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Stanoveni amygdalinu v semenech jadrového ovoce

Souhrn

Diplomova prace je vénovana amygdalinu, zastupci kyanogennich glykosida,
rostlinam, ve kterych se vyskytuje a jejich pouziti. Glykosidy jsou latky rostlinného ptvodu.
Skladaji se ze dvou slozek, cukerné a necukerné ¢asti, tj. aglykonu.

Kyanogenni glykosidy jsou glykosidy aldehydu a ketont, které jsou schopné uvoliiovat
za ur€itych podminek kyanovodik (napf. v travicim traktu). Rostliny obsahujici kyanogenni
glykosidy jsou v prirode€ zcela bézné. Nachazeji se ve flofe téméf ve vSech Castech svéta. Znamo
je kolem 75 kyanogennich glykosida. Jsou to kyanogeny mnoha rostlin konzumovanych jako
slozky lidské potravy nebo pouzivanych jako krmiva hospodatskych zvirat.

Amygdalin se sklada z disacharidu genciobindzy a aglykonu mandelonitrilu, ktery pfi
enzymatické nebo kyselé hydrolyze uvoliiuje obdobné jako dalsi kyanogenni glykosidy
toxickou slozku kyanovodik (HCN), coz muze zpasobit poskozeni nervového systému, nebot’
kyanovodik je toxicky pro vSechny zivé buriky. K t€émto procesim muze dojit béhem vafeni
nebo téz beéhem dlouhodobého skladovani kyanogennich potravin ¢ krmiv. Uvolnéni
kyanovodiku mize nastat téz pokud tkar rostliny obsahujici amygdalin, je poskozena naptiklad
napadenim bylozravci.

Amygdalin je nejb&zngjsim kyanogennim glykosidem v rostlinach z Ceské republice.
Nachazi se v rostlinach rodu slivoriovité (Prunus) z Celedi razovité (Rosaceae). Nachazi se v
ovoci, které je tradi¢né konzumovano lidmi, a také toto ovoce slouzi jako krmivo pro doméacich
zvitat. Vyznamnymi zdroji amygdalinu jsou hotké mandle a pecky merunék, broskvi, Svestek
a tfesni.

Nejobliben&jsim ovocem v Ceské republice jsou jablka. V malém mnozstvi je
amygdalin obsazen také v jadrech jablek, hrusek a kdouli. Jeho obsah v jableCnych semenech
se podle literarnich udajt pohybuje od 1 do 4 mg.g™!.

V peckach broskve je obsazeno 6,8 — 6,83 mg.g!' amygdalinu. Amygdalin byl nalezen
téz v jadrech Svestky (0,44 — 17,75 mg.g™"), merutiky (14,37 — 14,65 mg.g!) a tfesni (2,68 — 4,2
mg.g). V sudiné jader hotkych mandli byly stanovené hladiny amygdalinu 58,08 mg.g'a v
susiné jader sladkych mandli 1,06 mg.g™!, ale jsou znamy také sladké odridy mandli napfiklad
Texas, v nichz amygdalin nebyl detekovan.

Obsah amygdalinu v semenech ovocnych stroma a v rostlinach je ovlivnén ptidnimi a
klimatickymi podminkami i dalsimi vlivy. Bylo prokéazano, ze obsah kyanogennich glykosid
roste v rostlinach s vysokou slanosti pudy, v listech se syntetizuji kyanogenni glykosidy a poté
se transportuji do jinych ¢asti rostlin.

Na bazi amygdalinu se prodava téz doplnék stravy Laetril, kterému jsou nékdy
ptisuzovany protinadorové ucinky. Na zaklade analyzy soucasnych studii vénovanych tomuto
tématu, vSak nelze dat jednoznacnou odpoveéd, zda amygdalin skutecné témito vlastnostmi
disponuje. Dokonce se amygdalinu diive fikalo vitamin B17, toto ale byla védecky vylouceno,
ze by se jednalo o latku s vitaminovymi ucinky.



Diplomova prace se zabyva obsahem amygdalinu v semenech jadrového ovoce, a
semena jsou Cast zbytkli po zpracovani ovoce. Tato vedlejsi produkty ovocnafstvi Siroce
vyuzivany v modernim potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém primysli. Proto
znalost vSech slozek téchto vedlejSich produkty je velmi dulezita. Obsah amygdalinu v
jablecnych vyliskli maze ovlivnit rist mikroorganismu na jablecném substratu nebo ovlivnit
Cistotu a bezpecnost dopliika vyzivy, které lze z jablecnych vyliskl ziskat. VSak lze fici, ze
amygdalin neohrozuje vedlejsi produkty ovocnarstvi zbyvajici po zpracovani jablek a hrusek.
Tento rostlinny material obsahuje relativné malé mnozstvi amygdalinu v disledku jeho rozpadu
pii mechanickém a tepelnym zpracovani ovoce.

Byla provedena HPLC analyza semen 14 druht jablek, 2 druhi hrusek a 1 druhu visni.
Vsechny vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich stanovenich. Vétsina odrad jablek podle
obsahu amygdalinu se nachazi v rozmezi 1,08 — 1,31 mg.g”l. Vi§n& obsahovala 3,10 mg.g™!
amygdalina, hrusky od 0,06 do 0,07 mg.g! amygdalinu.

Klic¢ova slova: glykosid; hrusky; jablka; kyselina kyanovodikova; protirakovinny
ucinek; sekundarni metabolity; semena; vedlejsi produkty



Determination of amygdalin in pome fruit seeds

Summary

The thesis is devoted to amygdalin, a representative of cyanogenic glycosides, the plants
in which it occurs and their use. Glycosides are substances of plant origin. They consist of two
components, a sugar and a non-sugar part, i.e. aglycone.

Cyanogenic glycosides are glycosides of aldehydes and ketones, which are able to
release hydrogen cyanide under certain conditions (e.g. in the digestive tract). Plants containing
cyanogenic glycosides are quite common in nature. They are found in the flora of almost all
parts of the world. About 75 cyanogenic glycosides are known. They are the cyanogens of many
plants consumed as components of human food or used as animal feed.

Amygdalin consists of genciobinose disaccharide and mandelonitrile aglycone, which
during enzymatic or acid hydrolysis releases, similarly to other cyanogenic glycosides, the toxic
component hydrogen cyanide (HCN), which can cause damage to the nervous system, as
hydrogen cyanide is toxic to all living cells. These processes can occur during cooking or during
long-term storage of cyanogenic food or feed. The release of hydrogen cyanide can also occur
if plant tissue containing amygdalin is damaged, for example, by attack by herbivores.

Amygdalin is the most common cyanogenic glycoside in plants from the Czech
Republic. It is found in plants of the plum family (Prunus) from the rose family (Rosaceae). It
is found in fruits that are traditionally eaten by humans, and these fruits are also used as feed
for domestic animals. Important sources of amygdalin are bitter almonds and pits of apricots,
peaches, plums and cherries.

Apples are the most popular fruit in the Czech Republic. Small amounts of amygdalin
are also found in the cores of apples, pears and quinces. According to literature data, its content
in apple seeds ranges from 1 to 4 mg.g™".

Peach pits contain 6.8 — 6.83 mg.g”' of amygdalin. Amygdalin was also found in the
kernels of plum (0.44 — 17.75 mg.g™), apricot (14.37 — 14.65 mg.g’!) and cherry (2.68 — 4.2
mg.g'). Amygdalin levels of 58.08 mg.g™! and 1.06 mg.g™!' in sweet almond kernel dry matter
were determined, but sweet almond varieties such as Texas are also known in which amygdalin
was not detected.

The content of amygdalin in the seeds of fruit trees and in plants is influenced by soil
and climatic conditions as well as other influences. Cyanogenic glycosides have been shown to
increase in plants with high soil salinity, cyanogenic glycosides are synthesized in the leaves
and then transported to other plant parts.

The dietary supplement Laetrile is also sold based on amygdalin, which is sometimes
attributed with anti-tumor effects. Based on the analysis of current studies devoted to this topic,
however, it is not possible to give a definite answer as to whether amygdalin really possesses
these properties. Even amygdalin used to be called vitamin B17, but this was scientifically ruled
out as a substance with vitamin effects.

The diploma thesis deals with the content of amygdalin in pome fruit seeds, and the
seeds are part of the residues after fruit processing. These by-products of fruit growing are
widely used in the modern food, cosmetic and pharmaceutical industries. Therefore, knowing



all the ingredients of these by-products is very important. The content of amygdalin in apple
pomace can affect the growth of microorganisms on the apple substrate or affect the purity and
safety of nutritional supplements that can be obtained from apple pomace. However, it can be
said that amygdalin does not threaten the by-products of the fruit industry remaining after the
processing of apples and pears. This plant material contains a relatively small amount of
amygdalin due to its breakdown during mechanical and thermal processing of the fruit.

HPLC analysis of the seeds of 14 types of apples, 2 types of pears and 1 type of sour
cherry was performed. All samples were analyzed in three parallel determinations. Most apple
varieties according to amygdalin content are in the range of 1.08 — 1.31 mg.g™'. Sour cherries
contained 3.10 mg.g"! amygdalin, pears from 0.06 to 0.07 mg.g™' amygdalin.

Keywords: anticancer effect; apples; by-products; glycoside; hydrocyanic acid; secondary
metabolites; seeds; pears.
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Uvod

Pouziti biologicky aktivnich latek ve formé prfirodnich rostlinnych extraktd v
potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu je vyznamné pro vyzkum po celém
svété. V tomto ohledu je potfeba hledat nejvhodné&jsi rostliny s vysokym potencidlem pro
syntézu téchto latek. Pfirodni rostlinné vytazky maji absolutni vyhodu oproti produktim
syntetického ptivodu. Farmakologicky ucinek pfirodnich rostlinnych extrakt na lidské télo se
lisi od syntetickych extraktd univerzalnim uUcinkem, uz§im rozsahem vedlejSich acinktu a
slabymi alergickymi vlastnostmi. Produkce pfirodnich rostlinnych vytazkd vyzaduje zapojeni
novych druht surovin.

Je vSak nutné si uvédomit, ze ne vSechny latky, které jsou syntetizovany v téle rostlin,
lze povazovat za prospésné pro lidské zdravi. Rostliny pouzivaji mnoho sekundarnich
metabolitt k ochrané a odpuzovani skadct a jsou jedovaté. V jistém smyslu jsou vSechny 1éky
jedy. Je dulezité védét, jak a za jakym tcelem je pouzit.

Od pradavna se plody rostlin Ruzovité (Rosaceae) pouzivaji pro potravinaiské a 1éCebné
ucely. Charakteristickym rysem rostlin této Celedi je pfitomnost glykosidu amygdalinu.

Skutecnost, ze latky ziskané ze semen nékterych rostlin Celedi rizovité (Rosaceae) jsou
biologicky aktivni, je lidstvu jiz dlouho znama. Napiiklad ve starovékém Egypté latka
extrahovana ze semen broskvi byla pouzita jako jed. Dnes je zndmo, Ze se jednalo o amygdalin,
z néhoz se uvoliiuje kyselina kyanovodikova, ktera vstupuje do lidského téla.

Cisty amygdalin poprvé byl izolovan v 19. stoleti. Ve druhé poloving 20. stoleti
americky biochemik E. Krebs ve snaze syntetizovat amygdalin syntetizoval latku, kterou nazval
Laetril. Laetril je velmi podobny amygdalinu. Krebs tvrdil, ze tato latka je vitaminem Bj7 a ma
protirakovinovy ucinek. Od té¢ doby ve védeckém svété probiha diskuze o amygdalinu a jeho
vlastnostech. Po dobu vice nez pil stoleti byla provadéna rtizna studia. Bylo zjisténo, ze
amygdalin se nachazi v semenech vice nez 1000 rostlin, v€etné semen jablek a hruSek. Plody
téchto rostlin se bézné konzumuji lidmi a pouzivaji se v potravinarském pramyslu.

Potravinarsky primysl vytvaii velké mnozstvi vedlejSich produktd, vcéetné téch ze
zpracovani ovoci, které maji obecné mensi vyuziti, a predstavuji zatéz pro zivotni prostiedi.
Celosvétove vsak roste tendence ke zvySenému vyuzivani vedlejSich produkti ovocnafstvi,
zejména za ucelem ziskavani dietnich slozek nebo bioaktivnich sloucenin. Pfiblizné 30%
celosvétové produkce jablek je urCeno k vyrob€ dZzust a mostl, piicemz primarnim vedlejSim
produktem jsou vylisky. Cerstvé jabletné vylisky se obvykle kompostuji, pouzivaji se jako
na vyuziti tohoto vedlejsiho produktu v potravinaiském pramyslu.

Jablka jsou jednim z nejpopularngjsich plodt v Ceské republice. Lze fici, Ze studium
dostupnych udaji o amygdalinu, obsazeném v semenech jablek a hrusek, je pro vyzkum
dilezitym tématem. Diky rozvoji védy a techniky se dnes ¢lovék muze 1épe seznamit s tim, co
muize mit vliv na jeho zdravi a kvalitu zivota.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile byly nasledujici:

1) Porovnat mnozstvi amygdalinu v riznych odrudach jablek a hrusek pii pomoci HPLC.

2) Zjistit, zda je amygdalin ohrozenim nebo potencialnim zdrojem zlepSeni zdravi cloveka,
a je-li ohrozenim nebo zdrojem obohaceni vedlejSich produktt pii zpracovani jablek a
hrusek.
Hypotézy byly formulovany takto:

1) Amygdalin je biologicky aktivni latka, ktera ma ptiznivy vliv na zdravi ¢lovéka.

2) Obsah amygdalinu v semenech jablek a hrusek je zavisly na odridé, pfipadn€ i na
podminkach péstovani.
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3 Literarni reSerse

3.1Glykosidy jako sekundarni metabolity rostlin

3.1.1 Sekundarni metabolity, biologicka aktivita a toxicita nékterych rostlinnych latek.

Pouziti biologicky aktivnich latek ve formé prfirodnich rostlinnych extraktd v
potravinarském, vonavkarském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu je po celém svété
velmi zadané. Z tohoto divodu je tfeba hledat nejvhodnéjsi rostliny s vysokym potencialem pro
syntézu biologicky aktivnich latek.

Pfirodni rostlinné vytazky maji vyhodu pfed produkty syntetického puavodu.
Farmakologicky ucinek ptirodnich rostlinnych extrakt na lidské télo se lisi od syntetickych
extraktd univerzalnim ucinkem, uzs$im rozsahem vedlejSich uc¢inkt a slabymi alergennimi
vlastnostmi. Biologicky aktivni slouc¢eniny v rostlinach maji zpravidla nizkou molekulovou
hmotnost a patfi k sekundarnim metabolitim.

Lze fici, ze kromé primarnich metaboliti — cukrii, aminokyselin, mastnych kyselin,
chlorofylli, cytochroma a nukleotidi existuji slouCeniny, které jsou meziprodukty riznych
metabolickych reakci. Rostliny obsahuji velké mnozstvi latek, které se nepodileji na hlavnim
metabolismu. Nazyvaji se sekundarni metabolity nebo latky sekundarniho pavodu. Na rozdil
od primarnich metabolitd pfitomnych ve vSech rostlinnych burikach mohou byt sekundarni
metabolity specifické pro jeden nebo vice rostlinnych druhti. Sekundarni metabolity jsou
organické molekuly, které se neucastni rastu a vyvoje organismu. Absence sekundarnich
metaboliti nevede k okamzité smrti, ale spiSe k dlouhodobému zhorseni schopnosti organismu
prezit. Tyto slouceniny jsou velmi rozmanitou skupinou pfirodnich produktu syntetizovanych
rostlinami, houbami, bakteriemi, fasami a zivoCichy. Razné tfidy téchto slouCenin jsou Casto
spojovany s uzkym souborem druhti v ramci fylogenetické skupiny a tvofi bioaktivni
slouceniny v nekolika léCivych a aromatickych latkach, dale v barvivu a kofeni a/nebo ve
funkénich latkach.

Sekundarni rostlinné metabolity jsou slouceniny, které nejsou nezbytné pro rast, vyvoj
nebo reprodukci rostliny. Hraji vsak dualezitou roli v obrané rostliny proti bylozravcim,
patogeniim a environmentalnim stresim. Sekundarni rostlinné metabolity maji rizné chemické
struktury a jsou syntetizovany ruznymi biosyntetickymi cestami. Jsou klasifikovany do riznych
skupin na zaklade jejich chemické struktury, jako jsou alkaloidy, flavonoidy, terpenoidy a
fenolické slouceniny. Tyto slouCeniny pfitahuji velkou pozornost kvili jejich potencialnim
zdravotnim  pfinosim, vcetné protizanétlivych, antioxidacnich, antimikrobialnich a
protirakovinnych vlastnosti (Harborne & Williams, 2000).

Sekundarni rostlinné metabolity jsou syntetizovany riznymi biosyntetickymi cestami,
vetné Sikimatové drahy, mevalonatové a nemevalonatové drahy. Draha Sikimatu je
zodpovédna za syntézu aromatickych aminokyselin a fenolickych sloucenin. V rostlinach
poskytuje Sikimatova draha uhlikové kostry pro aromatické aminokyseliny L-tryptofan, L-
fenylalanin a L-tyrosin, které se mohou proménit v fadu aromatickych sekundarnich metabolitt,
jako jsou flavonoidy, alkaloidy a ligniny, a jsou mostem mezi metabolismusem sacharidu a
bilkovin. Vyuziva erythroza-4-fosfat a fosfoenolpyruvat, meziprodukty pentézofosfatové drahy
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a glykolyzové drahy, k syntéze chorismatu za katalyzy Sesti kliCovych enzymu prostiednictvim
sedmi kroku katalytické reakce (Yuan et al. 2022).

Mevalonatova drdha je jednou z hlavnich drah podilejicich se na biosyntéze
sekundarnich metaboliti v rostlinach, zejména pii produkci terpenoidi. Cesta zalina
kondenzaci tfech molekul acetyl-CoA, po které nasleduje fada enzymatickych reakci, které je
pfeméni na mevalonat, kliovy prekurzor v biosyntéze terpenoidi (Rodriguez-Concepcion &
Boronat, 2002). Mevalonatova draha byla rozsahle studovana u rostlin, jako jsou husenicek
rolni (Arabidopsis thaliana) a lilek rajCe (Solanum lycopersicum) a ukazalo se, Ze jeji regulace
hraje dulezitou roli v ristu a vyvoji rostlin, stejné jako v reakci rostlin na environmentalni stresy
(Estévez et al. 2001).

Nemevalonatova draha, znama také jako methylerythritolfosfatova draha, je dalsi hlavni
biosyntetickou drahou zapojenou do produkce isoprenoidnich slou€enin v rostlinach, zejména
pii biosyntéze karotenoidu a fytolu, které jsou dilezité pro fotosyntézu a vyvoj rostlin (Enfissi
et al. 2005). Methylerythritolfosfatova draha zacind kondenzaci pyruvatu a glyceraldehyd-3-
fosfatu za vzniku 1-deoxy-D-xyluloza-5-fosfatu, ktery je nasledné preménén na
isopentenylpyrofosfat a dimethylallylpyrofosfat prostfednictvim série enzymatickych reakci.

Sekundarni rostlinné metabolity hraji dilezitou roli v obran€ rostlin proti bylozravciim,
patogeniim a environmentalnim stresim. Napfiklad alkaloidy, jako kofein a nikotin jsou toxické
pro hmyz, zatimco flavonoidy, jako antokyany a quercetin chrani rostliny pred UV zafenim.
Fenolické slouceniny, jako jsou taniny a lignin, poskytuji mechanickou pevnost rostlinné
bunécné stén€, zatimco terpenoidy, jako jsou silice, chrani rostlinu pfed bylozravci a patogeny
(Wink M. 2010).

Bylo zjisténo, ze sekundarni rostlinné metabolity maji potencialni zdravotni pfinosy
diky svym antioxidanim, protizanétlivym, antimikrobialnim a protirakovinnym vlastnostem.
Bylo napriklad zjisténo, ze flavonoidy, jako je kvercetin a katechiny, maji antioxidacni
vlastnosti, zatimco terpenoidy, jako je karvacrol a thymol, maji antimikrobialni vlastnosti. Bylo
zjisténo, ze fenolické slouceniny, jako je resveratrol, maji protirakovinné vlastnosti, zatimco
alkaloidy, jako je vinblastin a vinkristin, se pouzivaji pfi 1écbé rakoviny (Cragg & Newman,
2013).

Sekundarni metabolity jsou Casto produkovany na nejvyssi urovni béhem prechodu z
aktivniho ristu do stacionarni faze. Producentsky organismus miize riist bez jejich syntézy, coz
naznacuje, ze sekundarni metabolismus neni nezbytny, alespoti pro kratkodobé preziti. Z jiného
hlediska je vSak nutné, aby geny zapojené do sekundarniho metabolismu poskytovaly
»genetické podminky®, které umoziuji mutaci a nabidku novych prospéSnych vlastnosti
prostfednictvim evoluce. Tteti pohled charakterizuje sekundarni metabolismus jako nedilnou
soucast bunéného metabolismu a biologie; spoléha na primarni metabolismus, ktery dodava
potfebné enzymy, energii, substraty a bunéné materialy a prispiva k dlouhodobému preziti
producenta (Linz et al. 2011).

