markt s.r.o.,
Jeronymova 1485/19, 370 01 Ceské Budgjovice

Sarza: 19AV67

Charakteristika: Vodoodolné mlieko na opalovanie
znacky alverde s vitaminom E a F spol'ahlivo chrani
pokozku pred spalenim. Pravidelné pouzivanie
opalovacieho krému alverde chrani pokozku pred
pred¢asnym  starnutim  pokozky a  nezelanou
pigmentaciou. Bohata prirodna starostlivost’ so
slne¢nicovym olejom a mandarinkovym extraktom Obrdzok 11 - Alverde — mlieko na
zanechava pocit hodvébne jemnej pokozky. opalovanie BIO mandarinka

Zlozenie: voda, dioxid titani¢ity, cocoglyceridy,

slnec¢nicovy olej, izoamyl laurat, polyglyceryl — 2 dipolhydroxystearat, polyglyceryl — 3
polyrincinoleat, olivovy olej, magnézium sulfat, alumina, kyselina stearova, limonén, kyselina
linolova, tokoferol, glyceryl caprylat, kyselina levulinova, kyselina p-anisiova, levulinat sodny,
geraniol, linalool, citral, ascorbyl palmitat, kyselina linolénova, parfém, CI 75130, Citrus
reticulata — ovocny extakt

Objem balenia: 200 ml

e Alverde sprchovy gél s métou a bergamotom
Kozmeticky vyrobok

Sprchovy gél

Vyrobca: dm-drogerie markt Am dm-Platz 1,
DE- 76227 Karlsruhe, Tel. 0800 3658633,

www.dm.de

Distributor pre CR: dm drogerie markt s.r.o.,
Jeronymova 1485/19, 370 01 Ceské Budgjovice

Sy PFLEGE-

Sarza: 24122664 DUSCHE
Bio-Minze
Bio-Bergamotte

Charakteristika: U¢inné zloZenie bio bergamontu, bio = |
extraktu z limetky ajemnych tenzidov Cisti pokozku ) J

a zabraniuje jej vysuSeniu. Morska sol' stimuluje

a vitalizuje pokozku. Neobsahuje vonné synteticke latky  Oprazok 12— Alverde sprchovy gél
S mdtou a bergamotom
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na baze mineralnych olejov. Suroviny z biologického pol'nohospodarstva.

Zlozenie: voda, sodium coco-sulfat, lauryl glukozid, glycerin, sédium laktat, morska sol,
mentha piperita — olej, Citrus Limon — ovocny extrakt, sddium cocoyl glutamat, disodium
cocoyl glutamat, Citrus aurantium bergamia — $tava z kory, Mentha piperita — §tava z listu,
alkohol, parfém, linalool, limonén, citral, geraniol

Objem balenia: 250 ml
e N.AE. —tuhy Sampon Equilibrio
Kozmeticky vyrobok

Tuhy Sampon
Vyrobca: Henkel CR, spol s.r.o., U Prihonu 10, 17400
Praha 7

Sarza: 690670 WNTRSY shampoo bar

| ORGANIC CERTIFIED
Charakteristika: N.A.E. ¢istiaci tuhy Samp6on s obsahom -~ PuRIFTING.
extraktu z organickej Salvie a mity jemne Cisti \flasy % e IOQO{O glﬁsé‘}g
a pokozku hlavy. Vlasy ostdvaji svieze s pocitom _
I'ahkosti — bez pocitu mastnoty. ! w\ 85¢

Zlozenie: pSeni¢ny Skrob, lauryl sulfat draselny, lauryl
sulfat sodny, cetaryl alkohol, voda, glycerin, maslo z
maslovnika afrického, kyselina palmitova, kyselina
stearovd, parfém, kyselina mlie¢na, hydrolyzovany Obrdzok 13 - N.AE. — tuhy Sampdn
jojobovy ester, biosacharidovd guma, Mentha Equilibrio

piperita — extrakt z listov, Salvia officinalis — extrakt

Z listu, sédium levulinat, glyceryl caprylat, soédium anisat, linalool, limonén, citral

Objem balenia: 85 ¢

¢ Planeta organica — telovy peeling C + citron
Kozmeticky vyrobok

Telovy peeling

Vyrobca: Planeta Organica LLC, Eurobio Lab OU,
Leiva str. 3, 12618 Tallinn, Estonia;
www.eurobiolab.com

Distributor pre CR: OrganicMarket s.r.o., Hladnovska
83/93, Ostrava 712 00, IC: 09117288; www.siberica.cz

Sarza: 1552E

Charakteristika: Organické vytazky zmandariniek, , ?
citronov  a limetick pomahaji  vyhladit' pokoZku (p,4z0k 14 - Planeta organica — telovy
a zanechavaju dokonaly vzhlad. Organické extrakty peeling C + citrén
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Z pomaranc¢a aruzového grepu ozivuju pokozku a dodavaju vonu. Vitamin C tonizuje

a vyzivuje pokozku.

Zlozenie: chlorid sodny, glycerin, sachar6za, voda, slnecnicovy olej, Citrus aurantifolia —

ovocny extrakt, Citrus aurantium dulcis — ovocny extrakt, Citrus nobilis — ovocny extrakt,

Citrus limon — ovocny extrakt, Citrus grandis — ovocny extrakt, sodium askorbyl fosfat,
xantanova guma, kyselina citronova, sédium benzoat, sorbat draselny, parfém, CI15985, hexyl

cinnamal, limonén, linalool

Objem balenia: 360 ml

e Naturalis — Cukrovy telovy scrub limetka a miita
Kozmeticky vyrobok

Telovy peeling

Vyrobca: UNION COSMETIC CR

Charakteristika: Cukrovy telovy scrub jemne namasiruje
vaSu pokozku a odstrani jej odumreté kozné bunky.
Obsahuje vitamin E, slne¢nicovy a olivovy olej, ktory
dokonalo pokozku zvla¢ni a zanecha ju dokonalo ¢istou
a hodvabne jemnou.

Zlozenie: Sacharoza, caprylic/capric triglycerid, olivovy
olej, slne¢nicovy olej, tekuty parafin, hydroxid uhli¢ity
horeCnaty, phenoxyethanol, silica, parfém, tokoferol,
glycerin, Citrus aurantifolia — extrakt, voda, limonén,
hexyl cinamal, Mentha piperita — extrakt, kyselina
mlieCna, hydroxid sodny, sorbat draselny, benzoat sodny,
Cl 47005, Cl 42090

Objem balenia: 300 g

e Cosmos natural — feel free hand cream bio
Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca: BIO BRANDING S.L., Calle Cavite 3, Torrent
46901 Valencia, Spanielsko; www.feelfreebio.com

Charakteristika: Cosmos feel free je obnovujuci krém na
ruky, ktory vyzivuje a upokojuje podrazdené ruky, ktoré
st suché.

Zlozenie: Voda, Aloa prava — extrakt, olivovy olej, coco-
caprylate/caprate, glycerin, caprylic/capric triglycerid,
polyglyceryl-6 distearat, stearyl alkohol, mandlovy olej,
citrusovy olej, kamilka — extrakt, tokoferol, sorbat

.«ﬂlllllmmn

Sugar Body Scrub

Lime & Mint
_ massage skin and remove dead cals

ALIS

Obrazok 15 - Naturalis — Cukrovy

telovy scrub limetka a mdta

xxxxxxx

Obrdzok 16 — Cosmos natural — feel
free hand cream bio
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draselny, benzoat sodny, benzyl alkohol, beta-sitosterol, squaldn, kyselina dehydroacetova,
kyselina citronova, xantanova guma

Objem balenia: 75 ml
e Natura Siberica, Organic Shop — Jahody a ¢ekoldda — hydratacna telovd pena
Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca: Planeta Organica LLC, Eurobio Lab oU,

Leiva str. 3, 12618 Tallinn, Estonia;
www.eurobiolab.com olo 2‘ _#.

Distribator pre CR: OrganicMarket s.r.o., Hladnovské \‘ /% goDY DEssngSM
83/93, Ostrava 712 00, IC: 09117288; www.siberica.cz a MOISTURIZING

BODY MOUSSE
v ON‘T
Sarza: 2035E

Charakteristika: Hydrata¢na pena vyzivuje pokozku
a poskytuje jej pevnost. Organické jahody vyzZivuju
pokozku, zaroven poskytuju vonu letnych bobul.
Zjemnujuci kokosovy olej, organicky olej z borovice

Obrdzok 17 — Natura Siberica, Organic

a kakao poskytuju pokozke pruznost’ a tonizuji ju.
Shop — Jahody a cokoldda

Manoahovy olej pokozku hydratuje, chrani a zabranuje
jej Stpaniu.

Zlozenie: voda, isopropyl palimtat, cetyl palmitat, glyceryl stearat, jojobovy olej, cetearyl
alkohol, jahoda (Fragaria vesca) — ovocny extrakt, carbomer, kakaové maslo, olej zo semien
borovice, kokosovy olej, vytazok =zkvetov Gardenia tahitensis, benzyl alkohol,
ethylénglycerin, parfém, hydroxid sodny, CI 16255

Objem balenia: 450 ml

e Organic Shop — Telovy cukrovy peeling Jahoda
Kozmeticky vyrobok

Telovy peeling

Vyrobca: Planeta Organica LLC, Eurobio Lab oU,
Leiva  str. 3, 12618 Tallinn, Estonia; “
www.eurobiolab.com B (0| eoov oEssems

| DEEP CLEANSING|
|  BODY SCRUB
Do

Distributor pre CR: OrganicMarket s.r.o., Hladnovska
83/93, Ostrava 712 00, IC: 09117288; www.siberica.cz

Sarza: 2103E

Charakteristika: Cukrovy prirodny peeling je vyborny
sposob ako sa zbavit' starej, odumretej a Supinatej

pokozky. Tento peeling v sebe naviac obsahuje kusy OPrdzok 18 - Organic Shop — Telovy
cukrovy peeling Jahoda
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jahdd, ktoré v sebe maji malé zrniecka, ktoré tiez pomahajt odstranovat’ stari pokozku.

Zlozenie: glycerin, sachar6za, MIPA — laureth sulfat, laureth — 3, slne¢nicovy olej, cetearyl,
alkohol, cocomide DEA, propylén glykol, tokoferyl acetat, kokosovy prasok, maliny,
brusnicovy olej, ribezl'a — §tava z listu, jahoda (Fragaria vesca) — ovocny extrakt, malina — olej
zo semmien, bobule acai — ovocny extrakt, parfém, CI 42090, CI 19140, CI 14720

Objem balenia: 450 ml
e Herbs of Bulgaria — Hydratac¢ny krém na tvir levandul’a
Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca:

Distributor pre CR: Advans Vs, s.r.0.
Sarza: L24078

Charakteristika: Krém na tvar s obsahom levandul'ove;j
vody, jojobového oleja, D-panthenolu a vitaminu E je
ureny pre normalnu a mastnu plet. ZloZenie krému
obsahuje ochranné a hydratacné zlozky. Neobsahuje
parabény.

Obrdzok 19 — Herbs of Bulgaria -
Zlozenie: voda, glycerin, caprylic/capric triglycerid, Hydratacny krém na tvér levandula
glyceryl stearat citrat, dimetthicone, glyceryl stearat,

kokosovy olej, cerearyl atylhexanoat, cetearylalkohol, kvetinova voda, lavandula angustiofolia,
hydroxymetan, kyselina stearovd, kreatin, parfum, panthenol, tokoferylacetat,
metylizotiazolinén, BHT, butylfenylmetylpropion, kumarin, hexyl cinnamal, limonén

Objem balenia: 100 ml

o Kvitok — Sahany telovy krém, Levandul’ovy sen
Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca a distribitor: Janka Krala 416/17, 066 01
Humenné; www .kvitok.sk

Charakteristika: Krém s obsahom levandul’e zabranuje
dehydratacii pokozky. Vdaka vysokému obsahu

bambuckého masla, mandl'ového a avokadového oleja ju
regeneruje a zmékéuje zhrubnutt pokozku na chodidlach
a laktoch. Cahko sa natiera.

Obrazok 20 — Kvitok — Slahany telovy

krém, Levandulovy sen
Zlozenie: Bambucké maslo, Mandlovy olej, Avokadovy

olej, Vitamin E, Esencidlny olej Levandula, Linalool, Limonén, Geraniol

Objem balenia: 60 ml
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e Nobilis Tilia — Levandul’ovy krém

Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca a dodavatel: Nobilis Tilia s.r.o0., VI¢i hor 147,
407 46 Krasna Lipa, Ceska republika

Sarza: N0102

Charakteristika: Levandulovy krém saloe vera je
vhodny pre normalnu, zmieSanu ple, citliva aj
problematicki plet. Ma regeneracné a upokojujuce

ucinky, vyborne oSetruje pokozku po opalovani.
Obsiahnuté oleje dodavaju pleti vyZivu a hydrataciu a Obrdzok 21— Nobilis Tilia -
levandulovy étericky olej zvysuje vitalitu pleti. Levandulovy krém

Zlozenie: voda, mandlovy olej, maslo karité, Polyglyceryl-3 Methylglucose Distearate,
glycerin, anisat sodny, levulinat sodny, cetyl alkohol, caprylic/capric triglycerid, kyselina
stearova, aloe prava — extrakt z listov, sojovy olej, vceli vosk, xantanova guma, panthenol,
lecitin, tocoferyl acetat, avandula Angustifolia — olej, Retinyl Palmitat, Sodium Stearoyl
Lactylat, kyselina citrénova, linalool, geraniol, limonén

Objem balenia: 50 ml

e Ryor — Hydratacny krém s levandul’ou

Kozmeticky vyrobok

Krém

Vyrobca: RYOR a.s., Pod Spiritkou 4, 150 00 Praha 5,
Ceska republika; www.ryor.cz

Distributor: RYOR Bratislava s.r.o., Novomestského 42,
902 01 Pezinok, Slovenska republika; www.ryor.sk

Sarza: 15001

Charakteristika: Jemny, I'ahko vstrebatel'ny krém na baze
tekutych krystadlov s obsahom prirodnej levandulovej
silice z francuzskeho Provensalska, ktora je idealna
na relaxaciu, upokojenie mysle i unavenej pleti.

