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ABSTRAKT

Praca sa zaobera degradaciou DNA pri spracovani potravin, & uZz chemickymi,
fyzikalnymi alebo mechanickymi metédami. Do akej miery je StruktGra nukleovej kyseliny
porusena a ako to ovplyviiuje naslednu analyzu a ziskanu kvalitu DNA, ¢o sU podstatne
dolezité faktory, ktoré vypovedaju o zloZeni a kvalite poskytovanych surovin na trhu. Cielom
bolo overit vplyv varu a ¢asu na degradaciu DNA a jej amplifikaciu v PCR.

ABSTRACT

This work deals with the degradation of DNA during food processing by chemical, physical
or mechanical methods. The degree of damage of structure of nucleic acids and how it
affects the subsequent analysis and quality of obtained DNA, which are significant factors
that tell us about the composition and quality of the raw materials on the market. The aim
was to analyze the effect of boiling and the time on the degradation of DNA and its
amplification in PCR.
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potravinové vyrobky, spracovanie potravin, degradacia DNA, izolacia DNA, kvantifikacia
DNA, PCR
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1 UvVOoD

Identifikacia a detekcia Specifickej cielovej DNA sekvencie méze poskytnat zaklad pre
jednozna¢nu autentifikaciu surovin. Detekcia ciefovych DNA dovoluje rozoznat mnoZstvo
réznych zloziek potravy, ako napriklad rozlisit druhovu identifikaciu ryb, detekciu geneticky
modifikovanych organizmov v potravinach, rozliSit odrody pSenice aryZze ako tieZz rozoznat
falSovanie potravin a napojov. NavySe, su tu dalSie odvetvia, ktoré len nedavno zacal
vyuzivat vyhody technik zaloZzenych na analyze DNA, ako napriklad druhova identifikacia
réznych ZivoCiSnych tkaniv alebo identifikhcia rbéznych bakteridlnych druhov napr.
v probiotickych vyrobkoch. [1]

Laboratéria zapojené do analyzy ZivoCiSnych produktov sa skér spoliehali na
imunochemické postupy, ktoré si zvy€ajne vyzadovali produkciu Specifickych antisér ku
kazdému cielovému organizmu. Spracovanie produktov mohlo viest k parcidlnej alebo
kompletnej strate epitopov normalne pritomnych v nativnej Struktdre proteinu. Naopak,
polymerazova retazovd reakcia umoZziuje rychlu amplifikaciu nepatrnych mnoZstiev
zvySnych DNA fragmentov, a teda mé vysoky potencial pre analyzu potravin. [1]

Vyskyt patogennych baktérii, alergénov a umyselné falSovanie potravin alebo ich
nespravne popisovanie (ako napriklad nedostatok informacii o obsahu a mnoZstve
alergénov a geneticky modifikovanych organizmov), méZu uviest do omylu spotrebitela. [2]
Preto je dblezita kontrola kontrolnymi laboratériami, v ktorych sa pouZivaju odpovedajuce
analytické metdédy. Metdda kvantitativnej PCR (QPCR) sa uk&zala ako spravna volba pre
rutinni detekciu a kvantifikaciu. [3] Konecny vysledok ovplyviiuje nielen vyber extrakénej
metody pri izolacii DNA, ale tieZ technika pouzita pri vyhodnoteni DNA degradacie, vratane
PCR. Pocet cyklov, dizka amplikénu, pritomnost inhibitorov PCR a mnoZstvo DNA pouZitej
na PCR ovplyvni detekény a kvantifikany limit. [4]



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vyskyt nukleovych kyselin v potravinach

Rastlinné a ZivociSne potraviny obsahuju DNA a RNA, nukleotidy a volné nukleové bazy. Ich
celkovy obsah v potravinach je rozli€ny podla zdroja zavisiaceho na mnozstve buniek a teda
i nukleovych kyselin v bunkéach. Zivo&isne svalové tkanivo pozostava z vysokého obsahu
DNA a RNA, hoci je mensie ako vo vnutornostiach, ktoré tiez obsahuju vysoké mnoZstvo
bunkovych jadier. Rastlinné Ulozné tkaniva , ako zrn4 alebo zemiaky, s menSim obsahom
bunkovych jadier, obsahuju menej DNA a RNA. Najvy3si obsah nukleovych kyselin sa da
najst v baktériach, kvasinkach a hubach, pretoZe rychlo rastd do vysokej hustoty. Preto,
priiem DNA a RNA v strave zavisi na pdvode stravy a dalej na spdsoboch spracovania.
Prijem v potrave sa liSi medzi jednotlivcami, ale typicky je v rozsahu 0,1-1 g/osoba/den. [5]

2.1.1 Stabilita nukleovych kyselin

Ako nositelka genetickej informacie makromolekula DNA preukazuje pomerne vysoku
chemicku stabilitu.

Neenzymatickd hydrolyza nukleovych kyselin prebieha spontanne, ale nie velmi rychlo.
Rozkladu v roztoku je RNA viac pristupnad ako DNA, pretoZe pritomnost C2-hydroxylovej
skupiny ribozy, fosfodiesterové vazby RNA molekdl st nachylné na hydrolyzu, najma
v pritomnosti dvojmocnych katidbnov. Miera hydrolyzy vazieb medzi bazou a sacharidom
ribonukleozidov je omnoho menSia ako u deoxyribonukleozidov. AvSak oproti odolnosi
fosfodiesterovych vazieb (ziskané odstranenim 2°-OH skupiny curku) je N-glykozylova véazba
nestabilna. Za podmienok nizkeho pH depurinacia kostry nukleovej kyseliny je prvym krokom
degradacie DNA nasledovana hydrolyzou prilahlych 3°,5-fosfodiesteovych vazieb, ¢im vznika
skracovanie DNA retazcov. Tato reakcia je urychfované pri vys3ej reakénej teplote. NavySe
prirodzen& nestabilnost’ glykozylovych vazieb, zvySky DNA bz su nachylné na hydrolyticku
deamindciu. Cytozin a jeho homoldg 5-metylcytozin su hlavné ciele tejto reakcie.

Nehydrolytické reakcie mézu viest k mutagénnemu poskodeniu asu vyznamné pre
funk&nu integritu DNA. AerObne rastidce bunky su vystavené aktivhemu kysliku pocas
metabolizmu, ¢o méZe spbsobit endogénne posSkodenie DNA. Mutagénnym poskodenim sa
vytvori hydroxylovy radikal 8-hydroxyguanin, ktory sa prednostne paruje s A ako s C. Okrem
kysliku, Zivé bunky obsahuju niekolko dalSich malych reaktivnych molekul, ktoré mézu
spbsobit poSkodenie DNA a vystupuju ako endogénne genotoxiny. [5]

2.2 Degradacia DNA pri spracovani surovin

Dvojzavitnica nukleovych kyselin je nestabilnd a pri teplote medzi 60-90 °C alebo pri
alkalickom pH (>12) sa topi a vytvara sa z nej jednoviaknova DNA. Po zniZeni teploty ¢i pH,
vodikové vazby mézu byt obnovené. Pociato¢né topenie dvojvlidknovej Struktary méze byt
nasledované fragmentaciou vyznacujucou sa odstranenim boénych valencii a stratou
pévodnej konformacie. Kyslé pH depurinuje DNA a vedie k Stiepeniu retazcov. UV svetlo
vyvolava tvorbu pirimidinovych dimérov. Fragmentacia moéZze byt tiez spdsobena
mechanickym spracovanim (strizné sily), enzymatickym spracovanim (nukleazy), chemickou
hydrolyzou a ionizujacim Ziarenim. [5]

Podmienky pri spracovani potravin su délezitym faktorom, ktory priamo vplyva na
degradaciu DNA. Napriklad pri mechanickom strese, vysokej teplote, rozli€nom pH,
enzymatickej aktivite moze dojst k hydrolyze, oxidacii alebo deaminacii DNA. Technologicka



Uprava potravin zvySuje homogenitu potravin, avSak znehodnocuje pritomnd DNA vo vzorke,
¢im redukuje citlivost analyzy, detekény a kvantifikacny vysledok metédy PCR. Tym sa
zhorSuje pouzitelnost PCR pre detekciu a kvantifikaciu napr. geneticky modifikovanych
organizmov. [4]

Udaje o interakcii zloZiek potravin s DNA matricou st aZ doteraz zname a zverejnené len
v obmedzenom pocte, ukazalo sa ale, Ze ovplyviuju degradaciu DNA. Interakcia zloZiek
potravin s nukleovou kyselinou méze mat za nasledok zvySenu degradaciu alebo ochranu
DNA. Napriklad bola sledovand enzymaticka degradacia klobasy a boli pozorované
ochranné ucinky matrice masa na DNA. Okrem toho adsorpcia DNA na Castice v p6de mé za
nasledok menSiu nachylnost k degradacii nez vroztoku. Taktiez boli identifikované
polyaminy ako je spermin, ktoré vykazuja ochranné ac¢inky na DNA proti Ziareniu. [6]

2.3 Metddy spracovania potravin

Existuju rdozne techniky spracovania pre rastlinné a zZivo€iSne suroviny, ktorymi chcu
vyrobcovia dosiahnut spravne vlastnosti vyrobkov ako je kvalita, trvanlivost, farba, Cistota,
odstranenie mikrobiologickej aktivity a mnoho inych. Prislusné metédy su hlavne zaloZené
na fyzikalnych, chemickych a biologickych postupoch. Dalej sa budem zaoberat
najcastejSimi faktormi, ktoré maju vplyv na citlivost DNA pri spracovani potravin. Faktory
potravinarskeho retazca uvedené v Tabulke 1, naj¢astejSie ovplyvnuju degradaciu DNA. [7]

Tabulka 1: Faktory ovplyv nujuce celistvos t' DNA molekul v prostredi a v potravinach

[7]

Faktor (pdsobenie) Vyznam v potravinach Miesto pésobenia na DNA

Strizné sily premenlivé podla obtiaZznosti cukor-fosfatova kostra (zlomy
spracovania potravin dvojvlakien)

Enzymy DNazy, vysoké mnozstvo v cukor-fosfatova kostra,
potravinach pochadzajuce nukleotidy (modifikacia,

z rastlinnych alebo Zivo€isnych hydrolyza)
tkaniv

pH vacsina potravin ma neutralne pH | vazby medzi bazou a cukrom
alebo slabo kyslé- slaby efekt, pri | pri nizkom pH (hydrolyza) s
spracovani sa pH meni 1-12 - druhotnym efektom na cukor-
silny efekt fosfatovu kostru (zlom

retazcov), bazy (deaminacia)

Teplota ak su potraviny podrobené denaturacia DNA, hydrolyzaéné
teplotnému procesu (> 80°C) - a deaminac¢né reakcie
silny efekt

Vodn4 aktivita nizka v suSenych potravinach; v3etky reakcie vedu
vysok@ pri vysokej vodnej aktivite | k poSkodeniu

Chemické ¢inidla CiastoCne vysoké, ked SO, je nukleotidy (chemické

(napr. reaktivny pouzity ako aditivne Cinidlo alebo | modifikacie, strata baz)

kyslik, dusitany, pri skladovani na vzduchu)

alkylaéné ¢inidla)

Ochranné interakcie | v ur€itych potravinovych ochrana proti rozlicnym
matriciach velmi dblezité, rdzne | poskodzujucim faktorom
vplyvy prostrednictvom adsorpcie | zahriiujuce strizné sily, enzymy,
DNA na Gastice, interakcia teplo...

s polyaminmi...




