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ABSTRAKT

Tato prace je zaméiena na detekci jablecné slozky v détskych ovocnych piikrmech. Teoreticka
Cast se zabyva samotnym plodem — jablkem; falSovanim potravin, jakozto divodem ke kontrole
slozeni a metodami, jak molekularné-biologickymi, tak instrumentalnimi, kterymi Ize falSovani
potravin prokazat. V ramci experimentalni ¢asti byly zakoupeny komeréni produkty s obsahem
jable¢ného pyré a byly piipraveny modelové smési jako repliky zakoupenych produkta.
Z téchto vzorkt byla izolovana DNA, ovéfena jeji amplifikovatelnost a po vybéru vhodnych
primert pro detekci jablka byla prokézana ptitomnost jable¢né slozky. Ze stejnych vzorki byly
ptipraveny methanolové extrakty pro HPLC postupem, ktery byl jiz diive vyuzity pro extrakci
fenolickych latek z duziny jablka [1]. Pomoci této analyzy mélo byt identifikovano jablko
V ovocnych pyré s vyuzitim floridzinu jako markeru pfitomnosti jable¢né slozky.

Vysledkem bylo zjisténi jable¢né slozky jak v komercnich vyrobcich, tak v modelovych smé-
sich pomoci qPCR. Testovana metoda extrakce fenolickych latek se vSak ukazala jako ne-
vhodna pro vyuZiti v analyze ovocnych pyré, jelikoz floridzin nebyl detekovan ani v extraktu
Z jable¢ného pyré, ani v modelovych smésich, kam toto pyré bylo piidano.

ABSTRACT

This thesis is focused on the detection of apple component in fruit-based baby food. The theo-
retical part deals with the fruit itself — the apple; food adulteration as a reason for the control
of food composition and methods, both instrumental and those of molecular biology, by which
food adulteration can be detected. In the experimental part, commercial products containing
apple puree were purchased and model mixtures were prepared as replicas of the purchased
products. DNA was isolated from these samples, its amplifiability was verified, and
the presence of the apple component was detected after the selection of suitable species-specific
primers. Methanol extracts for HPLC were prepared from the above-mentioned samples using
a procedure previously used for the extraction of phenolic substances from apple pulp [1]. Using
this analysis, apple in fruit purees was to be identified using phloridzin as a marker for the
presence of the apple component.

The result was a successful detection of the apple component in both commercial products
and model mixtures using gPCR. However, the tested method of phenolic substance extraction
proved to be unsuitable for use in the analysis of fruit purees, as phloridzin was not detected
either in the apple puree extract or in the model mixtures to which this puree was added.

KLICOVA SLOVA
Détsky piikrm, falsovani potravin, HPLC, izolace DNA, jablko, ovocné pyré, gPCR.
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Baby food, food adulteration, HPLC, DNA isolation, apple, fruit puree, gPCR.
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1. UVOD

Ackoli fal§ovani potravin neni v Ceské republice nijak ¢astym problémem, je zapotiebi prova-
dét pravidelné kontroly potravinovych produktt, aby nedoslo ke klamani spottebitele. Jedna
ze skupin komerc¢nich produkti, co byva cilem falSovani, jsou pravé ovocné vyrobky. Vzhle-
dem Kk vysoké cené n€kterych druhti ovoce na trhu dochazi k nahrazovani téchto surovin za su-
roviny levnéjsi; a to bud’ za zelirujici latky a vodu, nebo v lepSim piipadé za levné&jsi ovoce —
jablka a hrusky [2]. Specifickym produktem z ovoce jsou pravé détské piikrmy, které by mély
byt maximaln¢ sledovany a kontrolovany vzhledem k cilové skupin¢ konzumentt.

Détske piikrmy se mohou détem servirovat od 6 mésicu a Casto byvaji prvnim setkanim déti
s béznym jidlem. O to dulezit&jsi je jejich slozeni a nutriéni hodnota. Cukry a polysacharidy
Z ovoce jsou hodnotnéjSim zdrojem energie nez piidany bily cukr a skrobova plnidla. Zaroven
1 vlaknina, fenolické latky a dal$i antioxidanty z ovocnych sloZek maji pozitivni vliv na détsky
organismus [3].

V této praci je sledovana jable¢na slozka détskych ptikrm pomoci molekularné-biologic-
kych a instrumentdlnich metod, a to z divodu jejiho vyuziti k falSovani, jakoZto nejlevné;si
ovocné suroviny na trhu v nasich klimatickych podminkach. Dikaz pfitomnosti jablka byl pro-
veden dvéma metodami, a to real-time PCR a HPLC. Oba pfistupy skytaji urcité vyhody i ne-
vyhody. Jelikoz qPCR vyuziva pisobeni enzymu polymerazy, je tato metoda citliva na inhibi-
tory, kterych se v rostlinnych matricich nachazi mnoho. Naopak ptednosti je jeji rychlost
(vzorky se analyzuji soucasné), citlivost detekce a malé mnozstvi vzorku i chemikalii potieb-
nych k analyze. Mezi vyhody HPLC lze zatadit vétsi spektrum markeri (od fenolickych latek,
ptes karotenoidy aZ k aminokyselinam) narozdil od PCR, ktera vyuziva pouze DNA nebo RNA.
Naopak provedeni HPLC je zdlouhavé vzhledem k tomu, ze se vzorky analyzuji postupné a
nevyhody skytaji také nékteré nebezpecné latky, které se vyuzivaji jako mobilni faze (napf.
methanol).



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ovoce

Pojem ovoce je lehce predstavitelny, obtiznéjsi je ale jeho piesnad klasifikace. Dle vy-
hlasky ¢. 157/2003 Sh. se ovoce definuje jako: ,,jedlé plody a semena stromd, keit nebo bylin
uvadéné do ob&hu bezprostiedné po sklizni nebo po urcité dobé skladovani v syrovém stavu‘
[4]. Tato statem urcend definice stanovujici pfedevsim rozdil mezi ovocem a zeleninou vSak
neni jednoznacna. Existuji rizné druhy klasifikaci jako botanicka nebo kulinafska, a kazda se
stavi v pohledu na ovoce ¢i zeleninu jinak [5].

2.1.1. Vyznam 0VOCe ve VyZivé

Ovoce ma ve strave ¢loveéka nezastupitelny charakter. Diky jeho pfirodnimu ptivodu obsahuje
mnoho biologicky aktivnich latek. Tyto latky pusobi preventivné proti riznym neinfekénim
onemocnénim jako je rakovina, nemoci srdce, zazivacich organt, nervového systému i poruchy
latkové vymény [6; 7].

Vzhledem k nizké energetické hodnot¢ (ve srovnani s primyslové zpracovanymi produkty),
vysokému obsahu vody a vldkniny, je ovoce vybornym pomocnikem v boji proti obezité. Navic
svymi az 95 % vody pomaha hydratovat organismus. Vlaknina (a¢ se fadi mezi polysacharidy)
je pro télo nestravitelnd, tudiz napomaha k pocitu zasyceni a zaroven pii prichodu travicim
traktem Cisti stieva a podporuje vyskyt pozitivnich mikroorganismui [8; 6; 7]

Vyznamnou hodnotu maji také minerdly a vitaminy. Mezi mineralni latky patfi naptiklad
draslik (dalezity pro spravnou funkeci ledvin a pfeddvani nervovych impulsit), Zelezo (pro sprav-
nou krvetvorbu), méd’, fluor (podporuje stavbu kosti a zubil) nebo mangan [6; 7]. Vitaminy
obsahuje ovoce jak rozpustné v tucich (A, D, E, K), tak i rozpustné ve vod¢ (vitaminy
skupiny B a vitamin C). Jejich potfeba je pfedev§im v metabolickych a regulacnich d&jich a
také jsou nutnosti pro optimalni enzymovou aktivitu (napt. vitamin B1 — enzym dekarboxylaza
nebo vitamin B7 — enzym pyruvatkarboxylaza) [7; 9; 10].

Vitamin A se v ovoci nachdzi ve formé& provitaminii — karotend, které si t€lo na vitamin A
pfeméni. Obsahuji ho Zluté, oranzové az Cervené potraviny jako napiiklad merunky.
Vitamin K nalezneme jako Ki v jahodach (druhy typ — Kz syntetizuji bakterie ve stievech).
Avsak nejvyrazngjsi slozkou je vitamin C — kyselina askorbova [7; 9; 10]. Tuto kyselinu nalez-
neme hlavné v citrusovych plodech nebo bobulovitém ovoci. Napomaha organismu v odolnosti
proti infekcim, je nezbytna pro tvorbu kolagenu a podporuje vstiebavani Zeleza [11].

Nekteré vitaminy se povazuji i za antioxidanty, a to z diivodu, Ze piisobi proti volnym radi-
kalim. Tyto radikaly vznikaji v lidském organismu bud’ samovolné nebo plsobenim riiznych
vnéjsich vlivl (vystaveni znecisténému prostiedi, extrémni télesnd ndmabha...). S nekterymi ra-
dikaly si umi té€lo poradit, pokud ale dojde k pfemite vyskytu téchto reaktivnich ¢astic, dostava
se organismus do oxidacniho stresu a je oslabeny. Prave antioxidanty umi volné radikaly ne-
utralizovat a tim predchazet riznym onemocnénim (pfedevsim mutacim DNA a s nimi spoje-
nymi chorobami). Mezi antioxidanty se fadi vitaminy C, E, karotenoidy, flavonoidy
a dalsi [7; 9].



Svétova zdravotnicka organizace doporucuje konzumovat minimalné 400 g ovoce a zeleniny
denné (s pievahou zeleniny) [8; 6]. Coz odpovida zhruba napiiklad jednomu jablku, dvéma
rajcatiim a ptlce salatové okurky.

2.1.2. Ovocné vyrobky

Vzhledem k rychlé degradaci ovoce, sezonnosti a pottebé celoro¢ni konzumace se tyto potra-
viny ¢asto zpracovavaji v rizné ovocné vyrobky. Typicky marmelady, dzemy, protlaky, povi-
dla, klevely, kompoty nebo ovocné stavy. Ovoce také mize byt uchovavané susené nebo zmra-
zené. Kazdy z téchto druhti ovocnych vyrobkli mé zdkonem stanovené pozadavky na slozeni.
Napftiklad dzemy musi obsahovat minimalné 350 g ovoce v 1 kg vyrobku (existuji vyjimky
pro specialni druhy), klevely 1500 g ovoce v 1 kg vyrobku [4].

Béhem zpracovani projde ovoce Sirokym spektrem predbéznych technologickych operaci,
kdy nejprve dochazi ke sklizni, poté k Cisténi (odstranéni kontaminantt), tfidéni a odstranéni
nepozivatelnych ¢asti (pfedevsim odstopkovani) [7]. Poté uz se vyroba tidi dle typu pozadova-
ného vyrobku.

2.1.2.1. Ovocné protlaky

Ovocny protlak je charakterizovan fidkou az kaSovitou konzistenci. Musi byt vyroben z jedlé
¢asti ovoce, tedy bez slupek, jader, kiry apod. Zaroven musi byt propasirovan a ur¢itym zpu-
sobem konzervovan [4].

Proces vyroby zaina rozvarenim ovoce, na které navazuje pasirovani (prostirani). Nekdy
tento krok nahrazuje i odstranéni nepozivatelnych casti, nebot’ se zachyti na prostéracce.
Posledni fazi je konzervace, kterd mizZe byt chemicka, tepelna nebo zmrazenim. Chemickou
konzervaci se rozumi ptidavek oxidu sifi¢itého (v dnesni dobé se od n&j odstupuje, poptipade
se vyuziva pro méné jakostni vyrobky). Kvalitni protlaky jsou spise konzervovany tepelné [7].

2.1.3. Jablon domaci
Jablon domaci (Malus domestica) se fadi do tfidy Magnoliopsida — dvoudélozné, fadu
Rosales — rizotvaré, ¢eledi Rosaceae — ruzovité [12].

Puvodné jablon pochazela z Asie, odkud doputovala do stfedni Evropy. Dnes se péstuje
Vv mirném pasu téméf po celém svété. V Ceské republice péstovana jablont domaci vznikla zkii-
Zenim a $lechténim nékolika druhi [5; 8].

