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Sledovani obsahovych zmén amygdalinu v plodech Svestek

Souhrn

Néplni této diplomové prace bylo stanoveni obsahu amygdalinu v plodech riznych
odrud Svestek (Prunus domestica). Teoreticka Cast se zamétuje na zakladni charakteristiku
amygdalinu, jakou ma strukturu a kde se nachazi. Dale jsou zahrnuty pozitivni ti€inky na lidsky
organismus, ale také nebezpeci v podobé¢ toxicity.

Amygdalin, jenz patii mezi kyanogenni glykosidy, se b&Zné¢ vyskytuje v rostlinach
¢eledi rizovitych (Rosaceae). Vykazuje mnoho terapeutickych ucinka, proto je hojné pouzivan
Vv alternativni medicin€. Pisobi naptiklad jako analgetikum, proti zanétu a fibroze a tak dale.
Amygdalin je také vyhledavan kvuli adajnému protinadorovému ucinku. Tento ucinek je zatim
mezi védci stale kontroverznim tématem. Na druhou stranu muize amygdalin plisobit také
toxicky, nebot’ je v téle enzymaticky rozkladan na kyanovodik. Ackoliv je kyanovodik
povazovan za ucinnou latku amygdalinu, pro ¢lovéka je toxicky a mize zpiisobit otravu.

Cilem praktické ¢asti prace bylo zjisténi a porovnani obsahu amygdalinu v jadrech
Svestek jednotlivych odrud. Koncentrace amygdalinu byly méfeny pomoci metody HPLC/DAD
a LC/MS. Pro analyzu bylo pouZito tiinact odriid $vestek sklizenych v Ceské republice.

Dle vysledkt bylo zjisténo, Ze je obsah amygdalinu rozdilny v zavislosti na analyzované
odridé. Metodou HPLC byla naméfeny nejnizs$i koncentrace amygdalinu v jadrech $vestek u
odridy ,,Haganta“ (0,33 mg/g) a nejvyssi u ,,Valjevka®“ (2,2 mg/g). Vysledky metody LC/MS

[RA4

v odridé ,,Cadanska lepotica® (2,46 mg/g).

Kli¢ova slova: amygdalin, $vestky, HPLC, kyanogenni glykosid, toxicita, kyanovodik



Monitoring of amygdalin content changes in plums

Summary

The content of this diploma thesis was to determine the content of amygdalin in the
fruits of various varieties of plums (Prunus domestica). The theoretical part focuses on the basic
characteristics of amygdalin, which means its chemical structure and its occurence. This part
of the thesis mentions its positive effects on the human body, but also the dangers in the form
of its toxicity.

Amygdalin, one of the cyanogenic glycosides, is commonly found in plants of the
Rosaceae family. It shows many therapeutic effects, so it is widely used in alternative medicine.
On one hand, it acts as an analgesic, against inflammation and fibrosis, furthermore amygdalin
is also sought after for its alleged anticancer effect. However, this effect is still a controversial
scientific topic. On the other hand, amygdalin can also be toxic because it is enzymatically
broken down in the body into hydrogen cyanide. Even though hydrogen cyanide is considered
to be an active substance in amygdalin, it is toxic to humans and can cause poisoning.

The aim of the practical part of the work was to determine and compare the content of
amygdalin in plum kernels of individual varieties. Amygdalin concentrations were measured
by HPLC/DAD and LC/MS methods. Thirteen plum varieties harvested in the Czech Republic
were used for the analysis.

The results showed that the amygdalin content is different depending on the variety
analyzed. The lowest concentrations of amygdalin in plum kernels measured by HPLC were
found in the "Haganta™ variety (0.33 mg / g) and the highest concentrations were found in the
"Valjevka" (2.2 mg / g). The results of the LC/MS method showed the lowest concentrations of
amygdalin in the variety "Toptaste" (1.29 mg/ g) and, to the contrary, the highest concentrations
were found in the variety "Cac¢anska lepotica" (2.46 mg / g).

Keywords: amygdalin, plums, HPLC, cyanogenic glycoside, toxicity, hydrogen cyanide
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1 Uvod

Amygdalin je kyanogenni glykosid, ktery se pfirozené¢ vyskytuje piedevsim v plodech
druht z Celedi ruzovitych (Rosaceae). Lze ho nalézt v jadrech mandli, merunék, Svestek,
broskvi a jinych druht (Lv et al. 2017). Tyto glykosidy si rostliny tvofi z divodu obrany proti
predatorim nebo patogenim (Mosayyebi et al. 2020). Amygdalin je ¢asto nazyvan také jako
laetril ¢i vitamin B17. Tyto latky vSak nejde pouzit jako synonyma pro amygdalin, nebot’ se
jedna o zcela jiné slouc¢eniny (Milazzo et al. 2007).

Uz v davnych dobach byl amygdalin povazovan za pfirodni 1ék. Lidé ho pouzivali k 1écbé
riznych nemoci jako je naptiklad astma, kasel, infekce a dalsi. Dle dosud dostupnych studii
amygdalin  vykazuje antifibrotické, protizanétlivé, analgetické, imunomodulacni
a antiaterosklerotické Ucinky. Také je znamo, ze plsobi piiznivé na reprodukcni systém
(He et al. 2020). Tradi¢ni ¢inskd medicina pouziva amygdalin pro 1é¢bu zanétu pradusek,
astmatu, rozedmy plic, lepry, rakoviny tlustého sieva a vitiliga (Song & Xu 2014). Nékteré
studie poukazuji na protinadorovy ucinek. Stim souvisi i vyhledavani amygdalinu
onkologickymi pacienty, ktefi se obraceji na alternativni medicinu. Béhem této terapie se
v nékterych ptipadech stalo, ze pacineti mé¢li jako vedlejsi G¢inek otravu kyanidem. Po
prezkoumani protirakovinného t¢inku amygdalinu bylo zjisténo, Ze jsou dikazy nedostacujici
pro jeho potvrzeni a amygdalin miize byt nebezpeény. Utad pro kontrolu potravin a 1¢é&iv (FDA)
zakazal pouzivani amygdalinu za uc¢elem 1é¢by. Navzdory netspésnym testim a tomuto zakazu
je amygdalin v nékterych zemich i nadale pouzivan (Zhou et al. 2012).

Amygdalin se po peronalnim podani v téle nevstiebavad v nezménéné formé, ale je
enzymaticky hydrolyzovan na benzaldehyd, glukézu a kyanovodik. Pfedpoklada se, ze praveé
kyanovodik je u¢innou latkou amygdalinu (Tfiskova & Ruda Kucerova 2019). Tim se ale stava
pochybnym lé¢ivem, nebot’ je kyanid pro ¢loveéka toxicky a miize dojit k otrave. Kyanid v téle
omezuje dostupnost energie v bunikach, nejrychleji jeho ucinek ptisobi na dychaci soustavu
asrdce (Ballhorn 2011). Mezi typické prvni projevy otravy kyanidem patii bolest hlavy,
motolice, zmatenost, svalova slabost a jiné. MuZe zpisobit také ochrnuti, bezvédomi a
Vv nejhorsim piipadé i smrt. Bylo zaznamenano mnoho ptipadt kyanidové otravy po pozieni
merunikovych jader ¢i samotného amygdalinu ve formé tablet (Blaheta et al. 2016).

Proto, aby bylo mozné vyuzivat 1é¢ivé potencialy amygdalinu, je zapotiebi dal$iho
zkumani ¢i mozna vyvoje jiného zpracovani amygdalinu (He et al. 2020).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Hlavnim cilem préce je kvantitativni stanoveni amygdalinu v extraktech semen Svestek
anasledné zhodnoceni v zavislosti na riznych odridach metodou HPLC/DAD. Soucasti je
optimalizace HPLC/DAD metody pro stanoveni amygdalinu. Skute¢né obsahy amygdalinu
budou porovnany s vysledky odborné literatury.

Hypotézy:

1) Vhodnou HPLC metodou Ize s dostate¢nou spolehlivosti stanovit obsah
amygdalinu v semenech Svestek.

2) Obsah amygdalinu se v semenech vybranych odrtd slivoni vyznamné lisi.

3) Skute¢né obsahy amygdalinu se v semenech Svestek v nékterych piipadech
vyznamné 1i§i v porovnani s literaturou.
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3 Literarni reSerse

3.1 Amygdalin

Amygdalin patii do kynogennich glykosidl, coz jsou latky, které si rostliny tvofi na svou
obranu proti patogenim a predatorim (Mosayyebi et al. 2020). Jsou to tedy fytotoxiny, které
se nachazeji v minimaln¢ dvou tisicich druhd rostlin (Speijers 2015). Amygdalin je jeden
Z nejbéznéjSich kyanogennich glykosidd. Dal$imi jsou napiiklad linamarin, prunasin,
lotaustralin a dhurrin. Mnoho téchto druhti je béZné konzumovano v rostlinné stravé (Bolarinwa
et al. 2014).

Amygdalin se vyskytuje ptirozen¢ hlavné v jadrech, ale i jinych ¢astech riznych zastupct
ovocnych druhti Celedi rGzovitych (Rosaceae). Nachazi se naptiklad v jadrech merunky
(Prunus armeniaca), mandloné (Prunus dulcis), slivoné Svestky (Prunus domestica), jabloné
(Malus domestica) a v mnoha dalSich ovocnych dievinach (Lv et al. 2017). Podle Williams
(2018) se vyskytuje amygdalin také v jinych rostlinach, jako napiiklad v ¢iroku, jeteli a fazolich
lima.

Poprvé byl amygdalin izolovan ve 30. letech 19. stoleti francouzskymi chemiky
Robiquetem a Boutron-Charlardem z hotkych mandli (He et al. 2020). Roku 1837 byly poprvé
charakterizovany chemické vlastnosti amygdalinu (Dorr & Paxinos 1978).

Lze se s nim setkat také pod ndzvem laetril ¢i vitamin B17. Tato oznaceni jsou ale chybna,
nebot’ se nejedna o totozné latky (Todorova et al. 2017).

3.1.1 Chemické sloZeni amygdalinu

Amyagdalin (D-mandelonitril-p-D-glukosid-6-—glukosid) je kyanogenni glykosid, jenz
je odvozen od aromatické aminokyseliny fenylalaninu. HO
Molekularni vzorec amygdalinu je CzH27NO11 a = 0. ° . OY©
molekulova hmotnost 457,42 (Ayaz et al. 2020). Tento ] OH
glykosid je slozen z benzaldehydu, nitrilu a dvou molekul OH oH o
glukézy (Mosayyebi et al. 2020). Struktura je znazornéna Amygd;:
na Obrazku 1. , _

V ptirodé se vyskytuje pouze pravotociva a];garf Zﬁé)StrUktura amygdatinu (Lee &

konfigurace amygdalinu, ktera je zaroven aktivni formou
(Milazzo et al. 2007).

3.1.2 Chybna oznaceni

Jak jiz bylo naznaceno, amygdalin byva ¢asto oznacovan jako laetril nebo vitamin B17,
ale neni to jedna a ta sama latka. Laetril se od pfirodni slouceniny strukturné lisi. Navzdory
tomu jsou tyto nazvy pouzivany zaménitelné (Milazzo et al. 2007).

Rozdilnost mezi amygdalinem a laetrilem je moZzné vidét tfeba na chemickém vzorci.
Zatimco amygdalin ma vzorec C2oH27NO13, laetril ma o néco kratsi vzorec C14H1sNO7. Oproti
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amygdalinu ma laetril pouze jednu molekulu glukézy navazané na mandelonitril (Zhou et al.
2012). Podle Williams (2018) je termin ,,laetril* odvozen ze slov laevorotatory (levotocivy) a
mandelonitrile. Laetrilem Ize pojmenovat dvé odlisné latky. Jedna se o Laetril, ktery byl
vyroben a patentovan v 50. letech 20. stoleti ve Spojenych Statech. Tato latka je Castecné
syntetickou formou amygdalinu. V druhém piipad¢ jde o leatril, jenz byl vyroben v Mexiku
z drcenych merunkovych jader. Ani jeden zprodukti ale nespliioval standardy
farmaceutickych produkti USA, a proto nebyly odsouhlaseny Uiadem pro kontrolu potravin a
1é¢iv (FDA). I ptesto byly produkty dale vyuzivany k alternativni 1écbé rakoviny (He et al.
2020).

Semisynteticky laetril je nékdy uvadén jako vitamin B17, i kdyz se o vitamin nejedna
(Milazzo et al. 2007). Laetril byl pravdépodobné nazvan vitaminem B17, aby mohl byt
prodavan jako doplnék vyzivy, nikoli jako 1ék. To umoznilo vyhnout se pfisnym zakoniim,
které se vztahuji na 1é¢iva (Lerner 1981).

