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ABSTRAKT

Potraviny se Casto stavaji predmétem falSovani, vyjimkou nejsou ani ovocné vyrobky
obsahujici jahody. Tato prace se zabyva detekci jahod v modelovych a readlnych ovocnych
vyrobcich, aby mohlo byt i pfipadné falSovani odhaleno.

Cilem prace byla pfiprava modelovych a realnych ovocnych vyrobkd, jejich analyza pomoci
vybranych instrumentalnich a molekularné-biologickych metod a vzajemné srovnani vysledkt
téchto metod.

Za timto ucelem byly pfipraveny modelové a zakoupeny komer¢ni smési ovocnych vyrobki.
Pomoci UV-VIS spektrofotometrie u nich byl stanoven obsah polyfenolt a flavonoidu, které
byly podrobné&ji charakterizovany pomoci HPLC. Z ovocnych pyré byla vyizolovana DNA.
Pomoci vhodnych primerii byla potvrzena pfipadna amplifikovatelnost a tvorba produktu
specifického pro jahodu. Tento produkt byl ovéfen elektroforetickou kontrolou.
V instrumentalni ¢asti byly pomoci extrakce a HPLC u modelovych a komercnich smési
detekovany urcité latky. U vybranych latek bylo stanoveno i jejich mnozstvi. Nejniz§i mnozstvi
jahodové DNA, které bylo mozné pomoci vybranych primerti u metody PCR detekovat, Cinilo
0,7 ng/ul, u komer¢nich smési se tuto DNA detekovat nepodatilo. U metody HPLC se pfi
zaméfeni na urCity fingerprint a mnozstvi pelargonidin-3-glukosidu ve vzorcich podaftilo
detekovat jahodu ve vSech vzorcich. Za vhodnéjsi se vtomto piipadé da povazovat
instrumentalni metoda.

ABSTRACT

Food is often subject to adulteration, including fruit products containing strawberries. This work
deals with the detection of strawberries in model and real fruit products, so that possible
falsification can be detected.

The aim of the work was the preparation of model and real fruit products, their analysis using
selected instrumental and molecular-biological methods and mutual comparison of the results
of these methods.

Model mixtures of fruit products were prepared and commercial ones were purchased. The
content of polyphenols and flavonoids was determined by UV-VIS spectrophotometry, which
were characterized in more detail by HPLC. DNA was isolated from the fruit purees, suitable
primers confirmed the amplifiability and formation of a specific product for strawberry, and
this product was verified by electrophoretic control. In the instrumental part, certain substances
were detected by extraction from model and commercial mixtures and the HPLC method, and
the amount of selected substances was determined. The lowest amount of strawberry DNA that
could be detected by selected primers in the PCR method was 0.7 ng /ul, in commercial
mixtures this DNA could not be detected. In the HPLC method, the strawberry was detected in
all samples by focusing on a particular fingerprint and the amount of pelargonidin-3-glucoside
in the samples. The instrumental method can be considered more suitable in this case.

KLiCOVA SLOVA
Ovocné pyré, Ovoce, Jahoda, FalSovani potravin, Izolace DNA, qPCR, HPLC

KEY WORD
Fruit puree, Fruit, Strawberry, Food adulteration, DNA isolation, gPCR, HPLC
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1 UVOD

Jahody patii celosvétové mezi popularni ovoce, diky své chuti 1 vysokému obsahu vitaminu C
a dalSich zdravi prospéSnych latek. Prvni zminky o sbéru jahod sahaji az do doby kamenné.
Kromé cerstvého stavu jsou jahody na trhu Siroce zastoupeny v fadé produktd jako
jsou marmelady, dzemy, ovocné stavy apod. Tyto produkty byvaji asto objektem falSovani,
jelikoz jahody patfi k draz§imu ovoci. K detekci falSovani potravin slouzi fada metod. U ovoce
bohatého na polyfenoly, jako jsou jahody, patfi k nejrozsifen€jSim chromatografické metody.
Jenze i ony maji urcité nevyhody, které metody zalozeni na analyze DNA postradaji (nakladna
udrzba, velké mnozstvi organickych latek, nizka citlivost pro nékteré latky, komplexita, slozity
vyvoj novych metod). Proto stoji za to hledat molekularné-biologické postupy pro detekci
falSovani vyrobka z jahod i jiného Cerveného ovoce. [1, 2]

Na druhou stranu 1 molekularné-biologické metody skytaji fadu nevyhod. Metoda PCR ma
tak vysokou citlivost, ze v pfipadé, kdy je vzorek kontaminovany, miiZe nastat fale§na pozitivni
reakce. Nekteré kontaminujici latky naopak PCR inhibuji, takze vysledkem muze byt falesné
negativni reakce. Obtizny je i vybér primerti. Molekularné-biologické metody Casto byvaji
nakladné, Casove naro¢né, namahavé, proto nejsou vzdy piihodné pro kazdou identifikaci.

Cilem této prace byla analyza ovocnych vyrobki metodou analyzy DNA a metodou HPLC
a nasledné srovnani téchto metod. U metody s analyzou DNA byla nejprve provedena izolace
DNA, kontrola jeji amplifikace a pomoci specifickych primert detekovan specificky produkt
pro jahodu. Obsah polyfenola a flavonoidi byl stanoven spektrofotometricky. U metody HPLC
bylo cilem najit rozdily ve fingerprintu jahody a maliny a detekce specifickych latek pro jahodu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 FalSovani potravin

FalSovani potravin je vaznym problémem u vétSiny potravinarskych komodit. Ovocné produkty
jsou Casto falSovany, nejcastéji se tak déje u ovocnych §tav. Jiz v roce 1950 byl v USA pfipad,
kde byl vyrabén napoj, ktery neobsahoval skoro zadnou ovocnou slozku, pficemz byl
oznacovan jako 100% pomerancova stava. Produkty jako dzusy, dzemy, pyré, marmelady
byvaji falSovany za ucelem vyS§Siho finan¢niho zisku nebo konkurenceschopnosti na trhu,
napf. nahrazenim drazsiho ovoce levnéjsim. FalSovani vede ke zhorSeni kvality téchto produkta
aneni snadné jej odhalit. Hlavnim problémem pifi analyze je slozitost produkti a velka
rozmanitost latek specifickych pro rizné druhy ovoce. [3, 4]

2.1.1 Metody falSovani
Mezi hlavni zpisoby fal§ovani ovocnych vyrobku se radi:
- Naredéni stavy vodou na ukor ovocné slozky a doslazeni, pfipadné ptidani kyselin
- Nahrada drazsich druhii ovoce levnéjsimi
- Nespravna deklarace zptisobu zpracovani
- Nespravné nebo zavadé&jici oznaceni vyrobku [3]

2.1.2 Metody detekce falSovani

Na detekci falSovani ovocnych vyrobkt se pouziva fada metod, které mohou byt dle principu

rozdéleny na:

- DNA analyzu, pomoci které se identifikuje druh ovoce a odrida

- Fingerprinting, profilovani a metabolomiku

- Izotopové metody

- Chemické a fyzikalni markery autenticity, napf. chromatografie a spektroskopické

analyzy

Mezi nejCastéjsi markery autenticity, pomoci kterych se odhali pravost produktu, se radi
hustota, cukry, kyseliny, refraktometricka susina nebo formolové Cislo. Marker typicky pro
jahody je kyselina isocitronova. [3]

2.2 Jahodnik (Fragaria L.)

Jahodnik patii mezi vytrvalé ovocné rostliny, definované jako pfechod mezi bylinou a kefem,
tzv. polokef, jehoz velikost se pohybuje v fadu nékolika desitek centimetra. Rostlina je tvorena
listy, odnozemi, kvétnimi stvoly, na kterych jsou kvéty a plody, a dale kofenovou soustavou,
ktera se nachazi pod povrchem zemé. Mezi nadzemni a podzemni ¢asti tvori piedél kofenovy
kréek. Listy jsou dulezitym rozliSovacim znakem odrud, jsou fapikaté, maji ruznou délku
(zavisi na odrade). Kvétni stonky osazené kvéty tvori vrcholi¢nata kvétenstvi. Jednotlivé kveéty
rozkvétaji od obvodu do stiedu a nasazuji plody. Plody vznikaji zduznaténim kvétnatého lazka,
které dohromady s nazkami vytvaii nepravy plod. Plody naristaji do velikosti nékolika
centimetrt, velikost plodu neni odridovym znakem, je ovlivnéna hlavné prostiedim. Tvar
plodu je také variabilni, mize byt napf. kulaty, srd¢ity nebo kuzelovity. Barva plodu je obvykle
Cervena (rizné odstiny) a zavisi na odrad€, stupni vyzrani, prostiedi atd. [5, 6]



2.2.1 Odrudy jahodniku

Jahodnik je plasticka rostlina vhodné pro miré podnebi. Jahodnik Fragaria L. fadime do Celedi
razovitych Rosaceae, fadu razovokvétych Rosales [7]

Historické zminky o sbéru jahod sahaji az do doby kamenné. Roku 1766 byla pomoci
cileného kiizeni vySlechténa prvni kulturni odriida velkoplodého jahodniku, tzv. Fragaria
ananassa, na dvore francouzského krale Ludvika XV. Dnes jsou znamy jiz desitky az stovky
odriad jahod po celém svéte. [8]

2.2.2 Chemické slozeni jahod

Slozeni ovoce je ovlivnéno jeho zralosti, mezi hlavni slozky patfi voda, sacharidy, organické
kyseliny, v men$i mife také lipidy (viz Tabulka 1). Dale jsou v ovoci zastoupeny aromatické
latky a pigmenty, které ovliviiuji senzorické vlastnosti ovoce, a vitaminy s mineraly, které maji
nutriéni vyznam. [9]

Voda, nachazejici se u ploda z velké Casti ve vakuolach bunék, je potiebna pro vSechny
biochemické pochody v ovoci. Vadnuti ovoce a ztrata hmotnosti jsou projevy vysokého vyparu
vody. [9, 10]

Hlavni slozkou jahod jsou sacharidy, které tvoii vice nez 90 % suSiny. Obsah
mono— a oligosacharidi roste v dozravajicim ovoci diky asimilaci a v mensi mife hydrolyzou
polysacharida a je zavisly na druhu, odrid€, zralosti ovoce, velikosti plodi a mnoha dalSich
faktorech. Hlavnimi cukry v ovoci jsou glukosa a sacharosa. Glykemicky index jahod je okolo
40, coz je relativn€ nizké Cislo a znamena to, Ze konzumace jahod nevede k velkym nartstim
hladiny cukru v krvi, a nejsou nebezpecné pro lidi s cukrovkou. Vlaknina a fruktosa muze
napomahat k regulaci hladiny cukru utlumenim traveni. Vlaknina také pfispiva ke kontrole
ptijmu kalorii pomoci jejiho saturacniho ucinku. [9, 11, 12, 13, 14]

Jahody jsou vynikajicim zdrojem biologicky aktivnich latek s vysokym obsahem zakladnich
zivin. Obsahuji vysoké mnozstvi vitaminu C a fenolickych latek, z nichz nejdualezitéjsi jsou
antokyany, které spolu s ellagitaniny (hydrolyzovatelné taniny) patii mezi hlavni antioxidacni
slouceniny. Pti latkové vymeéné v burikach jsou vedlejSim produktem volné radikaly, které jsou
potencialnimi spoustééi bunécnych mutaci. Pravé antioxidanty dokazou tyto radikaly
inaktivovat a odstranit z bunék. K dalsim antioxidantiim patfi vitamin A a prvky jako mangan,
meéd’ a zinek. Kromé vitaminu C jsou v jahodach také zastoupeny dalsi vitaminy jako je vitamin
A, vitamin E, vitamin B6, vitamin K, thiamin, riboflavin a niacin. Mezi hlavni antokyany se
fadi pelargonidin-3-glukosid a kyanidin-3-glukosid. Mezi dal§i fenonolové slouceniny
obsazené v jahodach se fadi flavonoly, které maji antioxidacni, antibakterialni, antihypertenzni
a antialergické vlastnosti. Jahody jsou také zdrojem fady esencialnich aminokyselin, které jsou
obsazené v seminkach jahod. Maji pro lidské télo nutricni vyznam a nékteré také mohou
ovlivnit chut jahod. [14, 15]

Jahody dale mohou zmirnit zanéty, zlepsit cévni funkce, snizit oxidaci LDL cholesterolu.
Nekteré studie také prokazaly potencialni chemopreventivni aktivitu jahod a protirakovinné
ucinky jahod. [14, 16]



Tabulka 1 [14] Latkové sloZeni jahody

Vybrané latky v jahodach Obsah
Voda (%) 90,95
Proteiny (%) 0,67
Tuky (%) 0,30
Popel (%) 0,40
Vlaknina (%) 2,00
Sacharidy (%) 7,68
Glukosa (%) 1,99
Fruktosa (%) 2,44
Sacharosa (%) 0,47
Vitamin C (mg-kg!) 5,88

Mineralni latky se vyskytuji jako soli organickych a anorganickych kyselin. Obsah
mineralnich latek v ovoci je obvykle 0,6 az 1,8 % a patii mezi n€ vice nez 60 prvkl, z nichz
hlavni jsou dusik, sodik, vapnik, zelezo, mangan, hlinik, fosfor, chlor a sira. Mnozstvi drasliku
a absence chloridu sodného davaji ovoci dietologickou hodnotu. Jahody patii mezi mineralné
bohaté ovoce. [11]

