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tukovou pachuti (v zimé&) a bily jetel sladkou a smetanovou
chuti (v zim¢).

Vysledky z prvni sezény slouZi jako dileZity vstup pro
dal$i rozsahlé studie, nicmén€ mozno konstatovat, Ze ani
univerzalni preference chuti biomléka nemaji opodstatnéni,
ale tato je zavisla vice od konkrétniho slozeni krmné davky
a ro¢niho obdobi nez od managementu ekologického systé-
mu produkce'’.
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IZOLACE DNA Z MLECNYCH _
A PROBIOTICKYCH VYROBKU
POMOCI MAGNETICKYCH
MIKROCASTIC
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DNA isolation from dairy and probiotic
products using magnetic particles

Abstrakt

Cilem prace bylo ovéfit pouziti magnetickych Castic
P(HEMA-co-GMA) pro izolaci DNA z mlécnych vyrobkd,
mlééné kojenecké vyzivy, probiotickych doplikd stravy
apod. Kvalita a mnozstvi izolované DNA byla ovéfena
spektrofotometricky, pomoci PCR amplifikace s naslednou
gelovou elektroforézou a pomoci PCR v redlném case
(qPCR). Za pouZitych experimentalnich podminek magne-
tické mikrocastice neovliviiovaly pribéh amplifikace ani
kvantifikaci DNA u PCR v redlném case.

Klicova slova: izolace DNA, magnetické Castice
P(HEMA-co-GMA), polymerdzova fetézova reakce,
mlécné vyrobky

Abstract

The aim of this study was to use magnetic particles
P(HEMA-co-GMA) for DNA isolation from milk products,
milk baby formula, probiotic food supplements and so one.
The quality and quantity of isolated DNA was checked
spectrometrically using PCR amplification followed by gel
electrophoresis and using of real-time PCR (qPCR). Under
the experimental conditions the magnetic microparticles
did not affect the course of amplification or DNA quantifi-
cation in real-time PCR.

Key words: DNA isolation, magnetic particles
P(HEMA-co-GMA), Polymerase chain reaction, milk
products

Uvod

Metody magnetické separace s vyuZitim magnetickych
Castic jsou fazeny mezi moderni bioseparacni metody,
které lze vyuZit i pro separaci DNA z komplexnich real-
nych vzorkdl biologického ptvodu. UmoZziuji izolovat
DNA o vysoké Cistoté. Jsou zaloZeny na reversibilni imo-
bilizaci (adsorpci) DNA na pevnou fazi - magnetické
Castice.

Magnetické separacni techniky s vyhodou vyuzivaji tzv.
superparamagnetické nano- a mikrocastice. Superpara-
magnetické Castice se vyznacuji magnetickymi vlastnostmi
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pouze v pritomnosti vnéjSiho magnetického pole, dojde-li
k jeho odstranéni, ¢astice své magnetické vlastnosti ztrace-
ji. V nepfitomnosti magnetického pole nevykazuji tzv.
zbytkovy magnetismus, v disledku cehoz nedochazi
k jejich nasledné neZzadouci agregaci. Biokompatibilni
magnetické polymerni mikrocastice jsou tvofeny magne-
tickym jadrem, které je nositelem magnetickych vlastnosti
a polymerni ochrannou vrstvou. Ukolem této vrstvy je
ochrana magnetického jadra, zabranéni jeho kontaktu
s analytem a v neposledni fadé slouzi k funkcionalizaci
povrchu Castic vhodnymi ligandy za ucelem specifické se-
parace vybranych cilovych latek.

Pfi izolaci DNA se osvédcily magnetické castice pokryté
karboxylovymi skupinami. Metoda magnetické separace
DNA v prostfedi PEG 6000 a NaCl (DNA se adsorbuje
v kondenzovaném stavu'~), byla Gsp&$né pouZita na izolaci
chromosomalni DNA v kvalité vhodné pro PCR z riznych
druhii bakteridlnich bun&k*® a rozdilnych typti kom-
plexnich vzorkii, véetné réiznych potravin™® obsahujicich
inhibitory PCR. V porovnani s klasickymi izolaénimi meto-
dami je priace s magnetickymi casticemi rychla,
jednoducha, dostateéné citliva, bezpecna. Tato metoda je
v plné mife vyuZitelnd nejen v laboratornich podminkach,
ale také v kazdodenni vyrobni praxi.