Nejpocetnéjsi skupiny sekundarnich metabolita jsou: isoprenoidy, fenolické slouceniny
a alkaloidy. Kazda z téchto skupin je rozdélena do mnoha podskupin. Kromeé té€chto hlavnich
skupin se dale rozliSuji mensi tfidy sekundarnich sloucenin rostlinného puvodu: kyanogenni
glykosidy, glykosidy obsahujici siru (thioglykosidy), rostlinné aminy, neproteinové
aminokyseliny, polyacetyleny, betalainy, thiofeny atd. Né&ktefi autofi také fadi mezi latky
sekundarniho metabolismu alifatické organické kyseliny a fytohormony.
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Fytotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované rostlinami, které maji toxické
ucinky na jiné organismy, vCetn€ zvifat, mikroorganismi, a dokonce i jinych rostlin. Tyto
slouCeniny se vyvinuly jako soucast obranného mechanismu rostliny proti bylozravcum,
patogenim a konkurentim. Fytotoxiny jsou strukturalné ruznorodé. Priklady fytotoxina
zahrnuji kofein, nikotin a solanin, které jsou produkovany rostlinami kavy, tabaku a brambor.
Bylo také prokazano, ze fytotoxiny maji 1éCivé vlastnosti a pouzivaji se v praxi tradicni
mediciny. Mohou vSak mit také negativni dopady na zdravi lidi a zvifat, naptiklad zpusobit
otravu jidlem nebo alergie. Pochopeni biosyntézy, regulace a ekologickych funkci fytotoxina
je dulezité pro rozvoj udrzitelnych zemédélskych postupti a objevovani novych terapeutickych
sloucenin.

Klasifikace jedovatych rostlin je zasadni pro identifikaci a fizeni toxicity rostlin u lidi 1
zvirat. Rostliny obsahujici toxické slouceniny 1ze kategorizovat na zakladé chemické struktury
toxického Cinidla, postizenych organt a klinickych pfiznak(, které produkuji. Naptiklad
rostliny, které obsahuji alkaloidy, jako je akonitin a atropin, jsou klasifikovany jako
neurotoxické rostliny, zatimco rostliny, které obsahuji srdec¢ni glykosidy, jako je néaprstnik
(Digitalis) a oleandr obecny (Nerium oleander), jsou klasifikovany jako kardiotoxické rostliny.
Klasifikace jedovatych rostlin je nezbytna pro pochopeni zakladnich mechanismu toxicity,
vyvoj vhodnych lé¢ebnych strategii a prevenci nahodné otravy.

Toxicita raznych rostlin se muze lisit v zavislosti na poloze druhu v zemé&pisné oblasti,
povaze pudy a stanovisté, klimatickych podminkach v prabéhu roku nebo stadiu vyvoje.

Toxické vlastnosti stejnych rostlin nemaji stejny tc¢inek na jednotlivé skupiny zvirat.
Napriklad rulik zlomocny (Atropa Belladonna) a durman (Datura), které jsou pro cloveka
vysoce toxické, jsou naprosto neskodné pro hlodavce a psy, ale zpiisobuji otravu kachen a kurat.

Otrava rostlinnymi produkty je nékdy také spojena s konzumaci medu
kontaminovaného jedovatym pylem z rostlin, nebo rovnéz mléka a masa poté, co zvifata poziou
toxické rostliny (Neznamova 2007).

Biologicky aktivni latkou, na kterou je tato prace zamétena je amygdalin. Amygdalin
patii mezi organické slouceniny, mandelicky nitrilovy gencybiosid, kyanogenni glykosid, ktery
se nachazi v jadrech semen mnoha rostlin Celedi razovitych (Rosaceae) a dodava jim hoikou
chut’. Poprvé byl izolovan z hotké mandle Prunus amygdalus var. Amara. Jeho strukturu tvori
kosoctverecné krystaly s teplotou tani 215 © C (Raquel et al. 2008).

3.1.2 Charakteristika glykosidu.

Amygdalin patfi do skupiny glykosid. Glykosidy jsou organické slouceniny, zpravidla
rostlinného ptvodu, které se pii hydrolyze §tépi na cukr a slozku necukernou, zvanou aglykon.
Molekula cukru muze byt glukoza, fruktoza, galaktéza nebo jiny monosacharid, fidceji
deoxycukry jako digitoxoza a cymaroza. Zatimco molekula necukru miZze byt alkohol, fenol,
steroid, terpenoid nebo jiné organické slouceniny. Cukerna ¢ast je pfipojena k necukerné
molekule prostfednictvim glykosidické vazby, ktera se vznika mezi anomernim uhlikem cukru
a hydroxylovou skupinou aglykonu. Typ glykosidické vazby a poloha pfipojeni se mohou lisit,
coz vede k rozmanitému rozsahu glykosida.

Aglykon a cukr jsou propojeny vazbou podobnou esterické vazbé, proto je glykosidova
molekula snadno rozrusena v pfitomnosti vody za uCasti enzymu obsazenych v téchto
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rostlinach. RozliSuji se dve skupiny — holosidy a heterosidy. Lze je délit na oligosacharidy a
polysacharidy (tzv. holosidy), protoze je v nich glykosidicka skupina substituovana
hydroxylovou skupinou dal§iho monosacharidu. (Kysilka 2001).

Chemicky jsou glykosidy obvykle smésné acetaly, ve kterych je hydroxylova skupina
na anomernim atomu uhliku nahrazena zbytkem obsahujicim nukleofilni atom. V piipadé O-
glykosidi je nukleofilnim atomem nejcasteji kyslik pfitomny v alkoholu, fenolu nebo
karboxylu. Cukrovy hemiacetal mize reagovat s hydroxylovou skupinou jiného cukru za
vzniku disacharidu a reakce muze byt opakovana za vzniku polysacharidi. Kdyz je
nukleofilnim atomem sira, jako naptiklad v thiolové skupiné, ziskaji se S-glykosidy. N-
glykosidy, jako jsou nukleosidy, se tvofi, kdyz je nukleofilnim atomem uhlik ve formé
karbanionu, ¢imz vznikaji C-glykosidy. V zavislosti na stereokonfiguraci na anomernim atomu
uhliku jsou mozné jak a-, tak B-glykosidy. Primarné se vSak vyskytuji B formy v rostlinach.
Vétsina prirodnich enzymi hydrolyzuje pouze B-formy glykosidu (Mukherjee 2019).

Glykosidy lze klasifikovat na zakladé typu molekuly cukru, molekuly necukru a typu
glykosidické vazby. Napiiklad flavonoidni glykosidy jsou klasifikovany na zakladé typu
molekuly cukru (obvykle gluk6za nebo rhamnoéza) a typu flavonoidniho aglykonu (napf.
quercetin, kaempferol). Srde¢ni glykosidy jsou klasifikovany na zakladé typu molekuly cukru
(obvykle digitox6za nebo digitondza) a typu aglykonu (napf. ouabain, digitoxin). Podobné Ize
klasifikovat terpenoidni glykosidy, fenolové glykosidy a iridoidni glykosidy na zakladé jejich
chemické struktury.

Glykosidy jsou syntetizovany prostiednictvim aktivity glykosyltransferaz, které
prenaseji cukernou cast z aktivované donorové molekuly na aglykon. Aktivovana donorova
molekula je typicky nukleotidovy cukr, jako je UDP-glukéza nebo UDP-galaktoza.
Glykosyltransferazy jsou specifické pro typ cukru a aglykonu, coz vede k tvorbé specifického
glykosidu. Biosyntéza glykosidi je regulovana riznymi faktory, jako je vyvojova faze,
environmentalni stres a genetické faktory (Harborne AJ. 1998). Pii biosyntéze glykosidu je
dulezity aldosa-1-fosfat jako darce glykosylovych jednotek.

V glykosidech byva sacharidovy fetézec casto kratky a jen v nékolika malo
slougeninach, jako jsou steroidni alkaloidy a saponiny, je tento fetézec vétveny. Zadné absolutni
omezeni vSak v této oblasti neexistuje. Podle poCtu monosacharidi, které jsou v fetézci
navazany na aglykon, se rozliSuji monoglykosidy, diglykosidy a triglykosidy. Jsou-li tyto
sacharidy navazany pouze v jedné poloze na aglykonu, hovoii se o tzv. monodesmosidech,
jsou-li navazany na dvou mistech, jedna se o bidesmosidy (naptiklad nekteré saponiny).
Aglykony mohou byt nejrozli¢néjsi latky. Musi vSak obsahovat skupinu schopnou glykosidové
vazby. Tuto podminku spliiyji alkoholy, fenoly, thioalkoholy, aminy a podobné latky (Kysilka
2001).

Vsechny glykosidy se vyznacuji nepfitomnosti tautomernich transformaci v roztoku, tj.
jejich prechod na acyklickou formu je nemozny, jelikoz tento proces vyzaduje mobilni atom
vodiku v poloacetdlovém hydroxylu. Takovato forma hydroxylu se poté musi pfeménit na
karbonylovou skupinu. Druhou spolecnou vlastnosti glykosidi je jejich pomérné snadna
schopnost hydrolyzovat v kyselém prostredi, coz je vlastné proces opacny k reakct jejich tvorby
(Plemenkov 2001).

Glykosidy jsou jednou z nejc¢astéji se vyskytujicich skupin pfirodnich sloucenin. Jedna
rostlina obvykle obsahuje nekolik typt glykosidi. Napriklad v listech naprstniku cerveného
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(Digitalis purpurea) se nachazi az 70 raznych glykosida. V rostlinach jsou glykosidy obsazeny
v ruznych rostlinnych organech, a to v rozpusténé formé v bunécné mize. Rostliny obsahujici
glykosidy piitahovaly pozornost od starovéku. Uz Egyptané a Rimané pouzivali urginea
ptimotskou (Drimia maritima) ke stimulaci srdeCni Cinnosti. Pripravky ze semen a kary
krutikvétu (Strophantus hispidus) byly pouzity nejen ke stimulaci srdecni aktivity, ale také k
otravé Sipu. Historie objevu glykosida je spojena s naprstnikem Cervenym, ktery pieSel od
ptvodni bylinné 1écby (v té dobe jediny zptsob 1é¢by) k modernimu, nepostradatelnému 1écivu.
Poprvé jej zacali pouzivat l1éCitelé z Irska a Anglie. Pouzival se jako projimadlo, prostfedek pro
vyvolani zvraceni a vykaslavani hlent (Karpuk 2011).

3.2 Kyanogenni glykosidy.

Kyanogeneze je schopnost rostlin a také nékterych jinych organismii produkovat
rozkladem kyanagennich sloucenin kyanovodik. Kyanogenni slouceniny neboli kyanogeny
byly prokazany v riznych castech zhruba 3000 druhd rostlin fazenych do 110 Celedi.
Predpoklada se, ze v rostlinach svou hotkou chuti, pachem a toxicitou vzniklych rozkladnych
produktti odpuzuji predatory a tiCastni se metabolismu dusiku, nebot’ jsou jeho zasobni formou
pii kliceni semen a v pocatecnich fazich vyvoje rostlin. Kyanogeny se dé€li na tii zakladni
skupiny:

e kyanogenni glykosidy (B-glykosidy 2-hydroxynitrilti, B-glykosidy kyanhydrint)

e pseudckyanogenni glykosidy (glykosidy methylazoxymethanolu neboli
azoxyglykosidy)

e kyannogenni lipidy (kyanolipidy, estery kyanhydrin s mastnymi kyselinami).

Kromé¢ téchto kyanogent akumuluji nékteré vyssi rostliny pfi asimilaci kyanovodiku,
také razné nitrily. Mnoho rostlin dale produkuje kyanidy jako vedlejsi produkty biosyntézy
rostlinného hormonu ethenu (Velisek 2009).

Kyanogenni glykosidy, kterych je znamo asi 75, jsou nejdilezitéjsSimi a
nejrozsirenéj§imi kyanogeny mnoha rostlin konzumovanych jako slozky lidské potravy nebo
pouzivanych jako krmiva hospodafskych zvifat. Obecné se urcity kyanogenni glykosid
vyskytuje jen v jedné ¢i dvou Celedich rostlin a jeden ¢i dva kyanogenni glykosidy se nachazeji
v jedné rostliné (Velisek 2009).

AZ na nékteré vyjimky je cukrem vazanym v kyanogennich glykosidech monosacharid
B3-D-glukéza. Kyanogenni glykosidy se c¢leni podle aminokyselin, ze kterych vznikaji
biosyntézou. NejCastéji jsou odvozeny od péti hydrofobnich AMK: valinu (linamarin),
isoleucinu (lotaustralin), leucinu (heterodendrin a epiheterodendrin), phenylalaninu (amygdalin
a prunasin) a tyrosinu (dhurrin, taxifyllin a triglochinin). Kyanogenni glykosidy se odvozuji od
L-aminokyselin. V rostlinnych buikach, které jsou schopné syntetizovat tyto glykosidy,
existuje komplex obsahujici enzymy, které pfeméni L-aminokyselinu v nékolika krocich na
kyanhydrin, ktery je vzapéti glykosylovan. Kyanovodik, ktery se uvolfiuje pii rozkladu
kyanogennich glykosidu, je v rostlinach detoxikovan reakci s aminokyselinou L-cysteinem,
pfi¢emz vznika sulfan a L-asparagin. Rostliny tedy mohou kyanovodik vyuzit k syntetickym
ucelum (Kysilka 2001).

16



Rada kyanogennich glykosidii je odvozena od aromatickych AMK fenylalaninu
(epimerni par 3-glukosid (R)-prunasin a (S)-sambunigrin) a tyrosinu (B-glukosid (R)-taxifyllin
a epimerni (S)-dhurrin). Prunasin je kyanogennim B-glukosidem semen mnoha rostlin celedi
razovitych (Rosaceae), slivoni (Prunus spp.), merunék (Armeniaca spp.), broskvoni (Persica
spp.), jabloni (Malus spp.), hrusni (Pirus spp.), kdouloni (Cydonia spp.), jetabu (Sorbus spp.),
skalnikt (Cotonoaster spp.) a také mnoha akacii (Acacia spp., bobovité, Fabaceae), piitomen
je také v plodech mucenky (Passiflora spp.) (Velisek 2009).

Stejny aglykon jako prunasin (nitril D-mandlové kyseliny) obsahuje amygdalin.
V podminkach CR je amygdalin nejvyznamnégj§im kyanogennim glykosidem. Amygdalin je
ptitomny v rostlinach Celedi razovitych (Rosaceae). Vyznamnymi zdroji jsou hoiké mandle a
pecky merunék, broskvi, Svestek a tfesni. V malém mnozstvi je také obsazen v jadrech jablek,
hrusek a kdouli. Mnozstvi amygdalinu neni veliké a neni ani zivotu nebezpecné. K otravam
dochazi vét§inou jen nahodné, naptiklad pii konzumaci vétsiho mnozstvi pecek horkych mandli
détmi (Velisek 2009).

Pseudokyanogenni glykosidy (azoxyglykosidy) se wvyskytuji v rostlinaich celedi
cykasovitych (Cycadaceae). Pseudokyanogenni glykosid cykasin se vyskytuje v semenech
cykast. Tento druh sago se vyuziva jako zdroj Skrobu. Cikasin ma karcinogenni a mutagenni
vlastnosti. Karcinogenni vlastnosti cikasinu se projevuji pii jeho rozkladu v téle plisobenim
beta-glukosidazy stfevni flory za vzniku aglykonu methylazoxymetanolu. Pfijem cikasinu s
pitnou vodou v davce 10 mg.kg™! po dobu 10 dnii védlo k vyvoji nadort jater potkanii ve vice
nez 80 % pripadi. Nadory ledvin, stfev, jater, plic a mozku mohou byt vyvolany jedinou
subkutanni injekci cikasinu u novorozenych potkant. U mysi zpusobuje cikasin hematomy,
nadory ledvin, leukémii, plicni adenomy a u syrskych kieckd, morcat a akvarijnich ryb nadory
jater. Cikazin ma také teratogenni vlastnosti (Petrovsky 1988). Vyskyt neurologické poruchy
pfipominajici Parkinsonovu chorobu byl zaznamenan v riznych oblastech Pacifiku.
Neurologicky poruchy mohou byt také zpisobeny pritomnosti lathyrogenu 2.4-
diaminomaselné kyseliny (Velisek 2009).

Kyanogenni lipidy byly prokdzany v semenech nékterych rostlin Celedi
mydelnikovitych (Sapindaceae), které se vsak pro lidskou vyzivu nepouzivaji. VSechny
kyanolipidy maji pétiuhlikaty skelet odvozeny od leucinu a kyanoskupinu s jednou nebo dvéma
hydroxyskupinami esterifikovanymi mastnymi kyselinami. Béhem hydrolyzy tvoti kyanolipidy
volnou kyselinu kyanovodikovou.

3.2.1 Reakce a zmény.

Glukosinolaty jsou v rostlinném pletivu doprovdzeny enzymem myrosinazou
(thioglukosidglukohydrolazou), ktera katalyzuje jejich rozklad. Myrosinaza je globularni
glykoprotein skladajici se z nékolika isoenzymu. Zvlastnosti je vyskyt myrosinazy v nékterych
mikroorganismech, v houbach, a dokonce i v tkanich nékterych ZzivocCichd. V neporuseném
pletivu je myrosinaza umisténa od glukosinoliti odd€len€, ovSem pii mechanickém poruseni
bunek rostlinného pletiva (napf. krajeni, kousani, pomrznuti ¢i napadeni S$kadci) dochazi
k pomérné rychlé enzymové hydrolyze. Naptiklad v neporusenych buiikéch jetele plazivého je
linamarin obsazen ve vakuolach, zatimco enzymy v bunécné stén€. Ke kontaktu substratu s
enzymy dochazi po poseCeni rostlin, pfi drceni semen, zvykani, pusobenim ledovych krystalka
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pfi pomrznuti, ale také pfi mimoradném suchu ¢i napadeni skidci (Velisek 2009). Rychlost
hydrolyzy je dana aktivitou enzymu, kterou ovliviiuje fada faktort (teplota a hodnota pH
prostiedi, druh a ¢ast rostliny ¢i pfitomnost latek pusobicich jako aktivatory €i inhibitory).

Prubéh reakce je ovliviiovan teplem. Béhem tepelného zpracovani zelenin dojde
k inaktivaci enzymovych systému, véetné myrosinazy a epithiospecifického proteinu.
V zavislosti na teploté a délce trvani tepelné upravy jsou Castecné rozkladany jak glukosinolaty
(ke ztratdm dochazi z velké €asti 1 vyluhem), tak nékteré vznikajici termolabilni produkty (napf.
askorbigen). Kromé toho dochazi k tékani fady latek, pfedev§im nizkomolekularnich
isothiokyanatd, ¢imz se vyrazné zméni aroma takto zpracované zeleniny. Poruseni rostlinného
pletiva, jemuz predchazel dostatecné ucinny tepelny zasah, jiz nema za nasledek enzymovy
rozklad glukosinolati a ¢ast dosud pfitomnych nerozloZenych glukosinolati je pak potravou
pfijimana. Pfi blanSirovani a vareni zelenin se znacna Cast glukosinolati vyluhuje, v priméru
30 — 40 %. Ve zmrazenych zeleninach se v dusledku aktivity myrosinazy v poskozenych
pletivech nachazi asi 50 % ptuvodné pritomnych glukosinolati. Pii kvaseni zeli dojde béhem
prvniho tydne fermentace k prakticky uplnému rozkladu glukosinolati (Velisek 2009).

Casto jedna latka, kterd vznikd rozkladem glukosinalatu, vykazuje hned nékolik
biologickych ucinkii. Rozkladem alifatickych glukosinolati vznikaji slabé strumigenni
isothiokyanaty, z nichz nékteré vykazuji antimikrohni a insekticidni uc¢inky (napfiiklad
allylisothiokyanat vznikly ze sinigrinu). Dal§imi produkty jsou nitrily a kyanoepithioalkany,
jez pusobi hepatotoxicky a nefrotoxicky. Siln€ strumigenni goitrin vznikajici hydrolyzou
progoitrinu inhibuje syntézu thyroidnich hormona (thyroxin, trijodthyronin) a pfenos jodu ve
Stitné zlazc. Thiokyanatovy anion, vznikajici z nestabilnich aromatickych a indoloych
isothiokyanatd, vykazuje stfedné silnou strumigenni aktivitu, ovSem na rozdil od goitrinu a
isothiokyanata ptisobi kompetitivn€ ve vztahu k jodu. Oba mechanismy mohou vést ke zvétSeni
Stitné zlazy (struma) a posléze 1 k porucham jeji funkce (Velisek 2009).

Kyanogenni glykosidy jsou zpravidla pfitomny v bunécnych vakuolach a B-glykosidaza,
ktera Stépi cukerny fragment molekuly je ulozena v cytosolu. Je tfeba poznamenat, ze pro -
glykosidazy je charakteristicka selektivita vaci riznym kyanogennim glykosidim. Zejména
glykosidazy, které jsou aktivni pfi odbouravani aromatickych kyanogennich glykosidd, jsou
mnohem mén¢ aktivni proti glykosidiim s alifatickymi aglykony (linamarin, lotaustralin).

Pfi enzymovem rozkladu amygdalinu vzniké v rostlinach z kyanovodiku jako produkt
detoxikace L-3-kyanoalanin, ktery pfechazi na asparagin.

Ztedénymi kyselinami za zvySené teploty se kyanogenni glykosidy hydrolyzuji na cukry
a nitrily 2-hydroxykyselin. Z amygdalinu vznikd nitril D-mandlové kyseliny.
V koncentrovanych kyselinach vznikaji hydrolyzou nitrilG 2-hydroxykyseliny a amonné soli.
Z amygdalinu takto vznika D-mandlova kyselina (Velisek 2009).

V slabé alkalickém prostfedi dochazi k epimeraci kyanogennich glykosidu.
Z amygdalinu vznikd smeés, ktera se nazyva isoamygdalin. Prislu$ny epimer amygdalinu
odvozeny od L-mandlové kyseliny, ktery se nazyva (S)-neoamygdalin, se v pfirodé
nevyskytuje. Produktem hydrolyzy amygdalinu v alkalickém prostredi je naptiklad epimerni
smés genciobiosidu kyseliny mandlové, ktera se nazyva amygdalinova kyselina.