3.1.3 Mnozstvi amygdalinu V rostlinnych druzich

Bolarinwa et al. (2014) métili mnozstvi amygdalinu za pouziti metody RP-HPLC v
nékterych ovocnych jadrech a zpracovanych produktech dostupnych ve Velké Britanii.
K analyze byla pouzita jadra z plodu ¢eledi razovitych (Rosaceae) zahrnujici maruiiky, ¢erné a
Cervené tiesné, nektarinky, broskve, slivy, jablka a hrusky. Nejvyssi primérna hodnota
amygdalinu se namétila u zelené slivoné (17,49 mg/ g), merunky (14,37 mg /g) a ¢erné slivoné
(10 mg/g). Dale nasledovaly hodnoty broskve (6,81 mg/g), ¢ervené tiesné (3,89 mg/l), jablka
(2,96 mg/g), Cerné tiesné (2,68 mg/g) a fialové slivoné (2,16 mg/g). Nejnizsi koncentrace byly
zaznamenany u zluté slivy (1,54 mg/g), hrusky (1,29 mg/g), ¢ervené slivy (0,44 mg/g) a
nektarinky (0,12mg/ g) (viz Tabulka 1). Podle Ghiulai et al. (2006) se koncentrace amygdalinu
V jadrech merunék a $vestek pohybovala v rozmezi 3-24 mg/kg.

Tabulka 1- Namérené hodnoty amygdalinu v
ovocnych jadrech (Bolarinwa et al. 2014)

Fruit seeds Amygdalin content
(mg/g)
Apricot 1437+ 028
Cherry (black) 2,68+ 0,02
Cherry (red) 3,89+ 0,31
Nectarine (summer fire) 0,12+ 0,01
Peach 6,81+ 0,02
Plum (green) 17,49+ 0,26
Plum (black, friar black) 10,00+ 0,14
Plum (purple, larry anne) 2,16+ 0,02
Plum (yellow, son gold) 1,54+ 0,02
Plum (red, laetitia) 0,44+ 0,04
Apple (royal gala) 2,96+ 0,02
Pear (conference) 1,29+ 0,04
Each value is expressed as mean + standard deviation
(n = 3 extractions)
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Mnozstvi amygdalinu se méni v prubéhu vyvoje ovoce a zaroven zalezi, ktera ¢ast plodu
je analyzovana. Lee et al. (2017) méfili amygdalin v jadrech, endokarpech a mezokarpech u tii
kultivara broskvi (Stone Peach, Hikawa Hakuho, Baekhyang) sklizenych v Koreii. Méteni
probihalo ve tiech fazich vyvoje ovoce (zpeviiovani pecky, zvétSeni a zrani plodu). Bylo
zjisténo, ze Ve vSech fazich obsahovala jadra broskvi vice amygdalinu nez mezokarp ¢i
endokarp. Celkové se obsah amygdalinu zvysSoval az do faze zvétSeni plodu, béhem zrani pak
zustal konstantni nebo se snizil. Zhao (2012) analyzoval koncentraci amygdalinu v riznych
fazich u ¢tyt druhd peckovin zahrnujicich merunky, sibifské merunky, broskve a $vestky.
Béhem obdobi vyvoje se obsah amygdalinu v jadrech zvysil. V merunkach hodnota vzrostla
20,11 % na 3,26 %, Vv sibifskych merunkach z 0,39 % na 5,1 %, v broskvich z 0,13 % na 3,73
% a ve Svestkach z 0,28 % na 4,91 %. Podobné tomu bylo také u duziny plodi, kde byly ale
zaznamenany o néco niz$i hodnoty amygdalinu. Chen et al. (2020) métili amygdalin v jadrech
19 odrid merunék. Primérny obsah amygdalinu byl 164,7 + 11,1 mg/100 g. Yildirim & Askin
(2010) se ve své studii zabyvali mnozstvim amygdalinu v jadrech deseti riznych kultivart
sladkych 1 hotkych merunék. Bylo zjisténo, Ze hotké kultivary obsahuji mnohem vice
amygdalinu nez sladké. V hotkych kultivarech se obsah amygdalinu na 100 g pohyboval
v rozmezi 1,58-6,35 g a ve sladkych kultivarech to bylo rozmezi 0-0,97 g.

Obsah amygdalinu ve zpracovanych produktech je nizsi, nez v ovocnych semenech a
jadrech (Bolarinwa et al. 2014).

3.1.4 Formy amygdalinu

Jak uz bylo zminéno, amygdalin se pfirozen¢ vyskytuje v surovych potravinach, jako
jsou merunkova jadra. Néktefi vyrobei jadra merunék melou na prasek, ktery prodaji ve formé
tablet nebo tobolek. Jindy se z merunkovych jader amygdalin extrahuje a poté zpracovava do
tablet, tobolek, ale také roztoku pro injekéni podavani. Na trhu jsou také pletova mléka a
kapaliny pro zavedeni do kone¢niku (Martini 2018).

r rwe

3.2 Farmakologické u¢inky amygdalinu

Amygdalin je uz pomérn¢ dlouhou dobu znam a uplatiovan v tradi¢ni ¢inské mediciné
kvtli a€inktim podporujicim vykaslavani a protinadorovému pisobeni. V posledni dobé nartista
stale vétSi zajem o alternativni medicinu ze strany pacientl. Ta je naptiklad vyuZivana
samostatné ¢i spole¢né s konvenc¢ni 1é¢bou (Ttiskova & Ruda Kuéerova 2019). Amygdalin se
nejcastéji uziva v kombinaci s urinoterapii, metabolickou terapii nebo nitrozilni aplikaci beta-
glukosidazy. V tradicni medicin€ se amygdalin vyuZiva na léceni zanétu priidusek, astmatu,
rozedmy plic (emfyzému), malomocenstvi (lepry), rakoviny tlustého steva a vitiliga (Song
& Xu 2014).

Na ucinky amygdalinu jsou stale provadény studie, ale nyni je jiz zndmo, Ze ptsobi proti
fibroze (Guo et al. 2013; Luo et al. 2016; Luo et al. 2018; Zhang et al. 2018; He et al. 2020),
zanétim (Yang et al. 2007; Hwang et al. 2008B; Luo et al. 2015) a bolesti (Hwang et al. 2008A,;
Hwang et al. 2008B). Dale ma amygdalin imunomodulaéni (Zheng et al. 2009; Dogru et al.
2017; He et al. 2020) a antiateroskleroticky uc¢inek (Deng et al. 2012; Zhao & Yang 2012; Lv
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et al. 2017; Moslehi et al. 2018). Ovliviluje reprodukéni systém (Tanyildizi & Bozkurt 2002;
Helenar et al. 2015) a neurodegeneraci (Yang et al. 2014; Cheng et al. 2015). Dle Teodorova et
al. (2017) ptsobi také jako prevence proti hypertonii, astmatu, bronchitid¢, emfyzému, lepie a
cukrovce. V posledni dobé je velka pozornost vénovana piedevsim protinadorovym ucinkim
(He et al. 2020).
Po poziti se v téle amygdalin jako takovy neabsorbuje, ale rozklada se v tenkém a tlustém
stieve€. Existuji tak dvé metabolické cesty amygdalinu. V tenkém stievé je v jejunu enzymaticky
rozkladan beta-glukosidazou na gluk6zu a prunasin (D-mandelonitril-B-D-glukosid) (Wagner
& Galey 2003). Zminény enzym beta-glukosidaza miize byt obsazen napiiklad v mandlich a
merunikovych jadrech nebo ho produkuji nékteré stievni bakterie (Bromley et al. 2005).
Prunasin je poté pfenesen pres stfevni sliznici do krevniho fecisté prostiednictvim sodiko-
glukozovych kotransportéra SGLT1. Nasledné je vstiebany prunasin vyluc¢ovan ledvinami bez
tvorby benzaldehydu nebo kyanidu (Wagner & Galey 2003). Zbyly prunasin pietrvavajici
Vv travici soustavé je dale rozkladan beta-glukosidazou na mandelonitril, ktery neni pfilis
stabilni slouc¢eninou. Ten miZze byt ve stievé bud’ hydroxylovan na hydroxymandelonitril, jenz
prostupuje stievni sténou, nebo se muze $tépit na benzaldehyd a kyanid. Predpoklada se, ze
pravé kyanid je G¢innou latku amygdalinu (Shim & Kwon 2010). V tlustém stievé je amygdalin
hydrolyzovan stfevni mikrobiotou na benzaldehyd, glukézu a kyanid (Strugala et al. 1995).
Kyanid prochazi stievni sténou a béhem 1,5 az 2 hodin nabyva nejvyssi hodnoty v Krvi. Poté je
za pomoci enzymu rhodanazy a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy detoxikovan a pietvoren
na thiokyanat a ten je z téla vyloucen ledvinami (Blaheta et al. 2016). MnozZstvi enzymu, které
maji schopnost degradovat kyanid, se 1isi v zavislosti na tkani. Nejvyssi koncentrace byly
nalezeny v jatrech a ledvinach (Sylvester & Sander 1990). Rozdéleni subcelularnich enzymut
neni stejné. Zatimco 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza se vyskytuje Vv cytoplazmé a
mitochondriich, rhodanaza je ptitomna pouze v mitochondriich (Blaheta et al. 2016). Studie
poukazuji na nedostatek rhodenazy u malignich bunék (Milazzo et al. 2007).

Bylo zjisténo, Ze bakterie Bacteroides fragilis jsou nejaktivnéjsim bakterialnim druhem
v lidském tlustém stieve. Podileji se na produkci beta-glukosidazy a tim napomahaji k rozkladu
amygdalinu. Ostatni stfevni bakterie maji niz$i aktivitu beta-glukosidazy (Blaheta et al. 2016).

3.2.1 Antifibroticky ucinek

Studie o amygdalinu ukazaly, Ze pusobi jako antifibrotikum (He et al. 2020). Jaterni
fibréza vznika jako reakce na poskozeni jater. Pokud tento stav ptetrvava, miuze vést ke vzniku
cirhézy jater. Tuto fibrozu zprostiedkovavaji jaterni hvézdicové bunky (HSC), znamé také jako
Itovy, které za¢nou produkovat kolagen a mezibunétnou hmotu. Byla provedena studie,
ve které se osettily buiiky HSC-T6 amygdalinem. Vysledky naznadily, Ze je amygdalin schopen
inhibovat aktivaci HSC, coz je nasledkem potlaceni exprese transformujiciho ristového faktoru
beta (TGF-B) (Luo et al. 2016). Amygdalin zmirnil syntézu a uvoliiovani PDGF (rtustovy faktor
odvozeny z krevnich destic¢ek) a IGF (rastovy faktor podobny inzulinu) snizenim transkripce
mRNA u té€chto faktorii a exprese PDGF. Tim se omezil vliv ristovych faktorti na HSC burnky,
coZ na jatra pusobilo protektivné pied fibrozou (Luo et al. 2018).
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Dle Guo et al. (2013) provedené osetfeni ledvinovych fibroblasti amygdalinem vedlo
K inhibici jejich proliferace a produkce transformujiciho riastového faktoru beta. Doslo také
k eliminaci hromadéni extracelularni matrix. Poskozeni ledvin se zlepsilo jiz po jednadvaceti
dnech. Chronicka pankreatitida (CP), neboli chronicky zanét slinivky bfi$ni, je charakterizovan
progresivni fibrozou. U potkand stimto onemocnénim zilné aplikovany amygdalin snizil
produkeci profibrotickych cytokinii, branil aktivaci pankreatickych hvézdicovych bunék (PSC),
které maji hlavni funkci pii produkei fibrozy slinivky bfi$ni (Zhang et al. 2018).

3.2.2 Protizanétlivy ucinek

V zanétlivych reakci je lipopolysacharidy stimulovana produkce zanétlivych mediatort,
mezi které patii oxid dusnaty, faktor nadorové nekrozy alfa (TNF-a), interleukiny (napi. IL-1),
prostaglandin E> (PGE2) a leukotrieny (Lee at al. 1992). Prostaglandin E2 je pfeménovan
cyklooxygenazou (COX) z arachidonové kyseliny (Chang et al. 2005).

Dle Yang et al. (2007) amygdalin ziskany z jader meruniky potlacoval prostaglandin E>
a zaroven produkci oxidu dusnatého. U potkant s vyvolanou artritidou amygdalin inhiboval
expresi i hladinu TNF-o. (Luo et al. 2015). Studie Chang et al. (2005) studie prokazala, ze jadra
merunky vykazovala protizanétlivé ucinky tlumenim cyklooxygenazy 2 (COX-2) a doslo k
inhibici syntézy prostaglandinu E; a oxidu dusnatého (Chang et al. 2005).

Hwang et al. (2008B) uvadi, ze nejvyznamnéjsi protizanétlivy ucinek v provadéné studii
byl pozorovan u davky amygdalinu 0,005mg/kg. Po této davce byly vyznamné inhibovany
exprese TNF-o a IL-1 B v miSe. Autoimunitni hepatitida (AIH) je imunitné zprostfedkovany
zangt jater, ktery se vyznacuje rozvracenym jaternim parenchymem a pronikdnim zanétlivych
bun¢k. Studie prokazala, ze predbézné podavani amygdalinu zpomaluje u mysi s autoimunitni
hepatitidou infiltraci bun¢k a chrani jaterni tkan (Elsaed 2019).