Obrdzok 22 — Ryor Hydratacny krém s

levandulou

Zlozenie: voda, izopropyl myristat, caprilic/capric triglycerid, diethylhexyl karbonat,
hydrolizovany pSeni¢ny protein, cetearyl alkohol, glyceryl oleat, glyceryl stearat, macadamiovy
olej, glycerin, cetyl palmitat, sorbitan palmitat, sorbitan oleat, jojobovy olej, panthenol,
tokoferyl acetat, xylitylglukozid, metylparabén, etylparabén, propylparabén, butylparabén,
Lavandula officinalis — olej z kvetov, linalool, limonén, polyakrylat, crossspolymér — 6,
kyselina mliecna

Objem balenia: 50 ml

29



3.2.2 Produkty vlastnej pripravy

Pomocky a doplnky (pre pripravu 300 g produktu):
270 g destilovanej vody

9 g glycerinu

3 g gelinolu

6 g vitis vinifera seed oil (hroznové jadrd)

3 g glyceryl stearate

9 g capralic/capril triglyceride

2,4 g konzervant — Euxyl k 703
Postup pripravy:

Boli pripravené dve fazy, ktoré boli zahrievané vo vodnom kupeli na teplotu 80 °C. Pre
pripravu vodnej fazy bola pouzita destilovand voda s glycerinom, pre pripravu olejovej fazy
bol pouzity gelinol, olej zo semien vitis vinifera, glyceryl stearat a capralic/capril
triglyceride (v mnozstvach uvedenych vyssie).

Po dosiahnuti teploty 80 °C boli obe faze vybrané z vodného kupela. Nasledne bola olejova
faza postupne pridavana do vodnej fazy za neustaleho mieSania.

Po zhustnuti bol k zmesi pridany konzervant K703 a zmes bola premieSavana eSte niekol’ko
minut.

Nasledne bol produkt rozdeleny do trinastich nadob, do kazdej bolo navazenych priblizne

20 g krému a pridana vonna silica (0,1 g) , lyofilizovana méta (0,05 g) alebo citrénova kora
(0,05 g).

3.3 Pristroje a pomocky

Centrifiga miniSpin plus 14 500 ot/min. (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Combi-spin FVL-2400N (Biosan)
Vortex MS2 Minishaker, IKA, Works (NNC, USA)
Detekény systém pre dokumentaciu gélu (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko)
Eppendorfove skamavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Laboratorné vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New jersey, USA)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varsava, Polsko)
Mikropipety Finnpipette (Thermo Scientific — Finnpipette)
Mikrovlnna rura PROLINE SM117
Mini Incubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
Nanodrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
30



Termocyklér — Rotor—Gene 6000 (Corbett Research UK Ltd, Cambridge, United Kingdom)
Zariadenie pre elektroforézu (OWL Buffer PufferTM , Loughborough, UK)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

Mikroskimavky Eppendorf
Homogenizac¢né gulicky
Laboratorne sklo

Spicky z umelej hmoty

Dalsie laboratérne vybavenie (3pachtle, lyzicka, buni¢ina a iné)

3.4 Chemikalie

Eligene Plant DNA isolation kit, Elisabeth Pharmacon, CR
Agaréza pre elektroforézu (Top-Bio, Praha, CR)
Interkalagné farbivo Gel-Red (Top-Bio, Praha, CR)
Nanasaci pufer (Top—Bio, Praha, CR)

SYTO-9 gPCR 2x Master mix (Top-Bio, Praha,CR)
Voda pre PCR (Top-Bio, Praha, CR)

Acetonitril (HPLC Grade)

Milig voda

Tris — baza

EDTA

Kyselina borita

p — anisaldehyde analytical standard (sigma)

3.5 Roztoky

0,5 x TBE pufer

Ako prvy bol pripraveny 5x TBE pufer, na o bolo zmieSanych 54 g Tris—bazy a 27,5 g kyseliny
boritej s 600 ml destilovanej vody. Nasledne bolo pridanych 20 ml 0,5 M EDTA a doplnené
destilovanou vodou na 1000 ml. Nasledne bolo 100 ml takto pripraveného 5xTBE pufru

doplnenych destilovanou vodou na objem 1 liter, ¢im bol ziskany pufer s pozadovanou

koncentraciou.

Agarozovy gél pre elektorforézu

Navazka 1,8 g agardzy bola rozpustena v 100 ml 0,5x koncentrovanom roztoku TBE.

Nanasaci pufer
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Roztok nanasacieho pufru bol zmiesany s produktami PCR v pomere 1:5 (5 pul Gel-Red s 25 ul
produktu PCR).

e DNA Standard

Bol pouzity DNA Sstandar 100 bp, ktory obsahoval fragmenty o velkosti 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 parov baz alebo standard 50 bp, ktory obsahoval
fragmenty o vel’kosti 50, 100 parov baz.

3.6 Metody
3.6.1 Priprava analyzovanych vzoriek

Bol pouZity rastlinny material (méta, citrobnova kora a levandula), modelové vzorky krémov
(pripravené podla 3.2.2) a komer¢né vzorky kozmetickych vyrobkov. Zo vsetkych vzoriek,
rastlinnych, modelovych a komerénych vzoriek, bola izolovand DNA pomocou izola¢ného kitu.
Postup izolacie je popisany v kapitole 3.6.2.

DNA z rastlinného materidlu bola izolovana z rastlin ¢erstvych, susenych a lyofilizovanych.
Pre izoléciu bolo pouzitych vzdy priblizne 0,02 gramu rastlinnych cCasti.

DNA zo vzoriek modelovych a komerénych kozmetickych vyrobkov bola izolovana bud’
priamo, alebo pre vybrané vzorky, izolovana zo sedimentu po centrifugacii. Pre izolaciu DNA
z kozmetickych vyrobkov bolo pouzitych 0,1 gramu z kazdého produktu. Sediment bol
pripraveny zmieSanim 0,5 g vzorky krému bolo zmieSanych s5 ml vody. Zmes bola
vortexovana do zhomogenizovania a nasledne centrifugovand pri 6 000 rpm po dobu 6 minnt,
¢im vznikla usadenina.

Vsetok material bol uchovavany v mraziacom boxe pri teplote -20 °C, aby nedoslo
k znehodnoteniu vzoriek.

3.6.2 Brief protokol z izola¢ného kitu

Pre izolaciu rastlinnej DNA z rastlin bola bol pouzity EliGene Plant DNA Isolation Kit. Postup
bol prevedeny podl’a navodu prilozeného ku kitu. Rovnako boli dodrziavané mnozstva vzoriek
a pouzité objemy pufrov. Vzorky jednotlivych rastlin a krémov boli izolované vzdy vo dvoch
alebo viacerych opakovaniach.

Boli pripravené ndvazky priblizne 0,02 gramov z rastlinného materidlu a 0,1 gramu
z modelovych a komer¢énych vzoriek. K homogenizacii vzorky rastlinného materidlu bolo
pouzitych 0,2 g homogenizaéného piesku a mechanicky ti¢ik, pre mechanické roztladenie
vzorky, k vzorkam komerénych a modelovych kozmetickych vzoriek nebol pridavany
homogenizaény piesok. Po roztléeni bol k vzorke pridany homogenizacny pufr, ktory
zabranoval degradacii nukleovych kyselin a pomdhal odstraiovat’ proteiny a fenolické
latky [46].

Nasledovala 1yza buniek, ktord bola dosiahnutd pridanim lyzaéného pufru. Ten, okrem
iného, obsahuje dodecylsiran sodny (SDS), ktory je potrebny pre kompletnt 1yzu buniek.
Lyza¢ny pufer méZe pri nizkych teplotach vytvarat' biely precipitat, preto bola zmes
inkubovana po dobu 10 minut pri teplote 70 °C [46].
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Vzorky boli centrifugované a supernatant bol odobraty. Nasledne bol k nemu pridany pufer
obsahujuci Cinidlo na vyzrazanie organickych non—DNA a anorganickych zloziek, akymi st
napriklad proteiny, fenolické latky a polysacharidy. Tieto non—-DNA latky bol odstranené
centrifugaciou [46].

Supernatant bol odobrany a boli k nemu pridané dva pufre. Prvy, viazaci pufer, obsahoval
chaotropné soli a druhy, obsahoval ethanol. Tato kombinacia pufrov poskytuje optimalne
podmienky pre vizbu DNA, avSak nie pre vdzbu organickych non—DNA a anorganickych
zloziek. DNA vdaka chaotropnym soliam prilne k silikatovej membrane spin filtra. Tekuta
zlozka prejde skrz membranu a je odstranena [46].

Membrana spin filtra bola premyvana premyvacimi roztokmi na baze ethanolu, ktoré
precistili DNA, naviazanu na spin filtri, od ne€istét. Membrana bola vysu$ena dvojminttovou
centrifugaciou pri vysokych otackach. K uvolneniu DNA, naviazanej na spin filtri, bol pouzity
elu¢ny pufer [46].

3.6.3 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty DNA

e Absorbancia izolovanej DNA bola merand spektrofotometricky pomocou pristroja
NanoDrop 2000 v elu¢nom pufri oproti ¢istému elué¢nému pufru. Objem meranej vzorky
bol 2 pl.

e Absorbancia bola merana pre vlnové dizky 230 nm (minimum absorbancie pre DNA), 260
nm (maximum absorbancie pre DNA, z tejto hodnoty bola stanovena koncentracia DNA vo
vzorkach) a 280 nm (maximum absorbancie pre proteiny).

e Z podielu A260 nm/A280 nm bola ur¢ena Cistota izolovanej DNA vo vzorkach.
3.6.4 Polymerazové retazové reakcie

Boli pripravené zmesy pre PCR s roznymi primermi, prevedené polymerazové retazové reakcie
a detekované a analyzované produkty PCR.

3.6.4.1 Primery pre PCR
e Pre PCR boli pouzité primery 1TS2, Lim2F/R, LavlFR a LavimodFR.

e Sekvencia primerov sa nachddza v Tabulke 1, priklad vysledku overovania velkosti
produktov PCR za pouzitia uvedenych primerov a Specifity primerov pomocou databazy
NCBI je ukazany na Obrazku 23.
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Tabulka 1 Primery PCR

Primer Sekvencia primerov (5'—3) ‘ Velkost’ PCR produktov
Rastliny (ITS2) [49]
1|S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT
2|S3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT 500
Limonene synthase (Lim2F/R) [47]
1|{Lim 2 Forward | ACAAAAGACGAGCAGAAGAG
2| Lim 2 Reverse | AAAACGATGAGCCAATCCAA 122
Levandul'a (LavlFR) [48]
1|Lavl-F AAAGCTTCTTCCGCTTTGCG
2|Lavl-R TCGTCTTTTTACCTCTTCATCCA 154
Levandul'a (LavimodFR) (upravené podl'a [48])
1| Lavimod-R TGATCTTTTTACCTCTTCATCCA
2| Lavimod-F AAAGCCTCTTCCGCTTTGCG 154
Primer pair 1
Sequence (5->3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer ACAAAAGACGAGCAGAAGAG 0 55 4500 200 000
Reverse primer AAAACGATGAGCCAATCCAA 0 B9 A0 40 000

Products on target templates
>XM_006494973.3 PREDICTED: Citrus sinensis (R}Himonene synthase 1, chloroplastic-ike (LOC102620897), mRNA

product length = 122
Forward primer 1
Template 290

ACAAAAGACGAGCAGAAGAG 20
.................... 309
AAAACGATGAGCCAATCCAA 20

392

Reverse primer 1
Template a1

>XM_006495201.1 PREDICTED: Citrus sinensis (R}Himonene synthase 1, chloroplasticike (LOC102618511), mRNA

product length = 122
Forward primer 1
Template 293

ACARAAGACGAGCAGAAGAG 20
.................... 312
AAAACGATGAGCCAATCCAA 20

395

Reverse primer 1
Template 44

Obrazok 23 — Vysledok overovania primerov Lim2FR pomocou programu Primer Blast [31]

3.6.4.2 Priprava zmesi pre PCR
PCR boli

Komponenty pre pred pouzitim rozmrazené, premieSané a kratko

zcentrifugované.
Bola pripravena zmes pre konvenéni PCR s celkovym objemom 25 pl. Komponenty do

zmesi boli priddvané postupne v poradi uvedenom v Tabulke 2. Ako negativna kontrola
bolo pouzitych 25 pul uvedenej zmesi bez matrice DNA.
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Ako matrice bol pouzity 1 ul roztoku izolovanej DNA rozpustenej v elu¢nom pufri.

Tabulka 2 Priprava zmesi pre PCR Vredlnom case podla doporuceni vyrobcu

Master Mix
Objem
Krok Komponent (1]
1 Voda pre PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 1
4 Primer 2 1
5 Matrica DNA 1
Celkom 25

3.6.4.3 Programy amplifikdcie DNA

Bola prevedena amplifikacia izolovanej DNA. Teplotné programy boli zvolené v zavislosti

na pouzitych primeroch, ktoré su uvedené v Tabulke 1.