2.3.1 Teplota

Je zndme, Ze zvySenou teplotou dochadza k denaturacii, teda k vratnému rozruSeniu
sekundarnej Struktiry vlidkna DNA. Teplota nad 100 °C vyznamne ovplyviuje vlakna DNA
a dochadza kireverzibilnej strate sekundarnej Struktiry. Tato deStrukcia je sprevadzana
depurindciou alebo deaminéciou. DNA je zdegradovana na menSie fragmenty, ¢im sa
zredukuje citlivost PCR. AvSak teplota pouzitd pri procesoch ako je konzervovanie alebo
autoklavovanie pri 121 °C po dobu 15 minat nezni¢i celd DNA, ktora zostadva dostupna pre
PCR. K procesom, ktorymi doch&dza k degradacii DNA prostrednictvom teploty patri
varenie, pecenie, susenie, praZzenie, vyprazanie a autoklavovanie. [4]

Pecéenie a varenie hovadzieho, bravéového a kuracieho masa ma za nasledok znizenie
detekcie poctu kopii Specifickych génov. Zalezi na dobe a stupni zahrievania, ¢o ovplyvriuje
vysledok naslednej analyzy. Cielova DNA hovadzich a brav€ovych vzoriek peéenych pri
200 °C >30 min a >50 min nemohla byt pouZzitd v PCR, zatial ¢o pre kuracie méso pecené
50 min mohla byt izolovana DNA amplifikovatelnd a kvantifikovatefna prostrednictvom
qPCR. Dalej napriklad boli méasové produkty varené od 10 — 240 min, tento proces spdsobil
postupny pokles amplifikacie (znizenie hodnoty Ct) DNA paralelne s prirastkom pocas doby
varenia. Napriklad, varenim hovadziny, brav€oviny a hydiny 240 min na 99 °C, sa zniZila
hodnota Ct na 0,21 %, 0,41 % a 0,67 %. To, Ze 374 bp amplikony hovadzieho mésa pecené
>30 min na 200 °C nemohli byt amplifikované, zatial ¢o 290 bp amplikony bravCového
pecené 50 min boli amplifikované v PCR vrealnom c&ase, naznacuje, Ze zahrievanie
ovplyvnuje fragmentéciu a nakoniec amplifikaciu DNA. [8]

2.3.2 Vplyv pH

Potraviny maju svoje charakteristické pH a zmenou ich optimalneho pH dochadza k
poruSeniu Struktiry DNA. Efekt pH je &iastoCnhe obmedzeny jadrovou membranou, ktord
chrani DNA proti rozstiepeniu. Stanovenie templatovej DNA po predizenej inkubacii v roztoku
pri nizkom pH ukéazalo, Ze po pociatocnej lyze bunky a predbeznej deStrukcii DNA, enzymy
zodpovedné za degradaciu (endonukledzy) su zni¢ené rychlejSie ako samotnd DNA
a nedochadza k dalSiemu Stiepeniu. Nizke (kyslé) pH spbsobuje depurinaciu DNA a vedie
k nadslednému zlomu a rozpleteniu vlakna. Na druhej strane pri vySSom (alkalickom) pH je
stabilita DNA relativne dobra. [4]

Pocas silaZzovania kukurice sa prirodzene zniZzuje hodnota pH. Pri produkcii krmiva bolo
preukazané, Zze DNA bola degradovana pocas silaZzovania Bt-176 kukurice (pH 3,9 — 4,1)
a fragmenty o velkosti 1914 bp po 106-tich dhoch nebolo moZzné detegovat. [9] Avsak,
rozruSenie DNA pocas silazovania nemdze byt prisudzované iba postupnej redukcii pH, ale
tiez Cinnosti rastlinnych endonukleaz a/alebo exogénnych nukleadz mikroflory. [4]

Bolo preukédzané, Ze vacSia degradacia DNA sa prejavi, ak bude pouZzita kombinacia
viacerych metdd spracovania. Napriklad 1 225 bp dlhé DNA fragmenty z kukurice Bt-176
neboli amplifikované po 30-tich minatach inkubacie v roztoku o pH 4 a teplote 65 °C. [2]

2.3.3 Fermentéacia

Silna deStrukcia DNA bola pozorovana aj v pripade fermentaénych procesov, ¢o sa
vysvetluje Stiepenim vidkna DNA enzymom DNazou, pochadzajlicou z mikroorganizmov.

[4]
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Pri zistovani transgénnych sucasti v miso (fermentovany vyrobok zo sdje), bol zisteny
postupny pokles transgénnych zloziek az do 120. dnia fermentacie a od tohto bodu 35S
prométor nemohol byt detegovany. Pri dokoneni fermentacie miso, ¢o je okolo 5-6
mesiacov, vacsSina DNA vlakien bola degradovanych na 200 bp alebo kratSie, ale 95 bp
amplikbnmi méze byt Uspesne zistend v miso pouZzitim konvenénej PCR a hniezdovej PCR.
Rovnaké problémy v ziskavani pozitivnych PCR vysledkov boli pozorované pri produkcii
sufu, fermentovany tofu produkt. Aby bola amplifikdcia mozn4, musela byt pouzita hniezdova
PCR. Okrem toho, v kvasenych séjovych produktoch natto (kvasené soéjové bbby) pocas
fermentacnych procesov bola degradovana genémova DNA. [4]

2.3.4 Mechanicka uprava

Pri nardbani so surovymi materialmi, strizné sily mézu byt jedny z prvych faktorov
spbsobujuce DNA fragmentaciu. Pri mechanickom spracovani sa pouzivaju postupy ako
mletie, mieSanie, rezanie, lisovanie. Tieto procesy sa taktieZz vyskytuja pri extrakcii
a purifikacii, napriklad pri centrifugacii, nasévani, filtracii, pipetovani, plneni vialiek
a spOsobuju zretelnu degradaciu DNA. [4]

Poclas sildZzovania nedochadza len k degradacii vdaka uz zmienenej zmene pH, ale aj
vdaka mechanickému spracovaniu, ako je sekanie celych kukuri¢nych rastlin . Predpoklada
sa, Ze pocas sekania je DNA uvolnena a stava sa lahko dostupnou pre nukleazy. Navyse
znizovanie pH, ako vysledok fermenticie a produkcie kyseliny mlie¢nej urychluje proces
degradacie. Detekcia transgénnej Bt-kukurice pomocou PCR s tvorbou amplikénov
o velkosti 1 914 bp bola mozna pocas prvych piatich dni sildZovania. [9]

NajdolezitejSim krokom vo vyrobe Cokolady je proces konSovania, kedy je Cokolada
zahriata na niekolko hodin v nddobéach, v ktorych zaroven prebieha rozotieranie (hnietenie)
cokolady pri teplote 55 — 105 °C. Kakaova hmota, ktord je pouZitd na lisovanie je ¢asto
ziskand z alkalizovanej kakaovej drviny. Detekcia rastlinnej DNA pomocou PCR ukazala
priamu spojitost s dizkou amplifikovanych fragmentov a vyznamnou degradéaciou DNA po&as
produkcie ¢okolady, o méze mat vplyv na stanovenie sojového lecitinu. [10]

2.3.5 Enzymatick& degradéacia

Tento typ fragmentacie bol pozorovany pri silazovani, kysnuti cesta, skladovani potravin
dokonca pri rezani rastlinnych tkaniv, pri ktorom sa naruSia bunkové steny a membrany,
déjde k uvolneniu DNA a enzymov z bunky, ¢o ovplyvni degradaciu nukleovej kyseliny [4].
Na druhej strane, bolo dokazané, Ze aj pri vysokej koncentracii DNazyl, niektoré DNA
fragmenty zostavaju nerozloZzené enzymami. Zd4 sa, Ze spracovanie surovin s vysokym
obsahom enzymov redukuje hydrolyzu DNA, pravdepodobne inhibiciou enzymovej aktivity
pri vysokej koncentracii DNazyl. [3]

Dalsim prikladom je eliminécia nukleovych kyselin pogas vyroby cukru, ked pritomnost
DNA bola analyzovana pomocou PCR v medziproduktoch a koneénych produktoch.
Hybridiz&cia cielovej sekvencie priniesla pozitivne vysledky vo vzorkach ziskanych zo Stavy,
ale nie z uhli¢itanovych usadenin (kalov), zriedenych a koncentrovanych Stiav alebo bieleho
cukru ziskaného z transgénnej cukrovej repy. Tieto vysledky odhalili vaznu degradaciu
nukleovych kyselin uz v prvom kroku spracovania. Po3kodenie DNA bolo pripisané
enzymovej aktivite endonukledz cukrovej repy, ako tieZz nevratnej adsorpcii na usadeninu,
zrazaniu, hydrolyze kvéli vysokej teplote pocas odparovania atiez v dosledku vylu¢enia
DNA pocas krystalizacie sacharézy. [4]
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2.3.6 Extrakcia oleja a rafinovanie