Tento listnaty, opadavy, otuzily, stiedné vysoky strom plodi malvice, které se nazyvaji ja-
blka. Tyto plody jsou nejvice konzumovanym ovocem v Cesku. Kromé okamzité konzumace
se jablka razné zpracovavaji, stromy maji 1 okrasné vyuziti a dievo jabloni byvé vyuzivano
k vyrobé golfovych holi nebo udiren [5; 12].

2.1.3.1. Chemické sloZeni jablka

Jablko, jako kazdé ovoce, je tvoieno piedevSim vodou. Nasleduji sacharidy (piedevSim
fruktoza, sachar6za a glukédza), které tvori Castecné i vlakninu. Tuky a bilkoviny obsahuje ja-
blko ve stopovém mnozstvi a neni dobrym zdrojem téchto zivin [13]. Pfehledné slozeni plodu
jablka je uvedeno v Tabulce 1.



Tabulka 1: Slozeni jablka (na 100 g) [13]

Latka koncentrace [g]

Voda 85,6
Sacharidy 13,8
Bilkoviny 0,3

Tuky 0,2
Vlaknina 2,4
Mineraly 0,2

vewr

organické kyseliny. Typickym zastupcem polysacharida je pektin, ktery zastava funkei vlak-
niny [14]. Do organickych kyselin se fadi naptiklad kyselina jable¢na, v niz8i koncentraci
kyselina citronova nebo salicylova [6].

Jable¢né polyfenoly zahrnuji fenolové kyseliny, dihydrochalkony a flavonoidy. Napiiklad
kyselinu chlorogenovou, kévovou, maleinovou apod. Mezi flavonoidy se tadi katechiny,
antokyany, flavonoly nebo flavanoly. Polyfenolické latky davaji jablku (zejména slupce) barvu
a chut. Témto latkdm se také pfisuzuji vyznamné zdravotni benefity zahrnujici
antioxida¢ni a antidegenerativni G¢inky [14; 15]. Mimo to ale zna¢né ztéZuji izolaci DNA, ne-
bot’ se na ni vazou a nejdou odstranit béznou extrakci [16].

Dals§imi mikronutrienty v jablku jsou pfedevsim kyselina askorbova a rizné mineraly jako
draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfor, méd, Zelezo nebo mangan (i kdyz ve stopovém
mnozstvi) [6; 13].

2.2. FalSovani potravin

Statni zemé&délska a potravinafska inspekce (coZ je kontrolni organ Ceské republiky, ktery se
mimo jiné zabyva i odhalovanim falSovanych potravin) nahlizi na falSovani takto: ,,Zakon
o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb. pojem "falSovana potravina" ¢i "falSo-
vani" pifimo nedefinuje. Podle § 10 tohoto zdkona je vSak zakazano uvadét do obéhu potraviny
klamavé oznacené. FalSovani potravinaiskych vyrobkl lze v kone¢ném disledku povazovat
pravé za klamavé oznaCovani, protoZe zakon €. 634/1992 Sb., o ochrané spotiebitele, ptimo
v § 8 tikd, Ze nikdo nesmi klamat spotiebitele, zejména uvadét nepravdivé, nedolozené, neu-
plné, neptesné, nejasné, dvojsmysiné nebo prehnané udaje anebo zamlcet udaje o skute¢nych
vlastnostech vyrobk, sluzeb ¢i urovni nakupnich podminek.* [2].

2.2.1. Metody falSovani potravin

V praxi se tedy falSovani nejcastéji provadi z ekonomickych ditvodi a to tak, ze se drazsi slozka
nahrazuje levnéjsi, ktera neni deklarovana. Typicky se tento jev vyskytuje u luxusnich produkt
jako jsou lihoviny (ptitomnost methanolu na tkor ethanolu), med (uméle pfidany cukr), ¢oko-
lada (ndhrada kakaového masla za jiné rostlinné) nebo ovocné vyrobky (cukr, zelirujici latka
nahrazuji ovocnou slozku nebo je drazsi ovocna slozka nahrazena levnéjsi) [2; 17].

DalSimi metodami je napiiklad nedodrZeni deklarovanych technologii (vyroba olejl), ne-
spravné uvedeni mista pivodu (pfedevSim u vina nebo u jistych druhli ovoce a
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zeleniny — cesnek), dale pridavek vody a aditiv (typicky fedéni ovocnych §t'av, umélé vazani
vody do ryb, rybich a masnych vyrobku) [2; 17].

2.2.2. Zpisoby detekce a kontrola vyrobki

K odhaleni falSovani se vyuziva nékolik pfistupt. Jednou z ptivodnich metod je izotopova ana-
lyza, pfi které se stanovuje pomér izotopt uhliku, vodiku, kysliku nebo dusiku pomoci hmot-
nostni spektrometrie. Timto zplsobem lze urCit pravost lihovin, masnych vyrobkii nebo
geograficky puivod rostlin a vyrobku z nich [17; 18].

Dalsim z pfistupil jsou postupy zalozené na analyze DNA. Tyto metody vyuzivaji jedinec-
nosti struktury DNA — detekce polymorfismu nebo polymerazova fetézova reakce v realném
¢ase. Vhodnym vyuzitim je identifikace pouzitych slozek masa, druhti ryze nebo ovoce [18].

Chromatografické metody naopak vyuzivaji specidlnich markera pro konkrétni druh. Instru-
mentace je u plynové nebo kapalinové chromatografie vétSinou ve spojeni s hmotnostni spek-
trometrii nebo UV-VIS detekci. Chromatografie se vyuzivaji predevsim k autentizaci potravin
— profily polyfenolickych sloucenin u rostlinnych materidld, triacylglycerolt, sterolii apod. Ty-
pickym jable¢nym markerem, ktery byva sledovan, je floridzin. Jedna se o flavonoid, ktery je
specificky pro jablka a neni v dostate¢ném mnozstvi ptitomny v jinych druzich ovoce [17; 18].

Mimo uvedené Ize vyuzit i proteomickych zplisobt (analyza aminokyselin v bilkovinach)
nebo spektroskopickych metod jako infracervena spektrometrie nebo Ramanova spektrometrie
[18].

2.3. Molekularné-biologické metody

Molekularni biologie se zabyva strukturami a mechanismy bunécnych systému. Tudiz zkouma
pfedev§im DNA, RNA a proteiny. Do metod molekularni biologie se fadi izolace nukleovych
kyselin, jejich purifikace, nasledna amplifikace, sekvenovani, klonovani apod [19].

2.3.1. DNA
Zékladem kazdé buniky je deoxyribonukleova kyselina, kterd uchovéava genetickou informaci
[20].

2.3.1.1. Struktura DNA

DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi vlakny, ktera jsou sto€ena do Sroubovice.
Jednotlivé nukleotidy jsou tvofeny fosfatem, sacharidovou sloZkou, coz je v ptipadé DNA
deoxyriboza a dusikatou bazi. Baze se vyskytuji dvojiho typu dle heterocyklu, od kterého jsou
odvozeny: purinové (kombinace pyrimidinu a imidazolu) — adenin, guanin a pyrimidinové (aro-
maticky kruh se 2 dusiky) — cytosin a thymin. Na zakladé bazi odliSujeme 4 nukleotidy, které
tvori celou dvousroubovici. Jednotlivé nukleotidy jsou pojeny kovalentni vazbou a tvoii patet
(fosfodiesterova vazba mezi deoxyriboézami). Dvé vldkna jsou propojena vodikovymi mustky,
pficemz zalezi na komplementarité jednotlivych bazi, které se snazi nalézt energeticky nejvy-
hodnéjsi konformaci. Proto se adenin vaze s thyminem — tvofi 2 vodikové mistky a guanin
s cytosinem — ty tvoii 3 vodikové mistky, jejich vazba je tudiz pevnéjsi [20; 21; 22].
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2.3.2. lzolace DNA

Prvnim krokem pied analyzou je ptiprava samotné DNA. Cilem této operace je zisk dostatec-
ného mnozstvi nukleové kyseliny v kvalité¢ vhodné pro analyzu. DNA je potieba izolovat z vy-
brané¢ho materidlu a potazmo z bun¢k, ve kterych je ulozena. Metody izolace se 1i$i v zavislosti
na pozadavcich naslednych operaci [23].

V dnesni dob¢ se pro izolaci DNA vyuzivaji pfedevSim komercné vyrabéné kity, které jsou
specializované pfimo na vybrany material a zahrnuji postupy uvedené nize [24].

2.3.2.1. Vybér materidlu

Dulezity je vhodny zdroj bunék. V idealnim ptipad¢ by se mélo jednat o mlady zdravy material.
Pokud izolujeme rostlinnou DNA, dobrym zdrojem jsou mladé listy, kde je velké mnozstvi
bun¢k a zaroven malé mnozstvi latek ztézujicich izolaci, napt. skrobu. Naopak starsi listy ob-
sahuji vysokou koncentraci tfislovin, polyfenoli nebo sekundarnich metabolitd [25].

Vhodnym skladovanim pfed samotnou izolaci zabranime aktivit¢ nékterych enzymd, které
by degradovaly samotnou DNA. Toho se dosahuje nej¢astéji pomoci zmrazeni [25].

2.3.2.2. Homogenizace tkdni a pletiv

U bunék, které obsahuji bunécnou sténu (i rostlinné buiiky), je izolace ztizena. Vyuziva se de-
gradace jak mechanické, tak enzymové [26]. RozméInéni v tekutém dusiku a rozetieni v tfence
jsou nejéast&jsimi postupy. K chemické homogenizaci se nejéastéji vyuzivaji enzymy jako
celulazy, hemicelulazy nebo pektinazy [25; 26].

2.3.2.3. Lyze buiiky

Po rozruseni bunééné stény se pokracuje ptridanim detergentl, které zpuisobuji solubilizaci
cytoplazmatické membrany [23]. Mezi silné detergenty se fadi iontové povrchoveé aktivni latky
jako laurylsiran sodny. Jemn¢&jsi metodou je vyuziti neiontového detergentu — Triton X-100
[23; 25].

V jednodus$sim ptipad€ neni zapotiebi detergentli a buitky samy popraskaji vlivem roztoku
s niz§i osmolaritou [26].

2.3.2.4. Odstranéni hrubych necistot
Pomoci centrifugace se nasledné odstrani nerozpustné bunééné zbytky [26]. Tyto nelistoty se
usadi na dn¢ zkumavky a vysledkem je odebirany supernatant [24].

2.3.3. Purifikace DNA

Jelikoz se nyni DNA nachazi v roztoku s kontaminanty jako je RNA, proteiny, polyfenoly ¢i
polysacharidy, je zapotiebi jeji precisténi [25]. Mimo jin€ je potieba zabranit i aktivité enzymil,
které by DNA rozkladaly [26].

2.3.3.1. Ochrana pied rozkladem DNA

Vzhledem K ptirozenému vyskytu enzymu v buiice dochazi ihned po rozvolnéni struktury k de-
gradaci DNA. Enzymy zplsobujici rozklad — nukleazy jsou aktivovany hofe¢natymi kationty.
Z tohoto diivodu se ptidavaji chelatacni ¢inidla jako kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA), ktera vaze dvojmocné kationty [26].
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2.3.3.2. Odstranéni proteinii a RNA

Odstranéni RNA se provadi pisobenim ribonukleazy, popiipad¢ pomoci chloridu lithného [25].
Proteiny se odstranuji rGznymi zpusoby. Modernim pfistupem jsou chemikalie jako je
dodecylsiran sodny (SDS), dithiotreitol (DTT) a 2-merkaptoethanol, které rozrusuji strukturu.
Na stejném principu pracuji i protedzy (pronaza nebo proteinaza K), které degraduji peptidovou
vazbu. Konvenéni zpisob vyuziva extrakci smési fenol-chloroform, kde tato smés tvofti orga-
nickou fazi oproti vodné fazi lyzatu. Proteiny jsou vysraZeny, koncentruji se na fazovém roz-
hrani a DNA ziistava ve vodné fazi. Od této metody se ale vzhledem k toxicité a velkym ztratam
vzorku postupné ustupuje [23; 25; 26].

2.3.3.3. Odstranéni polyfenolii

V rostlinnych materialech se nachazi mnoho polyfenolt jako jsou tiisloviny, flavonoidy nebo
terpenoidy. To vyrazné ztézuje izolaci DNA z rostlinné matrice. Pfi lyzi buné¢k totiz dochazi
k oxidaci polyfenold, které nasledné interaguji s DNA a zptsobuji jeji enzymatické hnédnuti.
K jejich odstranéni se vyuziva polyvinylpyrrolidon (PVP) a polyvinylpolypyrrolidon (PVPP),
coz jsou chemikalie, které na sebe vazi pomoci vodikovych vazeb polyfenoly, tvoii s nimi kom-
plexy, a tim snizuji jejich obsah v roztoku. Kromé téchto latek se vyuzivaji i antioxidanty typu
DTT, kyselina askorbova nebo 2-merkaptoethanol [25].

