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Abstrakt:

Cilem diplomové prace bylo srovnani hodnoceni autenticity potravinarfskych vyrobku
s ovocnou slozkou pomoci instrumentalnich a molekularmich metod. Konkrétné byla
prokazovana pfitomnost boravek ve vybranych komeréné dostupnych potravinach. Teoreticka
¢ast je zamérena na charakterizaci, chemické slozeni a botanické zafazeni borGvek (borGvka
evropska, borlivka kanadska), a na prehled instrumentalnich a molekulamé diagnostickych
metod, které pro analyzu téchto plodl Ize pouzit.

Experimentalni ¢ast se zaméfuje na vybér vhodné metody izolace DNA a vhodnych primeru
pro molekularni dikaz boravek v komercnich vyrobcich. Analyza DNA byla provedena pomoci
metody gPCR a HRM analyzy. DNA byla izolovana v dostate¢né kvalité pro PCR a dale byla
prokazana pfitomnost bortiivek u vybranych vyrobk( metodou gPCR. Pomoci HRM analyzy
bylo mozné odlisit borivku evropskou (Vaccinium myrtillus) od boravky kanadské (Vaccinium
corymbosum), jak v kontrolnich vzorcich, tak i ve vybranych komerénich vyrobcich. Déle byly
kapalinovou chromatografii detekovany urcité fenolické kyseliny a nékteré flavonoidy
specifické pro borlvky a spektrofotometricky byl stanoven celkovy obsah polyfenoll
a flavonoidu.

Abstract:

The aim of this work was to compare authenticity analysis in selected food products with fruit
component by using, instrumental and molekular methods. Particularly, the presence of
blueberries in fruit-based foodstuffs was verified. The theoretical part is focused on the
characterization, chemical composition and botanical classification of blueberries (European
blueberry and Canadian blueberry). It also contains an overview of instrumental and molecular
diagnostic methods that can be used for the analysis of these fruits.

The experimental part focuses on the selection of a suitable method of DNA isolation, and
primers for the detection of blueberries in commercial products. DNA analysis was performed
by gPCR and HRM analysis. In the experimental part, DNA was isolated in sufficient quality
for PCR and the presence of blueberries in foodstuffs was verified by gPCR. Using HRM
analysis, we were able to differentiate between bilberry (Vaccinium myrtillus) and blueberry
(Vaccinium corymbosum) in control samples and in some commercial products. Certain
phenolic acids and some flavonoids specific for blueberries were detected by HPLC. The total
content of polyphenols and flavonoids was determined by UV / VIS spectrophotometry.

Klicova slova:

Borlvka kanadska, Borlivka evropska, gPCR, HRM analyza, polyfenoly, fenolické slou¢eniny,
HPLC, UV/VIS spektrometrie
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1 UVOD

V soucasné dobé je velkym trendem starat se o své zdravi a dodrZzovat zdravou Zivotospravu.
Proto se konzumenti snazi do svého jidelniCku zaradit vice vyzivové hodnotnych potravin,
které maji vysoky obsah vitaminu, mineralu, vlakniny a antioxidantt. Vybornym zdrojem téchto
latek je Cerstvé ovoce a zelenina. Proto je kvalita, bezpe€nost a analyza potravin stale
dalezitym spole¢enskym tématem.

V dnesni domé vzrusta pocet civilizacnich chorob, které souvisi s pdsobenim volnych radikalu.
Stoupa také snaha konzumentd ochranovat organismus pfed jejich nadmérnou tvorbou.
K eliminaci volnych radikall pfispiva konzumace exogennich antioxidantl, které se nachazeji
snad ve vSech druzich ovoce v&etné boravek.

Rod Vaccinium sestava asi ze 450 druhd. Do tohoto rodu patfi pfedevsim boravky, brusinky
a klikvy, z nichz vétSina je Siroce rozSifena v subtropickych a mirnych pasech severni
polokoule. Plody téchto druht jsou relativné malé a vyznacuji se masitou duzinou. Maji vysoky
obsah antioxidantl (fenolické latky, flavonoidy, taniny), ovocnych barviv (antokyany
a karotenoidy), vitamina (kyselina askorbova), cukrl (glukéza, fruktéza a galaktdza)
a minerald [1].



2 TEORETICKA CAST

2.1 FalSovani potravin

FalSovani potravin je problém, ktery je znam od doby kdy se potraviny zaCaly vyrabét za
uCelem prodeje. Napfic historii se tedy Ize setkat s nejrdznéjSimi druhy falSovani potravin.
Problémem falSovani potravin a s tim spojenou kontrolou autenticity potravin se zabyva
a kontroluje Statni zemédélska a potravinaiska inspekce. Postupy falSovani potravin se
zasadné neméni a vychazi z upravy legislativy nebo zménou cen vstupnich surovin na trhu.
Hlavnim ddvodem, pro€ vyrobci falSuji potraviny je pfedevsim ekonomicky profit. S pfipadnym
falSovanim tedy Ize nejvice pocitat u drahych potravin a potravin jako jsou lihoviny, vino, kofeni
a nékteré druhy masnych vyrobkd nebo u potravin prodavanych ve velkych objemech, jako
oleje atuky, ovocné Stavy, masné vyrobky. NejCastéji se tedy setkavame napfiklad se
zameénou drazSich druh( ovoce za levnéjSi. Typické mlze byt pouziti jable€ného pyré misto
jahod nebo pouziti jableCné Stavy misto drazSich &tav. Stimto problémem se poji dalSi
falSovani potravin, jako jsou rizné napoje, nektary a ovocné stavy, které se nastavuji vodou,
riznymi cukry, kyselinami a barvivy. Dale se Ize setkat s nepovolenym nebo nedeklarovanym
pfibarvovanim napfiklad u vyrobk( z erveného ovoce. V posledni fadé se muzeme setkat
s klamanim spotiebitele, kdy vyrobce uvadi vys§i obsah dané suroviny ve vyrobku, nez
odpovida skute€nosti, nebo pouziva etikety a oznaceni, které neodpovidaji jejimu sloZeni,
geografickému plvodu, zpusobu vyroby (oznacovani obvyklé produkce za bio) nebo zneuziva
znamou znacku.

Na rozdil od minulych stoleti, kdy nebyly vyjimkou pfipady otravy spotfebitelll v disledku
falSovani potravin, se v dnesni dobé setkavame spiSe s podvadénim spotfebitele, ktery za
stanovenou cenu nedostane produkt odpovidajici kvality. | pfesto se vSak objevilo nékolik
pfipadu, které vedly k vaznym Ujmam na zdravi zakaznikd. Napfiklad velmi ¢asto zmifiovany,
dnes jiz i zfilmovany pfiklad je falSovani lihovin pomoci pfidavku methanolu z roku 2012, ktery
si vyzadal nékolik umrti a fadu konzumentl s dozivotnimi nasledky [2][3].

2.1.1 Moznosti falSovani potravin a jejich detekce

Detekce falSovanych potravin je obecné spjata s faktem, Ze muzeme urcitou analytickou
metodou detekovat charakteristické latky, které pochazi z pouzitych surovin, a jejich mnozstvi
obsazené v analyzovanych potravinach. V potravinach se setkdme nejCastéji se Spatné
deklarovanym mnozstvim dané suroviny nebo pouzitim levnéjsi slozky. To muze byt napfiklad
nedeklarované mnozstvi strojné odstranéného masa, které Ize detekovat na zakladé obsahu
vapniku ve vyrobku, nedeklarované kiehceni masa, které touto vyrobni technologii bude mit
vySSi podil vody, kyseliny citronové a polyfosfatd pro zvySeni vaznosti masa. Nedeklarované
kieh€eni masa vSak Ize poznat jiZ pfi kulinarské upravé. DalSimi pfipady jsou napfiklad fedéni
vina, vydavani zahrani¢niho vina za moravské, nepovolené pouzivani barviv. U medu se pak
muizeme setkat s doslazovanim, pouziti barviv, vydavanim zahrani¢niho medu za &esky.
UdzemO a marmelad se nejCastéji setkdme s nahrazenim drazSiho ovoce levnéjSim,
nejCastéji jsou tyto vyrobky falSovany pfidanim jableéné slozky [2].

U kakaa a Cokolady byly zjistény pfipady pfimichani sacharézy, karobu nebo pomletych
skofapek plodl kakaovniku. DalSim zplUsobem, jak falSovat vyrobky z kakaa a jeho produktu,
je pouziti jiného tuku nez kakaového masla. DalSimi typy falSovani mohou byt zamény odrid
jablek, brambor nebo ryze [2].



Mezi hlavni analytické techniky vyuzivané pro odhalovani falSovani potravin patfi
spektrofotometrické metody, kapalinova a plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie
a v neposledni fadé molekularné diagnostické metody, které v poslednich deseti letech
prodélaly velky pokrok. Naklady na analyzu DNA jsou podobné nakladiim na hojné vyuzivané
chromatografické postupy pro testovani pravosti potravin. Molekuly DNA jsou velmi stabilni,
podléhaji sice ur€itétmu stupni degradace na mens$i fragmenty, nicméné tyto fragmenty jsou
zahrnuji vysoky tlak, teplotu a chemické zpracovani. Metody zaloZzené na analyze DNA hraji
stale vétsi roli pfi kontrole bezpelnosti potravin a detekci falSovani potravin. UmozZauji
detekovat a charakterizovat patogenni mikroorganismy, coz je celosvétovy zdravotni problém,
ktery zpUsobuje miliony pfipadi onemocnéni kazdy rok. Dal$im pouzitim mize byt detekce
rostlinnych slozek v mlé€nych a masnych vyrobcich [4] [5].

2.2 Boruavky

2.2.1 Bortivka evropska (Vaccinium myrtillus)

Jedna se o IéCivou rostlinu z rodu brusnice. Odborné se nazyva brusnice borivka a spada do
fadu viesovcotvaré (Ericales), Celedi viesovcovité (Ericaceae), rodu brusnice (Vaccinium).
Boruvka je husté rozvétveny, nizky kef s opadavymi listy. Listy jsou okrouhlé a stfidavé
usporadané, lysé s kratkymi fapiky. Oproti tomu kvét je stopkaty a objevuje se od dubna do
Cervna v zavislosti na nadmofské vySce a podnebi. Kvéty maji svétle zelenou korunu
a zakrnély kalich. Plodem téchto rostlin jsou boruvky, které maji modrou az tmavéfialovou
barvu, a to jak slupku, tak i duzninu. V bobuli nalezneme mnoho drobnych semen.

Boruvka tvofi kompaktni porost témér ve vSech typech lesd, raseliniStich, viesovistich
a pasekach. Je rozsifena v podstaté po celém mirném podnebném pasu severni polokoule.
Plavodné pochazi ze severni Evropy, ale dnes se vyskytuje také v Severni Americe a Asii.
Preferuje spiSe acidofilni pidy, humdzni a s dostate¢nou vihkosti. Pida nemusi byt bohata na
ziviny pro rlst této rostliny, proto je velmi rozSifena. Boruvkovy kef s plody zobrazuje
Obrazek 1 [6] [7].

'

Obrazek 1 Ker s plody evropské bortvky [8].



2.2.2 Bortivka kanadska (Vaccinium corymbosum)

Jedna se o rostlinu z Celedi viesovcovitych. Pochazi ze Severni Ameriky, v Evropé
zdomacnéla a je hojné péstovana. Kanadska boruvka je opadavy kef, ktery dorista do vysky
az 2,5 m, s eliptickymi listy a stopkatymi kvéty v hroznovitém kvétenstvi. Barva kvétu je bila az
rlizova a kvete od dubna do Cervna. Plody jsou modré az fialové. Vyzaduje slabé kyselou pudu
v rozmezi pH 4,5-5,5. Oblasti pfirozeného vyskytu jsou vihké lesy, louky a raselinisté ve
vychodni ¢asti Severni Ameriky [9].

Od pocatku 20. stoleti byla Slechténa a je znama cela fada odrid. Samosprasné jsou jen
nékteré odrady. Jednotlivé odriidy se od sebe liSi velikosti plodl a mirné i v jejich chuti. Odridy
kanadskych borlivek mizeme orientacné rozlisit podle doby dozravani plodd na odrady rané
(plody dozravaji od konce Cervna do poloviny Cervence) a pozdni (plody dozravaji v poloviné
srpna az do konce zafi). Mezi rané odrlidy patfi napf. Bluetta, Duke, Chanticleer, Darrow nebo
Bluecrop, mezi pozdni pak Elliot, Chandler [10]. Mezi borivkou kanadskou a bortvkou
evropskou nalezneme zna¢né mnozstvi rozdill. Co se ty¢e morfologické stranky, je borGvka
kanadska znacné vétsi kef, ma také vétsi listy i plody nez jeji evropska verze. DalSim rozdilem
je barva duzniny plodl, ktera je u kanadské verze bila a u evropské modra az fialova.
je pfi spravném péstovani jeden kef schopen vyprodukovat az 5 kg ovoce za sezénu. DalSi
vyhodou je velikost plodu a jejich lepSi skladovatelnost. Kef s plody zobrazuje Obrazek 2
(7] [11].

55 TR e :
Obrazek 2 Ker s plody kanadské bortvky [12].
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2.3 Vyuziti v potravinarstvi

Boruvky jsou v potravinafstvi velmi hojné pouzivané ovoce. Jsou konzumovany jak v Cerstve,
tak i v prumyslové zpracované formé. P¥iblizné 45 % roc¢ni urody se proda jako Cerstvé ovoce
a 55 % produkce se priimyslové zpracovava. Kratka skladovatelnost je ¢astym problémem,
ktery omezuje dostupnost a spotifebu. Borlivky maji pomérné rychlou skliziovou sezoénu. Pfi
kontrolovanych atmosférickych podminkach mohou byt skladovany pfiblizné 1 az 2 mésice,
proto je dulezité plody po sklizni co nejrychleji zpracovat. Pfi normalnich podminkach plody
rychle méknou, hofknou a jsou nachylné na plesnivéni.