Tabulka 2 [14] Prvky, obsazené v jahodé

Vybrané mineraly Obsah (mg-kg!)
Ca 160
Fe 4,1
Mg 130
P 240
K 1530
Na 10
7Zn 1,40
Cu 0,48
Mn 3,86

2.2.3 Vyuziti jahod

Produkti obsahujicich jahody je obrovské mnozstvi, jahody patfi mezi oblibené, hojné
péstované ovoce. Jahody se vyuZivaji napf. pii vyrobé ovocnych §tav, pyré, marmelad, dzema,
kompott, napoju, sirupt nebo presnidavek. Dale jsou také soucasti fady mlécnych vyrobkda,
vyuzivaji se v pekarstvi nebo v kosmetickém primyslu. [4]

2.3 Rostlinna bunka

2.3.1 Struktura rostlinné bunky
Rozli§ujeme dva zéakladni typy bunek, prokaryotické a eukaryotické. Buriky eukaryotické se
vyvinuly z prokaryotickych, jsou vétsi a obsahuji fadu membranovych systémi. Nazev
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eukaryotickych bunék je odvozeny od toho, ze obsahuji pravé jadro, to je odd€leno od
cytoplazmy jadernym obalem. Jsou rozdéleny na kompartmenty a v jejich cytoplazmé se
vyskytuji organely, znichz kazdd ma svou specifickou funkci. Diky organelam maji
eukaryotické buniky velkou schopnost se diferenciovat a specializovat. Jadro u eukaryotické
bunky se déli pomoci mitdzy, oproti replikaci DNA (déleni u prokaryotického jadra) je to velmi
slozity proces. [17]

2.3.2 Cytologie

2.3.2.1 Vakuola

Vakuoly predstavuji nejvétsi organely u vétSiny bunék. Vyskytuji se v burikach rostlin a hub.
Obvykle zaujimaji asi tietinu prostoru bunky, muze to vSak byt az 90 procent. Vakuoly slouZzi
jako zasobarna proteint, které mizou byt pouzity jako zdroj energie pro rtizné metabolické
drahy, velké vakuoly také obsahuji protony a ionty jako Ca?*, pomoci kterych muze butika
regulovat své pH, aktivitu enzymi a membranové fuze. [18]

2.3.2.2 Eukaryotické jadro
Témér veskera geneticka informace burky je obsazena v jejim jadre. Jadro bunku ridi, reguluje
jeji diferenciaci, starnuti, replikaci a prenos genetické informace do buriky nové. Dale fidi
syntézu rRNA a tRNA a jejich néasledny import do cytoplazmy.

Kolem jadra bunky se nachazi jaderny obal s dvojitou membranou, kde vnéjsi membrana
prechazi v endoplazmatické retikulum. [17, 18]

2.3.2.3 Endoplazmatické retikulum
Endoplazmatické retikulum zaujima tstiedni pozici mezi organelami sekrecni drahy. Je slozeno
z vacku a cisteren, obklopujicich jadro. Endoplazmatické retikulum slouzi zejména k syntéze
membranovych lipida a proteint a dale syntéze proteint, urenych na export.

Existuji dva typy endoplazmatického retikula, drsné a hladké. Drsné vaze na sviij povrch
ribozomy, ve kterych poté dochazi k syntéze ruznych proteint. [17]

2.3.2.4 Golgiho apardt

Golgiho aparat obvykle navazuje na endoplazmatické retikul, jak prostorové, tak funkéné.
Je slozen z diktyozomi — soubor cisteren, kde kazda z nich je samostatnym kompartmentem.
Tyto cisterny slouzi k uprave, tfidéni a baleni proteint a lipida pro sekrece nebo k transportu
do jinych organel. [17]

2.3.2.5 Mitochondrie

Spolu s chloroplasty patii mezi semiautonomni organely s vlastni kruznicovou DNA. Pro jejich
ribozomy je charakteristicka vlastni proteosyntéza, podobna proteosyntéze u bakterii. Mohou
se rozmnozovat pouze délenim.

V kazdé buiice mizou byt az stovky mitochondrii. Mitochondrie maji vnéjs§i a vnitini
membranu. Vnéjsi membrana je hladkd a velmi dobfe propustnd pro polarni latky Vnitini
membrana tvoii fadu vychlipenin zvanych mitochondrialni kristy, nachazi se na ni komplexy
dychaciho fetézce, ATP syntazy a membranové prenaSece. Uvniti mitochondrie se nachazi
matrix s enzymy aerobnich metabolickych drah. [17]

11



2.3.2.6 Chloroplasty

Cockovité organely s vng&j§i membranou propustnou pro polarni latky a vnitini membranou se
specifickou propustnosti, ktera obklopuje hmotu chloroplastu, tzv. stroma. Stroma obsahuje
enzymy katalyzujici cukry, dale tylakoidy, jejichz funkci je zachyceni a vyuziti svételné
energie. Tylakoidy obsahuji enzym ATP syntazu a fotosyntetické pigmenty, mezi které patii
napft. chlorofyl. [17]

2.3.2.7 Cytoplazma

Je to roztok, slozeny z Castic rizné velikosti, které jsou na sebe namackany tak, ze tento roztok
vykazuje vlastnosti gelu. Cytoplazma vypliiuje prostor mezi organelami v buiice, odehrava se
v ni fada chemickych reakci, které jsou stézejni pro existenci buiiky a jeji fungovani. Probiha
zde velmi dulezita syntéza proteinu a také prvni kroky pfi odbouravani molekul potravy. [17]

2.3.2.8 Plazmaticka membrana

Plazmaticka membrana je biomembrana, ktera je tvofena dvojitou vrstvou lipidi, do kterych
jsou vclenény proteiny. Tato membrana burtiku ohraniuje a reguluje transport specifickych
latek dovnitf a ven z buiiky. Tento transport zajistuji membranové proteiny, které funguji jako
receptory a umi komunikovat s okolim bunky. [17]

2.3.2.9 Bunécéna sténa

Bunécna sténa je tvotena z fady polysacharidi. U rostlinnych bunék to je hlavné celuloza, ktera
tvoii dlouha, nevétvena vlakna, kterd se navzijem véazou vodikovymi vazbami a dodavaji
bunécné sténé pevnost. Dalsi slozkou bunééné stény jsou hemiceluldzy a pektiny, které udrzuji
v bunécné sténé vodu, a ve zdfevnatélych ¢astech bunécné stény se nachazi lignin, ktery
bunécné sténé poskytuje tvrdost. [17]

2.4 lIzolace a Purifikace DNA

Izolace a purifikace nukleovych kyselin z bunék a jejich oddé€leni od zbylych bunécnych slozek
patii do po&atedni faze u vétsiny molekularnich metod. Ugelem purifikace je ziskani nukleové
kyseliny v ur¢itém mnozstvi a o urcité Cistoté, jelikoz kvalita izolované DNA je pro usp&snost
navazujicich postupti a metod Casto rozhodujici. [19] Vybér metody izolace DNA je ovlivnén
faktory, jako je typ hledané DNA, pozadovana kvalita DNA nebo mnozstvi a povaha vzorku
[20]. Izolaci DNA z rostlinného materialu komplikuje fada vlastnosti rostlin, jako je pfitomnost
pigmenti nebo tuhé bunécné stény z polysacharidi a neexistuje pro ni zadny univerzalni
izolacni protokol. DalSimi faktory ovliviyjici izolaci jsou veék, druh a skladovéni rostlinné
tkang. [21]
Obecné lze postup izolace DNA charakterizovat tfemi zakladnimi kroky:
- Odstranéni bunécné stény a membran kolem vybrané DNA

- Oddéleni DNA od ostatnich slozek v butice
- Ochrana DNA pfi izolaci pted nukledzami a mechanickym stiihem a jeji purifikace

DNA se z buiky uvolni naru§enim bunééné stény a cytoplazmatické membrany tak, aby
nedoslo k fragmentaci DNA mechanickym stfihem. Tento proces ztézuje pritomnost
polysacharidi v bunécné sténé€, ktera je diky nim velmi tuha. K naruseni bunécné stény se
pouziva fada fyzikalnich a chemickych disrupénich metod. Lyze bunék probiha obvykle
v piitomnosti kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), ktera navaze Mg?*ionty. Mg>* ionty
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jsou kofaktory DNaz a diky EDTA, ktera je chelatuje, se zabrani aktivaci DNaz, které by jinak
DNA degradovaly. Rostlinné bunécné stény by meély byt idealné St€peny pusobenim
degradacnich enzymu, napf. celulaz. Pfi mechanickém §té€peni muze dojit k fragmentaci DNA.
Rostlinné pletivo mize byt také rozdrceno v tekutém dusiku nebo rozeteno v tfence [21, 22,
23].

Spolu s DNA se z bunky uvolni fada kontaminantt, jimiz jsou zejména RNA, bilkoviny,
polysacharidy, polyfenoly a nejaderna DNA. Zastoupeni t€chto kontaminantt je u jednotlivych
druht rostlin razné, proto je nutné izolacni protokol pfizpusobit praveé pouzitému rostlinnému
materialu. [21]

Kontaminujici RNA muze byt odstranéna pomoci RNazy, ktera je tepelné oSetiena, aby
neobsahovala kontaminujici DNazu. [23]

Polysacharidy jsou vyznamnym kontaminantem, jelikoz se pfi izolaci chovaji podobné jako
DNA, jsou inhibitory PCR a obtizné se odstranuji. Pfi pfitomnosti velkého mnozstvi
polysacharidd, je tkafiovy homogenat vysoce viskozni a pii spektrofotometrickém stanoveni na
UV-VIS nadsazuji koncentraci DNA. Odstranit nebo snizit kontaminaci DNA polysacharidy
lze provést ziedénim extraktu DNA nebo opakovanym promytim extrakénim pufrem.
Nejcasteji pouzivané jsou pufry, které obsahuji cetrimoniumbromid (CTAB). Polysacharidy
a DNA maji v CTAB rozdilné rozpustnosti v zavislost na koncentraci chloridu sodného. Pri
niz8ich koncentracich je nerozpustna DNA a pii vys§ich polysacharidy. Upravou koncentrace
soli je mozné polysacharidy a DNA odli§né vysrazet a izolovat. [21]

Proteiny, dalsi kontaminanty, je dulezité pifi purifikaci odstranit, jelikoz buriky obsahuji
proteiny, které nukleové kyseliny degraduji, nebo se na n¢ vazi. Proteiny mohou byt odstranény
pomoci proteaz [19]. Dalsim klasickym zptsobem pro odstranéni proteinu je extrakce smesi
fenolu a chloroformu, ktera je nemisitelna s vodou. Po pfidani smési do vodného prostredi
bunééného lyzatu a promichani dojde k denaturaci proteinti. Po centrifugaci emulze se vytvori
spodni organickd faze a horni vodna faze, oddélena od faze organické rozhranim
denaturovaného proteinu. Extrakce je opakovana do vymizeni denaturovanych proteini na
fazovém rozhrani. [23]

Deproteinizovany preparat muze byt pfili§ zfedény a muZze obsahovat stopy fenolu
a chloroformu, které by mohly zapfi¢init denaturaci enzym vyuzivanych v aplikacich DNA,
napi. DNA polymerazy nebo restrikéni ekdonukleazy. Proto se deproteinizovana nukleova
kyselina srazi alkoholem, obvykle ethanolem nebo izopropanolem za pfitomnosti
jednomocnych kationtd [19]. DNA se zroztoku necha vysrazet pii teploté — 20 °C,
po centrifugaci je peleta DNA rozpusténa v pufru s EDTA, ktery slouzi jako ochrana pred
nukledzami, které jsou pfitomny nebo se dovniti mohou dostat pfi manipulaci se vzorkem. [23]

Roztoky DNA lze skladovat pii 4 °C po dobu minimalné jednoho mésice nebo mohou byt
zmrazeny. [23]

24.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentraci a Cistotu izolované DNA muzeme zjistit zméfenim absorbance v UV ¢asti spektra
s rozsahem vlinovych délek 220-320 nm. [24]

Maximum absorbance DNA je pii 260 nm. Pfi stejné vinové délce lze také stanovit
koncentraci DNA, kterd je ovSem nadhodnocena obsahem RNA. Hodnota absorbance je
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ovlivnéna pomérem bazi v nukleovych kyselinach, proto je doporufeno odstranit RNA
srazenim pii izolaci DNA. Vzorek také muze obsahovat zbytky bilkovin, ty maji maximalni
absorbanci pii 280 nm. Z pomeéru A26onm/A280nm 1z€ zjistit, jestli ma vzorek dostatecnou Cistotu.
Kontaminace RNA 1ze detekovat zvySenim tohoto poméru a kontaminace proteiny snizenim.
Cista dsSDNA ma pom&r Azeonm/A2sonm 1,85 — 1,88, pomér RNA je asi 2,1. Pom&r Azeonm/A230nm
je jemny indikator latek absorbujicich pfi 230 nm. Patfi mezi n€ chaotropni soli, EDTA,
proteiny nebo fenol. Pomér Azonm/A230nm nabyva u €isté dsSDNA hodnoty asi 1,8. [25, 26]

2.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce se pouziva k replikaci nukleovych kyselin. Tato technologie ma
pocatky v padesatych letech 20. stoleti, kdy byla objevena prvni DNA-polymeraza a nasledné
1 purifikace tohoto enzymu, jenze moderni technologie PCR byla vyvinuta az v roce 1983.
Objev termostabilnich polymerazovych enzyma stal na pocatku revolucionizace PCR
a umoznil jeji automatizaci a vysokou rychlost reakci [23].