Polas rafinovania vysoka teplota, kyslé pH a adsorpcia redukuju obsah DNA v oleji.
V niektorych pripadoch bolo preukazané, Ze pri precisteni je odstrdnend DNA z olejovej fazy,
¢o znemozfiuje jej amplifikaciu (identifikaciu). [4]

Efekt rafinovania olejov na deStrukciu DNA bol Studovany na oleji ziskaného zo soje,
z repky a z kukurice. V repkovom oleji lisovanom za studena, boli stanovené fragmenty PCR
velké az 350 bp. Dokéazalo sa tiez, Ze pokial je surovy séjovy olej centrifugovany pri 14 000 g
po dobu 15 minuat aroven DNA je zredukovand, ale mdZze byt stale preukdzana. U vzoriek
odobranych v réznych fazach pri rafinovani s6jového oleja, bolo preukazané, Ze najma pri
odslizovani oleja je odstranena DNA z olejovej fazy a amplifikacia v rafinovanom oleji je tak
nemozna. [4]

2.3.7 Dalsie procesy

Medzi dalSie procesy, pri ktorych bola pozorovana fragmentacia nukleovych kyselin patri
oziarenie a ultrazvuk. Ziarenie vplyva na potraviny pocas ich skladovania, ako aj pri
technologickom spracovani. PoSkodenie DNA rastie s rastlcimi davkami oZiarenia, napriek
tomu je stadle mozna detekcia GMO. Pri vystaveni vzorky ultrazvuku je DNA degradovana,
ale amplifikacia je stdle mozna v PCR v redlnom ¢ase, dokonca aj po 6ésmich hodinach.
Efektivnost degradacie ultrazvukom sa teda znizuje s ¢asom. [4]

Oziarenim geneticky modifikovanych séjovych bébov az 1 000 Gy, vzrastla deStrukcia
DNA s rasticimi davkami radiacie, ale geneticky modifikované organizmy boli rozpoznané
vdaka 35S promotoru vzoriek séjovych bdbov. Vy3Sie davky oZiarenia ako 10, 25 a 50 kGy
boli pouzité na produkty vyrdbané zo zemiakov. DNA bola zrejme degradovana pri 10 kGy,
pretoZe amplifikacia 325 bp fragmentov zlyhala pre niektoré vzorky. [4]

2.4 Metddy analyzy DNA

Na vyhodnotenie vplyvu technologickych podmienok pouzivanych pri spracovavani potravin
na degradaciu DNA suU najCastejSie pouzivané molekularne biologické metddy: konvenéna
PCR aPCR vrealnom c¢ase, niekedy je vyuzivanad hniezdovd PCR a kvantitativno-
kompetetivna polymerazova retazova reakcia. [4] Hlavna nevyhoda metod kvantifikacie DNA
v réznych druhoch potravin vyplyva z variability koncentracie DNA, ¢o zavisi na druhu a type
tkaniva pritomného vo vzorke. Pokial ide o masity produkt, tak rovnaké mnozstvo hovadzej
a bravCovej chudej svaloviny nemusi obsahovat rovnaky pocet buniek a teda aj kopii cielovej
DNA. [3]

2.4.1 Extrakcia DNA

Délezitym krokom k ziskaniu DNA vhodnej kvality a Cistoty je extrakénad metdéda. Prvou
Glohou je priprava vzorky, ktora zahriiuje jej homogenizaciu, ¢im ziskame reprezentativnu
vzorku. Vzorky sa rozliSuji na homogénne a heterogénne. Pre heterogénne potravinové
produkty zarucit dostatoénou homogenizéciou spravnu reprezentativnu vzorku je Ciastocne
kritické, pretoZe vyrobky obsahuju niekolko ingrediencii s rozli€nymi vlastnostami. Nasledne
sa vyberie najvhodnejSia metdda pre ziskanie DNA. Mnoho metdd pre analyzu GMO
v potravinach rastlinného pévodu sa zaklada na zrdZzani DNA pouZzitim cetyltrimetylammonia
bromidu (CTAB). DalSie metddy st zaloZzené na izolacii DNA Zivicou, magnetickymi
Casticami, balenymi sklenymi vlaknami a mnoho inych. Jednotlivé postupy sa odliduju a je
velmi délezité zvazit pre akiu metdodu sa rozhodneme, obzvlast pri analyze vysoko
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spracovavanych potravin, kde je rézny stuper degradacie DNA a tiez pritomnost inhibitorov
PCR. Prislusna metdéda DNA izolacie mdze byt vyhodnotend najCastejSie agardézovou
gélovou elektroforézou, UV spektrofotometriou, meranim florescencie a réznymi
polymerazovymi retazovymi reakciami.

Extrakéna ucinnost je ovplyvnena distribuciou rbézne velkych ¢&astic z bunkovych
fragmentov, pritomnostou chemikalii vo vzorke, fyzikalno-chemickymi zmenami pocas
spracovania, ako aj samotnou technolégiou spracovania, enzymovou hydrolyzou a dizkou
DNA, ktord ma byt extrahovana. [4]

2.4.2 Agar6zova gélova elektroforéza

Princip metddy je zaloZeny na putovani zdporne nabitych fragmentov DNA v elektrickom
poli. DNA je moZzné na géle detegovat napr. pomocou interkalatného farbiva ethidium
bromid. Agarézova gélova elektroforéza je vhodnad pre porovnanie degradacie
v spracovanych a v surovych vzorkach, vo vzorkadch odobranych po€as spracovania alebo
na porovnanie mnozstva DNA zrdznych extrakénych metéd. Ak k analyze pouZijeme
vzorku, v ktorej nie je DNA degradovana, napriklad u nespracovanych potravin, bude
pozorovana vysokomolekularna DNA ako diskrétny pas (band), u spracovanych surovin
s degradovanou DNA je DNA vizualizovani ako Smuha fragmentov o menSej molekulovej
hmotnosti DNA. Pre intaktnost DNA mo6zu byt pouZité nasledujuce Udaje: vysoka (>20 kbp
alebo nespracovand), stredna (20-0,5 kbp), nizka (500-100 bp), velmi nizka (<100 bp)
molekulova vdha DNA. Vysledok sa vyhodnocuje z obrazka gélovej elektroforézy, teda je
ovplyvneny subjektivnym nazorom analytika. [4]

2.4.3 UV spektrofotometria a fluorescen  €né spektrofotometria

Obidve metddy je mozné pouZzit pre stanovenie koncentracie izolovanej DNA v roztoku. Viac
vyuZivanym postupom je UV spektrofotometria, najma pokial ide o vyhodnotenie extrakénych
metdd. Spektrofotometricka analyza vyuZiva UV adsorpciu pri vinovej dizke 260 nm.
Vysledok ukazuje celkovy obsah nukleovych kyselin, ale je ovplyvneny cCistotou vzorky
a mnozstvom pritomnej DNA. K analyze je obvykle potreba 2,5 - 5,0 ug DNA. Tato metdda
vSak nerozliSuje medzi DNA a RNA a neukazuje fragmentaciu DNA. Z tohto dévodu je ako
alternativa k UV pouZzivana fluorescenénd spektrofotometria, ktora dokaze kvantifikovat DNA
na zaklade interakcie fluorescenénych farbiv, ako sU PicoGreen, Hoechst farbiva
a SYBRGreen s DNA. Tieto farbiva sa vyluéne viazu len na dvojvlaknovi DNA, z ¢oho
vyplyva, Ze jednovlaknovd DNA alebo RNA nie je touto analyzou stanovitelna. Vysledky su
v8ak zavislé na percente Aa T, pH a na pritomnosti ne€istét ako su soli alebo organické
rozpustadla. [4]

2.4.4 Hodnotenie kvality izolovanej DNA

Spravna ucinnost metddy polymerazovej retazovej reakcie (PCR) zavisi hlavne na kvalite
DNA izolovanej z potravin, & uz spracovanych alebo nespracovanych (surovych),
rastlinného alebo ZivociSneho pdvodu. Kvalita DNA je uréend stupfiom poskodenia, ¢o je
podstatne ovplyvnené technologickym spracovanim vzorky a podla toho usudzujeme aku
konkrétnu extrak&nd metédu pouZzijeme.

Cistotu DNA (€o ma priamy dopad na amplifikaciu) ovplyviuji najrbznejSie kontaminanty
v potravinovych matriciach. Kontaminanty mézu pochadzat zo skimaného materialu, ako
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napriklad proteiny, polysacharidy, tuky. Tiez to mdZu byt chemikalie pouZzité poCas extrakcie
— fenol, chloroform, etanol. Ztohto dbvodu si vyberame taky extrakény proces, ktory
eliminuje potencialne inhibitory a pritomné neZiaduce latky. [4] Cistota extrahovanej DNA
moze byt hodnotena spektrofotometrickym meranim pri réznych vinovych dizkach, pokial je
adsorpcny pomer Aceonm/Azgonm Medzi 1,8 - 2,0 a Axeo/Azsp Viac ako 1,7 extrahovana DNA je
v kvalite vhodnej pre PCR. [11] Kvantita DNA by mala byt vrozsahu 20 pg az 200 ng.
V pripade, Ze je amplifikacia nedc¢inna, mnozstvo templatovej DNA v PCR sa m6ze zvysit,
avSak ak je na zaciatku PCR metddy pouZitej priliS§ mnoho DNA, efektivhost PCR mézZe byt
zredukovana. [4]

2.5 Konven ¢énad PCR

Polymerazové retazova reakcia sa stala jednou z najviac vyuzivanych technik v molekularnej
bioldgii.

PCR pozostava z troch cyklicky sa opakujucich krokov:

» Denaturacia : ZvySenim reakénej teploty na 95 °C sa poruSia vodikové vazby medzi
komplementarnymi bazami nukleovych kyselin, teda dvojvlaknové DNA (dsDNA) sa
rozpletd a vznikaju jednoviaknové DNA (ssDNA).

» Hybridizacia : Priméry sa pripoja k templatu (ssDNA). Teplota tohto kroku sa znizi asi
0 5 °C pod teplotu topenia priméru naviazaného na cielova DNA, zvy€ajne je to 45-
65°C.

