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Anotace

Tato stfedoskolsk4 odborna prace se zabyvala stanovenim probiotickych mikroorganismu

v bézné dostupné potraving, kterou bylo kefirové mléko. Teoreticka ¢ast prace informuje

o obsahu probiotickych mikroorganismt v potravinach s jejich stru¢nou charakteristikou.

V praktické casti byla provedena izolace DNA mikroorganismu probiotickych kultur
kefirového mléka pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Ovéfeni izolace a namnozeni
ur¢itého useku DNA bylo provadéno elektroforézou na agarovém gelu, ktera patii

do zékladnich zobrazovaci a separaéni techniky fragmenti DNA. Vysledkem prace bylo
zji$téni obsahu probiotickych kultur ve vybrané potraving.
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Anotace

Tato stfedoskolskd odborna prace se zabyvala stanovenim probiotickych mikroorganismi
v bézn¢ dostupné potraving, kterou bylo kefirové mléko. Teoretickd cast prace informuje
0 obsahu probiotickych mikroorganismti v potravinach s jejich stru¢nou charakteristikou.
V praktické casti byla provedena izolace DNA mikroorganismi probiotickych kultur
kefirového mléka pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Ovéfeni izolace a namnozeni
ur¢itetho Useku DNA bylo provadéno elektroforézou na agarovém gelu, ktera patii
do zékladnich zobrazovaci a separacni techniky fragmenti DNA. Vysledkem prace bylo

zji$téni obsahu probiotickych kultur ve vybrané potraving.

Annotation

This high school thesis dealt with the determination of probiotic microorganisms
in a commonly available food, which was kefir milk. The theoretical part of the thesis informs
about the content of probiotic microorganisms in food with their brief characteristics.
In the practical part, DNA isolation of probiotic microorganisms from kefir milk cultures was
carried out for polymerase chain reaction (PCR). The isolation and multiplication
of a particular DNA fragment was verified by agar gel electrophoresis, which belongs to the
basic imaging and separation techniques of DNA fragments. As a result of the work, the

content of probiotic cultures in the selected food was determined.
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1 Uvod

Moje stfedoskolska odborna €innost se zabyva stanovenim mikroorganismi v potravinovych
matricich polymerazovou fetézovou reakci. Jako potravinovou matrici jsem zvolila kefirové
mléko, kvili snadnému zachézeni s touto potravinovou matrici a mému ¢astému styku s touto
potravinou.

Potraviny mohou obsahovat zivé bakterie, které pak prochazi pfes nas travici trakt.
Bakterie mohou byt pro ¢lovéka jak $kodlivé, tak i prospésné. Skodlivé bakterie jsou ty, které
mohou zplsobovat onemocnéni z potravin, nebo kazeni potravin, a proto se snazime zabranit
jejich vyskytu v potravinach. Bakterie ndm prospeésné jsou ty, které pomahaji udrzet stalou
sttevni mikrofloru v travicim traktu.

Ptitomnost téchto zadoucich i nezadoucich bakterii 1ze dokazat pomoci amplifikace
DNA polymerazovou fetézovou reakci a ndslednou agarézovou gelovou elektroforézou.
Cilem mé prace je prukaz obsahu probiotickych kultur mikroorganismil v potravinové matrici
pomoci polymerdzové fetézové reakce, kterou jsem dale identifikovala gelovou

elektroforézou.



2 Teoreticka ¢ast

2. 1 Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, ve vétSin€ piipadi se jedna o bakterie. Probiotické
mikroorganismy jsou piidany do potravin, které pfi konzumaci v pfiméfené mife maji
pozitivni vliv na naSe zdravi. Konzumaci téchto potravin se zvySuje pocet bakterii
s piiznivym ucinkem na stfevni mikrofléru. Vyzkum prokazal, Ze podanim laktobacild,
dochazi az k stondsobnému nariistu poctu bakterii laktobacili a streptokokd, které jsou jiz
pritomny ve stfevni mikrofloéfe. Tento pozitivni UCinek zajiStuje fyziologickou bariéru

sttevniho epitelu, ktera nas chrani pred infekcemi. [1]
2. 2 Bakterie mlécného kvasSeni