PCR je cyklicky se opakujici in vitro enzymatickd syntéza a amplifikace specifickych
sekvenci DNA ve sméru 5' — 3' pomoci DNA-polymerazy, napodobujici in vivo proces
replikace DNA. Zacind amplifikaci jedné molekuly dvouvlaknové DNA, kterd se nazyva
templatova nebo cilova. Po separaci (denaturaci) cilové sekvence je k templatu navazano
(hybridizovano) nékolik syntetickych oligonukleotidii — primert. Primery slouzi jako vychozi
bod pro pripojeni nukleotidi DNA pomoci DNA-polymeraz. In vitro mizeme tohoto procesu
dosahnout cyklickymi zménami teploty, které usnadiuji separaci fetézci DNA, hybridizaci
primert a syntézu novych fetézci DNA polymerizaci. [19]

Tti zékladni kroky procesu PCR:

- Denaturace dvoutetézcovych molekul DNA

Zahtatim, asi na 95 °C, dojde k preruSeni vodikovych vazeb, které drzi obé vlakna

pohromadé. Dvouvlaknova DNA se rozdéli na jednovldknovou. Délka denaturace

u klasické PCR odpovida 15-30 sekundam.
- Nasednuti primert k oddélenym fetézcim DNA

Dochazi ke snizeni teploty, obvykle na 50-60 °C. Tato teplota umozni primerim, aby se
navazaly na komplementarni sekvence DNA a vytvorily se mezi nimi vodikové vazby.
Teplota a délka procesu (15-60 s) a se odviji od délky primeru. Teplota také musi byt
dostateCné nizka, aby doslo k hybridizaci primeru s fet€zcem, a zaroven dostatecné vysoka,
aby reakce byla specificka a primery se vazaly na komplementarni Cast fetézce.
- Syntéza novych fetézci DNA pomoci DNA-polymerazy (elongace)
V tomto kroku dochazi ke zvySeni teploty na hodnotu kolem 72 °C. Tato teplota je optimalni
pro aktivitu DNA polymerazy (nejcastéji se pouziva Taq polymeraza). DNA polymeraza
nasedd na prihybridizovany primer, k jeho 3° konci navazuje dal§i nukleotidy a dochazi
k prodlouzeni primeru, ¢imz se vytvaii novy komplementarni retézec DNA. Délka elongace
zavisi na délce cilové DNA, ¢im delsi je cilova jednotka, tim déle proces trva. Na syntézu
1000 part bazi staci obvykle 1 minuta. [27]
Opakovanim téchto procesu se vytvaii az miliarda kopii daného tseku cilové molekuly. [19]
Pokud by meéla PCR 100% ucinnost, zjedné cilové molekuly by vzniklo 2" molekul
(n = pocCet cykl). V praxi je bézn€ pouzivano 20—40 cykld. Produktem PCR jsou amplikony,
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useky DNA, o definované délce. Jejich piitomnost se dokazuje pomoci eletroforézy
v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. [23]

2.5.1 Komponenty pro PCR

V reakcni smési se vyskytuji nasledujici slozky:

2.5.1.1 Matrice DNA

Molekula DNA, obsahujici cilova mista pro primery, podle které se syntetizuje nova DNA.
Muze byt z jakéhokoli zdroje DNA, genomické, komplementarni nebo plazmidové. Od slozeni
a komplexity DNA se odviji jeji vstupni mnozstvi do PCR smési. [28, 29]

2.5.1.2 DNA polymerdaza

Enzym, katalyzujici syntézu nové DNA. Pravdépodobné nejrozsitenéj§i DNA polymerazou je
Taq polymeraza. M4 relativné vysokou termostabilitu, polocas rozpadu asi 40 minut pii 95 °C
a je vhodna pro standartni PCR. [28, 29]

2.5.1.3 Primery

Metodu PCR Ize pouzit pouze tehdy, zname-li nékteré informace o sekvencich, aby bylo mozné
navrhnout primery, protoze jejich sekvence a kombinace ve vétsin€ aplikaci urcuji uspésnost
testu. Pokud zname sekvenci, ktera ma byt amplifikovana, konstrukce primerd je relativné
snadna vzhledem k znacnému mnozstvi vypocetnich nastroji pro navrh primeru, které dodrzu;ji
nékolik zakladnich pravidel pii jejich vybéru (viz nize). Pokud sekvence znama neni, je navrh
primert obtiznéjsi, ale stale je mozny pfi pouziti degenerovanych primert. [23]

Primer je kratky oligonukleotid a slouzi k replikaci DNA. Primery musi mit dostate¢nou
délku, aby byly specifické, jinak se nebudou vazat na konkrétni cilovou DNA, obvykla délka
primert je asi 18 az 22 nukleotidd. Dale je dulezita sekvence primert, ktera musi byt
komplementarni k pocate¢nim a koncovym bodum cilové DNA. Celkovy obsah a poradi bazi
G, C a A, T ovliviiyje ucinnost PCR. Od sekvence primeru se odviji teplota tani primeru Tn.
Tmje teplota, pii které je pravé polovina primert vazana na komplementarni sekvenci a druha
polovina navazana neni. Pary bazi A, T jsou vazany dvéma vodikovymi vazbami, zato pary
bazi G, C tfemi. Cim vice je obsaZeno parti bazi G, C, tim je potieba vyssi teploty k disociaci
primeru od cilové DNA. Obsah bazi G, C by mél byt v rozmezi 40 az 60 procent. PCR muze
ovlivnit i sekvence primerd. Nukleotidové sekvence primerti nemtzou mit komplementarni
baze, zejména na 3° konci primert, jinak budou primery prednostné€ nasedat vzajemné na sebe
a vzniknou dimery primert. Na sekvenci primert také zavisi dalsi problém, tzv. vlasenka.
Ta vznika, kdyz jsou na jednom primeru dva navzajem se dopliujici segmenty, které nasedaji
na sebe, misto na cilovou DNA. V takovém pfipadé se primer sklopi a vznikd vlasenkova
struktura. [27]

2.5.1.4 3’-deoxynukleotid-5-trifosfdty (ANTP)

Smés dNTP je slozena ze ¢ty zakladnich nukleotidi — dATP, dCTP, dGTP a dTTP —
fungujicich jako stavebni bloky novych fetézci DNA. Obvykle jsou do PCR smési ptidavany
v ekvimolarnich mnozstvich, za Gcelem optimalni zaclenéni baze. Doporucend koncentrace
dNTP je 0,2 mM, vyss§i koncentrace mohou inhibovat PCR, jelikoz vyvazuji hofeCnaté ionty.
[28, 29]
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2.5.1.5 Mg**ionty

Mg?* jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerazy, protoze béhem PCR umoziiuji inkorporaci
dNTP. V aktivnim mist¢ DNA polymerazy katalyzuji tvorbu fosfodiesterové vazby mezi
fosfatovou skupinou dNTP a 3° koncem primeru. Dale hofecnaté ionty napomahaji tvorbé
komplexu primeru a templatu DNA. V PCR smési se obvykle vyskytuji v podobé chloridu
horecnatého a jejich bézna koncentrace je 1-4 mM. Nizké koncentrace zptsobuji nedostatecnou
aktivitu DNA polymerazy a malé mnozstvi produktu. Vysoka koncentrace zptsobuje zvySenou
stabilitu komplexu primer-templat, kdy dochazi k produkci nespecifickych produktti a Spatnou
inkorporaci dNTP, ktera zpusobuje vyssi mnozstvi replikacnich chyb. [28, 29]

2.5.1.6 Voda

Pouziva se specialni voda pro PCR o odporu 18 mQ, kterou se dopliiuje smés na pozadovany
objem. [28, 29]

2.5.1.7 Pufr pro PCR

Slouzi jako vhodné chemické prostiedi pro aktivitu DNA polymerazy, pH pufru se pohybuje
okolo hodnot 8,0 — 9,5 a je stabilizovano pomoci tris-HCl. Pufr obsahuje draselné ionty
v podobé chloridu draselného a hotecnaté ionty zastoupené v chloridu hotecnatém. Draselné
ionty podporuji hybridizaci primerti. Pufr mize také obsahovat rizné chemické latky, které
zlepSuji specificnost amplifikace. [28, 29]

2.5.2 Cyclery

Cyclery jsou mikroprocesorem fizené stroje, tzv. termocyclery. Umoziiuji automatizaci PCR
a v soucasnosti jsou nejvhodnéj§imi pristroji pro provadéni PCR v laboratoti. Maji uzivatelsky
definované, teplotné fizené vzorkové bloky, diky kterym je zajiS§t€no rovnomeérné nastaveni
teploty a vysoka reprodukovatelnost. [23]

Presné hodnoty teplot a doba trvani jednotlivych krokt pii cyklizaci je dulezité
optimalizovat. [19]

2.6 Polymerazova retézova reakce v realném case

Metoda kvantitativni PCR v readlném Case je bézné pouzivana metoda, ktera umoziiuje stanovit
pocet kopii dané cilové sekvence ve vzorku. [20] Kvantifikace amplikonu se uskuteciiuje
prostfednictvim detekce a kvantifikace fluorescencniho signalu v zafizeni, které mimo
cyklického stfidani teploty dokaze detekovat fluorescenci a monitorovat vznik specifickych
amplikont v realném case. [19] Kvantifikace je zalozena na intenzité fluorescencni emise svétla
z interkalac¢niho fluorescencniho barviva nebo z fluorogenni sondy. Termocyclery u real-time
PCR kombinuji PCR a detekeci fluorescence. Béhem kazdého cyklu PCR je detekovana intenzita
fluorescen¢niho zareni a ta odpovida mnozstvi amplikonu v reak¢éni smési. Pti této metod¢€ jsme
schopni zaznamenat a rozeznat, kolik kopii DNA se vytvofilo v kazdém cyklu. [27]

Fluorescenc¢ni signal je mozné vytvorit nékolika zpusoby, pfidanim interkala¢niho
fluorescen¢niho barviva, méfenim mnozstvi produktu PCR pomoci fluorogennich sond nebo
fluorescencné znaenymi primery.

Interkala¢ni fluorescen¢ni barvivo volné v roztoku svétlo emituje, ale emise je vyrazné
slabsi, nez kdyz je navazané na dvoufet€ézcovou DNA. Béhem PCR se zvySuje mnozstvi
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syntetizované DNA, na kterou se navaze fluorofor, ktery poté fluoreskuje, napt. barvivo SYBR
GREEN I. Nova dvouvlaknova DNA vznika pouze pii procesu elongace. Pti elongaci barvivo
interkaluje do dvoufetézcové DNA a dochazi k emisi fluorescence. Béhem denaturace
anasedani primerti je vétSina DNA ve zkumavce jednofetézcova, barvivo tedy zlstava
v roztoku, kde fluoreskuje mnohem mén¢. Nevyhodou barviva SYBR GREEN 1 je, ze intenzita
jeho flueorescence roste v piitomnosti jakékoli dvousroubovice DNA a nedokaZze rozlisit rizné
sekvence. Pii vzniku dimert primera nebo nespecifickych produkti maze dojit k nadhodnoceni
vysledné koncentrace DNA. [27]

Pro znaceni primert a sond jsou pouzivany specifické molekuly fluorofori. Fluorofory
po absorbci svétla o urcité vinové délce emituji svétlo o jiné vinové délce, kterd je vzdy vétsi
nez u absorbovaného svétla. [19]

2.6.1 Kvantifikace
Real-time PCR pouziva ke kvantifikaci genové exprese dvé metody, relativni a absolutni

kvantifikaci.

- Absolutni kvantifikace vyuziva standardni kfivky, pfipravené ze vzorkd o znamé
koncentraci templatu. S témito vzorky se pak porovnaji vzorky o neznamé koncentraci,
ktera se zjisti interpolaci jejich PCR signalu do standardni kiivky.

- Relativni kvantifikace srovnava genovou expresi vzorku s expresi vzorku jiného,
napft. vzorky, které byly oSetieny 1é¢ivem s neoSetfenou kontrolou [30]

2.7 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani je velmi citlivd a rychla metoda pro analyzu PCR
amplikont. Soucasti PCR-HRM je amplifikace cilovych sekvenci DNA za piitomnosti
interkalacniho barviva, které emituje pfi navazani na dvousroubovici DNA fluorescencni
signal. Teplota tani Tm je teplota, pfi které je pravé polovina para bazi disociovana. Postupnou
denaturaci amplifikované DNA dochazi ke snizeni emise fluorescence. Graf relativni intenzity
fluorescence v zavislosti na teploté tvoii kiivku tani. U riznych sekvenci DNA je mozné kiivky
tani rozlisit podle rozdilného tvaru. Touto metodou je mozné rozlisit i amplikony, které jsou
rozdilné pouze v jediné dvojici bazi. [31]

2.8 Elektroforéza

Elektroforéza je klasickd metoda pouzivand k separaci makromolekul, pii které se
v elektrickém poli Castice s nenulovym nabojem pohybuji k jedné z elektrod v zavislosti na
jejich molekulové hmotnosti, celkovém naboji a tvaru. DNA obsahuje zdporné nabité fosfatové
skupiny, které jsou hlavnim nositelem naboje nukleové kyseliny, v elektrickém poli se pohybuji
od zaporné elektrody smérem ke kladné. [19]

2.8.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza se neprovadi pfimo v roztoku, ale ve vhodném nosici, kterym byva obvykle gel.
Gel pro separaci nukleovych kyselin byva nejcastéji tvofen polyakrylamidem nebo agardzou,
ty vytvaii hustou sitovou strukturu polymernich molekul s pory. Velikost pori muazeme
ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polymeru. Pro separaci nukleovych kyselin o velikosti
od 100 bp po cca 50 kb se pouzivaji agar6zové gely, pro separaci mensich molekul od 10 bp do
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1000 bp jsou vhodné polyakrylamidové gely. Podle polohy gelu v elektroforetické aparatute se
rozliSuje horizontalni a vertikalni gelova eletroforéza.