» Syntéza nového re tazca DNA: Teplota je zvySend na 72 °C, €o predstavuje teplotné
optimum pre aktivitu DNA-polymerazy, ktora syntetizuje nové vidakno DNA
komplementarne k pdvodnej molekule [12].

Zlozky vyZzadované pre reakénl zmes PCR:

» Templat DNA (matrica) — slizi ako matrica pre syntézu novych komplementarnych
retazcov DNA. U¢innost amplifikacie je ovplyvnend kvalitou matricovej DNA.

» Priméry — synteticky pripravené oligonukleotidy. TemplatovaA DNA obsahuje cielové
miesta pre vazbu primérov, ktoré musia byt komplementérne. Vzajomne by priméry
nemali byt komplementarne, aby nedochadzalo k vzniku dimérov primérov.

» DNA polymeraza — syntetizuje nové retazce vybranych Usekov dvojretazcovej DNA
v smere 5 =3". V sucasnej dobe sa vyuZivaju termostabilné polymerazy izolované
z termofilnych mikroorganizmov ako je baktéria Thermus aquaticus, prislusni
polymeraza tejto baktérie sa nazyva Taq DNA polymeraza.

» dNTP (2°-deoxynukleozid-5"-trifosfat) — zakladné stavebné zloZzky pre tvorbu nového
vlakna DNA. Radime sem dATP, dCTP, dGTP, dTTP.

> Mg? ibny — sU potrebné ako kofaktory pre aktivitu DNA polymeréazy. Vytvaraji
komplexy s dNTP, primérmi a DNA templatmi, preto je nutné optimalizovat
koncentraciu Mg®* iénov v reakénej zmesi.

» Voda pre PCR — doplni reakénd zmes na poZadovany objem.
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» Pufor prePCR — zabezpeli spravny priebeh reakcie, pretoZe vytvara optimalne
prostredie pre DNA polymerazu.

Konvenéna PCR je citliva, umozriujluca za optimalizovanych podmienok detegovat jedinu
cielovi molekulu DNA na reakciu v typickom objeme 25-50 ul. Takato neobycajna citlivost
PCR metody mdze vSak viest k detekcii nahodnych kontaminantov. [11] Cas analyzy je ale
prilis dlhy, systém nie je automatizovany ariziko kontaminicie je vySSie. NavySe je to
analyza nasledovana agar6zovou gélovou elektroforézou amplikbnov, takze mnozstvo DNA
v amplikénoch nemusi odpovedat pociatonej koncentracii cielovych molekil DNA. [4]

2.6 PCRvrealnom c¢ase ( Real-Time PCR)

Metdéda polymerazova retazova reakcia vredlnom c¢ase (real-time polymerase chain
reaction, RT-PCR) nazyvana tiez kvantifikatnd PCR (quantitative polymerase chain reaction,
gPCR). RT-PCR dovoluje pouZivatelovi v realnom ¢ase monitorovat produkciu amplikénov
a kvantifikovat vzorky v skorSom stupni analyzy. Kvantifikacia v skorSom Stadiu je viac
presnd ako analyza po ukonceni amplifikacie (endpoint analyza), prirodzene spojena
s analyzou na agar6zovom géle. Data vrealnom Case su dosiahnuté fluorescenénymi
molekulami, ktoré umoznuju korelaciu medzi intenzitou fluorescencie a koncentraciou PCR
produktu. [8]

V pripade RT-PCR komponenty pre tento druh PCR su zhodné s konvenénou PCR.
MoZe byt pridana dalSia zloZzka do reakcie, takzvana sonda. Je to kratky usek jednoviaknovej
DNA, obvykle 30 baz dlhy, komplementarny k cielovej oblasti medzi dvoma primérmi.
Fluérochrém, chemicky spojeny s probou je kfi€ovy bod pre tento druh analyzy: pocas
kazdého cyklu amplifikacie je emitovany fluorescenény signal, ktory je merany
inStrumentalne. Takyto signal je dmerny mnozZstvu DNA prave vtom ¢ase, umoZfiujuci
operéatorovi sledovat reakénu kinetiku. [13]

Citlivost analyzy mézZe byt ovplyvnend vyberom, koncentraciou reakénych zloZiek
a pouzitou chémiou, kedZe emitovany fluorescenény signél sa meria. Je znamych niekolko
typov: farbivo SYBR Green I, hybridizatnd sonda FRET (,fluorescence resonance energy
transfer®), hydrolytické sondy, ako TagMan, molekularne majaky a Scorpion préby. [4]
NajCastejSie vyuZivanou technologiou je TagMan. [14] Odhaduje sa, Ze na spolahlivl
detekciu je potrebnych desat cielovych kopii, kedZze aspor 40 cielovych kopii sa vyZaduje
pre presnu kvantifikaciu tohto ciefa pouZzitim gPCR. [4]

gPCR je vhodnd pre vyhodnotenie degradacie DNA v spracovanych surovinach, ako tiez
ucinnosti extrakénej metddy, pretozZe testy st zamerané na cielové molekuly v rozmedzi 80-
150 bp. Hlavnou vyhodou je vysoka citlivost, Specifita, reprodukovatefnost ziskanych
vysledkov, moznost kvantifikacie kopii génov, menej pracna a nevyzaduje si uz Ziadne
manipulécie po skonceni PCR [4] . Bolo zistené, Ze na rozdiel od konvenénej PCR, pomocou
gPCR sme schopni rozlisit a zmerat dokonca stopové mnoZzstvo DNA rozdielnych zvieracich
druhov v potravindch. Takéto stanovenie druhu a kvantifikacia méze byt ovplyvnend trvanim
tepelného spracovania vyrobku, teplotou a velkostou DNA fragmentu, ktory ma byt
amplifikovany. [8] Vo velmi precistenych matriciach/potravinach, v mnohych pripadoch je
celkovy pocet DNA kopii prilis maly, obas blizky samotnému limitu detekcie. Bolo
poukéazané na to, Ze , v mnohych matriciach je DNA degradovana a dizka fragmentov je tak
kratka, Ze nem6zu byt amplifikované a zistené dokonca, ked sa pouZiju kratke amplikbny
(napr. 70 bp). Nasledne by DNA teda mala byt extrahovana z velkého mnozstva (kilogramy
v mnohych pripadoch) vzorky matrice, aby bola zaistend rozumna kvantifikacia. [13]
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TaktieZz extrakénd metdéda mdze mat vyrazny efekt na U€inok qPCR. Zaklada sa to na
predpoklade, Ze kratke fragmenty DNA sa nezrazaju tak jednoducho ako dlhé fragmenty. To
ma za nasledok, Ze malé DNA fragmenty nemusia byt extrahované s rovnakou ucinnostou
ako velké templatové molekuly, najmé extrakénymi technikami, v ktorych je stratégia
zaloZena na zrazani DNA. [8]

2.6.1 Inhibitory PCR

Priebeh PCR mé6Ze byt negativne ovplyvneny (inhibovany) latkami, ktoré mézu byt pritomné
v analyzovanej vzorke. Tento problém spravidla nastdva pri analyze realnych vzoriek.
NajCastejSie su inhibitory sucastou skimanych vzoriek alebo su zavedené poc€as prace so
vzorkami alebo pocas extrakcie nukleovej kyseliny. Hlavhym désledkom ciasto¢nej alebo az
Uplnej inhibicie PCR je zniZenie citlivosti, popripade navodenie faloShe negativnych
vysledkov. [15]

Inhibitory PCR su velmi heterogénna skupina chemickych latok. Mechanizmus p6sobenia
inhibitorov PCR moZe byt rbézny a inhibitory mézu zasahovat v réznych krokoch PCR
analyzy, ako je mozné vidiet na Obrdzku 1. PCR komponenty, obzvlast DNA mézZu
interferovat s polymérnymi povrchmi. Nukleazy moéZzu degradovat DNA alebo RNA,
polysacharidy mézu redukovat objem pri resuspendovani vyzraZzanej RNA, reverzna
transkripcia méze byt inhibovana napriklad priamou interakciou enzymu s melaninom.
Hybridizacia primérov s DNA templatmi mézZe byt naruSena urcitymi inhibitormi PCR, tento
efekt je spdsobeny kompetetivnym viazanim inhibitora do templatu. Preto vhodnym vyberom
templatu s vy§Sim bodom topenia mdzeme predist takémuto problému. Pre PCR v redlnom
Case interferencia s florescenénymi prébami alebo zvySenie pozadia fluorescencie je dalSim
moznym mechanizmom reakcie inhibitorov zniZujucich citlivost reakcie. [15]

V potravinach bolo identifikovanych mnoho odliSnych inhibitorov PCR ako tuky, glykogén,
mineraly, enzymy. V mlie€nych vyrobkoch je inhibicia hlavne zavisla na koncentracii vapnika,
zatial ¢o obsah tuku vyzera, Ze ma len maly vplyv na U€innost amplifikacie. Navyse, plazmin,
prirodzene sa vyskytujuci v mlieku bol identifikovany ako inhibitor, ktory degraduje Taq
polymerazu. Rastliny obsahuju latky ako polysacharidy, polyfenoly, pektin a xylan, ktoré
moézu byt extrahované spolu s nukleovou kyselinou a nasledne mé6zu brzdit PCR. AvSak pre
vacsinu polysacharidov (dextran, inulin, pektin alebo Skrob nebol zisteny inhibi¢ny efekt. [15]

Doteraz bola navrhnutd rada metéd pre odstranenie inhibitorov alebo pre redukciu ich
efektu. Spravidla, efekt inhibitorov méZe byt redukovany vhodnym vyberom metédy pre
spracovanie vzorky a extrakciu nukleovej kyseliny, volbou viac odolnej DNA polymerazy
alebo pouzitim Specifickych PCR aditiv. [16] Jedna z efektivnhych stratégii je napriklad fenol-
chloroformova extrakcia pre odstranenie inhibi¢nych proteinov a lipidov. Tato metdda je vSak
pracna, asovo naro¢na a nemozno ju automatizovat (€o je nevyhodné pri analyze velkého
mnoZstva vzoriek). Potvrdilo sa, Ze tieto metddy su viac vhodné ako gélova filtracia, Uprava
s proteindzou K alebo tepelna Uprava. Pri pouziti magnetickych ¢astic oxidu kremicitého (a aj
inych typov magnetickych mikroCastic) pre izolaciu nukleovej kyseliny sa preukazalo, Ze
doka&zu ucinne odstranit’ Sirokd Skélu inhibitorov PCR. AvSak, ucinnost je vo velkej miere
zavisla na pouzitej matrici. [15]
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Obrazok 1: Miesto pdsobenia PCR inhibitorov po €as pripravy vzorky a PCR:
nukleové kyseliny moézu interferovat s povrchom nadoby (1), latky moéZzu reagovat
s nukleovymi kyselinami (2), dalSie latky inhibuju reverznu transkripciu (3) a degraduju alebo
modifikuja templatovi DNA (4), hybridizacia primérov s templatom méze byt zabrzdena (5)
alebo DNA polymeraza je degradovand, inhibovana alebo zmenena (6), latky mézu
interferovat’ s vazbou sondy alebo s flu6roformi.