2.3.3.4. Odstranéni polysacharidii

Polysacharidy zvysuji viskozitu roztoku tim, Ze se spolu s DNA srazi, taktéz interferuji s né-
kterymi enzymy, a tudiz ¢ini DNA nevhodnou pro dal$i zpracovani. Odstraiuji se nejcastéji
ptidavkem chloridu sodného (NaCl), nebo pfidanim NaCl spolu s detergentem cetrimonium-
bromidem (CTAB). Pti nizké koncentraci soli tvoii DNA s CTAB komplex. Naopak pii vysoké
1ontové sile roztoku dochazi k tvorbé nerozpustnych komplexti s polysacharidy a DNA zlstava
Vv roztoku [25].

2.3.3.5. Adsorpce DNA na pevné fizi

K tomuto ucelu se vyuzivaji chromatografické kolonky (uloZené v centrifuga¢nich mikrozku-
mavkach), které jsou tvofeny poréznim materidlem — specialnim sklem, které tvoii kuli¢ky nebo
fritu. Pfes tento material snadno prostupuji malé molekuly, soli apod. Naopak vysokomoleku-
larni DNA je zachytavana na povrchu a nasledné se z n&j uvoliuje. K vymyti DNA z kolonky
se vyuziva snizeni iontové sily nebo pouziti jiného pufru. Produktem je poté nukleova kyselina
o vysoké Cistoté [23; 26; 27].

2.3.3.6. Srazeni DNA

Po odstranéni vSech nezadoucich latek mame vzorek, ktery je vétSinou velmi nafedény, a tudiz
je potieba ho zkoncentrovat. K tomu se nejCastéji vyuziva ethanolové srazeni. Ptidavkem
96% ethanolu a soli (pfedevs§im octanu sodného) dojde K precipitaci DNA a ¢aste¢né i piida-
nych soli. Ty se nésledné odstranuji promytim 70% ethanolem. Po odpateni alkoholovych par
se srazenina rozpousti ve vhodném pufru [23; 26; 28].

2.3.4. Skladovani DNA
Pripraveny vzorek DNA je vétSinou potieba uchovat delsi dobu. To se zajistuje pomoci nizké
teploty — DNA se uchovava pti teploté cca 4 °C. Velmi nizké teploty (mrazeni a rozmrazovani)
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DNA neprospivaji a jednoduSe se lame. Mrazeni se proto vyuziva pouze pii dlouhodobém
uchovani [23].

2.3.5. Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Ke stanoveni ¢istoty a odhadu koncentrace se nejcastéji vyuziva UV-VIS spektrometrie. Nuk-
leové kyseliny absorbuji diky purinovym a pyrimidinovym badzim nejintenzivnéji pii vlnové
délce 260 nm [26]. Dle absorbance lze nasledné vypocitat pfibliznou koncentraci DNA v roz-
toku, avSak tato metoda neni zcela pfesna. Absorbanci totiz ovliviiuji i dalsi pfitomné latky jako
je RNA nebo proteiny. Jelikoz ale bilkoviny nejvice absorbuji pti 280 nm, Ize z poméru absor-
banci méfenych pti 260/280 nm zjistit kontaminaci proteiny. V idealnim pfipadé by mél byt
pomér absorbanci 1,8. Pokud jsou hodnoty mensi, jedna se o znecisténi proteiny, a bylo by
vhodné DNA znovu purifikovat. V ptipadé vyssiho poméru absorbanci nez 1,8 se jedna o kon-
taminaci RNA [23; 25; 27].

Analyza DNA izolované z rostlinné matrice je navic ztiZzena piitomnosti polysacharidi a
polyfenolt. Z tohoto diivodu se méti absorbance i pfi 230 a 270 nm a opét se z pomértu absor-
banci (Az60/A230 @ Az60/Az70) stanovuje Cistota [25].

Absorbance []
=
n

U‘ i 1 i
200 250 300
Vinovéa délka [nm]

Obrazek 1: Absorpcni spektrum DNA (prevzato a upraveno z ref. [29])

Stanoveni koncentrace Ize v krajnim ptipad¢ provést pomoci UV-VIS spektrofotometrie, ale
DNA nesmi byt pfili§ zne¢isténa a musi mit dostate¢nou koncentraci [27]. Vhodné&jSim zpiso-
bem je fluorimetrické stanoveni. Do roztoku se pfidava fluorescen¢ni barvivo, které se vimezeti
mezi baze nukleovych kyselin. Komplex nukleové kyseliny a barviva po ozafeni UV svétlem
vykazuje fluorescenci, ktera mtze byt detekovana [23; 25].
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2.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)
Polymerazova tetézova reakce je technika molekularni biologie k amplifikaci nukleovych
kyselin. Tato metoda byla vyvinuta roku 1984 americkym biochemikem Kary Mullisem [30].

Zakladem této metody je replikace DNA. Jedna se o cyklicky opakovanou enzymovou syn-
tézu novych fetézci vybranych tsekli nukleové kyseliny. Cely proces tvoti denaturace DNA,
hybridizace (neboli dosednuti primert, annealing) a syntéza DNA (neboli elongace) [23; 27;
30].

2.4.1. Komponenty PCR

Vsechny komponenty PCR tvofi smés, ve které samotna reakce probiha. Zakladem je mole-
kula DNA, kterou chceme amplifikovat (templatova DNA) [26]. Ta je ziskana izolaci z jaké-
hokoli materidlu postupem uvedenym vyse. Voda, ktera je specialni pro PCR, doplituje objem
pro lepsi manipulaci se smési [28].

2.4.1.1. Primery

Primery neboli oligonukleotidy jsou kratké tseky DNA o znamé sekvenci, které jsou synteticky
pripravované. Jsou tvofeny zhruba 20-25 nukleotidy. Tyto tiseky musi byt specifické jen
pro urcitou oblast, kterou chceme amplifikovat. Vzdy se jedna o dva tseky, které jsou komple-
mentarni pro koncové oblasti templatové DNA [27]. Vhodnym vybé&rem primeri zajiStujeme
piesnost a tispéSnost reakce [23].

2.4.1.2. DNA-polymerdza
Enzym, ktery zprostiedkovava celou reakci, je DNA-polymeraza. Nejéastéji se vyuziva
termostabilni DNA-polymeraza, ktera byla izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus
(odtud nazev Taq-DNA-polymeraza). Tento enzym odolava vysokym teplotam, pfi kterych
DNA denaturuje [23; 27].

2.4.1.3. Deoxyribonukleotidtrifosfity (ANTP)

Aby mohla syntéza novych vlaken probihat, je zapotiebi zakladnich nukleotidd, které bude
DNA-polymeraza vazat na templatovou DNA. Tyto nukleotidy musi byt ¢tyf druhti, odpovida-
jicich nukleovym bazim — dTTP, dATP, dCTP a dGTP [27; 30].

2.4.1.4. Pufr s hoieénatymi ionty

Idealni prostiedi pro aktivitu DNA-polymerazy je pH v rozmezi 8,0-9,5. Toho je dosahovano
pomoci pufru, ktery je tvofen solemi. Jedna z ptitomnych soli je i chlorid hofe¢naty. Hofecnaté
kationty jsou dtlezité pro spravnou syntézu. Mg?* tvoti s dNTP rozpustné komplexy, které jsou
detekované DNA-polymerazou a pfipojovany na templatovou DNA [23; 28].

At se jedna o templatovou DNA, primery, DNA-polymerazu, dNTP, pufr nebo hofecnaté
ionty, vZdy je potfeba propocitat vhodnou koncentraci. Pii pfebytku nebo nedostatku nékteré
z komponent mize dochazet ke vzniku nespecifickych produkti a k chybam [23].

2.4.2, Konvenc¢ni PCR
Zakladni metodou je klasicka PCR. Proces probihd v zatfizeni nazyvaném termocykler. Tento
pfistroj umi skokové ménit teploty dle pfedem nastaveného programu [23].
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Technika PCR zacina na vysoké teploté (zhruba 95-97 °C), kdy dochazi k denaturaci DNA
neboli rozpleteni dvousroubovice na jednotliva vlakna. Tento pocatecni rozklad trva zhruba

2-5 minut. Pfi opakovanych denaturacich amplikont se vyuziva uz kratsi casové obdobi a to
zhruba 45 s [23; 26].

Dalsim krokem je hybridizace primert, pifi niz dochazi ke snizeni teploty na rozmezi
45-68 °C. Tato teplota se odviji od teploty tani primera (dano poctem pari GC — ¢im vice GC
parti, tim vyssi teplota) a délce oligonukleotidii. Pti této teploté se systém podrzi 30—60 s. Bé-
hem druh¢ faze dojde K nasednuti primert na amplifikovanou DNA [23; 26].

Tteti a posledni krok PCR je elongace. Tento proces probiha nejcastéji pii 72 °C, jelikoz se
jedna o teplotni optimum Tag-DNA-polymerazy. Elongace trva 2-3 minuty, protoze
DNA-polymeraza pfipojuje baze rychlosti zhruba 60 bazi/s [23; 26].

Tyto kroky se opakuji v jednotlivych cyklech, kdy je rist koncentrace vznikajicich fragmentt
dan exponencialné. Vysledné mnozstvi fragmenti urcuje vztah 2", kde n je pocet cykla. V praxi
se vyuziva protokol obsahujicich 15-30 cyklu, dle potieby namnozeni DNA [23; 30].

Kone¢nym produktem PCR jsou amplikony — ty odpovidaji restrikénim fragmentim DNA.
Amplikony je nasledné tieba analyzovat pomoci elektroforézy nebo jinymi zptisoby [23].

5 3

3 5
l 1. Denaturace DNA

5 3
3 5

l 2. Hybridizace primera

= L 5

l 3. Syntéza DNA
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e 3 5 -3 LR

l Opakovani krokd 1,2 a 3

5 3 5 3
3 5 3 5
5 3
3 5 3 5
3

Exponencialni rist

573 Primer
L. .. DNA polymeraza

Obrazek 2: Proces polymerazové retézové reakce (prevzato a upraveno z ref. [31])
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2.4.3. Real-time PCR

Aby nebyla zapotiebi nasledna analyza amplikonti po provedeni konvencni PCR, vyuziva se
riznych modifikaci této metody. Jednou z modifikaci je pravé real-time PCR neboli
kvantitativni PCR (qPCR).

2.4.3.1. Detekce a kvantifikace produktu

Real-time PCR umoznuje kvantifikovat mnozstvi vznikajici DNA uz v pribéhu reakce. Toho
se dosahuje pomoci fluorescenénich barviv, fluoroforti (molekuly emitujici svétlo jiné vinové
délky, nez pavodné pohltily) a specidlnich termocyklerti. Tyto pfistroje umi nejen rychle ménit
teploty, ale zaroven maji i svételny zdroj vhodny pro excitaci fluorescenéniho barviva. Vzorek
je v tomto ptipadé po kazdém cyklu ozaten svétlem, které indukuje fluorescenci a ta je zazna-
menavana detektorem [27; 30].

Jednou z moznosti je vyuziti fluorescenc¢niho barviva, které se na jednofetézcovou DNA ne-
vaze a volné v roztoku je jeho fluorescence vyrazné méné intenzivni nez pii navazéani
na dvoufetézcovou DNA. Typickym piikladem je kyaninové barvivo SYBR Green [23; 27].

Dalsi metodou je vyuziti fluorescenéné znacenych sond. Tyto sondy hybridizuji s molekulou
DNA stejné jako primery. Ve stejnou dobu nasedaji k templatové DNA mezi oba primery.
Pii pusobeni DNA-polymerazy dochazi k odbouravani sondy a navazani nukleotidt. Jakmile
se uvolni navdzana sonda do roztoku, inaktivuje se zhasec, ktery pfi vazbé s DNA pohlcoval
energii fluoroforu. Takto dojde k emisi fluorescence, ktera muize byt detekovana. Na podobném
principu fluoroforti funguji i fluorescenéné znacené primery [23; 27].