Rychlost pohybu molekul, tzv. elektroforeticka rychlost, je nepfimo imérna logaritmu jejich
velikosti. Pii hodnoceni elektroforetické pohyblivosti dané molekuly DNA nemusime uvazovat
velikost naboje, jelikoz naboj v nukleové kyseliné je rovnomémeé rozlozen a jeho velikost je na
jednotku molekuly stejna. Ke stanoveni velikosti molekuly DNA nebo jejiho fragmentu
oneznamé¢ velikosti slouzi délkové standardy, molekuly o znadmé velikosti, jejichz
elektroforeticka pohyblivost se srovna s pohyblivosti molekul o neznamé velikosti.

Po elektroforéze se identifikuje poloha separovanych molekul. Molekuly nejsou pouhym
okem viditelné, ale mizeme je zviditelnit obarvenim vhodnym barvivem. Mlzeme pouzit
ethidiumbromid, ktery s DNA vytvafi komplex a po osvétleni ultrafialovym svétlem Cervené
fluoreskuje. Stejné velké molekuly DNA jsou pak na gelu patrné jako prouzky a jejich intenzita
je uméma koncentraci DNA. Dale muzou byt pouzita fluorescen¢ni kyanova barva
s komerénim nazvem SYBR, metoda radioaktivniho oznaceni molekul nukleovych kyselin
nebo pouziti hybridizace se znacenou sondou. [19]

Mezi zékladni technické vybaveni pro elektroforézu patii elektroforeticky zdroj napéti,
elektroforetické vany a UV-transluminator a eventualné nalévaci vany pro lepsi manipulaci
s gelem. Pro uspésnost agar6zové separace je dilezita i velikost nanasecich jamek. Prokazatelné
horsi vysledky separace fragmenta jsou u vzorku, které jsou nanaseny do uzsich a menSich
jamek. Fragmenty DNA nanaSené do jamek, které jsou menSi, nez 1,5 mm maji
v elektroforetickém poli horsi rozliSeni, a to pfedevsim v pfipadech, kdy se déli fragmenty
o podobné velikosti. Nejpouzivanéj§im elektroforetickym prostfedim je zasobni pufr pro
analytické gely, TBE (10x). [32]

2.9 Chromatografie

Chromatografii poprvé pouzil a popsal botanik M.S. Cvét vroce 1903, ktery pomoci
organickych rozpoustédel a sklenéné kolony plnéné CaCOs3 provedl rozdéleni chloroplastovych
pigmentu z rostlinnych extraktd. Chromatografie patii mezi separa¢ni metody a vyuziva se
k oddéleni slozek smési. [33]

29.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie neboli HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) je rozsSifena chromatograficka metoda, vyvinuta v roce 1970 a pouzivana
k rozdéleni slozek smési, kjejich identifikaci a ke stanoveni jejich mnozstvi — metoda
kvalitativni a kvantitativni. HPLC je velmi spolehliva metoda, jejiz vyhody oproti ostatni
separacnim metodam jsou napt. velka presnost a citlivost (podle citlivosti detektoru), moznost
mefit spoustu druht latek. Mezi dalsi vyhody patii vysoka rychlost analyzy vzork, castecna
automatizace a nizkd spotieba vzorku. Vzhledem k ¢im dal lepsi dostupnosti vybaveni
amnozstvi pouzivanych materiali je to v souCasnosti nejrozsifenéjSi separacni metoda.
U HPLC se pouzivaji kolony s velmi malymi Casticemi, coz zpusobuje velky odpor mobilni
faze. Proto se analyza provadi za zvySeného tlaku a separace jednotlivych slozek smési je rychla
aucinna. [33, 34]
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2.9.1.1 Princip HPLC
Princip chromatografie spoc¢iva v rozdeleni separovanych slozek smési mezi dvé navzajem
nemisitelné faze — mobilni a stacionarni. U HPLC je mobilni fazi kapalina, ktera je Cerpadlem
davkovana do chromatografu za vysokého tlaku. Stacionarni fazi je nejCastéji pevna latka
(méné Casto také kapalina), ktera je uchycena na pevném nosi¢i. Vzorek se vlozi na zaCatek
stacionarni faze a je unaSen pohybem mobilni faze. Jednotlivé slozky vzorku jsou poté
separovany jejich afinitou k stacionarni a mobilni fazi, zachycuji se na stacionarni fazi a tim
padem se pii pohybu zdrzuji. Cim silngji je slozka poutana ke stacionarni fazi, tim déle se také
zdrzi. Timto zpisobem se od sebe slozky postupné separuji, na konec stacionarni faze se
dostavaji nejdiive slozky, které jsou zdrzovany nejméné. Pti distribuci slozek smési dochazi
mezi stacionarni a mobilni fazi k neustalému ustavovani rovnovahy. K popisu rozdéleni slozek
mezi stacionarni a mobilni fazi slouzi distribucni konstanta. [33, 35]

HPLC analyza se rozliSuje podle zpisobu pritoku mobilni faze na dva rezimy — isokratickou
a gradientovou eluci. U isokratické eluce protéka chromatografem mobilni faze o konstantnim
slozeni v Case. Pokud se pomér slozek mobilni faze méni a piibyva jedné z elucnich slozek,
jedna se o gradientovou eluci.

Selektivita a u€innost separace se odviji od kolony. Kolona u HPLC je obvykle tenka trubice
o ruzné velikosti, tvofena ze syntetickych polymert nebo nerezové oceli, uvniti které je
ukotvena stacionarni faze, obvykle ze silikagelu. Pro u¢inné oddéleni latek je podstatna kvalita
sorbentu (velikost, tvar, struktura, porozita a stejnomernost ¢astic). [35]

2.9.1.2 Instrumentace HPLC

Aparatura pro HPLC analyzu je obvykle slozena ze zasobni nadoby s mobilni fazi,
odplyniovacem, Cerpadlem davkovacim zafizenim, kolonou, detektorem a zafizenim pro sbér
a analyzu dat. [34]
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Obrazek 1 Instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie [36]
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2.9.1.3 Charakteristika procesu HPLC

Mobilni faze protéka pii HPLC analyze stalou rychlosti. Cas, ktery analyt stravi v separa&ni
koloné (od nastiiku do dosazeni maxima elucni kiivky), charakterizuje retenci latky v koloné
aje oznaCovan jako retencni Cas. Mnozstvi mobilni faze potiebné k eluci latky se nazyva
reten¢ni objem. Eluci je mozné popsat jako Casovou nebo objemovou zavislost.

Prabéh piku urcuje koncentracni profil zony, proto je plocha piku (nad nulovou linii) totozna
s mnozstvim latky v zoné a pouziva se pro kvantitativni analyzu. Plocha piku se zjisti integraci

jeho kiivky pomoci chromatografického softwaru. Z ploch pika se obsah slozek ve vzorku
urcuje pomoci standardd se znamou koncentraci. [35]
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Obrazek 2 Chromatogram HPLC (jahodova §tava) [37]

3 CILPRACE
1. Ptiprava modelovych ovocnych vyrobka

2. Analyza modelovych i realnych ovocnych vyrobkd vybranymi instrumentalnimi
a molekularné-biologickymi metodami

Vzajemné srovnani vysledku instrumentalnich a molekularné biologickych analyz
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Analyzované vyrobky obsahujici jahody

4.1.1.1 Ovocna presnidavka s jahodami a s vitaminem C, Hello

Slozeni:
65 % hm. jable¢na dfeni, 20 % hm. jahodova dfen, voda, cukr,
modifikovany Skrob, barvici ovocné a rostlinné extrakty (koncentrat
z karotky a granatového jablka), kyselina askorbova

Datum spotieby:
od ukonceného 6. mésice

Energetickd hodnota na 100 g vyrobku:

322 kJ/76 keal Obrazek 3 Presnidavka Hello
4.1.1.2 Sundrek 100 % ovoce do rucicky s jahodami, Hero

Slozeni:
80 % hm. jableCné pyré, 20 % hm. jahodové pyré, koncentrat citronoveé
§tavy, kyselina askorbova

Datum spotieby:

¥ (OABLKO -

od ukonceného 4. mésice 4 Jvzlx‘ggn}m
Energeticka hodnota na 100 g vyrobku: ,
239 kJ/57 kcal
Lo . . Obrdzek 4 Presniddvka Sunarek
4.1.1.3 Erdbeere mit Himbeere in Apfel, Hipp - .
SloZeni:

77 % jablka, 10 % jahody, 8 % banan, 4% maliny, mrkvova stava
z koncentratu
Datum spotieby:
od ukonceného 4. mésice
Energetickd hodnota na 100 g vyrobku:
219 kJ/52 kcal

Obrazek 5 Presnidavka Hipp
4.1.2 Ovocny material
Jahody byly zakoupeny v mrazené formé v obchodu, maliny byly ziskany z domaciho sbéru.
Ovocny material byl skladovan v mraznicce pfi teploté — 18 °C.

4.1.3 Chemikalie

Izolaéni kit Eligene Plant DNA, Elisabeth Pharmacon, CR

gPCR 2x SYTO-9, Master Mix, Top-Bio

PCR ultra H>O, Top-Bio

Primery (sekvence viz Tabulka X, Elisabeth Pharmacon spol., CR)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), Serva, Némecko
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze), Serva, Némecko
Kyselina borita, Penta, CR
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Agardza pro rutinni pouziti, Sigma-Aldrich, USA
GelRed Nucleic Acid Stain, Biotium

DNA standard 100 bp zebticek, Malamité, CR
Nanageci pufr Yellow load, Top-Bio, CR
Folin-Ciocalteau &inidlo, Penta, CR

Uhligitan sodny bezvodny p.a, LachNer, CR
Kyselina gallova, Sigma-Aldrich, Némecko
Dusitan sodny p.a, LachNer, CR

Chlorid hlinity p.a, LachNer, CR

Hydroxid sodny, LachNer, CR

Katechin, Sigma-Aldrich, Némecko
Methylalkohol p.a., Penta, CR

n-Hexan 99% p.a., Penta, CR

Acetonitril, Chromasolv Plus, for HPLC, >99,9%, Honeywell Rieedel-de Haén
Kyselina trifluoroctova, 99%, Acros Organics

4.1.4 Roztoky

4.1.4.1 0,5x TBE pufr
Nejprve byl ptipraven roztok 5Sx TBE pufr: 54 g Tris-baze, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5 M
EDTA bylo doplnéno do objemu 1 1 destilovanou vodou.

0,5x TBE puft byl ziskan doplnénim 100 ml 5x TBE na objem 1 1 destilovanou vodou.

&
=
tn

Pristroje a pomucky

Centrifuga Z216 MK, Hermle, Germany

Combi-spin FVL-2400N Mini centrifuge, Biosan
MS2 Minishaker Vortexer, IKA, Works, USA
Minilncubator, Labnet, USA

Vahy KERN 440-33N, 200 digitalni

RotorGene-6000, Corbett Research, UK

Biosan DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-AR
Mikrovlnna trouba SMW 5020, Sencor

Zdroj elektrického napéti pro eletroforézu Enduro Power Supplies 300V, Labnet
International, Woodbridge, USA

Elektroforetické vany B2 a D2, Owl Separation systems, Inc., USA
Azure Imager c600, Azure biosystem

Nanodrop Spectrophotometer 2000, Thermo Scientific
Mikropipety Biohit, Biotech s.r.0., CR
Mikrozkumavky Eppendorf

Homogenizacni kulicky

Lednice a mrazak

Laboratorni sklo

Dionex UltiMate 3000 series

Thermo Scientific

PDA detektor UltiMate

Autosampler Dionex UltiMate 3000

Pump UltiMate
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e Kolona Kinetex F5, 2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomenex
e Dalsi laboratorni pomucky (Sterilni bunicina, $picky, pinzety, Spachtle...)

4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava modelovych a komerc¢nich smési

Na pfipravu modelovych smési byly zrozmixovanych jahod a malin odvazeny do
centrifugacnich zkumavek smeési o urCitych pomérech (Tabulka 3) shmotnosti 4 g.
Z komerénich vyrobku byly do centrifugacnich zkumavek taktéz odvazeny 4 g.

Tabulka 3 Poméry modelovych smési

Vzorek Jahoda [%] Malina [%] Jahoda [g] Malina [g]

1 100 0 4,0 0

2 50 50 2,0 2,0
3 40 60 1,6 2.4
4 30 70 1,2 2,8
5 20 80 0,8 3,2
6 10 90 0,4 3,6
7 0 100 0 4,0

Vsechny smési byly zcentrifugovany (30 minut, 4400 ot/min), do mikrozkumavek byl
odpipetovan supernatant. Supernatant se uschoval pro dal§i méfeni.

4.2.2 1Izolace DNA z rostlinného materialu

Izolace byla provedena pouzitim komeréniho balicku EliGene® Plant DNA Isolation Kit podle
ptilozeného navodu.

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo pfidano 0,2 g homogenizacniho pisku a 0,05 g vzorku.
Pomoci homogenizaéniho tlouc¢ku byl vzorek rozmélnén a bylo pfidano 450 pl roztoku P1.
Obsah zkumavky byl promichan.

Bylo pfidano 50 pl roztoku P2, vortexovanim byl obsah zkumavky lehce promichéan a nechal
se inkubovat 10 minut pii 70 °C za obCasného promichani.