3.2.3 Analgeticky ucinek

Injekéné aplikovany amygdalin potkanim vyznamné snizoval tonickou bolest
zpusobenou vodnym roztokem formaldehydu (Hwang et al. 2008A). V dalsi studii se u potkanti
s artrozou kotniku ukézalo, Ze pro zmirnéni zvySené vnimavosti bolesti, byla nejic¢inné;jsi davka
amygdalinu 0,005mg/kg (Hwang et al. 2008B). Podle téchto studii 1ze pouzit amygdalin jako
analgetikum.

3.2.4 Imunomodulaéni ucinek

Zheng et al. (2009) provedli studii na proliferaci urychlené kondenzace chromozomu
(PCC) v T-lymfocytech, ktera byla indukovana amygdalinem. Amygdalin zna¢n¢ podporoval
proliferaci T-lymfocytd. Jako nejucingjsi se projevila koncentrace 200 mg/I.
Nékteré studie ukazuji, ze amygdalin podporuje funkci imunitniho systému. Imunitni buiiky
jsou rozhodujicimi patogennimi Ciniteli ve vzniku a rtstu endometriozy (He et al. 2020).
V provedeném vyzkumu amygdalin mél vliv na lokalni aktivitu imunitnich bunék a podstatné
snizoval rozsahy endometriotickych lozisek (Dogru et al. 2017).
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3.2.5 Antiateroskleroticky tucinek

U testovanych mysi zpasobil amygdalin pokles hladiny triglyceridt, celkového
cholesterolu a lipoprotein s nizkou hustotou (LDL), u jedinct s nedostatkem lipoproteinovych
receptor s nizkou hustotou (Lv et al. 2017). V dalsi studii zaméfené na zlepSeni progrese
ateroskler6zy byl myS$im na dieté s vysokym obsahem tukli poddvan amygdalin, probukol a
kombinace obou latek. Nejlepsich vysledkt dosahla kombinovana 1é¢ba, nebot’ snizila hladinu
celkového cholesterolu a ploch aterosklerotickych plati (ateromt), u¢innéji zpomalila progresi
aterosklerotické 1éze (Deng et al. 2012). Podle Zhao & Yang (2012) amygdalin inhiboval
expresi a aktivitu Toll-like receptorti a tim zpusobil progresi aterosklerdézy. Moslehi et al.
(2018) pise o zlepSeni sérové hladiny lipidii a enzyma aspartataminotransferazy (ASP) a
alaninaminotransferdzy (ALT) u mysi, kterym byl injekéné aplikovan tunikamycin pro
vyvolani stresu.

3.2.6 Vliv na reproduk¢ni systém

V in vitro studii zkoumajici u¢inky amygdalinu na sekreci steroidnich hormonu bylo
estradiolu (Helenar et al. 2015). V jiné studii na bycich byl sledovan t¢inek amygdalinu na
aktivitu hyaluronidazy spermii, hybnost spermii a jejich morfologii. Amygdalin (0,4-2 mmol/l)
zna¢n¢ snizoval aktivitu hyaluronidazy a zaroven zavisle na davce snizoval i pohyblivost
spermii. (Tanyildizi & Bozkurt 2002).

3.2.7 VIliv na neurodegeneraci

Neurodegenerace je popsana jako progresivni ztrata struktury nebo funkce neuront.
Mezi nejcastéjsi neurodegeneracni onemocnéni patii Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba, demence s Lewyho télisky a amyotroficka lateralni skler6za
(Merino 2019).

Amygdalin dokazal, v zavislosti na koncentraci (2,5-20 mmol/l), zvysit pteziti bunék
PC12 proti neurotoxicité¢ oxidopaminu az po dobu 12 hodin a zaroven zvySoval rist neuritt
(Cheng et al. 2015). Yang et al. (2014) uvadi, ze v provedené studii amygdalin indukoval rtst
neuriti PC12 v zavislosti na koncentraci. Z vysledku lze vy¢ist, Ze mize amygdalin ochranit
bunky pifed neurotoxicitou a mohl by byt potencidlnim léCivem neurodegenerativnich
onemocnéni.

3.2.8 Ostatni lé¢ivé ucinky

V provedené studii na mysich se zlomeninou holenni kosti mél amygdalin pozitivni vliv
na lé¢bu zlomeniny (Ying et al. 2020). Dale amygdalin snizuje nitroo¢ni tlak, tudiz ptisobi proti
glaukomu znamému také jako zeleny zakal (Zeng et al. 2020). Ukéazalo se, ze dokaze amygdalin
zmirnovat zalude¢ni viedy, zmenSuje plochu viedt, podporuje jejich hojeni a snizuje aktivitu
pepsinu (Cai et al. 2003). Studie Luo et al. (2016) krom¢ antifibrotického t¢inku ukazala také
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inhibi¢ni schopnost amygdalinu na proliferaci vyvolanou acetaldehydem u bunécné linie HSC-
T6.

we

3.3 Protinadorové u¢inky amygdalinu

Spousta prizkumu uvadi, Ze mnoho lidi s diagnostikovanou rakovinou se obraci
k alternativni 1é¢bé v nadéji, Ze tato 1écba bude ucinna. Nékteré alternativni terapie rakoviny
jsou podlozeny povzbuzujicimi diikazy. Naopak nékteré z nich jsou bohuzel riskantni, nebot’
neni dostatek dikazii o jejich ucinnosti (Milazzo et al. 2015). Také kvalita informaci
0 doplnkové a alternativni medicin€ pro 1é¢bu rakoviny muize pfipadné pacienty vazné oklamat
(Schmidt & Ernst 2004). Paradoxné jsou stale neovéfené produkty ¢i terapie stalé
doporucovany a nabizeny na internetu. Propagaci a prodej laetrilu, amygdalinu nebo
meruiikovych jader lze najit na riznych webovych strankach, kde jsou mnohdy uvadéna
pochybna tvrzeni tykajici se vyhod pro pacienty s rakovinou (Lilienthal 2014).

Po enzymatické degradaci amygdalinu nebo laetrilu se uvoliiuje kyanid, jenz je
povazovan za slozku odpovédnou za udajny protirakovinovy ucinek. Teorii je, Ze jsou maligni
bunky specificky citlivé na kyanogenni glykosidy kvuli vyssim hladinam beta-glukosidaz a
beta-glukuronidazy ve srovnani s normalnimi buikami. To by pfispélo k rychlejsimu
intracelularnimu uvolfovani kyanidu z amygdalinu nebo laetrilu a deficitu enzymu rhodenazy,
ktery preménuje kyanid na neskodnou slouceninu thiokyanat (Milazzo et al. 2015). Martini
(2018) uvadi tuto teorii jako chybnou. Naproti tomu Blaheta et al. (2016) zjistili, ze pti absenci
beta-glukosidazy ma amygdalin stale protinadorové vlastnosti, coz vede k moznosti, Ze za tento
uc¢inek nemusi byt odpovédny pravé kyanid.

Nékolik studii ukazalo, ze amygdalin mize indukovat apoptdzu, inhibovat rist a
metastazovani rakovinnych bunék (Martini 2018).

3.3.1 Historie amygdalinu/laetrilu jako protinadorové 1écby

Poté, co byl amygdalin poprvé izolovén, zacal se roku 1845 v Rusku zkouset na 1éceni
rakoviny. Nebyl zaznamenan Zadny vysledek, ale naopak se amygdalin ukazal jako toxicky.
Prvni pouziti amygdalinu ustné jako protirakovinné 1écby v USA bylo v 20. letech 20. stoleti,
avSak nasledujici 1ékarské vysetfeni 1ékatem Ernstem Theodorem Krebsem odkrylo jeho
toxicitu pro ¢lovéka (He et al. 2020).

V padesatych letech byla vynalezena synem Dr. Krebse, Ernstem Theodorem Krebsem,
nova forma amygdalinu s niz$i toxicitou a osliSnou strukturou. Tato forma byla patentovana
jako laetril a zaroven byla nazvana vitamin B17 (He et al. 2020). V 70. 1étech stoupl zajem o
laetril, jenz se stal jednou z nejobliben¢jsich protinddorovych moznosti. Do roku 1978 bylo
oznameno 70 000 americkych pacientd s rakovinou, kteti laetril pozivali jako doplikovy a
alternativni zpiisob léceni (Qian et al. 2015). Analyza Cistoty Ustni a mimostievni formy
amygdalinu vyrabéného spole¢nosti Cyto Pharma v Mexiku podle Narodniho institutu pro
rakovinu (NCI) ukazala, ze ani jeden produkt nespliioval americké drogové standardy. Z tohoto
diivodu se nepodatilo ziskat souhlas od Utadu pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) (Davignon
et al. 1978). I presto, ze Spojené staty americké Koncem sedmdesatych let zakazaly import
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amygdalinu, je legalni ve 23 statech USA. Podava se pouze pacientim v termindlnim stavu
nemoci (Tiiskova & Ruda Kucerova 2019).

Navzdory neuspéchu klinickych testl prokazujicich protirakovinné ucinky se
amygdalin nadale vyrabi a uvadi jako protinadorova 1é¢ba v oblastech severni Evropy a Mexika
(Zhou et al. 2012). Ve Velké Britanii se tyto produkty ziskavaji jen na 1ékatsky piedpis a uzivaji
se pod Iékafskym dohledem (Milazzo et al. 2007). Oproti tomu, némecky Spolkovy institut pro
1é¢iva a zdravotnické prosttedky (BfArM), klasifikoval amygdalin jako u¢inny 1ék. Nejméné
35 Kklinik nebo lékaiskych ordinaci v Némecku nabizi amygdalin vV ramci protinadorové terapie
(Blaheta et al. 2016).

Navrhovany mechanismus protirakovinného plisobeni amygdalinu se v pribéhu let
ménil, ale pravdépodobné nejrozsifenéjSim tvrzenim je to, Ze jsou neoplastické bunky bohaté
na enzym, ktery zptusobuje uvolnovani kyanidu z amygdalinu a kyanid poté ni¢i neoplastické
bunky (Bromley et al. 2005).

3.3.2 Vyvolani apoptozy

Jednim ze zptsobti protirakovinného ptisobeni amygdalinu je indukce apoptdzy neboli
programované bunééné smrti. Jednd se o cileny proces usmrceni buiiky a poté jeji odstranéni
tak, aby nedoSlo k poskozeni okoli. Tohoto procesu se Ucastni cysteinové protedzy neboli
kaspazy a proteiny Bcl-2 rodiny, ktera zahrnuje jak proteiny proapoptické tak i antiapoptické.
Proapopticky protein bunétnou smrt podporuje, zatimco antiapopticky usmérfiuje a brani
procesu (Chang et al. 2006).

Amygdalin vyvolal programovanou bunéénou smrt v lidskych bunikach rakoviny prostaty
DU145 a LNCaP. Po 1écbé amygdalinem doslo ke zvySeni exprese proapoptického proteinu
Bax, snizeni exprese antiapoptického proteinu Bcl-2 a zaroven se V téchto bunkach zvysila
aktivita enzymu kaspazy-3 (Chang et al. 2006). Moradipoodeh et al. (2020) uvadi, ze amygdalin
zvySoval expresi proteinu Bax a souCasne sniZzoval expresi proteinu Bcl-2 v bunééné linii
rakoviny prsu SK-BR-3. Dle Zhou et al. (2012) m&l amygdalin pozitivni u¢inek také na lidskou
bunénou linii hepatocelularniho karcinomu (HepG2), u které bylo zaznamenano vyssi
procento apoptozy. Také El-Desouky et al. (2020) zkoumali G¢inek amygdalinu na bunéénou
linii hepatocelularniho karcinomu v kombinaci se zinkem ¢i bez néj. Jiz samotny amygdalin
podporuje programovanou bunéénou smrt, jeho ucinnost se ale pii 1é¢bé HepG2 zvysila za
souCasné¢ho ptidani zinku. U bunééné linie rakoviny délozniho ¢ipku Hela napomahal
amygdalin k apoptéze pomoci zvyseni kaspazy-3 a exprese Bax a snizenim exprese Bcl-2
(Chen et al. 2012). Lee & Moon (2016) ve své studii sledovali u¢inek amygdalinu na triple
negativni karcinom prsu (TNBC). Podle vysledki amygdalin zvySoval expresi
proapoptotického proteinu a snizoval antiapoptoticky protein a kaspazu-3, coz vede k indukci
apoptozy.