2.4.3.2. VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM)

HRM analyza je jedna z pokro¢ilych metod, ktera navazuje na real-time PCR. Princip této me-
tody je zalozen na disociaci vlaken dvousroubovice DNA. Pt zvySovani teploty dochézi k po-
ruseni vazeb a oddé€leni obou vldken od sebe. Moment, kdy je od sebe oddélena prave polovina
vlakna, se nazyva teplota tani. Teplota tdni dané konkrétni DNA zalezi na spousté faktori jako
na délce fetézce nebo na poctu GC vazeb. Téchto detaild se vyuziva k ovéteni, jestli byly vy-
tvofeny spravné amplikony. Mimo jiné lze HRM analyzu vyuZit i k identifikaci a rozliSeni
blizce pfibuznych druhd naptiklad u ovoce [32; 33].

Analyza se provadi zvySovanim teploty po dobéhnuti real-time PCR. Opét je zapotiebi vyu-
ziti fluorescen¢ni sondy, nebo 1épe barviva, které¢ budou poskytovat odezvu. Postupnym zvy-
Sovanim teploty a oddélovani vldken dochéazi k uvolnéni barviva, které bylo navazano
ve dvousroubovici, a tim padem i k poklesu intenzity fluorescence. Typicky vyuZzivana barviva
jsou Eva Green nebo SYTO-9 [32].

2.4.4. Elektroforéza

Pokud neni vyuzivéana real-time PCR, je zapotiebi produkt konven¢ni PCR analyzovat. K tomu
se bézné vyuziva elektroforéza [34]. Tato metoda je zaloZena na separaci nukleovych kyselin
Vv elektrickém poli. Jelikoz je kazdéa nukleova kyselina diky fosfatové skupiné nabita negativne,
snadno putuje v elektrickém poli k anodé¢. Podle vzdalenosti, jak daleko dana molekula DNA
doputuje, miizeme usuzovat na velikosti fragmentu, popt. na Cistotu vzorku [23; 27].

17



2.4.4.1. Gelova elektroforéza

Jednou z elektroforetickych metod je pravé gelova elektroforéza. Ta se provadi ve vhodném
nosici, ktery je tvofen pomoci polymernich organickych latek — agardza, polyakrylamid. Ob¢
latky tvofi sitovou strukturu s pory, které odpovidaji koncentraci (¢im vyssi koncentrace poly-
meru, tim mensi pory). Agar6zové gely jsou vhodnéj$i pro separaci delSich fragmenta a pti-
pravovat bez ptistupu vzduchu) a nezpolymerizovany je toxicky. Jeho hlavni vyhoda ale spo-
¢iva v rozdéleni fragmentit DNA, které se 1isi i o jediny par bazi [23; 27].
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Obrazek 3: Struktura agarozy (prevzato z ref. [23])

Do ptipraveného gelu, ktery na jedné strané obsahuje jamky, se vlozi analyzovana DNA a
zaroven délkové standardy, u kterych je znama velikost fragmentd DNA. Tento gel se umisti
do aparatury se dvéma elektrodami a je zalit vodivym pufrem. Diky vlozenému stejnosmér-
nému napéti a zaporn€ nabitym fosfatovym skupinam putuji fragmenty DNA gelem dle jejich
velikosti. Malé fragmenty DNA doputuji dal, protoze snadnéji prochazeji sitovanou strukturou.
Naopak delsi fragmenty jsou vice zadrzovany [27].

Jelikoz analyzovand DNA v gelu neni vidét, dochazi k barveni vzorkii pomoci barviv. Diive
se hojn¢ vyuzival ethidiumbromid, ktery se vyborné vaze do struktury DNA a poskytuje citlivé
vysledky. Na druhou stranu se ale jedna o karcinogen, a tak se od n¢j snazi upoustét. Alterna-
tivni barviva jsou napiiklad SYBR Green, SYBR Gold nebo Crystal Violet. Zadné z nich sice
neni tolik toxické, ale jejich nevyhodou je nizsi citlivost nebo vyssi cena [35].

Vétsinu barviv je nutné zviditelnit pomoci UV svétla, pod kterym je vidét rozdéleni frag-
menti v gelu a pfipadné Cistota vzorku. Pokud by se jednalo o degradovanou DNA, kterd je
tvofena riznymi fragmenty, projevi se jako nedefinovany pruh. Na rozdil od ¢ist¢ DNA, ktera
byva zobrazena jedinym, ostfe danym pruhem [27].

2.5. Instrumentilni analytické metody

Zcela jinym pfistupem jsou instrumentdlni analytické metody, které na rozdil od molekularné-
biologickych nevyuzivaji DNA. Jejich principy jsou zaloZeny na klasickych chemickych me-
todach. Typické instrumentalni postupy jsou separa¢ni — chromatografie, optické — spektrofo-
tometrie nebo elektrochemické — polarografie [36; 37].
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2.5.1. Chromatografie

Chromatografie je jedna ze separa¢nich metod, ktera d¢li latky na zaklad¢ jejich struktury nebo
sloZeni. Jedna se o proces, kdy je vétSinou smés rozdélena do jednotlivych frakei, poptipadé
na jednotlivé latky. K tomu je zapotiebi naslednych identifika¢nich analyz jako hmotnostni
spektrometrie, infracervené spektroskopie nebo UV-VIS spektrometrie [37].

Chromatografii existuje n¢kolik typ — plynova chromatografie, kapalinova chromatografie
nebo tenkovrstva chromatografie. VSechny tyto metody vyuzivaji principu stacionarni (nepo-
hyblivé) faze a faze mobilni. Tyto faze jsou nemisitelné a pfi pritoku mobilni faze je analyzo-
vany vzorek unaSen skrz fazi stacionarni. Dle afinity riznych frakci smési k obéma fazim, jsou
latky vice ¢i méné zadrzovany, a tim dochézi k postupné eluci. Diky tomu mohou byt latky
snadno a jednotlivé detekovany [36; 37].

2.5.1.1. Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografické technika, HPLC, se vyznacuje velmi malymi ¢asticemi, které tvoii stacio-
narni fazi. Tyto ¢astice jsou tak drobné, ze tvoii témér homogenni vypli kolony, a tudiz je
zapotiebi vysokého tlaku, aby mohlo dochazet k pritoku mobilni faze [36; 38].

Pomoci HPLC se dosahuje velmi piesnych vysledki, zvlasté pokud je vhodné zvoleny de-
tektor. TaktéZ je jeji velkou vyhodou Siroka aplikovatelnost od iontl, tepeln€ nestabilnich latek
az po latky polarni i nepolarni [38]

Samotny proces zacind u Cerpadla, které Cerpé kapalinu (mobilni fazi) ze zadsobniku. Tuto
kapalinu je zapotiebi zbavit absorbovanych molekul plynu v odplynovaéi. Mobilni faze poté
proudi skrz kolonu pomoci vysokotlakych pump. Vzorek se davkuje na kolonu pomoci davko-
vaciho kohoutu a proudi spolu s mobilni fazi skrz fazi stacionarni. Nakonec se vyuzivaji rizné
typy detektorti k zachyceni signalu [36; 37].

Chromatografie se li§i v riznych ohledech. Jednim ze zakladnich déleni HPLC je izokraticka
a gradientova eluce. Pfi izokratické eluci ma mobilni faze konstantni sloZeni, naopak
pii gradientové se jeji slozeni méni dle nastaveného programu. Dals$im rozdilem je polarita fazi.
Pokud vzorek proudi s mobilni nepolarni fazi skrz stacionarni fazi polarni, jedna se 0 chroma-
tografii s normalnimi fazemi. V opa¢ném pfipad€, kdy je mobilni faze polarni a stacionarni

vvvvvv

historicky mladsi, a proto se pojem normalni faze vyuziva trochu atypicky [38].
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Vypracovani literarni reSerse

Izolace a charakterizace DNA z vybranych ovocnych vyrobkt

Extrakce a charakterizace vybranych latek z ovocnych vyrobk pomoci instrumental-
nich metod

Vyhodnoceni a diskuse vysledki
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Rostlinny material a komer¢éni vyrobky

4.1.1. Rostlinny material

K izolaci DNA a k ptipravé modelovych smési bylo vyuzito ovoce (jablka, broskve, meruiiky,
banany, maracuja) z obchodniho fetézce. K izolaci DNA z jablka a broskve byl pouzit list.

4.1.2. Komerc¢ni vyrobky

4.1.2.1. Kubik ovocnda kapsicka — 100% husté ovocné pyré s piidavkem vitaminu C
SloZeni: protlaky z: bananu (66 %), jablka (34 %), vitamin C.

4.1.2.2. Babylove bio ovocny piikrm broskev, maracuja a jablko
Slozeni: 47 % hm. broskve, 43 % hm. jablka, 7 % hm. bandny, 3 % hm. maracujova $§tava,
antioxidant: kyselina askorbova.

4.1.2.3. Kojenecka vyZiva — Ovocna presnidavka s meruiitkami

SloZeni: merunkova dfeni (40 % hm.), voda, jable¢na dien (20 % hm.), cukr, fruktézovy sirup
(fruktoza, dextroza, maltoza), zahustovadlo: kukuficny modifikovany Skrob, regulator kyse-
losti: kyselina citronova, antioxidant: kyselina askorbova.

Obrazek 4: Analyzované komercni vyrobky

4.2. Vybaveni laboratore

4.2.1. Chemikalie
« Acetonitril CHROMASOLYV, for HPLC > 99,9 % (Honeywell Riedel-de Haén, Char-
lotte, USA)
» Agaroza pro gelovou elektroforézu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
» FastGene 100 bp DNA Marker (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Némecko)
« EDTA (Penta, Chrudim, CR)
« Ethanol (Penta, Chrudim, CR)
« GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Fremont, USA)
« Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
» Kyselina trifluoroctova 99% (Acros Organics, Geel, Belgie)
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4.3.
4.3.1.

Methanol (Penta, Chrudim, CR)

Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Némecko)
PCR H;0 (Top-Bio, Vestec, CR)

PCR loading buffer (Top-Bio, Vestec, CR)

Pektinaza z Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Primery — viz Tabulka 4 (Generi biotech, Hradec Kralové, CR a Elisabeth Pharmacon,
Brno, CR)

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, Vestec, CR)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Penta, Chrudim, CR)

. Komer¢ni kit

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

. Pristroje a pomiicky

Combi-spin FVL-2400N Mini centrifuge (Biosan, Lotyssko)

Centrifuga 2216 MK (Hermle, Némecko)

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

HPLC sestava: Dionex UltiMate 3000 series, PDA detektor VVanquish, Autosampler
Dionex UltiMate 3000, Pump UltiMate (ThermoFisher Scientific, USA), kolona
Kinetex F5, 2,6 um, 4,6 x 150 mm (Phenomenex, USA)

Laboratorni vahy KERN CM 60-2N (UNIPRO-ALPHA, CR)

Lyofilizator FreeZone Triad (Labconco, USA)

MikrovInna trouba (SENCOR, CR)

Mini inkubator 230 V (Labnet International, USA)

MS2 Minishaker Vortexer (IKA, Némecko)

NanoDrop Spectrophotometer 2000 (ThermoFisher Scientific, USA)

Pipety Discovery Comfort (HTL, Polsko)

Pipety BioPette (Labnet International, USA)

Pipety Finnpipette (ThermoFisher Scientific, USA)

Termocykler Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Nizozemi)

Transluminator Azure Biosystems ¢200 (ThermoFisher Scientific, USA)
Ultrazvukova lazen PS 02000 (POWERSONIC, Cina)

Zatizeni pro elektroforézu EasyCast (ThermoFisher Scientific, USA)

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

Pracovni postupy

Piiprava modelovych smési

Modelové smési byly ptipraveny témér jako repliky komerénich vyrobki. Ovoce (broskve, me-

ruiiky, jablka) bylo oloupédno, odpeckovéno, zbaveno jadfincli a nakrajeno na malé kousky.
Podlité vodou bylo vafeno na mirném plameni do zmé&knuti. Povafené ovoce bylo propasiro-

vano pfes sito, aby vznikl protlak [39]. Bez vafeni, pouze prostiranim byl pfipraven protlak

bananovy.