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) patfi mezi nejprostudované;jsi probiotika. Jsou to ptirozené
se vyskytujici mikroorganismy v travicim traktu a fermentovanych potravinach (fermentované
mléko, jogurty, kefiry, syry). Tyto bakterie jsou schopné fermentace mléného cukru
za vzniku kyseliny mlécné. Kyselina mlécna okyseli své prostfedi a zabrani mnoZeni
nezédoucich mikroorganismu zptisobujici kazeni potravin. [2]
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Obrazek 1 schéma mlécného kvaseni [19]
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Bakterie mlécného kvaSeni se déli do dvou skupin, podle produktli fermentace. Dé&li
se na heterofermentativni a homofermentativni. Heterofermentativni bakterie pti zkvasovani

mlécéného cukru (laktdzy) vytvaii kyselinu mléénou s oxidem uhli¢itym a ethanolem. Bakterie

homofermentativni pfi procesu zkvaSovani laktézy produkuji pouze kyselinu mlé€nou.

2. 2.3 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus nalezi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacili, tadu
Lactobacillales a Celedi Lactobacillaceae [3]. Laktobacily jsou grampozitivni, anaerobni,
nesporulujici ty¢inky nebo koky [4]. Pfirozené se vyskytuji v mléce, obilninach a dalSich
rostlindch. Jejich pfirozenou schopnosti je zkvaSovani laktozy na kyselinu mlécnou.
Ta nasledné zpomaluje rozmnoZovani bakterii zpusobujici kazeni. Diky této metabolické

vlastnosti se tradicné pouzivaji ke konzervaci potravin. [5]

Obrazek 2 Lactobacillus acidophilus [8]

2. 2. 4 Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod ftadici se do domény Bacteria, kmene Actinobacteria, tiidy
Actinomycetia, tadu Bifidibakteriales a c&eledi Bifidobactericeae [6]. Bifidobakterie jsou
grampozitivni, Casto striktné anaerobni, nesporulujici ty¢inky, obcCas tvofici fetizky nebo
nepravidelné tvary. Vyznacuji se podobné, jako rod Lactobacillus probiotickymi vlastnostmi.

Najdeme je v ustech a v intestinalnim traktu teplokrevnych zvitat. [7]
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Obrazek 3 Bifidobacterium infantis [9]

2. 3 Fermentované mlé¢né vyrobky

Fermentovana mléka jsou produkty vyrobené z mléka razné tucnosti a suSiny. Fermentaci
zajistuji specialni kultury mikroorganismi. Na svété¢ rozliSujeme vice nez 400 nazva
fermentovanych mlék. Rizné typy fermentovanych mlék mohou byt klasifikovany podle
pouzitych mikroorganismi, metod fermentace nebo dal§iho zpracovani. [22]

Fermentaci mléka Ize prodlouzit trvanlivost vyrobku biologickou konzervaci. BEhem
fermentace probihd casteCné zkvaSovani laktosy na kyselinu mlé¢nou. Soucasné¢ mohou
vznikat dal$i latky, podle vybéru mikroorganismu (napiiklad: karbonylové slouceniny,
aminokyseliny, ethanol, polysacharidy, oxid uhli¢ity, ...). VSechny latky s dalSimi faktory
jsou zodpoveédné za nutri¢ni, senzorické a piipadné dietetické vlastnosti fermentovanych
mlék. Vznikla kyselina mlécna, kterd snizuje pH vyrobku na 3,8 - 4,6. Zamezuje tim rlstu
nezaddoucich mikroorganismtl, ale vytvari vhodné prostfedi pro rist kvasinek a plisni. Plisné
a kvasinky zptisobuji mikrobidlni vady fermentovanych mlék, pokud nastanou podminky

umoznujici kontaminaci vyrobku. [22]
2. 3.1 Technologicka vyroba fermentovanych mléénych vyrobkii

Technologickd vyroba fermentovanych mlék zac¢ind vybérem mléka. Pro vyrobu je vhodné
mléko s nizkym obsahem CPM (celkovy pocet mikroorganismi). Dulezitym faktorem

je druhové zastoupeni, které muze mit negativni vliv na chut, viini a konzistenci. Mléko
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nesmi obsahovat inhibi¢ni latky, které negativné ovliviuji rist zakysovych kultur
(bakteriofagy, antibiotika, zbytky Cisticich a dezinfekénich prostredki). [22]