2.7 Vplyv spracovanych surovin na amplifikaciu v PCR

PCR je vyuZzivana ako hlavny analyticky nastroj na Stadium degradacie DNA pre geneticky
modifikované potraviny. Zvy€ajne sa pouziva ako test kvality, sudiac podla toho, ¢&i je
oznaceny, cielovy gén pritomny alebo nie. [4]

Na posudenie efektu degradacie DNA v spracovanych surovinach sa najCastejSie
vyuZivaju rozlicné testy PCR, ktorymi je mozné amplifikovat rovnaky gén, ale vysledkom
bude, Ze amplikény budi mat rozliéna dizku. Do Gvahy je treba brat aj ten fakt, Ze dlhsie
fragmenty nukleovych kyselin st nachylnejSie na degradaciu ako kratSie fragmenty
a rozhodujuca je tiez volba cielovych génov. Pouzitim viacnasobnych kopii cielovych DNA
dosiahneme citlivejSie testy, ale m& to vplyv na kvantitu DNA, prave vdaka zmenam v pocte
kopii cielovych DNA. Preto by sa mala dat prednost’ detekcii jednokdpiovych génov. Faktory,
ktoré vplyvaju na citlivost jednotlivych PCR analyz su: sekvencia primérov, koncentracia
a typ reagentov, pocet cyklov PCR, uZ zmienena dizka amplikdnu a mnoZstvo DNA. [4]

2.8 ldentifikacia a kvantifikacia DNA v mlie énych produktoch

Identifikacia mlieka pomocou amplifikacie DNA je zaloZzend na pritomnosti cicav€ich
somatickych buniek v mlieku. Niekolko postupov vyuzZivajucich PCR bolo navrhnutych pre
druhovl identifikdciu v mlieku, v syre ajogurte s vyuZitim primérov navrhnutych pre
amplifikdciu mnoZstva mitochondrialnych génov: cytochrom b, oblast D slucky, 12S
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ribozomalnych RNA génov, cytochromoxidaza Il, cytochromoxidaza | a jadrové kodujuce
geny. [17]

DalSou moznostou, pri ktorej sa vyuZiva kvantifikdcia pomocou PCR, je kvantifikacia
baktérii mlie€neho kvasenia v produktoch fermentovaného mlieka. Napriek vyvoju
selektivnych kultivaCnych médii, identifikacia a vypoCet BMK v mlie€nych produktoch
pouZzitim postupov zavislych na kultivacii je stéle problematické. K dosiahnutiu rychlej
identifikdcie a kvantifikdcie baktérii mlie€neho kvasenia v komplexnych mikrobiologickych
ekosystémoch bez ich predchadzajlcej izolacie su vhodné metdédy PCR. [18]

2.9 Identifikacia zloZiek spracovanych potravin

Bezpecnost potravin, kvalita a zloZzenie sa stali predmetom zvySujuceho sa verejného
zaujmu, napriklad aj preto, lebo mnozstvo ludi je stale viac alergickych na Specifické
molekuly vyskytujice sa v potravinAch ako méaso, mlieko alebo syry. Presna detekcia
a kvantifikacia zloziek potravy sa vyZaduje pre presadzovanie spravnych postupov
oznacovania potravin, zabraneniu kontaminacie potravin, chybnému popisu a ich falSovaniu,
hlavnhe z ekonomickych dévodov. Dokazat presvedCivo, Ze doSlo k falSovaniu alebo ku
kontaminacii vyZzaduje detekciu a kvantifikaciu zloziek potravin, ¢o mdze byt narocné,
pretoZe nahradzované zlozky su ¢asto biochemicky velmi podobné a potravinové matrice su
extrémne komplexné a variabilné.

Metddy zaloZené na identifikacii lipidov, proteinov a DNA boli zavedené pre potravinovu
identifikaciu. Analyza lipidov je pouZzitefna iba pre hrubé meranie Zivo¢iSnych tukov. Metody
na béze bielkovin ako vysoko uc€inn& kvapalinovd chromatografia alebo izoelektricka
fokusacia su ucelné hlavne pre nespracované produkty a neumoznuju druhovud identifikaciu.
R6zne metddy vyuZivajice DNA zahriujuce najCastejSie amplifikaciu polymeradzovou
retazovou reakciou boli UspeSne prispbsobené pre detekciu nahradzovania potravinovych
zloziek.
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3 CIELPRACE

Teoreticka Cast je zamerand na Stadium degradacie DNA, vplyv spracovania potravinovych
produktov a jej vplyvu na amplifikaciu DNA.

Prakticka Cast’ je zamerand na izolaciu DNA z tepelne spracovaného mlie€neho vyrobku
pomocou fenolovej extrakcie a dvoch typov magnetickych nosiov ana jej amplifikaciu
pomocou PCR.

19



4 EXPERIMENTANA CAST

4.1 Materidl

41.1

Pre izolaciu DNA bol pouzity mlie€ny vyrobok BIO jogurtové mlieko s prichutou granatové
jablko, s kultdrou BiFi. Vyrobcom je Hollandia, Karlovy Vary, s.r.o.. Jogurtové mlieko
s kultdrou BiFi obsahovalo mlie€nu kultdru, Bifidobacterium BB12 a Lactobacillus acidophilus
LA5 (10°[g™). Kontrolna DNA bola izolovana z bakteridlneho kmena Lactobacillus paracasei

Vyrobok a mikroorganizmus

LOCK 0919, ktory bol ziskany od Doc. RNDr. A. Spanovej, CSc.

4.1.2

K izolacii DNA boli pouZzité magnetické nosiCe Dynabeads® DNA DIRECT™ Universal
(Dynal, Nérsko) s koncentraciou 10 mgl™ a magnetické nosiée P(HEMA-co-GMA) pokryté
karboxylovymi skupinami s koncentraciou 2 mghl™, pripravené Ing. D. Horakom, CSc na
Ustave makromolekularnej chémie Akadémie vied CR v Prahe. Charakteristiky pouZitych

Magnetické €astice

Gastic sU uvedené v Tabulke 2.

Tabulka 2: Charakteristika magnetickych  €astic

Castice Fe [%] | Dn [um] | Dw [um] | PDI | -COOH (mMgG™)
P(HEMA-co-GMA) | 10,02 2,23 2,42 1,81 0,76
Dynabeads® DNA

DIRECT™ 20 4 ) ) i

4.2 Chemikalie

VVVVVVVVVVVVVVVYVVYVY

N
o

Agardéza pre elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

DNA Standard (100 bp rebri¢ek) Malamité (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

Etanol, 96% (Penta, Chrudim, CR)

Etidiumbromid (Sigma, St. Louis, USA)

Fenol (Sigma, St. Louis, USA)

Chlorid sodny (Sigma, St. Louis, USA)

Chloroform (Lachema, Brno, CR)

Izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma, St. Louis, USA)
Lyzozym p. a. (Reanal, Budapest, Madarsko)

Ladova kyselina octova (Penta, Chrudim, CR)

Nana3aci pufor Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Polyetylén glykol (PEG) 6 000 (Sigma, St. Louis, USA)

PPP master-mix (Top-Bio, Praha, CR)

Proteinaza K p. a. (Sigma, St. Louis, USA)

Tris-HCI (Penta, Chrudim, CR)

Zmes dNTP, 10 mM (Top-Bio, Praha, CR)



4.3 PCR komponenty

>
>

Voda pre PCR

Oligonukleotidové priméry

F_eub, R_eub [19], LbLMA1-rev, R16-1 [20], F all lac, R all lac [19]

Sekvencie primérov su uvedené v Tabulke 5 (viz dalej).

PPP master-mix

ZloZenie: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH,),SO,4, 0,02% Tween 20, 5 mM
MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 Ul™* Taq
Purple DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva.

4.4 Roztoky

441

>

4.4.2

4.4.3

Roztoky boli pripravené podla skript Spanovej a Ritticha. [21]

Roztoky pre lyzu buniek

0,5 M Kyselina etyléndiamintetraoctova, pH 8,0

186,19 EDTA bolo rozpustenych v 800 ml destilovanej vody za suasného
zahrievania na 68 °C. pH sa upravilo na 8,0, roztok bol doplneny destilovanou vodou
na objem 1| a sterilizovany v autoklave (121 °C/20min).

1 M Tris-HCI, pH 7,8

12,1 g Tris-bazy sa rozpustilo v 70 ml destilovanej vody, pH sa upravilo na 7,8, roztok
sa destilovanou vodou doplnil na objem 100 ml a sterilizoval (121 °C/20min).

Lyzaény roztok A

Roztok sa pripravil sterilne zmieSanim 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8) s 1 ml 0,5 m EDTA
pH (8,0) a 98 ml destilovanej vody.

Lyzaény roztok B

Lyzozym sa pridal do lyzaéného roztoku A v mnoZstve 3 mgl™

20% dodecylsulfat sodny

20 g SDS sa rozpustilo v 80 ml sterilnej destilovanej vody, pH sa upravilo na 7,8
a roztok sa doplnil na objem 100 ml destilovanou vodou.

Roztoky pre izolaciu DNA pomocou magnetickych Castic

40% Polyetylénglykol 6 000

40 g PEG 6 000 sa rozpustilo v 60 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok sa doplnil na
objem 100 ml destilovanou vodou a sterilizoval sa v autoklave (121 °C/20min).