Boruvky se dlouhodobé uchovavaji ve zmrazeném nebo suSseném stavu, kde se vyuziva
suseni horkym vzduchem nebo lyofilizace. Pro konzervaci se také pouziva baleni v upravené
atmosféfe. UV zafeni a pouziti oxidu sifiitétho se pouziva predevSim k poskliziové
konzervaci, eliminaci poskliziiového posSkozeni a eliminaci mikroorganismi. Mezi nej¢astéji
vyrabéné produkty z borGvek patfi dzemy, ovocné Zelé, dzusy, zavareniny, jogurty a mlécné
vyrobky, sladké pecivo a cukrovinky, nebo se v susené podobé vyuzivaji pfedevsim k pfipravé
¢aju a do sypkych ovocnych smési napf. musli [6] [14] [15].

2.4 Chemické slozeni plodu a listi borGvek

Obecné jsou bobuloviny znamé jako vyznamny zdroj vitamind a dalSich biologicky aktivnich
latek (BAL), a to mineralu, vlakniny, sacharidu, karotenoidu, fytochemikalii a fenolickych latek,
které se vyuzivaji ve farmaceutickém a potravinarském primyslu. Mezi jednotlivymi druhy
borlivek existuji vyznamné rozdily v obsahu BAL, s ¢imz souvisi i antioxida¢ni kapacita.
Z cukri obsahuji bortuvky predevsim fruktézu a glukdzu, z karotenoidd predevSim lutein
a B-karoten. Obsah fenolickych slou€enin je ovlivnén do znaéné miry stupném zralosti pfi
sklizni, péstitelskymi postupy, mistem péstovani a environmentalnimi podminkami [14].

Béhem zrani borlvek dochazi k fenolové konverzi na syntézu antokyanin(i, coz vede
k celkovému snizeni obsahu jinych fenolovych slou¢enin. Rizné metody skladovani maiji také
vliv na obsah BAL. Z téchto praci by se dalo dojit k zavéru, ze suseni horkym vzduchem ma
negativnéjsi ucinek na antokyany nez blansSirovani nebo zmrazeni [16][17]. DalSi prace
pojednava o vyuziti specifického slozeni fenolickych latek pro uréeni jejich geografického
plavodu [3].

2.4.1 Aromatické a tékavé slouceniny

Vuné je jednou z hlavnich charakteristik ovliviiujicich kvalitu ¢erstvého nebo zpracovaného
ovoce. Rovnéz rovnovaha kyselin a cukrd souvisi s chuti ovoce. Tékavé slouceniny
odpovédné za vlni ovoce jsou syntetizovany prostfednictvim metabolickych drah béhem zrani,
sklizné a skladovani, a vyrobni technologii pfi zpracovani ovoce [6]. Podle prace [18] kde byly
zkoumany aromatické latky v norskych borivkach pomoci GC/MS, se v borlivkach hojné
vyskytuje 2-hexanon, (Z)-3-hexenylacetat, nonanal, decanal, 1,8-cineol.

2.4.2 Vitaminy

Je znamo, ze vitaminy jsou dulezitou slozkou ovoce. Jedna se o organické slouceniny, které
svou pritomnosti ovliviiuji nebo umozriuji metabolické procesy v organismech. Vitaminy jsou
nepostradatelnou soucasti stravy a jejich nedostatek vede k vaznym onemocnénim a mize
koncit i smrti organismu. Proto je nezbytné dbat na jejich pravidelny pfisun v dostate¢ném
mnozstvi [18].
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Vitaminy se z pravidla rozdéluji podle rozpustnosti, a to na rozpustné ve vodé (vitaminy
skupiny B, vitamin C a H) a na vitaminy rozpustné v tucich (vitamin A, D, E, K). Obecné jsou
tyto slou€eniny nachylné k degradaci pfi tepelném zpracovani a jejich mnozstvi se tepelnou
Upravou snizuje [16]. Bobuloviny obecné obsahuji velké mnoZstvi vitaminu A, C, E a komplex
vitaminu B. Jsou také povazovany za vyznamny zdroj antioxidantu. Plody borlvek se fadi mezi
plodiny s vysokym obsahem vitaminu C, i kdyz jeho koncentrace se v plodech pohybuje
v Sirokych intervalech 10-100 mg na 100 g Cerstvé vahy. Obsah vitaminQ je opét urCovan
fadou faktor( od druhu odridy, environmentalnich podminek, zralosti, skladovani apod. [14]
[19].

2.4.3 Mineralni latky

VétSina bobulovin je bohata také na biogenni prvky a dalSi elementy, které jsou dulezité pro
lidsky organismus. Hlavnimi prvky, které se v plodech vyskytuji, jsou fosfor, draslik, vapnik,
hof¢ik, Zelezo, mangan a sodik. Tyto hlavni a stopové mineralni prvky se podileji na dulezitych
biochemickych procesech a ovliviiuji nejriznéjsi metabolické reakce v lidském organismu.
Obsah mineralnich latek ve vybranych plodech zobrazuje Tabulka 1 [16].

Tabulka 1 Mnozstvi minerélnich latek v plodech vybranych bobulovin (mg/ 1009 Cerstvé vahy) [16].

Ca Mg Fe P K Na Zn Mn
Boravka | 15-35 | 6-10 | 0,15- | 10-15| 56-80 0,11- 0,06— 1,20-
0,60 0,22 0,12 3,90
Brusinka 3-5 3-7 0,16— 1-4 24-30 4-6 0,02- | 0,1-0,3
0,40 0,04
Ostruzina | 20-30 | 17-20 1-2 25-30 | 100- 2-4 1,2-2,6 | 0,02—
150 0,04
Cerny 35-45 | 15-18 | 1,3-2,5 | 35-40 | 300- | 1,7-2,5| 0,25- 0,35-
rybiz 320 0,31 0,52

2.4.4 Fenolické slouc¢eniny

Fenolické slouceniny, které jsou v rostlinach vSudypfitomné, jsou velmi zajimavé
a v poslednich letech se jim diky jejich bioaktivnim funkcim dostava stale vétsi
pozornosti. Fenolické latky patfi mezi nejzadanéjSi fytochemikalie diky své antioxidaéni
aktivité. Tyto slozky jsou znamé jako sekundarni rostlinné metabolity a maji také
antimikrobialni, antivirové a protizanétlivé vlastnosti s vysokou antioxidaéni kapacitou. Tyto
slou¢eniny maji aromaticky kruh nesouci jednu nebo vice hydroxylovych skupin a jejich
struktura se muze pohybovat od struktury jednoduché fenolové molekuly po strukturu
komplexniho vysokomolekularniho polymeru. Mimo jiné mohou puUsobit jako fytoalexiny,
antifedanty, atraktanty pro opylovace a ochranné latky proti UV zareni. Diky témto bioaktivnim
vlastnostem hraji tyto slou€eniny dulezitou roli v ristu a reprodukci rostlin a poskytuji také
ucinnou ochranu proti patogenim a rostlinnym Skddcim. Fenolické latky maji mnoho
prumyslovych aplikaci. Pouzivaji se jako pfirodni barviva a konzervacni latky v potravinaiském
primyslu nebo na vyrobu barev, papiru a pfi vyrobé& kosmetiky [15] [16] [20].
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Jak jiz bylo zminéno vyS3e, jsou tyto latky produkty sekundarniho metabolismu a vznikaji jen
malym poctem nékolika zakladnich biogenetickych drah (Sikimatova a polyketidova
biosynteticka draha), které vedou k omezenému poctu kliCovych meziproduktd [17]. DalSimi
enzymatickymi transformacemi vznika velmi Siroka a komplexni skupina latek. Ty zahrnuji
latky od jednoduchych fenolickych molekul, az k vysoce polymerizovanym slouceninam
s molekularni hmotnosti vétdi nez 30 kDa, jako jsou tanniny. Zakladnimi zastupci fenolovych
kyselin jsou kyselina benzoova a kyselina skoficova a jejich derivaty. Derivatu téchto kyselin
je veliké mnozstvi, od kyseliny benzoové to jsou napfiklad kyselina gallova, p-
hydroxybenzoova, protokatechova, salicylova, vanillova a syringova kyselina. Od kyseliny
skoficové pak kyselina p-kumarova, kavova, ferulova a chlorogenova. Strukturni vzorce
vybranych fenolovych slou€enin zobrazuje Obrazek 3 [9].

R, Derivaty kyseliny hydroxyskoricove:
Kyselina p-kumarova R, R,=H
HO OH Kyselina kavova R, = OH; R, = H
\\ Kyselina ferulova R, = OCH,; R, =H

R, 0 Kyselina sinapova R,; R, = OCH,

HO fl:' Derivaty kyseliny benzooveé:
Kyselina gallova R,; R, R, =0OH
- Kyselina p-hydroxybenzoova R, R, = H; R, = OH
| - Kyselina protokatechova R, =H; R, R; = OH
Kyselina vanillova R, =H; R, = OH; R, =OCH,
Kyselina syringova R,; R, =0CH_ R, OH

Obrazek 3 Chemické struktury fenolickych kyselin a jejich derivatu upraveno [9].

2.4.4.1 Flavonoidy

Flavonoidy tvofi jednu z nejpocetnéjSich skupin rostlinnych patnactiuhlikatych fenolickych
latek. Patfi sem antokyany, flavanoly, flavanony,flavonoly, flavonony, isoflavony katechiny
a 3,4-flavandioly [21]. Jsou pfitomny téméf ve vSech druzich rostlin a jejich &astech: listech,
kvétech, oddencich, slupkach plodl, semenech a klfe. Diky tomu jsou nedilnou soucasti
vyrobkil rostlinného plavodu. Byvaji u€innou slozkou v pfevazné vétsiné rostlinnych lécivych
preparatl s antialergickym, antibakterialnim, protizanétlivym, virostatickym, protinadorovym
a vazodilataénim ucéinkem. Flavonoidy maiji v rostlinach funkéni roli jako barevné atraktanty
pro ptaky a hmyz a jako bunééné nosné latky. Dale jsou dulezitymi antioxidanty diky svému
vysokému redoxnimu potencialu, ktery jim umozriuje pUsobit jako redukéni €inidla nebo donory
vodiku. Maji také chelatacni potencial [15] [20].
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Struktura se v podstaté sklada ze dvou aromatickych kruht, A a B a heterocyklického kruhu C.
Aromaticky kruh A je odvozen od biochemické polyketidové cesty acetat/malonat. Kruh B je
odvozen od fenylalaninu pfes Sikimatovou drahu. Hlavni tfidy flavonoidd se déli podle
substituentl na kruhu C. Substituce na kruzich A a B vedou ke vzniku rdznorodych slou¢enin
v kazdé tfidé flavonoidl. Tyto substituce mohou zahrnovat alkylaci, glykosylaci, sulfonaci,
acylaci a oxygenaci [6] [20]. Obecnou strukturu flavonoid uvadi Obrazek 4.

OH O

Obrazek 4 Obecna struktura flavonoid(i [22]

¢ Flavanony:

Slouceniny této skupiny jsou obvykle glykosylovany disacharidem, nejastéji rutindzou nebo
neohesperidézou v poloze C7. Struktura flavononu je zobrazena na Obrazku 5. Ve vysokych
koncentracich je nalezneme pouze v citrusovych plodech, jahodach, malinach a Svestkach.
Jsou obsazeny také v nékterych aromatickych rostlinach jako je mata, rozmaryn. Hlavnimi
zastupci jsou naringenin, hesperidin, neohesperidin, hesperetin, eriodictyol a eriocitrin [9] [20].
Derivaty téchto sloucenin se hojné vyuzivaji jako nahradni sladidla, napf.: neohesperidin
dihydrochalkon. V EU byl schvalen v roce 1994 jako nahradni syntetické sladidlo a nalezneme
ho pod zkratkou E959. V USA se ovSem oznacuje jako zvyrazfiovac chuti. Jedna se o latku
oznacovanou jako GRAS (,Generally Recognized as Safe"), je syntetizovan z naringinu nebo
neohesperidinu reakci se silnou zasadou (10-25% NaOH nebo KOH) v nadbytku izovanilinu
a naslednou katalytickou hydrogenaci. Oproti ostatnim sladidlim (aspartam, sacharin,
cyklamat nebo alkoholické cukry) vykazuje silny synergicky ucinek, Cili zesiluje chut ostatnich
sladidel. DalSi vyhodou napfiklad proti aspartamu je jeho vySSi stabilita vici teploté
a zasaditym nebo kyselym podminkam [23] [24] [25].

Flavonony:

Naringenin R,= H; R, = OH
Eriodictyol R;;R,=0OH
Hesperetin R, = OH; R, = OCH,

OH O

Obrazek 5 Chemicka struktura flavanont [26].
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e Flavonoly:

Struktura flavonoll a jeho vybranych derivatl je uvedena na Obrazku 6. Flavonoly jsou v ovoci
zastoupeny v relativné nizkych koncentracich, 15-30 mg.kg™ ¢erstvé hmotnosti. Flavonoly se
akumuluji ve vnéjSich &astech rostlinnych tkani (slupka, listy), nebot jejich syntéza je
stimulovana svétlem. V zavislosti na expozici sluneénimu zafeni existuji znatelné rozdily
Vv jejich obsahu u jednotlivych druht rostlin.

NejbohatS$imi zdroji jsou Cesnek (az 1,2 g.kg? Cerstvé hmotnosti), pér, brokolice, bortvky
a jablka. NejznaméjsSimi aglykony jsou kvercetin, kaempferol a myricetin. Ve vét§im mnozstvi
se flavonoly a jejich glykosidy nachazi v €aji a tim vyznamné pfispivaji k trpké chuti ¢aje. Dale
se hojné vyskytuji ve viné. Kvercetin je vSudypfitomny v ovoci a zeleniné a je nejvice
zastoupen v rostlinné stravé. Kaempferol se nachazi pfevazné v listové zeleniné a ovoci.
Myricetin najdeme v bobulich, kukufici a €aji [9] [26].