Jednotlivé protlaky byly smichany v hmotnostnim poméru dle slozeni komer¢nich vyrobkl
(viz Tabulka 2) s piidavkem ingredienci: kukufiény modifikovany $krob, cukr, voda, kyselina
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citronova (vzhledem k nemoZznosti sehnat v obchodnich fetézcich fruktézovy sirup nebo Cisty
vitamin C, nebyly do modelovych smési ptfidané). Celkové piipravené mnozstvi bylo 40 g
kazdé sméesi.

Tabulka 2: Slozeni modelovych smési

Smés jablko [g] dalsi ingredience [g]
Kubik 13,6 banan 26,4
Babylove 17,2 banan 2,8; broskev 18,8
Kojenecka vyziva 8,0 meruiika 16,0; voda 10,0; cukr 5,0; kukufi¢ny Skrob; ky-

selina citronova

4.3.2. Izolace rostlinné DNA pomoci komer¢niho Kitu
Izolace DNA byla provedena podle modifikovaného izola¢niho protokolu, ktery byl pfilozen
ke Kkitu [40]. Prvni krok protokolu byl vzdy upraven:

V piipad¢ izolace z listu jabloné bylo odvazeno 0,1 g izolovaného materialu (misto 0,05 g),
pfi izolaci z plodi ovoce 0,2 g vzorku. V piipadé izolaci z modelovych smési a komer¢nich
vyrobkl nebyl vyuzit homogeniza¢ni pisek, ale 1 g vzorku se nechal inkubovat s pektindzou
pti 37 °C 2 hodiny. Po inkubaci byly vzorky zmrazeny na —80 °C a poté byly zlyofilizovany
pfes noc.

4.3.3. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 byla stanovovana koncentrace a ¢istota DNA v izo-
lovanych vzorcich DNA. Stanoveni probihalo proti elu¢nimu pufru z komeréniho kitu, ve kte-
rém byla DNA rozpusténa. Pro samotné méteni byly vyuzity 2 ul elu¢niho pufru i méfenych
vzorki. Nasledné byla prométena absorbance v rozmezi vinové délky 220-350 nm a z hodnoty
absorbance pfi 260 nm byla ur¢ena koncentrace DNA v ng/ul. Kromé& koncentrace byla ur¢ena
i Cistota, a to z poméru absorbanci: A2e0/A2g0 & A2eo/ A230.

4.3.4. Priprava smési pro PCR

K pripravé smési byly vyuzity tyto komponenty: komer¢ni produkt SYTO-9 Master Mix obsa-
hujici hot-start Taq DNA polymerazu, ekvimolarni smés deoxynukleotidtrifosfatl a interka-
la¢ni barvivo, PCR voda ze stejné sady a pary vybranych primert. Smés byla smichana podle
poméru uvedenych v Tabulce 3.

Tabulka 3: Objemy komponent pro pripravu smési na PCR (pro jeden vzorek)

Komponenta objemy (pro 1 pl DNA) [pl] objemy (pro 5 pl DNA) [pl]
PCR voda 9,5 55
SYTO-9 12,5 12,5

Primer reverse 1,0 1,0

Primer forward 1,0 1,0
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Uvedena smés byla rozpipetovana ve sterilnim boxu do mikrozkumavek a do kazdé zku-
mavky byl ptidan 1 ul, popft. 5 ul templatové DNA. Sekvence pouzitych primera jsou uvedeny
v Tabulce 4.

Tabulka 4: Sekvence pouzitych primerii

Primer sekvence 5'—3’ Citace
S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT [41]
S3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT
FT MDP F GCCAGCGAGGTTTCAACTTCTT [42]
FT MDP R TGCCGCAGTAGTTGCTGGAATA
MdFKBP42a F TCGTCTCTTCAGGCTCGAAA [43]
MdFKBP42a R CATCTAAACTCCCTCCCGCA
MdFKBP53a F GTTGGGGTTAACGGTATGCG [43]
MdFKBP53a R ACTCAAAAGTCGGAAGCGGA
MDP F CCTCAGTTCTTCGGAATCCA [44]
MDP R CCAACTCCATCTTGACACCA
MdFKBP65a F GATGACCATCGACAGCAAGG [43]
MdFKBP65a R TGACAGATCCCAGGCTTTACA
4.3.5. PCR

Pro samotnou reakci byl vyuzit ptistroj RotorGene 6000, ktery pracoval dle pfedem nastave-
nych teplotnich profili (uvedeny v Tabulce 5).

Tabulka 5: Teplotni profily PCR

. pocatecni o e .
Pocet denaturace hybridizace zavérefna
R denaturace . R elongace
cykld DNA primeru elongace
DNA
Profil pro primery S2F, S3R (amplifikovatelnost listu z jablon¢)
35 95 °C/5 min - 52°C/30's 72 °C/45 s 72 °C/10 min
Profil pro primery S2F, S3R (amplifikovatelnost ostatnich vzork)
40 95 °C/5 min 95°C/30s 52°C/30's 72 °C/45 s 72 °C/10 min
Profil pro specifické jablecné primery pted optimalizaci
40 95 °C/3 min 95°C/10s 53°C/30s 72°C/15's 72 °C/3 min
Profil pro specifické jable¢né primery po optimalizaci
40 95 °C/3 min 95°C/10's 53°C/20 s 72 °C/30 s 72 °C/3 min
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4.3.6. Priprava agarozového gelu

Pro elektroforézu byl piipraven 1,2% agarézovy gel. Na 100 ml gelu bylo vyuzito 1,20 g
agardzy. Ta byla smichana se 100 ml 0,5x TBE pufru (Tris-baze 54 g; kyselina borita 27,5 g —
navazka rozpusténa v destilované vod¢, pridano 20 ml 0,5 M EDTA a doplnéno destilovanou
vodou na 1 litr. Pfed pouzitim 10x zfedéno destilovanou vodou na 0,5x TBE [28]).

Pfipraveny roztok byl zahiivan v mikrovlnné troubé a n¢kolikrat piiveden k varu, dokud ne-
doslo K uplnému rozpusténi agardzy. Po vychladnuti bylo pfidano fluorescencni barvivo
(10 ul GelRed, piipadné 5 pl Midori Green) a roztok byl nalit do pfedem pfipravené formy
s hiebinkem. Byly odstranény nezadouci bubliny vzduchu a gel se nechal 30 minut ztuhnout.

4.3.7. Elektroforéza

Po ztuhnuti byl vyjmut hiebinek a do jamek byly nanaSeny jednotlivé vzorky, které byly ptredem
smichany s nanasecim pufrem v poméru 5:1. Nanaseno bylo 15 pl vzorki, vzhledem k velikosti
jamek. Mimo vzorky byl do jedné jamky nanesen i délkovy standard (5 pl).

Forma byla vlozZena do elektroforetické vany, zalita 0,5x TBE pufrem a po zapojeni elektrod
byl zapnut elektricky zdroj napéti, ktery byl nastaven na 80 V a 2 hodiny. Po 2 hodinach expe-
rimentu byl gel vyfocen pod UV svétlem na transluminatoru Azure Biosystems c200.

4.3.8. Priprava extrakti pro HPLC

Extrakty pro HPLC byly pfipraveny z komer¢nich produktl 1 z jejich replik a samostatnych
protlaktl. Jednotlivé vzorky byly zmrazeny na —80 °C a poté byly zlyofilizovany pies noc.
Z lyofilizovanych vyrobkid bylo navazeno 0,25 g do zkumavek a bylo pfidano 1,25 ml
extrak¢niho ¢inidla (methanol). Vzorky byly umistény na 30 minut do ultrazvuku a poté stoceny
na centrifuze (3000 rpm/min, 10 min). Ze vzorkt byl odsan supernatant a cela extrakce se opa-
kovala jesté jednou. Oba vzniklé extrakty byly zfiltrovany pfes membranovy PTFE filtr (veli-
kost pori 0,45 um) [1].

4.3.9. HPLC

HPLC byla realizovana pomoci sestavy Dionex UltiMate 3000 series s PDA detektorem
Vanquish a kolonou Kinetex F5, (velikost ¢astic 2,6 um, rozméry 4,6 x 150 mm). Parametry
provedené chromatografie jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Parametry HPLC

Nastiik 20 pl Davkovani mobilni faze B
Mobilni faze A 0,1% kyselina trifluoroctova 0-5 min 10 %
Mobilni faze B acetonitril 5-10 min 12-25%

Pritok mobilni faze 0,4 ml/min 10-15 min 25-40 %
Teplota kolony 35°C 15-20 min 40-55 %
Doba analyzy 30 min 20-22 min 55-70 %
Eluce gradientova 22-30 min 70-10 %

Vinové délky detektoru 260, 280, 300, 680 nm
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Molekularné-biologické metody

5.1.1. lzolace a spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA z ovoce
Izolaci dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.2 byly ziskany vzorky DNA z jablka, broskve a
maracuji. U vyizolované DNA byla stanovena koncentrace a ¢istota (postup uvedeny v kapitole

4.3.3). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Vysledky méreni koncentrace a cistoty DNA z ovoce

Druh ovoce c [ng/pl] Aaze0i280 [] Aazs0230 []
1 47,4 2,01 1,30
Jablko 2 49,9 1,92 1,26
3 48,9 1,96 1,27

Pramér 48,7+ 1,3 1,96 +£ 0,05 1,28+ 0,02
1 7,2 2,15 0,85
Broskev 2 6,9 2,11 0,96
3 7,1 2,06 0,78

Priamér 7,1+0,2 2,11+ 0,05 0,86 + 0,09
1 5,6 2,53 0,33
Maracuja 2 6,2 2,21 0,32
3 5,2 2,57 0,31

Priamér 5,7+0,50 2,44+ 0,20 0,32+0,01

DNA z jable¢ného listu dosahuje koncentrace 48,7 + 1,3 ng/ul. Jelikoz pomér A2sor280 ma
hodnotu blizkou 2,0, namétena hodnota koncentrace je ziejmé nadsazena kvili pfitomnosti
RNA. Izolovana DNA také vykazuje kontaminaci fenolickymi latkami ¢i zbytky ¢inidel z izo-
lacniho kitu a zaroven znecisténi polysacharidy, coz je u izolace z listu pochopitelné (hodnota
pom¢éru absorbanci A2eo/230 je nizsi nez 1,8) [25; 45].

Koncentrace DNA z listt broskve (7,1 + 0,2 ng/ul) a z plodu maracuji (5,7 + 0,50 ng/ul) je
pfiblizn¢ desetkrat niz$i nez koncentrace DNA z listu jablka. Pomér absorbanci Azeo2g0 znaci
piitomnost RNA, pomér absorbanci A2eo/230 vyznamnou kontaminaci polysacharidy a polyfe-
noly [25]. JelikoZz se jedna o izolaci z duziny nezralého plodu a listu, pfitomnost polyfenolii a
polysacharidi je pochopitelna [46].

5.1.2. Ovéreni amplifikovatelnosti DNA z listii a duziny ovoce pomoci PCR

Pro ovéteni amplifikovatelnosti DNA byla pfipravena reakéni smés dle postupu v kapitole
4.3.4. Jelikoz se jednalo o vzorky s koncentraci DNA v fadech desitek, popt. jednotek ng/ul,
byl pipetovan pouze 1 pl DNA a byly vyuzity primery S2F a S3R. Pouzity teplotni profil je
uvedeny v Tabulce 5.

Pro ilustraci jsou uvedeny amplifika¢ni kiivky (Obrazek 5) a kiivky tani (Obrazek 6)
pro vzorky broskve, dalsi grafy jsou uvedeny v pfiloze.
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Obrazek 5. Amplifikacni kiivky DNA izolované z listu broskve s pozitivni (PK) a negativni (NK) kontro-
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Obrazek 6: Krivky tani DNA izolované z listu broskve

Z Obrazku 5 lze vidét, ze od 18 cyklu byla zachycena fluorescence a vzorky byly tspésné
zamplifikovany. Mirné€ rostouci negativni kontrolu lze vysvétlit tvorbou dimeri primert pii jiné
teploté, nez vznikaly specifické produkty, jak je patrné z Obrazku 6. Ktivky tani broskvovych
vzorki jsou shodné a zaroven peak pii 93,5 °C je stejny jako u pozitivni kontroly. Jelikoz byla
DNA z ovoce amplifikovatelna, byla vyuzita v dalSich analyzach.
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5.1.3. Vybér primeri pro diikaz pritomnosti jablka v ovocnych pyré

Pro ovéfeni pfitomnosti jablka v ovocnych pyré bylo vybrano pét paru primeru (viz Tabulka 4)
a poté byla pomoci qPCR ovéiena jejich funkénost S DNA z listu jablka, u niz byla ovéfena
amplifikovatelnost (kapitola 5.1.2). Nasledné byl optimalizovan teplotni profil PCR a byla ové-
fena specifita primerd. U vybranych parti primert bylo dale pokracovano se stanovenim jejich
citlivosti.