5 M chlorid sodny

58,4 g NaCl sa rozpustilo v 150 ml destilovanej vody. Roztok sa doplnil na objem
200 ml destilovanou vodou a sterilizoval sa v atoklave (121 °C/20min).

70% etanol

Pripravil sa riedenim z 96% etanolu.

Tris-EDTA pufor (TE pufor), pH 7,8

Roztok sa pripravil sterilne zmieSanim zo zasobnych roztokov 1 ml 1 M Tris-HCI (pH
7,8), 200 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml sterilnej destilovanej vody.

Roztoky pre fenolovl extrakciu DNA

Fenol
Destilovany fenol nasyteny v TE pufre, pH 7,8.
Clz
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Zmes chloroformu a izoamylalkoholu v pomere 24:1.

3 M octan sodny

408,1 g trihydratu octanu sodného sa rozpustilo v objeme 800 ml destilovanej vody,
roztok sa doplnil na objem 1 000 ml destilovanou vodou, rozdelil sa do alikvotnych
podielov a sterilizoval sa v autoklave (121 °C/20min).

96% etanol

Roztoky pre gélova elektroforézu

0,5x Tris-borat-EDTA (TBE) pufor

54 g Tris-bazy a 27,5 g kyseliny boritej sa rozpustilo v 600 ml destilovanej vody,
pridalo sa 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnilo sa na objem 1 | destilovanou vodou.
Pred pouzitim sa roztok nariedil 10x, aby vysledn& koncentracia bola 0,5x TBE.
Roztok etidiumbromidu

100 pl roztoku etidiumbromidu sa (0,5 pgl™) sa zriedil 500 ml destilovanej vody.
DNA Standard Malamité

100 bp rebri¢ek obsahujuci DNA fragmenty o velkosti 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1 000,1 200 bp.

Nana3aci pufor Yellow load

6x koncentrovany, roztok s vysokou hustotou a s obsahom farbiva Oranz G.

4.5 Pomocky a pristroje

YV VVVVVVVVY VVVYY

Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)

Centrifaga MINI Spin 13 400 min™* (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Digitalny fotoaparat Sony Cyber-shot DSC-HX5V (SONY, Japonsko)

Elektroforetickd vafia Owl D2 Wild Gel System (Thermo Scientific Owl Separation
System, USA)

Laboratorné vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Magneticky separator Dynal (Oslo, Norsko)

Mikrovinna rira PROLINE SM117 (SENCOR, CR)

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

Minilnkubator Labnet (Labnet international, USA)

NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

Transilluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany USA)

Zdroj elektrického napétia pre elektroforézu Enduro 300 V (Labnet, New Jersey,
USA)

BeZné laboratérne sklo, laboratérne pomacky a umelohmotny material

5 METODY

Nasledujlce postupy boli prevedené podrfa skript Spanovej a Rittich (2010) [21].

5.1 Priprava hrubych lyzatov buniek z tekutého mlie ~ éneho vyrobku

>
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4-krat bol odobrany 1 ml ztekutého mlie€neho vyrobku-BIO jogurtové mlieko do
1,5ml Eppendorfovych skumaviek, suspenzia buniek bola centrifugovana pri
13 400 otlin™ po dobu 5 mindt.

Supernatant bol opatrne zliaty, sediment bol premyty v 1ml steriinej vody
a centrifugovany pri 13 400 othin™ po dobu 5 minat. Tento krok sa eSte raz
zopakoval.



» K ziskanému sedimentu bolo pridané 1 ml lyzacného roztoku B, suspenzia sa
dokonale premieSala a nechala sa inkubovat 30 minut pri laboratérnej teplote.

» Vzorky boli povarené vo vodnom kupeli a to 15, 30 a 60 minut, pri teplote varu vody
100 °C.

> Nasledne sa pridalo 100 pl detergentu 10% SDS a5 pl proteindzy K 100 mgil™,

roztoky boli premieSané a nechané k inkubacii v termostate pri 55 °C do druhého dna.
5.2 Extrakcia bakterialnej DNA fenolom

» K500 plhrubého lyzatu buniek sa pridal rovnaky objem fenolu, zmes sa kyvavym
pohybom miesala po dobu 4 minat a nasledne sa centrifugovala pri 14 500 otmin™, 5
minut.

» 500 plvodnej fazy s DNA bolo odobranych do sterilnej Eppendorfovej skimavky,
dalej bolo k zmesi pridané 700 ul CIZ roztoku a opéat kyvavym pohybom mieSané po
dobu 4 minut.

> Zmes bola centrifugovana pri 14 500 ottin™, 5 mindt, horn& vodna faza s DNA sa
odobrala do novej, Cistej skimavky a precistena zraZzanim etanolom.

5.3 Zrazanie DNA etanolom

» K 400 plobjemu vzorky DNA, bolo pridané 20 ul 3 M octanu sodného a vzorka DNA
sa premieSala.

» Néasledne sa pridal 1 ml etanolu (96 %, -20 °C), zmes bola premieSanda a DNA sa
zrazala pri -20 °C po dobu 15 minat.

> Vzorka sa zcentrifugovala pri 14 500 otin™® po dobu 15 minGt, supernatant bol
opatrne zliaty a sediment DNA sa suSil v exikatore 10 minat. Sucha vzorka DNA sa
rozpustila v 100 ul TE pufru a bola uschovana pri teplote 4 °C pre spektrofotometrické

stanovenie koncentracie DNA.

5.4 lzolacia DNA pomocou magnetickych mikro  €astic  z hrubého lyzatu
buniek z mlie €éneho vyrobku

» Do sterilnych Eppendorfovych skumaviek bola namieSana separacna zmes podla
Tabulky 3 abolo dodrzané presné poradie jednotlivych zloZiek. PouZzité boli dva
druhy magnetickych nosi¢ov: Dynabeads® DNA DIRECT™ Universal o koncentracii
10 mgml™®, P(HEMA-co-GMA) s koncentraciou 2 mglml™.

Tabulka 3: ZloZenie separa €énej zmesi

Krok ZloZzka Objem [ul]
1 Sterilna voda 100
2 5 M NaCl 400
3 DNA (lyzat buniek) 100
4 40% PEG 6000 200
5 Magneticky nosi¢ 100
Celkom 900

» Po zmieSani vSetkych komponent sa zmes inkubovala 15 minat pri laboratornej
teplote, nasledne sa zmes umiestnila do magnetického separatéru a magnetické
Castice sa separovali 15 minut pri laboratornej teplote.
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» Supernatant sa odobral ado Eppendorfovej skiumavky sa pridalo 500 ul 70 %
etanolu, vzorka sa premie3ala a magnetické Castice sa separovali 2 minaty na
magnetickom separatore. Etanol bol odobrany a magnetické Castice s naviazanou
DNA boli opat premyté 500 pl 70 % etanolom.

» Zvysny etanol sa nechal odparovat pri laboratornej teplote aizolovana DNA
naviazana na magnetické castice sa eluovala do 100 yl TE tlmivého roztoku pri
laboratornej teplote do druhého dna.

> Castice boli odseparované pomocou separatoru 2 mindty pri laboratérnej teplote a
eluat obsahujuci DNA sa odobral do Cistych mikroskimaviek. Takto pripravena DNA
bola pouZzita pre spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA.

5.5 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty bakterialnej DNA

» Bola merana absorbancia roztoku DNA v TE pufre na nanospektrofotometre oproti
Cistému TE timivému roztoku.

» Bol pouzity Lid faktor 5.

» 4 ulz objemu vzorky DNA bolo nadavkované na kyvetu spektrofotometeru a bola
meran& absorbancia pri vinovej dizke 230, 260, 280, 310 nm. Zo ziskanych hodnét
Assonm bOla uréend koncentracia.

5.6 Priprava zmesi pre PCR
» Pre PCR boli pouZité priméry Specifické pre doménu Bacteria (F_eub, R_eub, velkost
produktu PCR 466 bp [19]), pre rod Lactobacillus (LbLMAl-rev, R16-1, velkost

produktu PCR 250 bp [20] a F all lac, R all lac, velkost’ produktu PCR 96 bp [19]).
» Jednotlivé zloZzky sa zmie3ali v nasledujucom poradi a objemoch podla Tabulky 4.

Tabulka 4: Priprava zmesi pre Specifické PCR

Komponenta Objem [pl]
Voda pre PCR 9,5
Master mix 12,5
Primer 1 1,0
Primer 2 1,0
Matrica DNA 1,0
Celkom 25,0

Tabulka 5: PouZité priméry

5 Velkost
Specificka PCR Primér Sekvencia 5°- 3’ produktu Citacia
PCR (bp)
Doména F_eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T
Bacteria R eub | GGA CTACCA GGG TAT CTAATC 466 [19]
- CTGTT
Rod LbLMA 1 | CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 250 [20]
Lactobacillus R16-1 | CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
Falllac | TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA
Lactslf;d”us ~ alllae | ABATCT cccé _I(_BTAZTCAA AGC TTA 92 [19]
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» Ako matrice DNA boli: 1 yl DNA z mlieéneho vyrobku, izolované pomocou dvoch
roznych magnetickych ¢astic a DNA izolovand fenolovou extrakciou, vzdy
s koncentréaciou 10 ngpl™.

» Rovnakym postupom bola pripravena aj negativna kontrola, ale matrica DNA bola
nahradenda 1 ul vody pre PCR.

» Taktiez pozitivha kontrola bola pripravena zhodnym postupom, kde ako matrica DNA
bola DNA Lactobacillus paracasei LOCK 0919 (10 ng@l™).

5.7 Program pre PCR
» Pre vSetky Specifické PCR bol pouzity jeden teplotny program.
» Zmes pre PCR sa pred prvym cyklom zahriala na teplotu 95 °C po dobu 5 minat.
» Nasledne PCR prebiehala v 30 cykloch za podmienok uvedenych v Tabulke 6.

Tabulka 6: Podmienky pre Specifické PCR

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Denaturacia DNA 95 30
Hybridizacia primérov 55 30
Syntéza retazca DNA 72 60

> V poslednom cykle sa doba syntézy retazca DNA prediZila na 10 minat pri teplote
72 °C.
» Produkty PCR boli analyzované pomocou 1,5% gélu agarézovej elektroforézy.