Kyanovodik uvoltiovany z kyanogenti je jednim z prekurzori toxického ethyl-
karbamatu, ktery se vyskytuje hlavné v destilatech z peckového ovoce (Velisek 2009).
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Reakci kyanogennich glykosidi mohou ovlivnit vnéjsi faktory. Teplota a pH ovliviiuji
reakce, které poskytuji karbonylové slozky a kyanovodik. Pti alkalickém pH a teplotach vyssich
nez 60 °C je kyanogeneze rychlej§i. Chiralni kyanohydrinovy uhlik v kyanogennich
glykosidech mize byt epimerizovan ziedénou bazi (Coats et al. 2002). Hodnota pH ma vliv jak
na rychlost enzymové hydrolyzy (myrosinazy raznych rostlin maji obvykle nékolik optim pH
lezicich v intervalu 5 — 8, coz je dano pfitomnosti nékolika isoenzymu), tak na mechanismus
degradace nestabilniho aglykonu. Obecné vznikaji v kyselém prostredi (pH < 4) prevazné
nitrily, zatimco pii vys§im pH vznika vice isothiokyanat (Velisek 2009).

Pseudokyanogenni glykosidy se rozkladaji jinym zpisobem nez kyanogenni glykosidy.
V slabé alkalickém prostfedi uvoliuji kyanidy, mravencany a elementarni dusik, v kyselém
prostfedi formaldehyd, methanol a elementarni dusik. Enzymovym rozkladem wvznika
methylazoxymethanol (Velisek 2009).

3.2.2 Toxicita kyanogennich glykosidu.

Mnozstvi kyseliny kyanovodikové produkované v kyanogennich rostlinach za
vhodnych podminek se znaéné€ li§i. Chemické studie volné€ rostoucich a kultivovanych
kyanogennich rostlin na obsah kyseliny kyanovodikové odhaluji urcitou zavislost procest
kyanogeneze na véku rostlin a povaze mistnich ekologickych podminek, zejména pudy.

Stépeni probiha v pletivech n&akym zplisobem mechanicky poskozenych, kdy se
glykosidy a enzymy, dosud ulozené oddélené, dostanou do vzajemného styku.

Toxicita kyanogennich glykosidu a jejich derivati zavisi na uvoliiovani kyanovodiku a
muze vést k akutni otravé kyanidem. Byla také zapojena do etiologie né€kolika chronickych
onemocnéni. Zvysena hladina kyanogennich glykosidu v diet¢ mize z dlouhodobého hlediska
zpusobit akutni otravu kyanidem nebo oslabit nevratny neurologicky stav (Bolarinwa et al.
2016).

Toxicita kyanogennich glykosida se muze lisit v disledku nasledujicich faktort.

1. Koncentrace kyanogennich glykosidi v rostliné mize mit podprahovou
toxicitu.

2. Specializovany hmyz muze byt vyvinut tak, aby toleroval vys§si HCN ve stravé.

3. Vseobecny hmyz mize konzumovat kyanogenni rostlinu jako soucast smisené
stravy, takze toxicita mize byt zfedéna pod prahovou hodnotu.

4. Zpusob pozirani rostliny mize minimalizovat poskozeni tkani v listech
(napriklad mSice, které vyzivuji floém), aby se omezila expozice kyanogennich
glykosidu degradacnim B-glukosidazam.

Cesta rozkladu kyanogennich glykosidi muze vést k akumulaci v rostline
kyanohydrint, keto sloucenin, HCN, B-kyanoalaninu, thiokyanatu a sifi¢itanu. VSechny tyto
slouCeniny maji obranné vlastnosti.

e Kyanogenni glykosidy pusobi diky své horké chuti jako odstrasujici prostredek.
e Aldehydy a ketony maji cytotoxickou aktivitu.

e HCN je inhibitor dychani.

e [-kyanoalanin je neurotoxin.

e Thiokyanat a sifiCitan jsou inhibitory enzymu.
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e Primarni odstrasujici ucinek kyanogennich glykosidi je zpusoben jejich
ketoslouCeninou (Naveena et al. 2021).

Podstata pusobeni kyanovodiku na teplokrevné zivocichy spociva v tom, ze zpusobuje
rychlé uduseni v disledku blokovani dychacich enzymu a poruch funkci tkani dychacich cest.
Vsechny kyanidové slouceniny schopné odstépovat HCN a jsou schopny tvofit CN™ ionty.
Pokud se kyanid dostane do téla, rychle se vstiebava a cirkuluje, poté se slouci s
methemoglobinem a vytvoii kyanomethemoglobin. Cirkulujici kyanid inaktivuje cytochrom
oxid4zovy enzym vazanim trojmocného Zeleza (Fe **), které je uvnitf tohoto enzymu. Enzym
cytochrom oxidaza obvykle katalyzuje posledni krok oxida¢ni fosforylace. Komplex enzym —
kyanid brani provedeni tohoto kroku. Z tohoto divodu se enzym nemuze kombinovat s
kyslikem a transport elektront je inhibovan. Pacient nema dostatek kysliku a zastaveni dychani
bunék nastava okamzité. V dusledku tohoto procesu dochazi k umrti v disledku histotoxické
anoxie (Yildiz et al. 2017).

Pii akutni otravé HCN jsou postizeny nejprve respiracni a vazomotoricka centra
(nejprve dochazi k prohloubeni dechu a zvySeni krevniho tlaku, poté nastava paralyza dychani
a prudky pokles krevniho tlaku). Kyanidy inhibuji oxidativni fosforylaci energetickych procesti
v nervovych buiikach a také inhibuji enzymy, které katalyzuji biotransformaci fady AMK
(histidin, tryptofan, tyrosin). Vyrazné snizeni schopnosti tkani spotfebovavat kyslik je
indikovano S§arlatovou barvou krve v zilach. V prvnim okamziku otravy je rozhodujici
kyslikové hladovéni tkani, nasledné¢ se mohou objevit degenerativni zmény v centralnim
nervovém systému. V piipadé chronickému vystaveni HCN hraje dulezitou roli inhibice
produkce hormonu §titné zlazy, ktera neni zpusobena HCN ale vznikajicimi thiokyanaty.
Citlivost organismu na akutni ptisobeni kyanidu je spojena s urovni spotieby kysliku. Na nizké
urovni (napf. béhem hibernace) prudce roste rezistence k intoxikaci, coz je obecné spojeno se
snizenim t€lesné teploty a zvySenim rezistence vici hypoxii.

Hlavni opatieni pro zadchranu zivota v pfipadé otravy kyanidem jsou: (1) okamzita 1écba
podanim 100% kysliku, (2) ochrana dychacich cest a (3) kardiopulmonalni resuscitace. Lécba
zahrnuje endotrachealni intubaci u pacienti s komou. Také je mozné pouzit podavani
antiepileptickych 1ékt v pfipadé zachvatd, kontinualniho epinefrinu ve fazi pro korekci
kardiovaskularniho kolapsu a bikarbonatu sodného a nebot’ se predpoklada, ze tato podpturna
1écba je ucinna pti otrave Cistym kyanidem (Megarbane et al. 2013).

3.3 Amygdalin: vlastnosti a u¢inek na organismus teplokrevnych Zivocichu,
véetné lidi

Kyanogenni glykosidy, vcetné amygdalinu, jsou pfirozené se vyskytujici rostlinné
toxiny. Amygdalin ma rostlinny ptvod a je pfitomen v semenech jader pfiblizné 800 rostlin.
Primarné se amygdalin vyskytuje v rostlinach Celedi Rosaceae. Zastupci Celedi se vyskytuji po
celém svéte, nejveétsi druhové bohatstvi je v severnim mirném pasu. Je logické, ze se tyto
rostliny mohou objevit v krmivech zvifat a jsou zarovefi konzumovany lidmi. Semena rodu
Prunus jsou jednim z nejbohatSich zdroji amygdalinu, jedna se o semena horkych mandli,
merunék, tfesni, broskvi, §vestek, nektarinek a jablek. Amygdalin obsahuji taky semena oliv,
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hrozntl a pohanky. Kromé amygdalinu jsou tato semena bohata na bilkoviny, polynenasycené
tuky a dal$i ziviny a obsahuji az 2 procenta nebo vice nitrilozidu (Salama et al. 2019).

Amygdalin patii do skupiny aromatickych kyanogennich glykosidi. Aktivni formou
amygdalinu je pravostranna struktura R-amygdalin, coz je jeho pfirozena forma.

OH
HO Q
HO o)
OH
" § Q
HO O
OH :
o
il
N

Obrazek 1. Amygdalin

Kyanogenni glykosidy jsou ulozeny ve vakuolach uvnitt rostlinnych bunék. Pti naruseni
tkani, napfiklad drcenim, pfichazeji kyanogenni glykosidy do styku s endogennimi enzymy,
coz ma za nasledek uvolnéni kyanovodiku. V rostlinach proto kyanogenni glykosidy slouzi jako
dilezité chemické obranné slouceniny proti bylozravetim.

Amygdalin je bila krystalicka latka s molekulovou hmotnosti 457,429 g.mol™. Pfi
zahfivani tvori krystaly lehce hotké chuti, snadno rozpustné ve vodé a alkoholu, t€zko rozpustné
za chladu. Neni rozpustny v diethyletheru. Bezvody amygdalin taje pii 215 °C a otaci rovinu
polarizovaného svétla doleva: [a]p — 40 °.

Amygdalin poprvé izoloval v roce 1803 P.J. Robiquet a A. F. Boutron-Charlard. V roce
1830 byl zkouman Justem von Liebig a Friedrichem. V roce 1950 vyvinul americky biochemik
E. T. Krebs metodu syntézy latky velmi podobnou amygdalinu a dal ji nazev Vitamin Bi7.
Existuje také nazev Laertil.

Laetril oznacil spiSe za vitamin nebo jako doplnék vyzivy nez za Iék. Ve skutecnosti se
vSak omylem nékdy oznacuje jako vitamin B7, pfestoze slouCenina neni vitaminem (Salama et
al. 2019).

Amygdalin (D-mandelonitril-B-D-gentiobiosid) se sklada z cukerné slozky, tj. ze dvou
molekul glukézy a aglykonu, tedy jedné molekuly benzaldehydu, ktery vyvolava analgeticky
ucinek a z jedné molekuly kyseliny kyanovodikové, ktera je jedovata.

Benzaldehyd je nejjednodussi aromaticky aldehyd s molekulovou hmotnosti 106,12
g.mol!, je to bezbarvé kapalina s charakteristickou viini horkych mandli nebo semen jablek, pfi
skladovani zloutne a se oxidovana atmosférickym kyslikem na benzoylperoxid, ktery je
vybusny. Pozdéji prechazi na benzoovou kyselinu. Ztetelny zapach latky je citit pfi koncentraci
3 mg.m™>. V mnozstvi 100 mg.m> zptisobuje jediné vdechnuti podrazdéni nosni sliznice,
desetinasobna expozice 0,15 mg.m™ zpisobuje podrazdéni o&i a hornich cest dychacich.
Smrtelna davka pro ¢lovéka je 50 — 60 g.

Kyanidy predstavuji skupinu latek, pro kterou je charakteristicky vyskyt chemické
skupiny sestavajici z uhliku a dusiku, které jsou spojeny trojnou vazbou (C=N). Anorganické
kyanidy obsahuji vysoce toxicky kyanidovy ion CN", odvozeny od kyseliny kyanovodikové
(HCN). Existuji také kyanidy na organické bazi, kde se skupina C=N vaze na dalsi atom uhliku
jednoduchou vazbou (Buchancova et al. 2003).
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Kyselina kyanovodikova je plyn nebo bezbarva kapalina (bod varu je 25,6 °C, bod tani
je 13,3 °C, hustota je 0,699 g.cm™) se snadno misi s vodou a s fadou organickych rozpoustédel.
Pti teploté -13,3 °C kyselina kyanovodikova ztvrdne a vytvofi vlaknitou krystalickou hmotu.
Kyselina kyanovodikova je slaba kyselina. Ve volném stavu se kyselina kyanovodikova v
ptirodé nevyskytuje, avSak vyskytuje se ve formé chemickych sloucenin, které zahrnuji
glykosidy. Kyanovodik je systémova chemicka dusiva latka. Narusi normalni vyuziti kysliku
témef kazdym organem téla. Expozice kyanovodiku muze byt rychle fatalni. Ma celotélové
(systémové) ucinky, zejména ovliviluje ty organové systémy, které jsou nejcitlivejsi na nizkou
hladinu kysliku, tj. centralni nervovy systém (mozek), kardiovaskularni systém (srdce a krevni
cévy) a plicni systém (plice). Pouziva se komeréné pro fumigaci, galvanizaci, té€zbu zlata,
chemickou syntézu a vyrobu syntetickych vlaken, plasti, barviv a pesticidd. Plynny
kyanovodik ma vyrazny hotky mandlovy zapach (jini popisuji zatuchlou ,vini starych
tenisek™), ale velka ¢ast lidi neni schopna ho detekovat. Zapach neposkytuje dostatecné
varovani pred nebezpecnymi koncentracemi. Ma také hotkou palivou chut’ a ¢asto se pouziva
jako roztok ve vodé (Hydrogen cyanide, CID = 768).

Cukerna slozka se jmenuje genciobioza (také amygdal6za). Je to organicka sloucenina,
disacharid, ktery se sklada ze dvou zbytki D-glukozy spojenych prostfednictvim f (1 — 6)-
glykosidovych vazeb. Nachazi se pouze ve sloucCeninach v pfirodé. Aglykon se navaze na
cukernou slozku prostfednictvim jedné molekuly kysliku, proto amygdalin patfi mezi O-
glykosidy. V rostlinach se v této vazané formé ve formé glykosidi velmi Casto vyskytuji
pfirodni slouceniny s hydroxylovymi skupinami (Plemenkov 2001). Aglykony nebo a-
kyanhydriny, jejichz vlastnosti je schopnost vylucovat kyselinu kyanovodikovou enzymatickou
hydrolyzou kyanogennich glykosidu, jsou tvofeny z odpovidajicich aminokyselin. Nitrilova
skupina je vytvorena z aminoskupiny, karboxylova skupina zistava ve formé —COOH. D-
glukoza se témért vzdy objevuje jako zbytek cukru, jehoz glykosidicka vazba ma -konfiguraci.

Biosyntéza amygdalinu zacind aminokyselinou L-fenylalaninem (Phe), ktery je N-
hydroxylovan a pfeveden na prunasin dvéma cytochromy P450 (CYP79 a CYP71) a UDP-
glukosyltransferazou (UGT1) (Franks et al. 2008). V kone¢né fazi je prunasin pfeménén na
amygdalin prostfednictvim dalsi neznamé UDP-glukosyltransferazy (UGT2). Proces
biosyntézy amygdalinu je uveden na obrazku 10 (Sanchez-Pérez et al. 2018).
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Obrazek 2. Byosyntéza amygdalinu

K bioaktivaci amygdalinu dochazi pomoci enzymi. Amygdalin mize byt hydrolyzovan
amygdalin-hydrolazou za vzniku prunasinu a glukozy. Prunasin je néasledné hydrolyzovan
prunasin-hydrolazou, uvoliujici mandelonitril a glukézu. Oba enzymy jsou B-glukosidazy,
které patii do skupiny 1 glykosidovych hydrolaz (Del Cuetoa et al. 2018). Hydrolazy jsou
skupinou enzymu, které katalyzuji hydrolyzu kovalentnich vazeb, kde Cinitelem rozkladu muaze
byt voda. B-glukosidazy katalyzuji hydrolyzu PB-glykosidickych vazeb mezi cukernymi
slozkami nebo mezi cukrem a aglykonem. Kyanogenni glukosidy a p-glukosidazy jsou
lokalizovany v riznych castech buriky. Pouze v pripad€, ze je tkan poskozena napriklad
napadenim bylozravci, jsou kyanogenni glukosidy bioaktivovany B-glukosidazami, pficemz se
mimo jiné uvolfiuje kyanovodik, jenz poskytuje okamzitou chemickou obranu proti
bylozravcim (Del Cuetoa et al. 2018). V poslednim kroku mandelonitril-lyaza hydrolyzuje
mandelonitril za vzniku benzaldehydu, ktery dava horkou chut’ a uvoliiyje kyanovodik, ktery
je toxicky. Tento proces se nazyva kyanogeneze a mohou se ho ucastnit jak nekteré rostliny,
tak 1 zastupci zivocisni fiSe napfiklad hmyz. Proces kyanogeneze je uveden na obrazku 3.
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Obrazek 3. Kyanogeneze

Kyanid je toxicky pro vSechny zivé buriky a vyzaduje rychlou detoxikaci v rostlinnych
tkanich. Kyanid je detoxikovan na 3-kyano-L-alanin, neproteinovou aminokyselinu, ktera je
Siroce rozsifena ve vysSich rostlinach a je pro mnoho zvitat neurotoxicka. Ve vétsing rostlin 1ze
3-kyano-L-alanin dale metabolizovat na L-asparagin a L-aspartat (Piotrowski et al. 2001).
Tento metabolicky proces je zobrazen na obrazku 4.
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Obrazek 4. Proces detoxikaci amygdalinu v rostlinnych tkanich
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Cinnost kyanid-detoxika&ni cesty je zalozena na nitrilazach a vede k sougasné produkci
zdroje dusiku pro rostlinu. Tato cesta sestava z nasledujicich dvou kroka: B-kyanoalanin
syntaza katalyzuje reakci mezi HCN a L-cysteinem za ucelem syntézy B-kyanoalaninu, vzniku
amoniaku, L-asparagové kyseliny a L-asparaginu z H>O a B-kyanoalaninu (Del Cuetoet al.
2018).

Pokud amygdalin neni pro rostliny jedovatou latkou, a naopak poméha rostlinam
prostiednictvim obrannych mechanisma, nabizi se otazka, jak tato latka ovliviiuje teplokrevné
zivoCichy. Nejviditeln&jsim ucinkem na teplokrevné zivocCichy je moznost otravy kyanidem.
Urcitym nebezpecim je moznost otravy produktem hydrolyzy amygdalinu u domécich zvitat
krmenych rostlinami, které obsahuji kyanogenni glykosidy. Otrava kyanidem u hospodatskych
zvitat mize mit za nasledek nahlou smrt, zatimco subletalni expozice muZze zpusobit
neurologické ptiznaky a snizenou vykonnost. Otrava kyanidem ve volné piirodé muze zpasobit
pokles populace a ekologické naruSeni.

Otrava amygdalinem téz kyanidem u lidi miZze nastat pfi imyslné nebo nahodné
expozici. Sebevrazedné pokusy s pouzitim kyanidu mohou zpusobit rychly nastup ptiznakut
otravy a smrt. K nahodné expozici muze dojit na pracovisti, napfiklad pfi primyslovych
havariich, nebo pfi poziti kontaminovanych potravin nebo vody. Otrava kyanidem u lidi mtze
zpusobit fadu pfiznaki, od mirnych az po tézké, a mize mit za nasledek dlouhodobé
neurologické poskozeni nebo chronické zdravotni ucinky.

3.3.1 Amygdalin a jeho mozné protirakovinné vlastnosti

Rakovina je skupina onemocnéni charakterizovanych nekontrolovanym rdstem a
metastazovanim malignich bun€k v celém téle. V prub&hu 20. a 21. stoleti byla rakovina jednou
z nejdulezitejSich pfi¢in tmrti. Bylo zavedeno mnoho moznosti 1écby rakoviny, jako je
ozarovani, chemoterapie a chirurgie. Bylinnd medicina je v§ak povazovana za moznou budouci
1écbu rakoviny kvuli jejim nizkym vedlej§im ucinktim, vysoké farmakologické ucinnosti a
moznosti ziskat ji za nizké ceny. Pfirodni produkty jsou slibnym zdrojem pro vyvoj
chemopreventivnich a chemoterapeutickych 1éka. Priblizn€ 80 % vsech 1éka schvalenych FDA
v poslednich tfech desetiletich pochazelo z pfirodnich zdrojua (El-Ela et al. 2022). Merutikovy
jadra obsahujici amygdalin byly pouzity jako modelovy bylinny 1¢k.

Pod obchodnim nazvem ,Laetrile je amygdalin propagovan zastupci ,alternativni
mediciny® jako 1é€ivo podobné vitaminu pod oznaCenim Bi7 a protirakovinné €inidlo. V této
funkci byl amygdalin kategoricky odmitnut védeckou a lékafskou komunitou, zejména
Americkou spravou potravin a 1é¢iv (FDA), Americkou onkologickou spolecnosti, Americkou
lékarskou asociaci (AMA) jako toxicky a bez antitumorovych ucinku. Jsou znamy ptipady
otravy laetrilem, vCetné pripadu, kdy ji laetril uzivan v kombinaci s vysokymi davkami
vitaminu C, coz snizuje hladinu cysteinu v tkanich, kterd vaze kyanovodik in vivo (Bromley et
al. 2005). Reklama na amygdalin jako protirakovinového €inidla je povazovana za klasicky a
jeden z nejziskovéjSich prikladt vyuzivani obav lidi o své zdravi.

Ackoli laetril a amygdalin jsou kyanogenni glykosidy, jedna se o rizné latky. Prirodni
amygdalin existuje jako pravostranna struktura (R-amygdalin), ktera je aktivni formou. Nazev
,Laetril“ je zkratkou, ktera je odvozena ze slov ,,laevorotatory a mandelonitrile”. Laertil, ktery
ji predmétem amerického patentu, je polosynteticky derivat, jehoz struktura je D-mandelonitril-

25



B-glukoza, 1isi se vSak od struktury amygdalinu (D-mandelonitril-f-gentiobiosid). Na obrazku
5 jsou rozdily v chemickych strukturach amygdalinu a laertilu (Salama et al. 2019).
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Laetrile Amygdalin

Obrazek 5. Laetril a amygdalin

Otazka protirakovinové aktivity amygdalinu/laertilu zdstava oteviena. Protoze védci
maji stale odliSné nazory na protinadorovy ucinek amygdalinu. Sporné ji téz zafazeni
amygdalinu do skupiny vitamind B pod nazvem By7.