Cil prdce

Cilem prace byla izolace DNA z riznych typd kom-
plexnich redlnych vzorkt, jako jsou mlécné vyrobky
(jogurt, mlécné ndpoje), kojenecka vyziva, probiotické
dopliiky stravy a pod., s pouZitim magnetickych nosica
s naslednou identifikaci bakterii pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR).

Material a metody

Chemikadlie a zarizeni

Agarosa byla dodéna firmou Serva (Heidelberg,
Némecko), ethidium bromid firmou Sigma (St. Louis,
Missouri, USA). Primery pro PCR byly syntetizovany ve
firm& Generi-Biotech (Hradec Kralové, CR); Tagl DNA
polymerasa a SYBR Green-q-PCR kit byly od firmy (Top-
Bio, Praha, CR). DNA marker (100 bp Zebiicek) pro
gelovou elektroforézu byl z Malamité (Moravské Prusy,
CR). PEG 6000 byl dod4n firmou Sigma (St. Louis, USA).
Ostatni chemikalie byly Cistoty p.a. a pochazely z béznych
komer¢nich zdroja.

Bakteridlni kmen Lactobacillus paracasei spp. paracasei
CCDM 211 byl ziskan ze Sbirky mlékarenskych mikroor-
ganismii Laktoflora (CCDM, Tibor, CR); kmen Lacto-
bacillus gasseri K7 byl ziskan ze Sbirky mikroorganismi
Chair of Dairy Science, Biotechnical Faculty, University of
Ljubljana, Slovinsko. Seznam analyzovanych vyrobkd,
které byly zakoupeny v komer¢ni siti, je uveden v Tabulce 1.

Magnetické P(HEMA-co-GMA) (1/1 hm/hm) mikro¢as-
tice byly pfipraveny disperzni kopolymerizaci 2-hydroxy-
ethyl-methakrylatu (HEMA) a glycidyl methakrylatu
(GMA) v pfitomnosti koloidniho magnetitu (FeszO4), stabi-

Tab. 1 Koncentrace a Cistota DNA izolované pomoci
magnetickych mikroéastic z hrubych lyzatd bunék

vyrobkd

Cislo Vyrobek Koncentrace  Azsoun/

DNA (ng/pl) Azs00m
1 Activia, prichut lesni plody 26,8 1,84
2 Activia, bild 25,0 1,80
3 Zott bily 21,0 1,68
4 Bily jogurt z ovéiho mléka 21,3 1,80
5 Beba premium 10,0 1,84
6 Baby lactum 25,5 1,91
7 Hipp folgemilch 35,2 1,67
8 Biopron Junior 42,0 1,87
9 Junior mléko BIFIDUS 10,5 1,78
10 Pangamin 30,3 1,94
11 Linex forte 60,3 1,98

Asst/nm / Aogo nm === pomér absorbanci DNA

lizovaného kyselinou olejovou’. Priimér ¢4stic byl 2,2 um;
obsah karboxylovych skupin 2,61 mmol/g. Castice byly
pripraveny na Makromolekularnim tstavu AV CR v Praze
Ing. Danielem Horakem, CSc.

Dale byly pouzity nasledujici pfistroje a pomicky: mag-
neticky separator Dynal (Oslo, Norsko). DNA thermo
cycler Rotorgene 6000 (Corbett Research, Austrélie), vana
pro horizontdlni agarosovou gelovou elektroforézu
(Bio-Rad, USA), UltraLum EB-20E UV transilluminator
(Paramount, USA) pro vizualizaci PCR produktt, UV/Vis
NanoPhotometer (Implen, Némecko).