5.1.3.1. Test funkcnosti primerit specifickych pro jablko

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.4 byly pfipraveny PCR smési (pro 1 pul DNA z jablka)
S péti riznymi pary primert uvedenymi v Tabulce 4. Teplotni profil je uvedeny v Tabulce 5 a
v tomto pripad¢ byl pievzat od Dong et al. beze zmén [43].
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Obrazek 7. Amplifikacni krivky DNA izolované z jablka s péti riiznymi pdry primeru
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dF/dT

Teplota [°C]

—FT MDP_1 —FT MDP_2 —NK1 — MdFKBP42a_1 — MdFKBP42a_2 —NK2 — MdFKBP53a_1
— MdFKBP53a_2 — NK3 —MDP_1 —MDP_2 —NK4 MdFKBP65a_1 MdFKBP65a_2
—NK5

Obrazek 8: Krivky tani DNA izolované 7 jablka s péti riznymi pary primerii

Amplifikaéni kiivky na Obrazku 7 ukazuji, Ze u ¢ty z péti part primert doslo k amplifikaci
DNA. Vyjimka jsou primery MdFKBP53a. Z kiivek tani na Obrazku 10 mtizeme usoudit, ze
ostatni primery (FT MDP, MdFKBP42a, MDP a MdFKBP65a) tvoii specifické produkty, a
proto bylo s témito primery pokracovano Vv dalsich analyzach.

5.1.3.2. Optimalizace teplotniho profilu PCR pro primery specifické pro jablko

Pro ¢tyfi pary primeri vybrané v predchozi kapitole byly ptipraveny PCR smési dle kapi-
toly 4.3.4 a teplotni profil byl optimalizovan (uveden v Tabulce 5). Reakce opét probihalas 1 pl
DNA z jablka.
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Obrazek 9: Amplifikacni kiivky DNA izolované 7 jablka se ctyrmi riznymi pary primerii
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Teplota [°C]
—FT MDP_1 —FT MDP_2 —NK1 — MdFKBP42a_1 — MdFKBP42a_2 — NK2 —MDP_1
—MDP_2 —NK3 MdJFKBP65a_1 MdFKBP65a_2 — NK4

Obrazek 10: Krivky tani DNA izolované Z jablka se ¢tyrmi riiznymi pary primerii

Z amplifikac¢nich kiivek (Obrazek 9) 1 kiivek tani (Obrazek 10) je patrné, ze ve vSech PCR
reakcich vznikly specifické amplikony. Vysvétleni zdanlivé amplifikace negativnich kontrol
Ize vyvodit z grafu na Obrazku 10. Ze tvaru kiivek tani odpovidajicich negativnim kontrolam
je patrné, ze zde vznikly pouze dimery primert, jelikoz jejich peaky jsou Vv jiné oblasti nez
u vzorkll. Vzhledem k niz§im peakiim (a tudiz mensimu mnozstvi specifického produktu)
u vzorkt s primery MDP byly pro dalsi analyzu vyuzity pouze primery FT MDP, MdFKP42a
a MdFKBP65a.
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5.1.3.3. Ovéieni specifity primerii FT MDP; MdFKBP42a; MdFKBP65a
S primery FT MDP, MdFKBP42a a MdFKBP65a byly ptipraveny PCR smési, do kterych byla
namisto DNA z jablka pfidana DNA z ovocnych druht deklarovanych na obalu komer¢nich
vyrobku. Opét byl vyuzit postup uvedeny v kapitole 4.3.4, pipetovan 1 ul DNA a reakce probi-
hala podle optimalizovaného teplotniho profilu, ktery je uvedeny Tabulce 5.
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—PK1 (jablko) —PK2 (jablko) — NK1 —NK2 Broskev1 Broskev2 Banan1 Banan2
Merurikal Merurika2 —Maracujal —Maracuja2 —PK1 (jablko) —PK2 (jablko) —NK1 —NK2
Broskev1 Broskev2 Banan1 Banan2 Merurikal Meruika2 —Maracujal — Maracuja2
—PK1 (jablko) —PK2 (jablko) — NK1 —NK2

Obrazek 11: Amplifikacni krivky pro ovoce v komercnich vyrobcich a pary primeri MdFKBP42a (prv-
nich 12 vzorkii — vodorovné, zleva doprava), FT MDP (13.-24. vzorek) a MdAFKBP65a (poslednich 12

vzorkit)
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Obrazek 12: Krivky tani pro ovoce v komercnich vyrobcich a pdry primeri MdFKBP42a (prvnich 12
vzorkit — vodorovné, zleva doprava), FT MDP (13.-24. vzorek) a MAFKBP65a (poslednich 12 vzorkii)

Pro vétsi nazornost jsou prilozeny detailni vyiezy z Obrazka 11 a 12.

————]

/"—'\\

24 26 28 30 32 34 36 38 40 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90

Obrdzky 13 a 14: Amplifikacni kiivky (vievo) a kifivky tani (vpravo) pro par primeris MdFKBP42a

Detailni vytezy (Obrazky 13 a 14) ukazuji, Ze se amplifikovala pouze pozitivni kontrola DNA
jablka. Na kiivkach tani odpovidajicich vzorkim s ostatnimi druhy ovoce a negativnim kontro-

lam jsou vidét pouze dimery primert.
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Obrdzky 15 a 16: Amplifikacni kiivky (vievo) a kifivky tdani (vpravo) pro par primerii FT MDP

Primery FT MDP se ukazuji jako nedostate¢n¢ specifické, jelikoz dochazelo ke vzniku pro-
duktl se stejnou teplotou tani a stejnou velikosti jako u pozitivni kontroly u vSech vzorki
s ostatnimi druhy ovoce (viz Obrazky 15, 16 a 19).

24 26 o8 30 32 34 36 38 40J 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90

Obrazky 17 a 18: Amplifikacni kiiivky (vievo) a kiiivky tani (vpravo) pro par primeri MdFKBP65a

V ptipadé primeri MdFKBP65a byl vznik specifickych produktii pozorovan pouze v pozi-
tivnich kontrolach (PCR smési s DNA jablka). Na Obrazku 17 je vidét zdanliva amplifikace i
u vzorkl obsahujicich DNA z broskve, banadnu, meruiikky a maracuji, avSak vyiez kiivek tani
(Obrazek 18) ukazuje, ze se jedna o dimery primerti (stejny peak tvofi i negativni kontroly a
specificky produkt vznikly v pozitivnich kontrolach ma odliSnou teplotu tani).

Pro potvrzeni spravné interpretace vysledku PCR byla provedena elektroforéza na agardzo-
vém gelu (postupy uvedené v kapitolach 4.3.6 a 4.3.7).
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Obrazek 19: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR — ovéreni specifity

Tabulka 8: Legenda k elektroforéze na Obrazku 19 (- nedetekovdno, + detekovino)

Béh vzorek specificky Béh vzorek specificky
produkt produkt
primer MdFKBP42a 19 Meruiikal
1 Broskevl - 20 Merunka?2 +
2 Broskev2 - 21 PK1 +
3 Bananl - 22 PK2 +
4 Banan2 - 23 NK1 -
5 Maracujal - 24 NK2 —
6 Maracuja2 - primer MdFKBP65a
7 Merunkal - 25 Broskevl -
8 Merunka? - 26 Broskev2 -
9 PK1 27 Bananl -
10 PK2 28 Banan2 —
11 NK1 - 29 Maracujal -
12 NK2 — 30 Maracuja2 —
primer FT MDP 31 Meruiikal -
13 Broskevl - 32 Merunka?2 -
14 Broskev2 33 PK1
15 Bananl 34 PK2
16 Banan2 35 NK1 -
17 Maracujal 36 NK2 —
18 Maracuja2 37 DNA standard —
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Ze zaznamu elektroforézy (Obrazek 19) plyne, ze primery MdFKBP42a byly dostate¢né
specifické. Specifické produkty byly detekovany pouze v bézich ¢. 9 a 10, kde se jedna o pozi-
tivni kontroly. Jinak je tomu u primera FT MDP, kde byly detekovany specifické produkty
0 velikosti pfiblizné 200 bp jak u pozitivni kontroly, tak u vétSiny vzorkl s rGznymi druhy
ovoce (viz Tabulka 8). U primerd MdFKBP65a byl detekovan specificky produkt opét pouze
u pozitivni kontroly, a to o velikosti 120 bp. U ostatnich vzorki jsou pak viditelné pouze dimery
primert (stejné jako u ktivek tani na Obrazku 18).

Vzhledem k nedostate¢né specifité¢ primera FT MDP, byly pro dalsi analyzy vyuzity pouze
primery MdFKBP42a a MdFKBP65a.

5.1.4. Stanoveni citlivosti

Pro stanoveni citlivosti primert MdAFKBP42a a MAFKBP65a byla nafedéna DNA z jablka az
na 1 pg/ul desitkovym fedénim. Smési na PCR byly pfipraveny podle postupu v kapitole 4.3.4
(pro 1 ul DNA). Teplotni profil byl vyuzit optimalizovany (viz Tabulka 5).

5.1.4.1. Citlivost primeri MdFKBP42a
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Obrazek 20: Amplifikacni kriivky Fedénych vzorkii DNA z jablka s primery MdFKBP42a
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Teplota [°C]
——DNA:10 ngful_1 ——DNA:10 ng/ul_2 ——DNA:1 ng/ul_1 ——DNA:1 ng/ul_2
——DNA:100 pg/ul_1 ——DNA:100 pg/ul_2 DNA:10 pg/ul_1 DNA:10 pg/ul_2
——DNA:1 pg/ul_1 ——DNA:1 pg/ul_2 —PK1 (jablko 48,7 ng/ul) —— PK2 (jablko 48,7 ng/ul)
—NK1 —NK2

Obrazek 21: Krivky tani Fedénych vzorkit DNA z jablka s primery MdFKBP42a

Z ktivek na Obrazku 20 je patrna postupna amplifikace DNA u vSech vzorku. Z k¥ivek tani
(Obrazek 21) je patrné, ze specificky produkt byl detekovan ve vSech vzorcich a nejmensi
mnozstvi DNA detekované pomoci primert MdFKBP42a bylo 1 pg.

Pro potvrzeni vysledku PCR byla provedena elektroforéza (viz 4.3.6 a 4.3.7).

11 12 13 14 15

Obrazek 22: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR — ovéreni citlivosti primerii MdFKBP42a
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Tabulka 9: Legenda k elektroforéze na Obrdzku 22

Béh vzorek specificky Béh vzorek specificky
produkt produkt
1 DNA standard - 9 DNA 10 pg/ul_1 +
2 NK2 - 10 DNA 100 pg/ul_2 +
3 NK1 - 11 DNA 100 pg/ul_1 +
4 PK2 + 12 DNA 1 ng/ul_2 +
5 PK1 + 13 DNA 1 ng/ul_1 +
6 DNA 1 pg/ul_2 + 14 DNA 10 ng/ul_2 +
7 DNA 1 pg/ul_1 + 15 DNA 10 ng/ul_1 +
8 DNA 10 pg/ul_2 + - - -

Na gelu (Obrazek 22) lze pozorovat vytvoreni specifickych produktl ve vSech vzorcich.
Bandy odpovidajici specifickym produktiim jsou nejintenzivnéjsi v ptipadé pozitivnich kontrol
(koncentrace 48,7 ng/ul), podobnou intenzitu maji i bandy ve vzorcich, které obsahovaly 10 ng
templatové DNA. U ostatnich vzorki se intenzita band odpovidajicich specifickym produk-
tim snizuje s klesajicim mnozstvim templatové DNA pouzité k amplifikaci. Za v§emi vzorky

(vCetné negativnich kontrol) jsou patrné také dimery primerd, které jsou vidét i na Obrazku 21

pfi teploté 78,5 °C.
5.1.4.2. Citlivost primeri MdFKBP65a
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Obrazek 23: Amplifikacni krivky redénych vzorkii DNA z jablka s primery MdFKBP65a

37



52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 8 8 90 92 94 96 98 100

Teplota [°C]
——DNA:10 ngful_1 ——DNA:10 ng/ul_2 ——DNA:1 ng/ul_1 ——DNA:1 ng/ul_2
——DNA:100 pg/ul_1 ——DNA:100 pg/ul_2 DNA:10 pg/ul_1 DNA:10 pg/ul_2
——DNA:1 pg/ul_1 ——DNA:1 pg/ul_2 —PK1 (jablko 48,7 ng/ul) —— PK2 (jablko 48,7 ng/ul)
—NK1 —NK2

Obrazek 24: Krivky tani Fedénych vzorkit DNA z jablka s primery MdFKBP65a

Podle tvaru amplifika¢nich kiivek na Obrazku 23 by bylo mozné usoudit, Ze primery
MdFKBP65a jsou citlivéjsi nez primery MdFKBP42a, avsak pii pohledu na kiivky tani na Ob-
razek 24 je patrné, ze peaky pozitivnich kontrol maji jinou teplotu tani nez peaky u vzorku
S nejniz§imi mnozstvimi templatové DNA (pomocna osa pii teploté¢ 80,5 °C). Ktivky tani
vzorkd, které obsahovaly 100 pg templatové DNA nebo mén¢, maji stejny tvar jako kiivky tani
negativnich kontrol, a byly v nich detekovany pouze dimery primert.