3.3.3 SniZeni riistu nadorovych bunék

Zhou et al. (2020) provedli studii na mysich, jejiz vysledky ukazaly, ze amygdalin
inhiboval rist nadorovych bunék prostaty. Makarevi¢ et al. (2016) vystavili bunécné linie
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rakoviny prostaty LNCaP, DU-145 a PC3 ruznym koncentracim amygdalinu. Bunécna
proliferace byla inhibovana regulaci bunééného cyklu. Snizeni ristu bun¢k zaviselo na davce,
kdy byl nejefektivnéjsi icinek pti 10 mg/ml. U lidské bunécné linie rakoviny jater HepG2 byla
po podavani zaznamenana inhibice proliferace rakovinnych bun¢k. Inhibice byla zavisla na
davce a Casu (Zhou et al. 2012). Amygdalin inhiboval proliferaci téz hepatocelularniho
karinomu souvisejiciho s virem hepatitidy B (HBV) (Wang et al. 2021). Dle Abboud et al.
(2019) amygdalin dokazal snizit rast bunék v bunééné linii karcinomu prsu MCF-7 a T47D.
V nemalobunéénych liniich karcinomu plic amygdalin utlumil buné¢nou proliferaci. K ti¢inku
doslo u davek 2,5 mg/ml a 5 mg/ml (Qian et al. 2015). Arshi et al. (2019) zkoumali ucinek
amygdalinu na antiapoptické geny (Survivin a XIAP) v lidskych bunkach rakviny prsu (MCF-
7), plic (A549) a zaludku (AGS). Vysledky ukazaly, ze amygdalin vyznamn¢ inhiboval hladinu
exprese genu Survivin a XIAP. Po aplikaci amygdalinu byla také inhibovana proliferace
u bunék lidského karcinomu tlustého stteva SNU-C4 (Park et al. 2005). Ve studii Juengel et
al. (2016) byl zkouman ucinek amygdalinu na rast bun€k rakoviny ledviny (RCC).
Amygdalinem (10 mg/ml) byly oSetfeny bunééné linie Caki-1, KTC-26 a A498 na dobu
24 hodin nebo dvou tydnt. Amygdalin u vSech tiech linii vedl ke znaénému snizeni rustu a
proliferace bun¢k tohoto karcinomu.

3.3.4 Zamezeni metastazovani nadorovych bunék

Metastazy byvaji jednou z hlavnich ptic¢in umrti pacientd s rakovinou. Rakovinné bunky
totiz mohou metastazovat do dulezitych organt, kde klonovani a rast téchto bunék vede
K poruseni a ohrozeni zivota ¢lovéka (Qian et al. 2015). Podle Wang et al. (2021) amygdalin
inhibujem vniknuti a migraci bun¢k hepatocelularniho karinomu souvisejiciho s virem
hepatitidy B (HBV) prostfednictvim bunétné imunity zprostiedkované T-lymfocyty. Qian et
al. (2015) pouzili amygdalin na vysoce metastazujici bunécné linie nemalobunééného
karcinomu plic. Nasledné doslo k potlaceni invazivni a migra¢ni schopnosti bunék.

3.4 Toxicita amygdalinu

Amygdalin se stal sice popularnim Vv oblasti 1é¢by rakoviny, ale zaroven je spornym
1é¢ivem. Nevyhodou peroralniho podani amygdalinu je riziko otravy. Nejedna se o otravu
samotnym amygdalinem, nybrz o otravu Kyanidem, ktery mize vznikat ve stfevech hydrolyzou
amygdalinu (He et al. 2020). Tato hydrolyza je podporovana beta-glukosidazami, teplotou,
anorganickymi kyselinami a vysokymi davkami askorbové kyseliny (vitamin C) (Bromley et
al. 2005). Kyanid vykazuje cytotoxické Gcinky pomoci inhibice enzymu cytochrom c oxidazy
transportniho fetézce elektronti v mitochondriich, a nakonec vede k 1yze bunék (Mosayyebi et
al. 2020). Kyanid zpusobuje zvySeni hladiny glukézy a mlécné kyseliny v krvi a snizeni
fyziologického poméru ATP/ADP, ¢imz dochazi k posunu od aerobniho metabolismu
k anacrobnimu (Bromley et al. 2005). Kyanidem se aktivuje glykogenolyza a glukoza je
piesouvana do pentozofosfatového cyklu, ¢imz se snizuje rychlost glykolyzy a inhibuje cyklus
trikarboxylovych kyselin. Poziti kyanovodiku omezuje dostupnost energie ve vSech burikach,
ale jeho ucinek ptisobi nejrychleji na dychaci soustavu a srdce. Tento ucinek je dale podporovan
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obsazenim vazebného mista pro kyslik na hemoglobinu kyanidem, ¢imz se snizuji transportni
kapacity kysliku v krvi. Vedle toho mize kyanid inhibovat i jiné metaloenzymy, z nichz vétSina
obsahuje Zelezo, méd’ nebo molybden (Ballhorn 2011). Hlavni obranou téla proti toxickym
ucinkiim kyanidu je jeho pfeména na thiokyanat, zprostifedkovand intramitochondridlnim
enzymem rodanazou (Speijers 2015). Proti kyanidové toxicité napomahaji také probiotika,
organismy jako Lactobacillus a Bifedobacterium, které podporuji zdravi stiev (Jaswal et al.
2018).

Typickymi projevy otravy kyanidem jsou bolesti hlavy, zavraté, zmatenost, svalova
slabost a jiné. Chronicka otrava poté mulze zpusobit tézky stupent ochrnuti, bezvédomi, a
dokonce i smrt (Blaheta et al. 2016). Krom¢ toho muze chronicka otrava vyvolat
neurodegenerativni onemocnéni, mezi ktera patii napiiklad tropicka ataxicka polyneuropatie,
amyotroficka lateralni skleréza a jiné. Dale mize negativné pusobit na reprodukci, véetné
snizeni porodnosti a zvySeni poctu imrti novorozenct (Cox & Sacks 2002). Je potieba zminit,
ze toxicka hladina kyanidu v €istém amygdalinu nebyla zatim definovana. Britsky Vybor pro
toxicitu chemickych latek v potravinach, spotfebnich vyrobcich a zivotnim prostiedi (COT)
odhadl, Zze pro vyvolani toxickych ucinki u dospé€lého cloveéka je zapotiebi zkonzumovat
10 merunikovych jader za den (Blaheta et al. 2016). Podle Chaouali et al. (2013) je, na zakladé
primérné hladiny kyanidu v hoikych mandlich (1062 + 149 mg/kg), pro dospélou osobu
smrtelnou davkou poziti 50 hotkych mandli najednou. Pro dit¢ odhaduji smrtelnou davku 5 az
10 hotkych mandli. Speijers (2015) uvadi jako smrtici hodnotu 500 pg kyanidu na 1dl krve.
Dle Sauer et al. (2015) je normalni hladina kyanidu v séru nizsi nez 50 pg/l. Toxicka hladina je
potom vétsi nez 200 pg/l a smrtelna vetsi nez 3000 pg/l. Toxicka reakce na ustné podavany
amygdalin se mize u jednotlivych jedinct znacné lisit. Ku ptikladu je popsan ptipad, kdy
pacient uzival dvojnasobné vice své obvyklé peroralni davky a hladina kyanidu v jeho krvi byla
600 pg/dl. Presto nevykazoval zadné z priznaku toxicity (Maxwell 1978). Pii intraven6znim
podani amygdalinu nebyl prokazan toxicky uc¢inek (Blaheta et al. 2016). Spole¢nost ProTox
provadéla analyzu toxicity u amygdalinu uréeného k oralnimu podani. Toxicita amygdalinu
byla popsana hodnotou 4, zatimco jeho pfedpokladana LD50 byla 405 mg/kg. Stupnice toxicity
se pohybuje v rozmezi 1 az 6, hodnoty od 1 do 3 znamenaji vysokou miru toxicity a hodnoty
4 az 6 jsou prijatelné (Ayaz et al. 2020).

Amygdalin Ize snadno zakoupit na internetu, casto bez mezinarodné uznavaného
certifikatu o jeho kvalité a Casto bez jakékoli pfedchozi kontroly chemické nebo bakterialni
kontaminace (Blaheta et al. 2016). Lidé uzivajici purifikovany amygdalin by se méli striktné
vyhnout soucasné konzumaci merunkovych jader. Mimoto je poticba se vyvarovat
kombinovani amygdalinu s vitaminem C, nebot’ jak je uvedeno vyse, vitamin C zvySuje in vitro
pfeménu amygdalinu na kyanid a také zaroven snizuje télesné zasoby aminokyseliny cysteinu,
ktera se podili na detoxikaci kyanidu. Je evidovan piipad dospélé pacientky s rakovinou
mocového mechyte, ktera zkonzumovala 3 g amygdalinu najednou s vitaminem C (4800 mg),
jenz uzivala denné. Doty¢na byl nasledné hospitalizovana s poruchou védomi, zachvaty a
tézkou laktatovou acidozou (Bromley et al. 2015). Na zaklad¢ téchto znalosti ale neni jasné,
pro¢ nékteti odbornici stale doporucuji kombinaci vitaminu C a amygdalinu (Blaheta et al.
2016). Riziko kyanidové otravy se muze zvysit také u 0sob s genetickou predispozici ke snizené
schopnosti detoxikovat kyanid (Milazzo et al. 2015) a u vegetariant s nedostatkem vitaminu
B12 (Chan 2006).
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Toxicité kyanogennich potravin se d4 piedchdzet. Potencial toxicity se pied konzumaci
snizuje zpusoby zpracovani, jako je loupani, drceni, mleti, strouhdni, naméceni, fermentace a
suSeni. Témito zplsoby dochéazi naptiklad ke ztraté ve vodé rozpustnych glykosidii nebo
k produkci kyseliny kyanovodikové, ktera se pted konzumaci uvolni do atmosféry. (Bolarinwa
et al. 2014).

3.4.1 Pripady toxicity amygdalinu

Eviduje se nékolik ptipadl toxicity navozenych peroralni konzumaci amygdalinu, mezi
nimi jsou i déti do 5 let (Blaheta et al. 2016). V jednom piipadé se jednalo dokonce
0 jedenactim¢si¢ni dité, které omylem polklo 1-5 500 mg tablet amygdalinu. Letargické dité
upadlo do komatu a po 71 hodinach od poziti zemiclo (Humbert et al. 1977).

Dalsim pacientem bylo dvouleté dité, kterymu byl podavan amygdalin 500 mg Ustné a
k tomu dalsich 3,5 g jako klystyr. Pacient zacal vykazovat typické znamky otravy kyanidem
(zvraceni, prijem, letargie, zrychlené dychani a cyandza) az po druhé rektalni davce (Ortega &
Creek 1978). Podle Morse et al. (1979) je otrava kyanidem ¢astéjsi spise pfi rektalnim podanim
amygdalinového klystyru nez pfi peroralnim podanim.

Pti uzivani doplikové a alternativni mediciny byl v Némecku zaznamenan ptipad tézké
otravy kyanidem. Jednalo se o encefalopatického, nereagujiciho &tytletého chlapce
s anamnézou metastatického karcinomu mozku. Podle Glasglowské stupnice védomi (15-3) se
chlapec nachézel v pocatecni urovni t€zké poruchy védomi. Rodice ditéte 1ékaitim sdélili, ze
byl chlapci podavan peroralné a intravenozné vitamin B17 po dobu pfiblizné jednoho tydne.
Hladina kyanidu v séru byla 52 ug/dl. Chlapci byla ihned nasazena 1é¢ba thiosiranem sodnym
a jiz po 2 hodinach bylo zaznamenano zlepSeni klinického stavu pacienta (Sauer et al. 2015).

Kratce po polknuti asi 12 g amygdalinu se u dospélého pacienta objevily zavraté,
tetanické zkraceni rukou, kiece po téle. Poté pacient upadl do komatu a o den pozdéji zemiel
(Blaheta et al. 2016).

Shively etal. (2019) popisuji ptipad dospé€lé zdravé zeny, kterd imyslné pozila 40 tobolek
doplitku amygdalinu. Pacientka byla rozrusena, blouznila, nadmérné se potila a méla rozsitené
zornicky. Byla nasazena 1é¢ba hydroxykobalaminem spole¢né s thiosiranem sodnym, ktera
vedla ke zlepSeni zdravotniho stavu a pacientka mohla byt po nékolika dnech propusténa.

3.4.2 Lécba kyanidové toxicity

Po zjisténi diagndzy je nutné zapocit 1écbu a podat pacientovi antidotum. Dtive byly
pouzivany protilatky, které mohly zpisobit toxicitu jimi samotnymi. V dnes$ni dobé¢ se pouziva
ptipravek Cynokit (hydroxokobalamin), jenz nema Zadné klinicky vyznamné nepfiznivé
vedlejsi ucinky (Oyewole & Olayinka 2009). Otrava kyanidem mutize byt dale 1é¢ena dusitanem
amylnatym neboli amylnitritem a dusitanem sodnym Vv kombinaci s thiosiranem sodnym
(Jaswal et al. 2018).
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3.4.3 Mnozstvi kyanidu v rostlinnych zastupcich

Kynovodik obsahuje velké mmnozstvi rostlin. Nékteré rostlinné druhy syntetizuji a
akumuluji slouceniny obsahujici kyanid a pravdépodobné vSechny vyssi rostliny tvoii nizkou
hladinu kyanovodiku jako vedlejsi produkt biosyntézy ethylenu v listech a plodech.