Vitaminy jsou organické slouCeniny, které jsou v malém mnozstvi potiebné pro
normalni fungovani téla. Jsou nezbytné pro rust, vyvoj a udrzeni dobrého zdravi. Vitaminy se
déli do dvou skupin: vitaminy rozpustné v tucich a vitaminy rozpustné ve vod¢. Vitaminy hraji
zasadni roli v mnoha fyziologickych procesech v téle, véetné metabolismu, ristu a vyvoje,
imunitnich funkci a neurologickych funkci. Kazdy vitamin ma jedine¢nou funkci a jeho
nedostatek muze vést ke specifickym zdravotnim problémtim. Dietni zdroje vitamind zahrnuji
rizné potraviny, jako jsou ovoce, zelenina, celozrnné vyrobky, mlééné vyrobky a maso.
Mnozstvi a dostupnost vitamini v potravinach mohou byt ovlivnény faktory, jako jsou
zpracovani, vareni a skladovani. Hlavnim tkolem vitamind skupiny B je ucast v koenzymech
v mnoha enzymatickych procesech, predev§Sim v neustalé obnové zivé hmoty. S jejich
nedostatkem dochazi ke snizeni aktivity nékterych enzymdi, a tim k inhibici specifickych
metabolickych procesti. V pripadé B-avitaminozy experimentalni zvifata vykazuji vyznamné
poskozeni reprodukéni funkce, coz je v souladu s dobfe znamou skutecnosti o Gcasti enzymu
na fizeni jednotlivych fazi reprodukéniho procesu. Vitaminy skupiny B jsou mirné odlisné ve
svych chemickych vlastnostech a biologickych mechanismech ucinku.

Amygdalin nespliiuje v§echny podminky pro to, aby mohl byt nazyvan vitaminem. To
vSak nevylucuje skuteCnost, ze tato latka mize mit v jistém smyslu pozitivni vliv na lidsky
organismus.

Skupina Cinskych védcu aktivné studuje vlastnosti amygdalinu. Amygdalin se pouziva
v tradicni Cinské mediciné a studie védci tvrdi, ze tato latka uspésné pomaha pii 1écbé rakoviny
(Lea & Koch 1979; Xing & Yang 2003; Chen et al. 2013).

Li et al. (2019) piSe, ze B-glukosidaza je enzym, ktery uvoliiuje glukézu hydrolyzou
glykosidické vazby mezi cukry a arylovymi skupinami. Interakce mezi cukry a arylovymi
skupinami indukuje vznik B-glukosidazy, ktera soucasné inhibuje oxidazu cytochromu c, jez je
koncovym enzymem mitochondrialniho respiracniho fetézce, a tim se ukoncuje syntéza
adenosintrifosfatu. Cely proces vede k bunééné smrti v disledku vzniku velkého mnozstvi
kyseliny kyanovodikové. Normalni buiiky obsahuji enzym rhodanazu pro pfeménu kyseliny
kyanovodikové (CN™) na netoxickou kyselinu thiokyanatou (SCN"), kterd v nadorovych
bunkach chybi, a proto muze byt kyselinou kyanovodikovou nadorova burika specificky
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znic¢ena. Pro aktivaci enzymu rhodanazy v téle teplokrevného zivocicha, véetné ¢loveka, je vSak
nutna expozice z vn¢jsku, tj. pfitomnost antidota. Tim je latka thiosulfat. To je v rozporu
sudajem Jamesa (2002) podle néhoz nadorové i normalni buiiky obsahuji pouze stopy B-
glukosidaz a stejna mnozstvi thodanazy.

Li et al. (2019) naznacuji, ze vztah mezi B-glukosidazou a amygdalinem by mohl
vyvolat specificky protinadorovy tcinek. Kyselina kyanovodikova muze pasobit nespecificky
na bunéCny cyklus, a tim zabijet rakovinné buriky. Kdyz je B-glukosidaza spojena s
monoklonalni protilatkou specifickou pro nador, mize byt amygdalin pfeménén na aktivni 1€k,
ktery specificky usmrcuje nadorové buriky.

Li et al. (2019) dale zjistili, ze benzaldehyd, produkt amygdalinu rozlozeny enzymy,
muze inhibovat aktivitu pepsinu a je ucinny pii chronické atrofické gastritidé, ktera snadno
prechazi do rakoviny zaludku. Tyto vysledky naznacuji, ze urcita koncentrace amygdalinu
muze selektivné zabijet nadorové bunky v téle pisobenim B-glukosidazy s nevyznamnymi
klinickymi nepfiznivymi ucinky a ze amygdalin mize generovat kyselinu kyanovodikovou
pusobenim lidské B-glukosidazy a konkrétné zabijet nadorové buriky.

Amygdalin je glykosid, ktery se v téle hydrolyzuje za vzniku kyanovodiku a
benzaldehydu. Kyanidovy iont generovany rozkladem amygdalinu inhibuje bunécné dychani
vazbou na cytochrom c oxidazu, coz vede ke snizeni produkce ATP a nakonec k bunécné smrti.
Bylo navrzeno, ze rakovinné buriky jsou nachylngjsi k cytotoxickym ucinkim kyanidu v
dusledku jejich zvySené zavislosti na glykolyze pii vyrob¢ energie.

V souvislosti s u¢inkem amygdalinu na tumorové buiky je nutno se zminit o
Warburgovi efektu. Warburgiv efekt je tendence vétSiny rakovinnych bunék produkovat
energii hlavné prostfednictvim velmi aktivni glykolyzy s naslednou tvorbou mlécné kyseliny,
a nikoli prostrednictvim pomalé glykolyzy a oxidace pyruvatu v mitochondriich pomoci kysliku
jako ve vétsin€ zdravych bunék. V buiikach rychle rostouciho zhoubného nadoru je rychlost
glykolyzy témér 200krat vyssi nez ve zdravych tkanich. V tomto pfipadé zustava glykolyza
vyhodna i za podminek, kdy je nadbytek kysliku (Alfarouk et al. 2011).

Hlavnim toxickym ucinkem na rakovinnou burtiku je pasobeni kyseliny kyanovodikové
nebo od ni odvozeného kyanidového iontu, ktery blokuje oxidacni fosforylaci v mitochondriich.
Kyanidovy ion, ktery ma afinitu k trojmocnému Zzelezu, blokuje cytochromoxidazu, tj.
nejdulezitéjsi mitochondrialni enzym obsahujici zelezo, ktery katalyzuje koneCny stupeni
oxida¢ni fosforylace. Vysledkem je, ze syntéza molekul 36 ATP je v buiice nahle zastavena. Z
tohoto divodu se tkanové dychani prerusi a rychle dochazi ke smrti bunék, primarné centralniho
nervového systému, jako nejcitlivéj§iho systému na nedostatek kysliku. Zbyvajici neporusena
anaerobni glykolyza, ktera vede pouze k 2 molekulam ATP, nemize poskytnout bunkam
dostateCné mnozstvi energie, proto pii akutni otravé kyanidem dochazi k rychlé smrti.
Rakovinové butiky potfebuji ale mnohem méné kysliku, protoze jejich hlavnim zdrojem energie
je intenzivni proces glykolyzy, proto je velmi problematické zpasobit smrtelné otravy kyanidy
v pfitomnosti nadorovych bunék.

V soucasné veédecké literature jsou ve velké mife popisovany vyhody amygdalinu
v le€bé rakoviny (Makarevi¢ et al. 2014; Milazzo & Horneber 2015; Abboud et al. 2018).
V pracich z let 1970 — 2000 jsou naopak uvadeéji argumenty proti protinadorové aktivité
amygdalinu a zejména laertilu (Lehmann 1977; Biaglow & Durand 1978; Moertel et al. 1982).
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Pravidelna konzumace pifiméfeného mnozstvi ovoce a zeleniny muze snizit vyskyt
rakoviny a tento dikaz vyvolal zajem o terapeutické vyuziti té€chto potravin jako pfirozenych
zdroju protirakovinnych latek. Tato moznost vyvolala pozornost vyzkumnikti a v soucasnosti
obrovské mnozstvi dikazii podporuje protirakovinné pusobeni pfirozené se vyskytujicich
slouCenin. V poslednich nékolika letech doslo k vyznamnému pokroku v analyze biologické
aktivity pfirodnich slouCenin v modelech in vitro i in vivo. Lecba s pouzitim amygdalinu
lidskych rakovinovych bunécnych linii jako MCF-7 (rakovina prsu), A549 (rakovina plic) a
HT-29 (rakovina tlustého stfeva) byly studovany in vitro.

V studii Cecarini (Cecarini et al. 2022) zkoumali u¢inek amygdalinu a dvou vodnych
extraktl z merunkovych jader na funkcnost proteolytickych systéma (podrobné proteazom a
autofagii) a implikace na apoptotické déje v burikach lidského karcinomu prsu a u norméalnich
zdravych bunek. Nadorové buriky oSetfené vodnymi extrakty a amygdalinem vykazovaly
srovnatelné snizeni zivotaschopnosti bunek (o 30 — 40 %). U normalnich bunék nebyly zjistény
zadné zmény zivotaschopnosti. Exprese jaderného antigenu proliferujici buriky, coz je index
bunécné proliferace, byla ovlivnéna osetfenim amygdalinem a jednim z vodnych extrakti z
merutikovych jader. Uginky amygdalinu a obou extraktd byly poté testovany na funkénost
proteazomu meétrenim aktivity jak katalytického jadra, tak proteazomu. Oba proteolytické
komplexy byly inhibovany v rakovinnych buikach osSetfenych amygdalinem a jednim z
vodnych extrakti z merurikovych jader. Inhibice proteasomalniho komplexu byla potvrzena
akumulaci proteint zapojenych do bunécného cyklu a apoptotického procesu, coz naznacuje
moznou aktivaci této drahy bunécné smrti. Data Cecarini (Cecarini et al. 2022) ukazuji
schopnost amygdalinu uplatnit svijj ucinek prostiednictvim modulace aktivity proteazomu a
jejich katalytickych slozek.

Bylo provedeno mnoho dalSich studii zkoumajicich potencialni protirakovinné
vlastnosti amygdalinu. Studie in vitro prokazaly, ze amygdalin mize indukovat apoptdzu,
inhibovat bunécnou proliferaci a potlacovat angiogenezi v fadé rakovinnych bunéénych linii,
veetné rakoviny prsu, plic, tlustého stfeva a prostaty. Slibné vysledky ukézaly i studie na
zvitatech, pficemz amygdalin prokéazal protinddorové ucinky u mysi s implantovanymi
xenoimplantaty lidskych nadorti (Milazzo et al. 2011). Navzdory slibnym predklinickym
udajam pfinesly klinické studie zkoumajici i€innost amygdalinu jako protirakovinného Cinidla
ma smisSené vysledky. Nékteré studie zaznamenaly zlepSeni preziti a kvality Zivota u pacienti
s rakovinou léCenych amygdalinem, zatimco jiné neprokazaly zadny ptfinos nebo dokonce
informovali o negativnem dopadu na zdravi pacienti. Tyto protichtidné vysledky mohou byt
zpusobeny rozdily v designu studie, vybéru pacientd a pouziti riznych formulaci amygdalinu.

Jednim z hlavnich problému s pouzitim amygdalinu jako 1écby rakoviny je jeho
potencialni toxicita. Kromé toho bylo pouziti amygdalinu spojeno s vedlejsimi ucinky jako je
nevolnost, zvraceni, zavraté a bolesti hlavy.

Krome toho klinické studie na lidech nepotvrzuji u€innost laertilu. Milazzo et al. (2007)
pise, ze systematicky prehled jakykolich typt klinickych dikazi souvisejicich s u€innosti nebo
bezpecnosti laetrilu (nebo intervenci amygdalinu) u pacienti vSech vékovych skupin trpicich
rakovinou jakéhokoliv typu nebo stadia, nenalezl zadny spolehlivy dikaz, ze laetril je G€inny
jako protirakovinovy lék. Tvrzeni, ze laetril mé protirakovinné ucinky, proto neni podlozeno
udaji z kontrolovanych klinickych hodnoceni. V malém poctu zprav se vSak predpoklada, ze
laetril je pfinosem pro pacienty s rakovinou. Je tfeba ovSem zdlraznit, ze v nejlépe hodnoticich
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studiich a zpravach neni znam pocet léCenych pripadl, proto tyto typy prehledi mohou
generovat fale$né pozitivni celkovy dojem. Vsechny pozitivni vysledky pochézely ze studii,
kde subjektivni reakce mohly byt chybné interpretovany jako objektivni dikaz ucinnosti.
Mnoho pripadi uvadgjicich regresi nadoru odkazovalo na docasnou regresi a v pripadech
udajné uplné remise zadna ze studii neposkytla podrobné informace o nasledném stavu. Nekteti
pacienti, u kterych doslo k regresi nadoru, mohli také podstoupit konvencni lécbu.

Ve studiich z posledni doby protinadorové pro cloveéka ucinky amygdalinu byly
prokazany in vitro bez experimentl in vivo. Kromé toho, amygdalin v davkach, které byly
pouzity, vyvolal malo klinickych vedlejsich ucinkt. Bylo zjisténo, ze hladina kyanidu vzrostla
na 2,1 mg.ml"! v krvi jedincd, ktefi podstoupili oralni 1é¢bu amygdalinem (0,5 g), aniz by
vykazovali vyznamné znamky nepohodli a vSechny ostatni parametry meéli v normé. Pouze u
jednoho pacienta se objevily pfiznaky otravy kyanidem v disledku podani nadmérné davky
amygdalinu (1,0 g). U tohoto jedince dosahla hladina kyanidu v krvi 3,5 mg.ml". Tato studie
ukazala, ze amygdalin je bezpecny pro pacienty s pokroc¢ilym karcinomem (Li et al. 2019).

Zastanci laetrilu a amygdalinu navrhli razné teorie vysvétlujici jeho udajnou
protirakovinnou aktivitu.

* Jednou z nich je ,trofoblasticka teorie rakoviny®. Tato teorie fika, ze vSechny
rakoviny vznikaji z primordidlnich zarodecnych bunék (buiky, které by
normalné daly vznik vajickim nebo spermiim), z nichz nekteré se béhem
embryogeneze roz§ifi po celém tele, a proto nejsou omezeny na varlata nebo
vajecniky. Uzivani laetrilu se vysvétluje domnénkou, ze maligni buiky jsou
specifické v tom, ze maji vyssi hladiny enzymu zvaného beta-glukuronidaza,
nez je obvyklé, a ze jsou defektni v jiném enzymu zvaném rhodanaza
(thiosulfatsulfurtransferaza). Jiny nazor uvadi, ze laetril je modifikovan v jatrech
a poté enzym beta-glukuronidaza modifikovanou slouceninu rozlozi za vzniku
kyanidu. Poté rhodanaza pfeméni kyanid na relativné neskodnou slouceninu
thiokyanat. Nerovnovaha téchto dvou enzymu tedy ukazuje, Ze rakovinné bunky
jsou vice ovlivnény toxickymi ucinky laetrilu nez normalni buiky.

» Jina teorie tvrdi, ze laetril neboli amygdalin/vitamin B17 je chybéjici vitamin,
ktery télo potiebuje k obnoveni zdravi. V souladu s tim tato teorie predpoklada,
ze rakovina je metabolicka porucha zptisobena nedostatkem vitaminu. Navzdory
experimentalnim dikazim, které naznaCuji, ze mira piijmu jednotlivych
vitamini mize ovlivnit vznik rakoviny, neexistuje zadny dikaz, ze by laetril byl
nezbytny pro normalni metabolismus.

» Existuje také teorie, kterd naznaCuje, ze kyanid uvolnény z laetrilu zvysSuje
kysely obsah nadorovych bunék, coz vede k naruSeni lysozomt uvoliujicich
svlj obsah. Tim se zastavi rast nadoru a zni¢i rakovinné buiiky. Podle této teorie
je dalsim disledkem destrukce lysozomd je stimulace imunitniho systému.

» Amygdalin by navic mohl vyrazné snizit pisobeni enzymu telomerazy, ktery se
vyskytuje ve vysSich hladinach v rakovinnych bunikach (8 — 13krat). Proto
snizuje expresi telomerasové reverzni transkriptazy a telomerasové RNA
slozky. V dusledku toho muze zptsobovat potlaceni rastu rakovinnych bunék
(Salama et al. 2019).
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VSsak na zakladé analyzy dostupné literatury je zfejmé, ze je potfeba mnohem vice studii
a hlavné klinicky ovefenych a dobife kontrolovannych k objasnéni farmakologickych
mechanisma amygdalinu, pokud jde o optimalni davku, proveditelnost kombinovaného pouziti
amygdalinu s jinymi protinddorovymi léky, a dokonce i laboratorni syntézu aktivni slozky v
amygdalinu, za ucelem posileni jeho protinadorového ucinku a sniZeni jeho nepftiznivych
ucinkt pro klinické pouziti.

Stoji za zminku, Ze i pfes protichudné vysledky existujicich experimentt a studii je
amygdalin rozhodné zajimavy nejen pro farmakologicky ale i pro potravinaisky pramysl,
protoze amygdalin se nachazi v rostlinach, které lidé pouzivaji k jidlu nebo hospodarska zvirata
dostavaji v krmné davce.

3.3.2 Vedlejsi produkty ovocnarstvi

Kazdy rok se vyprodukuje velké mnozstvi ovoce, které se vyplytva, protoze piebytek
nelze spotfebovat nebo ovoce patii do druhé, tieti kategorie jakosti. Podle FAO (The State of
Food and Agriculture 2019) 21,6 % vyprodukovaného ovoce na svété se vyhodi, a to poCinaje
fazi po sklizni az po distribuci. Velmi Casto je ovoce odmitano jen kvuli jeho ,,nedokonalému*
vzhledu nebo nedostate¢né velikosti, 1 kdyz je ovoce dokonale jedlé. Je pravda, ze i kdyz
existuji alternativy, jako je vyroba ovocnych protlakd, dzusi nebo dokonce ovocnych dzemd,
stale se plytva velkym mnozstvim, protoze ovoce zistavaji na polich, dokud se nerozlozi nebo
okamzité se likviduje jako odpad. Tyto akce vedou k ekologickym i ekonomickym problémum,
proto znec€isténi zivotniho prostiedi a rostouci ceny mohou vést k nadprodukci ovoci.

Neékteré druhy ovoce maji silnou a drsnou slupku, jako je granatové jablko, zatimco
nekteré druhy ovoce maji tenkou slupku, jako je mango. VétSinu ovocnych slupek spotiebitelé
nekonzumuji kvili hrubé textuie a horké chuti. Ostatni vedlejsi produkty z ovoce, jako jsou
semena, se vetSinou konzumuji spolu s ovocem, napfiklad u melouna a kiwi. Oproti tomu
semena vetsi velikosti se nekonzumuji a vétSinou se po konzumaci duziny vyhodi. Ovocna
semena jsou bohata na nutricni zdroje a byla pouzita k vyvoji funkénich potravin. Ovocné
vylisky jsou zbyvajici pevnou hmotou po extrakci ovocné stavy a mohou zahrnovat semena,
slupky, duzniny a stonky u nékterych druhti ovoce. Napiiklad jablecné vylisky tvoii ~25 %
jablek, kde odpady z vyroby jablecné stavy a moStu mohou vytvaret obrovské mnozstvi
vyliski. Plytvani jableCnymi vylisky je obzvlast vyssi v zapadnich zemich, jako jsou Némecko
a Novy Zéland (Lau et al. 2021).

Jednim z moznych vyuziti zbytki z ovocnaiského primyslu je zpracovani
macerovanych octl s pouzitim raznych c¢asti ovoce. Neékteré piiklady octové macerace
s ovocem, jako jsou banan, mucenka nebo jablko lze nalézt v literatute (Luzon-Quintana et al.
2021). Macerace neni jedinym zpusobem, jak vyuzit odpad po zpracovani ovoce. Dietni
vlaknina, ktera byla extrahovana z téchto odpadi muze byt pouzita k obohaceni jinych potravin.
Dietni vlaknina ziskana z ovoce je v dnesSni dobé stale vice uvadéna na trh kvali jeji vyssi
nutricni kvalité ve srovnani s dietni vlakninou ziskanou z obilovin (Luzon-Quintana et al.
2021).

Ovocné vedlejsi produkty jsou povazovany za bohaty zdroj organickych kyselin,
minerald, pigment a fenolickych sloucenin. Navzdory obsahu bioaktivnich sloucenin jsou
vedlejsi ovocné produkty nachylné ke zkazeni nebo k produkci nezadouci chuti kvili vétsimu
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mikrobialnimu a organickému obsahu. Proto se vyzaduje, aby vedlejsi produkty z ovoce byly
pted pouzitim zpracovany v potravinaiskych aplikacich (Saleh et al. 2021).

V rostlinné fisi jsou fenolické slouceniny nejrozsifenéj§imi sekundarnimi metabolity,
které prispivaji ke zdravi rostlin 1 lidi. Polyfenoly, jako jsou flavonoidy, hraji v rostliné ¢etné
molekularni a biochemické role. Slouzi pro signalizaci, obranu rostlin, zprostfedkovani
transportu auxinu, antioxidaéni aktivitu a vychytavani volnych radikali. Vzhledem k tomu, ze
zbytky plodd jsou snadno dostupné, jsou pouzivany jako levné hnojivo. Studie ukazaly (Sagar
et al. 2018), ze v semenech a slupkach plodd je pfitomno zna¢né mnozstvi bioaktivnich
slouCenin a zakladnich zivin. Tak spotieba syntetickych prisad jako jsou antioxidanty v
potravinach je stale omezenéjsi kvtli obavam z potencialnich nepfiznivych ucinki na lidské
zdravi. Pouzivani pfirodnich antioxidanti je zivotné dulezité, jelikoz nejsou rizikové na rozdil
od syntetickych ptisad. Mezi ptiznivé zdravotni vlastnosti pfirodnich bioaktivnich sloucenin
patfi antibakteridlni, protinddorové, antivirové, antimutagenni a kardioprotektivni ucinky
(Saleh et al. 2021). Vyuziti vedlejSich produktt ovocnarstvi pro tyto ucely ma ekonomicky a
humanitarni potencial.