Nasledovala centrifugace po dobu 3 minut pfi 10 000 x g a pokojové teploté.

Supernatant byl pfeveden do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky, bylo ptidano 175 pl roztoku P3.
Obsah zkumavky byl po dobu 5 s vortexovan a 5 minut inkubovan na ledu.

Obsah zkumavky byl zcentrifugovan (3 minuty, 10000x g, pokojova teplota),
500 pl supernatantu bylo pfevedeno do Cisté 2 ml mikrozkumavky a k nému bylo pfidano
500 pl roztoku P4. Obsah zkumavky byl vortexovan (5 sekund) a kratce zcentrifugovan.

Do zkumavky bylo pfidano 500 pl roztoku PS5, vznikly roztok byl kratce zvortexovan
a zcentrifugovan.

750 pl supernantantu bylo premisténo do mikrozkumavky s filtrem (spinfiltr). Nasledovala
centrifugace (1 minuta, 10 000 x g, pokojova teplota). Odstfedény roztok byl odstranén a zbyly
supernatant pfeveden na filtr. Opét nasledovala centrifugace (1 minuta, 10 000 x g, pokojova
teplota).
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Filtr byl pfemistén do nové 2 ml mikrozkumavky a bylo na n€j naneseno 500 pl roztoku P6
a obsah zkumavky byl zcentrifugovan (1 minuta, 10 000 x g, pokojova teplota).

Poté byl filtr vyjmut a po odstranéni roztoku ze zkumavky byl filtr zase vracen zpét.

Dale bylo na filtr naneseno 500 pul roztoku P7 a probéhla centrifugace
(1 minuta, 10 000 x g).

Nasledovalo opét odstranéni roztoku ze zkumavky a centrifugace (2 minuty, 12 000 x g),
z divodu kompletniho vysuseni membrany filtru.

Po centrifugaci byl filtr opatrné vyjmut a premistén do nové 2 ml mikrozkumavky.

Na filtr bylo naneseno 100 ul roztoku P8, nasledovala centrifugace (1 minuta, 10 000 x g),
poté byl vyjmut filtr. Ziskana DNA byla ponechéna ve zkumavce a ulozena do lednice.

4.2.3 Meéreni koncentrace a Cistoty DNA

U DNA ziskané z postupu 4.2.2 byla na pfistroji NanoDrop 2000 proméiena absorbance DNA.
Pti méfeni byly pouzit 2 pl vzorku, vzorek byl mél méten proti elu€nimu pufru P8 z izolaéniho
kitu (4.2.2). Bylo prométeno celé spektrum v UV oblasti. Z hodnoty absorbance pii 260 nm
byla stanovena koncentrace DNA ve vzorku a z pomért A260/280 @ A260/230 byla urena Cistota
vzorku.

4.2.4 Polymerazova retézova reakce

4.2.4.1 Priprava smési pro PCR

Komponenty pro PCR byly rozmrazeny, zcentrifugovany a promichany. PCR byla namichana
z komponent uvedenych v Tabulce 4, 5.

Tabulka 4 SlozZeni smési pro PCR s vyslednou koncentraci primerii 400 nM (primery ITS2, APXIB,
CADIC)

Komponenta Objem [pl]
Voda 9,5
Syto 12,5

Primer 1 1
Primer 2 1
Matrice DNA 1
Celkem 25

Tabulka 5 SlozZeni smési pro PCR s vyslednou koncentrace primerii 200 nM (pimery APX1B
a CADIC)

Komponenta Objem [ul]
Voda 10,5
Syto 12,5
Primer 1 (¢c=400 mM) 0,5
Primer 2(c=200mM) 0,5
Matrice DNA 1
Celkem 25
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4.2.4.2 Pouiité primery pro PCR

Tabulka 6 Primery pro PCR, jejich sekvence a ocekdavana délka produktit [38, 39]

Primery Sekvence primeru 5’ 3" Ocekavana délka produkti
PCR
ITS2
S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT 163-311 bp
S3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT
APX1B (APX2)
APX1B_F CTGGAGTTGTTGCTGTTGAGG 685 bp
APX1B_R CTTTCCAGCATCAGGAAGACG
CADI1C
CADIC_F GAGGAGGAAGCTCTTAAACACC 209 bp
CADIC_R GCAGAAACTGTGTCAATGATCC
4.2.4.3 Teplotni profily PCR
Tabulka 7 Program pro primery ITS2
Krok Teplota [°C] Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 300
Denaturace 95 30
Hybridizace primera cjl?lﬁ 61 30
Polymerace 72 30
Elongace 72 300
Tabulka 8 Program pro primery APXIB a CADIC
Krok Teplota [°C] Cas [s]
PocatecCni denaturace 94 120
Denaturace 40 94 30
Hybridizace primera eykli 60 45
Polymerace 72 60
Elongace 72 300

U programu pro primery APX1B a CADI1C probéhl touchdown a to béhem 10 cykld na
teplotu 55 °C

4.2.5 Detekce PCR produkti pomoci agarézové gelové eletroforézy

Pro pripravu 1,2 % gelu byla navazka 1,2 g agar6zy povaienim rozpusténa v 100 ml 0,5x TBE
pufru. Suspenze se nechala vychladnout asi na 60 °C, bylo pfidano 10 ul fluorescenéniho
barviva GelRed. Gel byl nalit do formy, byl do né&j vlozen hiebinek. Po 30 minutach tuhnuti byl
hiebinek vyjmut, do jedné komurky bylo naneseno 5 pul délkového standardu. PCR produkty
byly v poméru 5:1 smichany s nanaSecim pufrem Yellow load a 15 pl z téchto smési bylo
naneseno jednotlivé do komurek v pfipraveném gelu. Forma s gelem byla vlozena do
eletroforetické vany a zalita po rysku 0,5x TBE pufrem. Vana byla pfipojena ke zdroji.
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Elektroforéza probihala 90 minut pfi napéti 80 V. Po eletroforéze byl gel vyfocen pfi vinové
délce 305 nm v UV transluminatoru Azure Imager.

4.2.6 Stanoveni celkovych polyfenolu a flavonoida spektrofotometricky

4.2.6.1 Polyfenoly

Do zkumavky byl odpipetovan 1 ml Folin-Ciocalteau cinidla (zfedéného destilovanou
vodou 1:9), 1 ml destilované vody a 50 pl vzorku. Obsah zkumavky byl promichan a 5 minut
se nechal inkubovat pfi laboratorni teploté. Byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu
sodného (24,9 g Na,COs3 na 150 ml destilované vody), smés byla opét promichana a nechala se
inkubovat 15 minut. Poté byla zméfena absorbance pii 750 nm proti slepému vzorku, ktery byl
pripraven stejn¢ jako zkoumané vzorky, misto 50 pl vzorku u n¢j byl pouzit stejny objem vody.
Jako standard byla pouzita kyselina gallova (o koncentraci 1 mg-ml'), ze které byla
namichana koncentra¢ni fada v rozsahu koncentraci 0,1 — 0,7 mg-ml™'. Obsah polyfenold byl
stanoven z rovnice kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové:
A=1,5996-c
Z koncentrace bylo vypocitano mnozstvi celkovych polyfenold v 1 g vzorku. Vzorky byly
proméfeny v tripletu a zprimérovany.

4.2.6.2 Flavonoidy

Do zkumavky bylo odpipetovano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku
dusitanu sodného (5 g NaNO: rozpusténo v 100 ml destilované vody). Obsah zkumavky byl
promichan a pét minut se ponechal inkubovat pfi laboratorni teploté. Bylo ptidano 0,2 ml 10%
roztoku chloridu hlinitého (10 g AICI3 rozpusténo v 100 ml destilované vody), roztok byl
promichan a pét minut se inkuboval. Dale bylo pfidano 1,5 ml 5% roztoku NaOH (5 g NaOH
rozpusténo v 100 ml destilované vody) a 1 ml destilované vody. Roztok byl promichan a 15
minut ponechan v klidu. Poté byla zmétena absorbance pti 510 nm proti slepému vzorku, ktery
byl pfipraven stejné jako zkoumané vzorky, misto 0,5 ml vzorku byl doplnén stejnym
mnozstvim vody.

Jako standard byl pouzit katechnin o koncentraci 1 mgl-ml!, ze kterého byla namichana

koncentraéni fada v rozsahu koncentraci 0,05 — 0,30 mg-ml™. Obsah flavonoid@ byl stanoven
z rovnice kalibracni kfivky katechinu:
A =3,1648 -c

Z koncentrace bylo vypocitano mnozstvi celkovych flavonoidi v 1 g vzorku.

4.2.7 Stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC

Do zkumavky bylo napipetovan 1 ml supernatantu (vzorku) a 2 ml hexanu. Obsah zkumavky
byl protfepavan 1 minutu. Déle bylo pfidan 1 ml methanolu, obsah zkumavky byl promichan
aponechan 5 minut inkubovat pii laboratorni teploté. Dolni (methanolovd) faze byla
odpipetovana do vialky. Vzorky ve vialkach byly poté analyzovany pomoci metody HPLC
popsané v kapitole 2.9.1. Kazdého vzorku bylo nadavkovano 20 ul, teplota byla nastavena na
35 °C. Prislusné latky byly detekovany pii vinové délce 260 nm, 280 nm, 300 nm a 680 nm.
Pratok byl nastaven na 0,4 ml/min, mobilni fazi byly faze A: MiliQ voda s 0,1 % TFA,
faze B: Acetonitril.

Obsah vybranych latek byl stanoven z rovnic kalibracnich kfivek uvedenych v Tabulce 9.
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Tabulka 9 Rovnice kalibracnich kiivek pro vybrané latky, HPLC

Latka Rovnice kalibraéni kiivky
Kyselina gallova A =053157-c
Resveratrol A =30368-c
Kyselina kumarova A=49622-c
Pelargonidin-3-glukosid A =6535-c
Kvercetin-3-glukosid A =19347 -c
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Molekularné-biologické metody

5.1.1 Izolace DNA z jahod

Izolace DNA z jahod byla provedena podle postupu uvedeném v kapitole 4.2.2. Koncentrace
a absorpcni spektra izolované DNA byly proméfeny spetrofotometricky v UV oblasti na
pristroji Nanodrop 2000. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10.

Dle pomeéru absorbanci Azeonso se jevi jako nejméné kontaminovany vzorek 1, idealné se
hodnota pro ¢istou DNA pohybuje okolo 1,85. Hodnota 2,02 je jesté v toleranci, zbylé vzorky
by mohly byt kontaminované RNA, ktera tuto hodnotu navysuje. Pomé&r absorbanci Az60/230 je
u vSech vzorkd niz$i nez idealni hodnota (asi 1,8), coz by mohlo znacit pfitomnost zbytka
¢inidel z izolacniho kitu, fenolickych latek nebo proteint.

Tabulka 10 Spektrofotometricky stanovend koncentrace a cistota DNA, Jahoda

Vzorek Nazev ¢ [ng/ul] A260/280 A260230
1 Jahoda 1 9,1 2,02 1,33
2 Jahoda 2 6,8 2,24 1,52
3 Jahoda 3 6,1 2,30 1,43

5.1.2 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA

Izolovana DNA byla vyuzita pro real-time PCR analyzy. Sekvence primert a teplotni profily
vSech PCR reakci jsou uvedeny v kapitole 4.2.4. Vysledky PCR jsou na Obrazcich 6 a 7.
Analyzou PCR s pouzitim primerti ITS 2 byla ovéfena amplifikovatelnost izolatd DNA z jahod.
V pozitivni kontrole (DNA zplodu jahody, u niz byla ovéfena amplifikovatelnost) byly
detekovany dva piky pro specifické produkty s teplotou tani 87,6 °C a 93,5 °C (Obrazek 6).
Nejlépe se amplifikovaly vzorky Jahoda 1 a Jahoda 2, u kterych byly detekovany specifické
produkty se stejnou teplotou tani jako produkty v pozitivni kontrole. Vzorek Jahoda 3 se
amplifikoval mnohem méné€. Nejspi§ proto, ze vzorek obsahoval inhibitory, jelikoz pomér
absorbanci A2e0280 u tohoto vzorku byl relativné vysoky, coz znaci pfitomnost RNA. Absorp¢ni
spektrum vzorku Jahoda 3 mélo odlisny tvar od Cisté DNA (Obrazek 7), u tohoto vzorku je
specificky produkt mozné zaznamenat mnohem hure, piky produktl jsou pfilis Siroké a jejich
teploty tani jsou oproti Cisté DNA posunuté. Divodem muzou byt kontaminanty ve vzorku
DNA. Po amplifikaci DNA byly v pozitivni kontrole a testovanych vzorcich pomoci agarézové
gelové eletroforézy (Obrazek 8) detekovany stejné dlouhé specifické produkty PCR o velikosti
piiblizn€ 400 bp, coz je dalsi potvrzeni vzniku specifickych produkti. Délka specifickych
produktll byla u ITS2 primert delsi nez ocekavana (163-311, kapitola 4.2.4.2), protoze ITS
oblast je vysoce variabilni, a v pouzitém zdroji byla t€émito primery amplifikovana DNA jinych
druht rostlin s jinou sekvenci v této oblasti. Pro dalsi analyzy byl vybran jako nejvhodnéjsi
vzorek o nejvyssi koncentraci, Jahoda 1.
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Obrazek 6 Amplifikacni kiivky reakcnich smési s pouzitim primerii ITS2
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Obrazek 7 Krivky tani amplikonit s pouzitim primerii ITS2
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Obrazek 8 Agarozova gelova eletroforéza produktit PCR (400 bp), pri pouZiti primerii ITS2
Tabulka 11 Seznam vzorkil, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek 8 (— nedetekovano, detekce
produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Bé¢h ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul'!] Amplikon
1 Jahoda 1 9,1 +++
2 Jahoda 2 6,8 4+
3 Jahoda 3 6,1 +
4 PK — +++
5 NK - _
6 DNA standard - 4+