Teplotné programy pre pouzité DNA primery sa nachadzaji v Tabulke 3

Tabulka 3 Teplotné programy

PrediZena
denaturacia |Denaturacia |Hybridizacia |Syntéza novych |Dosyntetizovanie
DNA DNA primerov retazcov DNA | DNA
ITS2
osecys i |93 °C30s | 62°C30s | 72°C/30s 72 °C/5 min
34 cyklov
Lim2F/R
o4ocys i |94 °CI30s | s4°C/30s | 72°C/30s 72 °C/5 min
37 cyklov
LavlFR
| 95°c30s | s0°ci30s | 720 €30 72 °C/5 min
95°C/5 min
35 cyklov
LavimodFR
| 95°ci30s | 50°C30s | 72°Cr30s 72 °C/5 min
95°C/5 min
35 cyklov

3.6.4.4 Melt analyza

Ihned’ po amplifikdacii DNA polymerazovou retazovou reakciou v redlnom case bola
prevedend MELT analyza produkrov PCR.

Pred melt analyzou bol zaradeny pre—melt krok (50 °C po dobu 90 s).
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Melt analyza bola merand v rozmedzi 50 az 99 °C s teplotnym krokom 1 °C po dobu
5 sektind.

Amplifikacné krivky a krivky tavenia boli zaznamenavané a analyzované programom
RotorGene 6000 Series Software.

3.6.5 Detekcia produktov PCR agaroézovou gélovou elektroforézou

Bol pripraveny 1,8 % gél, na ¢o bola pouzita navazka 1,8 g agardzy, rozpustena v 100 ml
0,5x TBE pufri. Zmes bola zahriat4 k varu v mikrovlnnej rure priblizne pétkrat, aby doslo
K Gplnému rozpusteniu agarozy.

Po vychladnuti na teplotu 60 °C bolo pridanych 5 pl fluorescenéného/interkala¢ného
farbiva, suspenzia bola premiesana a naliata do pripravenej formy s hrebienkom.

G¢él bol ponechany na rovnej podlozke do zatuhnutia (cca 30 minut — 1 hodinu).

Hrebienok bol opatrne vytiahnuty, do vzniknutych jamiek boli pipetované produkty PCR
S 6x koncentrovanym nanasacim pufrom (25ul Vzorky, 5 ul nanasacieho pufru).

Do kazdej jamky bolo pipetovanych 10 pl vzorky PCR produktov, 10 pl pozitivna
a negativna kontrola tiezZ s objemom 10 pl. Do jednej jamky bolo pipetovanych 5 ul
velkostného DNA Standardu znacky FastGene, ktory sluzi na zistenie velkosti
amplifikovanych produktov. Boli pouzité dva velkostné Standardy. Prvym bol velkostny
DNA standard 50 bp, ktorého rebricek obsahoval fragmenty o velkosti 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1200 a1 500 bp, pricom
fragmetny o vel’kosti 200, 500 a 1 200 bp st vyraznejsie, nez ostatné (viz. Obrazok 25).
Druhym bol velkostny DNA standard 100 bp, pri¢om jeho rebri¢ek obsahoval fragmetny
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 500 a 3 000 bp, pricom vyraznejsie
ako ostatné su 500 a 1 500 bp (vid’ Obrazok 24).

— 1500

3,000 — 1200
- 1.800 :»3‘], 900
500 =
500 — 300
400 — 250
300 — 200
— 200 — 150
— 100
100
— 50
Obrazok 24 — Velkostny Standard 100 bp Obrazok 25 — Velkostny Standard 50 bp,
FastGene (prevzaté z [T]). Fast Gene (prevzaté z [T]).

Forma s gélom bola vlozena do elektroforetickej vane a zaliata 0,5x TBE pufrom.
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e Elektroforeticka vana bola pripojena k zdroju, na ktorom bolo nastavené konstantné

napatie 60-80 V a elektroforéza prebiehala 1,5 — 3 hodiny (v zavislosti na velkosti vane).

e Po skonceni bol gél vybraty zvane avyhodnocovany v UV svetle na pristroji

Azure ™ ¢ 200.

3.6.6 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie boli analyzované produkty modelovych

a komer¢nych krémov. Kalibracné krivky, analyza Standardov vybranych alergénov, postupy

pri tychto meraniach ako aj parametre merania boli spracované Ing. Denisou Langovou podla

¢lanku [50]High-performance

liqguid chromatographic method for the simultaneous

determination of 24 fragrance allergens to study scented products. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis. a budt uvedené v jej dizerta¢nej praci. Vzorky boli vyhodnocované
pomocou programu Chromaleon.

e Vsetky vzorky modelovych aj komerénych krémov boli analyzované pomocou

vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie. Z kazdého krému bolo do skumaviek

navazenych pribliZzne 0,2 g.

e Do kazdej skimavky bol pridany 1 ml acetonitrilu a priblizne 0,2 g sklenenych guliciek,

ktoré sluZia na lepSiu homogenizaciu vzorky.

e Takto pripravené skimavky boli vortexované po dobu 15 mindut.

e Suspenzia bola prefiltrovana cez 0,45 um nyléonovi membranu pomocou injekcnej
striekacky. Vzorky boli néasledne analyzované pomocou HPLC, ako mobilnd faza bol
pouzity acetonitril a miliQ voda. Prietok a zlozenie mobilnej fazy je uvedené v Tabulke 4.

Tabulka 4 Podmienky prietoku mobilnej fazy pre HPLC

Cas [min]

Prietok [ml/min]

Acetonitril [%]

MiliQ voda [%]

0

5

15

24

40

49

51

40 60
50 50
60 40
60 40
90 10
90 10
40 60
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4 \VYSLEDKY A DISKUSIA

Predlozena bakaldrska praca bola zamerand na analyzu autenticity prirodnych rastlinnych
a bylinnych zloziek v sérii modelovych a komerénych kozmetickych vyrobkov. Skimané boli
vyrobky s obsahom mity, citrusov a levandule, izolovand DNA =z tychto vyrobkov bola
porovnavana s DNA izolovanou z prislusnych bylin.

Bola zistovana pritomnost DNA pomocou primerov $pecifickych pre ITS2 region rastlin.
Vzorky, v ktorych bola potvrdena pritomnost’ rastlinnej alebo bylinnej DNA, boli analyzované
pomocou primerov Specifyckych pre limonén syntazu, pre stanovenie limonénu, ktory je
vyznamnym alergénom.

Dalej boli vybrané vhodné $pecifické primery pre stanovenie levandule, ktora obsahuje
alergény limonén a linalool.

Pomocou HPLC boli detekované vybrané alergény vo vzorkach. Tato metdda sluzila ako
porovnanie s prevedenou PCR metodou.

4.1 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie DNA

Koncentracia a Cistota izolovanej rastlinnej DNA bola stanovena spektrofotometricky pri
vinovych dizkach 220 az 350 nm. Pre meranie bol pouzity pristroj NanoDrop. Postup merania
je opisany v kapitole 3.6.3. Vysledky spektrofotometrického merania st uvedené v Tabul'ke 5,
Tabulke 6, Tabulke 7 a Tabul'ke 8.

Tabulka 5 Namerané koncentracie a cistota izolovanej DNA z rastlin

c A 260/ A
DNA zo vzorky A 260 | A280 A 260/ A 230
[ng/nl] 280
Mentha Gentilis Varieta Citrata "lemon” 1| 30,0 0,600 0,319 1,88 1,29
Mentha Gentilis Varieta Citrata "lemon" 2 | 24,5 0,489 0,262 1,87 1,26
Mentha Piperita "citaro" 1 8,7 0,174 0,097 1,80 0,50
Mentha Piperita "citaro" 2 14,8 0,296 0,151 1,96 0,77
Mentha pycnanthemum pilosum 1 12,8 0,255 0,137 1,87 0,80
Mentha pycnanthemum pilosum 2 11,9 0,238 0,122 1,95 0,69
Mentha almira strawberry pepermint 1 11,8 0,236 0,113 2,09 0,75
Mentha almira strawberry pepermint 2 14,9 0,297 0,156 1,90 1,31
Biocitron 1 20,3 0,407 0,237 1,71 1,21
Biocitron 2 19,3 0,387 0,227 1,7 1,09

DNA z mity bola izolovana v dvoch opakovaniach, pretoze vysledky koncentracie a ¢istoty
Z prvej izolécie sa od seba znac¢ne liSili. Pomery absorbancii 260/280 (in¢ ako 1,8) indikuja
kontaminaciu proteinmi, pripadne ¢inidlami pouzitymi pri izolacii DNA. Vysledky z druhej
izolacie su uvedené v Tabulke 5. Pomery absorbancii 260/280 su 1,8 a vyssie, ¢o naznacuje
mensiu, pripadne Ziadnu kontaminéaciu proteinmi. Preto pre d’al$iu pracu boli pouzivané len
vzorky z druhej izolacie DNA.
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Tabulka 6 Namerané koncentracie a cistota izolovanej DNA zo silic

A 260/ A
DNA zo vzorky ¢ [ng/ul] A 260 A 280 280 A 260/ A 230

silica levandul’a 1,5 0,030 0,021 1,44 0,08
silica pepermint 2,1 0,043 0,032 1,33 0,26
silica chamomile 2,4 0,048 0,007 6,57 0,12
silica cinamon 3,2 0,064 0,084 0,75 0,38
silica rosemary 14 0,029 0,024 1,17 0,19
silica ginger 1,5 0,029 0,014 2,11 1,36
Mentha Piperita "'citaro"

5 ) P 62,5 1,250 0,619 2,02 2,33
Cerstva 1

Mentha Piperita "citaro"

vientha Fiperita ctiar 530 | 1,061 | 0,527 201 250
derstva 2

Mentha Piperita "citaro"

vientna Fip 382 | 0765 | 0387 1,98 1,69
derstva 3

V Tabul’ke 6 su uvedené koncentracie DNA izolovanej z prirodnych silic a z ¢erstvych listov
Menthy Piperita “citaro." Izolovana DNA z Cerstvej mity je v desiatkach vysSia ako
koncentracia mity lyofilizovanej (Tabulka 5). To naznaCuje, Ze procesom lyofilizacie
a uskladnenim v mraziacom boxe dochadza k degradacii DNA v bylinach.

Mentha Piperita "citaro” bola tiez pouzita ako pozitivna kontrola pre urenie spravnosti
merani, jej koncentracie su v porovnani so silicami ovel'a vyssie, ako je aj vac¢Sia Cistota dand
pomermi absorbancii 260/280. Koncentracie silic boli nizke, bliziace sa k nule, ¢ize mohlo
dochadzat’ k nepresnostiam v meraniach. Nizka koncentracia DNA v siliciach mohla byt
pravdepodobne spdsobena procesom vyroby silic. KedZe silice sa vyrabajt destilaciou, nemala
by byt geneticka informdacia prenesena do vysledného produktu. Vzorky boli d’alej analyzované
pomocou PCR.

Tabulka 7 Namerané koncentracie a cistota izolovanej DNA z modelovych vzoriek krémov

c A 260/ A
DNA zo vzorky A 260 | A280 A 260/ A 230
[ng/nl] 280
Krém + Mentha Gentilis Varieta Citrata
1,2 0,024 0,028 0,88 0,21
"lemon" 1
Krém + Mentha Gentilis Varieta Citrata
1,0 0,020 0,032 0,63 0,19
"lemon" 2
Krém + silica "tangerinka" 1 0,9 0,017 0,007 2,47 0,05
Krém + silica "tangerinka" 2 1,1 0,021 0,027 0,80 0,40
Silica "tangerinka" 1 0 0 0 0 0
Silica "tangerinka" 2 1,6 0,032 0,041 0,78 0,21
Krém + Mentha Gentilis Varieta Citrata
. 3,7 0,074 0,059 1,25 0,80
"lemon" 1 (usadenina)
Krém + Mentha Gentilis Varieta Citrata
. 3,6 0,073 0,045 1,60 0,34
"lemon" 2 (usadenina)
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Koncentracia DNA izolovanej z modelovych vzoriek krémov vlastnej pripravy, do ktorych boli
pridavané bylinné zlozky je uvedena v Tabulke 7 a Tabulke 8. Pre krém s pridavkom Menthy
Gentilis varieta citrata "lemon" bola izolacia zopakovana a DNA bola izolovana zo sedimentu
po centrifugécii, postup uvedeny v 3.6.1. DNA izolovana z usadeniny ako aj Cistota tejto DNA
sa javia byt’ vyssie, preto bol tento postup opakovany aj pri vybranych komerénych vzorkach.
Tabul'ka 8 tiez uvadza koncentracie a ¢istotu DNA izolovanej z levandule.

Tabulka 8 Namerané koncentrdcie a cistota izolovanej DNA z levandule a modelovych vzoriek

krémov s levandulou

DNA zo vzorky ¢ [ng/pl] A 260 A 280 A 222(())/ A A 260/ A 230
Levandul'a mrazena 1 10,2 0,203 0,121 1,68 0,80
Levandul’a mrazend 2 7,8 0,156 0,088 1,78 0,84
Levandul’a suSena 1 6,3 0,127 0,082 1,55 0,43
Levandul’a suSena 2 6,1 0,122 0,091 1,33 0,30
Levandula Cerstva (list) 1 84,5 1,690 0,830 2,04 1,83
Levandula Cerstva (list) 2 80,4 1,608 0,791 2,03 1,70
Levandul'ova silica 1 10,7 0,214 0,110 1,94 0,43
Levandul'ova silica 2 5,9 0,118 0,019 6,34 0,46
Krém + Levandul'ova silica 1 2,5 0,050 0,002 24,02 0,21
Krém + Levandul'ova silica 2 2,3 0,046 0,008 5,83 0,14
Krém + Levandul'a 1 1,6 0,031 0,006 4,86 0,32
Krém + Levandul'a 2 2,8 0,057 0,021 2,68 0,38
Krém + Levandula + Silica 1 6,6 0,132 0,033 4,01 0,46
Krém + Levandul’a + Silica 2 4,3 0,086 0,035 2,45 0,25

Bola zmerana aj koncentracia izolovanej DNA z komerénych vzoriek kozmetickych
vyrobkov. Avsak, koncentracia izolovanej DNA bola pod hranicou detekcie stanovenia
spektrofotometrickou metddou, preto nie su vysledky uvedené. Aj napriek tomu boli d’alej
analyzované pomocou PCR.