Pro potvrzeni této interpretace byla provedena elektroforéza (postupy uvedené v kapitolach
4.3.6a4.3.7).
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Obrazek 25: Agarézova gelova elektroforéza produktit PCR — ovéreni citlivosti primeri MAFKBP65a
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Tabulka 10: Legenda k elektroforéze na Obrdzku 25

Béh vzorek specificky Béh vzorek specificky
produkt produkt
1 DNA standard - 9 DNA 10 pg/ul_1 -
2 NK2 - 10 DNA 100 pg/ul_2 -
3 NK1 - 11 DNA 100 pg/ul_1 -
4 PK2 + 12 DNA 1 ng/ul_2 +
5 PK1 + 13 DNA 1 ng/ul_1 +
6 DNA 1 pg/ul_2 - 14 DNA 10 ng/ul_2 +
7 DNA 1 pg/ul_1 - 15 DNA 10 ng/ul_1 +
8 DNA 10 pg/ul_2 - - — -

Vysledek elektroforézy (Obrazek 25) potvrzuje interpretaci kiivek tani. Viditelné bandy spe-
cifickych produktt jsou detekovatelné pouze u pozitivnich kontrol a vzorkd s mnozstvim tem-
platové DNA nad 100 pg.

Citlivost primert MdFKBP65a byla nizsi nez citlivost primerdi MdFKBP42a. Na zékladé
tohoto vysledku byly jako nejvhodné&jsi pro diikaz ptitomnosti jable¢né slozky v ovocnych pyré
zvoleny primery MdFKBP42a.

5.1.5. lzolace a spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA z komerc¢nich
vyrobkii

Izolace DNA byla provedena z lyofilizovanych vzorki téi komerénich vyrobka (postup uveden

v kapitole 4.3.2) a nasledné byla spektrofotometricky stanovena koncentrace a ¢istota DNA

(postup v kapitole 4.3.3). Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 11.

Tabulka 11: Vysledky méreni koncentrace a Cistoty DNA z komercnich vyrobkii

Prikrm c [ng/pl] Azs0/280 [] Assoi230 []
14 1,02 0,19
Kubik 1,6 1,14 0,19
1,4 0,99 0,19

Primér 15+0,1 1,05+ 0,08 0,19+ 0,00
1,3 0,93 0,24
Babylove 14 0,76 0,23
1,3 0,92 0,23

Primér 1,3+0,1 0,87 +0,10 0,23+0,01
1,2 0,79 0,12
Kojenecka 1,2 0,87 0,12
1,1 0,83 0,11

Primér 1,2+0,1 0,83 +£0,04 0,12 +0,01
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Obrazek 26: Absorpcni spektrum DNA z komercnich vyrobki

Stanovené koncentrace DNA z komer¢nich vyrobki jsou velmi nizké. U vsech vzorkl vy-
chazi koncentrace mirné ptes 1 ng/ul (viz Tabulka 11). Zaroven i hodnoty poméra absorbanci
Azs01280 @ A260/230 jSOU vzdalené od optimalni hodnoty 1,8. Niz§i hodnoty u poméru Azeozgo Na-
znacuji zne€isténi proteiny, u poméru Azeo230 piitomnost polysacharidii a polyfenola [25].

Nizkou koncentraci DNA doklada i graf na Obrazku 26, ve kterém neni patrné absorp¢ni
maximum pfi vinové délce 260 nm.

5.1.6. Ovéreni amplifikovatelnosti DNA z komerc¢nich vyrobki pomoci qPCR
Pro ovéteni amplifikovatelnosti DNA byla pfipravena smés na PCR s primery S2F, S3R pro ob-
jem 5 pl DNA (viz kapitola 4.3.4). Vyuzity teplotni profil je uveden v Tabulce 5.

40



110

100
90 : /
80
70
60

50

Fluorescence

40

30

20

10

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 33 38 40
Pocet cykll
— Kubik1 — Kubik2 —— Babylove1 — Babylove2 Kojeneckal
Kojenecka2 —PK1 (jablko 1 ng/ul) —PK2 {jablko 1 ng/ul) —NK

Obrazek 27: Amplifikacni kiiivky vzorki komercnich vyrobki
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Teplota [°C]

——Kubik1 —— Kubik2 ——Babylove1 ——Babylove2 ——Kojeneckal
—— Kojenecka?2 ——PK1 (ablko 1 ng/ul) ——PK2 (jablko 1 ng/ul) —NK

Obrazek 28: Krivky tani vzorkii komercnich vyrobkii

Z tvaru kiivek na Obrazku 27 by se dalo usoudit, ze pii amplifikaci DNA izolované z ko-
merc¢nich vyrobkd nedochazelo k inhibici amplifikace, nicméné na Obrazku 28 muzeme vidét
pfedev§im dimery primerti. Specifické produkty najdeme na kiivkach pozitivnich kontrol
pfi teplotach 89 a 95 °C (DNA z jablka tvoii dva peaky). Malé mnozstvi specifickych produkta
u vzorki obsahujicich DNA z komer¢nich vyrobki bylo detekovano pii 89 °C.

Pro ovéteni vysledku byla provedena elektroforéza (viz kapitola 4.3.6 a 4.3.7).
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Obrazek 29: Agarozova Qelova elektroforéza produktit PCR — overeni amplifikovatelnosti komercnich
vyrobki

Tabulka 12: Legenda k elektroforéze na Obrdzku 29

Béh vzorek specificky Béh vzorek specificky
produkt produkt
1 DNA standard - 7 Kubikl +
2 NK2 - 8 Kojenecka vyziva2 +
3 NK1 - 9 Kojenecka vyzival +
4 PK2 + 10 Babylove2 +
5 PK1 + 11 Babylovel +
6 Kubik2 + — - -

Na snimku agar6zového gelu (Obrazek 29) lze pozorovat v oblasti 500 bp specifické pro-
dukty pozitivnich kontrol v bézich €. 4 a 5. Méné& intenzivni bandy tvofi 1 jednotlivé komer¢ni
vzorky v nasledujicich bézich. Naopak v bézich negativnich kontrol miizeme detekovat pouze
dimery primerd, které se nachazeji i u komer¢nich vzorki a pozitivnich kontrol.

5.1.7. lzolace a spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA z domacich
pyré a modelovych smési

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.1 byly pfipraveny repliky komer¢nich pyré, ze kterych

byla vyizolovana DNA (viz kapitola 4.3.2). Nasledn¢ bylo provedeno spektrofotometrické sta-

noveni jeji koncentrace a ¢istoty dle postupu v kapitole 4.3.3. Vysledky stanoveni jsou uvedeny

v Tabulce 13, piesnéjsi informace o kvalité DNA lze vy¢ist z pfilozeného absorp¢niho spektra
(Obrazek 30).
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Tabulka 13: Vysledky méreni koncentrace a cistoty DNA z domdcich pyré a modelovych smési

Pyré/replika C [ng/ HI] A60/280 [] Aos01230 []
1 13 0,97 0,19
Jablko 2 3,1 1,14 0,31
3 2,1 1,20 0,25

Primér 2,2+0,9 1,10+ 0,12 0,25+ 0,06
1 2,1 1,54 0,32
Broskev 2 1,8 1,79 0,25
3 1,6 1,52 0,24

Primér 1,8+0,3 1,62 +0,15 0,27 +£0,04
1 6,4 1,79 0,74
Banan 2 6,7 1,69 0,83
3 7,2 1,55 0,77

Primér 6,8+0/4 1,68 £0,12 0,78 + 0,05
1 15 1,29 0,48
Merurika 2 13 1,53 0,44
3 1,0 1,71 0,55

Primér 1,3+0,3 151+0,21 0,49 + 0,06
1 5,8 1,39 0,33
Kubik 2 6,0 1,35 0,33
3 5,8 1,38 0,32

Primér 59+01 1,37 £0,02 0,33+0,01
1 1,7 1,48 0,21
Babylove 2 2,1 1,38 0,25
3 15 1,18 0,19

Primér 18+0,3 1,35+£0,15 0,22 +£0,03
1 9,6 1,07 0,23
Kojenecka 2 74 0,88 0,21
3 6,2 0,85 0,19

Primér 7,717 0,93+0,12 0,21 +0,02
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Obrazek 30: Absorpcni spektrum DNA z domacich pyré a modelovych smeési

Z Tabulky 13 mizeme usoudit, Ze nejvétsi koncentrace DNA se podafilo ziskat
z bananového pyré — 6,8 + 0,4 ng/ul, repliky komeréniho vyrobku Kubik — 5,9 + 0,1 ng/ul a
repliky Kojenecké vyzivy — 7,7 £ 1,7 ng/ul. Znecisténi 1ze opét vidét na hodnotach poméra
absorbanci A2eo/0230, které znac¢i pfitomnost polysacharidi a polyfenoli [25].

Vyssi hodnota koncentrace DNA z bananového pyré je pravdépodobné dana zplisobem pfi-
pravy protlaku z bananu, ktery vzhledem ke své konzistenci nebyl povaien, a tudiz nedoslo
k degradaci DNA. Tomu odpovida i vyssi koncentrace DNA z repliky Kubiku, ve které bylo
bananové pyré zastoupeno z 66 %. Hodnota koncentrace DNA z repliky Kojenecké vyzivy je
ovlivnéna taktéz sloZzenim, a to pravdépodobné piidavkem kukufi¢ného Skrobu, ktery jako
polysacharid (a tim padem tézko odstranitelna kontaminujici latka — kapitola 2.3.3.4) mohl byt
izolovan spole¢né s DNA a pfi spektrofotometrickém stanoveni koncentrace této DNA mohl
nadsadit naméfenou hodnotu.

Ov¢tit hodnoty koncentraci miizeme z grafu (Obrazek 30), kde je vidét nizky peak s maxi-
mem pii vinové délce 260 nm na kiivce bananu a repliky Kubiku. Vysoka hodnota v oblasti
230 nm u repliky Kojenecké vyzivy naopak ukazuje znecisténi polysacharidy [45].

5.1.8. Ovéreni amplifikovatelnosti DNA z doméacich pyré a modelovych smési pomoci
gPCR

Amplifikovatelnost byla ovéfena pomoci primert S2F a S3R s 5 ul DNA (viz kapitola 4.3.4) a

teplotniho profilu uvedeného v Tabulce 5.
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Obrazek 31: Amplifikacni kiivky vzorkit modelovych smési a domdacich pyré
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Obrdazek 32: Krivky tani vzorkit modelovych smési a domdcich pyré

Z kiivek (Obrazek 31) pro banan a repliku Kubiku lze vidét zacatek amplifikace jiz
od 13. cyklu PCR, nasledné se amplifikuje i DNA z repliky ptikrmu Babylove, ktera obsahuje
taktéz bananové pyré (7 %). Kiivky tani (Obrazek 32) dokladaji ptitomnost specifickych
produktii u vzorku bananu, repliky Kubiku a repliky Babylove. Ostatni vzroky tvoftily pouze
dimery primeri ve stejné oblasti jako negativni kontroly.