5.1.3 Stanoveni citlivosti PCR a vybér vhodnych primeru

Po ovéreni amplifikovatelnosti DNA byly otestovany dva pary primera: APX1B a CADIC,
a zji§tovalo se jaké nejniz§i mnozstvi DNA dokazou detekovat ve smési PCR a amplifikovat ji.
Nejprve byla DNA ze vzorku Jahoda 1 o koncentraci 9,1 ng/ul zfedéna na koncentrace 1 ng/ul
—0,1 pg/ul. Byly pfipraveny reak¢ni smési pro real-time PCR se dvéma riznymi koncentracemi
primert (200 nM a 400 nM), byly provedeny real-time PCR reakce s naslednou analyzou kfivek
tani, a u vSech vzorki byla provedena agardzova gelova eletroforéza. U primerid APX1B
s koncentraci 400 nM (Obrazek 9, 10) byl specificky produkt zachycen u koncentraci DNA
1 ng/ul a ¢asteCné u 100 pg/ul a u stejnych primera s polovic¢ni koncentraci (Obrazek 12, 13)
specificky produkt téméf nevznikal. Specifické produkty o délce priblizné 700 bp byly
potvrzeny agar6zovou gelovou eletroforézou U primert CADIC s koncentraci 400 nM
(Obrazek 15, 16) a 200 nM (Obrazek 18, 19) byly detekovany specifické produkty s koncentraci
1 ng/ul. Eletroforéza potvrdila Cistotu negativni kontroly a vznik specifickych produkti o délce
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pfiblizn€ 200 bp, coz odpovida ocekavané délce produkti u primerd CAD1C. Primery APX1B
s koncentraci 400 nM detekovaly DNA i o koncentraci 100 pg/ul, a u vzorka s nizsi koncentraci
byl misto dlouhého detekovan jiny, kratsi specificky fragment, a u primerad APX1B je tim
padem moznost upravy teplotniho profilu PCR, tak aby se prednostné amplifikoval tento kratsi
fragment. U primerd CAD1C vznik tohoto kratkého fragmentu nebyl pozorovan, a proto byly

pro dalsi méfeni vybrany primery APX1B.

Je dulezity fakt, ze primery APXIB dokazaly zachytit i DNA o koncentraci 100 pg/ul.
Komerc¢ni ovocné pyré jsou totiz vétSinou smési a z nich vyizolovana DNA neni pouze z jahod,
jahodova DNA tvofi pouze Cast, a proto je dulezité, aby primery dokazaly zachytit i nizsi

koncentrace DNA nez 1 ng/pl.
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Obrazek 9 Amplifikacni kFivky reakcnich smési s pouzitim primerit APX1B o koncetraci 400 nM
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Obrazek 10 Krivky tani amplikonii s koncentraci primerii APX1B o koncetraci 400 nM
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Obrazek 11 Agarozova gelova eletroforéza produktit PCR (700 bp), p¥i pouziti primerit APX1B (400

nM)

9 1011 121314

1516 17

Tabulka 12 Seznam vzorki, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek 11 (— nedetekovano, detekce

produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Béh ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul'] Amplikon
1 DNA standart — 4+
2 NK — _
3 _
4 0,1 pg -
5 _
6 _
7 1 pg _
8 _
9 _
10 Jahoda 1 10 pg _
11 _
12 _
13 100 pg +
14 _
15 —
16 1 ng ++
17 ++
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Obrazek 12 Amplifikacni krivky reakcnich smési s pouZitim primeri APXIB o koncetraci 200 nM
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Obrazek 13 Krivky tani amplikonii s pouzitim primerit APX1B o koncentraci 200nM
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Obrazek 14 Agarozova gelova eletroforéza produktit PCR (700 bp), p¥i pouziti primerit APX1B (200
nM)

Tabulka 13 Seznam vzorkil, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek (— nedetekovano, detekce
produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Béh ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul!] Amplikon
1 NK - _
2 _
3 0,1 pg -
4 _
5 _
6 1 pg _
7 _
8 _
9 Jahoda 1 10 pg -
10 _
11 _
12 100 pg -
13 _
14 N
15 1 ng ++
16 N
17 DNA standart — +++
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Obrazek 15 Amplifikacni krivky reakcnich smési s pouzitim primerii CADIC o koncentraci 400 nM
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—11:1pgB  —12:1pgC 13:0,1 pg A 14:0,1 pgB 15:0,1pgC —16:NK 1

Obrazek 16 Krivky tani amplikonii s pouzitim primerit CADIC o koncetraci 400nM
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Obrazek 17 Agarozova gelova eletroforéza produktit PCR (200 bp), pri pouziti primerit CADIC (400

nM)

Tabulka 14 Seznam vzorkil, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek 17 (— nedetekovano, detekce

produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Bé¢h ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul'] Amplikon
1 DNA standart - 4+
2 NK — _

3 _
4 0,1 pg -
5 _
6 _
7 1 pg _
8 _
9 _
10 Jahoda 1 10 pg _
11 _
12 ++
13 100 pg ++
14 N
15 —
16 1 ng e+
17 4+
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Obrazek 18 Amplifikacni krivky reakcnich smési s pouzitim primerii CADIC o koncentraci 200 nM
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Obrazek 19 Krivky tani amplikonii s pouzitim primerit CADIC o koncentraci 200nM
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Obrazek 20 Agarozova gelova eletroforéza produktit PCR (200 bp), p¥i pouziti primerit CADIC (200

nM)

Tabulka 15 Seznam vzorkil, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek 20 (— nedetekovino, detekce

produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Béh ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul'] Amplikon
1 DNA standart — +++
2 NK — —

3 _
4 0,1 pg —
3 _
6 _
7 I pg -

8 _
9 ++
10 Jahoda 1 10 pg +
11 —
12 ++
13 100 pg +
14 +
15 +++
16 I ng +++
17 +++
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5.1.4 Izolace DNA z modelovych a komer¢nich ovocnych pyré

Byly pfipraveny modelové smési, slozené z jahod a malin (4.2.1). Z téchto modelovych smési
a komer¢nich smési, dostupnych v komercni obchodni siti, byla izolovana DNA (4.2.2).
Koncentrace a Cistota izolované DNA byly stanoveny spetrofotometricky na pfistroji
Nanodrop 2000. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 16.

Koncentrace DNA u modelovych smési se pohybovala v rozmezi hodnot 7-11 ng/ul.
U komer¢nich smeési byla koncentrace vyizolované DNA nizsi. Poméry absorbanci Az60/280 byly
u veétSiny vzorkd vrozmezi 1,8-2,0, vzorky, které meély tento pomér vys$si mohly byt
kontaminovany RNA (nejvyssi hodnota u vzorku Hello). Vzorek Hipp mél jako jediny tuto
hodnotu nizsi nez 1,8, coz mohlo byt zptiisobeno pfitomnosti proteind. Poméry absorbanci
A260230 byly u vSech vzorkid nizké, hlavn€ u komercnich smési. U Cisté DNA ma tento pomér
hodnotu blizkou 1,8. Tyto hodnoty mohly byt nizké kvuli pritomnosti polyfenoll, které maji
maximum absorbance pii vinové délce 230 nm. U vzorki, jejichz koncentrace je niz§i nez
10 ng/ul maze dochazet ke zkresleni vysledka a nepfesnych hodnot absorbanci. [40]

Tabulka 16 Koncentrace modelovych a komercnich smési

Vzorek ¢ DNA [ng-pl!] A2601280 A260/230
Hello (Jablko+Jahoda) 1,8 2,61 0,54
Sunarek (Jablko+Jahoda) 3,6 2,02 0,51
Hipp (Jahoda+Banan+Malina) 2,1 1,52 0,32
100:0 10,3 1,88 0,90
50:50 8,2 2,21 0,70
40:60 11,0 2,08 0,96
Jahoda:Malina 30:70 7,2 1,80 0,67
20:80 8,5 2,00 0,81
10:90 7,0 1,83 0,86
0:100 10,5 1,86 0,95

5.1.5 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA, primery ITS2

U DNA komercnich i modelovych smési byla ovéfena amplifikovatelnost pomoci real-time
PCR s primery ITS2 (4.2.4.1). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z plodu merutiky
s oveétenou amplifikovatelnosti. Izolaty DNA z presnidavek Hello a Hipp se ve srovnani
s modelovymi smésmi amplifikovaly mnohem hife, moznym divodem byla nizka koncentrace
pouzité DNA nebo piitomnost inhibitori vzhledem k pomérim absorbanci uvedenych
v Tabulce 16, ¢i vyssi stupeni degradace DNA v komerc¢nich vyrobcich. V pozitivni kontrole
byly detekovany specifické produkty. V negativni kontrole byly detekovany pouze dimery
primert. Kromé vzorki Hello a Hipp, které mély podobny tvar kiivek tani jako negativni
kontrola, byly specifické produkty detekovany u vsech vzorkd. Pomoci agar6zové gelové
eletroforézy (4.2.5) byly ve vSech modelovych smésich a komercni smési Sunarek detekovany
stejné€ dlouhé specifické produkty PCR o velikosti pfiblizne€ 300 az 400 bp, stejna velikost byla
zaznamenana i u pozitivni kontroly, coz je dal§i potvrzeni vzniku specifickych produktt
u téchto vzorkt. U negativni kontroly nebyly detekovany zadné specifické produkty o této
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velikosti, coz znaci jeji Cistotu. Fakt, ze se vzorky Hello a Hippo amplifikovaly minimalné
anevznikly u nich specifické produkty mohl byt zpisoben nizkou koncentraci vyizolované
DNA a ptitomnosti inhibitorii. Modelové i komercni vzorky byly podrobeny dalsi PCR analyze
se specifickymi primery APX1B.

Fluorescence
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th O O 0O o O
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Poiet cykli

1: Hello (Jablko+Jahoda)
15: Jah:Mal 50:50
19: Jah:Mal 10:90

2: Sunarek (Jablko +Jahoda) 3: Hipp (Jahoda+Banén+Malina) 14: Jah:Mal 100:0
16: Jah:Mal 40:60 17: Jah:Mal 30:70 18: Jah:Mal 20:80
20: Jah:Mal 0:100 21: NK 22: PK

Obrazek 21 Komercni a modelové smési ITS2

70 75 80 85 90 95
Teplota [°C]
~1: Hello (Jablko+Jahoda) ———2: Sunérek (Jablko+Jahoda) 3: Hipp (Jahoda+Banan+Malina) 14: Jah:Mal 100:0
———15: Jah:Mal 50:50 16: Jah:Mal 40:60 17: Jah:Mal 30:70 = 18: Jah:Mal 20:80
19: Jah:Mal 10:90 ——20: Jah:Mal 0:100 21: NK 22: PK

Obrazek 22 Komercni a modelové smési ITS analyza krivek tani
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Obrazek 23 Agarozova gelova eletroforéza produktic PCR (400 bp), p¥i pouZziti primerii ITS2,

komercni a modelové smési
Tabulka 17 Seznam vzorku, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek 23 (— nedetekovano, detekce

produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

B¢h ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul] Amplikon
1 DNA standart - +++
2 NK — —

3 PK — +++
4 Hello 1,8 -

5 Sunarek 3,6 +++
6 Hipp 2,1 —

7 100:0 10,3 +++
8 50:50 8,2 +++
9 40:60 11,0 +++
10 Jahoda:Malina 30:70 7,2 +++
11 20:80 8,5 +++
12 10:90 7,0 +++
13 0:100 10,5 +++

5.1.6 Prukaz jahodové slozky v ovocnych pyré pomoci druhové specifickych primeru

Z DNA komer¢nich smési, modelovych smési a jiz diive tispésné amplifikované DNA ploda
maliny, jablka a bananu byly s parem primerd APX1B piipraveny smési PCR a provedena PCR
analyza (4.2.4). Se zvySujicim se mnozstvim jahodové slozky v modelové smési se zvySovalo
i mnozstvi specifickych produkt primerd APX1B (Obrazek 24, 25). V negativni kontrole byla
pozorovana zdanliva amplifikace (Obrazek 21), ale analyza kfivek tani amplikont
a elektroforeticka kontrola (Obrazek 26) ukazuji, ze zde vznikly pouze dimery primerd, nikoli
specificky amplikon. U DNA z maliny, jablka a bananu specificky produkt pti této teploté
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nevznikal, ¢imz bylo potvrzeno, ze vyuzité primery byly dostatecné specifické. Specifické
jahodové produkty s teplotou tani pfiblizné 82 °C byly detekovany v urCité mife ve vSech
modelovych smési s obsahem jahod. Lze zaznamenat 1 pik u modelové smési s podilem jahod
deset procent, koncentrace DNA tohoto vzorku je 7,0 ng/ul, coz znamena zastoupeni jahod
v koncentraci 0,7 ng/ul. U komer¢nich pyré s obsahem jahod nebyly specifické amplikony
detekovany. Pravdépodobnym divodem nepftitomnosti specifického amplikonu u komerénich
smési bylo nizké mnozstvi jahodové slozky v téchto smeésich (4.1.1) a z n€j vyplyvajici nizké
zastoupeni DNA jahod v pfislusnych izolatech. Eletroforéza potvrdila nepfitomnost
specifickych produkti v negativni kontrole a komercnich smésich. Délka produkti
u modelovych smési byla ptiblizné 700 bp, coz odpovida ocekavané délce produktti u primera
APXIB (4.2.4.2).

