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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zamétena na izolaci mikrobialni DNA z fermentovanych masnych
vyrobktli. Teoretickd Cast se zabyva charakteristikou fermentovanych masnych vyrobku,

technologii vyroby, mikrobialni diverzitou a non-kultivaénimi metodami.

V praktické casti této prace byla nejvétsi pozornost vénovana optimalizaci izolace mikro-
bidlni DNA za pouziti 3 metod modifikace — bez aplikace latek usnadnujicich izolaci
DNA, s pridavkem chloroformu, s pfidavkem SDS. Dale byla provedena amplifikace izo-
lované DNA pomoci metody PCR a nasledna kontrola pomoci elektroforetické soustavy.
Pro stanoveni mikrobidlni diverzity bylo vyuzito metody DGGE s pouzitim dvou gradientii
denaturacnich ¢inidel (40/60 % a 30/70 %). Pozitivnich vysledkl bylo dosazeno pii pouziti
gradientu denaturacnich ¢inidel 30/70 %, pomoci kterého bylo stanovena vétsi diverzita

mikroorganismu vyskytujicich se ve fermentovaném masném vyrobku Paprikas.

Kli¢ova slova: fermentované masné vyrobky, izolace DNA, PCR, DGGE

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on isolation of the microbial DNA from sausages. The theo-
retical part deals with the characteristic of sausages, manufacturing technology, microbial

diversity and molecular biology methods.

The biggest part of the practical part of this thesis has been paid to the optimisation of
DNA isolation. For this purpose three modification methods were developed — without
addition of compounds facilitating DNA isolation, with addition of chloroform, with addi-
tion of SDS. Next step was amplification of isolated DNA by PCR and examination of
PCR products by gel electrophoresis. DGGE method was used for the purpose of determi-
nation microbial diversity. Gradients of denaturants used in this work were 40/60% and

30/70%. Positive results were achieved by use 30/70 % gradient of denaturants.

Keywords: sausages, DNA isolation, PCR, DGGE
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UvVOD

Fermentované masné vyrobky piedstavuji velmi oblibenou polozku masné vyroby a to jak
ve svétd, tak i v Ceské republice. Béhem technologického procesu vyroby nedochézi
k tepelnému oSetieni, ¢imz jsou zajisStény specifické a unikatni organoleptické vlastnosti
oproti ostatnim masnym vyrobkiim. OvSem absence tepelného oSetfeni predstavuje urcité
riziko mikrobidlni kontaminace, a tim 1 zvySené pozadavky na dodrzovani hygienickych

opatfeni béhem technologického procesu vyroby.

Jelikoz fermentované masné vyrobky piedstavuji komplexni matrici, proto izolace DNA
z nich pfedstavuje obtizny tkol. Za uc¢elem ziskani dostatecného mnozstvi izolované¢ DNA
o dostatecné Cistoté¢ byly v ramci praktické ¢asti vyvinuty 3 typy modifikaci. Jednotlivé
modifikace pfinesly odlisné vysledky. Pro jednotlivé metody modifikace byla provedena
amplifikace pomoci metody PCR a néslednd kontrola elektroforetickou soustavou na
agarézovém gelu. Pro stanoveni mikrobidlni diverzity fermentovaného masného vyrobku
Paprikas byla pouzita metoda DGGE, kde hlavnim tkolem bylo nalezeni vhodného gradi-

entu denaturac¢nich ¢inidel pro stanoveni mikrobidlni diverzity.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERIZACE FERMENTOVANYCH MASNYCH
VYROBKU

Fermentované masné vyrobky (FMV) lze zatfadit mezi skupinu nejkvalitngjsich a techno-
n¢ neopracovany urc¢eny k piimé spotieb¢, u kterého béhem technologického procesu (zra-
ni, suseni, fermentace a popiipad€ uzeni) za definovanych podminek doslo ke snizeni hod-

noty vodni aktivity aymax) = 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21 dni pfi 20 °C. [1] [2]

FMV lze rozdélit do nékolika skupin, a to podle hodnoty pH vyrobku, stupné mélnéni
masného dila, typu fermentace a povrchu vyrobku. V soucasné dobé se FMV rozd¢luji do
4 hlavnich skupin, fermentované salamy s vysokou kone¢nou hodnotou pH, fermentované
salamy s nizkou kone¢nou hodnotou pH, syrové Sunky a roztiratelné fermentované salamy.