4.2 Overenie amplifikovatel’nosti izolovanej DNA pomocou primerov
Specifickych pre I'TS2 region rastlin

U vSetkych vzoriek (bylinné vzorky, silice, modelové a komeréné vzorky krémov) bola
amplifikovatelnost’ izolovanej DNA overovana pomocou primerov ITS2 $pecifickych pre ITS2
region rastlin. Postup amplifikacie ako aj teplotny profil st uvedené v kapitole 3.6.4.

4.2.1 Overenie amplifikovatelnosti izolovanej DNA z rastlin

Bola skiimand pritomnost DNA vo vzorkach silic, bylin a modelovych vzoriek krémov
s pridavkom prislusnych bylin.

Produkty PCR analyzy boli nanesené na 1,8 % agarézovy gél (Obrazok 26). Bola dokazana
pritomnost’ izolovanej DNA pomocou primerov Specifickych pre ITS2 region rastlin,
amplifikované useky DNA mali dizku fragmentov 500 bp, ¢o odpoveda hodnotam uvedenym
pri vyhl'adavani pomocou programu Primer Blast [31].
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Z kazdej vzorky bolo na gél pipetovanych 15ul, ¢o sa ukazalo ako prili§ mnoho, preto pre

d’alsie merania bol zvoleny mensi objem vzoriek pipetovanych na gél (10 pl).

Agardzova gélova elektroforéza (Obrazok 26) potvrdila pritomnost’ rastlinnej DNA vo
vzorkach DNA izolovanych z bylin, ako aj vo vzorkach modelovych krémov s pridavkom
bylin. Vsetky amplifikované useky mali velkost’ 500 bp. DNA izolovana zo silic a modelového
krému s pridavkom silice nebola potvrdend, ¢o odpoveda aj nizkym koncentraciam uvedenym
v Tabul’ke 6 a Tabulke 8. Pri levandul'ovej silici (vzorka 18 a 19) bol detekovany slaby bend,
vzorky boli d’alej analyzované na pritomnost DNA pomocou PCR pre vylucenie moznosti

kontaminacie vzoriek rastlinnou DNA v procese vyroby silice.

.6

7 8

pbrrvyy

9510511312 =13 14156161 700:8519:20:21529 232322526 2728

4

4

(L] E’

Beh PCR Beh PCR
Cislo DNA produkt | ¢islo DNA produkt
1 DNA standard 100 bp 15 | Levandula susena 2 +++
2 X 16 |Levandula Cerstva - list 1 +++
3 Silica levandul’a - 17 |Levandula Cerstva - list 2 +++
4 Silica pepermint - 18 |Levandulova silica (zn. Talus) 1 +
5 |Silica . 19 | Levandulovi silica (zn. Talus) 2 +
chomomille

6 Silica cinamon - 20 | Krém, levandul'ova silica 1 -

7 Silica rosemary - 21 | Krém, levandul'ova silica 2 -

8 Silica ginger - 22 | Krém, levandul’a suSena 1 ++
Mentha Piperita

9 "citaro" - Cerstva +++ 23 Krém, levandul’a susena 2 ++
1

o |Memppea T e e .
5 levandul’'ova silica 1

Obrdzok 26 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZitie primerov Specifickych pre ITS2
region rastlin (500 bp) (x-medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej

intenzity)
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Beh PCR Beh PCR
Cislo DNA produkt | cislo DNA produkt
Mentha Piperita , o s
11 | “citaro" - Cerstva +++ 25 Krem, le,van,dgl.a susend, ++
3 levandul’ova silica 2
12 LeVaIldl’,ll . +++ 26 | Negativna kontrola 1 -
mrazena |
13 LeVaIldl’,ll . +++ 27 | Negativna kontrola 2 -
mrazena 2
14 |Levandula —— 28 DNA standard 100 bp
suSend 1

Pokracovnie Obr. 26 — Agardézova gélova elektroforéza produktov PCR, pouzitie primerov Specifickych
pre ITS2 region rastlin (500 bp) (x-medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++
silnej intenzity)

4.2.2 Overenie amplifikovatePnosti izolovanej DNA z modelovych a komerénych
vzoriek

Boli pripravené PCR zmesi a PCR podl’a 3.6.4. Bola skiimana pritomnost DNA v modelovych
vzorkach krémov s pridavkom prisluSnych bylin a v komerénych krémoch. Ako pozitivna
kontrola bola pouzitd DNA izolovana z lyofilizovanej kory citrona s koncentraciou 20 ng/ul.

Produkty PCR analyzy boli nanesené na 1,8 % agarézovy gél (Obrazok 27 a Obrazok 28).
Bola dokézana pritomnost’ izolovane] DNA pomocou primerov Specifickych pre ITS2 region
rastlin. Z kazdej vzorky bolo na gél pipetovanych 10 ul. Agar6zova gélova elektroforéza
potvrdila pritomnost’ rastlinnej DNA takmer vSetkych analyzovanych vzorkach. Vsetky
amplifikované tiseky mali velkost 500 bp, co odpovedd hodnotdm uvedenym pri vovereni
velkosti produktu pomocou programu Primer Blast.

Z modelovych krémov s pridavkom silic alebo bylin nebola pritomnost DNA dokazana iba
vo vzorke ,Silica citronova trava.“ Z komerénych pripravkov nebola pritomnost DNA
dokazana vo vzorkach ,,Konopka's face commage moist, Planeta organica natural body scrub,
N.A.E. shampoo bar, Naturalis sugar body scrub a Alverde pflege—dusche bio—minze.*
Najvacsiu intenzitu mal z modelovych vzoriek krém s pridavkom citronovej kory
a s pridavkom Menthy almira strawberry pepermint, o odpoveda aj najvyssim koncentraciam
izolovanej DNA z prislusnych rastlin uvedenym v Tabulke 5.
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Beh i Ozna¢| PCR | Beh ; Ozna¢| PCR
Cislo > DNA enie | produkt | ¢islo > DNA enie | produkt
1 Standard 50 bp 21 Standard 50 bp
2 X 22 X -
3 pozitivna kontrola +++ 23 negativna kontrola -
4 negativna kontrola - 24 N Mentha Piperita 11A +
5 Silica Cerveny 1A + 25 | g “citaro” 11B +
6 pomarant 1B + 26 _E Mentha 12A ++
7 | |silcacitonova | 2A | - | 27 | B E?’lgrs'ﬁmhemum 128 | +
g | gtrava 2B + 28 | 2| Mentha almira 13A | +++
9 % Silica mita 3A ++ 29 = strawberry pepermint 13B +++
10 | "g prieporna 3B ++ 30 Balea handcreme 17A +
11 | % Peprno-mitové 4A + 31 | ,|protect 17B ++
12 | Z|silica 4B ++ 32 | 4| Cosmos natural 18A +
13 g Pomarancova 5A ++ 33 '5 repairing hand protect | 18B ++
14 | ZsilicaSpaniclski | 5B | ++ | 34 | .ol Konopka's face 19A | -
15 | 2| Mandarinkova 6A + 35 | °gl commage moist 19B -
16 | g silica 6B ++ 36 | £ Planeta organica 20A -
17 | = Grapefruitova 7A ++ 37 | ™| natural body scrub 20B -
18 silica 7B + 38 N.A.E. shampoo bar 21A -
19 ., A 9A +++ 39 X -
g0 | |Citwonovakora 9B | +++ | 40 Pozitivna kontrola t

Obrazok 27 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR modelovych a komercnych vzoriek

krémov, pouzitie primerov Specifickych pre ITS2 region rastlin (500 bp) (x medzera, - nedetekované,
PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej intenzity)
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123456789 10111213141516171819 20212223 24 25262728

PCR PCR
Beh | o DNA Ozna prcijuk Beh | 4 DNA Ozna proCduk
Cislo Cenie i ¢islo Cenie t
1 Standard 50 bp 15 Organic shop 27A +
2 negativna kontrola - 16 E strav:/:glrjg)éebody 27B +
3 pozitivna kontrola +++ 17 | 8 L, 28A +
4 N.A.E. shampoo bar | 21B + 18 g Levandufovy krém 28B +
5 Naturalis sugar body | 22A - 19 Levandul'ovy sen 29A +
6 | .| scrub 22B - 20 Standard 50 bp
7 % Balea sugar scrub 23A + 21 negativna kontrola -
8 el 23B + 22 pozitivna kontrola +++
9 |5 Alverde skinfood 24A + 23 | Levandul'ovy sen 29B +
10 )g Bio-limette 24B | ++ 24 | .5 Herbs of Bulgaria face | 30A +
11 g Alverde pflege- 25A - 25 | & cream 30B ++
12 | ™ dusche bio-minze | 25B - 26 | | 31A +
13 Organic shop 26A Tt 7 Ryor hydrata¢ny krém 31B "
14 Strawgce:l% body | 265 | 4+ | 28 X i

Obrazok 28 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, DNA izolovana z komercnych vzoriek,
pouzitie primerov Specifickych pre ITS2 region rastlin(500 bp) ( x medzera, - nedetekované, PCR
produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej intenzity)

Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy produktov PCR, vybranych vzoriek modelovych
a komerénych krémov, ktorych DNA bola izolovana zo sedimentu po centrifugacii podla
postupu uvedeného v 3.6.1 st zobrazené na Obrazku 29. Tymto postupom nebola detekovana
pritomnost’ DNA v komer¢nej vzorke ,,Organic shop strawberry body mousse.” Vo vsetkych
zvysnych vzorkach bola detekovana DNA s velkostou 500 bp. Gélova elektroforéza vzoriek
izoldcie DNA zo sedimentu po centrifugicii azo vzoriek DNA izolovanych priamo
Z modelovych a komerénych produktov neukézala vyznamny rozdiel.
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9 10 11 12 135 A ISEF 6aplv/srl s

Beh . . PCR
Sislo Vzorky DNA Oznacenie produkt

1 DNA standard 50 bp

2 DNA standard 100 bp

3 Negativna kontrola -

4 Pozitivna kontrola +++
5 . o 9A +
5 Citronova kora 9B "
7 L 11A +
3 \ﬁ;::ﬁg- Mentha Piperita "citaro 1B n
J pripraV}J’ Mentha pycnanthemum pilosum 12A *
10 Py P 128 +
11 Mentha almira strawberry pepermint 13A ki
12 Yy pep 13B ++
13 , ) 19A +
1 Konopka’s face commage moist 198 n
15 Komeréné . 26A +
16 produkty Organic shop strawberry body scrub 268 n
17 . 27A -
18 Organic shop strawberry body mousse 7B -

Obrazok 29 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, DNA izolovand zo sedimentu po
centrifugdcii podla postupu uvedeného v 3.6.1, pouZitie primerov Specifickych pre ITS2 region rastlin
(500 bp) ( - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej intenzity)

4.3 Overenie amplifikovatel’nosti izolovanej DNA pomocou primerov Lim2F/R
Specifickych pre limonén syntazu

U vSetkych vzoriek, uktorych bola preukdzand pritomnost DNA pomocou primerov
Specifickych pre ITS2 region rastlin (bylinné vzorky, modelové a komeréné vzorky krémov),
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bola prevedena PCR analyza s pouzitim primerov Lim2F/R $pecifickych pre limonén syntazu.
Ako pozitivna kontrola bola pouzita, v kazdej analyze, DNA izolovana z lyofilizovanej kory
biocitrona. Postup amplifikacie ako aj teplotny profil su uvedené v kapitole 3.6.4. Krivky
amplifikacie su uvedené v prilohe.

4.3.1 Overenie amplifikovatelnosti izolovanej DNA z rastlin

Bola skimané pritomnost DNA vo vzorkach silic, bylin a modelovych vzoriek krémov
s pridavkom prislusnych bylin. Pozitivnou kontrolou bola DNA izolovana z kory biocitrona
s koncentraciou 20 ng/ul. DNA izolovand z mity sa amplifikovala uspesne, v porovnani
S mitou a pozitivnou kontrolou sa vzorky obsahujice levandul'u amplifikovala vyrazne mene;.
Analyza kriviek tavenia amplikonov (Obrdazok 30, amplifikacné krivky viz. Priloha 11)
obsahuji DNA izolovanu zlevandule, sa neamplifikovali uplne vSetky. Tvar kriviek
amplifikacie a melt analyzy neodpoveda predchadzajucim dvom, to mohlo byt sposobené bud’

niz§im alebo ziadnym obsahom limonénu v levanduli a v produktoch obsahujicich levandul’u,
V porovnani s obsahom levandule v citrusoch, méte a v produktoch s ich obsahom.

1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazenad 2
7: Levandul'a suSena 2

2: Negativna kontrola

4: Levandula mrazend 1
6: Levandul'a susena 1
8: Levandula éerstva 1

5 9: Levandula ¢erstva 2 10: Levandula silica 1 e
———— 11: Levandula silica 2 12: krém + Levandula silica 1
451 13: krém + Levandula silica 2 14: krém + suSena Levandula 1
' 15: krém + suSena Levandula 2 16: krém =+ suSend Levandula + silica 1

18: mentha citaro 1 17.5.