Flavonoly:

Kemferol R1 ;R2=H
Kvercetin R1=0OH ;Rz2=H
Myricetin R+ ;Rz2=OH

Obrazek 6 Struktura flavonolu a jeji derivaty [4]

¢ Antokyany:
V rostlinach se vyskytuje nejcastéji Sest antokyant a to: pelargonidin, kyanidin, peonidin,
delfinidin, petunidin a malvidin, jejich strukturu uvadi Obrazek 7. Antokyany jsou ve vodé
rozpustné pigmenty riznych aglykon(, které méni svoji barvu v zavislosti na pH. V kyselém
prostfedi se jevi jako Cervené, pfi zvySovani pH se jejich barva méni pres fialovou az na syté
modrou barvu. O zméné pigmentace v zavislosti na pH pojednava Obrazek 8. Vyskytuji se ve
vSech rostlinnych tkanich (listy, stonky, kofeny, plody) v bunéénych vakuolach. Sacharidovym
substituentem nejCastéji vazanym na antokyany jsou monosacharidy a v borlivkovych

vvvvvv

R, Antokyany:

Kyanidin R1 =OH, Rz=H
Delfinidin R1 ;R2=0H
Petunidin R1 = OCH3z,R2 = OH
Peonidin R1 = OCH2 Rz=H
Malvidin R1 ;R2 = OCHa

Obrazek 7 Chemicka struktura antokyant a vybrané derivaty [9]
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Mnoho antokyanl ma také zbytky cukru acylované aromatickymi nebo alifatickymi kyselinami.
Izolované antokyany jsou pomérné nestabilni a jsou nachylné k degradaci. Jejich stabilitu
ovliviiuje zejména pH, skladovaci teplota, UV zafeni, kyslik, pfitomnost enzymu apod.
Disponuji také antioxidaéni aktivitou, kterd je zavisla zejména na poctu a usporadani
hydroxylovych a metoxylovych skupin a dale na pfitomnosti a druhu dalSich substituenta [24].
Obsah antokyanu v rostlinach také zavisi na faktorech, jako je mnozstvi slune¢niho zafeni,
teplota a sloZeni plUdniho substratu, pfedev§im na koncentraci dusiku a fosforu v pladé.
Antokyany se nalézaji pfedevS§im v bobulovinach, plodech modrych odriid révy vinné,
jahodach, borGvkach, brusinkach apod. Dale v nékterych druzich listové a kofenové zeleniny
(Cervené zeli, fazole, lilek baklazan, cibule a fedkvicka). Antokyanova barviva byla povolena
v potravinafském pramyslu k barveni potravin. Jejich toxicita a mutagenita nebyla prokazana
nebo byla velmi nizka [10] [11] [21] [26].
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pH <1 s /OH

+
A3 0. [
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»!
L// ~7 06
9e chalkon (Zluty) pH = 8

Obrazek 8 Zmény pigmentace antokyanini v zavislosti na pH [4]

e Flavanoly:

Flavanoly existuji jako monomery (katechiny) a polymery (proanthokyanidiny). Katechiny,
jehoz strukturu zobrazuje Obrazek 9, se nalézaji v mnoha druzich ovoce, ale jsou také
zastoupeny v révovém viné. Zeleny €aj a Cokolada vsak pfedstavuji zdaleka jejich nejbohatsi
zdroj. Salek odvaru ze zeleného &aje obsahuje az 200 mg katechind. Cerny &aj obsahuje diky
procesu fermentace méné monomerl flavanoll, nebot ty podléhaji oxidaci za vzniku
komplexnéjSich kondenzovanych polyfenold znamych jako teaflaviny a tearubigeny.
Nejznaméjsimi flavanoly jsou jiz vySe zminéné katechiny a epikatechiny, které se nalézaji
predevSim v ovoci, zatimco gallokatechiny, epigallokatechiny a epigallokatechin gallat
nalezneme zejména v lusténinach, hroznech a vyznamnéji jsou zastoupeny v Caji [26] [28].
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Taniny se déli do dvou hlavnich skupin, a to jsou hydrolyzovatelné a nehydrolyzovatelné také
nazyvané kondenzované taniny nebo proantokyanidiny. Kondenzované taniny jsou oligomery
a polymery ze dvou az vice nez 200 monomert flavan-3-olovych jednotek. Hydrolyzovatelné
taniny se déli na gallotaniny a ellagotaniny. Taniny jsou vysoce hydroxylované molekuly
a mohou tvofit nerozpustné komplexy se sacharidy a proteiny.

Kondenzované taniny jsou diky tvorbé komplexu se slinnymi proteiny zodpovédné za sviravou
chut ovoce (vinna réva, broskve, bobule, jablka, hrusky), napojl (vino, ¢aj, pivo, jable€ny most)
a za horkost ¢okolady. Sviravost se méni i béhem procesu zrani a s dosazenim zralosti mizi.
V borlivkach se taniny nachazi hlavné v listech, semenech a oddencich [6] [20].

OH

H O O \‘\\\
! OH

OH

OH
Obrazek 9 Chemicka struktura katechinu [21]

2.4.4.2 Stilbeny alignany

Tyto slu€eniny patfi mezi neflavonoidni fenolické slou¢eniny. Jedna se o slouceniny s alesponi
dvéma aromatickymi kruhy ve struktufe, pouze taniny maiji vice aromatickych kruhtd. Zakladni
chemickou strukturou stilbend jsou dva benzenové kruhy spojené ethenem, pficemz
nejbéznéjsi je E izomer. V rostlinach se vyskytuji jako volné slou€eniny nebo jako glykosidy.
Kromé borlvek je mizeme nalézt v hroznech vinné révy, mandlich, brusinkach apod.
NejznaméjSim zastupcem stilbenl je resveratrol. Struktura resveratrolu je zobrazena na
Obrazku 10. Jako barviva nemaiji stilbeny prakticky zadny vyznam [28].

Lignany jsou skupinou fenolovych sloucenin fazenych mezi fenylpropanoidy, odvozenych od
koniferylalkoholu a dalSich skoficovych alkoholll. Jedna se o dimery typu (Ce—Cs).. Vykazuji
riizné biologické ucinky jako napf. fytoestrogeny nebo antioxidanty. Déli se na Ctyfi zakladni
skupiny (lignany, lignanolidy, monoepoxylignany, bisepoxylignany). Mezi zastupce patfi
matairesinol, lariciresinol, pinoresinol, medioresinol a sytingaresinol. [4] [6] [11].

OH

HO N

OH

Obrazek 10 Chemicka struktura resveratrolu [6]
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2.5 Metody pro detekci chemickych latek v ovoci a rozliSeni jednotlivych
druhti ovoce.

2.5.1 UV/VIS spektrofotometrie

Jedna se o fyzikalné-chemickou optickou metodu, pfi které dochazi k absorpci
elektromagnetického zareni pfi prichodu vzorkem. Rozmezi vinovych délek se pohybuje od
200-800 nm. Plati zde Lambert-Beertv zakon (A = ¢-c-1). UV/VIS spektrometrie je hojné
vyuzivanou metodou zejména pro jeji rychlost, experimentalni nenaroCnost, citlivost
a pomeérné nizké ekonomické naklady. Pouziva se ke stanoveni antokyanu pH diferencialni
metodou. V této metodé se vyuziva reverzni zmény struktury antokyan( v zavislosti na pH,
ktera se projevuje zménou zbarveni roztoku a zménou absorbance, kterou je mozné méfit.

Celkovy obsah polyfenold v bortivkovych extraktech Ize méfit nékolika metodami.
Jednoduchou a rychlou metodou je Folin-Ciocalteau test (FC test) nebo pouziti Folin-Denisova
¢inidla. FC test je zaloZen na reakci fenolickych latek s redukénim Cinidlem za vzniku modrého
komplexu. Tento test neni selektivni a urCuje jak polyfenolické, tak i monofenolické slouéeniny.
Fenolové latky stanovené timto testem se nej¢astéji vyjadiuji v ekvivalentech kyseliny gallové.
Nejb&znéjsi metodou pro izolaci polyfenolickych latek je extrakce. Vzhledem k velkému
mnozstvi fenolickych latek neexistuje standardni metoda pro jejich extrakci. NejCastéjSimi
technikami jsou extrakce rozpoustédlem a superkriticka fluidni extrakce. Pfed extrakci se
rostlinna matrice homogenizuje: mele, drti, lyofilizuje apod. DalSimi metodami pro izolaci
polyfenolll je extrakce ultrazvukem, mikrovinna extrakce, extrakce tuhou fazi, vysokotlaka
extrakce rozpoustédlem [11].

2.5.2 Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Separacni proces chromatografie je zalozeny na rozdéleni vzorku mezi dvé nemisitelné faze
(mobilni a stacionarni) a podle svoji afinity k jednotlivym fazim se molekuly vzorku déli.
Zakladni zapojeni kapalinového chromatografu uvadi Obrazek 11. Stacionarni faze je
zakotvena v koloné. Je dulezité, aby stacionarni faze méla dostate¢né malé ¢astice a mobilni
faze dostate¢ny prutok, aby dochazelo k Ucinné separaci latek obsazenych ve vzorku. Pro
zajisténi dostateCného pratoku mobilni faze se pouzivaji vysokotlaka Cerpadla. V zavislosti na
povaze stacionarni faze probiha separace analytu Ctyfmi rdznymi fyzikalné-chemickymi
procesy, coz je adsorpce, iontova interakce, separace podle velikosti molekul a separace na
zakladé vazby antigenu na specifickou protilatku. Podle polarity jednotlivych fazi rozliSujeme
HPLC s normalnimi nebo reverznimi fazemi. Podle analyzovaného vzorku volime typ
rozpoustédla a kolonu. NejpbéznéjSim detektorem v této instrumentalni metodé je
termo-ionizacni detektor (FID), UV-VIS detektor (PDA detektor), fluorescenéni detektor. Tato
instrumentalni metoda se v dneSni dobé cCasto pouzivd ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem [29].

Kapalinova chromatografie se pouziva pro rizné typy latek jako sacharidy, lipidy,
aminokyseliny, aditiva, kontaminanty, vitaminy, synteticka a pfirodni barviva. Napfiklad pfi
stanoveni antokyant pomoci HPLC s obracenymi fazemi dodrzuji antokyany obecny retencni
fad zalozeny na stupni polarity molekularni struktury, které jsou primarné ovlivnény tfemi
zakladnimi strukturami v antokyanu. Prvnim typem jsou antokyany, které se liSi jen svym
druhem antokyanidinu. Ty by byly separovany podle elu¢niho fadu (od nejkratSiho po nejdelSi
retencni ¢as) takto: delfinidin, kyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin a malvidin.
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Moznym vysvétlenim tohoto fadu jsou rozdily v hydroxy a methoxy substituentech pfipojenych
k antokyanidinu. Delfinidin ma nejvy8Si stupeh polarity, protoze obsahuje nejvice
hydroxylovych skupin, takZze bude mit nejkratsi retenéni ¢as. NejdelSi reten¢ni ¢as bude mit
malvidin, protoZze obsahuje nejvice methoxy skupin, coz mu dava vice hydrofobni

charakter [4].
Vzorek %ﬁ
==
Injektar I‘ﬁ]

Mixer g

Kolona

Detektor

Rozpoustédla

Obrazek 11 Schéma kapalinového chromatografu upraveno podle [29]

2.5.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Jedna se o analytickou metodu, ktera analyzuje vzorky na zakladé poméru hmotnosti iontu
a jeho naboje m/Z. Pouziva se pro uréeni hmotnosti ¢astic, stanoveni prvkového slozeni
molekuly. Hmotnostni spektrometr se sklada z lontového zdroje, do kterého se davkuje vzorek.
Za iontovym zdrojem se nachazi disperzni prvek, stérbina a detektor. Spektrometr pracuje ve
vakuu, které zajiStuje vétSinou soustava Cerpadel jako jsou olejova a turbomolekularni
gerpadla. Casto se tato metoda spojuje s plynovou nebo kapalinovou chromatografii, nebo se
pouziva tandemovych technik. Byla pouzita napfiklad v praci [25] ve které bylo touto metodou
stanoveno 25 zakladnich antokyan(i pomoci HPLC — MS2. Mnoho antokyant ma identické
hmotnosti a bez fadné chromatografické separace nemohou byt tyto signaly rozliSeny pomoci
hmotnostni spektrometrie. Za pouziti elektronové ionizace je mozné identifikovat pfitomné
antokyany bez pouziti standardu [1] [4].
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2.5.4 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce vznikla v dnedni podobé v 80. letech minulého stoleti. V té
dobé se jednalo o naprosto revoluéni techniku. Principem této metody je in vitro klonovani
specifického useku nukleovych kyselin pomoci enzymu DNA-polymerazy. Jeji specificnost je
ur€ena pouzitim dvou vychozich oligonukleotidovych jednotek (primer(), které
komplementarné hybridizuji na obou vlidknech DNA a ohranicuji cilovou sekvenci. PCR reakce
se provadi v termocykleru a jeji pribéh je podrobnéji popsan v 2.5.4.2. Vyslednym produktem
PCR jsou amplikony, coZ jsou useky DNA o definované délce [30].

Velikost téchto produktu je obvykle desitky az tisice paru bazi (bp). Spravny prabéh PCR
reakce je sledovan systémem negativnich (tato kontrola se pouziva pro sledovani
kontaminace PCR komponentu) a pozitivnich kontrol (tato kontrola sleduje funkénost vSech
slozek reakce). K analyze amplikond mize byt pouzita fada metod jako hybridizace, ELISA
nebo sekvenaéni analyza. Hojné se pro rozdéleni DNA fragmentd vyuziva gelova
elektroforéza (ELFO), ato zejména pro svou jednoduchost a spolehlivost. Obecné je
pohyblivost molekul v elektrickém poli ur€ité intenzity zavisla na jejich velikosti, naboji
a tvaru [31].

Bilkoviny na rozdil od nukleovych kyselin maji tyto tfi uvedené faktory variabilni. Nukleové
kyseliny maji konstantni pomé&r hmotnosti a naboje, protoze jednotlivé nukleotidy maiji stejnou
hmotnost a maji v zasaditém prostfedi negativni naboj. Gel je pouzivan nejCastéji agarosovy
nebo polyakrylamidovy a fragmenty DNA se v gelu déli na zakladé velikosti molekul (technika
molekulového sita). Podle velikosti amplikon( volime rlznou koncentraci agarosy v gelu,
nejCastéji se pouziva 1-1,5% gel [31] [32].

2.5.4.1 Komponenty pro PCR reakci

Pro reakci PCR se pouzivaji nasledujici komponenty a reakéni smés se obvykle micha
v rozmezi od 25-100 ul [32].