Nejmensi mnozstvi jahodové DNA, které jsme byli pomoci primerd APXI1B schopni
u modelovych smési detekovat bylo 0,7 ng/ul, u DNA vyizolované z komercnich smési se
jahodovou slozku detekovat nepodafilo. K lepsim vysledkiim by bylo potieba napt. zefektivnit
izolaci jahodové DNA, upravit koncentraci primerd nebo upravit teplotni profil PCR.

32
30
28
2
24
22
20
18
16
14
12

Fluarescence

N B3 @

14 16 18 20 22 24 26
Potet cykli

N
£
(=]
e
-
o
-
N

1: Hello {Jablko+Jahoda) 2: Sunarek (Jablko+Jahoda) 3: Hipp (Jablko+Jahoda+Banan+Malina)
4: Jah:Mal 100:0 5: Jah:Mal 50:50 6: Jah:Mal 40:60

7. Jah:Mal 30:70 8: Jah:Mal 20:60 9: Jah:Mal 10:90

25: APX1B_jablko

10: Jah:Mal 0:100
26: APX1B_malina

11: NK_APX1B
27 APX1B_banan

Obrazek 24 Komercni a modelové smési APX1B
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55 60 65 70 75 80 85 90 95
Teplota [°C]

1: Hello (Jablko+Jahoda) 2: Sunérek {(Jablko+Jahoda) 3: Hipp (Jablko+Jahoda+Banan+Malina) 4: Jah:Mal 100:0
5: Jah:Mal 50:50 6: Jah:Mal 40:60 7: Jah:Mal 30:70 8: Jah:Mal 20:80

9: Jah:Mal 10:90 10: Jah:Mal 0:100 11: NK_APX1B 25: APX1B_jablko
26: APX18_malina, 27: APX18_banan

Obrazek 25 Komercni a modelové smési APX1B analyza kiivek tani

7 8 9 10 11 12131415

Obrazek 26 Agarozova gelova eletroforéza produktit PCR (700 bp), p¥i pouziti primerit APX1B (400

nM), komercni a modelové smési
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Tabulka 18 Seznam vzorki, jejich koncentrace a amplikace pro Obrdzek 26 (— nedetekovano, detekce

produktu: + slabé, ++ stredni, +++ silné intenzity)

Béh ¢. Vzorek ¢ DNA [ng-ul'] Amplikon
1 DNA standart — +++
2 Jahoda:Malina | 0:100 10,5 _
3 NK — +++
4 Hello 1,8 -
5 Sunarek 3,6 +++
6 Hipp 2,1 —
7 100:0 10,3 +++
8 50:50 8,2 +++
190 Jahoda:Malina igsg 171,’20 :::
11 20:80 8,5 +++
12 10:90 7,0 +++
13 PK merurika — —
14 PK jablko - +
15 PK banan — —
16 DNA standard — ++
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5.2 Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli a flavonoidi

Stanoveni celkovych polyfenolti a flavonoidi v komer¢nich a modelovych smésich bylo

provedeno podle postupu uvedeném v kapitole 4.2.6. Vysledky méfeni jsou uvedeny
v Tabulce 19.

Tabulka 19 Obsah celkovych polyfenonii a flavonoidii v modelovych a komercnich smésich

Vzorek Celkové Celkové
polyfenoly flavonoidy
Modelové smési
Jahoda [%] Malina [%] | [mg/kg vahy] [mg/kg vahy]
100 0 1004,42 192,59
50 50 1021,32 202,35
40 60 1052,07 218,92
30 70 953,37 198,55
20 80 1105,28 227,46
10 90 1131,60 223,04
0 100 1202,85 212,74
Komercni smési
[mg/kg vahy] [mg/kg vahy]
Hello 220,90 41,04
Sunarek 675,98 216,83
Hipp 818,21 288,46

Obsah celkovych polyfenold v jahodach se pohybuje okolo hodnot 2350 mg/kg a obsah
celkovych flavonoid nabyva hodnot piiblizné 450 mg/kg.

V nasich vzorcich byl obsah flavonoidi i polyfenolti nizsi, coz mohlo byt zpiisobeno jinym

druhem jahod, nez je udan ve zdrojich, riznym zastoupenim jahod a ostatnich ovocnych slozek
ve smeésich nebo starfim smési. [41, 42]
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5.3 HPLC

Podle postupu 4.2.1 a 4.2.7 byly ze supernatanti komer¢nich a modelovych smési pfipraveny
vzorky a provedena HPLC analyza.

Prace byla zaméfena na urCity fingerprint, na porovnani tvaru spekter (chromatogramu)
vSech smési se spektry jednodruhovych pyré a bylo zkoumano, jestli se timto zptisobem podari
odhalit v téchto smésich jahodu. Chromatogram z modelové smési obsahujici Cistou jahodu je
uveden na Obrazku 27, vSechny ostatni se nachazeji v ptiloze v kapitole 9.1.

Pomoci retencnich ¢ast byly ve vzorcich detekovany latky, které jsou uvedeny v Tabulce
21. V Tabulce 22 jsou uvedena mnozstvi vybranych detekovanych latek vypocitanych z rovnic
kalibracnich ktivek (Kapitola 4.2.7.)

Tabulka 20 Seznam analyzovanych vzorkil a jejich cislovdni

Vzorek €. Vzorek

1 100:0
2 50:50
3 40:60
4 Jahoda:Malina 30:70
5 20:80
6 10:90
7 0:100
8 Hello (Jablko+Jahoda)

9 Sunarek (Jablko+Jahoda)
10 Hipp (Jahoda+Banan+Malina)

Tabulka 21 Latky detekované ve vzorcich (Tabulka 20), ,,x* — dana ldatka byla ve vzorku detekovina

Vzorek
Detekovana latka
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kyselina gallova X X X X X X X X X X
Kyselina chlorogenova X X X X X X X X
Kyselina vanilova X X X
Epikatechin X X X X
Kyselina kavova X X X
Pelargonidin-3-glukosid X X X X X X X X X X
Kyselina Kumarova X X X X X X X X X
Quercetin-3-glukosid X X X X X X X X
Hesperidin X X X X X X X X X X
Phloridzin X X X X X X X X X X
Resveratrol X X X
Naringenin X
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Tabulka 22 Mnozstvi vybranych latek v analyzovanych vzorcich

Vzorek
Detekovana latka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Obsah [mg/kg vahy]
Kyselina gallova 0,0170 | 0,0475 | 0,0006 | 0,0007 | 0,0007 | 0,0042 | 0,0021 | 0,0039 | 0,0425 | 0,0494
Pelargonidin-3-glukosid | 0,0643 | 0,0589 | 0,0584 | 0,0411 | 0,0362 | 0,0258 | 0,0059 | 0,0002 | 0,0044 | 0,0027
Kyselina Kumarova | 0,0031 | 0,0022 | 0,0035 | 0,0016 | 0,0014 | 0,0013 - - 0,0011 | 0,0010
Quercetin-3-glukosid | 0,0046 - 0,0006 | 0,0004 | 0,0124 | 0,0002 | 0,0005 | 0,0002 | 0,0031 -

Resveratrol

- 0,0034 | 0,0035 | 0,0038

4 500- i Fenolicke_latky #363 [manually integrated, 2 peak(s) manually assigned] UV_VIS_1 WVL:260 nm
4 000_- 6 - Pelargonidin_3_glukosid - 13 665
1- Kys. Gallova - 4,397
3 0004
i 2-4.417
=)
=
£ |
@ - Quercetin_3_glukosid - 15,945
£ 2 000
o
E=! ]
f=3
w
E=l
iy
1 0004
W Elpe Rt din - THER2
[ 10 - Hrloridrin -84 35 Maringenin - 21,968
0 orl n |f/\_
I
-SOO—I T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 10,0 15,0 200 250 30.0
Time [min]

Obrazek 27 Chromatogram, Vzorek I (modelova smés, 100 % jahoda)




U modelovych smési obsahujicich jahodu byly detekovany vétSinou stejné latky, nejvic se
odchyloval vzorek 2 (50 % jahoda, 50 % malina), u kterého bylo detekovano mnohem mén¢é
latek a reservatrol byl detekovan pouze u vzorka 4, 5 a 6 (vzorky se zastoupenim jahody 30, 20
a 10 %). Dale byly u analyzovanych vzorkt detekovany i dalsi piky, které dokazovaly
ptitomnost dal§ich latek, které vSak nebylo mozné identifikovat.

Mnozstvi vybranych latek byla vypocitana z ploch piku dosazenych do kalibracnich rovnic
(4.2.7). U modelovych smési lze korelaci mezi mnozstvim latky a mnozstvi jahody ve vzorku
zaregistrovat pouze u pelargidinin-3-glukosidu, ktery je pro jahodu specificky. Vzorek 1, ktery
je slozen Cisté z jahod obsahuje nejvice této latky a s postupnym ubyvanim jahod ve fadé smési,
se snizuje 1 mnozstvi pelargodinin-3-glukosidu. V modelové smési obsahujici €istou malinu je
mnozstvi této latky nasobné nizsi nez 1 u smési, ktera obsahuje pouze 10 % jahod.

Pfi porovnani vzorku 1 (Cista jahoda) a vzorku 7 (Cista malina) se vzorky li§i obsahem
nekolika latek. U vzorku 7 nebyla detekovana kyselina chlorogenova, epikatechin a kyselina
kumarova, zato u vzorku 1 detekovany byly, coz by se dalo povazovat za urcity rozdil a dalo
by se pouZit pro rozliSeni téchto druhi ovoce.

Kyselina gallova, kyselina chlorogenova, hesperidin, phloridzin, quercetin-3-glukosid,
kyselina kumarova, to jsou latky, které byly detekovany u vsech nebo u vétSiny modelovych
smési obsahujici jahodu a komer¢nich smési. Stejné tak byl u i komer¢nich smési detekovan
pelargodinin-3-glukosid (specificky pro jahodu). Byl u nich obsazen v mnohem mesich
mnozstvi nez u modelovych smési, vzorky 8 a 9 by teoreticky mély obsahovat podobné
mnozstvi jako vzorek 5, jelikoZ v obou pfipadech bylo v ptivodnim pyré 20 % jahod, stejné tak
vzorek 10 by mél obsahovat obdobné mnozstvi pelargodinin-3-glukosidu jako vzorek 6
(10 % jahod). Nizka detekce mohla byt zptisobena napf. tim, ze jahody pouzité pro modelové
smési byly zmrazeny, mohly byt kvalitnéjsi nez jahody obsazené v komercnich smési nebo
melo na slozeni vliv rizné stafi pouzitého ovocného materialu a komerénich smési.

Z vysledkit mizeme vyvodit, Ze tato metoda ma urcity potencial, ale bylo by potieba ji vice
prozkoumat a provést vice méreni. Moznym zptsobem pro zdokonaleni by byla vhodngjsi
extrakce latek, napt. pouziti jiného rozpoustédla, nebo optimalizace pouzité¢ HPLC metody.
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6 ZAVER

V experimentalni Casti praci jsme se zabyvali analyzou vzorkd pomoci instrumentalnich (UV-
VIS spektrofotometrie, HPLC) a molekularné-biologickych (real-time PCR, agar6zova gelova
eletroforéza) metod.

Pomoci molekularné-biologickych metod jsme byli schopni s primery APX1B zachytit
jahodovou DNA u vSech modelovych smési, a to vnejmenSim mnozstvi 0,7 ng/ul.
U komercnich smési se nam jahodovou slozku zachytit nepodatilo.

S metodou HPLC jsme byli pfi zaméfeni na pelargonidin-3-glukosid schopni detekovat
jahodu ve vSech vzorcich, avSak obsah této latky byl u komer¢nich smési mnohem nizsi nez by
odpovidalo ekvivalentu u modelovych smési.

Z vysledki mizeme vyvodit, Ze v tomto pripade€ je metoda HPLC tspésnéjsi. Obé metody
potiebuji zoptimalizovat. Moznym zdokonalenim molekularné-biologické metody je uprava
primert a Gprava teplotniho profilu PCR. Pro HPLC by to zase mohla byt vhodnéjsi extrakce
latek nebo optimalizace metody pro smési obsahujici latky specifické pro jahodu.

Po upravé téchto metod a predpokladu, ze falSovani potravin je stale se rozvijejici
a zdokonaluyjici disciplina, by mohlo byt ucinné tyto metody zkombinovat a pouzit dvoji
analyzu a kontrolu.

49



7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1] PARDO-MATES, Naiara, Alex VERA, Sergio BARBOSA, 2017. Characterization,
classification and authentication of fruit-based extracts by means of HPLC-UV
chromatographic fingerprints, polyphenolic profiles and chemometric methods. Food
Chemistry [online]. 221, 29-38 [cit. 2020-07-27]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2016.10.033.
ISSN 03088146. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814616316508

[2] OBON, IM., M.C. DIAZ-GARCIA a M.R. CASTELLAR, 2011. Red fruit juice quality
and authenticity control by HPLC. Journal of Food Composition and
Analysis [online]. 24(6), 760-771 [cit. 2020-07-27]. DOIL: 10.1016/j.jfca.2011.03.012.
ISSN 08891575. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S088915751100086X

[3] CIZKOVA, Helena, [2019]. Fal§ovani potravin. Praha: Verlag Dashéfer. ISBN 978-80-
87963-88-3.