Védecky vyvoj v oblasti extrakce biologicky aktivnich molekul, zaznamenany v
poslednich desetiletich, umoziuje zhodnoceni a nasledné vyuziti vedlejSich produktu
zpracovani ovoce. Tisice cennych molekul generovanych z ovocného odpadu lze vyuzit v
potravinaiském, kosmetickém nebo farmaceutickém primyslu. Aby bylo mozné ziskat
produkty s pfidanou hodnotou, je podstatné vypracovani metod extrakce pro kazdy vedlejsi
produkt generovany v zemédé€lsko-potravinaiském pramyslu. Tradicni metody se stale
pouzivaji, 1 kdyZ zpusobuji vysokou spotiebu energie a n€kdy i degradaci termolabilnich
slouCenin. Trvale se vyvijeji udrzitelné metody prostfednictvim zlepSovani a optimalizace
stavajicich procesu podle principt zelené chemie (Fierascu et al. 2020).

Terapeutické vlastnosti bioaktivnich sloucenin pochazejicich z ovoce jsou Siroce
popsany ve védecké literatufe. Rada publikaci uvadi protirakovinnou, antidiabetickou,
antihypertenzni, protizanétlivou, antimikrobialni, antioxida¢ni, imunomodula¢ni nebo
neuroprotektivni aktivitu rostlinnych sekundarnich metaboliti extrahovanych z ovoce a
zduraznuje jejich vyznam v lidské stravé (Liu et al. 2019). Védecké informace, které se tykaji,
biologickych aktivit vedlejSich produkti ze syrového ovoce jsou zaméfeny predevsim na
potravinaiské aplikace. Antioxidacni a antimikrobialni vlastnosti semen, duziny, slupek nebo
odpadu duziny jsou zkoumany s cilem navrhnout nové funkéni potraviny zlepSujici lidské
zdravi a pohodu (Liu et al. 2019). Vzhledem k tomu, ze vedlejsi produkty z ovoce jsou prevazné
vysledkem potravinaiského prumyslu, aplikace potravinového odpadu ve stejném odveétvi
zajistuje cirkulaci nadbytecné potravinové biomasy a usnadriuje nakladani s odpady. Nicméné,
bez ohledu na vyhody, které se ziskavaji zpracovanim vedlejSich produkti z ovoce v
potravinarském prumyslu, soucasné piedbézné védecké poznatky potvrzuji, Ze odpad z ovoce
lze povazovat za cenny zdroj fytoslozek pro lékarské pouziti.

Je dobfe znamo nékolik aplikaci sloucenin ziskanych z riznych primyslovych odveétvi.
Slouceniny ziskané z ovocnych odpadt nachazeji dalsi uplatnéni jako aditiva v potravinatskych
produktech pro zachovani a zvyseni kvality, pro prevenci oxidace potravin a pro inhibici ristu
patogennich mikroorganismii (Andrade et al. 2019). Diky vlastnostem nepropustnym pro
kyslik, produkty ziskané z ovocnych odpada 1ze také pouzit jako substrat pro nové obalové
materialy (Singh & Kaur 2015). Ovocné odpady v potravinaiském prumyslu lze vyuzit jako
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nahrazku pSeni¢né mouky (Struck et al. 2018), 1ze je pridavat do kolaci nebo je 1ze pouzit v
napojovém prumyslu (Reissner et al. 2019). Zajem o produkty na pifirodni bazi se rozsifil i v
kosmetickém prumyslu. Hledani novych 1€kt a zvysSena rezistence vaci tém soucasnym vedly
k nalezeni novych zdroju antimikrobialnich latek, jako jsou znovuziskané bioaktivni slouceniny
z ovocného odpadu (Ruiz-Montafiez et al. 2014). Zajem o vyuziti biomasy pro vyrobu energie
se v poslednich desetiletich stal dileZitou strategii zameéfenou na snizeni negativniho dopadu
fosilnich paliv na zivotni prostedi. V této souvislosti produkty s pridanou hodnotou Ize vyrabét
za pomoci fermentace riznych odpadi anaerobnimi bakteriemi, které lze integrovat do
pfitokového nebo kontinualniho systému pro vyrobu lipidi nebo biopaliv (Liu et al. 2019).

Fierascu (Fierascu et al. 2020) uvadi, ze diky bohatému slozeni na sacharézu, inulin,
maltozu, glukozu, fruktozu, skrob, galaktozu, dextrozu nebo laktozu lze ovocny odpad vyuzit
jako substrat pro vyrobu oligosacharidii nebo mikrobialnich polymert. Agroprumyslovy odpad,
ktery lze k tomuto ucelu vyuzit, je prave ten, co je bohaty na sacharézu: slupky (agave, mango,
banan, ananas, pomeran¢ atd.), listy (banan atd.) nebo vylisky (vylisky z jablek a hroznu).
Ovocné vylisky lze také pouzit k ziskani pektinu (vyuziva se v kosmetickém i potravinarském
prumyslu) nebo bioetanolu, vodiku ¢i metanu prfes anaerobni fermentaci. Nejzajimaveéjsi
zpusoby vyuziti odpadu z ovoce jsou ty, které zahrnuji kaskadové pfistupy transformace
ziskanych sloucenin na jiné rizné slouceniny. SlouCeniny z vedlejsich produkti ovoce (jako je
celuloza nebo hemicelul6za) mohou byt pfeménény na cukry, dale pouzity pro vyrobu biopaliv
a biochemikalii nebo pouzity pro aplikace, jako je katalyza, chemické senzory a molekularni
separace.

Vedlejsi produkty ovocnafstvi nasly téz uplatnéni ve vyrob€ barviv a pigmentu.
Zvysujici se zakonné pozadavky a povédomi spotiebiteli v poslednich letech povzbudily
prumyslova odvétvi k pouzivani vétsiho mnozstvi ptirodnich pigmenti. Nedavné studie se
zamé&fily na vyrobu cenové vyhodnych pfirodnich pigmentt, nazyvanych také pigmenty na
biologické bazi. Prirodni pigmenty, které lze ziskat z rostlin, zvifat a mikroorganismu, jsou
vétsinou biokompatibilni, biologicky odbouratelné, Setrné k zivotnimu prostfedi a maji nizkou
toxicitu. Produkce mikrobialnich pigmentl je povazovana za vyhodngjsi vzhledem k jejich
vyssi rychlosti rastu, skutecnosti, ze nejsou ovlivnény sezonnimi zménami, a vysoké stabilité
produkovanych pigmentt. Potravinaiské vedlejsi produkty byly oznaCeny za nizkonakladovy
substrat pro vyrobu pigmentd. V posledni dobé v této souvislosti zemédélské nebo
potravinarské vedlejsi produkty, pochazejici z pramyslovych odvétvi, ziskaly velkou
pozornost, a to diky svému Sirokému vyuziti pro ziskavani novych cennych produkti se
strategii nulového odpadu (Arikan et al. 2020).

3.3.2.1 Pouziti semen jako vedlejSich produktu ovocnarstvi

Diplomova prace se zabyva obsahem amygdalinu v semenech jablek a hrusek. Podle
vyse uvedenych udaju lze fici, Ze vedlejsi produkty ovocnafstvi Siroce vyuzivany v modernim
potravinarském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslech. Proto znalost vSech slozek téchto
vedlejSich produktt je velmi dilezita. Napriklad obsah amygdalinu v jablecnych vyliscich
muze ovlivnit rast mikroorganismu na jableCném substratu nebo ovlivnit Cistotu a bezpecnost
vyzivovych doplnku, které 1ze z jableCnych vyliski ziskat. V této souvislosti se da pokladat za
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dilezitou analyzu dostupnych udaju o slozeni semen jablek a hrusek. Pro zacCatek je tieba se
zamé&fit na informace o vyuziti semen jako vedlejSich produktd ovocnafstvi.

Uvadi se (Lau et al. 2021), ze semena ovoce a zeleniny obsahuji vysoké mnozstvi
vlakniny. Napfiklad obaly semen lusténin maji vysoky obsah vlakniny v rozmezi od 65 do 86
%. Merunkova jadra jsou také potencidlni funkcéni slozkou potravin s vysokou nutricni
hodnotou. Studie predstavené v literatufe prokazaly, ze meruiikové jadro ma vysoky obsah
bilkovin. I kdyz toto jadro kromé& vSechno obsahuji jako jablecné jadro amygdalin, pouziva se
jako nahrazka tuku v suSenkach a je zacClenéno do procesu vyroby nudli, chleba a susSenek.
Semena ovoce byla rozsahle studovana. Napfiklad tuk extrahovany ze semen rambutanu
vykazoval vysokou tepelnou stabilitu, coz naznaovalo jeho mozné vyuziti v potravinairském
prumyslu. Mastné kyseliny tukii semen rambutanu se hlavné skladaji z olejové kyseliny a
arachidonové kyseliny, coz jsou omega-9 a omega-6 mastné kyseliny. Kromé toho tuky ze
semen rambutanu maji podobné slozeni mastnych kyselin jako kakaové tuky, a 1ze je pouzit k
nahrazeni kakaového masla pfi vyrobée ¢okolady.

Mnoho druhti ovocnych semen a vyliskd obsahuje velké mnozstvi fenolické slouceniny,
kterd disponuje silnou antiradikalovou aktivitou. Uvadi se, ze né€které ovocné slupky maji
vysokou antioxidacni aktivitu a jsou vhodné pro pouziti jako pfirodni antioxidanty pfi vyvoji
funk¢énich potravin. Jableéné vylisky jsou dobrym zdrojem polyfenolt a vykazuji silnou
antioxida¢ni aktivitu. Polyfenoly z jablecnych vyliski vykazovaly silnéjsi aktivitu v pohlceni
radikald nez vitamin C a E, coz naznacCuje, ze jablecné vylisky by mohly byt potencialnim
pfirodnim zdrojem antioxidanti (Walker et al. 2014). Fortifikaci ovocnymi vylisky se naptiklad
zvyS§il zdravotni pfinos produktl, zejména pokud jde o antioxidacni aktivitu, a zvySila se
nutri¢ni hodnota produkta.

Skupina polskych védct sledovala zdravotni ucinky stravy obsahujici jableCnou
moucku u potkant. Jable¢né vylisky obsahuji semena, ktera jsou bohata na bilkoviny, vlakninu
a olej, které z nich Ize extrahovat. Mohou vSak také obsahovat zna¢né mnozstvi toxigenniho
amygdalinu. Opyd a kol. (Opyd et al. 2017) ptredpokladali, ze amygdalin je slouCenina, ktera
vyznamné snizuje nutricni a zdravotni kvalitu odtu¢nénych semen jablek. Experiment byl
proveden na potkanech, které byli rozdeleni do tfech skupin a zivili se stravou s vysokym
obsahem fruktézy. V kontrolni a amygdalinové skupiné byla celuloza a kasein zdrojem
vlakniny a bilkovin. V amygdolinové skupiné dietni vlaknina pochazela z moucky z jablecnych
semen a bilkoviny z endospermu jable¢nych semen, které byly pfedem odtucnéné a rozemleté.
Ve vysledku experimentu se tvrdi, ze doplnéni stravy mouckou z jableCnych seminek mtze mit
pfiznivé ucCinky na stievni soustavu, profil krevnich lipidd a antioxidacni stav potkant. Ve
vétsiné piipadi nejsou tyto ucinky omezeny piitomnosti amygdalinu. Nutri¢ni hodnota bilkovin
z jable¢ného Srotu je vSak relativné nizka.

Nejbéznéji konzumovanym ovocem na celém svéte jsou jablka, hrozny a exotické ovoce
typické pro danou oblast péstovani. Jablka jsou nejoblibenéjsSim ovocem, které poskytuje
produkci $tavy a jable€ného mostu ve vice nez 3 milionech tun v Evropé (Barreira et al. 2019)
a ast 5 milionech tun ve Spojenych statech kazdy rok (Niglio et al. 2019). Zbyvajicim
materialem po zpracovani jsou vylisky, které se skladaji ze slupek, duziny, zbytk duziny, jadra
se semeny a stonky, které jsou bohaté na polysacharidy, fenolové slouCeniny a fenolové
kyseliny (Coman et al. 2019). Jablecné vylisky obsahuji vét§i mnozstvi bioaktivnich latek ve
srovnani se Stavami ze samotného ovoce (Michalska & Lysiak 2014). Jable¢né vylisky obsahuji
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vysoké mnozstvi vlakniny ve srovnani s jinymi vedlejSimi produkty z ovoce, jako je naptiklad
citrusova kira. Existuji studie, které prokazaly, ze jablecné vylisky byly pouzity jako funkéni
piisada a zdroj dodatecné vlakniny pii vyrobé susenek, kolaca a chleba. Kromé toho byl pektin
extrahovany z jableCnych vyliskt pouzit jako alternativni zdroj Zelatina¢niho Cinidla, které se
pouziva hlavné k vyrobé dzemu nebo zelé (Lau et al. 2021).

3.3.3 Slozeni jable¢nych semen

Hrusky (Pyrus communis L.) a jablka (Malus domestica Borkh.) patfi do stejného
rostlinného podkmene Malinae, jejichz celosvétova produkce v roce 2021 dosahla 23,4 a 81,8
miliond tun (The State of Food and Agriculture 2019).

Pti vyrobé stavy a dalSich vyrobkt semena hrusek a jablek se Casto vyhazuji, coz ma za
nasledek zna¢né mnozstvi vedlejSich produktd, znalosti o bioaktivnich latkach, kterych jsou
omezene.

V posledni dobé velké mnozstvi studii zduraznilo uziteCnost ziskavani bioaktivnich
slouCenin z ovocnych semen, jako jsou esencialni mastné kyseliny, tokochromanoly,
karotenoidy, fytosteroly a skvalen (Gornas et al. 2014). Environmentalni, ekonomické a
nutricni faktory byly hlavnim podnétem k formulaci védeckych charakteristik vedlejSich
zemédelsko-prumyslovych produktli pro alternativni pouziti. Agropramyslové vedlejsi
produkty jsou slibnymi alternativnimi zdroji pfirodnich bioaktivnich sloucenin, a proto pritahu;ji
zajem o vyuziti v potravinaiském, farmaceutickém, kosmetickém a bionaftovém pramyslu.
Bylo prokéazano, ze olej z jable¢nych semen ma zajimavé vlastnosti vyplyvajici z jeho
chemického slozeni a z hodnoceni jeho biologickych aktivit in vitro. Olej z jableCnych semen
byl témeét uplné aktivni vici bakteriim, plisnim, a kvasinky byly méné citlivé. Minimalni
inhibiéni koncentrace oleje z jable¢nych semen se pohybovala od 0,3 do 0,6 mg.ml™.
Pozorované biologické aktivity ukéazaly, ze olej ma dobry potencial pro vyuziti v
potravinarském pramyslu a farmacii (Gornas et al. 2014).

Jablon€ se péstuji ve vetsiné mirnych oblasti. Mezi vS§emi ovocnymi stromy mirnych
zemeépisnych Sifek ma jablon prvni misto, pokud jde o plochu vysadby a vynos. Produkce jablek
v CR je v ramci celého ovocnaistvi nejdalezitdjsi. Jak uvadi Ministerstvo zem&délstvi v
,Situaéni a vyhledové zpravé“ za rok 2021 celkova troda jablek v CR &inila 207,3 tis. tun. V
roce 2021 se jablka na celkové produkci ovoce z produkénich sadi podilela na arovni 82 % a
na trzbach ovocnarskych podnikdi na trovni 74 %. Dlouhodobé je u konzumnich jablek
vykazovana zaporna obchodni bilance, ktera se v poslednich letech prohlubuje. Komodita
jablka je u nas pfimo ovlivnéna produkci jablek v Polsku, které je nejvét§im producentem jablek
v ramci EU a jednim z nejvétsich na svété. V obchodni siti v CR se v marketingovém roce
2021/2022 prodalo 109,2 tis. t., coz predstavuje meziro¢ni 3% zvySeni, z toho tuzemska
konzumni jablka ¢inila 51,6 tis. t. Podil tuzemskych jablek na maloobchodnim trhu byl ze 47
% (Buchtova & Némcova 2021).

Jablka 1ze konzumovat syrova nebo zpracovana v podobé alkoholickych (sider) nebo
nealkoholickych napoju (most, dzus), jablenych omacek nebo dzemu. Béhem zpracovani
jablek muze dojit ke kontaminaci vyrobku, v¢etné kontaminace amygdalinem.

Jednim z ukoll této diplomové prace bylo provedeni analyzy semen vybranych odrad
jablek p&stovanych v Ceské republice na piitomnost amygdalinu. HPLC je pro dany ukol
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nejvhodnéjsi, protoze chemické slozeni semen jablek je pomérné komplikované, a tento typ
analyzy umoziuje oddélit jednotlivé chemické latky od sebe navzajem. Nicméné je dilezité
veédét o ostatnich slozkach obsazenych v semenech jablek a hrusek. Proto byly prozkoumany
studie, které se této problematice vénovaly.

V semenech jablek bylo detekovano ctyficet Sest sloucenin, z nichz vétSina byla
mastnymi kyselinami, stanovenymi jako jejich methylestery. Linolova kyselina byla nejvice
zastoupenou mastnou kyselinou, nasledovana palmitovou, linolenovou, stearovou a olejovou
kyselinami. Mens§i mnozstvi kyselin mezi 0,2 % a 4 %, tvorily eikosanova, dokosanova,
hexanova, oktanova a heptadekanova kyseliny. Nékteré mastné kyseliny byly také detekovany
jako pfirodni ethyl-, butyl- a hexylestery, 1 kdyz jsou zastoupeny v malém mnozstvi ve srovnani
s volnymi kyselinami. Linolova kyselina vCetn€ estert tvorila 51,2 % celkové tékavé frakce
hexanového extraktu. V semenech byl také pritomen skvalen a nonakosan (3,4 %, respektivé
3,6 %), které tvorily dvé hlavni slozky frakce jinych nez mastnych kyselin. Semena také
obsahovaly fruktozu, glukozu a sachar6zu v pomeéru ptiblizné 2,5 : 2 : 1 (Yinrong Lu & Yeap
Foo 1998). Ziskana polarni frakce obsahovala dvé hlavni slouceniny: amygdalin a florizin,
pficemz florizin tvoril pfiblizné 75 % celkovych polyfenoli, poté nasledovaly floretin-2°-xylo-
glukosid (cca 9 %) a quercetin-3-galaktosid (cca 6 %). Malo zastoupenymi slozkami, které byly
detekovany, jsou chlorogenova a p-kumarylchinova kyseliny, 3-hydroxyfloridzin, floretin-2°-
xyloglukosid a Sest kvercetinovych glykosidi, a to jsou arabinosid, galaktosid, glukosid,
rhamnosid, rutinosid a xylosid (Yinrong Lu & Yeap Foo 1998).

V nov¢jsi praci ,,Fatty Acids Composition of Apple and Pear Seed Oils* (Rui Y et al.
2009) jsou uvedena dalsi data (tab. 1, 2).

Tab.1 Slozeni mastnych kyselin oleje ze semen jablek a hrusek (Rui Y et al. 2009)

Typ mastnych kyselin Olej z jableénych seminek Olej z hrusek (g/100 g oleje)
(g/100g oleje)

C16:0 5,606 6,388
Cl6:1 0,060 0,119
C18:0 1,466 1,746
C18:1 26,473 20,281
C18:2 43,031 56,801
C18:3 0,600 0,320
C20:0 1,311 1,251
C20:1 0,391 0,275
C20:2 0,043 0,050
C22:0 0,270 0,238
C24:0 0,089 0,109
Celkové mastné kyseliny 79,340 87,578
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Tab. 2 Nasycené, nenasycené a mononenasycené¢ mastné kyseliny v oleji ze semen
jablek a hrusek (Rui Y et al. 2009)

Typ mastnych kyselin Olej z jableénych Olej z hrusek (g/100 g oleje)
seminek (g/100g oleje)

Nasycené mastné kyseliny 8,742 9,732

Nenasycené mastné kyseliny 70,598 77,846

Mononenasycené mastné kyseliny 26,924 20,675

Ve srovnani s vyzkumem Yu (2005), Li (2003) a Lu (1998) bylo v této studii nalezeno
dalSich Sest mastnych kyselin z jablecného oleje a koncentrace C18:1 a C18:2 byly mnohem
vyssi nez jejich udaje, muze k t€émto zménam prispivat vyssi extrakéni teplota a zdroj plodu.

Obsah bilkovin, vlakniny a popela byl zjistén takto: 38,85 — 49,55 ¢.100! g, 3,92 — 4,32
2.100! ga 4,31 -5,20 2.100" g (Le K-X et al. 2010).

3.3.3.1 Slozeni hru$kovych semen

Hruska (Pyrus communis L.) patii do ¢eledi Rosaceae dvoudé€loznych rostlin, pivodem
ze zapadni Evropy, Ciny, severni Afriky, Pakistanu a Asie. Mezi p&stovanym ovocem zaujima
2. misto ve vyzive hned po jablku (Mohammed & Muhsin 2020). Obvykle se nazyva obycejna
hruska nebo evropska hruska. Hruska je 1éCivou rostlinou, ktera se bézné pouzivala jiz od
pravéku. Obsahuje mnoho antioxidantd, které poskytuji nékolik zdravotnich vyhod a bojuji
proti riznym degenerativnim porucham. Hruska ma velkou nutri¢ni hodnotu a nékteré 1éCivé
starnuti, hypoglykemické, analgetické, antitusické, spasmolytické, protiprijmove,
antimikrobialni, hojeni ran a hepatoprotektivni (Mohammed & Muhsin 2020). Je dobrym
zdrojem kvercetinu, médi a vitaminu C, které zabraniuji poskozeni bun€k volnymi radikaly.