Mezi nejcastéji se vyskytujici FMV se zatazuji prvni dvé skupiny. [3] [4]
1.1 Rozdéleni fermentovanych masnych vyrobki

1.1.1 Fermentované masné vyrobky s vysokou kone¢nou hodnotou pH

FMV s vysokou kone¢nou hodnotou pH se vyznacuji nizkou hodnotou vodni aktivity a
dlouhou vyrobni dobou. Obecné se uvadi pokles vodni aktivity na hodnoty 0,88 a niZsi.
Podle literatury je uvadén i Sirsi rozsah 0,90-0,65. Doba vyroby se riizni dle technologic-
kého procesu jednotlivych vyrobkli. Minimalni doba potiebna ke sniZzeni vodni aktivity na
pozadovanou uroven by méla byt nejméné 3 tydny, ovSem zpravidla je mnohem delsi. Na-
ptiklad v Italii tento proces trva az 6 mésicl. Pro uherské salamy je typickd doba vyroby
mezi 90-100 dny, kdy dochézi k poklesu a, na hodnotu pod 0,88. Z diivodu dlouhé doby
vyrobniho procesu dochazi u téchto vyrobki k vys§im ztratam vody, a to i vice nez 20

hmotnostnich %. [3] [4] [5]

Z hygienického hlediska je u téchto masnych vyrobkl sniZzena teplota béhem pocatecnich
fazi zrani, kterd se musi pohybovat mezi 10-12 °C. Nizké teploty jsou obecné zarukou
inhibice rtistu mikroorganismii. Takto nizké teploty se musi dodrzovat do snizeni ay, pod
hranici alespoil 0,96. Dal§im dulezitym znakem je nepfidani sacharidii béhem technologic-
kého procesu vyroby. Netvoii se tak dostate¢né mnozstvi kyselin, které by inhibovaly pii-
padny rozvoj mikroorganismil, pH vyrobku se pohybuje v rozmezi 5,8-6,2. Je tedy nutné

dodrZovat predepsané nizké teploty. [3] [4] [5]
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Mezi FMV s vysokou kone¢nou hodnotou pH se fadi uhersky salam nebo pro ¢eského spo-

ttebitele znamy Polican. [3] [4]

1.1.2 Fermentované masné vyrobky s nizkou kone¢nou hodnotou pH

Pro tuto skupinu FMV je typicky ptidavek sacharidli do salamového dila (0,3-0,7 %) a také
ptidavek cistych mikrobidlnich kultur (startovacich kultur). Hlavni ulohou startovacich
kultur je zkvaSovani pfitomnych cukrii a jejich rozklad na kyselinu mlé¢nou a dalsi pro-
duktu metabolismu. Obsahem kyseliny mlé¢né ve vyrobku dochazi ke snizeni pH vyrobki
pod 5,0. Z divodu pfidéani startovacich kultur je dulezitd vyssi teplota pii pocatecni fazi
vyroby, aby doslo k jejich rozmnozeni v saldamovém dile. V Evropé by se teplota méla po-
hybovat mezi 22-25 °C, v USA jsou vyuzivany teploty vyssi, a to az 37 °C a vice. [3] [4]
[5]

Odlisna je 1 doba zrani, ktera byva obvykle krat§i nez 3 tydny. Z toho vyplyva, Ze takovy
vyrobek ma vys$si hodnotu aktivity vody, nez je tomu u FMV s vysokou kone¢nou hodno-

tou pH, ovSem musi byt splnény vSechny podminky pro FMV stanovené vyhlaskou. [3] [4]
[5]

Do této skupiny se fadi vyrobky jako lovecky salam, Herkules, Permonik, gombaseckd a

dunajska klobéasa a mad’arské klobasy Csabay a Gyulay. [3] [4] [5]

1.1.3 Syrové salamy

S 4

vyrobkll viibec. Pocatecni faze vyroby musi probihat pii nizkych teplotach. Doba fermen-
tace a suSeni se pohybuje v fddech mésicli aZ dvou let. Typickymi producenty syrovych
sunek jsou jihoevropské staty (Italie, Spanélsko), oviem s jejich vyrobou se mizeme setkat
i naptiklad v Némecku nebo Ceské republice. Jedna se o jedny z nekvalitnéjsich masnych

vyrobkid. Mezi typické zastupce patii parmska Sunka, iberska Sunka nebo prsut. [1] [3] [5]