Hladiny kyanovodiku (HCN) v hoikych mandlich (Prunus amygdalus var. amara) jsou
ptiblizné 40krat vyssi nez hladiny namétené v mandlich sladkych (Prunus amygdalus var.
dulcis) (Ballhorn 2011). Ptepoklada se, ze je to z divodu mnozstvi obsazeného amygdalinu.
V hotkych mandlich je ho vice a po enzymatické hydrolyze dochézi k uvolnéni vysoké hladiny
kyseliny kyanovodikové a benzaldehydu, ktery navozuje hotkost (Dicenta et al. 2002).

Chaouali et al. (2013) analyzovali mnozstvi kyanovodiku Vv meruiikovych jadrech
ziskanych z odliSnych oblasti Tuniska, po kterych byly jednotlivé vzorky pojmenovany
(Monastir, Sfax, Shiba, Morneg a Tastour). Urovné HCN se u vzorkd znaéné 1i§i. Nejnizsi
hodnoty byly zjistény u vzorku ,,Sfax“ (583,2 mg/kg) a ,, Tastour* (540 mg/kg). Tyto regiony
se nachazi na severozapad¢ a jihovychod¢. Stiedni hodnota byla namétena u vzorku ,,Sbiba“
(804,60 mg/kg), jenz pochazel ze stfedniho Tuniska. Vzorky ,,Monastire (1134 mg/kg)
ze sttedovychodu a ,,Morneg“ (1193,40 mg/kg) ze severu zem¢ mély nejvyssi hodnoty
naméfeného kyanovodiku. Mnozstvi kyanidu v jadrech merunék se pohybuje od 0,05 do cca 4
mg/g, pramérnou hladinou je 0,5 mg kyanidu. Hladiny kyanidu ale mohou byt ovlivnény
raznymi faktory, jako naptiklad kultivaénimi postupy, odriidou, obsahem vlhkosti a tak dale
(Ballhorn 2011). Podle Vyboru pro toxicitu chemickych latek v potravinach, spotfebnich
vyrobcich a Zivotnim prostiedi (COT) ve Velké Britanii, mohou koncentrace kyanidu
v merunkovych jadrech dosahnout 2 000 mg/kg susiny (Chaouali et al. 2013)

Ohledné obsahu kyanovodiku Vv jadrech broskve (Prunus persica) je obecné znamo, ze je
nizsi nez v jadrech hoikych mandli nebo merunék. Mnozstvi kyanovodiku se pohybuje od 0,4
do 2,6 mg/g (Ballhorn 2011).

Slechtitelé se jiz zaméfili i na problematiku kyanogennich rostlin. Dnes uz lze zakoupit
vysoce kyanogenni rostliny v Kultivarech nizko kyanogennich (Ballhorn 2011).

3.5 Slivorn Svestka (Prunus domestica)

Druh slivon Svestka (Prunus domestica), nékdy také uvadéna jako evropska Svestka Ci
Svestka domaci, se fadi do celedi ruzovitych (Rosaceae), rodu slivon (Prunus). Pod tento druh
peckovin spadaji evropské slivy a $vestky.

Misto puvodu této dfeviny zatim nebylo urceno, ale pfedpoklada se, ze by jednou
moznosti piivodu mohla byt vychodni ¢ast Evropy, pravdépodobné v oblasti Balkanského
poloostrova. Dal§i moZnosti piivodu je pohoti Kavkaz, pobliz Kaspického mote v zapadni Asii
(Rieger 2006). Prvni znamky domestikace $vestky se objevuji v prvnim tisicileti pfed nasim
letopo¢tem (Zohary et al. 2012). Ale dle Rieger (2006) se v Evropé péstuje témét 2000 let. Jde
o hexaploidni rostlinu, diky ¢emuz se odhaduje, Ze je vysledkem samovolné hybridizace
diploidni slivoné¢ myrobalan (Prunus cerasifera) s tetraploidni trnkou obecnou (Prunus
spinosa). Bud'to doslo k naslednému spontannimu zdvojnasobeni chromozomut anebo druh
vznikl jako produkt neredukovanych gamet obou rodicl. Prvni evropskou odridou Svestek
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ziskanou fizenou hybridizaci byla ,,The Czar®“, kterou vyslechtil Thomas Rivers v Anglii
ktizenim ,,Prince Engelbert™ a ,,Rivers Early Pacific* v roce 1843, ale byla pfedstavena az
v roce 1873 (Hartmann & Neumiiller 2008).

Svétova produkce Svestek se v poslednich letech mirné zvysSuje. V roce 2018 dosahla
ptiblizné 12,6 miliond tun. Dle méftitka produkce se $vestky umistily na 7. misté mezi nejvice
péstovanym ovocem (FAO 2021). Podle Ceského statistického titadu (CSU) bylo v roce 2020
v Ceské republice sklizeno 8236 tun §vestek a polo§vestek. Zaroveti bylo zaznemnano, Ze se
sklizen téchto plodu za posledni roky zvysila (viz Obrazek 2).
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Obrazek 2 - Prehled sklizni svestek v CR v jednotlivych letech (upraveno podle Ceského statistického viradu 2021)

35.1 Celed rizovité (Rosaceae)

Celed’ rtizovitych je zastoupena stromy, kefi a mnoZstvim vytrvalych bylin. Druhy
spadajici do této Celedi se geograficky vyskytuji od mirnych oblasti az po polarni. Odhaduje se,
ze zahrnuje az 100 rodu a okolo 2000 druht (Litz 2004). Mimo slivon (Prunus), sem patii také
rody jablon (Mallus), hrusen (Pirus), kdoulont (Cydonia), jefab (Sorbus), malinik (Rubus),
mispule (Mespilus) a rtize (Rosa) (Blazek et al. 2001).

3.5.2 Rod slivon (Prunus)

Tento rod je povazovan za nejvyznamné&jsi rod v oblasti ovocnaistvi. Radi se do n&j 77
druhd, z toho 10 druhti je péstovano pro ziskavani ovoce. Rod slivon se dale klasifikuje do 5
podrodi a 8 sekci. Druh slivon $vestka patii do poddruhu Prunophora a sekce Euprunus, kam
patii také slivon myrobalan (Prunus cerasifera) a ze zahranici napiiklad druhy Prunus institia,
Prunus salicina a Prunus simmoni (Blazek et al. 2001). Slivon Svestka (Prunus domestica) je
spolecné s japonskou $vestkou (Prunus salcina) obchodné nejvyznamnéjsim druhem Svestek.
Jejich vyzivové tdaje jsou si velmi podobné (Igwe & Charlton 2016).
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3.5.3 Popis slivoné Svestky

Stromy byvaji vys§iho vzpfimeného vzrustu, nejvice dorustaji do vysky 10-12 m.
Jednoduché ozubené listy jsou pomérné velké (3-8 cm), vej¢itého az eliptického tvaru a na
povrchu jemné nebo hrubé (Roussos et al. 2015). Zatimco na spodni strané jsou listy lysé a
matné zelené, na vrchni strané jsou husté pokryty chloupky nebo téméf lysé Slivon Svestka
kvete velkymi bilymi kvéty o péti okvétnich listkach. Kvéty 1ze vétSinou zahlédnout ve shlucich
po dvou az tfech, Casto i s listy (Press & Emberson 2016).

Plody jsou 2-8 cm dlouhé jednosemenné peckovice s duznatym oplodim. Vyznacuji se
velkou variabilitou. Mohou byt tvaru subglobdzniho ¢i ovalného a ojinéna slupka se pohybuje
Vv odstinech od zelené, pies Zlutou a ¢ervenou, az po fialovou barvu. Duzina je zelena az zluta
(Roussos et al. 2015). Uvnitt plodu se nachazi pecka, jejiz tvar a povrch se 1isi podle odriady
(Blazek et al. 2001). Chut'ové mohou byt $vestky sladké az mirn¢ kyselé a textura neni pro
vSechny jednotna (Roussos et al. 2015).

Pomologicky se kulturni odridy slivoné Svestky rozdéluji podle vlastnosti plodu,
vzrustnosti, habitu stromu a znakl, na Svestky pravé, polosvestky, slivy, renklody a mirabelky
(Kutina et al. 1991). Pravé Svestky maji podlouhle ovalné plody se S$picatymi konci. Barva
plodl byva modréa nebo fialova, az cervené nebo tmavé modrd, se svétle modrym ojinénim.
Slivy maji kulovity tvar plodd s ¢ervenomodrou az tmavémodrou slupkou a Sedomodrym
ojinénim. Pro renkldédy jsou typické kulaté ojinéné plody Vv odstinech zelenozluté az
¢ervenomodré nebo Cervenohnédé barvy. Mirabelky jsou znamé mensimi plody, velikostné
podobnymi tiesnim. Jejich slupka je v plné zralosti zlatozluta (Oberbeil & Lenzova 2001).

3.5.4 Slozeni Svestek

Cerstvé plody obsahuji 0,7 g bilkovin, 0,28 g tuktl, 11,42 g sacharidi 9,92 g cukriia 1,4 g
vlakniny na 100 g (USDA 2020). Oproti tomu Stacewicz-Sapuntzakis et al. (2001) uvadi
primérny obsah sacharidu v ¢erstvych Svestkach 19 g/100g. Z toho glukéza tvofila praimérné
31 %, fruktoza 18 %, sachardza 23 % a sorbitol 28 %. Obsah sacharidi mulize zaviset na stupni
zralosti plodu.

Obsah mineralnich latek v plodech ¢aste¢né zalezi na pud¢, ve které jsou ovocné stromy
péstovany (Stacewicz-Sapuntzakis et al. 2001) a jejich koncentrace se zvysuje s dozravanim
plodua (Arion et al. 2014). Makroelementy jsou ve 100 g cerstvych $vestek zastoupeny
vapnikem (6 mg), hoi¢ikem (7 mg), fosforem (16 mg) a draslikem (157 mg). Dale byly také
naméfeny nékteré mikronutrienty jako zelezo (0,17 mg), zinek (0,1 mg) a méd’ (0,057 mg)
USDA (2020).

Ruazné studie ukazaly, ze peckové plody jsou obzvlast’ bohaté na dilezité fytochemikalie,
které piedstavuji mimofadny p¥inos pro jejich aroma a chut’ (Lara et al. 2020). Svestky jsou
povazovany za 0voce s vysokym mnozstvim bioaktivnich latek, jako jsou vitaminy (A, C a E),
karotenoidy, antokyany a dalsi rostlinné fenoly, které pfispivaji k antioxidacni schopnosti.
(Stacewicz-Sapuntzakis et al. 2001). Svestky jsou zndmé pro rtizné fenolické sloudeniny
obsahujici kyselinu hydroxyskoticovou, flavonoly a antokyany. Fenoly obsazené ve $vestkach
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jsou z vétSiny zastoupeny kofeoylchinovymi kyselinami, ptesnéji neochlorogenovou (73 %) a
chlorogenovou (13 %). Mén¢ zastoupené jsou potom antokyany (7 %), flavan-3-ol katechin
(5 %) a flavonol rutin (2 %) (Hall & Tokusoglu 2011). Kvalitativni a kvantitativni obsah
biologicky aktivnich sloucenin v plodech Svestek se miize znacné liSit v zavislosti na
kultivarech (Liaudanskas et al. 2020). Antokyany se nachazeji v Cerstvych Svestkach z velké
Casti hlavné jako derivaty rutinosidu, jako je kyanid-3-rutinosid, kyanidin-3-glukosid a
peonidin 3-rutinosid (Lara et al. 2020). Z karotenoidd obsahuji $vestky neoxanthin, lutein a
violaxanthin (Biehler et al. 2012).

Liaudanskas et al. 2020 se zaméfili na variabilitu slozeni fenolickych sloucenin
ve §vestkach vypéstovanych v Litvé. Béhem analyzy byly detekovany glykosidy skupiny
flavonola jako aviklinin, isorhamnetin-3-rutinosid, isoquercitrin, hyperosid, rutin a aglykon
kvercetin Celkové mnozstvi fenolti se pohybovalo v rozmezi 160.41 az 714.99 pg/g (suché
hmotnosti), kdy nejnizsi hodnota byla naméfena u kultivaru Violeta a nejvyssi u kultivaru
Herman.

3.5.5 Vyznam Svestek ve vyzivé ¢lovéka

Plody jsou po sklizni ur¢ené bud’ k piimé spottebé anebo se dale zpracovavaji. Mezi
produkty ze Svestek patii naptiklad palenky, dZemy a suSené ovoce (Janakiev et al. 2020).

Terapeutickd a profylaktickd hodnota Svestek je zndma jiz od starovéku. Maji
mineralizujici, odkyselujici, projimavé a mocopudné uéinky (Butac 2020). Svestky jsou
dobrym zdrojem piirodnich antioxidantii a jejich antioxida¢ni uéinky jsou vys$si nez tieba
U pomeranct, jahod ¢i jablek. OvSem antioxida¢ni schopnost ovoce a zeleniny je ovlivnéna
riznymi faktory, naptiklad Kkultivarem, dobou zrani, podminkami a dobou skladovani.
Podzimni odridy vykazovaly vyssi antioxida¢ni schopnost, nez tomu bylo u letnich (Arion et
al. 2014).