Priprava hrubych lyzdtit bunék

Hrubé lyzaty bunck byly pfipraveny z vybranych real-
nych vyrobki a z Cistych bakteridlnich kultur Lactobacillus
paracasei spp. paracasei CCDM 211 a Lactobacillus
gasseri K7, které byly pouZity jako kontrola. V pripadé
tekutych vyrobku byl pro pfipravu hrubych lyzatt bunék
odebran 1 ml vzorku po ptfedchozi homogenizaci. Pokud
byl vzorek ve formé tablety nebo prasku, byl do sterilni
Eppendorfovy zkumavky navdzen 1 g vzorku. Takto
pripraveny vzorek byl resuspendovan v 1 ml sterilni vody.
Po centrifugaci (10 000 ot/5 min) byl supernatant slit a sed-
iment obsahujici buiiky byl opétovné resuspendovan v 1 ml
roztoku A (10 mM Tris-HCI, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH
8,0). Po opakované centrifugaci byl sediment resus-
pendovan v 500 pl lyzacniho roztoku (lysozym 5 mg/ml,
10 mM Tris-HCL, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0). Vzorky
byly ponechany pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny,
poté bylo k vzorkim pfidano 25 pl 10 % SDS a 5 ul pro-
teinasy K (10 pg/ml) a vzorky byly inkubovany pfi teploté
55 °C do druhého dne.

Hrubé lyzaty bunék kontrolnich bakterialnich kultur byly
ptipraveny z 1 ml bakteridlni kultury Lactobacillus para-
casei spp. paracasei CCDM 211 a Lactobacillus gasseri
K7, pripravené kultivaci na MRS mediu pii teploté
37 °C/24 hodin. Sedimenty bun€k byly nasledné zpracova-
vany stejnym zpusobem jako pfi pfipravé hrubych lyzata
z realnych vzorku.

Vil
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Adsorpce DNA 7 redlnych vzorkit na magnetické
cdstice

Jednotlivé komponenty separac¢ni smési (100 ul magne-
tickych ¢astic o koncentraci 2mg/ml, 100 pl hrubého lyzatu
bunék, 400 ul PEG 6000 a 400 ul 5 M NaCl) byly smichany
(konec¢ny objem byl 1000 pl), po 15 minutové inkubaci byly
pomoci magnetu odseparovany magnetické nosi¢e s na-
vazanou DNA. Pfi izolaci DNA byly testovany separacni
smési obsahujici 16 % PEG 6000 a 8% PEG 6000. Nosice
s DNA byly nasledné promyty 1000 pl a 500 pl 70%
ethanolu a po odseparovani magnetem suSeny v termostatu
do odpateni ethanolu. Eluci do 50 ul TE pufru (15 min) byla
z magnetickych castic uvolnéna DNA. Pomoci vnéjSiho
magnetického pole byly z roztoku odstranény magnetické
Castice a byl odebran supernatant s DNA. Kvalita a mnoZz-
stvi izolované DNA byla ovéfena spektrofotometricky.

Konvencni polymerdzovd retézovd reakce

Amplifikovatelnost DNA izolované magnetickymi ¢asti-
cemi byla ovéfena pomoci PCR za vyuziti primera
specifickych pro doménu Bacteria" (velikost produktii
PCR-490 bp) a primert specifickych pro rod Lacto-
bacillus" (velikost produkti PCR-250 bp).

Smés pro PCR pri pouziti primert pro doménu Bacteria
obsahovala 0,5 ul 10 mM dNTP, 1 ul (10 pmol/ul) kazdého
primeru, 1 pl Taq 1.1 polymerasy (1 U/ul), 2,5 pl 10xPCR
reakéniho pufru (1,5 mM Mg?* iontil) a 1 ul vzorku DNA.
Celkovy objem pouzit¢é PCR smési byl 25 ul (konecny
objem byl doplnén vodou pro PCR). V piipadé smési pro
PCR pro rod Lactobacillus se sloZeni PCR smési odliSova-
lo v mnozstvi pouzitych primerd, které bylo 0,5 pl
(10 pmol/ul) kazdého primeru.

Amplifikace DNA byla provedena za nasledujicich pod-
minek: pocateéni denaturace 5 min/95 °C, denaturace
30 s/95 °C, pfipojeni primerd 30 s/55 °C a syntéza
30 s/72 °C. Na zaver byla polymerizace v poslednim cyklu
PCR prodlouzena na 10 minut. Celkovy pocet cykli byl 30.

Polymerdzovd fetézovd reakce v redlném case

Kvantifikace DNA, izolované pomoci magnetickych ¢astic,
byla provedena pomoci PCR v redlném Case za vyuziti primert
specifickych pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus".
Smés pro PCR obsahovala 12,5 ul gPCR SYBR Green master
mixu, po 1 pl primerd (10 pmol/ul) specifickych pro rod
Lactobacillus nebo doménu Bacteria a 1 pl vzorku DNA.
Smés byla doplnéna vodou pro PCR na objem 25 pl. Program
amplifikace byl shodny s konven¢ni PCR. Poté nasledoval tzv.
melting program (analyza kiivek tani) pro overfeni specifiky
amplikond, béhem kterého byla teplota zvySovana od 50 °C do
95 °C.