Dalsim krokem je standardizace tuku a tukuprosté suSiny. Standardizace obsahu tuku
zahrnuje upravu obsahu tuku, pfidanim smetany nebo odtu¢néného mléka, tak aby mél
vyrobek pozadovany obsah tukd. U fermentovanych mlék je nejobvyklej$i rozmezi
0,5 - 3,5 %. [22]

Tukuprostd suSina je obsazena 8,2 %. ZvySeny obsah tukuprosté suSiny, predev§im
kaseinu a bilkovin syrovatky, vede ke zvySeni pevnosti koagulatu a ke snizeni oddélovani
syrovatky. Nejobvyklejsi zpiisoby standardizace obsahu mlééné a tukuprosté suSiny
je odpafovani na odparkach, pridavkem suseného odtu¢néného mléka nebo piidavkem
mlécného koncentratu.

Neptidavaji se pouze slozky mlécné suSiny, ale i1 sacharidy, uméld sladidla
a stabilizatory. Jejich funkei je upravovat chut’ a konzistenci. [22]

Deaerace hlidd obsah vzduchu v mléce pouzivaném pro vyrobu fermentovanych
Bifidobacterium). Deaerace ma pozitivni vliv na riist mikroorganismu a zlepSuje dalsi krok
postupu, kterym je homogenizace. Snizuje riziko napalovani a odstraituje nezadouci tékavé
latky. Deaera¢ni zatizeni byva soucasti linky zdkladniho oSetfeni mléka. [22]

Homogenizace mléka zabranuje oddé€leni mlééného tuku, zajistuje rovnomérné
rozprostieni mlécného tuku ve vyrobku, zlepsuje stabilitu a konzistenci fermentovanych mlék.
Homogenizace probiha pfi tlaku 20 - 25 MPa a teploté 65 - 70 °C. [22]

Tepelné oSetieni mléka probiha pred zaockovanim zdkysové kultury. Zlepsuje
vlastnosti mléka, jako substratu pro mikroorganismy, zajist'uje dostate¢nou pevnost koagulatu
a minimalizuje odd¢€leni syrovatky ve findlnim vyrobku. Tepelny zahfev trva 5 min pii teploté
90 - 95 °C. [22]

Po pasterizaci se mléko chladi na teplotu zakysani, kterou udava typ mikroflory
pouzité pro fermentaci. [22]

Zakysani je krok ockovani specifické kultury mikroorganismd.

Fermentace a chlazeni probihd rGznymi zpisoby, podle typu vyrobku. Fermentace
a Chlazeni typu I (Set Type) je vyrobek s nerozmichanym koaguldtem. Do zaockovaného
mléka se zakysovou kulturou se pfidavaji aditiva (aroma, prichuté). Upravena smés se plni
do spotiebitelskych oball, které se premistuji do chladicich skiini nebo zracich mistnosti.

Tam probéhne fermentace piimo v obalech za udrzované pozadované teploty. Zraci boxy
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mohou fungovat jako inkubdtory s naslednym chlazenim, nebo pouze jako inkubatory
a chlazeni probihd v chladicich komorach. [22]

Fermentace a chlazeni typu Il (Stirred Type) je proces, pii kterém vznikd koagulat
ve fermentacnim tanku. Koaguldt se rozrusi pfed nebo béhem procesu chlazeni a baleni.
Chlazeni lze provadeét i ve vicetucelovém tanku cirkulaci vody v meziplasti, nebo specidlnimi
agregaty, které jsou zabudovany pifimo ve zracim tanku nebo ve vymeénicich tepla, kam
se koagulat dale piecerpava. [22]

Fermentace a chlazeni typu Il (drink Type) tyto vyrobky maji nizkou viskozitu a jsou
uréeny k pfimému piti. Fermentace probihd ve fermentacnim tanku Nésledujicim krokem
je tepelné osetieni, které se déla podle typu vyrobku. Tepelné osetfeni muize byt pasteraci
nebo UHT zahfevem. Tepelné oSetfené vyrobky neobsahuji Zadné Zivé mikroorganismy
zékysovych kultur, tim se liS§i od tepelné neoSetienych vyrobkil. Tyto vyrobky muzeme

asepticky balené skladovat pii pokojové teploté. [22]