Svestkové plody podporuji latkovou preménu sacharidi v téle. U¢inné posiluji srdeéni
¢innost a funkci imunitniho systému. MiiZou ucinit organismus odolnéjsi vii¢i stresu, nebot’
napomahaji pfi nervovém vypéti a problémech se soustfedénim (Oberbeil & Lenzova 2001).

3.5.6 Trzni odridy

Dilezitymi S$lechtitelskymi cili jsou kombinace vysokého vynosu a kvality plodu,
samosprasnost, prizptsobeni se klimatu, prodlouzeni doby zrani a rezistence proti §vestkovym
chorobam, jako je napiiklad Sarka. Nékteré z novéjsich odriid uz jsou tolerantni k této chorobé.
Prvni takovou odolnou odradou je ,Jojo“. Vedouci pozici ve $lechténi Svestek Prunus
domestica nalezi Némecku (Hartmann & Neumiiller 2008) diky dvéma Slechtitelskym
programim na univerzitach v Hohenheimu a Geisenheimu (Blazek & Pistekova 2009). Také
v mnoha ostatnich evropskych zemi je vyvijeno velké mnozstvi Slechtitelskych programd.
V Ceské republice vede $lechtitelskou a vyzkumnou ¢innost Vyzkumny a $lechtitelsky ustav
pomologie, jenz se nachazi v Holovousech. Mezi ceské odrudy patii napiiklad ,,Amatka®,
,Dwarf, , Kamir®, ,,Téchobuzicka a dalsi (Butac 2020).
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Variabilitu odrid 1ze pozorovat také na vzhledu plodu, jako je barva slupky ¢i duziny,
tvar a velkost plodu, pecky ¢i jadra (viz Obrazek 3 a 4).

3.5.6.1 Cacanska lepotica

Odriida Cacanska lepotica pochazi z byvalé Jugoslavie, kde byla roku 1961 vyslechténa
ve Vyzkumném tstavu ovocnaiské v Cadaku. Vznikla kfizenim odrid Wangenheimova a
Pozegaca. Pomologicky se zafazuje mezi polo$vestky (Kutina et al. 2001). Plody jsou velké,
tmaveé modré barvy a silné ojinéné. Doba zrani nastava v poloviné srpna, ale obdobi skliziiové
zralosti je pomé&mé kratké a pokud dojde k piezrani, snizuje se kvalita plodi. Proto je Ca¢anska
lepotica odrtidou hlavné pro piimou spotiebu (Blazek et al. 2001). Je pouzivana jako rodié¢
v riznych $lechtitelskych programech (Butac 2020).

3.5.6.2 Jojo

Odrtda ,,Jojo* se pomologicky zatfazuje mezi polosvestky. Pochdzi z Némecka, kde byla
roku 1996 (Hartmann & Neumiiller 2008) vyslechténa kiizenim odrtd ,,Ortenauer a ,,Stanley*
(Butac 2020). Dozrava koncem srpna. Plody jsou velké, fialovomodré barvy a ojinéné. Vuci
virové chorobé Sarce je tato odrida odolna (Jan 2020).

3.5.6.3 Elena

»Elena®“ je téz odridou z Némecka. Byla registrovana roku 2005. Vznikla zkiiZzenim
odrud ,,Vlaska“ a ,,Stanley* (Vyslouzil 2015). Z hlediska pomologie se jedna o polosvestku,
ktera dozrava pozdéji. Plody ma stfedni velikosti, fialovomodré s ojinénim (Jan 2020).

3.5.6.4 Presenta

Odruda, ktera vznikla roku 1981 v Némecku (Hartmann & Neumiiller 2008)
kiizenim odrad ,,Ortenauer a ,President (Butac 2020). Plody jsou stfedné velké,
fialovomodré a ojinéné. Dozrava v druhé poloving zati (Jan 2020).

3.5.6.5 Valjevka

Tato odrida vznikla roku 1965 v byvalé Jugoslavii (Hartmann & Neumiiller 2008). Jde
0 kiizence odrud ,,d'Agen 707¢ a ,Stanley“ (Butac 2020). Pomologicky se fadi mezi
polosvestku, ktera ma tmaveé modré velké plody. Proti Sarce je odolné (Jan 2020).
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3.5.6.6 Tophit

., Tophit* je odradou, jenz vznikla v roce 1988 v Némecku z odriid ,,Cacanska lepotica“ a
»President” (Vyslouzil 2015). Pomologie ji zatazuje mezi polosvestky. Tato odrida je pozdni
a plodi velké plody (Hartmann & Neumiiller 2008).

3.5.6.7 Topper

Jedna se o odriidu puvodem z Némecka, ktera vznikla roku 1985 jako hybrid odrid
,,Cacanska najbolja“ a ,,Auerbacher“. I, Topper* je podle pomologie pologvestka (Hartmann &

Neumiiller 2008). Zraje na zacatku az do poloviny zafi. Plody jsou stfedni velikosti a tmavé
modré barvy (Vyslouzil 2015).

3.5.6.8 Haganta

Odrtda, jenz vznikla v Némecku po zkfizeni odrid ,,Cacdanska najbolja* a ,,Valor*
(Vyslouzil 2015). Z hlediska pomologie je ,,Haganta* polosvestkou. Sklizen probiha v poloviné
zafi. (Hartmann & Neumiiller 2008) a plody jsou velké, fialovomodré s ojinénim (Vyslouzil
2015).

3.5.6.9 Toptaste

Tato odruda je pivodem z Némecka, vznikla roku 1994 po zktizeni odrid ,,Domaci
velkoploda® a ,,Valor”. Jde o pozdni odridu s pomémé velkymi plody (Vyslouzil 2015).
Pomologicky se fadi mezi polosvestky (Butac 2020).

3.5.6.10 Topend

., Topend* je odrtidou, ktera vznikla roku 1994 v Némecku z odriid ,,Ca¢anska najbolja‘“
a ,,Valor® (Butac 2020). Ma velké plody fialovomodré barvy (Vyslouzil 2015).

3.5.6.11 Promis

Tato odrida byla zaregistrovana Polsku (Butac 2020).
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4 Metodika

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni amygdalinu v semenech rtznych odrad
slivoné $vestky a vyhodnotit, zda se mnozstvi amygdalinu v odridach 1isi. Obsah amygdalinu
byl stanoven vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekci diodovym polem
(HPLC/DAD) a kapalinovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (LC/MS).

4.1 Rostlinny material

V diplomové praci byly analyzovany plody tfinacti odrid slivoné Svestky. Jednalo se
0 odrudy ,,Cacanska lepotica®, ,,Elena®, ,,Haganta®, ,Jojo*, , Nectavit“, , Presenta®, ,,Promis®,
,Tolar*, , Topend®, ,,Tophit“, ,,Topper®, ,, Toptaste* a ,,Valjevka“. Plody odrady ,,Cacanska
lepotica®™ pochazely ze soukromé zahrady v Pofi¢i nad Sédzavou. Plody ostatnich odrid byly
sklizeny v Demonstra¢ni a vyzkumné stanici v Praze Troji Fakulty agrobiologie, potravinovych
a piirodnich zdrojd, pattici pod Ceskou zemédé&lskou univerzitu v Praze.

Plody $vestek byly sklizeny v obdobi od srpna do zati roku 2020. Sklizen probihala
postupné, jak jednotlivé odridy dosahovaly faze zralosti (viz Tabulka 1). Bezprostiedné po
sklizni byly Svestky ru¢né vypeckovany a ziskané pecky byly nasledné rozprostieny na cisté
tacy a piirozené suseny pii pokojové teploté (18-24 °C). Béhem suseni byly dvakrat pecky
rukou promichavany, aby doslo k rovnomérnému usuSeni. Suseni trvalo mésic. Po ususeni byly
pecky za pomoci louskaCku na ofechy rozlousknuty, odstranén endokarp (skofapka), aby
nebylo poskozeno jadro uvniti. Ziskana jadra byla ulozena do uzaviratelnych, vzduchotésnych
sacki a skladovana pti pokojové teploté v temnu.

Tabulka 2 - Prehled datumii sklizni odrid

Odrida Datum sklizné
Cacanska lepotica 14.8.2020
Elena 7.9.2020
Haganta 26.8.2020
Jojo 26.8.2020
Nectavit 7.9.2020
Presenta 22.9.2020
Promis 7.9.2020
Tolar 7.9.2020
Topend 7.9.2020
Tophit 7.9.2020
Topper 2.9.2020
Toptaste 1.9.2020
Valjevka 1.9.2020
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4.2 Pristroje

Pro upravu vzorki pted samotnou analyzou byly pouzity tyto pfistroje:

o mlynek IKA A 11 basic Analytical mill (Janke & Kunkel Co., Staufen,
Neémecko)
e vodni lazenl (GFL, Némecko)
e Soxhletiv extraktor
« rota¢ni vakuova odparka BUCHI Rotavapor, (BUCHI Laboraltechnik AG,
Svycarsko)
e Vortex
o centrifuga 5810R, (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
e pfistroj na ptipravu redestilované vody GFL 2104 (GFL, Némecko)
e pfistroj na ptipravu deionizované vody (Millipore, Francie)
e kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)
e hmotnostni  spektrometr 3200 QTRAP  strojitym  kvadrupdlem a
elektrosprejovou ionizaci (ESI) (Sciex, Framingham, MA, USA)
e chromatograficky systém HPLC, Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)
vysokotlaka kvartérni pumpa Ultimate 3000
autosampler Ultimate 3000
detektor diodového pole (DAD) Ultimate 3000
termostat kolon Ultimate 3000

4.3 Pomicky

V praktické ¢asti této diplomové prace byly pro piipravu vzorku k analyze pouzity
nasledujici pomucky:

e  bézné laboratorni sklo (varné baiky, kadinky atd.)

o analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

e véhy s pfesnosti na 3 a 4 desetinnd mista (Kern&Sohn GmbH, Némecko)
e laboratorni 1zicka

e zkumavka Eppendorf 15 ml

« pipety (Socorex Acura, Svycarsko)

e 1injekeni jehla

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

e membranovy mikrofiltr (PVDF, 0,22 pm)

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

o filtra¢ni papir (VWR, Némecko)

« membranovy filtr Nylon (13 mm, 0,2 um), (Agilent Technologies, Cina)
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4.4 Chemikalie

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

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

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

e Deionizovana voda (Millipore, Francie)

e Redestilovana voda (GFL, Némecko)

e N>

o Standard: Amygdalin — ¢istota > 97%, BioXtra (Sigma Aldrich)

4.5 Priprava vzorki

Susena jadra $vestek byla pfed extrakci homogenizovana rozemletim v mlynku na hrubsi
prasek. Do 500 ml varné banky byl navazen 1 g vzorku, ktery se zalil 50 ml ethanolu a byl
pfidan varny kaminek. Vzorek byl poté extrahovan ve vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em po
dobu 100 minut pii teplot¢ bodu varu ethanolu (78,6 °C). Extrakce vSech vzorka byly
provadény v triplikatu.

Po vychladnuti byly vzorky filtrovany pies Whatmanuv filtr ¢.1 do kadinky. VVzorek byl
nasledné odpafovan na rota¢ni vakuové odparce (45 °C, 7 mbar) pro odpareni ethanolu do
sucha. Po tomto procesu bylo k suchému vzorku ptidano 10 ml diethyletheru a smés byla pti
pokojové teploté promichana za pomoci vifivé michacky 1 minutu, aby mohlo dojit k vysrazeni
amygdalinu. Zbytek diethyletheru byl odpaten za pomoci dusiku. Srazenina amygdalinu byla
rozpusténa v 5 ml deionizované vody. Alikvotni ¢ast (4,5 ml) byla pifevedena do 15 ml
zkumavky Eppendorf a ta vloZena do velké odsttedivky pro tyto zkumavky. Odstfed’ovani bylo
nastaveno na 15 minut, pfi pokojové teploté a odstfedivé sile 16 000 X g. Vznikly supernatant
v mnozstvi 1 ml byl odebran injekéni jehlou a potom prefiltrovan pfes membrnovy mikrofiltr
(PVDF, 0,22 um) do vialky. Takto ptipravené vzorky byly ulozeny v temnu pfi teploté 5 °C do
té doby, nez byla provedena analyzy amygdalinu.