» Matrice DNA (DNA templat) — makromolekula DNA, podle které se komplementarné
syntetizuji nové fetézce DNA. Obsahuje cilova mista pro primery. Typicka mnozstvi bakterialni
a plasmidové DNA, pfidavané do reakce, jsou 10-1 ng [32].

* Oligonukleotidové primery — byvaji synteticky pfipravené a jsou komplementarni
k templatové DNA, ktera ma byt amplifikovana. Primery jsou sekvenéné specifické a nesmi
obsahovat faleSna vazebna mista na templatu. Typické primery maji 18-30 nukleotidu
a obsahuji 40-60 % GC bazi. Teplota tani primert byva v rozmezi od 55-80°C. Primery by
nemély byt komplementarni mezi sebou, zejména na 3‘ -konci, kde parovani dvou nebo ffi
bazi mize vést ke vzniku dimerd primerd, zejména pfi nadbytku primerd. Potfebna
koncentrace kazdého primeru pro jednu reakci je 0,1-0,5 uM [32].

* DNA-polymerasa — syntetizuje novou DNA ve sméru 5° — 3’ podle sekvence nukleotidt
v komplementarnim fetézci DNA. Ke katalyze se pouzivaji termostabilni polymerasy, napf.
Taq DNA-polymerasa izolovana z mikroorganismu Thermus aquaticus [32].
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» 3* -deoxynukleosid-5‘ -trifosfaty (ANTP) — (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — stavebni kameny
pro syntézu nové DNA. Doporuéena koncentrace je kolem 200 uM, nicméné tolerované rozpéti
koncentrace se pohybuje v rozmezi od 20—400 pM. Vysoké koncentrace dNTP (od 4 mM
a vice) pusobi inhibi¢né, protoZe vyvazuji hofe¢naté kationty (Mg?*) [32].

« Mg ionty — jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerasy. Koncentrace Mg?* musi byt
optimalizovana pro kazdou kombinaci primerd a DNA templatu. Obvykle se pouziva
koncentrace 1,5 mM Mg?* Toleranéni rozmezi se pohybuje od 0,5 — 8 mM. Vy$$i koncentrace
iontd snizuje specifitu PCR. U primerd bohatych na G a C baze je ale pouziti vysSich
koncentraci Mg?* vyhodnéjsi [32].

» Pufr pro PCR — vytvafi optimalni prostfedi pro DNA-polymerasu. Standardni reakéni pufr
obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl.. Pufr miZze obsahovat dal$i
pomocné latky jako napf acetamid, albumin, DMSO, betain apod. Tyto latky zlepSuji pribéh
reakce, stabilizuji DNA-polymerazu, usnadiuji separaci vlaken dvoufetézcové DNA zménou
charakteristiky Tm a jsou dalezitymi latkami pfi syntéze fragmentl DNA bohatych na GC pary,
jelikoz zabranuji vzniku sekundarnich struktur, které vznikaji diky vysokym obsahim pravé
téchto part v molekule DNA [32] [33].

* Voda pro PCR — pouZiva se na dopInéni reakéni smési pro PCR na pozadovany objem.

svros

2.5.4.2 Faze PCR v termocykleru

Denaturace DNA:

Spociva v zahfati DNA na teplotu kolem 95 °C. Tato teplota je potfebna k naru$eni vodikovych
mustkdh mezi vidakny DNA. Tim se dvoufetézcova DNA (dsDNA) rozpadne na dvé
jednoretézcové DNA (ssDNA). Ty slouzi jako templat pro PCR [30] [32].

Hybridizace (pfipojeni) primera:

Probiha ¢asto v rozmezi teplot kolem 50-65°C. Pokud jsou ve smési pro PCR v nadbytku
specifické oligonukleotidy, budou hybridizovat s komplementarni sekvenci jednoretézcové
molekuly DNA rychleji, nez bude probihat renaturace DNA, coz je dano velikosti
jednoretézcové molekuly DNA a jeji koncentraci, ktera je oproti primerm nizsi [30]. Teplota,
pfi niz hybridizace probiha, je pro vysledek PCR klicova a musi byt vhodné nastavena pro
pouzity par primera. P¥i pfilis nizké teploté mohou primery nasedat i na sekvence, které jsou
komplementarni jen z€asti, a vytvori se tak nespecificky produkt PCR. P¥i pfili§ vysoké teploté
zase nebudou primery hybridizovat a produkt se nevytvofi v dostate€ném mnozstvi [32].
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Syntéza nového retézce:

Syntéza novych Fetézcl probiha pfi teploté 65-75°C. Nové molekuly DNA se zacinaji
syntetizovat od primeru. V prvnim cyklu je jako templat pouzita dlouha molekula pivodni DNA.
Vzniknou Fetézce, které jsou sice kratdi nez templat, ale vZdy z jedné strany pfesahuji usek
vymezeny obéma primery. Pokud v dalSich cyklech jako templat slouzi takto vytvofeny
primarni produkt, vytvofi se podle né&j usek DNA pfesné ohrani¢eny polohou obou pouzitych
primera [31]. Pravé téchto specifickych produkti o pfesné vymezené délce bude v pribéhu
PCR pfibyvat exponencialné, zatimco delSich fetézcl jen linearné. Po 30 cyklech PCR se
teoreticky vytvori asi 10° i vice specifického produktu nez ostatnich Usekd DNA, jejichz podil
je tak ve vysledné smési prakticky zanedbatelny. Skuteény vytéZek PCR byva podstatné nizsi.
To je dano postupnym vycerpavanim slozek reakce v prubéhu amplifikace. Po urcitém poctu
cyklt dosahne koncentrace produktu svého maxima a dale se jiz prakticky nezvysSuje [32].

2.5.4.3 Modifikace PCR

PCR v realném ¢éase (qPCR)

U konven¢ni PCR je vznikly produkt detekovan pomoci gelové elektroforézy. Tato metoda ma
vSak jen omezenou specifitu, jelikoz se nerozliSuji rizné molekuly o stejné molekulové
hmotnosti. Pfi PCR v realném Case se sleduje vznikajici produkt jiz béhem reakce v kazdém
cyklu, a to pomoci fluorescenéniho signalu. Je méfena zména intenzity fluorescenéniho
signdlu. Tato technika také umozZriuje kvantifikaci produktu, tedy pfesné urCeni vychoziho
mnozstvi daného Useku DNA v analyzovaném vzorku, proto se oznacuje také jako gPCR.
Pribéh gPCR je podobny konvenéni PCR. Stejné je i slozeni reakéni smési s rozdilem
fluorescenéni molekuly, kterou obsahuje smés pro gPCR. Diky tomuto fluoroforu je na kazdém
konci cyklu méfrena koncentrace produktu v reakéni smési [31].

Vysledkem je amplifikaéni kfivka. Jedna se o zavislost intenzity fluorescence na poctu cykld.
Kfivka nabyva esovitého tvaru a Ize ji rozdélit na tfi ¢asti. V prvni ¢asti je v reakéni smési velmi
mala koncentrace amplifikované DNA, tudiz je i nizka intenzita fluorescenéniho signalu nebo
je koncentrace dsDNA tak nizka, ze se nachazi pod mezi detekce zafizeni. V druhé Casti
nastava exponencialni rast intenzity fluorescenéniho signalu. Je to dano exponencialnim
ristem amplifikovaného produktu PCR. V tfeti ¢asti dochazi k saturaci systému produktem
a koncentrace amplifikované DNA se neméni. Intenzita fluorescence je stale stejna, coz mize
byt dano vyéerpanim PCR komponent v reakéni smési. Cim dfive nastane exponencialni faze,
tim vice vzorek obsahoval templatové DNA.

Pro detekci produktu gPCR se pouzivaji nejriznéjSi metody zalozené na pritomnosti
fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na pfitomnou DNA. Bez navazani na DNA substrat
neemituje zareni. Jako zdroj fluorescence se pouziva napf. nespecifické interkalaéni barvivo
SYBRGreen, specifické Molecular Beacon sondy, TagMan sondy nebo sondy FRET
(,fluorescence resonance energy transfer®). Nejpouzivanéjsim zdrojem je SYBRGreen, i kdyz
se na molekulu DNA vaze nespecificky, coz mlze snizovat presnost vysledkd, tak se hojné
vyuziva zejména pro univerzalnost a relativné nizkou pofizovaci cenu. Vyhodami qPCR je
amplifikace a identifikace produktu v jednom zafizeni i v jedné zkumavce, ¢imz se pfedchazi
mozné kontaminaci vzorku a vzniku dalSich chyb [34] [35].
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VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM analyza)

VysokorozliSovaci analyza kfivek tani neboli ,Hight Resolution Melting“ (HRM), je relativné
nova metoda. Tato metoda je velice citliva, a proto umoznuje rozpoznavat i velice malé rozdily
kfivek tani DNA. Diky tomu je HRM vhodna i pro detekci usekd, které se liSi pouze o jednu
bazia drobné inzerce [35]. Velmi asto se pouziva pfi polymerazoveé fetézové reakci v realném
Case, jako ovéfovaci metoda toho, zda byl syntetizovan specificky PCR produkt. Déale se tato
metoda vyuziva ke genotypizaci, pfi analyze mutaci nebo pro identifikaci druh, dalSi moznosti
je vyuziti pfi metylaéni analyze.

HRM je velmi rychla, jednoducha a po zavedeni i finan¢né nenarocna technika. Pfesto je tato
metoda velice specificka a senzitivni. Pro ur€eni Tm neni tfeba Zadné dalsi izolace DNA, jak
je tomu napf. u sekvenovacich metod. HRM je nedestruktivni metoda a Setrna ke vzorku
analyzované DNA [30] [35] [36].

Principem metody je sledovani disociace dvousroubovice DNA za postupného, vysoce
pfesného a stabilniho zvySovani teploty (citivost az 0,01 °C-s') a pfeména na
jednofetézcovou DNA. Dvousroubovice DNA (dsDNA) je pomérné stabilni pfi pokojoveé teploté.
PFi vzrastajici teploté dochazi k disociaci, kdy se od sebe jednotliva vlakna separuji. Teplota,
pfi které dojde k rozdéleni 50 % dsDNA na jednotlivé fetézce, se nazyva teplotou tani (Tm).
Teplota tani je zavisla jak na délce DNA fragmentu, tak na obsahu par guaninu a cytosinu.
JelikoZ jsou tyto baze vazany tfemi vodikovymi vazbami, jsou stabilnéjSi nez pary adeninu
a thyminu, které maji pouze dvé vodikové vazby. Sekvence DNA s vétSim obsahem par G/C
maiji vySsi teplotu tani nez sekvence, které obsahuji mensi pocet téchto vazebnych para. Aby
mohly byt kfivky tani vyhodnoceny, musi byt analyza provadéna za pfFitomnosti
fluorescenéniho barviva. V pribéhu méfeni je snimana a zaznamenavana intenzita
fluorescencniho signalu ve vysokém rozlieni [35].

Na pocatku je intenzita fluorescence nejvys$si. To je zpusobeno vysokym poctem
dvouretézcovych molekul DNA s navazanym fluorescennim barvivem. Pfi zvySujici se teploté
postupné dsDNA disociuje, dochazi k uvolfiovani barviva a naslednému snizeni intenzity
fluorescence Vysledkem je kfivka tani, ktera popisuje zavislost intenzity fluorescence na
teploté. Pro lepSi cCitelnost vysledkl byva kfivka pfevedena na normalizovanou kfivku tani.
Kfivka tani je slozena ze tfi ¢asti. Nejprve se jedna o tzv. ,premelt” fazi, v této fazi je DNA ve
dvouretézcové formé. PFi této fazi je fluorescence nejvétsi. Poté nasleduje postupné zvySovani
teploty, tato faze se nazyva ,melt* faze. Dochazi k denaturaci dvouretézcové molekuly, coz
zpusobi pokles intenzity fluorescence. Z inflexniho bodu kfivky se uréuje teplota tani. Posledni,
tieti fazi je tzv. ,postmelt faze. V tomto okamziku je pfitomna pouze jednoretézcova DNA
a intenzita fluorescence je minimalni. Pro jednodu$Si odecCet teploty tani se vyuziva
diferenénich kfivek. V takovémto pfipadé se vyuziva zavislosti derivované fluorescence na
teploté, kdy vznikaji piky, které odpovidaji teplotam tani amplikonu [36].