[4] FUGEL, R, R. CARLE a A. SCHIEBER, 2005. Quality and authenticity control of fruit
purées, fruit preparations and jams—a review. Trends in Food Science &
Technology [online]. 16(10), 433-441 [cit. 2020-07-13]. DOI: 10.1016/].tifs.2005.07.001.
ISSN 09242244. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224405001573

[5] DLOUHA, Jana, 2003. Péstujeme jahodnik, malinik, ostruzinik. Praha: Brazda. ISBN 80-
209-0315-1.

[6] LUTA, JRybiz, angrest, maliny a jahody: mala pomologie 5. 1967. vyd. Praha: Statni
zemédélské nakladatelstvi, 1967. ISBN 07-020-67-04/44.

[7] VACHUN, Zdengk, 2004. Ovocnictvi: péstovani jahodniku. V Brné: Mendelova
zemédelska a lesnicka univerzita. ISBN 80-715-7806-1.

[8] HARANT, Milos a Vladimir ZACHA, 1986. Jahody. 4. vydani. Praha: Statni zemédélské
nakladatelstvi. ISBN 07-108-86.

[9] BULKOVA, V. Rostlinné potraviny. Vyd. 1. Brno: Narodni centrum oSetfovatelstvi a
nelékatskych zdravotnickych obort, 2011, 162 s. ISBN 978-807-0135-327.

[10] HANOUSEK, M. Domaci vyroba mosta. 1. vyd. Praha: Grada, 2006, 75 s., ISBN 80-247-
1445-0.

[11]DAUTHY, Mircea Enachescu. Fruit and vegetables processing. Vyd. 1. Rim: Food and
Agriculture Organization of the United Nations. ISBN 92-5-103657-8.

[12] VELISEK, Jan a Jana HAJSLOVA, 2009. Chemie potravin. Roz§. a preprac. 3. vyd.
Tabor: OSSIS. ISBN 978-80-86659-17-6.

[13] ATKINSON, F. S., K. FOSTER-POWELL a J. C. BRAND-MILLER, 2008. International
Tables of Glycemic Index and Glycemic Load Values: 2008. Diabetes
Care [online]. 31(12), 2281-2283 [cit. 2020-07-07]. DOIL: 10.2337/dc08-1239. ISSN
0149-5992. Dostupné z: http://care.diabetesjournals.org/cgi/doi/10.2337/dc08-1239

[14] GIAMPIERI, Francesca, Sara TULIPANI, Jose M. ALVAREZ-SUAREZ, Jose L.
QUILES, Bruno MEZZETTI a Maurizio BATTINO, 2012. The strawberry: Composition,
nutritional quality, and impact on human health. Nutrition [online]. 28(1), 9-19 [cit. 2020-
07-07].  DOI.  10.1016/j.nut.2011.08.009.  ISSN  08999007.  Dostupné  z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0899900711003066

[15] KEUTGEN, Anna J. a Elke PAWELZIK, 2008. Contribution of amino acids to strawberry
fruit quality and their relevance as stress indicators under NaCl salinity. Food
Chemistry [online]. 111(3), 642-647 [cit. 2020-07-07]. DOLI:
10.1016/j.foodchem.2008.04.032. ISSN 03088146. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814608004755

50


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S088915751100086X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224405001573
http://care.diabetesjournals.org/cgi/doi/10.2337/dc08-1239
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0899900711003066
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814608004755

[16] JORDAN, V.; HEMZALOVA, M. Antioxidanty: zazraéné zbran&: vitaminy, mineraly,
stopové prvky, aminokyseliny a jejich vyuziti pro zdravy zivot. Vyd. 1. Brno: Jota, 2001,
153 s. ISBN 80-721-7156-9.

[171ROSYPAL, Stanislav, 2003. Novy prehled biologie. Praha: Scientia. ISBN 80-7183-268-
5.

[18] BUCHANAN, Bob B., Wilhelm GRUISSEM a Russell L. JONES, 2000. Biochemistry &
molecular biology of plants. Rockville: American Society of Plant Physiologists. ISBN
978-0-943088-39-6.

[19] SMARDA, Jan, 2005. Metody molekularni biologie: a laboratory manual. Brno:
Masarykova univerzita. ISBN 80-210-3841-1.

[20] SINGLETON, Paul. Dictionary of DNA and genome technology. 2nd ed. Chichester [u.a.]:
Wiley-Blackwell, 2010. ISBN 978-0-470-74731-5

[21] VARMA, Astha, Harish PADH a Neeta SHRIVASTAVA, 2007. Plant genomic DNA
isolation: An art or a science. Biotechnology Journal [online]. 2(3), 386-392 [cit. 2020-07-
07]. DOI: 10.1002/b10t.200600195. ISSN 18606768. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/biot.200600195

[22] VONDREJS, Vladimir a Zuzana STORCHOVA, 2003. Genové inzenyrstvi. Praha:
Karolinum. ISBN 80-246-0586-4.

[23] WALKER, John M. a Ralph RAPLEY, 2000. Molecular biology and biotechnology. 4th
ed. Cambridge: Royal Society of Chemistry. ISBN 0-85404-606-2.

[24] SINDEN, R.R. DNA structure and function. San Diego: Academic Press, c1994. ISBN
0126457506.

[25] ZVAROVA, J. a I. MAZURA. Metody molekularni biologie a bioinformatiky. Praha:
Karolinum, 2012. Biomedicinska informatika. ISBN 9788024621500.

[26] KOETSIER, Giron a Eric CANTOR, 2019. A Practical Guide to Analyzing Nucleic Acid
Concentration and Purity with Microvolume Spectrophotometers. In: Bioke [online].
Ipswitch: New  England  Biolabs [cit. 2020-07-07]. Dostupné¢  z:
https://www .bioke.com/support/appnotes/1345/a-practical-guide-to-analyzing-nucleic-
acid-concentration-and-purity-with-microvolume-spectrophotometers.html

[27] CLARK, David P., Nanette J. PAZDERNIK a Michelle R. MCGEHEE, 2019. Polymerase
Chain Reaction. Molecular Biology [online]. Elsevier, 2019, s. 168-198 [cit. 2020-07-07].
DOIL: 10.1016/B978-0-12-813288-3.00006-9. ISBN 9780128132883. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128 132883000069

[28] SPANOVA, A. a B. RITTICH. Analyza vybranych druhi bakterii mlééného kvageni
pomoci metod molekularni biologie. 1. vyd. Brno: Vysoké uceni technické, Fakulta
chemicka, 2010, 86 s. ISBN 978-80-214-4004-3.

[29] PCR Setup—Six Critical Components to Consider. Thermofisher [online]. [cit. 2020-07-
14]. Dostupné z: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cloning/cloning-
learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-reagents-
enzymes/pcr-component-considerations.html

[30] Absolute Quantifi cation of Gene Expression using SYBR Green in the Eco™ Real-Time
PCR System, 2010. In: /lumina [online]. San Diego [cit. 2020-07-07]. Dostupné z:
https://www.illumina.com/Documents/products/technotes/technote_eco_absolute_quantif
ication_using_sybrgreen.pdf

[31]IBARRONDO, Oliver, Andrés LOPEZ-OCEJA, Miriam BAETA a Marian M. DE
PANCORBO, 2019. A Statistical Method to Enhance the Analysis of the Differences
Among High-Resolution Melting (HRM) Curves of PCR-Amplified DNA
Fragments. Journal of Food Science [online]. 84(10), 2719-2728 [cit. 2020-07-07]. DOLI:
10.1111/1750-3841.14814. ISSN 0022-1147. Dostupné A
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/1750-3841.14814

51


https://www.bioke.com/support/appnotes/1345/a-practical-guide-to-analyzing-nucleic-
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128132883000069
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cloning/cloning-
https://www.illumina.com/Documents/products/technotes/technote_eco_absolute_quantif
https://onlinelibrary.wiley.eom/doi/abs/10.l

[32] MAZURA, Ivan, 1999. Specidlni metody molekuldrni biologie. Praha: Karolinum. Ucebni
texty Univerzity Karlovy v Praze. ISBN 80-246-0258-X.

[33] P. KLOUDA, Moderni analytické metody, 2. vydani, Ostrava, 2003, s. 9-26, ISBN 80-
86369-07-2

[34] Laboratory info, High Performance Liquid Chromatography: Principle, Types,
Instrumentation and Applications|cit. 2020-6-25]. Dostupné z:
http://laboratoryinfo.com/hplc/

[35] L. NOVAKOVA, M. DOUSA a kol. Moderni HPLC separace v teorii a praxi I, 2013,
ISBN 978-80-260-4243-3

[36] BOSAKOVA. Separace [online] 2012 [cit. 2020-06-21]. Dostupné z:
http://web.natur.cuni.cz/analchem/bosakova/separace.pdf

[37] ELKHADRAGY, Manal F. a Ahmed E. ABDEL MONEIM, 2017. Protective effect of
Fragaria ananassa methanolic extract on cadmium chloride (CdCl2)-induced
hepatotoxicity in rats. Toxicology Mechanisms and Methods [online]. 27(5), 335-345 [cit.
2020-07-03]. DOI: 10.1080/15376516.2017.1285973. ISSN 1537-6516. Dostupné z:
https://www .tandfonline.com/doi/full/10.1080/15376516.2017.1285973

[38] CHEN, Shilin, Hui YAO, Jianping HAN, et al., 2010. Validation of the ITS2 Region as a
Novel DNA Barcode for Identifying Medicinal Plant Species. PLoS ONE [online]. 5(1)
[cit. 2020-07-29]. DOI: 10.1371/journal.pone.0008613. ISSN 1932-6203. Dostupné z:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0008613

[39] SARGENT, D. J., A. RYS, S. NIER, D. W. SIMPSON a K. R. TOBUTT, 2006. The
development and mapping of functional markers in Fragaria and their transferability and
potential for mapping in other genera. Theoretical and Applied Genetics [online]. 114(2),
373-384 [cit. 2020-07-29]. DOI: 10.1007/s00122-006-0441-9. ISSN 0040-5752. Dostupné
z: http://link.springer.com/10.1007/s00122-006-0441-9

[40] Assessment of Nucleic Acid Purity, 2015. In: ThermoFisher [online]. [cit. 2020-07-27].
Dostupné z: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/TN52646-E-0215M-
NucleicAcid.pdf

[41] PEREZ-JIMENEZ, J, VNEVEU, F VOS a A SCALBERT, 2010. Identification of the 100
richest dietary sources of polyphenols: an application of the Phenol-Explorer
database. European Journal of Clinical Nutrition [online]. 64(S3), S112-S120 [cit. 2020-
07-26].  DOI: 10.1038/ejcn.2010.221.  ISSN  0954-3007.  Dostupne  z:
http://www.nature.com/articles/ejcn2010221

[42] WIN A, Nyo AMT, Moe WW et.al. Study on total flavonoid content of fruit of Fragaria x
ananassa Duch. International Journal of Research and Review. 2019; 6(8):252-255

52


http://laboratoryinfo.com/hplc/
http://web.natur.cuni.cz/analchem/bosakova/separace.pdf
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15376516.2017.1285973
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0008613
http://link.springer.com/10.1007/s00122-006-0441
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/TN52646-E-0215M-
http://www.nature.com/articles/ejcn20

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DNA: Deoxyribonukleova kyselina

RNA: Ribonukleova kyselina

ATP: Adenosintrifosfat

EDTA: Ethylendiamintetraoctova kyselina
PCR: Polymerazova fetézova reakce

CTAB: Cetrimoniumbromid

TBE: Trisborat EDTA pufr

HPLC: Vysokou¢inna kapalinova chromatografie
HRM: VysokorozliSovaci analyza kfivek tani
UV: Ultrafialové zafeni

bp: pocet part bazi
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9 PRILOHY

9.1 Chromatogramy

4500 7 Fenolické_latky #364 [manually integrated] Plaskova, JM2_2x Uv_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 28 Chromatogram, Vzorek 2 (modelova smés, 50 % jahoda, 50 % malina)
4500 7 Fenolické_latky #365 [manually integrated, 1 peak(s) manually assigned] Uv_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 29 Chromatogram, Vzorek 3 (modelova smés, 40 % jahoda, 60 % malina)
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4500 7 Fenolické_latky #366 [manually integrated, 2 peak(s) manually assigned] Uv_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 30 Chromatogram, Vzorek 4 (modelova smés, 30 % jahoda, 70 % malina)

4500 3 Fenolické_latky #367 [manually integrated, 2 peak(s) manually assigned)] UV_WVIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 31 Chromatogram, Vzorek 5 (modelova smés, 20 % jahoda, 80 % malina)

55




4500 7 Fenolické_latky #368 [manually integrated, 1 peak(s) manually assigned] Uv_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 32 Chromatogram, Vzorek 6 (modelova smés, 10 % jahoda, 90 % malina)

45004 3 Fenolické_latky #369 [manually integrated]

Plaskova, IM7_2x

UV_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 33 Chromatogram, Vzorek 7 (modelova smés, 100 % malina)
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30004 7 Fenolické_latky #357 [manually integrated, 2 peak(s) manually assigned] Uv_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 34 Chromatogram, Vzorek 8 (komercni smés, Hello)

4500 3 Fenolické_latky #358 [manually integrated] Plagkova, K2_2x UV_WVIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 35 Chromatogram, Vzorek 9 (komercni smés, Sunarek)
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4500 7 Fenolické_latky #359 [manually integrated, 1 peak(s) manually assigned] Uv_VIS_1 WVL:260 nm
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Obrazek 36 Chromatogram, Vzorek 10 (komercni smés, Hipp)
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