1.1.4 Roztiratelné fermentované masné vyrobky

Roztiratelné fermentované salamy piedstavuji pomérné specifickou skupinu masnych vy-
robkl. Mezi hlavni charakteristiky patii kratka doba zréni, zpravidla krat§i neZ 14 dni. Bé-
hem doby fermentace dojde k poklesu pH na 5,4-5,6. Dale je to jejich roztiratelnost, ktera
je dana vysokym obsahem tuku. Béhem technologického procesu je zcela vynechén proces

suSeni a dochazi pouze k zauzeni studenym koufem. Nejsou tedy tak mikrobidlné odolné
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jako ptedeslé skupiny a pro spotiebitele pfedstavuji potencialni riziko, zejména pokud nej-
sou dodrzeny nizké teploty pii jejich skladovéni. Pfi produkci roztiratelnych fermentova-
nych salamt je vyrobce povinen vysetfit suroviny na pfitomnost salmonel. Dal§im aspek-
tem je kratka doba pouzitelnosti vyrobkt, ktera je stanovena maximalné na 48 hodin od
jejich expedice. Své oblibenosti nalezly zejména v Némecku. Do této skupiny se fadi vy-

robky znamé jako ¢ajovka a métsky salam. [4] [5]
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2 TECHNOLOGIE FERMENTOVANYCH MASNYCH VYROBKU

Technologie vyroby fermentovanych masnych vyrobkii se ftadi mezi jednu
5 po sob¢ navazujicich krokl — vybér a oSetfeni suroviny, mélnéni a michani, narazeni do

obalovych stfev, zrani a suSeni a baleni. [6]
2.1 Meélnéni a michani

2.1.1 Mélnéni

M¢lnéni predstavuje pocatecni a pro vyrobu masnych vyrobki mimotadné dilezitou tech-
nologickou operaci. Obecné pii mélnéni dochézi ke zmenSovani kouskd masa na rizné
velké Castice. Hlavnim pozadavkem jsou hladké a ostré ofezy. Pfi mélnéni masa dochazi
k pfimému fezani, ale také k drceni, trhani, strouhani a hnéteni. Tim dochazi k destrukci
bunécné membrany a uvolnéni bilkovin, coz pozitivné ovliviiuje vaznost masného dila.
Vaznosti se oznacuje schopnost masa vazat vodu, kterd masnému vyrobku zarucuje poza-

dované smyslové vlastnosti, jako je kiechkost a Stavnatost. [3] [7]

Meélnéni masa lze rozdélit podle dvou parametri. Dle pozadovaného stupné rozmélnéni a
dle pouzitého zafizeni. K mélnéni masa se vyuZzivaji bud’to rtizn¢ konstruované tezacky
nebo zafizeni pod ndzvem kutr. Jedna se o zafizeni s otocnou misou, v niz na htideli osci-
luje soustava n¢kolika nozl. Podle pozadované velikosti zrna se upravuje stupen rychlosti

nozii spolu s dobou mélnéni pro kutr. U fezacek se voli primér otvori na desce fezacky.
[1](3]

Pii mélnéni dochazi k mechanickému naméahani masa a s tim spojenym zahiivanim masné-
ho dila. Vznika tak nebezpeci ¢astecné denaturace bilkovin a s tim uzce spojenym snize-
nim vaznosti dila. Aby se tomuto nebezpeci piedeslo, je nutné masné dilo chladit. Nejcas-
t&j8i zplisob chlazeni je pouziti Supinkového ledu. Dalsi moznosti, jak zabranit nezadouci-

mu zahtivani, je mélnéni pfedem zmrazeného masa. [1] [7]

2.1.2 Michani

Michani masného dila, stejné jako je tomu u mélnéni, predstavuje velmi zdvaznou techno-
logickou operaci pii vyrobé masnych vyrobkt, kterd ovlivituje mnoho parametri posuzo-
vanych u vysledného vyrobku. Souhrnné se tyto parametry oznacuji jako vzhled vyrobku

na fezu. Ke vzhledu na fezu pak jednotlivé pfispivaji nasledujici parametry: barva a jeji
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stalost, jemnost spojky, stejna velikost, zrnéni ¢i ostrost zrnéni vlozky, zfetelnost struktury

vyrobku a dali. [3] [7]