Pro kvantifikaci byla pouZita metoda absolutni kvan-
tifikace, vyuzivajici kalibracni kiivku, ze které je pfimo
odecitano mnoZzstvi kopii DNA v analyzovanych vzorcich.
Pro sestrojeni kalibracni kfivky byla pouZita purifikovana
DNA bakteridlniho kmene Lactobacillus gasseri K7.
Kalibra¢ni fada obsahovala DNA v mnozstvi 100 ng/pul,
10 ng/ 1, 1 ng/ul, 100 pg/ 1, 10 pg/1a 1 pg/ 1.

Statistické vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno
pomoci softwaru PCR cykleru Rotorgene 6000 (verze
1.7.87). Odpovidajici mnoZstvi DNA bylo vypocteno
pomoci Ct hodnoty z kalibra¢ni kiivky. Hodnota Ct (prah
detekce) predstavuje cyklus na poc¢atku exponencialni faze
amplifikace, v némz doslo k prekroceni prahové hodnoty
fluorescence. Reakéni tcinnost (r. e.) byla vypocétena po-
moci linearni regrese sklonu amplifikacnich kiivek (M)

r.e.=10/™M_1

Robustnost metody byla odhadnuta na zdklad€ kore-
laéniho koeficientu linedrni regrese (R?).

Testovdni inhibicniho vlivu magnetickych
mikrocdstic na pribéh PCR

Moznost interference magnetickych polymernich
mikrocastic P(HEMA-co-GMA) v PCR byla studovana
pomoci amplifikace DNA Lactobacillus gasseri K7 o kon-
centraci 10ng/ul v ptitomnosti rizného objemu nanocastic
v PCR smési. Jako kontrola byly pouZity vzorky obsahujici
pouze purifikovanou DNA bez pfitomnosti magnetickych
castic ve smési pro PCR. Pri PCR byly vyuzity primery
specifické pro doménu Bacteria a pro rod Lactobacillus".

Vysledky a diskuze

Testovdni inhibicniho vlivu magnetickych
mikrocdstic na priubéh gPCR

Byla porovnavana ucinnost amplifikace purifikované
DNA v pritomnosti rozdilného mnozstvi ¢astic v PCR
smési a bez jejich pfitomnosti. Na zakladé dosazenych hod-
not Ct a kvantifikovaného mnozstvi DNA v PCR smési
bylo provedeno vyhodnoceni interference castic v PCR.
Bylo zjisténo, Ze reakéni tcinnost (hodnota r.e.) v pfitom-
nosti rizného mnozstvi ¢astic byla shodna pro standard
DNA a testované smési DNA s rozdilnym mnoZstvim ¢as-
tic. Na zakladé téchto vysledki bylo prokazano, Ze za uve-
denych experimentalnich podminek 5 pl a méné roztoku
(mikroc¢astic (2 mg/ml) v celkovém objemu PCR smési
25 ul) neovliviluje pribéh amplifikace ani kvantifikaci
DNA u PCR v redlném case.

Izolace DNA 7 redlnych vzorki magnetickymi
mikrocdsticemi

Metoda magnetické separace byla pouzita pro izolaci
DNA z hrubych lyzatt bunék realnych komplexnich vzorkd.
K izolaci DNA byla pouzita smés s 16% PEG 6000 a 2M
NaCl. Pomoci této smési bylo izolovano vétsi mnoZstvi
DNA neZ pomoci smési s 8% PEG 6000. DNA eluovana
7 Castic byla nasledné pouZita jako matrice do PCR a qPCR.
Celkem bylo testovano 11 redlnych komplexnich vzorkid
(4 mlécné vyrobky, 4 vyrobky mlééné kojenecké vyzivy
a 3 druhy probiotickych dopliku stravy - viz Tabulka 1. Za
podminek izolace byla ze vSech redlnych vzorkl izolovana
DNA v dostatecném mnozstvi a Cistoté (Tabulka 1). Po
amplifikaci byly ve vSech vzorcich detegovany specifické
produkty PCR o velikosti 490 bp, respektive 250 bp.
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Obr. 1 Agarosova gelova elektroforéza produkti PCR
(490 bp) specifickych pro doménu Bacteria