4 17: krém + suSend Levandula + silica 2

Intenzita fluorescencie (druha derivacia)

— ———

52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92
B Teplota [°C] c
Obrazok 30 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery Lim2FIR Specifické pre limonén synthdzu

(Bin A: Tm = 82,3 °C, Bin B: Tm = 83,3 °C, Bin C: Tm = 85,5 °C, Bin D: Tm = 88,8 °C)
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Produkty PCR boli nanesené v mnozstve 10 ul na 1,8 % agardézovy gél a bola prevedena
elektroforéza. Vysledky su zobrazené na Obrazku 31. Z gélu je vidiet, ze amplifikované
produkty PCR obsahujuce DNA z citronu, maji velkost 122 bp, ¢o odpovedd hodnotdm
zistenym pomocou programu primer blast. Velkosti produktov PCR obsahujicich DNA z méty
su v porovnani s pozitivnou kontrolou vicsie. Méze to byt pravdepodobne sposobené tym, ze
DNA z kory citrona a DNA z méty mozu mat rozdiely v géne pre limonén synthasu, na ktora
primer cielil. Tento jav mohol ovplivnit aj teplotu tavenia amplikonov. Pre produkty,
obsahujuce DNA z levandul’e, ktoré boli amplifikované, je vel'kost' produktov odpovedajica
velkosti produktov pozitivnej kontroly, teda 122 bp, avsak intenzita je trosku nizsia, ¢o moze
byt spdsobené tym, ze sekvencia génov levandule nemusi odpovedat’ sekvencii génu citrusov
a teda primery. Intenzita jednotlivych PCR produktov je uvedena na Obrazku 31. Vzorka 17
(modelova vzorka krému s pridavkom levandul'ovej silice) vySla pozitivne, avSak samotna
silica ani druha vzorka takto pripraveného krému (vz. 16) nevykazovala pritomnosti DNA, ¢o
naznacuje, ze vzorka tohto krému mohla byt kontaminovana.

3 a6 7 08 9 10 11:12°13°14 1516 17 1819 20 21 22 2324 25 26

"
1)

Beh PCR Beh PCR
Cislo DNA produkt | &islo DNA produkt
1 X 14 |Levandulova silica 1 -
2 DNA standard 100 bp 15 |Levandul'ova silica 2 -
3 X 16 | Krém, levandul'ova silica 1 -
4 Pozitivna kontrola | +++ 17 | Krém, levandul’a suSenal ++
o [mentha Plpertta " 8 Krém, levandulova silica 2 ]

Obrdzok 31 — Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZzitie primerov Lim2FR Specifickych
pre limonén (122 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej
intenzity)
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Beh PCR " PCR
Cislo DNA produkt Beh gislo DNA produkt
Mentha Piperita . S
6 | "citaro" égrstvé ) et 19 Krém, levandul’a susena 2 +
Mentha Piperita Krém, levandul’a susena,
7 | "citaro" Cerstva 3 +++ 20 levandul'ova silica 1 ++
Levandul'a mrazend | Krém, levandql’.a susena,
8 + 21 levandul'ova silica 2 +
9 | Levandula mrazena 2 + 22 Negativna kontrola 1
10 |Levandula susena 1 - 23 Negativna kontrola 2
11 |Levandul’a susena 2 + 24 Negativna kontrola 3
Levandul’a Cerstva -
12 |listl + 25 X
Levandul’a Cerstva -
13 |list 2 ++ 26 Standard 100 bp

Pokracovanie Obr. 31 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZitie primerov Lim2FR
Specifickych pre limonén (122 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++
silnej intenzity)

4.3.2 Overenie amplifikovatelnosti izolovanej DNA z modelovych a komer¢nych
vzoriek

Bola skimana pritomnost’ limonénu vo vzorkach modelovych a komerénych krémov pomocou
primerov Lim2F/R S$pecifickych pre limonén syntazu. PCR zmesi ako aj podmienky PCR
reakcie su opisané v kapitole 3.6.4. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA izolovana z kory
biocitrona s koncentraciou 20 ng/ul. Krivky amplifikacie st uvedené v prilohe.

Amplifikacnej krivke akrivke tavenia pozitivnej kontroly najviac odpovedaju vzorky
modelovych krémov s primesou citronovej kory (Vzorky 9A a 9B) a silice tangerinka (Vzorka
6A a 6B). Rovnako pri MELT analyze odpovedaja aj teploty tavenia amplikonov tychto dvoch
modelovych vzoriek ateda teplote Tm =82 °C. Krivka analyzy MELT je znazornena
na Obrazku 32 (amplifika¢né krivky viz. Priloha 12). Ozna¢enie modelovych a komerénych
vzoriek krémov je uvedené v Tabul’ke 9.
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Tabulka 9 Oznacenie vzoriek modelovych a komercnych vyrobkov

Ozn Testované vyrobky Ozn Testované vyrobky
1A | ... , y 17A
1B Silica ¢erveny pomarané 178 Balea handcreme protect
2A Silica citrénova tréva 18A | Cosmos natural repairing hand
2B vatay 18B | protect
3A | . 19A , :
3B Silica méta prieporna 198 Konopka’s face commage moist
4A Y 20A .
4B Peprno-miétova silica 0B Planeta organica natural body scrub
5A T 21A
5B Pomarancova silica Spanielska _[218 N.A.E. shampoo bar
>
6A s | 22A .
Mandarinkova silica S Naturalis sugar body scrub
6B g 22B
7A 'z | 23A z
o g =
B Grapefruitova silica % (238 Balea sugar scrub _§
8A | .. . = | 24A _ e &,
" " > - .

3B Silica "Tangerinka g 4B Alverde skinfood Bio-limette %

A 2 | 25A o 5
38 Citrénova koéra E 228 Alverde pflege-dusche bio-minze 5
10A ili i i S | 26A .

Mentha Gentilis Varieta Citrata N Organic shop strawberry body scrub

10B | "lemon" 0 26B
11A L < | 27A | Organic shop strawberry body
11B Mentha Piperita "citaro -é 7B | mousse
12A . 28A y 1
128 Mentha pycnanthemum pilosum 238 Levandul'ovy krém
13A . . 29A .
138 Mentha almira strawberry pepermint 208 Levandul'ovy sen
14A| . ) 30A .
148 Susena levandul’a 0B Herbs of Bulgaria face cream
15A N 31A o
158 Levandul'ova silica 318 Ryor hydrata¢ny krém
16A | Susena levandula + levandulova
16B |silica
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—— 1: negativna kontrola 2: negativna kontrola —— 3: pkl —4:pk2 5:1A

—6:1B T:2A 8:2B — 9:3A —10:3B

—11:4A —12:4B — 13:5A —— 14: 5B 15:6A
16: 6B —17:7A — 18:7B — 19:9A —20:9B
21:11A 22:11B 23:12A 24:12B 25:13A

——26:13B —27:17A —28:17B 29:18A 30:18B

—31:19A —32:19B 33:20A 34:20B 35:21A

—36:21B

8

7

(=2}

>

L8

(P8

Intenzita fluorescencie (druha denvacia)
o 4

Teplota [°C]

Obrdzok 32 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery Lim2FIR Specifické pre limonén syntdizu,

modelové a komercné vzorky krémov (Tm =82 °C)

Na Obrazku 33 (amplifika¢né krivky viz. Priloha 13) je znazornena druha sada vzoriek
modelovych a komerénych produktov. Negativna kontrola vysla ¢isto. Amplifikovali sa vietky
vzorky okrem vzoriek izolovanych z komeré¢ného produktu ,,Alverde pflege-dusche bio-
minze,* krivka analyzy MELT aj amplifika¢na krivka takmer odpovedaju krivkam negativne;j
kontroly, o zna¢i o minimalnej alebo Ziadnej pritomnosti genetickej informacie vo vzorke.
Boli analyzované aj produkty, ktorych DNA bola izolované zo sedimentu po centrifugcii, tieto
produkty sa tieZ vSetky amplifikovali, hodnoty st CistejSie ako pri priamej izolécii z krémov.
Teplota tavenia amplikonov je 82 °C.
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—— 1: negativna kontrola —— 2: negativna kontrola —— 3: pki —4:pk2 5:22A

——6:22B 7:23A 8:23B — 9% 24A ——10:24B

— 11: 25A 12: 25B 13:9A-V 14: 9B-V 15: 11A-V
16: 11B-V — 17 12A-V — 18:12B-V — 19 13A-V 20: 13B-V
21: 19A-V 22:19B-V

[P

Intenzita fluorescencie {(druha denivacia)
o e

Teplota [°C]

Obradzok 33 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery Lim2FIR Specifické pre limonén syntdzu,

modelové a komercné vzorky krémov ( Tm = 82 °C)

Bola prevedend agarozova gélova elektroforéza produktov amplifikdcie PCR. Produkty boli
nanesené na 1,8 % agarozovy gél v mnozstve 10 pl. Vysledky a intenzita zobrazovanych PCR
produktov su uvedené na Obrazku 35 av Tabulke 10. Pozitivnhou kontrolou bola DNA
izolovana z kory citréna. Z gélu je mozné pozorovat, Ze nie vsetky analyzované produkty boli
amplifikované pomocou primerov Lim2F/R $pecifickych pre limonén syntazu. Najsilnejsiu
intenzitu signdlu maju vzorky modelovych krémov obsahujucich citrénova koru a vzorky,
ktorych DNA bola izolovana zo sedimentu po centrifugacii (postup pripravy tychto vzoriek je
popisany v 3.6.1). Slabu intenzitu signalu ukazuju aj vzorky modelovych krémov s pridavkom
silice ¢erveny pomaran¢ a S mandarinkovou silicou. To mdze byt spésobené pravdepodobne
tym, ze ich vyroba nie je prevedena destilaciou, ako pri ostatnych silicach, ale je prevedena
lisovanim kory z citrusov. Velkost’ produktov amplifikacie je 122 bp, ¢o odpoveda hodnotam
zistenym pomocou programu Primer Blast, ktoré si uvedené v Tabulke 1.
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Obrazok 35 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZzitie primerov Lim2FR Specifickych
pre limonén (122 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej
intenzity)
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Beh DNA Oznaceni PCR Beh DNA Oznace | PCR
¢islo e produkt Cislo nie produkt
1 X 31 Standard 50 bp
2 Standard 50 bp 32 Standard 100 bp
3 Standard 100 bp 33 negativna kontrola -
4 negativna kontrola - 34 pozitivna kontrola +++
5 pozitivna kontrola +++ 35 Cosmos natural repairing hand 18A -
6 Silica & , y 1A - 36 protect 18B -
7 111€a cerveny pomaranc 1B " 37 ] . 19A B
3 oA - 38 Konopka's face commage moist 19B .
Silica citronova trava
9 o 2B - 39 - . 20A -
10 2 3A " 20 £ Planeta organica natural body scrub 0B -
& . " . , =
11 & Silica méta prieporna 3B 11 2 1A -
B =) — vy - 12 =S N.A.E. shampoo bar 1B :
13 g Peprno-métova silica 1B : 13 )g ) 22A -
12 z . EA " 24 = Naturalis sugar body scrub 298 .
15 ; Pomarancova silica Spanielska B " 5 g 23A .
16 o 6A 3 16 M Balea sugar scrub 3B T
% Mandarinkova silica
17 £ 6B ++ 47 . - 24A -
18 < 7A . 8 Alverde skinfood Bio-limette 4B .
< Grapefruitova silica
19 S B i 49 Alverde pflege-dusche bio-minze 25A -
20 > 1A 9A +++ 50 25B -
21 0 Citrénova koéra 9B —— 51 — — 9A Tt
22 3 ot Pioerita "citrgr | LA ¥ 52 | 3 Citronova kora OBV | +++
23 Eo i i 118 * 53 é Mentha Piperita "citaro™ LAV ki
24 Mentha pycnanthemum 12A - 54 S P 11B-V ++
25 pilosum 12B i 55 2 Mentha pycnanthemum pilosum 12A-V A
26 Mentha almira strawberry 13A - 56 E i P 12B-V +++
27 pepermint 13B - 57 S . . 13A-V +
— & | Mentha almira strawberry pepermint
28 Komeréne Balea handcreme protect L7A = o8 g 13B-V A
29 produkty 178 ks 59 B Konopka’s face commage moist L9A-V LA
30 X - 60 P £ 10B-V | +++

Tabul'ka 10 Detekcia produktov PCR agarézovou gélovou elektroforézou, modelové a komercné vzorky kozmetickych produktov ( - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej intenzity)




4.4  Vyber vhodnych primerov a overenie amplifikovatel’nosti izolovanej DNA
pomocou primerov lavlFR a lavimodFR $pecifickych pre levandul’u

Boli vybrané vzorky, uktorych bola preukdzana pritomnost DNA pomocou primerov
Specifickych pre ITS2 region rastlin (bylinné vzorky, modelové a komeréné vzorky krémov)
a obsahovali levandulu, bola prevedend PCR analyza s pouzitim primerov LavlFR
a LavimodFR Specifickych pre levandul'u. Ako pozitivna kontrola sluzili analyzované vzorky
DNA izolované zo susenej levandule, pouzita bola v kazdej analyze aspon jedna pozitivna
kontrola. Postup amplifikacie ako aj teplotny profil st uvedené v kapitole 3.6.4. Krivky
amplifikacie su uvedené v prilohe.