K oveteni vysledku reakce PCR byla provedena elektroforéza (viz kapitoly 4.3.6 a2 4.3.7).
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Obrazek 33: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR — overeni amplifikovatelnosti modelovych
smesi a domdcich pyré

Tabulka 14: Legenda k elektroforéze na Obrazku 33

Béh vzorek specificky Béh vzorek specificky
produkt produkt

1 DNA standard - 11 Babylovel +

2 NK2 - 12 Merunka2 -

3 NK1 - 13 Merurkal -

4 PK2 + 14 Jablko2 —

5 PK1 + 15 Jablkol —

6 Kubik2 + 16 Banan2

7 Kubik1 + 17 Bananl

8 Kojenecka vyziva2 - 18 Broskev2 -

9 Kojenecka vyzival - 19 Broskevl —
10 Babylove2 + — — —

Na Obrazku 33 muzeme vidét v bézich €. 4 a 5 bandy o slabé intenzité (pozitivni kontroly),
jejichz velikost byla ptiblizn¢ 500 bp. Bandy stejné velikosti byly detekovany i u vzorka replik
Kubiku (béhy €. 6 a 7), replik Babylove (béhy ¢. 10 a 11) a bananového pyré (béhy €. 16 a 17).

5.1.9. Priikaz pritomnosti jablka v komer¢nich vyrobcich a modelovych smésich

K prikazu pfitomnosti jablka byla vyuzita reakce PCR s optimalizovanym teplotnim profilem
(viz Tabulka 5). Vyuzity byly primery MdFKBP42a a smé&s byla pfipravena pro 5 ul DNA (viz
kapitola 4.3.4).
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Obrazek 34: Amplifikacni kiivky vzorku k pritkazu pritomnosti jablka (komercni vyrobky)
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Obrazek 35: Krivky tani vzorkii k pritkazu pritomnosti jablka (komercni vyrobky)

Na Obrazku 35 mizeme pozorovat peaky pozitivnich kontrol pii 83 °C. Ve vzorcich, které
obsahovaly DNA izolovanou z komer¢nich produktt, byly detekovany amplikony se stejnou
teplotou tani jako u pozitivnich kontrol. Z vysledku vyplyva, ze ptitomnost jablka byla proka-
zana ve vSech komerc¢nich pyré.
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Obrazek 36: Amplifikacni kiivky vzorku k pritkazu pritomnosti jablka (modelové smési)
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Obrazek 37: Krivky tani vzorkii k pritkazu pritomnosti jablka (modelové smési)

Kiivky tani na Obrazku 37 jsou velmi podobné kiivkam na Obrazku 35. Specifické produkty
s teplotou tani 83 °C byly detekovany ve vSech replikach komerc¢nich vyrobki.

Pro ovéteni vysledku PCR byla provedena elektroforéza dle postupt Vv kapitolach 4.3.6 a
4.3.7.
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Obrazek 38:Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR — ovérent pritomnosti jablka

Tabulka 15: Legenda k elektroforéze na Obrdzku 38

Béh vzorek specificky Béh vzorek specificky
produkt produkt

1 DNA standard - 10 Replika Babylove2

2 NK2 - 11 Replika Babylovel

3 NK1 - 12 Piikrm Kubik2 +
4 PK2 + 13 Piikrm Kubik1 +
5 PK1 + 14 Piikrm Kojenecka2 +
6 Replika Kubik?2 + 15 Piikrm Kojeneckal +
7 Replika Kubik1 + 16 Ptikrm Babylove2 +
8 Replika Kojenecka?2 + 17 Ptikrm Babylovel +
9 Replika Kojeneckal + — — -

Snimek gelu na Obrazku 38 doklada pfitomnost jablka jak v komerénich, tak modelovych
vyrobcich.

PCR i gelova elektroforéza s primery MdFKBP42a poskytuji stejné vysledky jak se vzorky
DNA z komer¢nich produktt, tak se vzorky DNA z modelovych smési. Z toho vyplyva, Ze pri-
mery MdFKBP42a jsou vhodné pro dikaz pfitomnosti jablecné sloZzky v détskych ptikrmech.
Tyto primery zjevné amplifikuji sekvenci (viz Tabulka 4), ktera ma vhodnou délku pro ampli-
fikaci degradované DNA z komerc¢nich vyrobka, které byly dlouhodobé skladovéany a vysta-
veny riznym teplotam. Zaroven je tato sekvence v genomu jablka dostate¢né zastoupena na to,
aby analyza poskytla spravny vysledek i s malym mnozstvim templatové DNA.

5.2. Instrumentalni analytické metody

5.2.1. Stanoveni fenolickych latek v ovocnych pyré pomoci HPLC

Z lyofilizovanych vzorki byly dle postupu v kapitole 4.3.8 ptipraveny extrakty pro chromato-
grafii. Samotna HPLC probihala na sestavé uvedené v kapitole 4.3.9 s parametry uvedenymi
v Tabulce 6.
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7 Fenolické latky #6589 [manually integrated, 2 peak(s) manually assigned]
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Obrdzek 39: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z prikrmu Kubik
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Chromatogram na Obrazku 39 ukazuje ptitomnost téchto fenolickych latek: kyseliny gall-
ové, kyseliny chlorogenové, epikatechinu, hesperidinu a floridzinu. Tyto latky byly detekovany
pouze vV komeré¢nim produktu Kubik. V ¢ase 17 minut je zachycen nizky peak floridzinu, ktery
potvrzuje piitomnost jable¢né slozky (jakozto jable¢ny marker — viz kapitola 2.2.2). Dalsi fe-
nolické latky jako kyselina chlorogenova nebo epikatechin jsou typicky pfitomny ve vétsiné
druht ovoce [47]. Chromatogramy dalSich vzorkt (komeréni produkty, domaci pyré a mode-
lové smési) jsou pfilozeny v piiloze.

Tabulka 16: Detekované fenolické latky pomoci HPLC (- nedetekovano, + detekovano)

Fenolicka latka/ kyselina kyselina
y i ¥ . epikatechin  hesperidin floridzin
vzorek gallova  chlorogenova
prikrm Kubik + + + + +
ptikrm Babylove - - - - -

ptikrm Kojeneckd vyziva - - - _ _
jablecné pyré — — - _ _
broskvové pyré - — - - —
bananové pyré - — - _ _
meruiikove pyré — — - _ _
replika Kubika - — - _ _
replika Babylove - - - - _
replika Kojenecké vyzivy - — — — —

Jelikoz jediné zachycené fenolické latky byly v extraktu z ptikrmu Kubik (1 z 10 vzorku), a
to v relativné malém mnoZstvi, zvoleny postup extrakce pravdépodobné nebyl idedlni. VyuZzita
metoda pfipravy extrakti byla pievzata od Stefova et al. a byla ptivodné vyvinuta pro duzinu,
slupku jablka a listy jablon¢ [1]. Pro extrakci fenolickych latek z ovocnych pyré se vsak tato
metoda ukazala jako nevhodna.
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6. ZAVER

Predlozend prace se zabyvala detekci jablené slozky v détskych ovocnych piikrmech pomoci
dvou pfistupti, a to qPCR a HPLC.

Z odbornych publikaci bylo pfevzato pét part primerd (FT MDP, MdFKBP42a,
MdFKBP53a, MDP a MdFKBP65a), které byly podrobeny ovéieni funkénosti, stanoveni spe-
cifity a nakonec citlivosti. Zavérem byl vybran par primerd MdFKBP42a, ktery byl Cisté spe-
cificky pro jablko a jeho citlivost dosahovala az 1 pg DNA z jablka. Tento par primert byl
aplikovan jak na tii vzorky komer¢nich produkti, tak na tfi vzorky modelovych smési, které
byly pfipraveny jako repliky zakoupenych vyrobki. Vysledky gPCR ukazaly, Ze vybrany par
primert MdFKBP42a fungoval az nadstandardné. Poskytl stejné specifické produkty jak
s DNA z modelovych smési, tak i s DNA z komer¢nich produktd, ktera byla pravdépodobné
degradovana vzhledem k dlouhodobému skladovani, méla nizkou koncentraci a byla zna¢né
kontaminovana. Z tohoto divodu je qPCR za vyuziti primerit MdFKBP42a vhodna Kk prikazu
jable¢né slozky v ovocnych pyré.

Instrumentélni metodou v podob& HPLC s pfipravenymi methanolovymi extrakty ke stano-
veni specifické fenolické latky pro jablko, floridzinu, nebylo dosazeno vypovidajicich vy-
sledkt. Vzhledem k nevhodné zvolené ptiprave extrakti byl jable¢ny marker floridzin deteko-
van pouze u jednoho komeréniho produktu a u modelovych smési nikoli. Z divodu Casové tisné
nedoslo k optimalizaci postupu. Vyssi koncentrace fenolickych latek v extraktu by v§ak mohlo
byt dosazeno zménou jednoho i vice parametrii postupu extrakce, napt. pouzitim vétSiho
mnozstvi ovocného pyré, prodlouzenim doby extrakce ¢i zakoncentrovanim extraktu odpare-
nim methanolu do sucha a rozpusSténim ziskané¢ho zbytku v mensim objemu rozpoustédla.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
UV-VIS — ultrafialovo-viditelna (detekce/spektrometrie)
DNA — deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleova kyselina
EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)
SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)
DTT — dithiotretiol
PVP — polyvinylpyrrolidon
PVPP — polyvinylpolypyrrolidon
NaCl — chlorid sodny
CTAB — cetrimoniumbromid
PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
dNTP — deoxyribonukleotidtrifosfaty
dTTP — deoxythymidintrifosfat
dATP — deoxyadenosintrifosfat
dCTC — deoxycytidintrifosfat
dGTC — deoxyguanosintrifosfat
GC - vazba guanin—cytosin
gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain reaction)
HRM — vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (high resolution melt)
HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (high performance liquid chromatography)
PDA — detektor s diodovym polem (photodiode array)
PTFE — polytetrafluorethylen
Tris-baze — tris-hydroxymethyl-aminomethan
PK — pozitivni kontrola

NK — negativni kontrola
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9. SEZNAM PRILOH
Piiloha 1 — ovéfeni amplifikovatelnosti DNA z jablka a maracuji

Piiloha 2 — priukaz pfitomnosti jablka v komerc¢nich vyrobcich a modelovych smésich (sou-
hrnné graty)

Ptiloha 3 — Stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC
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10. PRILOHY

10.1. Priloha 1: Ovéreni amplifikovatelnosti DNA z jablka a maracuji
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Obrazek 40: Amplifikacni kiivky DNA izolované z listu jablka
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Obrazek 41: Krivky tani DNA izolované z listu jablka
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Obrazek 42: Amplifikacni kiivky DNA izolované z duzZiny maracuji
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Obrazek 43: Krivky tani DNA izolované z duziny maracuji
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10.2. Priloha 2: Priikaz pritomnosti jablka v komerc¢nich vyrobcich a modelo-
vych smésich (souhrnné grafy)
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Obrazek 44: Amplifikacni kiivky vzorkit k prikazu pritomnosti jablka
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Obrdzek 45: Krivky tani vzorkii k pritkazu pritomnosti jablka
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10.3. Priloha 3: Stanoveni fenolickych latek v ovocnych pyré pomoci HPLC
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Obrazek 46: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z prikrmu Babylove
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Obrazek 47: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z prikrmu Kojenecka vyziva
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160 3 Fenolické_latky #635 LenkaF_vz_12 UV_VIS_2 WVL:280 nm
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Obrazek 48: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z domaciho jablecného pyré

64



3 Fenolické_latky #637 [manually integrated] LenkaF_vz_14 UV_VIS_2 WVL:280 nm
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Obrazek 49: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z domaciho broskvového pyré
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73 Fenolické_latky #636 LenkaF_vz_13 UV_VIS_2 WVL:280 nm
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Obrazek 50: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z domdciho bananového pyré
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3 Fenolické_latky #634 [manually integrated] LenkaF_vz_11 UV_VIS_2 WVL:280 nm
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Obrazek 51: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z domaciho meruiikového pyré
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3 Fenolické_latky #638 LenkaF_vz_15
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Obrazek 52: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z repliky Kubika
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73 Fenolické_latky #640 LenkaF_vz_17

UV_VIS_2 WVL 280 nm
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Obrazek 53: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z repliky Babylove
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73 Fenolické_latky #640 LenkaF_vz_17
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Obrazek 54: Chromatogram fenolickych latek v extraktu z repliky Kojenecké vyzivy
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