Hruska je sladce stavnaté ovoce s maslovou a tfpytivou texturou. Je to stfedné velky
strom o priméru 1 — 4 cm a vysce 10 — 17 m s protahlou bazalni Casti. Listy jsou jednoduché,
2 — 12 cm dlouhé, leskle zelené, stfidavé usporadané a Siroce ovalného tvaru. Duznina je
aromaticka, bila, sladka, obsahuje malo malych hnédych semen. Konzumuje se Cerstva,
konzervovana, suSena, muze byt z ni vyrabén i dzus. Plodem je pyriformni malvice s opadavym
nebo vytrvalym kalichem, 4 — 12 cm dlouhy, suchy, krupi¢kovity a zelenavé zbarveny.

Mnoho studii zjistilo, ze pravidelna konzumace hrusek muze snizit riziko cukrovky,
obezity a srdec¢nich chorob. Také reguluje hladinu tekutin v téle, posiluje imunitni systém,
zvySuje hladinu energie a metabolismus (Mohammed & Muhsin 2020).

Produkce hrusek k 1.9.2022 byla odhadovéana na 6 719 tun, coz pfedstavuje ve srovnani
s pétiletym prameérem 4 % narust. Vlivem nepfiznivého jarniho pocasi ve vétsiné péstitelskych
oblasti u hrusni doslo k velmi silnému propadu pludkt, nejvice byla poskozena oblast severnich
Cech. Zatimco v CR lze sklizefi hrugek oznaéit za relativné uspokojivou, sklizei hrusek v EU
se potykala s extrémné suchym a horkym pocasim, v dasledku ¢ehoz hrusky nedorostly v
mnoha pfipadech do vétsich trznich kalibra (Buchtova & Némcova 2021).

Pyrus communis obsahuje mnoho aktivnich slozek, jako jsou glykosidy, mineraly,
vitaminy, aminokyseliny, flavonoidy, mastné kyseliny, alkaloidy, tfisloviny a polyfenoly. V
HPLC analyze byly derivaty flavonolovych glykosidi, trihydrat rutinu (Quercetin-3-rutinosid-
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trihydrat) a hydrat rutinu (Quercetin-3-rutinosid-hydrat) identifikovany jako minoritni fenolové
slouCeniny, zatimco chlorogenova kyselina a arbutin byly identifikovany jako hlavni fenolické
slouCeniny v kare a duziné (Mohammed & Muhsin 2020). Chlorogenova kyselina pasobi jako
antioxidant, potencialni chemopreventivni ¢inidlo, mize podporovat prevenci chronickych
onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, posiluje imunitni systém, ma
protirakovinnou aktivitu, snizuje toxicitu chemoterapeutickych 1ékti (Mohammed & Muhsin
2020). Dalsi dulezita fenolova slouCenina zastoupena v hrusni pasobi jako antibakterialni a
bélici cinidlo pro lidskou pokozku, snizuje melanin v kiizi (Mohammed & Muhsin 2020).

Ve studii Gornas (Gornas et al. 2016) byla analyzovana semena 8 druhti hrusek. Slozeni
jednotlivych mastnych kyselin v semennych olejich, ziskanych z osmi druhti hrusek, bylo ve
vétsiné piipadd vyznamné odlisné (p < 0,05). Ve vSech studovanych vzorcich byly
identifikovany pouze Ctyti mastné kyseliny. To jsou palmitova, stearova, olejova a linolova. Pét
mastnych kyselin palmitolejova, a-linolenova, arachidova, gondoova a behenova byly
detekovany v malych mnozstvich (0,19 — 1,08 %) a v n€kolika, ale ne ve vSech studovanych
vzorcich. V olejich z hrusek prevazovaly nenasycené mastné kyseliny typa C18:2 (50,73 —
63,78 %) a C18:1 (27,39 — 38,17 %). Z nasycenych mastnych kyselin nejvy§si mnozstvi bylo
zaznamenano u typu C16:0 (6,13 — 8,52 %) a C18:0 (1,04 — 1,31 %). Podobny profil mastnych
kyselin v oleji z hrusek byl popsan diive. Srovnatelné slozeni mastnych kyselin bylo také
popsano u oleju ziskanych z jinych rostlinnych semen, patficich do ¢eledi Rosaceae, jako je
jablko (Malus domestica.), kdoule (Cydonia oblonga Mill.) a kdoule japonska (Chaenomeles
Jjaponica (Thunb.) Lindl. ex Spach) (Fromm et al. 2012).

Ve vSech analyzovanych vzorcich byly detekovany 4 homology tokoferolu a 2
tokotrienoly. y-tokoferol byl pfevladajicim tokochromanolem (87 — 89 %). Shodné procentualni
rozpéti bylo diive hlaseno u semen hrusek, kde se pied ziskanim tokochromanoli uplatiiovala
procedura saponifikace. Vyznamna dominance y-tokoferolu byla také hlasena v jinych
semenech ovoce a jadrech rostlin patticich do Celedi Rosaceae (Gornas et al. 2016).

V semenech z hrusek bylo identifikovano 7 sterolt (kampesterol, B-sitosterol, AS5-
avenasterol, cholesterol, gramisterol, A-stigmasterol a citrostadi-enol). B-sitosterol byl
prevladajicim sterolem v kazdém druhu a tvoril 83 — 88 % celkovych detekovanych sterold.
Prevaha B-sitosterolu byla také zaznamenana v semenech jablek.

Olej ze semen hrusek se vyznagoval vyraznym mnozstvi karotenoidd, 0,0151 mg.g!
oleje (stfedni hodnota). Obsah skvalenu byl srovnatelny a pohyboval se od 0,255 do 0,408 mg.g”
oleje ze semen hrusek (Gornas et al. 2016).

3.3.3.2 Amygdalin v jablkich a hruskach

Bylo hlaseno, ze konzumace kyanogennich rostlin, jako jsou kofen manioku, mandlova
nebo merurikova jadra, zpusobuje akutni a subakutni zdravotni problémy (v zavislosti na
davce), naptiklad bolest hlavy, nevolnost, zvraceni, kieCe v bfiSe, zavraté, slabost, dusevni
zmatenost, srdeCni zastavu, obehové a respiracni selhani, koma a v extrémnich pripadech smrt
(Geller et al. 2006). Aby se zabranilo toxicité kyanidu, po staleti byly pouzivany zpracovatelské
postupy, jako jsou loupani, drceni, mleti, strouhani, maceni, fermentace a suseni, aby se snizila
potencialni toxicita pfed konzumaci. Cilem téchto postupt je snizit toxicitu, bud’ ztratou ve
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vodé€ rozpustnych glykosidi, nebo maximalni tvorbou HCN pusobenim rostlinnych nebo
mikrobialnich enzymu a ztratou HCN do atmosféry pred konzumaci.

Obsah amygdalinu se mezi raznymi druhy Rosaceae vyznamné lisi. Ackoli jablka jsou
bohatym zdrojem vitamini a dalSich zivin, jable¢na seminka obsahuji vysoké hladiny
kyanogennich glykosidi. Obsah amygdalinu se v semenech jablek pohyboval od 1 do 4 mg.g
! zatimco obsah kyanogennich glykosidd v dzusu byl v rozmezi 0,001 — 0,08 mg.ml!
(Bolarinwa et al. 2016). Obsah amygdalinu v semenech jablka a hrusky analyzovanych ve studii
,Amygdalin content of seeds, kernels and food products commercially-available in the UK*
(Bolarinwa et al. 2014) ¢inil 3,0 a 1,3 mg.gl.

Obsah amygdalinu v jablkach a hruskach muze byt ovlivnén nékolika faktory. Pokud
jsou potraviny vyrobené z kyanogennich rostlin skladovany pii pokojové teploté (35 = 2°C)
obsah kyanidd je staly. Pfi nizké teploté¢ (26 °C) obsah kyanidi v potravinach klesa.
Kyanogenni glykosidy jsou obecné rozpustné ve vodé. Béhem vareni se znacné mnozstvi
kyanogennich glykosidii vyluhuje do varici vody. Nékolik studii (Ferreira et al. 1995) popisuje
snizeni obsahu kyanidu ve varenych vyrobcich. Pokud zvoleny zplsob zahrnuje zahfivani za
sucha, tepla nebo pfi nizkém obsahu vlhkosti, je pfijem kyanogennich glykosidii z vafenych
potravin omezen pouze na malé mnozstvi. Snizeni obsahu kyanidi by mohlo byt také
disledkem rozmanitosti, zralosti a velikosti produkti (Bolarinwa et al. 2016).

3.3.3.3 Obsah amygdalinu v rostlinach a ve zpracovanych produktech

Kyanogenni rostliny se jedi riznymi zpusoby, nekteré se Casto konzumuji bez semen
(jablka, hrusky) a nekteré se obvykle konzumuji se semeny (cukety, okurky), protoze semena
nékterych potravinafskych rostlin se pii zpracovani vubec neodstranuji. Neschopnost
minimalizovat expozici amygdalinu (a nasledné kyanovodiku) by mohla mit za nasledek akutni
a subakutni zdravotni problémy spotiebiteld.

Amygdalin se ve vétsin€ piipadi nachazi v semenech riznych rostlin. Semena zralé
broskve obsahuji v priméru 6,81 mg.g"' amygdalinu. V hotkych mandlovych jadrech byly
stanovené vyssi hladiny amygdalinu, a to az 58,08 mg.g”'. Obsah amygdalinu 9,26 mg.g™!
v suSin€ byl stanoven v horké odradé Sassari 11. Naopak ve sladké odridé mandli Arrubia
stejnymi autory bylo stanoveno 1,06 mg.g' amygdalinu a v dal&i sladké odriidé Texas nebyl
dokonce zadny amygdalin detekovan (Usai & D'hallewin 1992). Ve sladkych odridach mandli
byly tedy obsahy amygdalinu nizsi nez v semenech dal$ich rostlin Celedi Rosaceae.

V tabulce 3 a 4 jsou uvedeny nékteré vybrané rostliny Celedi Rosaceae, jejichz plody
jsou Clovékem pouzivany jako potrava a obsahuji amygdalin, v¢etné jeho koncentrace. Obsah
amygdalinu v semenech peckovin by mohl produkovat kyanid v rozmezi 0,01 — 1,1 mg ekv.
kyanidu g!, tato hodnota je pomérné vysoka.

Tab. 3. Obsah amygdalinu v plodech rostlin ¢eledi Rosaceae (Manyakhin & Koldaev

2019).
Druh rostliny Obsah amydalinu [% podil susiny
extrakCnich latek]
Horké mandle (Amygdalae amarus L.) 3
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Stfemcha obecna (Prunus padus) 1,65+0,15

Merurika obecna (Prunus armeniaca) 1,44+0,12
Svestka domaci (Prunus domestica) 1,02+0,08
Visen obecna (Prunus cerasus) 0,80+0,06
Visen plstnata (Prunus tomentosa) 0,12+0,01

Tab. 4. Obsah amygdalinu v semenech rostlin ¢eledi Rosaceae (Bolarinwa et al. 2014).

Druh rostliny Obsah amygdalinu [mg.g! |
Meruiika obecna 14.37+0.28
Ttesné (Cerna) 2.68 +0.02
Ttesné (Cervend) 3.89+0.31
Nectarinka (summer fire) 0.12+0.01
Broskve 6.81 £0.02
Svestka (zelena) 17.49 £ 0.26
Svestka (Sernd) 10.00 + 0.14
Svestka (fialova) 2.16+0.02
Svestka (Zlutd) 1.54 +0.02
Svestka (Servena) 0.44 +0.04
Jablko (Royal Gala) 2.96 +0.02
Hruska (Conference) 1.29 + 0.04

Obsah amygdalinu zjistény v analyzovanych semenech plodu jinych, nez Rosaceae, by
mohl uvolnit mezi 0,001 a 0,2 mg.g"' ekvivalentu kyanidu, tato hodnota neni zanedbatelna
(Bolarinwa et al. 2014).

Tab. 4. Obsah amygdalinu v semenach rostlin non-Rosaceae (Bolarinwa et al. 2014).

Druh rostliny Obsah amygdalinu [mg.g! |
Cuketa 0.21+0.13
Okurka 0.07+0.02
Meloun (honey dew) 0.12+0.07
Tykev (rtizné druhy) 0.07+0.41

Obsah amygdalinu v riznych zpracovanych produktech je uveden v tabulce 5. Analyza
byla provadéna u komercni dostupnych vyrobkt na trhu UK. OvSem mnozstvi amygdalinu ve
vyrobeich dostupnych na trhu CR se mohou lisit, ale lze predpokladat, e rozdil je maly
v dasledku spolecnych pozadavki ke kvalité potravin na evropském trhu. Mezi analyzovanymi
komer¢né dostupnymi produkty nejvyssi obsah amygdalinu méla lisovana jable¢na §tava s 0,09
mg.g”', po ni pak nasledovaly lisovana jable¢na §tava se §tavou z Cervené fepy (0,02 mg.g™),
jable&né pyré (0,02 mg.g™!) a ovocné smoothie (0,01 mg.g!). UHT jable¢na §tava obsahovala
nejniz$i obsah amygdalinu 0,004 mg.g"'. Amygdalin nebyl detekovan v cideru. V UHT jable¢né
§tave a v cideru byly hladiny amygdalinu nizké pravdépodobné kvuli enzymatické degradaci a
ztraté béhem zpracovani. Hladiny amygdalinu detekované v platcich broskve a ve Stave,
platcich merunék a ve stave, broskvovém napoji, platcich Svestek a ve §tave byly 0,06, 0,05,
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0,04 a 0,03 mg.g"' v daném potadi. Pfitomnost amygdalinu v broskvovém napoji, merutikach,
suSenych $vestkach, platcich broskve a ve §tavé muze byt disledkem vysokého obsahu
amygdalinu v jadrech merunék a broskvi.

Tab. 5. Obsah amygdalinu ve zpracovanych produktech (Bolarinwa et al. 2014).

Zpracované produkty Obsah amydalinu [mg.g! |
Mandle (prazen¢) 0.12+0.06
Mandlové mléko 0.05+0.01
Mandlovy kakaovy dezert 0.04 +0.02
Mandlova mouka 0.03 +£0.01
Jablecna stava (100% lisovana) 0.09 +0.03
Stava z jablek a Eervené fepy 0.02 +0.02
Jablec¢na stava UHT (3 znacky) 0.004 £0.01
Jable¢né pyré 0.02 +0.01
Platky merunék z konzervy ve stave 0.05 +0.07
Cider (2 znacky) nd

Ovocné smoothie (pasterizované) 0.01 +0.02
Broskvovy napoj 0.04+0.05
Platky broskvi ve staveé 0.06 + 0.01
Marcipan 0.02 +£0.01
Semena dyné (prazené) nd

Udaje v tabulce 6 odpovidaji obsahu HCN vznikajiciho z nékterych vybranych

kyanogennich rostlin, které lidé konzumuji jako potravu, a také pouzivaji pro krmeni domécich
zvitat. Z tabulky je ziejmé, Ze nejvice kyanovodiku vznika ze $picek nezralych vyhonkd, které
jsou nasledovany peckami visni.

Tab. 6. Obsah HCN v kyanogenech nekterych rostlin (VeliSek 2009).

Pivod HCN [mg.kg! Pivod HCN [mg.kg!
Cerstvého Cerstvého materialu]
materialu]

maniok jedly (Kassava) peckové ovoce

listy 650-1040 horké mandle 2800-3100

celé hlizy 550 merutikové pecky 3200

ktira hliz 840-2450 visiiové pecky 3540

dfen hliz 100-330 duznina visni 10

bambus ¢irok obecny

nezralé stonky 3000 mladé listy 600

Spicky nezralych klic¢ici rostliny 2400

vyhonkt 8000 lusténiny

mucenka purpurova fazol mésicni (semena) 100-4000

nezralé ovoce 700 fazol obecny (semena) 20

zralé ovoce 100 hréch sety (semena) 23
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len sety (semena) 200-380

3.4 Metody stanoveni amygdalinu
3.4.1 Metody extrakce amygdalinu

Extrakce chemickych sloucenin z rostlinného materialu je pracny proces. Krok piipravy
vzorku pro extrakci a chromatografickou analyzu pfitahuje pozornost vyzkumnika, analytika a
spoleCnosti vyrabéjicich analyticka zafizeni. Tento zajem ukazuje na dulezitost a dopad této
faze analytického postupu na kvalitu ziskanych vysledkt. Navic vyplyva z obecné tendence
pouzivat rychlejsi a efektivné)§i metody, které jsou v idealnim ptfipadé je Setrnéjsi k zivotnimu
prostiedi.

Spravna priprava materialu pro vyzkum a mnoha pramyslova odvétvi, jako jsou
farmacie, kosmetika a potravinarstvi, je zakladem pfi ziskavani a analyze slozitych pfirodnich
materiald. Spravna priprava vzorku muZze zvySit G¢innost extrakce biologicky aktivnich
sloucenin. Tyto pfipravy zahrnuji vazeni, méfeni objemu, michani, fedéni, zahtivani, chlazent,
frakcionaci, Cisténi a konzervaci. Vazeni je prvni fazi zodpovédnou za konecny vysledek
analyzy. Zakladnim ukolem je zajistit, aby byl pro analyzu odebran spravny pocet vzorkd.
Meéfeni objemu se pouziva pro kapalné a plynné vzorky. Michani je jednim z krokt v pocatecni
ptiprave vzorku. Musi zajistit homogenitu vzorku a pouziva se také pfi fedéni vzorkd. Zahtivani
vzorku je nutné pii rozpousténi nebo odstraiiovani vody z materialu. Snizeni teploty se pouziva
pro konzervaci vzorku a napiiklad pi lyofilizaci. Ci§téni vzorkd a frakcionace jsou zalozeny
na prosévani, filtraci, sedimentaci, odstfed’ovani, flotaci pény, membranové filtraci, destilaci,
odpafovani a krystalizaci. Proces Cisténi je Casto spojen s extrakci, tj. izolaci analyt ze vzorku.
Proto je mozné rozliSovat techniku extrakce rozpoustédlem (napf. kapalina — kapalina),
extrakce pevnou fazi nebo preparativni chromatografie. Vsechny tyto Cinnosti ovliviiuji
konecny vynos analyzy.

Charakteristickym rysem rostlinného materialu, kromé jeho wvariability a
charakteristické strukturované bunécné strukture, je mnozstvi slouCenin s riznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi, které se vyskytuji v Sirokém rozmezi. Rostlinny material je velmi
slozita matrice sloZzena ze Siroké Skaly rostlinnych metabolit, latek se Sirokym rozsahem
polarity. Patii mezi n€ vosky, terpenoidy, lipidy, fenolické slouceniny, nizkopolarni alkaloidy,
polarni glykosidy, polarni alkaloidy, sacharidy, peptidy a proteiny. Bioaktivni slouceniny jsou
primarné fenolické slouceniny (vCetné flavonoidd), saponiny, cyklitoly atd. Od dobrého
zpusobu piipravy rostlinného vzorku by se mélo ocekavat, ze bez ohledu na umisténi dané
slouCeniny v matrici, jeji typ nebo pritomnost jinych slozek. V dusledku dobie zvolené metody
predbézné pripravy vzorku se fytoaktivni slozky stavaji dostupnéj§imi a zaroven snadnéji
extrahovatelné (Krakowska-Sieprawska et al. 2022).

Riiznoroda chemicka povaha kyanogennich glykosidii znamena, Ze extrakce a analyza
jednotlivych sloucenin miize byt obtizna, a navic za vhodnych podminek mtze dojit k rychlé
degradaci. Celkovy obsah HCN ve vzorcich rostlin je mozné stanovit nepfimymi metodami,
jako je pikratova metoda, pfi které se po hydrolyze odhaduje celkovy obsah HCN.

Pikratova metoda je obecna metoda, avSak tato metoda je méné presna, protoze se opira
o hydrolytickou reakci usnadnénou linamarazou. Linamaraza nebo beta-D-glukosidaza je
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enzym, ktery se nachazi v mnoha kyanogennich rostlinach. Pfitomnost inhibitorti enzymu jako
jsou astaniny tedy ovlivni hydrolyzu linamarinu, coz muze vest k negativni nebo extrémné
nizké hodnoté hladin celkovych kyanidi (Pramitha et al. 2021).

Jesté jednou metodou extrakce amygdalinu je metoda kyselé hydrolyzy. Je zalozena na
kyanogenové reakci v kyselém roztoku a kolorimetrickych meétenich se specifickou Kénigovou
reakci. Reakci je oxidace kyanidu na chlorkyan chloraminem-T. Poté se chlorkyan necha
reagovat se smési pyridinu a barbiturové kyseliny za vzniku purpurového zbarveni a zméfi se
spektrofotometrem. Tato metoda nevyzaduje pfitomnost enzymu, ale je schopna méfit tii rizné
formy kyanidu ve vzorku (kyanogenni potencial) (Pramitha, et al. 2021).

Cho et al. (2013) vsak odhadli celkovy obsah HCN pomoci iontové chromatografie,
ultrazvukové lazné nebo extrakce pevna latka — kapalina za pomoci mikrovin béhem extrakce,
ktera muze trvat 24 hodin.