441 Overenie amplifikovatel’nosti izolovanej DNA z rastlin a modelovych vzoriek
pomocou primerov lavlFR

Bola sktimana pritomnost DNA vo vzorkach izolovanej genetickej informéacie z levandule
a modelovych vzoriek krémov s pridavkom suSenej levanudle, pouZitim primerov Lav1FR.

Krivky analyzy tavenia amplikonov si zndzornené na Obrazku 36 (amplifikacné krivky viz.
Priloha 14). Teplota tavenia amplikonov bola 79,3 °C. NajlepSie sa amplifikovala DNA
izolovana z Cerstvych listov levandule a z lyofilizovanych kvetov. Negativne kontroly boli Cisté
a neamplifikovali sa. Rovnako sa neamplifikovala DNA izolovand z levandulovej silice
a modelovej vzorky krému s touto silicou.

Produkty PCR boli nanesené¢ na 1,8% agardzovy gél a bola prevedena elektroforéza,
zobrazena je na Obrazok 39. Touto metodou bolo potvrdené, ze vo vzorke levandul'ovej silice
a krému s pridavkom tejto silice sa nenachadzala DNA. Zvys$né produkty boli vSetky
amplifikované a vel'kost tychto produktov bola 154 bp, ako je uvedené v Tabul’ke 1.
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1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazena 2
7: Levandula susend 2

9: Levandula Eerstva hist 2
11: Levandula silica 2

————— 13: krém + Levandula silica 2

15: krém + Levandula susena 2

————— 17: krém <+ Levandula suSena + levandula silica 2

Intenzita fluorescencie {druha derivacia)

45
44

351
=

2.5

[}

—
n

[y

2
n

2: Negativna kontrola

4: Levandula mrazena 1
6: Levandula susenad 1

8: Levandula ¢erstva list 1

—— 10: Levandula silica 1

12: krém + Levandula silica 1
14: krém + Levandula suSena 1

——— 16: krém + Levandula suSena + levandula silica 1

Teplota [°C]

Obrazok 36 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery LavIFR Specifické pre levandulu
(Bin A: Tm=79,3 °C)

55



921011 21203 =340 15200 6l 81 98520

F
"

Beh cislo DNA PCR produkt

1 DNA standard 100 bp

2 Negativna kontrola 1 -
3 Negativna kontrola 2 -
4 Negativna kontrola 3 -
5 Levandul’a mrazena 1 +++
6 Levandul'a mrazena 2 +++
7 Levandula suSena 1 ++
8 Levandul’a suSena 2 ++
9 Levandul’a Cerstva list 1 +++
10 Levandul’a Cerstva list 2 +++
11 Levandul'ova silica 1 -
12 Levandul'ova silica 2 -
13 Krém s levandul'ovou silicou 1 -
14 Krém s levandul'ovou silicou 2 -
15 Krém so suSenou levandul’ou 1 +++
16 Krém so suSenou levandul’'ou 2 +
17 Krém so susenou le_vgndul’ou a levandulovou +

silicou 1
18 Krém so susenou le_vgndul’ou a levandulovou +
silicou 2
19 DNA standard 50 bp
20 X X

Obrdzok 37 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, pouzitie primerov LavlFR Specifickych
pre levandulu (154 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej
intenzity)
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4.4.2 Overenie amplifikovatelnosti izolovanej DNA z komerénych vzoriek pomocou
primerov lavlFR

Boli pripravené PCR zmesi a PCR podl'a 3.6.4. Bola skiimana pritomnost DNA vo vzorkach
izolovanej genetickej informacie z komer¢nych vzoriek krémov, pouzitim primerov LavlFR.
Krivky MELT st uvedené na Obrazku 38 (amplifika¢né krivky viz Priloha 15). Ako pozitivna
kontrola bola pouzita suSend a mrazena levandul’a. Amplifikovali sa iba pozitivne kontroly, ani
jedna vzorka komer¢nych produktov, ¢o naznacuje, ze v komerénych vyrobkoch sa
nenachadzala DNA levandule. To bolo potvrdené aj agar6zovou gélovou elektroforézou,
zobrazenie aj s popisom je na Obrazku 41.

—— |: Negativna kontrola ——2: Negativna kontrola 3: levandula susend | 4 Levandula susend 2 ——§: Levandula mrazena
—— 6: Levandulz susend §:28B — 5294 —10: 29B —11: 304
—12: 308 13:31A 14:31B
. -
8_
CH
-©
=
=
< 6
-
=
8 5]
e
o
g
2 4
L8]
3
}=1
o3
"
g
£2]
1
g s o %
0 e e — e
50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 8 88 9Q
Teplota [°C]

Obrazok 38 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery Lav1FR Specifické pre levandulu, vzorky krémov
(Tm=795 °C)
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Beh ¢islo DNA Oznacenie PCR produkt

1 Standard 50 bp

2 X -
3 negativna kontrola -
4 Pozitivna kontrola PK1 +
5 Rastlinna Pozitivna kontrola PK2 +
6 DNA Pozitivna kontrola LM +
7 Pozitivna kontrola LS +
8 1 28A -
9 Levandul'ovy krém 28B -
10 29A -

Levandul'ovy sen

11 Komeréné y 29B -
12 produkty . 30A -
13 Herbs of Bulgaria face cream 0B -
14 o 31A -
15 Ryor hydrata¢ny krém 31B -
16 X -
17 negativna kontrola -
18 X -
19 Standard 100 bp

Obrdzok 39 — Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZitie primerov LavlFR Specifickych
pre levandulu (154 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej, +++ silnej
intenzity)
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4.4.3 Overenie amplifikovatelnosti izolovanej DNA z rastlin a modelovych vzoriek
pomocou primerov LavimodFR

Boli pripravené PCR zmesi a PCR podl'a 3.6.4. Bola skiimana pritomnost DNA vo vzorkach
izolovanej genetickej informacie z levandule a modelovych vzoriek krémov s pridavkom
susenej levanudle, pouzitim primerov LavimodFR.

Teplota tavenia amplikonov bola Tm = 79,8 °C, krivky tavenia amplikonov st znazornené
na Obrazku 40 (amplifikacné krivky viz. Priloha 16). Najlepsie sa amplifikovala DNA
izolovana z listov Cerstvej levandule, neamplifikovala sa DNA izolovana z levandul'ovej silice,
ani DNA izolovana z modelovej vzorky krému s pridavkom tejto silice.

Produkty PCR boli nanesené¢ na 1,8 % agardzovy gél a bola prevedena elektroforéza,
vysledky elektroforézy su uvedené na Obrazku 43. Negativne kontroly boli €isté, potvrdila sa
nepritomnost’ DNA vo vzorkach levandul'ovej silice a modelovom kréme s pridavkom tejto
silice. Ostatné produkty sa amplifikovali, ich vel'kost’ bola 154 bp, €ize sa potvrdila velkost,
ktort udava program PrimerBlast a je uvedena v Tabul’ke 1.

1: Negativna kontrola ——— 2: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola 4: Levandula mrazena 1

5: Levandula mrazena 2 ———— 6: Levandula suSend 1

7: Levandula susend 2 8: Levandula Eerstva hist 1

9: Levandula éerstva hst 2 —— 10: Levandula silica 1

11: Levandula silica 2 —— 12: krém + Levandula sihica 1

13: krém + Levandula silica 2 14: krém + Levandula susend 1

15: krém + Levandula susena 2 ————— 16: krém + Levandula suSend + levandula stlica 1

17: krém + Levandula sufena + levandula silica 2

»
o n (8]

Intenzita fluorescencie

[
n

55 60 65 70 75
Teplota [°C]

Obrdzok 40 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery LavimodFR Specifické pre levandulu
(BinA:Tm=79,8 °C)
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Beh ¢islo Vzorky DNA PCR produkt

1 DNA standard 100 bp

2 Negativna kontrola 1 -
3 Negativna kontrola 2 -
4 Negativna kontrola 3 -
5 Levandul'a mrazena 1 +
6 < Levandul’a mrazena 2 +
7 E Levandul’a susena 1 +
8 s Levandul’a suSena 2 +
9 g Levandul’a Cerstva list 1 +
10 é Levandul’a Cerstva list 2 +
11 Levandul'ova silica 1 -
12 Levandul'ova silica 2 -
13 Krém s levandul'ovou silicou 1 -
14 > Krém s levandul'ovou silicou 2 -
15 § Krém so suSenou levandulou 1 +
16 ';j) Krém so suSenou levandul’'ou 2 +
17 % Krém so susenou le_V:dndul’ou a levandulovou +

2 silicou 1
18 = Krém so suSenou le_V:dndul’ou a levandul'ovou +
silicou 2
19 DNA standard 50 bp
20 DNA standard 100 bp

Obrdzok 41 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZitie primerov LavIimodFR
Specifickych pre levandulu (154 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej,
+++ silngj intenzity)
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4.4.4 Overenie amplifikovatelnosti izolovanej DNA z komerénych vzoriek pomocou
primerov LavimodFR

Bola prevedend PCR podla 3.6.4. Skiimana bola pritomnost DNA vo vzorkach izolovanej
genetickej informacie z komerénych vzoriek krémov, pouzitim primerov LavIimodFR,
$pecifickych pre levandulu. Krivky tavenia amplikonov su uvedené na Obrazku 42
(amplifikacné krivky viz. Priloha 17). Ako pozitivna kontrola bola pouzitd suSend a mrazena
levandul’a. Amplifikovali sa iba pozitivne kontroly, ani jedna vzorka komerénych produktov,
o naznaduje, ze v komerénych vyrobkoch sa nenachadzala geneticka informacia levandule. Ze
sa DNA v komerénych vzorkiach nenachadza bolo potvrdené¢ aj agardézovou gélovou
elektroforézou, zobrazenie aj s popisom je na Obrazku 45.

Bola prevedena elektroforéza produktov PCR, vysledky st uvedené na Obrazku 45.
Vo vzorkach komerénych produktov neboli detekované Ziadne Specifické produkty. Vysledky
hodnoty PCR pri pouziti primerov Lav1FR sa zhoduju s vysledkami PCR pri pouziti primerov

Lav1FR (uvedené v 4.4.2).
15: Negativna kontrola 16: Negativna kontrola ——— 17: Levandula susena 1
——— 18: Levandula suSena 2 = ——— 19: Levandula mrazena 2 20: levandula susena
21: 28A 22:28B 23:284A
24: 29B 25:30A 26: 30B
— 27:31A 28:31B
9_
8.
)
g
S -
g
e
= 6]
5
g 5
g
84
g
GGS 3 T e
g s I V;/J’\/-z‘wﬁ:___‘_#,/‘/*x
S 2 b ff
P, / / : 1
o/ //
j,r’ /
= . . .
55 60 65 70 90

1 Teplota [°C] o

Obrdzok 42 — Analyza kriviek tavenia, pouzité primery LavimodFR Specifické pre levandulu, vzorky
krémov (Tm = 79,5 °C)
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Beh ¢&islo DNA Oznadenie PCR Produkt

1 Standard 50 bp

2 X -
3 negativna kontrola -
4 Pozitivna kontrola PK1 +
5 Rastlinna Pozitivna kontrola PK2 +
6 DNA Levandul’a mrazena LM +
7 Levandul'a suSena LS +
8 1 28A -
9 Levandul'ovy krém 23B -
10 29A -

Levandul'ovy sen

11 Komeréné y 29B -
12 produkty . 30A -
13 Herbs of Bulgaria face cream 0B -
14 o 31A -
15 Ryor hydrata¢ny krém 31B -
16 X -
17 negativna kontrola -
18 X -
19 DNA standard 100 bp

Obradzok 43 — Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR, pouZitie primerov LavimodFR
Specifickych pre levandulu (154 bp) (x medzera, - nedetekované, PCR produkt: + slabej, ++ strednej,
+++ silngj intenzity)
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4.5 Zhrnutie vysledkov metody PCR

V Tabulke 11 a Tabulke 12 je mozné vidiet’ porovnanie vysledkov analyzy metédou PCR pri

primery ITS2, Lim2F/R, LavlFR a LavimodFR.