12 34 5 6 7 8 910111213 4

1500 bp
1000 bo

500 bp — PCR produkt

100 bp

Béh ¢.: (1) Activia, prichut lesni plody, (2) Activia bild, (3) Zott bily, (4) Bily jogurt z ovéiho miéka,
(5) Beba premium, (6) Baby lactum, (7) Hipp folgemilch, (8) Biopron Junior,
(9) Junior miéko BIFIDUS, (10) Pangamin, (11) Linex forte, (12) DNA standard - 100 bp Zebricek,
(13) pozitivni kontrola DNA Lactobacillus gasseri K7 10 ng/ul, (14) negativni kontrola.

Tab. 2 Vyhodnoceni vysledki kvantifikace DNA izolované
z vyrobkii metodou magnetické separace

Vyrohek Ct DNA Lactobacillus
(ng/PCR smés)
Activia, - pfichut lesni plody 16,39 0,19
Activia - bild 16,40 0,23
Zott - bily 16,03 0,32
Bily jogurt z ov€iho miéka 16,42 0,27
Beba premium 16,74 0,20
Baby lactum 16,45 0,24
Hip folgemilch 16,69 0,20
Biopron Junior 16,48 0,24
Junior miéko BIFIDUS n n

Pangamin 16,06 0,27
Linex forte 15,57 0,52

n = nestanoveno

Intenzity produkti PCR odpovidaly mnozstvi DNA ve
smési PCR (s vyjimkou vyrobku Biopron Junior). Vysledky
jsou uvedeny na Obr. 1.

Polymerdzovd retezovd reakce v redlném case

Kvantifikace DNA izolované pomoci magnetickych cas-
tic u vyrobku byla provedena pomoci PCR v redlném case
za vyuziti primeri specifickych pro doménu Bacteria"
a rod Lactobacillus"'. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 2.
Mnozstvi DNA bylo fadové shodné s ocekdvanym nebo
vyrobci deklarovanym mnozstvim DNA.

Analyzou kiivek tani byla potvrzena specifita ziskanych
produktid PCR. Pro specificky PCR produkt o velikosti
490 bp (doména Bacteria) byla teplota tani stanovena na
= 90 °C; pro produkt PCR o velikosti 250 bp (rod
Lactobacillus) byla teplota tani = 85 °C.

Zaver

Metoda magnetické separace vyuZzivajici magnetické
nosice je vhodnou metodou izolace genomové DNA z reél-
nych vzork (mléénych vyrobkt, mléc¢nych nahrad, pro-
biotickych doplikt stravy apod). Vypracovana metoda
magnetické separace je vhodna pro kvantifikaci DNA

izolované z komplexnich vzorki pomoci PCR v redlném
case. Za pouzitych experimentalnich podminek magnetické
mikroc¢astice neovliviiovaly pribéh amplifikace ani kvan-
tifikaci DNA u PCR v redlném case.
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RUST BAKTERIi MLEGNEHO
KVASENI V MLECE FORTIFIKOVA-
NEM BIOAKTIVNIMI LATKAMI

Peroutkova J., Pechacové M., Salakové A., Kejmarova M.
Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o.

Growth of lactic acid bacteria in milk enriched
with bio-active substances

Abstrakt

V této praci byl sledovan riist vybranych kment bakterii
mlécného kvaseni, konkrétné rod Lactobacillus. Jako sub-
strat bylo pouzito mléko obohacené o bioaktivni latky.
Testovan byl pridavek omega-3-polynenasycenych mast-
nych kyselin, pupalkového oleje v susené formé, sojového
mléka, sladového vytazku a pSeniénych klicka. Po fer-
mentaci byly substraty hodnoceny dle denzity mikroor-
ganismd, aktivni kyselosti, obsahu organickych kyselin
a zaroven bylo provedeno senzorické hodnoceni.

Klicova slova: Lactobacillus, fortifikace, bioaktivni latky

Abstract

In this work was monitored growth of some strains of lac-
tic acid bacteria from the genus Lactobacillus. Enriched
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