5.8 Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR ba  kterialnej DNA

» 1,5% agar6zovy gél bol pripraveny rozpustenim 1,5 g agarézy v 100 ml TBE pufru a
0,8% agar6zovy gél bol pripraveny rozpustenim 0,4 g agarézy v 50 ml TBE timivého
roztoku, suspenzia sa rozvarila v mikrovinnej tribe, nechala vychladnit na teplotu
60 °C. Takto pripravena suspenzia bola naliata do elektroforetickej vanicky.

» Gély sa nechali 30 minat tuhnat, nasledne sa opatrne vybral hrebienok a na 0,8% gél
sa naniesli vzorky DNA, ktoré boli pripravené zmieSanim 15ul DNA s3 ul
nanaSacieho tlmivého roztoku. Na 1,5% gél sa naniesli zmesi produktov PCR,
pozitivna a negativna kontrola o objeme 15 ul, DNA Standard o objeme 5 pl.

» Gély sa vlozili do elektroforetickej vani¢ky, prevrstvili TBE timivym roztokm do vysky
asi 1 cm nad gél a elektroforéza prebiehala pri napati 80 V po dobu pribliznel-2
hodin.

» Po skonéeni elektroforézy sa gély dofarbili vroztoku etidiumbromidu (30 minat),
umiestnili na transiluminator a vyhodnotili sa v UV svetle pri vinovej dizke A=305 nm.

» Gély bol dokumentované fotograficky.
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6 VYSLEDKY
6.1 lzolacia DNA

Postupom uvedenym v kapitole 5.1 boli pripravené Styri hrubé lyzaty buniek z BIO
jogurtového mlieka, ktoré boli rozdelené do Styroch alikvotov a ré6znu dobu varené a to 0, 15,
30, 60 minut s cielom dosiahnut’ degradaciu DNA.

Izolacia DNA z pripravenych hrubych lyzatov bola robend metédou fenolovej extrakcie
podla kapitoly 5.2, pritomnost’ a relativna intaktnost DNA bola overena agarézovou gélovou
elektroforézou podla kapitoly 5.8. Izolacia DNA bola prevedend pomocou magnetickych
mikrogastic dvoch druhov: Dynabeads® DNA DIRECT™ Universal o koncentracii 10 mgiml™
a P(HEMA-co-GMA) s koncentraciou 2 mgl™ postupom uvedenym v kapitole 5.4. Spolu tak
bolo ziskanych 12 vzoriek s izolovanou DNA.

6.2 Stanovenie koncentracie a €istoty DNA

Koncentracia DNA bola stanovena spektrofotometricky postupom uvedenym v kapitole 5.5,
meranim absorbancie  vrozmedzi  vinovych dizok  220-320 nm. Vysledky
spektrofotometrického stanovenia koncentracie a absorbancie pri réznych vinovych dizkach
su uvedené v Tabulke 7.

Tabulka 7: Spektrofotometrické stanovenie DNA, ktor4 bol a izolovana fenolovou
extrakciou a magnetickymi  €asticami

Izolovana DOba.l A
DNA varenia Azzorm | Azeonm | Azsonm | Aszonm | C [nghl™]
t [min]
0 0,01 0,02 0,01 0,00 40,0
Fenolovou 15 0,00 0,02 0,01 0,00 37,5
extrakciou 30 0,00 0,01 0,01 0,00 30,0
60 0,00 0,01 0,01 0,00 22,5
0 0,02 0,01 0,01 0,00 12,5
Mag. nosi¢
DNA 30 0,06 0,02 0,02 0,01 35,0
DIRECT™
60 0,03 0,01 0,01 0,00 12,5
0 0,09 0,04 0,03 0,02 60,0
Mag. nosi¢ 15 0,03 0,03 0,03 0,01 35,0
P(HEMA-co-
GMA) 30 0,08 | 003 | 003 | 001 40,0
60 0,05 0,03 0,02 0,01 11,5
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6.3 Geélova elektroforéza bakterialnej DNA

Pritomnost a relativna intaktnost bakterialnej DNA izolovanej fenolovou extrakciou bola
vyhodnotena agar6zovou gélovou elektroforézou podla postupu uvedenym v Casti 5.8.
Snimka gélu je uvedend na Obrazku 2.

Doba Detekcia
Beh &. | varenia DNA a
t [min] RNA
1 60 +++
2 30 4+ +ff——— Chromozomalna DNA
3 15 ++
4 0 +

}——— RNA, degradovana DNA

Obrazok 2: Gélova elektroforéza bakteridlnej DNA iz olovanej fenolovou extrakciou z
povarenych lyzatov buniek.

6.4 Amplifikdacia DNA v polymerazovej re tazovej reakcii s primérmi
Specifickymi pre doménu Bacteria

Pritomnost DNA bola overena metédou polymerdzovej retazovej reakcie so Specifickymi
primérmi s naslednou vizualizdciou pomocou agardzovej gélovej elektroforézy produktov
PCR. Postupovalo sa pola postupov uvedenych v kapitolach 5.6 — 5.8. V3etky vzorky boli
zriedené na koncentraciu 10 ngpl™.

Met6dou PCR bola overena pritomnost’ bakterialnej DNA s vyuZitim Specifickych primérov
pre doménu Bacteria: F_eub, R_eub. Velkost Specifického amplifikaéného produktu PCR
bola 466 bp. Vizualizacia produktov PCR je uvedena na Obrazku 3. Pre pozitivhu kontrolu
bola vyuZitad matrica DNA z kultdry Lactobacillus paracasei LOCK 0919 (10 ngipl™).
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4——1500 bp

4—100 bp

. Doba . Detekcia
Beh Metocliaal\ll'zo\olame varenia '\F/I)rC]:OFf Sztr\goeg '\[I:‘ i’ produktov
t [min] 9 PCR
1 60 10 ++
2 Fenolovou 30 10 ++
3 extrakciou 15 10 4+
4 0 10 ++++
5 60 10 +
6 Mag. nosic¢ 30 10 +
Dynabeads®
7 DNA DIRECT™ 15 10 +HH+
8 0 10
9 _ 60 10
10 Pl\él:gl\/l “AOS'C 30 10 +
_Co_
11 GMA) 15 10 +
12 0 10 +++
13 DNA Standard 0 10
negativna i
14 kontrola 0 0
15 pozitivna kontrola 0 10 ++++

Detekcia produktu PCR:
++++, +++, ++,+ produkty PCR o r6znej intenzite
- nedetegované produkty PCR

Obrazok 3: Agarozovéa gélova elektroforéza produktov PCR (466 bp), amplifikovana

bola DNA z povarenych hrubych lyzatov buniek pomoco u primérov Specifickych pre
doménu Bacteria.
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6.5 Dobkaz pritomnosti DNA bakterii rodu  Lactobacillus s primérmi LbLMA1-
rev, R16-1

Metédou PCR bola overena pritomnost DNA baktérii rodu Lactobacillus s vyuZitim
Specifickych primérov pre rod Lactobacillus: LbLMAl-rev, R16-1. Velkost 3Specifického
produktu PCR bola 250 bp. Vizualizacia produktov PCR je uvedena na Obrazku 4. Pre
pozitivnu kontrolu bola vyuzitd matrica DNA Lactobacillus paracasei LOCK 0919 (10 ngfl™).

Beh Metbda izolacie vg:)e?]éila MnoZstvo DNA v p?g;iﬁf\‘/
DNA t [min] PCR zmesi [ng] PCR
1 60 10 +
2 Fenolovou 30 10 _
3 extrakciou 15 10 ++
4 0 10 +++
5 60 10 i
6 Mag. nosi¢ 30 10 -
Dynabeads®
’ DNA DIRECT™ 15 10 ;
8 0 10 ]
3 . 60 10 ;
do | Megrese [Tao | o -
-CO-
11 GMA) 15 10 +
12 0 10 ]
13 DNA Standard 0 10
14 negativna 0 0 ]
kontrola
15 pozitivna kontrola 0 10 4+

Detekcia produktu PCR:
++++, +++, ++, + produkty PCR o réznej intenzite
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- nedetegované produkty PCR

Obrazok 4: Agar6zova gélova elektroforéza produktov PCR (250 bp), amplifikovana
bola DNA povarenych hrubych lyzatov buniek pomocou primérov Specifickych pre rod
Lactobacillus LbLMA1-rev, R16-1.

6.6 Dobkaz pritomnosti DNA bakterii rodu  Lactobacillus s primérmi F all lac, R
all lac

Dalsou Metédou PCR bola overend pritomnost DNA baktérii rodu Lactobacillus s vyuZitim
Specifickych primérov pre rod Lactobacillus: F all lac, R all lac. Velkost 3pecifického
amplifikaéného produktu PCR bola 92 bp. Vizualizécia produktov PCR je uvedend na
Obrazku 5. Pre pozitivhu kontrolu bola vyuzita matrica DNA Lactobacillus paracasei LOCK
0919 (10 ngl™).

<«—— 1500bp

«—— 500 bp

N —— 92 bp

Metéda izolacie | P°P2 | Mnozstvo DNA v | DeEtekcia
Beh DNA varenia | ‘pcp zmesi[ng] | PrOdukiov
t [min] g9 PCR
1 60 10 )
2 Fenolovou 30 10 +
3 extrakciou 15 10 N
4 0 10 _
5 60 10 ]
6 Mag. nosié¢ 30 10 -
Dynabeads®

’ DNA DIRECT™ 15 10 -
8 0 10 ]
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Metdda izolécie Dob 4 | Mnozstvo DNA v Detekcia
Beh DNA varenia | 5p o Ing] produktov
t [min] 9 PCR
9 _ 60 10 -
10 PI\ZISEM nosic 30 10 -
-CO-
11 GMA) 15 10 ++
12 0 10 -
13 DNA Standard 0 10 -
14 negativna 0 0 i
kontrola
15 pozitivna kontrola 0 10 ++++

Detekcia produktu PCR:
++++, +++, ++, + produkty PCR o réznej intenzite

Obrazok 5: Agarézova gélova elektroforéza produktov
DNA z povarenych hrubych lyzatov buniek pomocou pri

nedetegované produkty PCR

Lactobacillus F all lac, R all lac.