I Standardizace tuku 8 nkuprosté s..i.iw]

[ chisseni na tepbru sakysani |

Pripravazakysl )_DI Zakysani i
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Obrazek 4 Schema vyroby fermentovanych mlécnych napojii [20]
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2. 4 Metody molekularni biologie

DNA v sob¢ uchovava genetickou informaci. Urcuje vzhled, povahu a vlastnosti organismd.
Dvousroubovice DNA je slozena z tad nukleotidl, které¢ jsou tvofeny dusikatou bazi,
cukernou slozkou a fosfatem. Dusikaté baze muzou byt purinové (adenin a guanin) nebo
pyrimidinové (cytosin a thymin). Cukr se k bazi vaze N-glykosidovou vazbou za vzniku
nukleosidu. Pfidanim fosfatu k nukleosidu vznikd nukleotid. Nukleotidy jsou propojeny
fosfodiesterovou vazbou, kterd je tvofena mezi uhlikem C5° jednoho nukleotidu a C3°

druhého nukleotidu.
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Obrazek 5 Schematicky diagram DNA [23]

2.4.1 1zolace DNA

V dnesni dob¢ 1ze DNA izolovat mnoha zptsoby. Izolace DNA ma velky vyznam ve véde.

Kvalitné izolovanou DNA, PCR metoda amplifikuje na dostatecné mnozstvi k pouziti
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v dalSich metodach. Namnozeni a zji$téni sekvence nukleové kyseliny lze vyuZzivat naptiklad
v potravinafstvi k identifikaci a kvantifikaci mikroorganismi. Ma ovSem velké vyuziti
1 v dalSich odvétvich biologie.

Prvni krok cisténi nukleové kyseliny je jeji uvolnéni do roztoku. To zpusobi lyze
bunék neboli poruseni cytoplazmatické membrany s bunécnou sténou. Dosdhnout lyze lze
riznymi zpusoby, zéalezi na struktuie materidlu. U strukturovanéjSich materialdi, naptiklad
u tkani a rostlin se vyuzivaji hrubsi fyzikalni metody, které mohou zahrnovat drceni a mleti.
U bunék tkanovych kultur se pouzivaji chemické metody. Vyuzivaji rtizné detergenty
a enzymy. K dosazeni maximalniho u¢inku lze pouzit kombinaci téchto metod. [10]

Klasickou metodou ziskani DNA z lyzatu je fenol-chloroformova extrakce. Ta probiha
piidanim smési fenolu a chloroformu k lyzatu, ze kterého smés vytahne proteiny. Centrifugaci
se nasledn¢ odd€li vodna faze od organické. Horni faze tvoii vodny roztok s DNA
a pod vodnou fazi se nachazi smés proteinti, fenolu a chloroformu. DNA se z vodné faze
oddé¢li ethanolovym srazenim. [11]

Novou metodou, kterd je v dneSni dob& nejpouzivanéjsi, je kolonkova izolace DNA.
Lyzat se nanese na specidlni kolonku, na kterou se navaze DNA. Ostatni latky ziistavaji
v roztoku, ktery oddélime centrifugaci. DNA se nakonec vyplavi do vhodného elu¢niho pufru.

[12]
2.4.2 PCR

Polymerazova tetézova reakce neboli PCR je metoda k namnozeni urcit¢ sekvence DNA
pro molekularni vySetfeni, ktera je vymezena dvémi oligonukleotidovymi primery [13]. Jedna
se o fragmenty DNA o 20 az 25 nukleotidech. Syntézu provadi DNA polymeraza, ktera
ma vyhodu velké termostability. Tento enzym je aktivni i pii teplotach blizicich se 100 °C.

Optimalni teplotou DNA polymerazy je 72 °C. [14]
2. 4. 3 Provedeni PCR

Polymerazova ftetézova reakce probihd v termocykleru, ktery zajistuje tfi cyklicky
se opakujici kroky. Tyto kroky se od sebe lisi teplotou a dobou trvani. Jedna se o denaturaci,
hybridizaci a elongaci.