4.6 Stanoveni amygdalinu metodou HPLC

4.6.1 Podminky analyzy

e Slozeni MF methanol:deioniz. H20 (25:75)
e Rychlost priutoku MF 0,8 ml/min

e Eluce isokraticka

e Teplota chrom. kolony 40 °C

e Nastiik 10 pl

e Délka analyzy 15 min

e Detekce DAD, A =215 nm
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4.6.2 Kolona

e Nova-Pak® C18 4 um (120 A, 3,9 x 150 mm), (Waters. Irsko)

4.6.3 Kalibrace

Pro kvantifikace amygdalinu byla vytvotrena pétibodova kalibra¢ni kiivka v rozpéti 1—
100 pg/ml (1, 5, 10, 50, 100), jenzZ je zndzornéna na obrazku ¢. 5.
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Obrazek 5 - Kalibracni kiivka amygdalinu

4.7 Stanoveni amygdalinu metodou LC/MS

4.7.1 Podminky detekce

e lonizace ESI + - pozitivni ioniza¢ni moéd

e Skenovaci rezim Full scan — 100-2000 Da

e Piimd infuze 10 pl/min roztoku vzorku o koncentraci 100 pg/ml
(optimalizace MRM ptechodit)

e Objem nastiiku 5ul

e lon Spray Voltage IS =5500 V

e Curtain gas CUR =35 psi

e Collision gas CAD = medium

e Temperature TEM =450 °C

e lonsourcegasl GS1 =30 psi

e |on source gas 2 GS2 =30 psi
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Kolona

Phenomenex Kinetex® 2.6 um Phenyl-Hexyl 100 A LC Column 50 x 3.0 mm, Ea

Chromatograficka kolona a podminky

Teplota kolony

Pritok kolonou

Doba analyzy

Objem nastiiku

Slaby promyvaci roztok
Silny promyvaci roztok
Mobilni faze A

Mobilni faze B

Priatok mobilni faze
Gradient mobilni faze

40 °C

350 pl/min

7 min

Sul

Deionizovana voda/ methanol (90/10)
Methanol

0,1% kyselina mravenc¢i v deionizované vodé
0,1% kyselina mravenci v methanolu

0,35 ml/min

0 min (10 % B) — 2 min (100 % B) — 3 min
(100 % B) — 4,1 min (10 % B) — 6 min (10 % B)

34



5 Vysledky

Ve vzorcich jader $vestkovych odrad ,,Cacanska lepotica®, ,,Elena®, ,,Haganta®, ,,JJojo*,
»Nectavit®, , Presenta”, ,Promis“, , Tolar*, ,, Topend“, ,,Tophit®, , Topper®, , Toptaste* a
»Valjevka“ byl stanoven obsah amygdalinu. Od kazdé odridy byly vytvoteny tii vzorky za
ucelem piesngjsich vysledki a pro pripadné zjisténi chyby v méteni. Namétené vysledky jsou
vyjadieny v jednotkdch mg/g DW (suché hmotnosti).

Vysledky jsou znazornény a statisticky zpracovany v tabulkach a grafech vytvofenych
v programu Microsoft Excel a StatSoft Statistica.

5.1 Vyhodnoceni amygdalinu HPLC/DAD

Jak jiz bylo zminéno, od kazdé odridy byly méteny tii vzorky. Naméfené hodnoty
amygdalinu tfi vzorkl stejné odridy byly vzdy zprimérovany. Primérné koncentrace
V jadrech jednotlivych odrid jsou zaznamenany v tabulce ¢. 3. Obsah amygdalinu
ve Svestkovych jadrech byl naméfen v rozmezi od 0,33 mg/g suSiny do 2,2 mg/g suSiny.
Nejvyssi obsah byl zjistén Vv jadrech odrudy ,,Valjevka® (2,2 mg/g), nasledovala ,,Elena‘
(2,1 mg/g), ,,Topper (1,89 mg/g), ,,Cacanska lepotica® (1,79 mg/g), ,,Tolar* (1,65 mg/g),
»Promis* (1,58 mg/g), ,,Topend“ (1,5 mg/g), ,,Presenta (1,4 mg/g), ,,Nectavit™ (1,3 mg/g),

cvwr

zjisténa v odrad¢ ,,Haganta™ (0,33 mg/g). Grafické znazornéni koncentraci je na obrazku ¢.6.

Tabulka 3 - Priimérné koncentrace a smérodatné odchylky amygdaliny u metody HPLC/DAD

Odruda mg/g Sl;ldegﬁ;t:a
yaljevka 2,20 0,31
Cacanska
lepotica 1,79 0,34
Jojo 1,00 0,15
Nectavit 1,30 0,06
Promis 1,58 0,09
Tolar 1,65 0,07
Topper 1,89 0,25
Elena 2,10 0,51
Tophit 1,08 0,09
Toptaste 0,73 0,08
Presenta 1,40 0,14
Haganta 0,33 0,22
Topend 1,50 0,19
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Obrazek 6- Grafické znazornéni priimérné koncentrace amygdalinu v zavislosti na odriidé (HPLC)

Dle tabulky ¢. 4 byla celkova pramérna koncentrace amygdalinu ve Svestkovych jadrech
1,43 mg/g. Smérodatna odchylka byla + 0,539. Primérna kvadratickd odchylka mezi
koncentracemi a jejich aritmetickym primérem byla 0,29. Varia¢ni koeficient byl 37,8 %.

Tabulka 4 - Popisné statistiky amygdalinu vsech odriid (metoda HPLC)

Popisné statistiky (Statistika do DP)
Proménna N platnych Primé&r | Median | Minimum | Maximum | Rozptyl | Smodch. [ Var kosf
Primér. koncentrace amygdalinu 131 1427294 1,603920 0,326149 2204567 0,291006 0,539450  37,79530

Z analyzy rozptylu (viz Tabulka ¢. 5) je zfejmé, Ze je mezi skupinami statisticky
vyznamny rozdil a koncentrace amygdalinu zavisi na odrtidé€. Pro podrobné&jsi vyhodnoceni byl
proveden Scheffeho test (viz Tabulka ¢. 6). Na zakladé tohoto testu byly stanoveny statisticky
vyznamné rozdily mezi odridami ,,Valjevka* a ,,Toptaste*, ,,Valjevka* a ,,Haganta®, ,,Tolar* a
»Haganta®, , Topper* a ,, Toptaste®, ,,Topper a ,,Haganta* a ,,Elena“ a ,,Haganta*.

Tabulka 5 - Analyza rozptylu pro HPLC/DAD metodu

Analyza rozptylu (Statistika do DP (1))
Oznat. efekty jsou wyzn. na hlad. p < ,05000

5C sV PC 5C sV PC F p
Proménna efekt efekt efekt chyba chyba chyba
Koncentrace 8.1724371 12| 0,661036) 2051572 26/ 0078918 6.629655| 0,000003
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Tabulka 6 - Scheffeho test pro HPLC/DAD metodu

Scheffeho test; promén -Koncentrace (Statistika do DP (1))
Oznat. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 05000
{1 2 ‘ 3} ‘ 4 ‘ {8} & ‘ N ‘ 8 ‘ 9 {10} {11} 12 {13}

Odriida M=1,9871 | M=1,5797 | M=289597 M=1.2982 @ M=15771 | M=16532 | M=2.0506 | M=1.7821 | M=10848 | M=73222 @ WM=13985 | M=46184 | M=13732
Valjevka {1} [ 0990585  0.085457 0691025  0.990062 0998464  1.000000 0999980 0282126 0024827  0.861921  0.002601  0.824883
Catanska lepatica {2} 0,990585 0701103 0999719  1,000000 1000000 0969515 0999992 0955843 0374254  0,999998  0.070580  0,999990
Jojo {3} 0085457 0,701103 0991562  0,706121 0551692 0,053857 0307649 0999996 0999999  0.950657  0,983972  0,966226
Nectavit {4} 0691025  0,999719)  0.991562 0988744 0997269 0561894 0962564 0999985  0.890844  1.000000  0.394587  1.000000
Promis {5} 0980062  1.0000000 0706121  0.999744 1.0000000 0968218 0999990 0957486  0.378954 0998898  0.071913  0.988991
Tolar {6} 0998464 10000000 0551692 0997259  1,000000 0992422 1000000 0887983 0254306  0,999900  0.040770  0,999733
Topper {7} 1,000000 0969515  0,053857 0561894  0,968218  0,992422 0999827 0195615 0,014882  0,760611  0.001503  0,713494
Elena {8} 0999980  0.999992 0307649  0.962564 0999990  1.000000 0999827 0674318 01137386 0994442  0.014647  0,980293
Tophit {8} 02862126 0955843 0999896  0.999985 0957496  0.887983 0195615  0.674318 0997426 0.999162 0610412  0,999639
Toptaste {10} 0024827~ 0,374254) 0999999 0890844 0378954 0254306 0014882  0,113738 0997426 0734407 0999814  0,780098
Presenta {11} 0861921 0999996  0,950657  1,000000  0,999998  0,999900  0,760611  0,994442  0,999162  0,734407 02324865  1,000000
Haganta {12} 0.002601  0.070580 0983872 0394587 0071913  0.040770 0001503  0.014647 0810412  0.999814  0.232485 0,268349
Topend {13} 0824883 0999990 0966226  1,000000 0999991 0999733 0713494  0,990293  0,999639 0780098  1,000000  0,268349

5.2 Vyhodnoceni amygdalinu LC/MS

Stejné jako u HPLC/DAD metody i u metody LC/MS byly od kazdé odridy méteny tii
vzorky. Naméfené hodnoty amygdalinu trojice vzorku stejné odrudy byly zprimérovany.
Primérné koncentrace amygdalinu namétené touto metodou jsou zaznamenany v tabulce €. 7.
Z této tabulky a grafu na obrazku ¢. 7 lze vidét, ze se mnozstvi amygdalinu lisi v zavislosti na
odrde svestek. Nejvyssi primérnd koncentrace amygdalinu v jadrech Svestky byla namétena
u odridy ,,Cadanska lepotica® (2,46 mg/g), dale nasledovala ,,Valjevka® (2,33 mg/g), ,, Topper*
(2,31 mg/g), ,,Elena*“ (2,2 mg/g), ,,Promis* (2,07 mg/g), ,,Tophit* (2 mg/g), ,,Presenta* (1,86
mg/q), ,,Topend* (1,8 mg/g), ,,Nectavit* (1,78 mg/g), ,,Tolar* (1,71 mg/g), ,,Jojo* (1,61 mg/g),

,Haganta“ (1,4 mg/g) a s nejniz8i koncentraci ,, Toptaste™ (1,29 mg/g). Koncentrace amygdalinu
naméfené metodou LC/DS se pohybovaly v rozmezi od 1,29 mg/g susiny po 2,46 mg/g susiny.

Tabulka 7 - Priimérné koncentrace a smérodatné odchylky amygdaliny u metody LC/MS

. Smérodatna
Odrida | - mg/g odchylka
Valjevka 2,33 0,42

Cacanska

lepotica 2,46 0,21
Jojo 161 0,17
Nectavit 1,78 0,10
Promis 2,07 0,03
Tolar 1,71 0,08
Topper 2,31 0,12
Elena 2,20 0,06
Tophit 2,00 0,10
Toptaste 1,29 0,12
Presenta 1,86 0,04
Haganta 1,40 0,26
Topend 1,80 0,12
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Obrazek T - Grafické zndzornéni priimérné koncentrace amygdalinu v zavislosti na odride (LCIMS)

Dle tabulky ¢. 8 byla celkova priimérna koncentrace amygdalinu ve Svestkovych jadrech
1,91 mg/g. Smérodatnd odchylka byla + 0,361. Primérna kvadratickd odchylka mezi
koncentracemi a jejich aritmetickym praimérem byla 0,13. Varia¢ni koeficient byl 18,9 %.