PCR, amplifikovand bola
mérov Specifickych pre rod
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7 DISKUSIA

Technologickou Upravou je dosiahnutd vhodna kvalita potravin (farba, vzhlad, textira
apod.), ale vyznamne sa znehodnocuje alebo aZz odstrafiuje DNA z vyrobku, ¢im sa
redukuje citlivost analyzy a zmen3uje sa detekény a kvantifikaény limit. Bolo zistené, Ze
najvyznamnejsi vplyv ma teplota a doba tepelného spracovania suroviny, ale tiez zalezi na
druhu potraviny, teda, €i sa jedna o rastlinni alebo Zivo€iSnu potravinu, pripadne v pripade
masa aj na pévode. [4]

7.1 1zolacia DNA z vyrobku

Pre izoldciu DNA zredlneho vzorku bol zvoleny mlie¢ny vyrobok BIO jogurtové mlieko
s kultdrou BiFi, ktoré obsahovalo mlie¢nu kultdru, Bifidobacterium BB12 a Lactobacillus
acidophilus LA5 (10°[g™). Z vyrobku bol pripraveny hruby lyzat buniek, ktory bol podrobeny
zahrievaniu vo vriacej vode, ¢im sa pritomné nukleové kyseliny degradovali. Nukleové
kyseliny je mozné vidiet na obradzku gélovej elektroforézy DNA ziskanej fenolovou extrakciou
(Obréazok 2) z hrubych lyzatov buniek. DNA bola izolovand metdédou fenolovej extrakcie
a magnetickymi mikroCasticami Dynabeads® DNA DIRECT™ a P(HEMA-co-GMA) v r6znom
mnoZstve. Podobné vysledky boli dosiahnuté aj inymi autormi. [22]

7.2  Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

Koncentracia a Cistota vzoriek DNA bola stanovena spektrofotometricky, vyhodnotenim
jednotlivych nameranych hodnét absorbancii v rozmedzi vinovych dizok 220-320 nm.
Z hodnoty Aseonm bola uréena koncentracia DNA. Pre izolovani DNA fenolovou extrakciou
boli hodnoty koncentracie v rozmedzi od 40,0 ng[l™ do 22,5 ngl™, pre DNA ziskanu
prostrednictvom Dynabeads® DNA DIRECT™, bola koncentracia v rozmedzi 35,0 ng[l™ do
10,0 ngpl™* apre DNA ziskan &asticami P(HEMA-co-GMA) boli hodnoty koncentracie
v rozmedzi od 60,0 ngplI™* do 11,5 ng[pl™. DNA bola izolovana vSetkymi pouZitymi metédami
v réznej koncentracii. MnoZstvo DNA bolo postacujuce pre naslednu PCR. [21]

7.3 Gélova elektroforéza bakteridlnej DNA

Zo snimky gélovej elektroforézy bakterialnej DNA izolovanej fenolovou extrakciou (Obrazok
2), nebola pre beh €. 1, 2, 3 zretelnd pritomnost bakterialnej DNA a pre beh &. 4 bola
viditefna len degradovana chromozomalna DNA. Dévodom nepritomnosti DNA v behoch 1,
2, 3, mohla byt nizka koncentrdcia a degradacia izolovanej DNA bakterialnej kultary
Z pouzitého vyrobku fenolovou extrakciou. DNA nemohla byt detegovana, pretoZze bola
degradovanda zahrievanim a jej koncentracia bola pod medzou citlivosti gélovej elektroforézy.
DNA bola v dostato€nom mnozstve a kvalite pre polymerazova retazovu reakciu (viz dalej).
DNA a RNA boli detegované v degradovanej forme v zavislosti od doby varenia. Podobné
vysledky boli ziskané aj inymi autormi [8].

7.4 PCR Specificka pre doménu Bacteria

Pritomnost’ bakterialnej DNA bola dok&dzan& vo vSetkych vzorkach vyuzitim primérov F_eub,
R_eub 3pecifickych pre doménu Bacteria. Velkost Specifického amplifikaéného produktu
PCR bola 466 bp a produkty PCR boli r6znej intenzity, ale stale viditelné. Podobné vysledky
boli ziskané aj inymi autormi [22], ale ich vzorky nezahrievali.

Degradaciu DNA vplyvom zahrievania 0, 15, 30 a 60 minat je mozné sledovat na Obrazku
3, behy 1 — 4, kde sa srasticim €asom zahrievania zniZuje intenzita Specifického
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amplifikadného produktu PCR. Dal$im faktorom je citlivost PCR 3pecifickd pre doménu
Bacteria. NajnizSie mnozstvo DNA amplifikovatelnej v PCR za vzniku na géle detegovanych
Specifickych produktov PCR pre doménu Bacteria je 10 fg. [23]

Potvrdil sa vplyv zahrievania (degradacie DNA) na mnozstvo amplifikovatelnej DNA.
Poznatok, Ze zalezi na dobe zahrievania, ktora ovplyviiuje vysledok néslednej analyzy, bolo
potvrdené aj inymi pracovnikmi, ktori skimali masové produkty varené od 10 — 240 min.
Tento proces spdsobil postupny pokles amplifikacie DNA paralelne s prirastkom po¢as doby
varenia. [8]

7.5 PCR Specificka pre rod Lactobacillus s primérmi LbLMAL-rev, R16-1

DoOkaz pritomnosti DNA baktérii rodu Lactobacillus vo vzorkadch bol prevedeny vyuZitim
primérov LbLMA1l-rev, R16-1 Specifickych pre rod Lactobacillus. Ako najvhodnejSia metéda
izolacie DNA baktérii rodu Lactobacillus sa ukazala fenolova extrakcia. KedZze vSetky vzorky
boli zriedené na koncentraciu 10 ngl™* a DNA buniek rodu Lactobacillus predstavovala len
urcitu Cast z celkového mnozstva 10 ng, Specifické produkty boli len slabo detegované alebo
neboli detegované vébec. Podobné vysledky boli ziskané aj inymi autormi [22] s vynimkou,
Ze ich vzorky neboli podrobené tepelnému spracovaniu. Rovnako ako je uvedené v kapitole
7.4 boli produkty PCR ovplyvnené rovnakymi faktormi (degradacia DNA vplyvom varu po
DNA amplifikovanej vtejto PCR za vzniku produktov PCR detegovanych pomocou
agardzovej gélvej elektroforézy.

7.6 PCR 3pecificka pre rod Lactobacillus s primérmi F all lac, R all lac

Pre identifikaciu bola vyuZita dalSia PCR Specifickd pre rod Lactobacillus s vyuZitim
primérov F all lac, R all lac. V tejto PCR sa amplifikuje produkt PCR o dizke 92 bp. Kedze
v3etky vzorky boli zriedené na koncentraciu 10 ng[l™ a DNA buniek rodu Lactobacillus
predstavovala len urcitu ¢ast' z celkového mnozstva 10 ng, Specifické produkty boli len slabo
detegované alebo neboli detegované vdbec. Podobné vysledky boli ziskané aj inymi autormi
s vynimkou, Ze ich vzorky neboli podrobené varu. [24] Rovnako ako je uvedené v kapitole
7.4 bola amplifikacia (tvorba produktov PCR) ovplyvnena rovnakymi faktormi (degradacia
DNA vplyvom varu po réznu dobu). Citlivost tejto PCR, Specifickej pre rod Lactobacillus bola
3 ng. TaktieZ tento faktor, vedla degradacie DNA, zrejme ovplyvnil to, Ze na géle neboli
detegované Specifické produkty PCR.
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8 ZAVER

Pomocou fenolovej extrakcie a dvoch typov magnetickych ¢Castic bola izolovana DNA
v dostato€nom mnoZstve a Cistote pre naslednu amplifikaciu. Bolo ukdzané, Ze degradéacia
DNA povarenim ma vplyv na jej amplifikaciu v PCR. V porovnani s nezahrievanou DNA boli
detegované produkty PCR men3ej intenzity alebo neboli detegované vbbec. Vzhladom
k réznej citlivosti pouzitych PCR pre dalSiu pracu by bolo vhodné optimalizovat’ extrakénu
metodu ako aj podmienky amplifikacie, napriklad pouZit va¢Sie mnozstvo DNA v PCR
zmesi.
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10 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

A
BiFi
BMK
bp

C

Bt
Clz
Ct
CTAB
dATP
dCTP
dGTP
Dn
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
Dw
EDTA
FRET
GMO
IRMM
kbp
mag.
napr.
PCR
PDI
PEG

P(HEMA-co-GMA)

pod.
gPCR
RNA
RT-PCR
S

SDS
SsDNA

T

Taq DNA
TBE pufor
TE pufor
uv

adenin

mliecna kultdra Bifidobacterium

baktérie mlie€neho kvasenia

pary baz

cytozin

GMO s vloZzenym génom z baktérie Bacillus thuringiensis
zmes chloroform-izoamylalkohol 24:1

zaciatok cyklu v polymerazovej retazovej reakcii v realnom Case
cetiltrimetylamonium bromid
2'-deoxyadenozin-5"-trifosfat

2 -deoxycitidin-5"-trifosféat

2’ -deoxyguanozin-5"-trifosfat

priemer magnetickej Castice

deoxyribonukleova kyselina

2" -deoxynukleozid-5"-trifosfat

dvojvlaknova DNA

2 -deoxytimidin-5"-trifosfat

priemern& vaha magnetickej mikrocastice
kyselina etyléndiamintetraoctova

fluorescence resonance energy tansfer
geneticky modifikované organizmy

InStitut pre referenény material a meranie
kilobazy

Magneticky

napriklad

polymerédzova retazova reakcia

index polydisperzity

polyetylénglykol
poly(hydroxyetylmetakrylat-co-glycidylmetakrylat)
podobne

kvantitativna polymerazova reakcia v realnom ¢ase
ribonukleova kyselina

polymerazové retazova reakcia v redlnom case
sedimentaény koeficient, 1 S = 10%? s
dodecylsulfat sodny

jednovliaknova DNA

timin

termostabilny enzym izolovany z baktérie Thermus aquaticus
Tris-borat-EDTA pufor

Tris-EDTA pufor

ultra fialovy
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