Denaturace je krok, pii kterém se zahiivd dvoufetézcova DNA na teplotu kolem

95°C po dobu 30 s. ZvySenou teplotou se uvoliiuji vodikové vazby mezi béazemi
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komplementarnich nukleotidd. Vzniknou tak dva jednovldknové fetézce DNA, na kterou
v dal$im kroku mohou nasedat primery.

Pti hybridizaci dochazi k poklesu teploty na 50 az 60 °C, coz umozni navazani
komplementarnich primert na specificka mista DNA.

Poslednim krokem je elongace, ve které¢ dochazi k syntéze DNA ve sméru 5'konec
az 3’konec. Elongace probiha diky DNA polymeraze, kterd nasedne na primery a zacne
piipojovat volné nukleotidy k vlaknu DNA. Optimélni teplota DNA polymerazy je 75 °C.
[15]

Tento cyklus se obvykle opakuje 30x. Na zacatek reakce se zafazuje pocatecni
denaturace, ktera trvd nckolik minut, a na zavér polymeracni reakci, kterd zajisti

dosyntetizovani fetézci. [16]
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Obrazek 6 Polymerazova retézova reakce [23]
2. 4. 4 Agarozova gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza slouzi k analyze a separaci nukleovych kyselin podle velikosti.
Je zaloZzena na pohybu ziporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli. Vzorek DNA
se nanese do jamek na kraji agar6zového gelu, ktery je umistén do elektrického pole. Jamky
se zaporn¢ nabitymi molekulami DNA jsou umistény u zéporné nabité elektrody, aby byly
ptitahovany kladné¢ nabitou elektrodou. Diky struktutfe gelu jsou molekuly schopny pohybu.
Aby DNA mohla byt detekovana, je nutné vzorky obarvit fluoreskujici latkou,
jez se zbarvi pii pisobeni ultrafialového svétla. Na obarveni se pouziva napiiklad GelRed,

SYBR Gold nebo SYBR green. [17] Elektroforéza trvd déle nez hodinu. Po ukonceni
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se jednotlivé fragmenty DNA porovnavaji s DNA Zebiikem, ktery ma vyrobce presné

definovany podle velikosti jednotlivych fragmentd. [18]
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3 Prakticka cast

V praktické ¢asti jsem se vénovala stanoveni mléénych kultur mikroorganismii v mnou
zvolené potravinové matrici, kterou bylo kefirové mléko. Ketirové mléko nizkotucné je bézné
dostupny vyrobek, ktery lze zakoupit v obchodni siti. Na etiket¢ mnou zvolené potravinové
matrice by mély byt uvedeny probiotické kultury, kterymi jsem se ve své praci zabyvala.
Mym ukolem bylo ovéfit piitomnost téchto uvedenych mikroorganismi ve vzorku
polymerdzovou fetézovou reakci se specidlnimi primery pro zjiStované rody bakterii

mlécnych kultur.
3.1 Vzorek

Vyrobce:
MIékarna Valasské Mezifici, spol. s.r.o.

Zamecka 2/57, 757 01 Vala$ské Meziti¢i, Ceska Republika

VyZzivové idaje na 100 g vyrobku:

=\ _/g Energie 165 kJ/ 39 kcal

9@@_% Ci?i / Tuky / z toho nasycené mastné kyseliny 1,1 g/0,7 g
Go =@ | Bilkoviny32g
?EM%‘ m@ekg% Sacharidy / z toho cukry 4,1 g/ 4,1 g

FC. @&
y:

3. §

Obrazek 7 Kefirové mléko [26]

SloZeni:

Mléko, mlécné kultury, probiotické kultury

Kultury:

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium a Streptococcus thermophilus

3. 2 Material
3. 2.1 Chemikalie

- demineralizovana voda

- GelRed
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lysozym
protedza
BB pufr
DLB pufr
ethanol
CBH pufr
DW pufr
agardza
TBE pufr
EB pufr