V HRM analyze nelze pouzit bézna fluorescenéni barviva, ktera se pouzivaji v bézné qPCR,
a to z nékolika duvodu. VétSina téchto barviv je ve vy$Sich koncentracich pro DNA polymerazu
toxicka a dochazi tak k nasledné inhibici PCR. Dal$im divodem je fakt, ze u béznych barviv
dochazi k redistribuci barviva béhem denaturace, coz omezuje snimani fluorescence ve
vysokém rozliSeni. Z téchto divodl se pro HRM analyzu vyuziva saturaCnich barviv, ktera
nejsou tak toxicka pro polymerazu a v fetézci amplifikované DNA vyplni vSechna vazebna
mista. Nejvice pouzivana saturaéni barviva jsou napf. SYTO9, SYBR Green |, Eva Green,
LC Green PLUS [31] [35].
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HRM analyza nachazi uplatnéni také v analyze potravin, napf. pro ovéfeni totoznosti kultivard
vinné révy, detekce riznych druht ryZze Basmati a odhaleni jejiho mozného falSovani,
diferenciaci druhl citrust a jejich kfizencl, ovéfeni pravosti kultivari u tfeSni, detekci
kravského mléka v buvolich mléénych vyrobcich, identifikaci patogenl v potravinach (Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus), analyzu geneticky modifikovanych
potravin jako je geneticky modifikovana (GM) ryZze, GM kukufice a GM brambory a nebo
detekci potencialnich alergen( v potravinach (ofechy, ryby, miéko) [36].
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3 CiL PRACE

e Cilem této diplomové prace bylo:

e vypracovani literarni reSerSe na dané téma

o vybér vhodné metody pro izolaci DNA z rostlinné matrice a jeji optimalizace

e izolace a identifikace rostlinné DNA z vybranych potravin pomoci metod molekularni
biologie

o charakterizace vybranych latek pochazejicich zrostlinné slozky obsazené
Vv potravinach

e stanoveni téchto latek pomoci instrumentalnich metod.

o diskuse vysledku, vyuzitelnost rlznych pfistupl ke stanoveni autenticity potravin
s obsahem rostlinné slozky.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Rostlinny material a vybrané potraviny

e Kanadska bortivka susena mrazem (Wolfberry s.r.o.)
Slozeni: Celé boruvky susené mrazem.

e Evropska bortivka mrazena (Ceska republika)
Slozeni: Celé borivky uchovavané pfi -18 °C.

e Vzorek 1: Pfesnidavka s bortivkami 190 g (Hamanek)
Slozeni: Jable¢na drfen 45 % hm; Borlivkova drfefi 15 %; cukr; fruktdzovy sirup
(fruktoza, dextroza, maltoza); modifikovany kukuficny Skrob; kyselina citronova;
kyselina askorbova. Hmotnost borlivkové slozky v produktu 28,5 g.

e Vzorek 2: Jogurt s borivkami 200 g (Agro-la)

Slozeni: Nehomogenizované pinotuéné mléko; ovocna slozka 13,5 % (cukr, borlvky
30 %, pfirodni aroma, koncentrat z mrkve a ibisku); susené miéko, mlécné kultury. Tuk
min 2,5 %. Hmotnost bortivkové slozky v produktu 8,1 g.

e Vzorek 3: Smetanovy bortivkovy jogurt 250 g (Pilos)
Slozeni: Smetana; 30 % borlvkova slozka (60 % bortvkova dfen; cukr, pitna voda,
karubin, pektiny, barvici koncentrat z Cerné mrkve), suSené mléko, jogurtova kultura.
Hmotnost borlivkové slozky v produktu 45 g.

e Vzorek 4: Pfesnidavka s bortivkami 200 g (Hami)
Slozeni: Jable¢né pyré 64 %; BorGvkové pyré 20 %; HrusSkové pyré 14 %; kyselina
askorbova; ryZzova mouka. Hmotnost borGvkové slozky v produktu 40 g.

e Vzorek 5: Bio presnidavka s bortivkami 90 g (Lupilu)

Slozeni: 79 % jablka; 15 % Hrusky; 4 % boravka; 2 % maliny. Hmotnost borivkové
slozky v produktu 3,6 g.
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4.2 \Vybaveni laboratore

4.2.1

4.2.2

Pristroje a vybaveni

Centrifuga MINI Spin (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga BOECO U-32R (Némecko)

HPLC Dionex Ultimate 3000 series (Termo Scientific, USA)

Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, USA)

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

Laboratorni sklo, umélohmotny material (Eppendorfovy zkumavky, 3picky,
umeélohmotné pomdacky, laboratorni pomucky)

LightCycler® Nano Instrument (Roche, Basel, Svycarsko)

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Polsko)

Mikrovinna trouba (SENCOR, CR)

Miniinkubator LABNET 230 V (Némecko)

Nanodrop Spectrophotometer 2000 (TermoFisher, USA)

Spektrofotometr BOECO S-200 (Némecko)

Susarna Binder FD 53 (Némecko)

Termocyklér Rotor-Gene 6000 (Quigen, Australie)

Transluminator Azure Biosystems c200 (TermoFisher, USA)

Zaftizeni pro elektroforézu Easy — Cast, (Owl Scientific, USA)

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

Chemikalie

Acetonitril (CHROMASOLV™ Plus, for HPLC, = 99,9%, Honeywell Riedel-de Haén™)
Agaréza pro gelovou elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
Chlorid hlinity (Lachema, Brno, CR)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Lachema, Brno, CR)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

DNA standard 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Dusitan sodny (Lachema, Brno, CR)

Etanol (Penta, Chrudim, CR)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Penta, Chrudim, CR)
Fenol (Penta, Chrudim, CR)

Folin — Ciocalteu ¢inidlo (Sigma Aldrich, Némecko)

GelRed - fluorescenéni barvivo (Biotium, Fremont, USA)
Gel Loading Buffer (Sigma Aldrich, Némecko)

Hexan (Penta, Chrudim, CR)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Isopropanol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina gallova, (Sigma-Aldrich, Némecko)

Katechin, (Sigma-Aldrich, Némecko)

Metanol (Penta, Chrudim, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)
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e Octan amonny (Lachema, Brno, CR)

o Proteinaza K (Serva, Heidelberg, Némecko)

o Standardy fenolickych latek pro HPLC (Sigma Aldrich, Némecko)
e SYTO 9 (Top-Bio, CR)

e Trifluoroctova kyselina 99% (ACROS Organics™)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze), (Penta, Praha, CR)

4.2.3 Komercéni kity pro izolaci DNA

e EliGene Plant DNA lIsolation Kit (Kit A) — Izolace DNA na kolonkach
e Chemagic DNA Plant Kit (Kit B) — Izolace DNA na magnetickych nosicich

4.3 Metody

4.3.1 Izolace rostlinné DNA s vyuzitim CTAB protokolu

Homogenizace a izolace rostlinné DNA z kanadskych a evropskych borlivek byla provedena
podle modifikovaného protokolu z praci [37] a [38]. Do 2 ml mikrozkumavky bylo navazeno
100 mg zhomogenizovaného rostlinného materialu. K rostlinnému materialu byl pfipipetovan
1 ml CTAB pufru (1 g cetyl triethylamonium bromidu se rozpustil v 10 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 8,0)
a byl smichan s 16 ml5 M NaCl,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 42 ml destilované vody) zahfatého
na 65 °C a 1 pl p—merkaptoetanolu. Za ob&asného promichani se vzorek inkuboval pfi 65 °C
30 minut. Poté se nechal zchladnout a do zkumavky bylo pfidano 800 pl smési chloroform-
oktanol 24:1. Vznikly roztok byl centrifugovan 10 000 g 10 minut. Nasledné byla horni (vodna)
faze (cca 800 pl) pfepipetovana do sterilni 2 ml mikrozkumavky a bylo pfidano 0,6 objemu
(480 pl) isopropanolu.

Vzorek byl promichan a centrifugovan pfi 10 000 g 5 minut. Supernatant byl odlit jednim
prevracenim zkumavky a jeho zbytky byly otfeny do sterilni buni€iny. K sedimentu bylo pfidano
500 pl 10 mM octanu amonného v 70% etanolu a roztok byl inkubovan po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté a nasledné centrifugovan pfi 10 000 g 5 minut. Nasledné byl supernatant
opatrné odlit a jeho zbytky byly oklepany do sterilni buni€iny. Sediment byl vysuSen pfi 37 °C.
K sedimentu bylo pfidano 250 upl TE pufru a vzorek byl resuspendovan. Obsah zkumavky byl
sto¢en na mikrocentrifuze a bylo pfidano 250 pl 5 M chloridu sodného, 1/20 objemu 3 M octanu
sodného (25 pl) a 2,5x objemu (1,25 ml) studeného 96% etanolu. Vysledny roztok byl
promichan a inkubovan 15 minut pfi -20 °C. Poté byl roztok centrifugovan pfi 10 000 g 15 minut
a supernatant byl odlit. Zbytky supernatantu byly oklepany do buni¢iny a sediment byl opét
vysusen pfi 37 °C.

K vysusenému sedimentu bylo pfidano 500 ul TE pufru. Nasledné byly pfidany 4 ul RNAsy A
(10 mg/ml) a vzorek byl inkubovan 15 minut pfi 37 °C. Poté bylo pfidano 4 ul proteinasy K
(20 mg/ml) a vzorek byl inkubovan 1 hodinu pfi teploté 37 °C. Po inkubaci bylo pfidano 200 ul
fenolu a 200 pl smési chloroform-izoamylalkohol (24:1). Roztok byl promichan a centrifugovan
pfi 10 000 g 2 minuty. Horni faze (cca 500 pl) byla pfenesena do nové 2 ml mikrozkumavky.
K horni fazi bylo pfidano 700 ul smési chloroform-izoamylalkohol (24:1). Vzorek byl promichan
a centrifugovan pfi 10 000 2 minuty. Vodni faze byla pfepipetovana do Cdisté 2 ml
mikrozkumavky a bylo znovu provedeno srazeni etanolem. Sediment byl vysusen pfi 37 °C
a rozpustén ve 100 pl TE pufru.
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4.3.2 lzolace rostlinné DNA pomoci komerénich izolaénich kitt

EliGene Plant DNA Isolation Kit (Kit A):

Izolace rostlinné DNA z komerénich vyrobk( a vzork( bortvek byla s upravami provedena
podle izolaéniho protokolu zaslaného vyrobcem [39]. Uprava protokolu byla provedena
u homogenizace vzorku, kde byl odpipetovan 1 ml vzorku a centrifugovan pfi 10 000 rpm po
dobu 15 minut. Supernatant byl odstranén a ze sedimentu bylo odebrano 50 mg pro izolaci
DNA bez pouziti homogenizaéniho pisku. Poté se postupovalo v souladu s izolaénim
protokolem vyrobce.

Chemagic DNA Plant Kit (Kit B):

Timto kitem byla provedena pouze izolace DNA ze vzork( borlvek. Postup izolace probéhl
podle protokolu dodaného vyrobcem [40].

4.3.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Spektrofotometrické stanoveni bylo provedeno na pfistroji nanospektrofotometr
NanoDrop 2000. Jako blank byl zvolen TE pufr, ve kterém byla DNA eluovana, popfipadé
eluéni pufr izolanich kitd. Na ¢ocku spektrofotometru byly naneseny 2 pl vzorku DNA nebo
blanku a byla zméfena absorbance v rozsahu vinovych délek 220-340 nm. Pomoci softwaru
NanoDrop 2000 byly stanoveny hodnoty koncentrace DNA v ng-ul! a dale hodnoty poméru
absorbance A260/A280 a A280/A230, které vypovidaji o Cistoté vzorku DNA.

4.3.4 Priprava reakéni smési pro PCR a priibéh reakce

Smés pro PCR reakci byla namichana ve specialnim sterilnim boxu podle Tabulky 2. DNA
templat byl pfidan oddélené od PCR smési v jiném pfedem vysterilizovaném boxu. Sekvence
jednotlivych pouzitych primert uvadi Tabulka 3. Teplotni profily jednotlivych PCR reakci jsou
uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 2 Komponenty pro PCR smés a pouZité objemy pro jeden vzorek

Komponent Objem [pl]
Voda pro PCR 9,5
SYTO 9 12,5
Primer 1 1
Primer 2 1
DNA templat 1
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Tabulka 3 Sekvence jednotlivych primerd. Primery S2-R a S2-F jsou dale nazyvany ,primery ITS 2°

Nazev Sekvence (5'—3) Citace
S2-R GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT [41]
S2-F ATG CGATACTTG GTG TGA AT
BHLH1-R TTC CCATAAACT TGATTAGAG CC
BHLH1-F AAC CAA TCC CTG AAG AAC AGA AT [42]
BHLH3-R GGA ATC ATT AGG GAAACT GGG TA
BHLH3-F AAA TG GATTTGC TGT TAT GGG TG [42]
Tabulka 4 Teplotni profily PCR reakci.
Prodlouzena Denaturace Hybridizace Syntéza novych Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primer( fetézcl DNA DNA
Primery ITS 2 s po¢tem cyklt 40
95 °C/5 min 95 °C/30 s 56 °C/30 s 72 °C/30s 72 °C/5 min
Primery BHLH 1 a BHLH 3 s po&tem cyklta 40
95 °C/5 min 95 °C/30 s 60 °C/45 s 72 °CI30 s 72 °C/5 min

Touchdown u hybridizace primer( po dubu 10 cykla s krokem 1 cyklus/0,5 °C na teplotu
hybridizace primert 55 °C

4.3.5 Priprava agarézového gelu

Gel pro elektroforézu byl pfipraven z agardzy a TBE pufru (0,5x TBE pufr 54 g Tris baze; 27,5
g kyseliny borité; 40 ml 0,5 M EDTA, doplnit destilovanou vodou do 1 litru, nasledné 10x ziedit).
Byl pfipravovan 1,2% a 2% agarozovy gel. V Erlenmeyerové barice bylo 100 ml TE pufru (100x
TE pufr 121 g Tris baze, 37,2 g Na:EDTA, pH 8, doplnit destilovanou vodou do 1 I) smichano
s pozadovanym mnozstvim agardzy (1,2 g a 2 g). Poté byl roztok zahfivan a opakované
pfiveden k varu v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi agarézy. Po zchladnuti bylo do
roztoku pfidano interkala¢ni barvivo GelRed v objemu 10 ul a roztok byl nalit do pfedem
pfipravené formy. Po tficeti minutach byl gel dostate¢né tuhy pro elektroforézu.

4.3.6 Elektroforéza DNA fragmentu

Po PCR reakci byly vzorky smichany s nanasSecim pufrem (5 pl). Nasledné bylo 15 ul roztoku
vzorku napipetovano do jamek agarézového gelu. Forma s gelem byla vlozena do urcené
elektroforetické vany a zalita TE pufrem. U 2% gell bylo zvoleno napéti 80 V a elektroforéza
probihala minimainé 2,5 hodiny. U 1,2% gell bylo zvoleno napéti 80 V a elektroforéza
probihala minimalné 1,5 h.
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4.3.7 Priprava extraktt pro analyzu instrumentalnimi metodami

Zakoupené susené plody kanadskych borGvek byly rehydratovany destilovanou vodou
a nasledné homogenizovany v tfeci misce. Plody evropskych borGvek byly rozmrazeny a poté
homogenizovany v tfeci misce. Pro pfipravu supernatantd byly navazeny 4 g
homogenizovanych borivek a komerénich vyrobkl, do plastovych zkumavek (15 ml).
Zkumavky se vzorky byly centrifugovany pfi 12 000 rpom po dobu 30 minut. Poté byl
supernatant pfepipetovan do &istych plastovych zkumavek (15 ml) a pouzit pro HPLC analyzu
a spektrofotometrické stanoveni polyfenolt a flavonoidd. Supernatanty byly uchovavany
v mrazaku pfi -18 °C.