Extrakce je prvni fazi procesu vedouciho k izolaci sekundarnich metabolitd z
rostlinnych materiald. Soxhletova extrakce je klasickda metoda pouzivana pro tento ucel.
Aparatura sestava z bariky, soxhletova pfistroje a chladice. Nejprve se uchyci do stojanu spodni
bariku a naplnuji ji rozpoustédlem. Nad ni se pfipojuji soxhlet a opatrné do né se vklada
extrak¢ni patronu s naplni. Rozpoustédlo ve spodni barice se zahfivanim odpatuje a kondenzuje
uvnitt chladi¢e. Odtud kape na extrakcni patronu a postupné zapliuje soxhlet. Po dosazeni
hladiny prepadu rozpoustédlo odtece do spodni bariky a soxhlet se plni znovu. Tento postup se
opakuje, dokud neni extrakce dokoncena. Vysledkem je, Ze Soxhletova extrakce je kontinualni
diskrétni metoda. Sestava ve skuteCnosti funguje jako davkovy systém, protoze extrakcni
Cinidla ptisobi postupné. Presto, protoze extrakcni ¢inidlo recirkuluje vzorkem, systém také bézi
kontinualng.

Pti konvenéni Soxhletové extrakci maze dojit k tepelnému rozkladu tepelné€ molabilnich
cilovych druht, kdyZz jsou vzorky extrahovany pii teploté varu rozpoustédla po dlouhou dobu.
Tradi¢ni Soxhletiv aparat postrada michani, které by mohlo pomoci urychlit proces (Rajesh et
al. 2022). Pti extrakce amygdalinu Ize tuto nevyhodu celkem kvalitativné vyrovnat. Extrakce
trva 100 minut, coz neni dlouha doba a umoziuje periodicky ru¢né presouvat obsah.

Hlavni nevyhody Soxhletovy extrakce spocivaji v tom, ze se jedna o Casové narocny
proces za pouziti nakladnych rozpoustédel, ktera musi byt odpovidajici kvality. Z téchto
divodu byly v poslednich letech preferovany jiné metody, které jsou méné Casoveé naro¢né a
vyzaduji mensi objemy rozpoustédel (Rajaei et al. 2010). Mezi tyto metody patii extrakce
superkritickou tekutinou (SFE), extrakce ultrazvukem (UAE), a zrychlena extrakce
rozpoustédlem (ASE).

Ultrazvukem asistovana extrakce (UAE) je ekologickou alternativou, ktera se stale vice
pouziva pro obnovu biomolekul v rostlinném materialu. Ultrazvukové viny vytvareji tlak a
kavitaci, coz zpusobuje prasknuti rostlinnych bunék a usnadiiuje extrakci pozadovanych
molekul. Ultrazvukové sondy jsou navrzeny tak, aby byly ponofeny do vzorku a dodavaly
intenzitu ultrazvuku pfimo do kapalného vzorku, coz zvySuje extrakéni vytézky a
reprodukovatelnost a zkracuje dobu extrakce. Ve srovnani s jinymi metodami UAE je rychla
technika, ktera je zvlasté zajimava, protoze se zabranuje hydrolyzu HCN (Rodriguez Madrera
R & Suarez Valles B. 2021). Jednou z jejich vyhod je moznost provadét extrakci nékolika
vzorkt soucasné v relativné kratké dobé. Je vSak nutné extrakt dekantovat nebo filtrovat pres
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vhodné papirové filtry. Neprahledny roztok po extrakci by se totiz mohl zachytit na koloné
HPLC. (Arceusz et al. 2013).

Zrychlena metoda extrakce rozpoustédlem (ASE) je relativné nova technika vyvinuta a
distribuovana hlavné spolecnosti Dionex (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA). V literatuie
existuji alternativni nazvy pro tuto techniku, jako je extrakce tlakovou tekutinou (PFE) a
extrakce tlakovou kapalinou (PLE).

ASE je extrakéni postup vyuzivajici organicka rozpoustédla pii vysokych teplotach (az
200 °C) a tlacich (priblizné 3,3 — 20,3 MPa) po kratsi dobu (5 — 15 min.). Béhem téchto procesti
se zvySuje rozpustnost cilovych sloucenin, zvySuje se rychlost difuze rozpoustédla a pienos
hmoty. Taky se snizuje viskozita rozpoustédla a povrchové napéti. Extrak¢ni proces ASE ma
navic tu vyhodu, ze potfebuje méné rozpoustédla, je automatizovany a rychly a mize uchovat
vzorek v prostiedi bez kysliku a svétla (Liu et al. 2019).

Extrakce superkritickou tekutinou (SFE) casto pfedchazi analyze pomoci HPLC.
Vyuziti technologie superkritickych tekutin (pfedevs§im CO-) k extrakci bioaktivnich latek z
rostlinnych zdroji ma velmi vyznamny nartst diky kvalité a Cistoté ziskanych extrakta a taky
tomu, ze se jedna o technologii, kterda neprodukuje toxicky odpad. Proces se provadi pfi
relativné nizkych teplotach, bez svétla a kysliku, coz zabraiuje degradaci labilnich slou¢enin a
také oxida¢nim reakcim. Jednou z nevyhod COz je jeho nizka polarita (chova se jako lipofilni
rozpoustédlo), coz ma za nasledek minimalni extrakci polarnich sloucenin, zejména fenold,
flavonoidu a terpenoidi. Pro zvySeni polarity a selektivity superkritického CO» bylo navrzeno
pouziti pomocnych rozpoustédel (hlavné ethanolu kvuli jeho nizké toxicité), aby se vyrazné
zlepsSila extrakce téchto polarnich sloucenin. Bylo vSak hlaseno, ze nékteré fenolické a
flavonoidni slouceniny (gallova kyselina, protokatechuova kyselina, kavova kyselina,
methylgalat, katechin, rutin, myrecitin, kvercetin, kaempferol) jsou ve skuteCnosti rozpustné v
superkritickém CO- pti vysokych tlacich, hustota kapaliny se zvySuje, protoze tlak se zvySuje
pti konstantni teploté (Cid-Ortega et al. 2018).

Extrakce superkritickou tekutinou je moderni technika, ktera ma oproti klasickym
metodam extrakce mnoho vyhod. Mezi né patii nizké teploty, coz je pozitivni rys v piipade
analyzy tepelné labilnich sloucenin. Dal§imi vyhodami jsou vysoka selektivita, vyznamné
snizeni objemu rozpoustédla pouzitého pro extrakci, nizkd hmotnost vzorku pro extrakci
(kolem nékolika mg), kratka doba extrakce, moznost automatizace, stejné jako off-line a on-
line vazba s vétSinou chromatografické techniky (GC, HPLC) (Arceusz et al. 2013).

SFE se bézné pouziva ve farmaceutickém prumyslu i v potravinaiskych a kosmetickych
oborech. Extrakce superkritickou tekutinou slouzi k izolaci biologicky aktivnich sloucenin z
rostlinnych materiali, zejména téch, které nelze oddélit pomoci jednoduché extrakce
rozpoustédlem.

3.4.2 Metody stanoveni amygdalinu metodou HPLC

Vysokoucinna a ultravykonna kapalinova chromatografie (HPLC, resp. UPLC) jsou
bézné analytické metody pro detekci a identifikaci slozek ve slozitych smésich. Zakladem
téchto technik je odbér vzorkl a nasledna separace vzorku pomoci kolony s vhodnymi
vlastnostmi, coz vede k tomu, ze rizné slouceniny eluuji z kolony v raznych casech.

Princip HPLC je mozné stru¢né popsat v nasledujicich tvrzeni (Aryal S. 2022):
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o Cisténi probih4 v separaéni kolon& mezi stacionarni a mobilni fazi.

e Stacionarni faze je zrnity material s velmi malymi poréznimi Casticemi v
separacni kolong.

e Mobilni faze je na druhé strané rozpoustédlo nebo smes rozpoustédel, ktera se
protlacuje za vysokého tlaku pres separacni kolonu.

e Priesventil s pfipojenou vzorkovaci smyckou, tj. malou trubickou nebo kapilarou
z nerezové oceli, je vzorek injekcni stiikaCkou vstiikovan do proudu mobilni
faze z Cerpadla do separacni kolony.

e Nasledné jednotlivé slozky vzorku migruji kolonou rtiznou rychlosti, protoze
jsou v ruzné mife zadrzovany interakcemi se stacionarni fazi.

e Po opusténi kolony jsou jednotlivé latky detekovany vhodnym detektorem a
predany jako signal do HPLC softwaru v pocitaci.

e Na konci této operace se ziskd chromatogram v softwaru HPLC na pocitaci.

e Chromatogram umoziuje identifikaci a kvantifikaci riznych latek.

HPLC s obracenymi fazemi (RP-HPLC) je jednou z nejrozsirenéjSich metod diky své
rychlosti, stabilité kolony a schopnosti oddé¢lit Sirokou Skalu sloucenin. V procesu existuji dvé
varianty HPLC, v zavislosti na stacionarnim fazovém systému. Tato metoda odd€luje analyty
na zakladé polarity. NP-HPLC pouziva polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi.
Stacionarni fazi je proto obvykle oxid kiemicity a typické mobilni faze jsou hexan,
methylenchlorid, chloroform, diethylether a jejich smési. Polarni latky jsou tedy zadrzeny na
polarnim povrchu kolony a jejich retencni Casy jsou delsi nez pro méné polarni slouceniny. V
ptipadé HPLC s reverzni fazi je stacionarni faze nepolarni (hydrofobni) povahy, zatimco
mobilni faze je polarni kapalina, naptiklad voda, methanol, acetonitril nebo jejich smési. HPLC
s reverzni fazi pracuje na principu hydrofobnich interakci, takze ¢im je latka vice nepolarni, tim
déle bude na koloné€ zadrzena. HPLC s obracenymi fazemi je zdaleka nejoblibenéjsi rezimem
v chromatografii. Témér 90 % vSech analyz vzorku s nizkou molekulovou hmotnosti se provadi
pomoci RP-HPLC (Ravi Sankar et al. 2019).

Podle separacniho mechanismu analyzovanych latek se HPLC déli na adsorpéni,
distribucni, iontové vymeénou, rozdé€lovaci a vymeénou chromatografii. Je tfeba mit na paméti,
Ze v praxi separace Casto neprobihd jednim, ale nékolika mechanismy soucasné. Rozdélovani
je tedy komplikovano adsorpénimi uc€inky, adsorpce distribuci a naopak. Kromé toho, ¢im vétsi
je rozdil v latkach ve vzorku podle stupné ionizace, zasaditosti nebo kyselosti, molekulové
hmotnosti, polarizovatelnosti a dalSich parametrd, tim vétsi je pravdépodobnost odlisného
separacniho mechanismu pro takové latky.

Mnoho védct pouzilo HPLC metodu pro stanoveni mnozstvi amygdalinu v riznych
rostlinnych materidlech. Metoda HPLC byla validovana podle linearity, reprodukovatelnosti,
limitu detekce a presnosti. Linearita byla ovéfena pomoci standardnich roztokti D-amygdalinu.
Identifikace slouceniny byla zalozena na pfesné hmotnosti, charakteristickych fragmentacnich
drahéch a retencnich Casech (Shuya Xu et al. 2017). K provedeni analyzy musi byt vzorek
spravné extrahovan z rostlinného materialu.
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4 Metodika

4.1 Pouzité chemikalie

e Ethanol — ¢istota 96 % (Lachner, Ceska republika)

e Diethylether p.a. stabilizovany (Lachner, Ceska republika)

e Methanol p.a. (Lachner, Ceské republika)

e Deionizovana voda (Millipore, Francie)

e Redestilovana voda (GFL, Némecko)

e Standard: Amygdalin — Cistota > 97%, BioXtra (Sigma Aldrich)

4.2 Pomucky

e Bézné laboratorni sklo

e Automatické pipety (100 — 1000 pul) (Thermo Scientific, Ceska republika)

e Injekeni jednorazové stiikacky Luer-Slip (3 ml) (Fischer Scientific, Némecko)
e Jednorazové plastové kyvety 45 ml, Plastibrand (GmbH, Némecko)

e Pipety (Socorex Acura, Svycarsko)

e Filtracni papir (VWR, Némecko)

e Membranovy filtr Nylon (13 mm, 0,2 pm) (Agilent Technologies, Cina)

e PVDF mikrofiltry s porozitou 0,45 pm (Chromservis, Ceska republika)

e HPLC vialky (2 ml) (VT0098M-1232, Némecko)

4.3 Pristroje

e Porcelanova miska tfeci, 30 ml

e Milynek IKA A 11 basic Analytical mill (Janke & Kunkel Co., Staufen, Némecko)

e Chromatograficky systém HPLC, Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
e MA, USA)

e Rotaéni vakuova odparka BUCHI Rotavapor (BUCHI Laboraltechnik AG, Svycarsko)
e Vodni lazen (GFL, Némecko)

e Pfistroj na ptipravu redestilované vody GFL 2104 (GFL, Némecko)

e Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

o Filtracni pfistroj pro demineralizaci vody znacky Millipore, s vodni vyvévou (Francie)
e Lednice (R6139W, Gorenje, Slovinsko)

e Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

e Vahy s pfesnosti na 3 a 4 desetinna mista (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

o Trepacka VORTEX SA 7 (Stuart, Anglie)

e RVOIKA (HPST, s.r.o., Ceska republika)
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4.4 Experimentalni material

Byla provedena analyza semen 14 odrid jablek (z toho jsou 9 odrad z jednoho zdroje,
odrtida Golden Delicious ze dvou zdrojli, odriida Sampion ze téech zdroji), 2 odriid hrusek a 1
odrady visni. VSechny vzorky byly analyzovany ve tii paralelnich stanovenich.

Pro analyzu byly vybrany nasledujici odridy ovoce (tab. 7).

Tab. 7 Odridy ovoce

Cislo Nazev odrady Nazev odrady v lating

1 Jabloni Topaz Malus domestica Topaz

2 Jablon Orion Malus domestica Orion

3 Jablon Luna Malus domestica Luna

4 Jablon Golden Delicious Malus domestica Golden Delicious
5 Jablon Cripps Pink Malus domestica Pink Lady

6 Jablon Jonaprince Malus domestica Red Jonaprince
7 Jablon Discovery Malus domestica Discovery

8 Jablon Red Delicious Malus domestica Red Delicious

9 Jabloii Sampion Malus domestica Champion

10 Jablon Prasvitné letni Malus domestica White Transparent
11 Jablon Braeburn Malus domestica Braeburn

12 Hruska Radana Pyrus communis Radana

13 Hruska Williamsova maslovka Pyrus communis William's red

14 Visen Lutowka Prunus cerasus Lutowka

Vétsina ovoce prochazi z Ceska, 1 odrtida jablek Prasvitné letni (Malus domestica White
Transparent) prochéazi z Ruska.

Ze stejného poctu kust jablek byl ziskan jiny pocet semen. Jabloné odriid Orion, Topaz,
Luna, Red Delicious, Golden Delicious rostou v jednom produkcnim sadu na experimentalnim
pozemku CZU v Praze-Suchdole. Analyza ptidy poskytla nasledujici informace o jeji kvalité:

e pH (CaCl) 7,6

e P-230mgkg!

e K-432mgkg!

e (Ca-8476 mgkg!

e Mg -215mgkg’

e S-243mgkg!; Cu-7,65mgkg!; Fe — 77,1 mg.kg'; Zn — 14,7 mg.kg'; Mn - 210
mg.kg'; Al-374 mg.kg'.

Jinak je mozné charakterizovat pudu na Suchdolu jako ¢ernozem.

Ostatni semena byla ziskand zriznych farmaiskych pozemkd v CR (Cesky Raj,
Sumava, Chel&ice, Gtvrt Kobylisy v Praze). Odrida Golden Delicious byla analyzovana
dvakrat, jeden ze vzorkd pochazel z pozemku CZU a druhy predstavoval semena jablek této
odrady koupenych v obchodé ,,Albert“. Jablka odrid Cripps Pink a Jonaprince byla zakoupena
v obchodé¢ , Billa®.
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V ramci Ceského Raje je pestré zastoupeni jednotlivymi ptdnimi typy. Na tomto
relativné malém uzemi je mozné napocitat celkem 7 z 25 padnich typta popsanych v Tomaskoveé
pidni map& Ceské republiky z roku 2003. Jsou to plochy vyskytu kvadrovych piskoved, jejich
zvétralin na ploSinach a strukturnich terasach. Druhymi jsou plochy vyskytu drtfovych
spraSovych hlin, pfevazné odvapnénych. Vznikly zde nejirodnéjsi pidy, predevsim hnédozeme
(Masin 2010).

Coz se tyka pudy Sumavy, je mozné fici, ze v nejvétsim zastoupeni je hnéda puda,
typicka na kyselych az neutralnich vyvtelych a metamorfovanych horninach, stfredné hluboka
az mélka, hlinitopisCita az piscitohlinita se stfednim az malym pfirozenym obsahem zivin.
Druhym nejrozsifenéj$im typem jsou hnédozemé, vyskytujici se na sprasich a astecné i na
smiSenych svahovinach z karbonatového materialu. Jsou to velmi kvalitni pudy, maji zasoby a
ziviny na urovni ¢ernozemi, liSici se vSak hlavné horSimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
Vyvojoveé za hnédozemémi nasleduji illimerizované pudy vazané na t€zké smisené svahoviny,
kysela az neutralni intruziva a metamorfované horniny, pfekryvajici smiSené svahoviny.
Hlavné podél mistnich vodoteCi zaujima nivni puda typicka, ktera vznikla na bezkarbonatovych
nivnich ulozeninach, pak hnéda pida illimerizovana na kyselych az neutralnich intruzivach a
metamorfovanych horninach a drnoglejova pida na aluvialnich az deluvialnich ulozeninach
(Onderka 2007).

Pida v JihoCeském kraji je méné tirodna, jsou zde prevazné hnédé pudy a podzoly. Druh
pudy je prevazné hlinito-pisCity. Ale péstovani ovoce ve specifické ChelCicko-Lhenické oblasti
ma bohatou tradici a je chranénym zemépisnym oznacenim Evropské unie, jehoz ucelem je
zachovat dobré jméno a kvalitu ovoce vyrabéného na uzemi ChelCicko-Lhenické péstitelské
oblasti a ochranit je pted nekalou konkurenci. Sady se rozprostiraji v Bavorovské kotliné, coz
je Chelcicko a v podhuii Blanského lesa Lhenicko. ChelCicko-Lhenické ovoce se péstuje pouze
v této oblasti (Ceska republika, JihoGesky kraj, okresy Strakonice a Prachatice). Obce Chel&ice
patii k této oblasti.

Plidni poméry Prahy a jejiho okoli jsou znacné pestré. Dominujicim pidnim typem této
oblasti jsou Cernozemé, vytvorené na spraSich, pfipadné karbonatovych hlinach s vysokym
podilem eolického materialu, vzacn€ji na slinovcich. Absolutné nejkvalitn€jsi pudy jsou v
severovychodni oblasti (k. 1. Dablice, Brezinéves, Tieboradice, Vinof, Satalice), kde se jedna
o dernozem& na spradi, stiednd t&7ké, s piiznivym vodnim rezimem (Cesky
hydrometeorologicky ustav). Kobylisy se taky nachazi na severovychodé Prahy.

4.4.1 Priprava vzorku

Semena byla rozdrcena v mlynku a tfeci misce. 0,2 g takto zpracovanych semen bylo
navazeno do 100 ml varné bariky. Pak bylo pfidano 50 ml ethanolu a smés byla extrahovana ve
vodni lazné pod zpétnym chladicem 100 minut pfi teploté bodu varu ethanolu 78,6 °C za
obcasného michani.

Po vychladnuti byl obsah banky prefiltrovan pres Whatmanutv filtr ¢.1 a do sucha
odpafen na rotacni vakuové odparce (35 °C, 7 mbar, nizkd frekvence otacek). K suchému
vzorku bylo pfidano 10 ml diethyletheru a smés byla vortexovana 1 minutu pfi pokojové
teploté, tim doslo k odtu¢néni vzorku. Zbytek po extrakci s obsahujicim amygdalinem byl
ponechan v digestofi k odpafeni diethyletheru pfes noc. Srazenina amygdalinu byla
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rozpousténa v 5 ml deionizovazné vody. Alikvotni Cast byla pfevedena do centrikfugacnich
zkumavek a odstfedéna 10 minut pfi pokojové teploté pii 16000 otackach). Supernatant byl
prefiltrovan pfes membranovy mikrofiltr PTFE, 0,45 pm a pouzit k nastfiku pro chromatografii.
Stanoveni bylo provedeno 3x z kazdého vzorku.

4.4.2 HPLC stanoveni

HPLC stanoveni bylo provadéné na pristroji WATERS. K separaci byla pouzita kolona
C18 (150 x 4,6 mm, 3 pm). Mobilni faze se skladala z methanolu a vody v poméru 25 : 75
(izokraticka eluce). Priitok mobilni faze byl 0,6 ml.min™'. Nasttik extraktu ¢inil 10 ul. deteké&ni
vlnova délka na detektoru PDA byla nastavena na 215 nm (maximum absorbce zafeni). Teplota
kolony byla 30 °C. Kalibrace byla pfipravena v rozsahu 1 — 100 pg.ml.
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S Vysledky

Obsah amygdalinu v analyzovanych semenech ovoce je uveden v tabulce 8.