3. 2. 2 Pomiicky

20

Centrifuga mini Spin

Vortex

Eppendorfovy zkumavky

Laboratorni vahy

Mikropipety

Mikrovinna trouba

Kolony

Minicentrifuga

Thermo-Shaker

Zatizeni pro elektroforézu Owl EasyCast, model B1
Zdroj napéti pro elektroforézu Enduro 300 V
Kadinka

Vilec

Pipeta



3. 3 Metodika prace

3. 3.1 Priprava hrubého lyzatu 1 a 2 z kefiru

Do kadinky jsem odpipetovala 50 ml kefiru s 50 ml demivody. Vzorek jsem zhomogenizovala
a napipetovala ho do dvou Eppendorfovych zkumavek. Zkumavky jsem oznacila

a homogenizovala je na vortexu.
3. 3. 2 Priprava hrubého lyzatu 3, 4, 5 a 6 z kefiru

Do pfipravené kadinky jsem napipetovala 50 ml kefiru, ktery jsem ziedila
150 ml demineralizované vody. Vzorek jsem pipetovala do ¢tyt Eppendorfovych zkumavek,

které jsem odlisila od prvnich lyzata. Vzorky jsem homogenizovala na vortexu.
3. 3. 3 Izolace DNA

K hrubym lyzatim jsem napipetovala 10 pl lysozymu. Lyzdty s enzymem jsem nechala
inkubovat ptfi 37 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci jsem do smési ptidala 25 pl proteazy.
Smés jsem nechala inkubovat pifi 55 °C po dobu 2 hodin. Po ukonceni inkubace jsem
napipetovala do vzorku 220 pl ethanolu. Vzorky s ethanolem jsem nechala inkubovat
pii 65 °C po dobu 10 minut. Ke smési jsem piidala 220 pl BB pufru. Smés jsem
homogenizovala na vortexu. Vzorky jsem pienesla do kolon na zachyceni DNA. Kolony
se vzorkem jsem stoCila na centrifuze. Vodnou fazi jsem vylila. Kolonu jsem promyla
500 ul CBH pufru. Kolony jsem sto¢ila na centrifuze. Nasledné jsem kolony promyla
700 ul DW pufru za nasledného stoceni na centrifuze a vyliti vodné faze. Krok s pfidanim
BB pufru jsem zopakovala s nasledujicim pfidanim CBH pufru. Nasledné jsem piidala
100 ul EB pufru. Vzorky jsem stocila a zopakovala ptfidanim EB pufru s centrifugaci.

S eluovanou DNA jsem pracovala v chladicich boxech a uchovavala ji v lednicce.
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ILLUSTRATED PROTOCOLS

Pellet the bacterial cells.
Add Lysozyme to
remove the cell wall

Lyse and homogenize

Q

|

Q
Adjust the binding conditions

}

\ Transfer lysate into a

DNA Mini Column
to bind DNA

Q

Wash Column x 3

(_<ip

Q

Dry the column

(<«

Q

Elute DNA

(_<amip

Obrazek 8 Izolace DNA Omni Bacterial DNA Purification Kit [21]



3. 3. 4 Gelova elektroforéza genomové DNA izolované z kefiru

Na gelovou elektroforézu jsem si pfipravila 1% agar6zovy gel smichdnim 100 ml TBE pufru
a 1 g agardzy. Smés jsem piivedla k varu v mikrovinné troub¢, aby doslo k plnému rozpusténi
agarézy. Smés jsem nechala zchladnout na 50 - 60 °C a nasledné¢ do ni pfidala
3 ul interkalacniho barviva Gel-Red. Smés jsem promichala a opatrné ji nalila do pfipravené
vanicky s hiebinkem. Gel jsem nechala tuhnout pii pokojové teploté. Po ztuhnuti jsem
hfebinek opatrné¢ vyjmula. Vanicku s gelem jsem prelila TBE pufrem. K 20 pl genomové
DNA jsem napipetovala 5 pl barvy GelRed. DNA jsem pipetovala do jamek po hiebinku,
které se nachdzi u negativné nabité Casti vanicky. Elektroforetickou vanicku jsem pfipojila
ke zdroji. PO 1,5 hodin€ jsem gel s vysledky opatrné vlozila do detekcniho zatizeni Azure

biosystem C200. Pod UV zéfenim jsem vidé€la vysledky, které jsem zdokumentovala.
3. 3.5 PCR metoda