4.3.8 Priprava extraktt pro HPLC a jejich analyza

Pro extrakci byl pouzit supernatant pfipraveny podle 4.3.7. 4 ml odpipetovaného supernatantu
byly po dobu 48 hodin lyofilizovany. K takto upravenym extraktiim byl pfidan 1 ml hexanu v 15
ml plastové zkumavce. Vznikly roztok byl 1 min promichavan opakovanym pfevracenim
zkumavky pfi laboratorni teploté. Poté byl pfidan 1 ml methanolu a obsah zkumavky byl opét
promichan. Nasledovala inkubace po dobu 5 min pfi laboratorni teploté a centrifugace pfi 4400
rom po dobu 3 min pfi laboratorni teploté. Dolni faze byla odpipetovana do vialky a vznikly
extrakt byl pouzit pfi HPLC analyze.

Parametry HPLC chromatografu:

Kolona: Kinetex F5 C18 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 ym
Nastfik vzorku: 20 ul
Mobilni faze (MF): MF A: 0,1% TFA v deionizované vodé
MF B: acetonitril
Prtok mobilni faze: 0,4 ml/min
Detektor: ThermoScientific PDA detector
Teplota kolony: 35°C
Doba analyzy: 30 minut
Eluce: gradientova

Analyza byla provedena gradientovou eluci s parametry, které uvadi Tabulka 5. Kolona
a autosampler byly vyhfivany termostatem na teplotu 35°C. PDA detektor byl nastaven na
vinové délky 260, 280, 300, 680 nm.
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Tabulka 5 Parametry gradientové eluce.

Cas [min] MF A [%] MF B [%]
0 10,0 90,0
1 10,0 90,0
5 12,0 88,0
10 25,0 75,0
15 40,0 60,0
20 55,0 45,0
22 70,0 30,0
30 10,0 10,0

4.3.9 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Celkovy obsah fenoll byl stanoven metodou Folin—Ciocalteau. K analyze bylo pouzito 50 pl
borlivkového extraktu, ktery bylo nutné zfedit 5x destilovanou vodou. Poté se ke vzorku pfidal
1 ml destilované vody a 1 ml 10x zfedéného F—C ¢&inidla. Vzorek byl promichan a inkubovan
pfi laboratorni teploté 5 minut. Dale byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného
(29,4 g na 100 ml destilované vody) a vzorek se inkuboval pfi laboratorni teploté dalSich
15 minut. Po inkubaci byla zméfena absorbance pfi 750 nm.

4.3.10 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu flavonoidt

Celkovy obsah flavonoidll byl stanoven testem s chloridem hlinitym. K analyze bylo pouzito
0,5 ml vzorku, ktery byl 5x zfedény destilovanou vodou. K tomuto vzorku bylo pfidano 1,5 ml
destilované vody a 0,2 ml 5% dusitanu sodného. Vznikly roztok byl inkubovan pfi laboratorni
teploté 5 minut. Poté bylo pfidano 0,2 ml 10% chloridu hlinitého a nasledovala dalSi inkubace
5 minut. Po inkubaci bylo pfidano 1,5 ml 5% hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody
a roztok byl inkubovan dalSich 15 minut. Po inkubaci byla méfena absorbance pfi 510 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyuziti instrumentalnich metod ke stanoveni autenticity vyrobku
s obsahem boravek

5.1.1 Spektrofotometrické stanoveni celkovych polyfenoll a flavonoidu

Stanoveni celkovych polyfenold a flavonoidd v extraktech bylo provedeno podle postupt
uvedenych v kapitolach 4.3.9 a 4.3.10 Pomoci rovnice linearni regrese, ktera byla ziskana
z Grafu 1 kalibra¢ni kfivky kyseliny gallové byla nasledné vypoctena koncentrace polyfenolu
pro jednotlivé extrakty vzork(l a pfepocitana na miligramy polyfenold na gram Cerstvé vahy.
Pro stanoveni celkovych flavonoid( byla pouzita linearni regrese, ziskana z kalibracni kfivky
katechinu a je uvedena v Grafu 2. Vzorky byly analyzovany ve tfech opakovanich a vysledkem
je tak primérna hodnota se smérodatnou odchylkou. Tyto hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6
a znazornény v Grafu 3 pro celkové polyfenoly a v Grafu 4 pro celkové flavonoidy.
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Graf 1 Kalibracni krivka kyseliny gallové pro stanoveni koncentrace celkovych polyfenol.
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Graf 2 kalibracni kfivka katechinu pro stanoveni flavonoidu.
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Tabulka 6 Hodnoty vypocétenych koncentraci pro jednotlivé vzorky. Koncentrace celkovych polyfenold
(cp) koncentrace flavonoidu (cr). Koncentrace je uvedena v mg-g* Cerstvé vahy.

c[mg-g?]

18
16
14
12
10

(o]

()]

H

N

Vzorek ¢ [mg-g? cr [mg-g?]
Kanadska borlvka 13,84+1,67 0,70+0,13
Evropska borlvka 14,30+1,63 1,09+0,09

Presnidavka Hamanek 2,94+0,48 0,08+0,01
Ovocna slozka jogurtu

(Agro-la) 2,0410,74 0,14+0,01
Ovocna slozka jogurtu

(Pilos) 3,74+0,05 0,22+0,02
Presnidavka Hami 15,56+0,82 0,87+0,01
Presnidavka Lupilu 12,86+1,16 0,67%0,11

Kanadska B.  Evropska B.

Presnidavka Ovocna slozkaOvocna slozka Presnidavka Presnidavka

Hamanek j. Agro-la j. Pilos

Hami

Graf 3 Obsah celkovych polyfenol(i v extraktech.

Lupilu
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Graf 4 Obsah celkovych flavonoidt v extraktech.

5.1.2 Vyhodnoceni vysledki HPLC analyzy

Pro vyhodnoceni vysledku byl pouzit program Chromeleon 7.3 CDS, pomoci kterého byly
zZjistény retencni Casy, plochy a vysSky pikl analytli ve standardech a vzorcich. Na zakladé
téchto udaju byly poté za pomoci programu Microsoft Office Excel 2016 provedeny potfebné
vypocty. V pfiloze 2 jsou uvedeny chromatogramy jednotlivych vzorku.

5.1.2.1 Kvalitativni vyhodnoceni vzorkii

V extraktech borlvky evropské a borlivky kanadské byla zjiSténa cela fada fenolickych latek.
Latky, které se podafilo identifikovat, jsou uvedeny semikvantitativné v Tabulce 7. Z této
tabulky zjistime, Ze vice druhu aktivnich latek obsahovala borlivka evropska. Obsah téchto
latek mohou ovliviiovat faktory jako je geograficka poloha rustu borGvek a environmentalni
podminky bé&hem zrani plodd. Nasledné tento obsah BAL ovliviiuje také doba sklizné
a podminky skladovani zralych plodd. Latky zjisténé v komercnich vzorcich jsou uvedeny
v Tabulce 8. U pfesnidavek bylo identifikovano vice fenolickych slou€enin nez u ovocné slozky
jogurtd, coz je dano pestrejsi skladbou rliznych druh(i ovoce pfi vyrobé téchto produktd. Kromé
jogurtu Agro-la byl ve vSech vzorcich detekovan pelargonidin—3—glukosid, ktery je typicky pro
boravky. Tento flavonoid byl detekovan také u obou vzorkl Cistych borlvek, coz je jeden
z dukazl, ze rostlinné slozky komerénich vyrobkl byly vyrobeny z urcitého podilu borlvek.
Zde muzeme vychazet z prace [3], ktera pojednava o fenolickém slozeni borGvek z riznych
¢asti Evropy a vypovida o moznosti pouzit specificky fenolicky profil pro stanoveni autenticity
boravek. Lze tak rozliSit boriivku evropskou od bortvky kanadské, ale i jednotlivé druhy na
zakladé geografického plivodu.

Kromé evropské borlvky a jogurtu Agro-la byl také u vSech vzorku detekovan kvercetin—3—
glukosid, ktery u komercnich vyrobkd muze pochazet z kanadskych boravek, pouzitych pro
vyrobu rostlinnych slozek téchto produktd. U komer€nich vyrobkl byla dale detekovana
kyselina chlorogenova a floridzin, které zfejmé pochazi z jinych ovocnych pyré obsazenych
v ovocné slozce produktl, pravdépodobné z jable€ného pyré. U jogurtu Agro-la byla jako
jedina latka detekovana kyselina gallova.
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Moznym dlavodem, pro€ se v tomto vzorku nepodafilo identifikovat dalSi fenolické latky maze
byt, Ze tento vyrobek obsahuje celkové pfili§ malo rostlinnych sloZzek ve své ovocné matrici
(8,1 g, nejméné ze vSech vzorkd, kapitola 4.1), nebo byla pouzita rostlinna slozka jogurtu pfilis

zfedéna.

Tabulka 7 Fenolické latky detekované pomoci HPLC s PDA detektorem u Evropské a Kanadské
bortvky. Latka byla detekovana (+), latka nebyla detekovana (-).

Detekovana latka Bortivka evropska Bortivka kanadska
Kys. Gallova + +
Kys. Kumarova + -
Kys. Kavova - +
Kyselina Vanilova + -
Katechin + -
Epikatechin + -
Pelargonidin—3—glukosid + +
Kvercetin—3—glukosid - +
Hesperidin + +
Resveratrol + -

Tabulka 8 Detekované latky pomoci HPLC s PDA detektorem v komercnich vzorcich (+) latka byla
detekovana, (-) latka nebyla detekovana.

Detekovana P. Hamanek J. Agrola J. Pilos P. Hami P. Lupilu
latka
Kys. Gallova + + + + +
Kys. + - + + +
Chlorogenova
Kys. Kumarova + - + + +
Katechin + - - + -
Epikatechin + - - - +
Pelargonidin—3— + - + + +
glukosid
Kvercetin—3— + - + + +
glukosid
Hesperidin + - + + +
Floridzin + - - + +
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5.1.2.2 Kvantitativni vyhodnoceni fenolickych latek

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé kalibranich kfivek standard( nize
uvedenych fenolickych slouéenin a plochy piku u identifikovanych slou€enin ve vzorcich.
Kalibra¢ni zavislost byla méfena v rozsahu koncentraci 1-0,001 mg-mlt. Tabulka 9 zobrazuje
smérnice linearni regrese jednotlivych standard( a jejich korelaéni koeficienty. Vypodcty byly
provedeny pomoci programu MS Excel 2016. Nebyly vyhodnoceny Ilimity detekce
a stanovitelnosti, proto je toto stanoveni brano jako pfedbézné a orientaéni.

V Tabulce 10 jsou zobrazeny hodnoty koncentrace jednotlivych fenolickych latek u evropské
a kanadské borGvky v mg-ml? extraktu. Z latek, které byly zméfeny u obou vzorkd, ma
evropska boruvka vice pelargonidin—3—glukosidu. U kanadské borlvky bylo detekovano vice
hesperidinu a kyseliny gallové. V porovnani s komer¢nimi vzorky obsahovala evropska
borGivka vice katechinu, epikatechinu i kyseliny vanilové.

Z komercnich vyrobkd ma nejvice kvercetinu a pelargonidinu pfesnidavka Hamanek. U jogurtu
Pilos bylo zméfeno nejvy3si mnozstvi kyseliny kumarové a hesperidinu. U pfesnidavky Hami
bylo zméfeno nejvyS8i mnozstvi kyseliny vanilové a u pfesnidavky Lupilu bylo nejvice
floridzinu a kyseliny chlorogenové. V8echny naméfené hodnoty a hodnoty nékterych dalSich
latek jsou uvedeny v Tabulce 11. Na Obrazku 12 je zobrazen chromatogram pfesnidavky
Lupilu. Jelikoz se u presnidavek i ovocnych slozek jogurtl pouziva vice druht ovoce, nelze
s pfesnosti urcit, jak koresponduje obsah naméfenych fenolickych latek s obsahem bortvkové
slozky v produktech.

Tabulka 9 Smérnice kalibracnich standard(i podle rovnice y=a-x a hodnoty korelacnich koeficientt R?.

Standardy a R?
Kys. gallova 5315,7 0,8853
Kys. kumarova 4962,2 0,9962
Kys. kavova 2047,2 0,9988
Kys. Chlorogenova 639,47 0,9851
Kys. Vanilova 4707,1 0,994
Pelargonidin-3-glukosid 6535 0,9999
Kvercetin-3-glukosid 19347 0,9942
Katechin 565,62 0,9896
Epikatechin 1154 0,9923
Hesperidin 3246,3 0,9974
Floridzin 3605,7 0,9895
Resveratrol 3036,8 0,9166
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Tabulka 10 Kvantitativni HPLC analyza individualnich fenolickych latek a jejich koncentrace [mg-ml?]
extraktu z bortvek N=nedetekovano

Borluvka kanadska

Boruvka evropska

Kyselina gallova 1,58:10°3 1,49-10*
Kyselina kumarova N 3,89-:10°
Pelargonidin—-3—glukosid 5,17-10° 1,29:10*
Kvercetin-3—glukosid 2,06-10* N
Katechin N 4,41-10%
Epikatechin N 1,81:10°3
Hesperidin 3,73-10* 1,89-10*
Kyselina kavova 4,01-10* N
Kyselina vanilova 1,93-10*
Resveratrol 3,40-10°

Tabulka 11 Kvantitativni HPLC analyza individuélnich fenolickych latek a jejich koncentrace
[mg-ml?] v extraktu z komerénich vyrobki s obsahem ovocné slozky. N=nedetekovano

Presnidavka Ovocna Ovocna | Presnidavka | Presnidavka
Hamanek slozka j. slozka j. Hami Lupilu
Agro-la Pilos
Kyselina gallova 7,32-10* 2,90-10° 1,52-10% 4,46-10* 7,92-10%
Kyselina kumarova 7,27-10° N 8,07-10° 1,28-10° 1,74-10°
Kyselina 2,38-10°3 N 9,77-10* 6,09-10° 6,75-102
chlorogenova
Kyselina vanilova N N 1,61-10* 5,80-10°
Pelargonidin—3— 4,74-10° 2,09-10° 3,80-10°¢ 1,97-10°
glukosid
Kvercetin—-3— 5,47-10° N 9,67-10° 2,18-10° 2,30-10°
glukosid
Katechin 1,21-10* N N 1,95-10* N
Epikatechin 5,01-10* N N 3,68-10° 3,68-10*
Hesperidin 9,83-10° N 9,88-10° 6,40-10€ 1,62-10°
Floridzin 2,74-10° N N 5,06-10° 1,75-10*
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Obrazek 12 Chromatogram fenolickych latek v extraktu vzorku €. 5 (Pfesnidavka Lupilu)

5.2 Vyuziti molekularné diagnostickych metod ke stanoveni autenticity
vyrobkl s obsahem bortivek

Byla provedena analyza DNA izolované z plodi evropské a kanadské boruvky a péti
komerénich vzorkll obsahujici bortvkou slozku. Obsah deklarované borlvkové slozky
v komer&nich vyrobcich je uveden v kapitole 4.1. Izolace DNA byla provedena izolacnimi kity
popsanymi v 4.3.2. Byla provedena také izolace DNA pomoci CTAB protokolu v kapitole 4.3.1.