Tabulka 8- Popisné statistiky amygdalinu vsech odriid (metoda LCIMS)

Popisné statistiky (Statistika do DP (1))

Proménna N platnych

Primér | Median | Minimum | Maximum | Rozptyl | Sm.odch. | Varkoef

| Pramérna koncentrace 131

1,909605

1,863266

1,2687944

2464972

0.130539

0,361301

18,92022

Z analyzy rozptylu v tabulce €. 9 je zfejmé, Ze je mezi skupinami statisticky vyznamny
rozdil a koncentrace amygdalinu zavisi na odrid¢. Pro podrobnéjsi vyhodnoceni byl proveden
Scheffeho test (viz Tabulka ¢. 10). Na zéklad¢ tohoto testu byly stanoveny statisticky vyznamné
rozdily mezi odriidami ,,Valjevka® a ,,Toptaste®, ,,Valjevka“ a ,,Haganta®, ,,Jojo* a ,,Toptaste®,
,»lopper® a , Toptaste®, ,,Topper* a ,,Haganta“, , Elena“ a ,,Toptaste* a ,,Elena* a ,,Haganta*

Tabulka 9 - Analyza rozptylu pro LC/MS metodu

Analyza rozptylu (Statistika DP)
Oznat. efekty jsou wyzn. na hlad. p < ,05000

SC SV PC SC SV PC F p
Proménna efekt efekt efekt chyba chyba chyba
Pramérna koncentrace 50757811 12| 0.422982) 1.167419 260 0.044901 9420373 0.0000071
Tabulka 10 - Sheffeho test pro LC/MS metodu
Scheffeho test; promén.-Priméma koncentrace (Statistika DP)
Oznat. rozdily jsou vyznamné na hlad. p < 05000
n {2 &) “ {5} {6 T {8} &} {10} (11} {12} {13}
Odrida M=2,3310 | M=2.3231  M=1.4966 | M=1.7762 | M=2.0657 | M=1.7150 | M=23122 | M=2.1966 | M=1.9305 | M=1.2879 | M=1.8633 | M=1.2263 | M=1.8034
Valjevka {1} 1.000000  0,076758 0596622  0.997491 0432152 1,000000 0.999998  0,927800  0.008732  0.815100 0004376  0,670123
Cacanska lepotica {2} 1,000000 0,082675  0,618016  0.998109 0452467  1,000000  0.,999999  0,936884  0.009523  0.831371  0,004782)  0.690747
Jojo {3} 0076758  0.082675 0995914 0557213 0,999624 0091559  0.244386 0879428 0999765 0961244 0987008  0.990708
Nectavit {4} 0596622  0.618016  0,995914 0994409  1,000000 0.647522  0.900956  0,999981  0.769070  1.000000  0,609842  1.000000
Promis {5} 0997491 0998109 0557213 0,994409 0,972315)  0,998752  0.999999  0,999998  0,128983  0.999827  0,073136  0,997738
Tolar {6} 0432152 0452467  0,999624  1,000000  0,972315 0481249  0.784584 0999672  0,890678 0999994  0,767957  1.000000
Topper {7} 1,000000  1.000000  0,091589  0.647522  0.998752 0481249 1.000000)  0.948163  0.010740  0.862694  0.005407  0.718792
Elena {8} 0999938  0,999999 0244386 0900956  0.999999 0784584  1.000000 0997419 0036830 0981498 0019297 0936295
Tophit {3} 0927800  0,936884 0879429 0999991 0999998 0999672  0,948163  0,997419 0,366268  1,000000  0,236576  0,999999
Toptaste {10} 0008732 0009523 0999765  0.769070  0,128983 0,890678 0.010740  0.036830  0,366268 0540419 1,000000  0.701754
Presenta {11} 0815100  0.831371 0961244 1000000 0999827 0999994 0852694 0981498  1.000000  0.540419 0,379664  1.000000
Haganta {12} 0004376 0004782 0997008 00609842 0073136 0767957 0005407 0019297 0,236576  1,000000  0,379664 0535433
Topend {13} 0670123 0,690747 0990708  1,000000  0,997738  1,0000000 0718792  0,936295  0,999999  0.701754  1.000000  0,535433
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5.3 Celkové vyhodnoceni

Vysledky obsahu amygdalinu ve §vestkovych jadrech ziskané metodami HPLC/DAD a
LC/MS se lisily. Metoda LC/MS ve vsSech piipadech analyzovala vétsi koncentrace, nez
HPLC/DAD (viz obrazek ¢.8). Nejvétsi rozdil v koncentracich vyslel u odrudy ,,Haganta®, u
které se hodnoty liSily o 1,08 mg/g. Dale nasledovaly odridy ,,Tophit“ (o 0,91 mg/g),
,,Cacanska lepotica® (o 0,67 mg/g), ,,Jojo* (0 0,61 mg/g), ,,Toptaste” (o 0,56 mg/g), ,,Promis*
(0 0,49 mg/g), ,,Nectavit“ (o 0,48 mg/g), ,,Presenta* (o 0,46 mg/g), ,,Topper” (o 0,42 mg/g),
»Topend“ (o 0,3 mg/g), ,,Valjevka“ (o 0,13 mg/g), ,,Elena“ (0 0,1 mg/g). Nejmensi rozdil byl
zjistén u odrudy ,,Tolar, kde se jednalo o 0,06 mg/g (viz tabulka ¢. 11).

Tabulka 11 - Prehled primérnych koncentraci namérenych odlisnymi metodami

koncentrace koncentrace
Odruda HPLC [me/e] LC/MS Rozdil
[mg/gl
Valjevka 2,20 2,33 0,13
Cacanska lepotica 1,79 2,46 0,67
Jojo 1,00 1,61 0,61
Nectavit 1,30 1,78 0,48
Promis 1,58 2,07 0,49
Tolar 1,65 1,71 0,06
Topper 1,89 2,31 0,42
Elena 2,10 2,20 0,10
Tophit 1,08 2,00 0,91
Toptaste 0,73 1,29 0,56
Presenta 1,40 1,86 0,46
Haganta 0,33 1,40 1,08
Topend 1,50 1,80 0,30
3,00
2,50
2,00
%1,50
£1,00
o || ] ] )]
0,00 [
R RN~ B N T S S SO T ST e S
B %i\@i@Q\\ N QQ@* & < &OQQ @\@“&0&‘&0 Q‘{‘}%Q*@%@QQ& Q&OQ@
C‘;@‘l‘&\b Odruda
m cHPLC ¢ LC/MS

Obrazek 8 - Grafické porovnani priimérnych koncentraci amygdalinu namérenych jednotlivymi metodami
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Tabulka 12 - Statistické porovndani metod

t-test pro zawislé vzorky (Statistika do DP (1))
Oznaé. rozdily jsou wyznamné na hlad. p = ,05000

Primér | Sm.odch. M Rozdil Sm.odch. t sV p
Proménna rozdilu
¢ HPLC [ 1427294 0,539450
clC/MS | 1909605 0,361301| 13 -0,482311 0,300577| -5,785A3| 12| 0,000087

Dle tabulky ¢. 12 Ize porovnat odliSnost metod. Primér koncentraci namétenych LC/MS
metodou je vy$$i nez pramér naméfeny metodou HPLC. Na zakladé hodnoty p, ktera je nizsi
nez hladina vyznamnosti (0,05) bylo zjisténo, Ze jsou mezi metodami vyznamné rozdily. Na
grafickém znézornéni v obrazku €. 9 je mozné vidét rozmezi koncentraci, jez je vétsi u metody

HPLC. Metoda LC/MS ma tedy méné rozptylené hodnoty.

Krabicowy graf
¢ HPLC vs. ¢ LGIME

o Medidn
0.2 D 25%-75%
c HPLC c LGS I Min-Mas

Obrazek 9 - Krabicovy graf porovnadvajici obé metody
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6 Diskuse

V Evropé jsou $vestky péstovany pro piimou konzumaci anebo dale zpracovavany.
Nejznamné&j$imi produkty jsou dzemy, dzusy, palenky a suSené plody. V poslednich letech
nartista zajem také o §vestkovy olej, jenz je vyrabén pravé z jader $vestek. Svestkova jadra viak
obsahuji kyanogenni glykosid amygdalin, ktery po rozkladu v organismu putsobi toxicky
(Vladi¢ et al. 2020). Proto je dle Goérna$ et al. (2015) doporucovano pred primyslovym
zpracovanim §vestkovych jader provést stanoveni mnozstvi amygdalinu. Stanoveni ptitomnosti
amygdalinu je vhodné také po zpracovani produktu.

6.1 Obsah amygdalinu v jadrech Svestek

V této diplomové praci byl méfen obsah amygdalinu v jadrech tfinacti odriid Svestek.
Nejdiive byl amygdalin méfen metodou HPLC/DAD a poté metodou LC/MS. Vysledné
koncentrace amygdalinu u jednotlivych métenych odrid se mezi sebou vyznamné lisily. To
bylo zjisténo u obou metod. Druha hypotéza, Ze se obsah amygdalinu v semenech vybranych
odrtd slivoni vyznamné lisi, je timto zjiSténim potvrzena.

Po porovnani vysledkli obou metod byly zjiStény rozdily mezi koncentracemi. Ve vSech
tfinacti analyzovanych odriidach Svestek byly metodou LC/MS naméteny vyssi hodnoty nez
metodou HPLC. Nejvyssi rozdil v koncentraci byl zaznamenan u odrady ,,Haganta®, u které se
hodnoty lisily o 1,08 mg/g. Naopak nejmensi rozdil byl u odrady ,, Tolar“, kde se vysledky
riznily pouze 0 0,06 mg/g. Celkové rozpéti hodnot ma metoda LC/MS mensi oproti HPLC.

Ackoliv byly mezi metodami mensi rozdily, metoda HPLC/DAD pfinesla spolehlivé
vysledky, odpovidajici i mefeni metodou LC/MS. Metoda HPLC se osvédcila pro stanoveni
amygdalinu, coz je ovéteno napiiklad ve studiich Bolarinwa et al. (2014) a Vladic¢ et al. (2020).
Prvni hypotéza, ze je HPLC vhodnou metodou pro stanoveni amygdalinu byla potvrzena.

6.2 Porovnani koncentraci amygdalinu v jadrech Svestek

Bolarinwa et al. (2014) méfili koncentraci amygdalinu v jadrech Svestek zakoupenych
ve Velké Britanii. Tyto $vestky byly dovezeny z Jizni Afriky. Analyza byla provedena pomoci
metody HPLC. Amygdalin byl v téchto $vestkach obsaZzen v koncentraci 2,16 mg/g. Rozmezi
koncentraci amygdalinu zjisténa v této diplomové praci jsou 0,33-2,2 mg/g (HPLC/DAD) a
1,29-2,46 mg/g (LC/MS). Uvadéna hodnota ze studie spada do obou rozmezi. Vladi¢ et al.
(2020) analyzovali metodou HPLC mnozstvi amygdalinu v jadrech Svestek sklizenych
v Srbsku. Vysledna koncentrace byla 0,41 mg/g, coz je hodnota, ktera se nachazi v rozmezi
koncentraci zjisténych metodou HPLC/DAD v této diplomové préaci.

Senica et al. (2017) analyzovali obsah amygdalinu v jadrech deviti odrid Svestek,
sklizenych na Slovinsku, metodou hmotnostni spektrometrie. Mezi vybranymi odriidami byly
tfi stejné odridy (,,Cadanska lepotica®, ,,Jojo“ a ,,Valjevka®), které byly pouzity téZ pro tuto
diplomovou praci. Vyslednou koncentraci amygdalinu pro odrtidu ,,Ca¢anska lepotica autofi
uvadi 2,22 mg/g. Koncentrace namétené v této praci jsou 1,79 mg/g pro HPLC/DAD a
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2,46 mg/g pro LC/MS. Nejvice se priblizuje hladina naméfena metodou LC/MS. Dalsi
zkoumanou byla odrida ,,Jojo* s koncentraci amygdalinu 2,29 mg/g, ktera byla zna¢né vyssi
nez zjisténé koncentrace v této praci (1 mg/g pro HPLC/DAD a 1,61 mg/g pro LC/MS).
Posledni shodnou odrudou je ,,Valjevka®, u niz autofi uvedli obsah amygdalinu 0,17 mg/g.
Oproti obsahiim naméfenych v této diplomové praci se jedna o velmi nizkou hodnotu, nebot’
zde byly zjistény koncentrace 2,20 mg/g (HPLC/DAD) a 2,33 mg/g (LC/MS). Rozdilné
koncentarce mohou byt zptsobeny odlisnou metodou stanoveni ¢i jinymi faktory, jako
naptiklad pivodem vzorkt, hnojenim odrid, a tak podobné.

Po porovnani s dostupnou literaturou Ize potvrdit tfeti hypotézu, Ze se skute¢né obsahy
amygdalinu v semenech $vestek v nékterych ptipadech vyznamné lisi.

42



7 Zavér

Zaméfenim této diplomové prace byl obsah amygdalinu v jadrech Svestek (Prunus
domestica). Cilem praktické ¢asti bylo stanoveni koncentrace tohoto kyanogenniho glykosidu
ve tfinacti odrudach Svestek dvéma metodami. Metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detekci diodovym polem (HPLC/DAD) a kapalinovou chromatografii
S hmotnostnim spektrometrem (LC/MS).

. U vyslednych koncentraci obou metod byla provedena analyza rozptylu a poté
podrobnéjsi Scheffeho test. Na zaklad€ tohoto statistického vyhodnoceni bylo mozné
potvrdit hypotézu, ze se obsah amygdalinu v semenech vybranych odrad slivoni
vyznamng¢ lisi.

o Primérné koncentrace amygdalinu naméfené metodou HPLC/DAD se pohybovaly
v rozmezi 0,33-2,2 mg/g suSiny. Metoda LC/MS naméfila pramérné koncentrace v
rozmezi 1,29-2,46 mg/g susiny. I pfes malé rozdily byly vysledky ziskané z HPLC/DAD
odpovidajici vysledkim z metody LC/MS. Metodu HPLC lze povazovat za vhodnou pro
stanoveni amygdalinu. Tim se potvrzuje prvni hypotéza, Ze vhodnou HPLC metodou Ize
s dostate¢nou spolehlivosti stanovit obsah amygdalinu v semenech Svestek.

o Vysledky byly porovnany s hodnotami uvadénymi v dostupné literatufe. Byla potvrzena
hypotéza, ze se skutecné obsahy amygdalinu v semenech Svestek v nékterych ptipadech
vyznamng li§i v porovnani s literaturou.
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