Komponenty PCR reakce jsem ptfed pouzitim rozmrazila a centrifugovala. PCR smés jsem
namichla v laminatovém boxu , ktery jsem predtim vysterilizovala UV zéafeni. Potadi
a slozeni komponentt, které jsem pouzivala jsou uvedeny nize v tabulce Cislo 1. Master mix
jsem pfipravila do Eppendorfovy zkumavky uréené pro PCR. Do zkumavky bylo jsem
pipetovala 24 pl Master Mixu s 1ul DNA matrice. Pfipravila jsem si Pozitivni a negativni
kontrolu. Negativni kontrolu jsem pfipravila z 24 pl Master Mixu a 1ul vody pro PCR.
Pozitivni kontrolu jsem piipravila z druhu Lactobacillus plantarum. Amplifikaci DNA jsem
provedla v zafizeni Termocykler GeneQ, ve kterém jsem nastavila teplotni program podle

uzitych primert (viz. tabulka Tabulka 2 a 3).

Tabulka 1 Komponenty a poradi PCR Master Mixu

Portadi Komponenty Objem [pl]
1. Voda pro PCR 9,5
2. qPCR 2x SYTO-9 Master mix 12,5
3. Primer 1 (10 pmol/pul) 1,0
4. Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5. Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0
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Tabulka 2 Teplotni program v Termocykléru

Krok Teplota Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95°C 5 min -
Denaturace 95 °C 30s 30
Hybridizace 55°C 30s 30
Elongace 72 °C 30s 30
Dosyntetizovani 72 °C 10 min -
Tabulka 3 Specifickych primeru
Specifita Primery Sekvence primeru 5¢ az 3° Velikost produktu
PCR [bp]
Doména F_eub TCC TAC GGG AGG ACGT 466
Bacteria
R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTG TT
Rod F_allact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92
Lactobacillus
R_allact AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT

3. 3. 6 Gelova elektroforéza PCR produktii

Ptipravila jsem si 2% agar6zovy gel smichdnim 100 ml TBE pufru s 2 g agar6zy. Smés jsem

zahtala na bod varu, aby smés byla homogenni. Homogenni smés jsem nechala zchladnout

na 50 - 60 °C. Do zchladl¢ smési jsem piidala 3 pl interkalaéniho barviva Gel-Red. Smés

jsem krouzivym pohybem zamichala a opatrné nalila do pfipravené vanicky s hiebinkem. Gel

jsem nechala tuhnout pii laboratornich podminkach. Po ztuhnuti jsem vyjmula hiebinek

a ptelila gel vrstvou TBE pufru. Ke vzorkiim z PCR jsem napipetovala 5 pl barvy. Pfipravené

vzorky jsem pipetovala do jamek na okraji gelu. Elektroforetickou vani¢ku jsem pftipojila

ke zdroji anechal 1,5 h probihat elektroforézu. Po skonceni jsem gel opatrné vyjmula

a vlozila jej do detekéniho zafizeni Azure biosystem C200, ve kterém jsem pod UV zéaifenim

vidéla vysledky, které jsem nasledné dokumentovala.
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Obrdazek 9 Gel se vzorky DNA



4 Vysledky

4. 1 Gelova elektroforéza genomové DNA

Provedenim gelové elektroforézy byla potvrzena piitomnost genomové DNA. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus plantarum CCM 739. Vzorky genomové DNA jsou
oznaceny Cisly od 1 do 6. Z toho vzorek 1 a 2 jsou v poméru 1:1 kefirové mléko
ku demineralizované¢ vod¢. Vzorky 3 az 6 jsou v poméru 1:3 kefirovée mléko

ku demineralizované vodé.