5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA bylo provedeno na pfistroji
NanoDrop Spectrophotometer 2000. Postup je uveden v kapitole 4.3.3. V Tabulce 12 jsou
uvedeny koncentrace izolované DNA z obou druhl borlGvek podle pouzitych metod. Na
Obrazku 13 jsou zobrazeny absorpéni kfivky izolované DNA protokolem CTAB a kitem A
(Elisabeth Pharmacon) a kitem B (Perkin Elmer). Pro gPCR a naslednou HRM analyzu byla
pouzita DNA izolovana pomoci kitu A, a to z dvodu dostatecné koncentrace DNA a jeji Cistoty,
o které vypovida pomér absorbanci A260/A280.

méné DNA. DNA izolovana CTAB protokolem dosahuje nejvy$si zmérené koncentrace DNA,
tedy nejvyssi vytézky. DNA izolovana timto zplsobem vSak vykazuje nejnizsi Cistotu. O tom
vypovida Obrazek 13, kde jsou v absorpénich spektrech DNA izolované CTAB protokolem
piky s maximem pfiblizné 270 nm. Tyto piky znaéi kontaminaci DNA izolati chemikaliemi
pouzitymi pfi jeji izolaci. Absorpéni spektra DNA izolované kitem A z komer¢nich vzorki
vyrobku s rostlinnou slozkou jsou zobrazeny na Obrazku 14. V Tabulce 13 jsou uvedeny
koncentrace izolované DNA z jednotlivych vzorkd a jejich Cistota. NejvysSi koncentrace DNA
byla naméfena u jogurtu Pilos a nejmensi u pfesnidavky Hami.
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Tabulka 12 Koncentrace a cistota DNA izolované z boruvky evropské a kanadské a namérené
absorbance podle jednotlivych pouZitych kitd. I1zolovana DNA byla eluovana ve 100 pul elucniho pufru

Kit A Kit B CTAB
EB KB EB KB EB KB
c [ng/pl] 15,0 10,4 4,2 7.2 18,7 47,8
A 260 0,301 0,209 0,085 0,144 0,375 0,665
A 280 0,196 0,144 0,052 0,089 0,253 0,665
A 260/280 1,54 1,46 1,63 1,61 1,48 1,44
A 260/230 0,62 0,60 0,42 0,37 0,78 1,08
4
3,5
3
2,5
oy
15
1
05 =
0 —
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
A [nm]

Obrazek 13 Absorpcni spektrum DNA izolované z borivky evropské a kanadské kitem A, kitem B a

protokolem CTAB.

Tabulka 13 Koncentrace a Cistota DNA izolované z komerénich vyrobku. DNA byla izolovana izolacnim
kitem A. Izolovana DNA byla eluovana ve 100 pl elucniho pufru.

Presnidavka Jogurt Jogurt Pilos | Presnidavka | Pfesnidavka
Hamanek Agro-la Hami Lupilu
¢ [ng/pl] 8,6 7,2 11,7 2,3 4,1
A 260 0,171 0,144 0,234 0,046 0,083
A 280 0,123 0,096 0,148 0,023 0,064
A 260/280 1,40 1,50 1,59 2,00 1,31
A 260/230 0,30 0,39 0,43 0,31 0,35
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Obrazek 14 Absorpcni spektra DNA izolované z komerénich vyrobkd.

5.2.2 Vysledky gPCR a analyzy kfivek tani za pouziti primert ITS 2

Byla provedena gPCR na pfistroji Rotor-gene 6000. Reakcéni smési byly pfipraveny podle
postupu v kapitole 4.3.4 Vysledky byly vyhodnoceny pomoci stejnojmenného programu. Byla
pouzita DNA izolovana kitem A. OrientaCni analyza kfivek tani byla provedena na stejném
pfistroji se zménou teploty 0,1 °C/s.

5.2.2.1 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA plodi boravek

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti DNA izolované z plod borlGvek byly vyuzity primery ITS2.
Amplifikaéni kfivky jsou zobrazeny na Obrazku 15. K detekci gPCR produktt doslo u pozitivni
kontroly ve 23. cyklu. U vzork( bortvky evropské a kanadské doSlo k detekci qPCR produkt(
pozdéji, a to v 27. cykKlu.

Vysledek analyzy kfivek tani je zobrazen na Obrazku 16. Z tohoto obrazku je patrné, ze
specifické amplikony pozitivni kontroly a evropské borlivky mély teplotu tani 87,7 °C. U vzorku
kanadské bortvky jsou patrné dva piky pfi teplotach tani 87,5 °C a 91,1 °C. DNA izolované
z boruvky evropské a kanadské byly amplifikovany a dale vyuzity jako pozitivni kontroly pfi
gPCR komerénich vzork( a analyze kfivek tani.

100

B LW N

10 15 20 28 30 35 40
Cycle

Krivka 1 2 3 4

Vzorek Pozitivni kontrola Evropska borlivka | Kanadska bortivka | Neg. kontrola

Obrazek 15 qPCR vzorkt bortivek za pouziti ITS 2 primert.
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Obrazek 16 Analyza kfivek tani vzorku borivek za pouziti primert ITS 2.

5.2.2.2 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA izolované z komerénich vyrobki za pouziti

ITS 2 primert

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti DNA izolované z komercnich vyrobku s rostlinnou slozkou byly
opét vyuzity primery ITS2. AmplifikaCni kfivky jsou zobrazeny na Obrazku 17. U pozitivni
kontroly byly produkty PCR detekovany v 25. amplifikacnim cyklu. U komer€nich vzorku doslo
k detekci PCR produktd pozdéji, a to v 30—32 amplifikaénim cyklu. Z Obrazku 18 je patrné, ze
u komerénich vyrobkl sice doSlo k amplifikaci DNA, av8ak vzniklo pfi ni vyrazné mensi
mnozstvi specifickych produktll nez u DNA z plodu borlvek, ktera byla vyuzita jako pozitivni
kontrola. Piky komerénich vzorku, pozitivni i negativni kontroly s maximem pfi teploté 75,5 °C
jsou dimery primeru.

32

KFivka 1 2 3 4 5 6 7
Vzorek | Pozitivni | J. Agrola | P. Hami | J. Pilos P. P. Lupilu | Negativni
kontrola Hamanek kontrola

Obrazek 17 qPCR komercénich vzorkt za pouZiti primerd TS 2.
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Kfivka 1 2 3 4 5 6 7
Vzorek | Pozitivni | J. Agrola | P. Hami | J. Pilos P. P. Lupilu Neg.
kontrola Hamanek kontrola

Obrazek 18 Analyza krivek tani za pouZziti ITS 2 primert.

5.2.3 Elektroforéza qPCR produktt borivky evropské a bortivky kanadské po
ovéreni amplifikovatelnosti s primery ITS 2

Elektroforéza produkti PCR za pouziti ITS 2 primer( byla provedena v 1,2% agarozovém gelu.
Jeji vysledek je zobrazen na Obrazku 19. Fragmenty amplifikované DNA maji velikost pfiblizné

400 bp. Na gelu jsou také vidét dimery primer(.
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Béh DNA Detekce
1 Neg. kontrola -
2 Pozitivni kontrola +++
3 Evropska boruvka +++
4 Kanadska boruvka +++
S DNA standard 100 bp ;

Obrazek 19 agarézovy gel produktii gPCR pro ovéfeni amplifikovatelnosti za pouZiti ITS 2 primer(
(+, ++, +++, intenzita detekovaného produktu PCR; - produkt PCR nebyl detekovan)

5.2.4 Elektroforéza produkti qPCR u komerénich vyrobkt s primery ITS 2

Vysledek elektroforézy produktl qPCR je zobrazen na Obrazku 20. Opét je zde vidét vyrazny
band pozitivni kontroly (500-400 bp). Byly slabé detekovany také produkty qPCR
u komerénich vyrobkd, a to u pfesnidavky Hamanek, jogurtu Agro-la a pfesnidavky Hami. DNA
v téchto komer&nich vzorcich byla Spatné amplifikovatelna. Pfi€inou mohla byt kontaminace
v izolatech DNA z komer€nich vyrobkd, které do urcité miry mohly inhibovat qPCR reakci.

1 2 3 456178

500 bp
400 bp
300 bp

Béh DNA Detekce Béh DNA Detekce

1 Neg. kontrola - 5 J. Agrola +

2 DNA Standard - 6 J. Pilos -
100 bp

3 Pozitivni +++ 7 P. Hami +

kontrola Ev.

boravka

4 P. Hamanek + 8 P. Lupilu -

Obrazek 20 agarézovy gel produktii gPCR za pouZiti ITS 2 primert (+, ++, +++, infenzita
detekovaného produktu PCR; - produkt PCR nebyl detekovan)
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5.2.5 Vybér specifickych primert pro detekci borivek ve vybranych komerénich
vzorcich potravin s ovocnou slozkou

5.2.5.1 Ovéreni funkénosti primerd BHLH 1 a BHLH 3

Byla provedena qPCR za pouziti dvou rtiznych part primeru, ato BHLH 1 a BHLH 3. Sekvence
téchto primerd jsou uvedeny v kapitole 4.3.4 v Tabulce 3. Obrazek 21 zobrazuje amplifikaci
gPCR produktd z borGvky evropské a kanadské s obéma pary primeru.

Produkty primert BHLH 3 byly detekovany ve 30. amplifikaénim cyklu, zatimco produkty
primertd BHLH 1 byly detekovany ve 34. amplifikaénim cyklu. Obrazek 22 zobrazuje kfivky tani
amplikonu vzniklych pomoci primert BHLH 1. Jsou zde vidét piky s teplotou tani pfiblizné 74—
75 °C a jedna se o dimery primer(, jak potvrzuje i vysledek nasledné elektroforézy téchto
vzorku na Obrazku 28. DalSi piky jsou viditelné pfi teploté 84,4 °C (evropska bortvka) a 84,5 °C
(kanadska boravka), coz je produkt téchto primerd. Obrazek 23 zobrazuje analyzu kfivek tani
amplikonu vzniklych pomoci primert BHLH 3. Piky specifickych produktd téchto primer se
nachazi u evropské borlvky pfi teploté pfiblizné 83,4 °C a u kanadské borlvky pfi teploté
pfiblizné 84,0 °C.

Oba typy primert fungovaly pro borivkovou DNA Pro detekci borGvek v potravinach
rostlinného puvodu byly vyhodnoceny primery BHLH 3 jako vhodnégjSi. Prvnim ddvodem je
vys$Si ucinnost PCR jak v reakcich s DNA plodu boravek, tak i v reakcich s DNA izolovanou
z komerénich vyrobku. DalSim divodem je vétSi rozdil teplot tani specifickych produkta ve
srovnani s primery BHLH 1.

Fluorescence

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Potet oyklii

Krivky 1-3 4-6 7-9 10-12 13 14

Vzorky Ev. Kn. Ev. Kn. Neg. Neg.
borlivka borlvka bordvka Bortvka kontrola kontrola

Primery BHLH 3 BHLH 3 BHLH 1 BHLH 1 BHLH 3 BHLH 1

Obrazek 21 qPCR boruvky evropské a kanadské provedené v triplikatech za pouziti primerd

BHLH 1 a BHLH 3
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05
67 i\
° 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 7% 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98
Teplota (*C)
Krivky 1-3 4-5 6 7
Vzorek Ev. borlivka Kn. borGvka Kn. bortvka Negativni
kontrola
Obrazek 22 Analyza krivek tani za pouZiti primert BHLH 1
52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 Te;ﬁ) - !.C)76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98
Krivky 1-3 4-6 7
Vzorek Ev. bortivka Kn. borGvka Negativni kontrola

Obrazek 23 Analyza krivek tani za pouziti primert BHLH 3
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5.2.5.2 Vysledky qPCR za pouziti primerid BHLH 1 u komerénich vyrobku.

Obrazek 24 zobrazuje amplifikaci produktd qPCR. Produkt gPCR byl detekovan u pozitivni
kontroly evropské boravky ve 30. cyklu, u komercnich vzorkd a pozitivni kontroly kanadské
borlivky od 32. cyklu. Analyza kfivek tani zobrazena na Obrazku 25 vSak ukazala, ze se
specificky produkt u izolatd DNA z komer€nich vyrobkl, amplifikovanych témito primery,
nevytvofil. Amplikony pozitivnich kontrol viditelnych na Obrazku 25 maji teplotu tani
srovnatelnou s teplotou tani uvedenou v kapitole 5.2.5.1. Amplifikace DNA izolatu
z komer¢&nich vyrobkl s primery BHLH 1 nebyla uspésna, z tohoto divodu byla HRM analyza
provedena pouze u izolatd DNA z komer&nich vyrobkl s pouzitim primert BHLH 3. Divodem
neuspésné amplifikace muze byt kontaminace v izolatech DNA u komercnich vzorkd
a nasledna inhibice qPCR reakce s témito primery.

) 45
6
[ — |
2 4 8 10 12 14 16 18 ngm ol 22 24 26 30 32 34 36 38 40
Krivka 1 2 3 4 5 6 7 8
Vzorek Ev. Kn. J. Pilos P. P. J. P. Neg.
bortivka | bortvka Hami | Hamanek | Agrola | Lupilu | kontrola

Obrazek 24 qPCR komercnich vzorku s pozitivnimi kontrolami.
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Krivka 1 2 3 5 6 7 8
Vzorek Ev. Kn. J. Pilos . P. J. P. Neg.
borGvka | bortvka Hamanek | Hami | Agrola | Lupilu | kontrola

Obrazek 25 Analyza krivek tani u komercnich vyrobkd.