Tabulka 11 Zhrnutie nameranych vysledkov metodou PCR pre modelové vzorky krémov

(+ detekované, - nedetekované, x neanalyzované)

Primery Primery Primery
Ozn. Testované vyrobky Lim2FR LavlFR |LavlimodFR
PCR |[Gél |PCR |Gél |PCR |Gél
1A Silica & , . - - X X X X
1B 111€a cerveny pomaranc T T X X y y
2A . L, L, - - X X X X
Silica citronova trava
2B - - X X X X
3A Sili - , + + X X X X
3B ilica méta prieporna - - » » » »
4A X X X X
Peprno-maétova silica -
AB S - - X X X X
(=8
SA e =R + X X X X
Pomaranc¢ova silica Spanielska B
5B g + + X X X X
A 2| - -
6 Mandarinkova silica kS X X X X
6B ; + + X X X X
7A = X X X X
Grapefruitova silica %
/B B - - X X X X
9A el 4+ + X X X X
Citrénova kéra =
9B § + + X X X X
11A . . . + + X X X X
Mentha Piperita "citaro"” %
11B =t + X X X X
12A Mentha pycnanthemum pilosum g - - X | X X X
12B Py P + + X X X X
13A Mentha almira strawberry pepermint X X X X
13B Y pep - - X X X X
14A + + + + + +
Susena levandul’a
14B + + + + + +
15A - - - - - -
158 Levandul'ova silica - - - -
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Tabulka 12 Zhrnutie nameranych vysledkov metédou PCR pre komercné vzorky krémov (+ detekované,

- nedetekované, x neanalyzované)

Primery | Primery | Primery Primery

Ozn. Testované vyrobky ITS2 Lim2F/R | LavlFR | LavimodFR
PCR| Gél | PCR | Gél | PCR | Gél | PCR | Gél
17A + + + + X X X X
Balea handcreme protect
17B + + + + X X X X
18A .. + + - - X X X X
138 Cosmos natural repairing hand protect N N - - » » » »
L9A Konopka's f mmage moist - - - - X X X X
19B onopka s 1race co age mois _ _ _ _ X X X X
20A . - - - - X X X X
0B Planeta organica natural body scrub - - N N » » » »
21A - - - - X X X X
1B N.A.E. shampoo bar - - - - » » » »
22A . - - - - X X X X
278 Naturalis sugar body scrub - - - - » » » »
23A Zl + + + + X X X X
Balea sugar scrub E
23B 2t + + + X X X X
&l + | + - -
247 Alverde skinfood Bio-limette @ X X X X
24B § + + X X X X
25A N 2 - - X | X X X
Alverde pflege-dusche bio-minze %
25B |- - - - X X X X
26A + + X X X X X X
Organic shop strawberry body scrub
26B g P y vody + + X X X X X X
27A + + X X X X X X
Organic shop strawberry body mousse
27B g P y vody + + X X X X X X
28A Y + + X X - - - -
288 Levandul'ovy krém " " - -
29A o + + X X - - - -
208 Levandul'ovy sen " " - - - - - -
30A + + X X - - - -
Herbs of Bulgaria face cream

30B g T 1+ x x| - 1 -1 - -
31A + + X X - - - -
318 Ryor hydratacny krém " " » » - - - -

4.6 Stanovenie pritomnosti alergénov metédou HPLC

Obsah alergénov v modelovych akomerénych vzorkach kozmetickych vyrobkov bol
analyzovany pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Postup merania je
opisany v kapitole 3.6.6. Tato metdda bola prevedena ako porovnanie k metéde PCR, ktorou
bola stanovovana pritomnost’ limonén syntazy. Pritomnost’ vybranych alergénov je uvedena
v Tabulke 13 a Tabul’ke 14. Ukazka grafov merania pomocu HPLC je zndzornena na Obrazku
44 a Obrazku 45. Z uvedenych vysledkov je mozné vidiet,, Ze v pripade modelovych krémov
so silicami bolo najdené pomerne vel'ké mnozstvo alergénov v porovnani s krémami s obsahom
celych rastlinnych casti.
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Obrazok 454 — Graf merania pomocou metody HPLC, vzorka modelového krému s pridavkom
Mentha Gentilis Varieta Citrata "lemon™

i'r - p-anisaldehyde

| : .
200 I[I3 - Linalool 6 - Limonene
150 | A

' - Ci A
100 2- Eugenoh il 4 - Citronellol i A e

\ i | 45 - Citral [ A N~
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min
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Obrazok 445 - Graf merania pomocou metody HPLC, vzorka komercného produktu ,,N.A.E.

shampoo bar “
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Tabulka 13 Prehlad pritomnych alergénov vo vzorkach analyzovanych pomocou metody HPLC
(1— Coumarin, 2 —6-p-anisaldehyde, 3 — Cinnamal, 4 —Lyral, 5 — Eugenol, 6 — Isoeugenol, 7 — Geraniol,
8 — Linalool, 9 — Citronellol, 10 — Citral, 11 — Methylheptine carbonate, 12 — Amylcinnamyl
alcohol, 13— Lilial, 14 — Limonene), (+ detekované, - nedetekované)

Oznacenie Vzorky krémov 1(2|3|4(5|/6|7[8|9|10|11|12|13|14
1A Silica & , . + S T I I I I I A S I B
1B ilica ¢erveny pomaranc e e
2A . . + |+ -] - 4+ -] -] -]--1-1-

Silica citronova trava
2B + |+ -] --]-]+|-|-]-|-1-1+]-
3A Sili . ) ) e o I e B e B I O I O T (R
3B 1lica mata prieporna Tl s e e e s = - 1=
4A p stova sili I N T T I (S I (S I i S B I
1B eprno-matova silica Tl e o e - - T - T=
9A - . IR R R

Pomarancova silica Spanielska

5B R -+ -] -] -]+
A e N N T S T G T O I B

6 Mandarinkova silica
6B S N I e e e e T R R
TA o I N N I e e I I B o e e N
7B Grapefruitova silica P P L P P L S
8A I o S S I I I I I I I T
3B Silica "Tangerinka L T e T
9A +| - +l+|+|-|-]-|+

Citrénova koéra
9B I N N N N e I I B e I I
10A Mentha Gentilis Varieta Citrata | Y [* |- |*[* |+ |+ [+ ][+ |+ |+ |- |- |-
10B "lemon" |-+ H || [H]|F|+ ]+ -]-]-
11A R [T R R U T I I T e e
Mentha Piperita "citaro"
11B P V- T -1
12A (R (S R R U T U T I T T I B
Mentha pycnanthemum pilosum

128 . g B O Y
18A | Mentha almira strawberry pepermint -ttt =t=t=t*l-l-1-1-1-1-
13B Y Pep A O S U
14A . , -] -] - - -] -]--1-
14B Susena levandula P R A
15A S I I N R I I I I I B N B

Levandul'ova silica
15B S I I N R I I I I I B N B
16A Susend levandula + levandulova |- [+ |- |-|-|-|+|+|-|-|-|-|-|-
16B silica S R S I N I (i T R T
17A S T R T [ T I
17B Balea handcreme protect S D S S O e e e S
18A Cosmos natural repairing hand Sl - - - - -t
18B protect S U U R R R N I S R R R P
19A , . S T O T U I I I
198 Konopka’s face commage moist o, T
20A . S S S T I e e
0B Planeta organica natural body scrub — o P O A
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Tabulka 14 Prehlad pritomnych alergénov vo vzorkach analyzovanych pomocou metédy HPLC
(1 —Coumarin, 2 — 6-p-anisaldehyde, 3 — Cinnamal, 4 — Lyral, 5 — Eugenol, 6 — Isoeugenol,
7 — Geraniol, 8—Linalool, 9 - Citronellol, 10 — Citral, 11 — Methylheptine carbonate,

12 — Amylcinnamyl alcohol, 13 — Lilial, 14 — Limonene), (+ detekované, - nedetekované)

Oznacenie Vzorky krémov 1(2|3|4(5|/6|7[8|9|10|11|12|13|14
21A I A A T T
1B N.A.E. shampoo bar P S P T O e e
22A . I e
278 Naturalis sugar body scrub P e e
23A -+ - --]--*+]-]- - - - |+
238 Balea sugar scrub P P O S O S

I N T T I R I I B i e B I
24A Alverde skinfood Bio-limette
24B R T T T S I S T O I B
25A L S I R T T S I P I R I B
5B Alverde pflege-dusche bio-minze P EEE N
26A | organic shop strawberry body scrub |t f Ll t-l-l-1-1-1*|*
6B rganic shop strawberry body scrub T T - - . [+ 4
27A Organic shop strawberry body - |+ - - o e e N
27B mousse S T R I I -
28A L B e I U I SN I I [ (U (R IR (RS [
288 Levandul'ovy krém P P O e e
29A . F A==+ -] -] -]-]-]+
208 Levandul'ovy sen o P O O O P P O S O R e
30A ) 4+ - - - -]+ F+]-]-]-]-]-|+
308 Herbs of Bulgaria face cream o P O O O P P O S O R e
31A o B o e I ™ N I i [ o (R (e
31B Ryor hydrataé¢ny krém T T e e e e

4.7 Zhrnutie vysledkov

Vysledky analyzy PCR a HPLC vzoriek modelovych a komercnych vzoriek si uvedené
v Tabulke 15, 16 a 17. V pripade vzoriek s obsahom métovej a citrusovej zlozky bola overena
pritomnost’ génu pre limonén syntazu pre modelové zmesi s pomarancovou silicou, citronovou
korou a mitou piperita citaro. Pomarancova silica je vyrdband lisovanim pomarancovej kory,
¢o vysvetl'uje pritomnost DNA vo vzorke, pritomnost’ samotného limonénu bola potvrdena
i pomocou HPLC, rovnako ako v pripade citronovej kory. Porovnanie medzi detekcie oboch
metdd v pripade tychto vzoriek nebolo z ¢asovych dovodov prevedené. V pripade modelovych
zmesi s pridavkom bylin M. pycnanthemum pilosum a M. almira strawberry pepermint nebola
potvrdend pritomnost’ génu pre limonén syntazu a nebol ndjdeny Ziaden limonén ani pomocou
metody HPLC. Nie vsetky byliny spadajice do rodu Mentha st teda schopné produkovat
limonén, ale tie, ktoré st schopné limonén produkovat’, ho obsahujtl iba vel'mi malé mnoZzstvo,
ktoré bolo mozné detekovat' iba pomocou molekuldrne biologickych metéd. V pripade
komer¢nych vzoriek stoji za zmienku Balea krém na ruky, ktory obsahoval amplifikovatel'nt
DNA aj pomocou HPLC detekovatel'né mnozstvo limonénu. To potvrdzuje tvrdenie vyrobcu,
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ze vyrobok obsahuje vytazok z Citrus Sinensis. Rovnako je mozné potvrdit’ z vysledkov PCR

pritomnost’ Citrus aurantium dulcis — prasku z kory vo vzorke Balea sugar scrub. Naopak
U ostatnych vzoriek nebola potvrdend pritomnost hladanej DNA vo vzorke, ale boli

identifikované sledované alergény pomocou HPLC, ¢o ukazuje na pridanie arém do vyrobku.

Tabulka 15 Porovnanie vysledkov analyzy PCR a HPLC pre limonén, vzorky modelovych Kozmetickych

vyrbokov (+ detekované, - nedetekované)

Primery Lim2FR HPLC
Ozn. Testované vyrobky Y - - X .
PCR Gél | Linalool | Limonén

1A Silica & , 3 - - + +

1B 111€a cerveny pomaranc N + + +

2A Silica citronové tra - - - -

7B 111ca citronova trava ] i j _

3A Sili Sta pri , + + + +

3B ilica méta prieporna S i i N N

4A N I i +
Peprno-métova silica a

4B - ] ] _ +

5A o g + + +
Pomaranc¢ova silica Spanielska S

5B > + + +
>

6A 9 - - - +
Mandarinkova silica g

6B & + + - +

A Grapefruitova sili oy - - + +
—

7B rapeiruitova silica § _ _ + +
Citronova kora e

9B g + + + +

11A 2 + + - -
Mentha Piperita "citaro" =

11B P ¥ ¥ i i

12A . - - + -

1B Mentha pycnanthemum pilosum R N R -

13A . . - - + -

138 Mentha almira strawberry pepermint - - N -
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Tabulka 16 - Porovnanie vysledkov analyzy PCR a HPLC pre limonén, vzorky modelovych Kozmetickych

vyrbokov (+ detekované, - nedetekované)

om Test ¢ irobk Primery Lim2FR HPLC
' estovane Vyrobky PCR Gél | Linalool | Limonén
17A + + + +
178 Balea handcreme protect " " " n
18A Cosmos natural repairing hand protect - - ¥ i
18B pairing p i i n n
19A Konopka's f: mmage moist - - * -
19B onopka s race co age mois _ _ T _
20A _ Zz _ } N A
0B Planeta organica natural body scrub _§ N - - "
21A & _ _ + A
1B N.A.E. shampoo bar % - - - N
22A & _ ; " A
i =
278 Naturalis sugar body scrub Q - - " N
23A Bal b + + +
238 alea sugar scru N N N
- - + +
24A Alverde skinfood Bio-limette
24B _ N A
25A . . - - + +
B Alverde pflege-dusche bio-minze - - - N
Tabulka 17 - Porovnanie vysledkov analyzy PCR a HPLC pre levandulu, vzorky modelovych a

komercnych kozmetickych vyrbokov (+ detekované, - nedetekované, x neanalyzované)

Primery | Primery Primery HPLC
Ozn. Testované vyrobky Lim2FR | LavlFR |LavlimodFR
PCR [Gél| PCR | Gél| PCR | Gél | Linalool | Limonén
14A , >+ + + + + + +
SuSena levandul’a 4
14B S + + + + + + + -
15A L = -] - - - + +
158 Levandul'ova silica § - - - - - - " n
[
16A Susena levandul’a + 3 + + + + -
16B levandul’'ova silica = + + + + -
28A s 1 X X - - - - +
288 Levandul'ovy krém | x - - - - - " -
29A g1 x | x - - - - + +
0 4 N
208 Levandul'ovy sen ; . . - - - - n n
=
30A 2 X X - - - - + +
Herbs of Bulgaria face cream
30B g |l x [ x| - [ -1 - |- ¥ ¥
31A Mox | x| - - - - + -
3B Ryor hydratacny krém » ” - - - - n -

V modelovych zmesiach s obsahom levandule bola detekovana pritomnost DNA v oboch
vzorkach s pridavkom levandule, ale nebola detekovana vo vzorke, kde bola pridana iba silica.
Vo vzorke s levandul’ovou silicou bola pomocou HPLC, oproti ostatnym dvom modelovym
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zmesiam, potvrdend aj pritomnost’ limonénu. Vo vsetkych komerénych vzorkach s pridavkom
levandule bola detekovana iba pritomnost’ alergénov pomocou HPLC, ani v jednom pripade
nebola dokazana pritomnost’ rastlinnej zlozky metodou PCR, Co tiez svedc¢i iba o pouziti
vonnych silic v tychto vzorkach.
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5 ZAVER

Bakalarska praca bola zamerand na analyzu kozmetickych vyrobkov obsahujucich prirodné
zlozky a stanovenie ich autenticity.