Tab. 8 Obsah amygdalinu v semenech ovoce

Odruda Lokalita/misto Obsah Smeérodatna
nakupu amygdalinu primér  odchylka
[mg.g'] [mg.g']
Hruska Radana Cesky Raj 0,06 0,00
Hruska Williamsova maslovka  Cesky Raj 0,07 0,00
Visen Lutowka Cheldice 3,10 0,06
Orion Pozemek CZU 1,44 0,00
Luna Pozemek CZU 1,21 0,04
Topaz Pozemek CZU 1,58 0,01
Golden Delicious Pozemek CZU 1,13 0,06
Cripps Pink Billa 1,04 0,03
Jonaprince Billa 1,31 0,06
Braeburn Billa 1,08 0,05
Discovery Cesky Raj 1,18 0,02
Red Delicious Albert 1,13 0,06
Golden Delicious Albert 0,83 0,05
gampion Chelcice 1,05 0,01
Sampion Kobylisy 1,78 0,00
Sampion Sumava 1,55 0,04
Prusvitné letni Rusko 1,30 0,01

Nejvice amygdalinu obsahovala semena vi$né 3,10 mg.g”!. Nejméné amygdalinu
obsahovala semena hrusek v rozmezi 0,06 — 0,07 mg.g"'. MnoZstvi amygdalinu se v semenech
jablek lisi. Navic, jak je vidét na obrazku 6, vztah mezi mnozstvim amygdalinu v jablkach stejné
odridy nebyl odhalen (svétle modré sloupci). Lze predpokladat, ze mnozstvi amygdalinu v
semenech plodu je vysledkem kombinace riznych faktort, vCetné nejen odrudy, ale také typu
pudy, na které bylo ovoce péstovano, pocasi, stupné zralosti plodu atd. v€etn€ vlivu biogennich
stresord (Skudci, choroby).

Na obrazku 6 jsou zelenou barvou oznaCena jablka raznych odrid péstovanych na
stejném pozemku. Sloupec svétle modré barvy oznacuje jablka stejné odridy, ale péstovana na
raznych podzemich. Je vidét, Ze rozdil mezi jednotlivymi vzorky se li§i vice v druhém pfipadé€.
Smérodatna odchylka vzorka jedné odridy je 0,373 a smérodatna odchylka jablek rtznych
odrid péstovanych na stejném pozemku je 0,207. Z toho lze usoudit, ze odrida ma mensi vliv
na mnozstvi amygdalinu v semenech jablek nez vliv pozemku, kde ovoce bylo péstovano.
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Obrazek 6. Obsah amygdalinu v peckovém ovoce

Nejvic amygdalinu obsahovala jablka odridy Sampion pé&stovanych v Kobylisich
(Praha) 1,78 mg.g™!. Nejméné amygdalinu obsahovala semena jablek odriidy Golden Delicious
nakoupenych v obchodu Albert 0,83 mg.g\.
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6 Diskuze

Haque (2002) stanovil obsah amygdalinu v jablkach odrady Fuji v mnozstvi 5,4 mg.g’
! Bolarinwa et al. (2015) uvadi udaje o mnozstvi amygdalinu v semenech jablek 15 odriid.
Semena Golden Delicious méla nejvyssi obsah amygdalinu (3,9 mg.g™!) nasledovala semena
odrtid Royal Gala (3 mg.g™!), Red Delicious (2,8 mg.g™!), Spartan (2,6 mg.g™!") a Pink Lady (2,6
mg.g'l). Obsah amygdalinu v semenech jablek Rubens, Elstar, Empire a Jazz byl 2,4; 2,4; 2,3
respektive 2,2 mg.g!. Niz§i obsah amygdalinu byl stanoven v odridach Fuji (1,9 mg.g™!), Coxu
(1,6 mg.g'"), Granny Smith (1,6 mg.g™!), Bramley (1,3 mg.g™') a Braeburn (1,2 mg.g™"). Nejnizsi
obsah amygdalinu ukazovala odrida Russet 1 mg.g™.

V nedavné studii zabyvajici se stanovenim amygdalinu v semenech jablek odrady
Golden Delicious (Mikulic-Petkovsek et al. 2019) byly ziskdny niz§i hodnoty obsahu
amygdalinu oproti udajum uvedenym na zacatku diskuze. V tomto ¢lanku byla analyzovana
jablka stejné odridy Golden Delicious, ale péstovana za odliSnych podminek, v rdznych
zemich. Mnozstvi amygdalinu v semenech jablek z Azerbajdzanu bylo 1,1 mg.g™', v semenech
jablek z Ruska 0, 68 mg.g™!, v semenech jablek ze Srbska 0, 75 mg.g™!, v semenech jablek ze
Slovinska 0,73 mg.g™.

V nasem pokusu byla téz zkousena odriida Golden Delicious. Semena jablek z pozemku
CZU obsahovala 1,13 mg.g"' amygdalinu, semena jablek zakoupenych v obchodé Albert
obsahovala 0,83 mg.g' amygdalinu. Na zakladé obdrZenych vysledksi se d4 konstatovat, ze
semena jablek z pozemku CZU obsahem amygdalinu jsou nejblize sementim jablek
z Azerbajdzanu. Ale semena jablek zakoupenych v obchodé Albert obsahem amygdalinu jsou
nejblize semenum jablek ze Srbska a Slovinska. Uvedena data tak ale uplné nekoresponduji
s vysledkem Bolarinwa et al. (2015), kde amygdalinu v semenech jablek odridy Golden
Delicious byl stanoven 3,9 mg.g™\.

Mikulic-Petkovsek et al. (2019) popisuji, ze rostliny syntetizuji kyanogenni glykosidy
a ukladaji je do semen v piipadé€ neptiznivych okolnich podminek. V dfive publikované studii
je uvedeno, Ze obsah kyanogennich glykosidi byl vyssi v suchych rostlinach nez v dobte
zavlazovanych rostlinach.

Jak je vidét zporovnani obsahu amygdalinu, je vyS§i v semenech jablek, ktera
analyzoval Bolarinwa et al. (2015). Lze predpokladat, ze relativné vysoky obsah amygdalinu
kromé jiného muze byt vyvolan faktory nepiiznivého pocasi, o kterych data nejsou. Avsak
vzhledem k tomu, Ze se studie nezabyvaly celou fadou dalSich faktort ovliviiujicich mnozstvi
amygdalinu v rostlinach, nelze to s jistotou tvrdit. Je mozné predpokladat, ze jablka, ze kterych
byla semena ziskdna za Gcelem zkoumani, nebyla ve stejnym stupni zralosti, coz by jiste téz
mohlo ovlivnit vysledky. Je také pravdépodobné, ze metabolické procesy v jablkach riznych
odrid probihaji s mens$imi odchylkami. To vyplyva z odliSnosti chutovych a obecné
senzorickych vlastnosti jednotlivych odrid a také to znamena, Ze tvorba stejnych latek, které
rostlinnd hmota jablek obsahuje, jako jsou cukry a kyseliny, probiha jinak. Lze fici totéz o
kyanogennich glykosidech. Jisté stoji za zminku, Ze chutové a senzorické vlastnosti jsou
ovlivnény stupném zralosti. Z vysledk této diplomové prace vyplyva, ze odrida ma mensi vliv
na obsah amygdalinu nez lokalita. I kdyz nebyly sledovany veskeré podminky péstovani, je
mozn¢ predpokladat, ze podminky maji velky vliv na obsah amygdalinu. Vysledky v podstaté
koresponduji s literarnimi daty jinych autora.
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Mikulic-Petkovsek et al. (2019) tvrdé€ji, ze pida muze byt davodem vyssiho obsahu
kyanogennich glykosidii v semenech jablek. Mésto Xudat v Azerbajdzanu, odkud prochazi
jablka s nejvys$s§im obsahem amygdalinu, lezi v blizkosti Kaspického mofe a ptida v sadu méla
vyssi obsah soli. Bylo prokazano, ze obsah kyanogennich glykosidi se zvysuje v rostlinach s
vysokou zasolenosti pidy, v listech se syntetizuji kyanogenni glykosidy a poté se transportuji
do jinych casti rostlin. Zhao (2012) také uvedl, ze béhem vyvoje ovoce se nekteré kyanogenni
glykosidy syntetizuji v bunééném tegumentu a nasledné se transportuji do semenného
kotyledonu.

Ptda ze sadu CZU, kde byla p&stovana jablka odrid Topaz, Orion, Luna, Golden
Delicious pro nas vyzkum, byla odebrana pro agrochemickou analyzu. Vysledek ukazal, ze ma
pH 7.5, coz tuto pudu lze povazovat za mirn€ zasaditou. Alkalické pady maji zpravidla vysoky
obsah vapenatych soli, procez tento faktor muze také ovlivnit mnozstvi amygdalinu v semenech
jablek. Z naSich vysledkl je patrné, ze nejvice amygdalinu bylo zjisténo v semenech jablek
odrady Sampion péstovanych v Praze. Vzhledem k tomu, Ze pida ve velkych méstech je
obvykle zasolena, podminky jsou agresivnéj§i a syntéza amygdalinu se za nepfiznivych
podminek zvySuje. Proto je logické, Ze semena téchto jablek méla nejvice amygdalinu. Za
zminku také stoji, ze tato jablka byla sbirana k pfimé konzumaci, tedy v nejvyssi fazi zralosti
plodi. Bylo by tedy zajimavé sledovat, jak sloZeni pidya stupen zralosti plodu ovliviiuje tvorbu
kyanogennich glykosidi v rostlinach.

Kyanogenni glykosidy s fenolovymi latkami dohromady hraji také dilezitou roli jako
ucinna ochrana pred bylozravci a mohou predstavovat vyznamny odliv zdroju, které by jinak
mohly byt pouzity pro riist (Mikulic-Petkovsek et al. 2019). Udaje o poétu skadci v
ovocném sadu nejsou piesné znamé. Lze ale odhadnout, e na pozemku CZU, kde byla jablka
odebrana pro vyzkum, byla v¢as piijata nezbytna opatieni na ochranu pred Sktidci, a to instalace
zvlastniho oploceni na kmeny stromi pro ochranu kiry pred hlodavci, sbér infikovanych a
poskozenych jablek z vétvi a ze zemé pod jablonémi. V sezéné€ odstranéni posSkozeného ovoce
se provadi kazdy tyden. V dasledku toho lze predpokladat, ze v semenech amygdalinu se
netvorilo vic, nez je potfeba pro minimalni ochranu proti skidctim.

Teplota, kyslik a oxid uhlicity jsou dulezité pro intenzitu dychani béhem skladovani.
Cim vys§i je rychlost dychani, tim vys§i je koncentrace COa. Skupinou védct byla studovana
semena jablek, ktera byla skladovana v typickych podminkach ovocnych skladi po dobu 100,
180 a 240 dni po sklizni. Mikulic-Petkovsek et al. (2019) uvadi, ze po 180 dnech skladovani v
fizené atmosfére obsah kyanogennich glykosida v semenech jablek se snizil. Ale béhem obdobi
aktivniho dychani, tj. po sklizni ovoce a jeho skladovani po dobu Sesti mésicli, bylo mozné
pozorovat narast poctu kyanogennich glykosidi v semenech jablek.

Pro diplomovou studii byla pouzita dozrala jablka odrid Topaz, Orion, Luna, Golden
Delicious sebranych na pozemku CZU. Vsechny plody byly sbirany pfimo ze stromd, ne
spadané z pudy. Vysledky vyzkumného Setfeni odpovidaji existujicim datim o obsahu
amygdalinu v semenech jablek po sklizni. Dobu skladovani ostatnich jablek Ize jen
predpokladat, pfesna data nejsou k dispozici.

Hrusky pouzité¢ ve studii byly zakoupeny na farmaiskych trzich v Praze. Existuje
nekolik fazi zralosti hrusek: technicka, botanicka, konzumni a uplna fyziologicka. Evropské
odridy hrusek nemaji dostateCnou schopnost dozravat ihned po sklizni, musi byt vystaveny
chladové teploté nebo oSetieny etylenem. Pouzité hrusky byly v botanické fazi zrani (bylo vidét
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korkovou vrstvu mezi vyhonem a stopkou, plody se snadno oddé€lovaly od vétvi) a nebyly
zadnym zpusobem oSetfeny. Semena hrusky Radany mély mens$i objem a mnozstvi
experimentalniho materialu na rozdil od Williamsové maslovky. Nicméné podle analyzy
semena odrid maji skoro stejné mnozstvi amygdalinu. V literatufe se uvadi mnoZzstvi
amygdalinu v semenech jablek a hrusek vrozmezi 1 — 4 mg.g'!, ale takZe se uvadi, Ze
v hruskach je amygdalinu méné (Bolarinwa et al. 2015). Lze tvrdit, ze stanovené mnozstvi 0,06
mg.g”!' pro hrusku Radana a 0,07 mg.g™' pro hrusku Williamsova maslovka je niz&i, ale ne
zasadné odlisné. V existujicich studiich vétSina autorti analyzuje odridu Konference (Pyrus
communis Conference), je mozné, ze tato odrida obsahuje amygdalinu vice nez odrida Radana
a Williamsova maslovka.
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Obrazek 7. Obsah amygdalinu podle odrud jablek dle Bolarinwa et al. (2015)
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Obrazek 8. Obsah amygdalinu podle odrid jablek zakoupenych a sebranych v CR

Rozdily tak velké nejsou a mohou byt vysvétleny dobou zrani, fazou zrani, kdy byla
jablka sebrana, klimatickymi podminkami a dal§imi faktory. Tteba stejna odrida Braeburn
podle studie Bolarinwa et al. (2015) obsahuje 1,2 mg.g' amygdalinu v semenech. Pfi analyze
semen jablek pro danou diplomovou praci bylo zjiiténo 1,08 mg.g™! amygdalinu. Uveden4 data
jsou podobna.
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Ve studii zabyvajici se stanovenim amygdalinu v semenech jablek odridy Golden
Delicious (Mikulic-Petkovsek et al. 2019) byly urceny nizsi hodnoty amygdalinu nez ve studii
Bolarinwa et al. (2015), ale v porovnani s vysledky vyzkumného Setfeni pro danou diplomovou
praci tyto hodnoty jsou podobné.
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Obrazek 9. Obsah amygdalinu v jablkach odrudy Golden Delicious riuzného puvodu (Mikulic-
Petkovsek et al. 2019, Fadeeva 2022)

Pti sbéru rostlinného materialu se predpokladalo, ze v semenech jablek zakoupenych v
obchodech bude méné amygdalinu, protoze jablka urcené k dlouhodobé distribuci se zpravidla
sklizeji v takové fazi zrani, ze jablka dozravaji ve skladu. Tento predpoklad se v§ak nepotvrdil
(oranzové sloupce na obrazku 7).

Nejmén¢ amygdalinu obsahuji jablka Golden Delicious zakoupena v prodejné Albert.
Z téchto udaju vyplyva, ze nezrala jablka obsahuji méné amygdalinu. Ve studii Deng et al.
(2021) uvadi, ze amygdalin se akumuloval v pozd¢jsich fazich zralosti horkého jadra meruriky.
Vzorec akumulace kyanogennich glykosidi v hotkych jadrech naznacoval posun od stavu s
prevahou prunasinu do stavu s pfevahou amygdalinu béhem vyvoje a zrani jadra. Meruiiky patfi
do stejné Celedi rostlin razovité (Rosaceae) jako jablka, coz naznaCuje podobnost procesu
syntézy a akumulace sekundarnich metabolit.

Biosyntéza a akumulace sekundarnich metaboliti v ovoci jsou téz ovliviiovany
geografickym prostfedim, druhem, vyvojovymi stadii, padou, klimatem, kultivaénim
systémem, agronomickym managementem, dobou sklizné a arovni zralosti (Deng et al. 2021).

Wang (Wang et al. 2022) predpoklada, ze jedine¢né geografické prostiedi (zemépisna
délka a Sirka, nadmotska vyska, sklon a odpovidajici klimatické zmény) a genomové rozdily
by mohly zna¢né€ ovlivnit biosyntézu a akumulaci amygdalinu. Faktorova analyza ukézala, ze
obsah amygdalinu v jadrech Prunus spp. se zvySoval s nadmotskou vyskou, klesal s klesajici
nadmoftskou vyskou a mél mensi vztah k zemepisné délce, zemépisné Sifce a sklonu.

Rozmanitost existujicich odrad jablek a jejich odliSnosti jsou zpusobeny
agroklimatickymi oblastmi a zoénami, péstitelskymi postupy, nutricnim slozenim a
senzorickymi vlastnostmi. Napftiklad odrida Red Delicious ma tmavsi karminové Cerveny

54



povrch se stopami zluté a oranzové barvy. Fyzikalni vlastnosti jablka Red Delicious jsou
podlouhlé formy s hustou slupkou, vnitini hmota je zrnita a jemna s tajici strukturou, obvykle
vykazujici malé, ale zjevné hrbolky na povrchu kiize (Li et al. 2021). Zatimco ruzné odrady
vykazuji rizny vzhled, chut a tvary, jablka maji jednu spole¢nou vlastnost, kterou je schopnost
shromazdéni amygdalinu v semenech.

Vétsina odriid podle obsahu amygdalinu se nachazi v rozmezi 1,08 — 1,31 mg.g™".
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Obrazek 10. Bodovy graf obsahu amygdalinu v semenech jablek

Z vyse uvedeného lze usoudit, ze odrida jablek neni hlavnim faktorem urcujicim
mnozstvi amygdalinu v semenech. VéEtsi vyznam maji péstitelské podminky a faze zralosti
plodu a taky takové t€zko pozorovatelné faktory, jako je poCet hmyzich Skiidct. Tohle je urcite
ma vliv na mnozstvi amygdalinu, protoze jednim z ucelu amygdalinu jako sekundarniho
metabolitu v rostlinach je odpuzovani hmyzi. Porovnanim mnozstvi amygdalinu v semenech
jablek a v semenech hrusek je vidét, Ze semena jablek obsahuji vice amygdalinu. Ale ve
srovnani s mnozstvim amygdalinu v semenech vi§ni obsahuji jablka této latky méné€. Za zminku
také stoji, ze semena vi$ni jsou véetsi, takze k ziskani amygdalinu je potfeba méné rostlinného
materialu, coz mize mit vliv na pouziti vedlejSich produktd ovocnafstvi.

55



7 Zavér

V diplomové praci byly stanovovany obsahy amygdalinu v semenech jablek, vi$ni a
hrusni pomoci HPLC techniky. Na zakladé ziskanych dat 1ze vyvodit nasledné zavéry:

Amygdalin patfi mezi glykosidy, které patii k nejcastéji se vyskytujicim mezi
sekundarnim rostlinnym metabolitim. V CR je amygdalin nejvyznamngjsim
kyanogennim glykosidem. Amygdalin se nachazi v rostlinach Celedi rizovitych
(Rosaceae).
Amygdalin ma obecné vlastnosti glykosida i vlastnosti specifické, coz se odrazi
v procesu izolace latky z rostlinné hmoty a jeji analyze. HPLC je vhodnou
metodou pro ur€eni amygdalinu v semenech peckového ovoce.
VétSina odrud podle obsahu amygdalinu se nachazi v rozmezi 1,08 — 1,31
mg.g”'. Nejvic amygdalinu obsahovala jablka odridy Sampion péstovanych v
Kobylisich (Praha) 1,78 mg.g'. Nejméné& amygdalinu obsahovala semena jablek
odridy Golden Delicious nakoupenych v obchodu Albert 0,83 mg.g!. Odriida u
jablek nehraje velkou roli v mnozstvi amygdalinu obsazeného v semenech. Vétsi
vyznam maji péstitelské podminky, typ pady, pocCasi a stupefi zralosti ploda.
Na hypotézu, zda je amygdalin ohroZenim nebo potencialnim zdrojem zlepSeni
zdravi ¢lovéka, konkrétné, jestli ma amygdalin protirakovinové vlastnosti, v tuto
chvili neni mozné dat jednoznacnou odpovéd. Analyza dostupné odborné
literatury uvadi, ze existuji pfinejmensim 2 teorie, které si navzajem odporuji, a
kazda disponuje svou vlastni argumentaci. Proto nelze jednoznac¢né hypotézu
potvrdit, ¢i vyloucit.

o Amygdalin neohrozuje vedlejsi produkty ovocnafstvi (vylisky
semen), protoze se vyskytuje v relativné nizkych koncentracich a zaroveri je
odbouravan pii mechanickém a tepelném zpracovani ovoce.

Cila prace tak bylo dosazeno analyzou odborné literatury a stanovenim amygdalinu
v semenech pomoci HPLC. Hypotézy predlozené na zacatku prace nebyly plné€ potvrzeny, coz
znamena, ze mnozstvi amygdalinu v peckovém ovoce je zajimavé pro dalsi vyzkum. Vsak
neexistuje zadné nebezpeci, ze by spotrebitelé po konzumaci pfimeéfeného poctu semen jablek
a hrusek pocitovali toxické ucinky kyanogennich glykosida.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AMK - aminokyselina

Spp — subspecies (plemeno, poddruh)

CID — compound identifier (identifikator slouceniny)

FDA - food and drug administration (Americka sprava potravin a 1éciv)
AMA - American medical association (Americka lékafska asociace)
ATP — adenosintrifosfat

FAO - the state of food and agriculture (stav potravinarstvi a zemeédélstvi)
HPLC - high performance liquid chromatograph (vysoce vykonny kapalinovy chromatografie)
UHT - ultra-high temperature processing (vysokoteplotni uprava)

SFE — supercritical fluid extraction (extrakce superkritickou tekutinou)
UAE — ultrasound-assisted extraction (extrakce ultrazvukem)

ASE — accelerated solvent extraction (zrychlena extrakce rozpoustédlem)
PFE — pressurized solvent extraction (extrakce tlakovou tekutinou)
PLE - pressurized fluid extraction (extrakce tlakovou kapalinou)

GC — gas chromatography (Plynova chromatografie)

RP-HPLC - reversed-phase HPLC (HPLC na reverzni fazi)

NP-HPLC — normal-phase HPLC (HPLC na normalni fazi)

PVDF - polyvinylidenfluorid

PTFT — polytetrafluorethylen

PDA — detektor fotodiodového pole

C16:0 — palmitova kyselina

C16:1 — palmitolejova kyselina

C18:0 — stearova kyselina

C18:1 — elaidova kyselina

C18:2 — linolova kyselina

C18:3 — a-linolenova kyselina

C20:0 — arachova kyselina

C20:1 — etkosenova kyselina

C20:2 — eikosadienova kyselina

(C22:0 — behenova kyselina

C24:0 — lignocerova kyselina
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