S Pk 1 2 3 4 5 6

Obrazek 10 Gelova elektroforéza izolované DNA sadou Omni Bacterial DNA Purification
Kit

Tabulka 4 Zaznamenané vysledky gelové elektroforézy genomové DNA

Nazev Znacka Detekce produktu
Pozitivni kontrola Pk +
Standart S +
Kefirové mléko 1 +
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Kefirové mléko 2 +
Kefirové mléko 3 +
Kefirové mléko 4 +
Kefirové mléko 5 +
Kefirové mléko 6 +

4. 2 Gelova elektroforéza PCR produktu se specifickou doménou

K PCR produktim jsem dodala specifické domény primert podle rodu mikroorganismu.
Zamg¢ftila jsem se na rody Lactobacillus, ktery byl ve vzorcich 1 az 4 a Bifidobacterium, ktery
byl ve vzorcich A aZz D. Jako pozitivni kontrolu jsem pouZzila DNA rodu Lactobacillus

acidophilus CCM 4B33.

S A B C D Pk 1 2 3 4 Nk Pk S

Obrazek 11 Gelova elektroforéza PCR produktii pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus
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Tabulka 5 Zaznamenané vysledky PCR produkti specifickych pro doménu Bacteria a rod

Lactobacillus
Nazev Znacka Detekce produktii
Standart S +
Kefirové mléko Lactobacillus 1 +
Kefirové mléko Lactobacillus 2 +
Kefirové mléko Lactobacillus 3 +
Kefirové mléko Lactobacillus 4 +
Negativni kontrola Nk -
Pozitivni kontrola Pk +
Kefirové mléko Bifidobacterium A +
Kefirové mléko Bifidobacterium B +
Kefirové mléko Bifidobacterium C +
Kefirové mléko Bifidobacterium D +
Negativni kontrola Nk -
Standart S +
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5 Diskuse
5.1 PCR specificka pro doménu Bacteria

Pro doménu Bacteria byly vyuzity primery F_eub a R _eub o délce 466 bp. Detekce produkti
byla provedena po amplifikaci DNA gelovou elektroforézou. Pomoci komercniho kitu, byla
dokazéna ptitomnost produkti PCR o velikosti 466 bp. Vyuzitim téchto primeri byla
identifikovano ptitomnost DNA domény Bacteria i v jinych studiich [25].

5. 2 PCR specificka pro rod Lactobacillus

Pro rod Lactobacillus byly vyuzity primery F_allact a R _allact o délce 92 bp. Sadou Omni
Bacteria DNA Purification Kit byla prokazana pfitomnost mikroorganismt rodu Lactobacillus
o velikosti 92 bp. Vyuzitim totoznych primert byla dokdzana pfitomnost rodu Lactobacillus
iv jinych studiich [25]. Pozitivni kontrola je srovnatelnd s intenzitou produktti, kterd byla
pripravena z druhu Lactobacillus plantarum. Negativni kontrolu tvotila PCR voda, ktera byla

spole¢na pro obé PCR.
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6 Zavér

Ve své praci jsem se zabyvala probiotickymi mikroorganismy patfici do skupiny bakterii
mléného kvaseni, konkrétné¢ rodu Lactobacillus a Bifidobacterium. Zaméfila jsem
se na fermentovany mléény vyrobek, kterym bylo kefirové mléko, u kterého jsem zjistovala
obsah deklarovanych probiotickych kultur.

Prakticky jsem se zabyvala izolaci DNA ze zakoupeného kefirového mléka a tuto
DNA jsem néasledn¢ identifikovala pomoci PCR. DNA bakterii z kefirového mléka jsem
izolovala sadou Omni Bacterial DNA Purification Kit. Genomové vzorky jsem detekovala
agardzovou gelovou elektroforézou, kterd mi potvrdila pfitomnost DNA. Genomovou DNA
jsem amplifikovala polymerdzovou fetézovou reakci. DNA jsem smichala se selektivnimi
primery pro rod Lactobacillus a Bifidobacterium. Po ptidavku primeru jsem piitomnost
nukleovych kyselin detekovala gelovou elektroforézou. Vyhodnoceni vysledkli prokéazalo
pritomnost bakterii rodu Lactobacillus a rodu Bifidobacterium v potravinové matrici.

Cilem mé prace byl prukaz obsahu probiotickych kultur mikroorganisma
v potravinové matrici, ktery byl uspésné splnén. Potvrdila jsem tim, Ze je mozné metodou

PCR a gelovou elektroforézou ovérovat slozeni vyrobkt, které obsahuji mikrobialni DNA.
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