Bola izolovana DNA z maty, citronovej kory, levandule, kozmetickych produktov vlastnej
vyroby a komeréne dostupnych kozmetickych produktov obsahujucich zlozku zo spomenutych
rastlin. Pre izolaciu bol pouzity komercny izolacny kit EliGene pre izolaciu rastlinnej DNA.

Amplifikovatel'nost’ izolovanej DNA bola overend pomocou primerov Specifickych pre
ITS2 region rastlin. Bola amplifikovanda DNA zo vsetkych rastlinnych zloziek, aj DNA
izolovand z modelovych vzoriek krémov, s pridavkom bylinnych zloziek. Z komerénych
vzoriek sa pritomnost’ rastlinnej DNA nepotvrdila vo vzorkach ,, Dr. Konopka's Hydratacny
pletovy peeling (Face Gommage Moisturizing),“ , Alverde sprchovy gél s mdtou
a bergamotom, “ ,,N.A.E. — tuhy Sampon Equilibrio, “ ,,Planeta organica — telovy peeling C +

«

citron* a ,,Naturalis - Cukrovy telovy scrub limetka a mdta. *

Vo vsetkych ostatnych bola overena pritomnost’ rastlinnej DNA, detekované PCR produkty
mali dizku amplikonov 500 bp.

Dalej bola metoédou PCR dokazan pritomnést’ génu pre limonén syntazu,, pre dokéazanie
limonénu, ako jedeného z najviach zastipenych alergénov vo vyrobkoch s obsahom citrusov,
miéty a levandule. Pre stanovenie boli pouzité primery Lim2F/R. Velkost produktov zistena
agardzovou gélovou elektroforézou bola 122 bp. Vysledky stanovovania limonénu metédou
PCR boli porovnané s vysledkami ziskanymi metédou HPLC.

Vzorky s obsahom levandule boli stanovované pomocou dvoch primerov — LavlFR
a LavimodFR. Dosiahnuté vysledky sa v pripade oboch primerov prili§ neliSia, preto nie je
mozné urCit, ktoré z primerov su vhodnejSie pre pouzitie. Tieto primery boli pouzité aj pre
analyzu modelovych a komerénych produktov s obsahom levandule. Pre modelové produkty
bola pritomnost’ levandule potvrdend, velkost amplikonov DNA bola 155 bp pre oba primery.
Pre komer¢né vzorky sa pritomnost’ levandule nepotvrdila.

Obecne plati, Ze vo vyrobkoch, v ktorych nebola detekovana pritomnost’ rastlinnej matrice
pomocou metddy PCR, bola detekovana pritomnost’ alergénov metédou HPLC. To svedci
0 pridani rastlinnych silic do vybranych vzoriek. Ak bola detekovana rastlinnd matrica
pomocou metddy PCR, nebola detekovana pritomnost’ alergénov pomocou metédy HPLC, ¢o
svedci o pouziti rastlinnych ¢asti vo vybranych vzorkach.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

HPLC High-Performance Liquid Chromatography — vysokou¢inna kvapalinova
chromatografia

PCR Polymerase Chain Reaction — polymerazova ret'azova reakcia
PK Pozitivna kontrola

NK Nukleova kyselina

uv UltraViolet — ultrafialovy

UV/VIS  Ultrafialova a viditeI'na spektroskopia
bp base pair — pocet parov baz
8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV

A absorbancia
C koncentracia roztoku
m teplota tavenia
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9 ZOZNAM PRILOH
Priloha 1 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA z rastlin pri pouziti primerov ITS2
Priloha 2 - Analyza krivky tavenia, DNA izolovana z rastlin, primery ITS2 (Tm = 88,5 °C)
Priloha 3 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA z rastlin, primery ITS2
Priloha 4 - Analyza kriviek tavenia, DNA izolovana z rastlin, primery ITS2 (Tm = 88,1 °C)

Priloha 5 - Amplifikatné krivky izolovanej DNA z modelovych a komercnych kozmetickych
vyrobkov pri pouZiti primerov ITS2, vzorky 1A -21B

Priloha 6 - Analyza kriviek tavenia DNA izolovanej z modelovych a komerénych kozmetickych
vyrobkov, primery ITS2, vzorky 1A — 21B (Bin A: Tm = 88°C, Bin B: Tm = 82,5°C)

Priloha 7 - Amplifikatné krivky izolovanej DNA z modelovych a komercnych kozmetickych
vyrobkov pri pouziti primerov ITS2, vzorky 22A - 31B

Priloha 8 - Analyza kriviek tavenia, DNA izolovana z modelovych a komerénych kozmetickych
produktov, primery 1TS2, vzorky 22A — 31B (Bin A: Tm = 88°C, Bin B: Tm = 82°C)

Priloha 9 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA pri pouZiti primerov ITS2, vzorky DNA

modelovych a komerénych kozmetickych vyrobkov izolované zo sedimentu po centrifugacii

Priloha 10 — Analyza krivky tavenia izolovanej DNA pri pouziti primerov ITS2, vzorky DNA
modelovych a komerénych kozmetickych vyrobkov izolované zo sedimentu po centrifugacii (Bin
A Tm =88 °C, Bin B: Tm = 82 °C)

Priloha 11 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov Lim2F/R, vzorky izolovanej
DNA z levandule, uvedené v Tabul'ka 6 a Tabul'ka 8, analyza kriviek tavenia uvedena v kapitole 4.3.1.

Priloha 12 -Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov Lim2F/R, vzorky 1A az
21B, izolovana DNA z krémov. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA izolovana z kory biocitrona

Priloha 13 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouZiti primerov Lim2F/R, vzorky 22A — 31B,
izolovana DNA z krémov. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA izolovana z kory biocitrona

Priloha 14 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov LavlFR, vzorky bylin
a modelové vzorky krémov

Priloha 15 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouZiti primerov Lav1FR, vzorky komerénych
krémov

Priloha 16 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov LavlimodFR, vzorky bylin
a modelové vzorky krémov

Priloha 17 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov LavimodFR, vzorky

komercnych krémov
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10 PRiLOHY

10: biocitron 2

13: silica tangerinka 1

16: krém so silicou tangerinka 2
19: mentha lemon 1

22: mentha citaro 2

25: mentha pepermint 1

28 NK2

3: biocitron 1

12: krém so silicou tangerinka 1

15: krém s mitou lemon 2

18: krém s métou lemon (usadenina) 2
21: mentha citaro 1

24: mentha pilosum 2

27-NK1

30: NK4

201

Intenzita flucrescencie

11: krém s matou lemon 1

17 silica tangerinka 2
20: mentha lemon 2

23: mentha pilosum 1
26: mentha pepermint 2
29-NK3

— ——

D ¥ f |

23 235 24 245 25 255 26 265 27 275 28 285 29 295 30 305 31 31.5 32 325 33 335 34

Poéet cyklov

Priloha 1 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA z rastlin pri pouziti primerov ITS2

4

14: krém s matou lemon (usadenina) 1

3.5

1a)

acia
(FS]

Intenzita fluorescencie (druha denv

Teplota [°C]

Priloha 2 - Analyza krivky tavenia, DNA izolovana z rastlin, primery ITS2 (Tm = 88,5 °C)
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1: NK1

3:NK3

11: mentha citaro ¢erstva 1

13: mentha citaro €erstva 3

15: levandul'a mrazena 2

17: levandula susena 2

19: levandula cerstva - list 2

21: levandulova silica 2

25: krém + levandula susena 2

27: krém + levandula suSena + levandulova silica 2

2: NK2

4: NK4

12: mentha citaro ¢erstva 2

14: levandula mrazena 1

16: levandula suSena 1

18: levandula cerstva - ist 1

20: levandulova silica 1

24: krém + levandula susena 1

26: krém + levandul'a susena + levandulova silica 1

Pocet cyklov

28 22 30 31 32 33 3¢

Priloha 3 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA z rastlin, primery ITS2
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Priloha 4 - Analyza kriviek tavenia, DNA izolovana z rastlin, primery ITS2 (Tm = 88,1 °C)
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Priloha 5 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA z modelovych akomerénych kozmetickych

. vyrobkov pri pouziti primerov ITS2, vzorky 1A -21B
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Priloha 6 - Analyza kriviek tavenia DNA izolovanej z modelovych a komerénych kozmetickych

vyrobkov, primery ITS2, vzorky 1A — 21B (Bin A: Tm = 88°C, Bin B: Tm = 82,5°C)
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—— I:NK1 2:NK2 3:PK1 —4PK2 5227 6:22B —— 7234 —8123B
— % 24A ——10:24B ——11:25A ——12:25B 13: 26A 14:26B ——15:27A ——16:27B
17:28A 18: 28B 19:29A 20:29B 21:30A 22:30B —23:31A ——24:31B
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Priloha 7 - Amplifikaéné krivky izolovanej DNA z modelovych a komerénych kozmetickych
vyrobkov pri pouziti primerov ITS2, vzorky 22A - 31B
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Priloha 8 - Analyza kriviek tavenia, DNA izolovand z modelovych a komerénych kozmetickych
produktov, primery ITS2, vzorky 22A — 31B (Bin A: Tm = 88°C, Bin B: Tm = 82°C)
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I:NKl —2:NK2 —3:PKl 4: PK2 5:9AV —6:9BV
7:11AV —8:11BV 9:12AV —— 10: 12BV — 11: 13AV 12: 13BV
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50

451

40

351

Intenzita fluerescencie

151

101

301

251

201

o TR A T Y t ¥ t ¥ Y Y

modelovych a komerénych kozmetickych vyrobkov izolované zo sedimentu po centrifugacii
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Priloha 9 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouZiti primerov ITS2, vzorky DNA

70 75
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Priloha 10 — Analyza krivky tavenia izolovanej DNA pri pouziti primerov ITS2, vzorky DNA

modelovych a komerénych kozmetickych vyrobkov izolované zo sedimentu po centrifugacii (Bin

ATm

=88 °C, Bin B: Tm = 82 °C)
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Pocet cyklov

Priloha 11 - Amplifikaéné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov Lim2F/R, vzorky
izolovanej DNA z levandule, uvedené v Tabulka 6 a Tabulka 8, analyza kriviek tavenia uvedena
v kapitole 4.3.1.
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—— 1: negativna kontrola —— 2: negativna kontrola —— 3: pkl —4:pk2 5:1A

——6:1B 7:2A 8:2B ——9:3A —— 10:3B
— 11:4A —12:4B — 13:5A —— 14: 5B — 15:6A
— 16: 6B —17:7A — 18. 7B — 19:9A 20:9B

21: 11A 22:11B 23:12A 24:12B —25:13A
—26:13B —27:17A —28:17B 29: 18A 30: 18B
—31:19A —32:19B 33:20A 34:20B —35:21A
—36:21B

a
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21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3I1 32 33 34 35 ¥k 3 38 33 40
Pocet cyklov

Priloha 12 -Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov Lim2F/R, vzorky 1A
az 21B, izolovana DNA z krémov. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA izolovana z kory
biocitrona.
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—— 1: negativna kontrola —— 2: negativna kontrola —— 3: pki —4:pk2 5:224

—6:22B —T:23A ——8:23B —9:24A ——10:24B

—11:25A —12:25B 13:9A-V 14:9B-V — 15 11A-V
16: 11B-V — 17 12A-V ——18:12B-V —19:13A-V ——20: 13B-V
21:19A-V 22:19B-V

Intenzita fluorescencie
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Pocet cyklov

Priloha 13 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov Lim2F/R, vzorky
22A - 31B, izolovana DNA z krémov. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA izolovana z kory
biocitrona
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1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazena 2
7: Levandula suSena 2

9: Levandula Eerstva list 2
11: Levandula silica 2

————— 13: krém + Levandula silica 2

15: krém + Levandula susena 2

—— 17: krém + Levandula suSena + levandula silica 2

20

2: Negativna kontrola

4: Levandula mrazena 1
6: Levandula suSend 1

8: Levandula &erstva list 1
10: Levandula silica 1

——— 12: krém + Levandula silica 1

14: krém + Levandula suSena 1
16: krém + Levandula susena + levandula silica 1
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Priloha 14 - Amplifika¢né krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov Lav1FR, vzorky bylin
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—— | Negativna kontrola  ——2: Negativna kontrola 3: levandula susend | 4 Levandula susend 2 ——5: Levandula mrazena
—— - Levandula suSend §: 268 —0:294 —10: 298 —11: 304
——12:308 13314 14:31B
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Priloha 15 - Amplifikaéné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov LavlFR, vzorky
komercnych krémov
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1: Negativna kontrola

3: Negativna kontrola

5: Levandula mrazena 2
7: Levandula suSena 2

9: Levandula Eerstva hist 2
11: Levandula silica 2

————— 13: krém + Levandula silica 2

15: krém + Levandula susena 2

——— 17: krém + Levandula suSena + levandula silica 2
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201
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4: Levandula mrazena 1
6: Levandula susena 1

8: Levandula Eerstva list 1
10: Levandula silica 1

——— 12: krém + Levandula silica 1

14: krém + Levandula suSend 1

—— 16: krém + Levandula susena + levandula silica 1

18 20 22 24 26 28 30 32 34

Pocet cyklov

Priloha 16 - Amplifikacné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov LavlmodFR, vzorky bylin
a modelové vzorky krémov
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——— 15: Negativna kontrola =~ ——— 16: Negativna kontrola =~ —— 17: Levandula susend 1
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———21:28A ———22:28B 23:29A

24: 29B 25:30A —26: 30B
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Priloha 17 - Amplifikaéné krivky izolovanej DNA pri pouziti primerov LavimodFR, vzorky
komer¢nych krémov
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