5.2.5.3 Vysledky qPCR a analyza kfivek tani s primery BHLH 3 u komerénich vyrobku

Obrazek 26 zobrazuje amplifikaci produkti qPCR. Produkt gPCR byl detekovan u pozitivni
kontroly evropské bortvky ve 28. cyklu a u pozitivni kontroly kanadské borlvky ve 30. cyklu.
Produkty gPCR u izolatd DNA z komer&nich vyrobka byly detekovany ve 34. cyklu. Analyza
kfivek tani zobrazena na Obrazku 27 ukazala, Ze se specificky produkt u komerénich vyrobku
amplifikovanych t&mito primery vytvofil.

Krivka 1 2 3 4 5
Vzorek Ev. borlivka | Kn. borlvka P. Lupilu J. Pilos Neg.
kontrola

Obrazek 26 gPCR komercnich vzork( s pozitivnimi kontrolami za pouziti primert BHLH 3.

48



68 70 72

% 78 80

Krivka

2

Vzorek

Ev. borlvka

Kn. bortivka

P. Lupilu

J. Pilos

Neg. kontrola

5.2.6 Elektroforéza produkti qPCR s primery BHLH 1 a BHLH 3

Byla provedena elektroforéza produktt qPCR ve 2% agarozovém gelu.

Obrazek 27 Analyza kfivek tani s primery BHLH 3 u komer¢nich vyrobkd.

Fragmenty

amplifikované témito primery u evropské a kanadské boruvky jsou uvedeny na Obrazku 28.
Analyza byla provedena v triplikatech. Obrazek 29 popisuje elektroforézu komerénich vyrobki
a evropské a kanadské bortvky pouzité jako pozitivni kontroly. PCR produkty pro amplikony
syntetizované primery BHLH 1 maji velikost 232 bp a 226 bp pro amplikony syntetizované
primery BHLH 3 podle [32]. DNA se amplifikovala primery BHLH 1 pouze u pozitivnich kontrol.
U primer BHLH 3 se amplifikovala DNA i u nékterych komerénich vyrobki, a to u jogurtu Pilos
a pfesnidavky Lupilu.
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1 2

3 456 78910111213 1415

Béh DNA Detekce Béh DNA Detekce
1 Neg. - 8 Ev. bortvka ++
kontrola BHLH 1

BHLH 3

2 Neg. - 9 Kn. borGvka ++
kontrola BHLH 3
BHLH 1

3 DNA - 10 Kn. bortivka ++
Standard BHLH 3
100 bp

4 Ev. bortvka +4++ 11 Kn. bortivka -
BHLH 3 BHLH 3

5 Ev. borlvka +++ 13 Kn. borlivka -
BHLH 3 BHLH 1

6 Ev. borlvka +++ 14 Kn. borlivka +
BHLH 3 BHLH 1

7 Ev. borlvka +++ 15 Kn. bortivka +
BHLH 1 BHLH 1

8 Ev. borlvka +++
BHLH 1

Obrazek 28 Agardzovy gel produktii gPCR z bortvky evropské a kanadské (+, ++, +++, intenzita

detekovaného produktu PCR; - produkt PCR nebyl detekovan)
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12 3 4567 8 910111213 14151617

{ (g

Béh DNA Detekce Béh DNA Detekce
1 Negativni - 10 Pozitivni ++
kontrola kontrola Kn.

BHLH 1 bortivka
2 Negativni - 11 P. Hamanek -

kontrola
BHLH 3
3 DNA - 12 J. Agrola -
Standard
100 bp
4 P. Hamanek - 13 J. Pilos +++
5 J. Agrola - 14 P. Hami -
6 J. Pilos - 15 P. Lupilu +
7 P. Hami - 16 Pozitivni +++
kontrola Ev.
bordvka
8 P. Lupilu - 17 Pozitivni ++
kontrola Kn.
bordvka
9 Pozitivni +++
kontrola Ev.
borlvka

Obrazek 29 Agardzovy gel produktil PCR izolovanych z komercnich vyrobku kitem Eligene. (+, ++,
+++, intenzita detekovaného produktu PCR; - produkt PCR nebyl detekovan). V béhu 3-10 byly
pouzity primery BHLH 1 u béhu 11-17 primery BHLH 3.

51



5.2.7 Vysledky HRM analyzy DNA izolatl z bortivek a komerénich vyrobktl s ovocnou
slozkou

Amplikony byly podrobeny HRM analyze na pfistroji LightCycler v rozsahu teplot 50-99 °C se
zmeénou teploty 0,01 °C/s. Byla provedena HRM analyza izolatli DNA z evropské a kanadské
borGvky za pouziti dvojce rdznych primer. Obrazek 30 zobrazuje HRM analyzu s primery
BHLH 1. Na tomto obrazku jsou patrné dvojice piku. Piky s teplotou tani pfiblizné 73-74 °C
patfi opét dimerdm primer(. Druhé piky jsou specifické amplikony. Teplota tani amplikonu
izolovanych z boravky evropské je 83,24 °C a u amplikonu z borivky kanadské 83,21 °C.
Rozdil teplot tani amplikonl nebyl v tomto pfipadé dostatecny pro rozliSeni evropské borlvky
a kanadskeé boravky. Obrazek 31 zobrazuje HRM analyzu s primery BHLH 3. Na tomto obrazku
jsou patrné pouze piky specifickych produktu téchto primerd. Teplota tani amplikon( z bortvky
evropské je 81,96 °C a teplota tani amplikonl bortvky kanadské je 82,34 °C. Rozdil teplot tani
amplikonu byl v tomto pfipadé dostatecny k rozliSeni evropské borlivky a kanadské bortvky,
¢imz byl potvrzen zavér z pfedchozich kapitol, ze primery BHLH 3 jsou vhodnéjsi pro detekci
borlivek v potravinach a identifikaci jejich druhu.

HRM analyzu izolatd DNA z komer&nich vyrobkl s primery BHLH 3 zobrazuje Obrazek 32.
Specifické amplikony byly detekovany u jogurtu Pilos (kfivka 4) a u pfesnidavky Lupilu
(kfivka 3). Jelikoz amplikony DNA boruvky evropské a kanadské bude mit jiny pomér A/T
a G/C bazi, tim budou mit i riznou teplotu tani v zavislosti na tomto poméru. DNA kanadské
borlivky bude pravdépodobné obsahovat vy$si pocet G/C bazi, a proto ma o trochu vyssi
teplotu tani nez jeji evropska verze. Zmény v teploté tani budou patrné i u rlznych odrad
stejného druhu, protoze mohou mit trochu jinou sekvenci DNA, kde se mizZe nachazet vice
téchto bazi [43].

Podle teploty tani se bude v jogurtu Pilos spiSe nachazet borlivka evropska, zatimco
u presnidavky Lupilu spiSe borlivka kanadska, i kdyz se bude jednat o jinou odridu kanadské
borlivky, nez ktera byla pouzita jako pozitivni kontrola. Hodnoty teplot tani komercnich vyrobku
a pozitivnich kontrol, u kterych byly detekovany specifické amplikony, jsou uvedeny
v Tabulce 14.

Tabulka 14 Teploty tani DNA amplifikované z komercnich vyrobku s primery BHLH 3 z pristroje Light
Cycler.

Vzorek Tm [°C]
Kanadska bortivka 82,18
Evropska borlvka 82,03

Jogurt Pilos 82,06
Presnidavka Lupilu 82,37
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dFdT

Obrazek 30 HRM analyza DNA izolat( z bortvek s primery BHLH 1
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Kn. bortivka

Neg. kontrola

Obrazek 31 HRM analyza DNA izolatd z bordvek s primery BHLH 3
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6 ZAVER

PfedloZzena prace byla zaméfena na srovnani moznosti vyuziti instrumentalnich
a molekularnich metod ke stanoveni autenticity potravin s ovocnou sloZzkou. Jako modelové
ovoce byla vybrana boruvka, ktera byla identifikovana v pfirodnim extraktu z ovoce a téz
v nékolika komercnich vyrobcich s deklarovanym obsahem borGvky.

Jednim z cilu této prace bylo stanoveni fenolickych sloucenin u vzorku bortvky evropské
a borlivky kanadské a vybranych komercnich vzorkd potravin s ovocnym podilem. Ze
spektrofotometrického stanoveni celkovych polyfenold a flavonoidd vyplyva, ze vySSi obsah
téchto latek je v evropské borGvce nez v kanadské bortivce. Je vSak na misté vzit v tvahu, do
jaké miry bylo toto stanoveni ovlivnéno riznym typem skladovani danych vzork(. Pro méfeni
evropské borlvky byl pouzit mrazeny vzorek, zatimco u kanadské borGvky byly pouzity plody
susené mrazem a nasledné rehydratované v destilované vodé ze kterych byl poté pfipraven
extrakt. Obsah fenolickych latek byl dale spektrofotometricky stanoven u péti komerénich
vzorku potravin s ovocnou slozkou. Zde je dulezité vzit v Uvahu dalsi latky, které se do téchto
ovocnych vyrobku pfidavaji. Jako dalSi rostlinné slozky jsou v nich obsazeny jable¢né
a hruskové pyré a jsou zde pfitomna i dalsi aditiva.

Z kvalitativni analyzy vyplyva, Ze obecné v pfesnidavkach bylo identifikovano vice fenolickych
slou€enin nez ve vzorcich rostlinnych slozek zjogurtd. Coz je dano tim, Ze presnidavky
obsahovaly vice rliznych druht pyré, zatimco ovocna slozka jogurt byla z vétsi ¢asti slozena
jen z borGvek a jinych nez ovocnych aditiv. Fenolické latky identifikované v borGvkovych
extraktech byly identifikovany také v extraktech z rostlinnych slozek komerénich vzorkd.
Z téchto vysledkl muzeme usoudit, ze se v komerénich vyrobcich vyskytovala borGvkova
slozka, protoze specificky flavonoid pelargonidin—3—glukosid by mohl pochazet z borGvek [44].
Pfitomnost floridzinu nicméné potvrzuje pfitomnost i jable¢ného pyré u pfesnidavek, ktery byl
u téchto vyrobku detekovan napf. u jogurtu Pilos nebylo jable¢né pyré deklarované a floridzin
nebyl detekovan.

Po analyze instrumentalnimi metodami byla provedena qPCR a HRM analyza. Nejdfive byla
izolovana DNA z borlvky evropské a kanadské za pouziti kitu A (EliGene Plant DNA Isolation
Kit), kitu B (Chemagic DNA Plant Kit) a CTAB protokolu. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno
za pouziti kitu A a proto byl dale pouzit pro izolaci DNA z komerénich vzorkd.
Amplifikovatelnost izolatl DNA ziskanych pomoci kitu A byla ovéfena pomoci primer( ITS2
specifickych pro rostlinnou DNA. U izolatt DNA zplodld obou druhl bortvek doslo
k amplifikaci specifického produktu téchto primert. U komerénich vyrobk( také doslo
k amplifikaci DNA, ale v daleko menSi mife. Na elektroforetickém gelu byly slabé viditelné zény
téchto produktl. Poté byla provedena qPCR za pouziti druhové specifickych primerd BHLH 1
a BHLH 3 pro borlivky, nasledovana HRM analyzou amplikon.

Z vysledkd vyplyva, ze primery BHLH 3 jsou pro detekci borlivkové DNA a uréeni druhu
bortivek vhodnégjsi. Uginnost PCR reakce s t&émito primery byla vy$$i neZ u primerd BHLH 1,
a to jak pfi amplifikaci DNA evropskych bortvek, tak i pfi amplifikaci DNA kanadskych bortvek.
Rozdil teplot tani specifickych amplikont u jednotlivych druhtd bortivek byl v pfipadé primeru
BHLH 3 dostacuijici pro rozlieni téchto druhd, zatimco v pfipadé primerd BHLH 1 tomu tak
nebylo. Pomoci primerll BHLH 3 byla Uspé&Sné prokazana pritomnost boravek v komerénich
vzorcich, a to u jogurtu Pilos a v pfesnidavce Lupilu. Hodnoty teplot tani stanovené HRM
analyzou vypovidaji o tom, Ze u jogurtu Pilos byla pro rostlinou slozku obsazenou v jogurtu
pouzita borGvka evropska, zatim co u pfesnidavky Lupilu byla pouzita borivka kanadska.
U této presnidavky byla pouzita jina odrida kanadské borivky, nez ktera byla pouzita jako
pozitivni kontrola, a proto se teploty tani mimé lisi.

55



Z predlozené pilotni studie je patrné, Ze jak instrumentalni, tak i molekularni metody jsou
pouzitelné k analyze autenticity potravin s deklarovanou ovocnou sloZkou. Oba pfistupy vedly
k prokazani pfitomnosti specifickych slozek charakterizujicich borGvky jak v extraktech
z ovoce, tak i ve stejnych komercCnich vzorcich s obsahem ovocné sloZky (jogurt Pilos,
procedury je vSak tfeba dale optimalizovat a zohlednit typ matrice pfi navrhu extrakéniho &i
izolaCniho postupu. Problematika tedy vyZaduje daldi intenzivni studium a tato prace tak
predstavuje zaklad pro dal3i experimenty.
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8 PRILOHY:

Priloha 1:

Obrazek 33 Komeréni vzorky s rostlinou sloZkou obsahujici uréité mnoZstvi bortivkového podilu.

Priloha 2:
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Obrazek 34 Chromatogram fenolickych latek v extraktu evropské boruvky
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Obrazek 35 Chromatogram fenolickych latek v extraktu kanadské boruvky
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Obrazek 36 Chromatogram fenolickych latek v extraktu vzorku 1 (Hamanek)
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Obrazek 37 Chromatogram fenolickych latek v extraktu vzorku 2 (jogurt Agro-la)
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Tomisek, B3 UV_VIS_1WVL260 nm
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Obrazek 38 Chromatogram fenolickych latek v extraktu vzorku 3 (jogurt Pilos)
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4500

13 Fenolické_I4tky #373 [manually integrated, 1 peak(s) manually assigned] Tomisek, B4_2x UV_VIS_1WVL:260 nm
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Obrazek 39 Chromatogram fenolickych latek v extraktu vzorku 4 (pfesnidédvka Hami)
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