Michani masného dila lze provadét bud'to v rizné konstruovanych michackach nebo
k nému dochazi ptfimo v kutru. Pocate¢ni operaci michdni je pfiprava spojky, smichani
jednotlivych druhti mas, a to pfedem rozmélnénych pii pouziti fezacky nebo ke smichani
dochazi rovnou v kutru, s ptidavkem dusitanové solici smési, koteni a Supinkového ledu.
Dale se do masného dila mohou ptidavat dalsi ptisady, bilkoviny nebo sacharidy dle dané

receptury. [1] [7]

Po piiprave spojky nasleduje vmichani vlozky, kterd zvySuje vaznost masného dila. Spojka
je jemné mélnéna soucast masného dila, ktera se pripravuje z vazného, nejéastéji hovéziho,
masa, do n¢hoz se vmichavd podil méné vazného masa (vepfového). Z fyzikalné-
chemického hlediska se jedna o velmi slozitou polydisperzni soustavu. Hlavnim vyzna-
mem spojky je tvorba struktury a soudrznost masnych vyrobkl. Naproti tomu vlozka je
tvofena rizné velkymi kousky masa, syrového sadla, zeleniny a jinych slozek, které se

vmichavaji do spojky. Vlozka tvoti tzv. mozaiku salamu. [1] [7]

2.2 Narazeni a tvarovani

K ziskani poZzadovaného tvaru salamu je nutné v technologii vyroby zahrnout i tzv. nardze-
ni, neboli plnéni saldmového dila do obald. Dilo musi byt do obalu nardZeno pti dostate¢né

rychlosti, aby nedoslo k poskozeni obalu. [1] [3]

K narazeni dochézi na strojich zvanych narazky nebo nardzecky, které se daji rozd¢lit do
dvou skupin, pistové a kontinudlni. Pistové nardzecky jsou starSi typem, kdy prvnim kro-
kem je naplnéni vélce dilem, ze kterého je za pomoci tlaku vytlatovano naraZeci trubici do
pfedem navleceného stfeva. Mezi hlavni vyhody tohoto typu naraZky je Setrné nardzeni
dila do obalu, coz se u vyrobku projevi vyrazngjsi kresbou mozaiky. Tento typ narazeni se
vyuziva zejména u fermentovanych masnych vyrobki, jako je Polican, Vysocina, Herkules

ajiné. [1][3]

Naproti tomu kontinudlni nardzky jsou mnohem vykonngj$i, nez je tomu u piedeslého ty-
pu. Byvaji také vybaveny davkovacim zafizenim a u nékterych typl lze nastavit rychlost

narazeni a velikost pouzitého tlaku pfi narazeni. [3]
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Nedilnou soucésti tohoto technologického procesu je vybér vhodného obalu ptizptisobené-
ho pro dany vyrobek. Pro FMV se nejcastéji vyuzivaji klihovkova stfeva nebo piirodni

obaly. [1] [3]

2.3 Uzeni

Pisobeni koufe na masny vyrobek se v minulosti vyuzivalo zejména z divodu zvyseni
udrznosti, z davodu soucasného pusobeni tepelného zakroku, konzervacnich latek kouie
(formaldehyd) a osuseni povrchu vyrobku. V soucasnosti je situace zcela jina a uzeni se
vyuziva zejména k rozvoji zddoucich senzorickych vlastnosti, jako je chut’ a aroma, vytvo-
feni hnéd¢ barvy, typické zejména pro Lovecky salam a Poli¢an a také pro vytvoreni pevné
povrchové  struktury, vznikem methylenovych mustkii reakci formaldehydu

s aminokyselinami. [1]

Uzeni se provadi tfemi zpiisoby, horkym koufem, teplym koufem a studenym kouiem. Pro
FMYV je typické uzeni studenym koutfem, kdy se teplota koufe pohybuje v rozmezi 18-23
°C. Cely proces trva n€ékolik dni. Probiha pozvolna a pferuSované béhem zraciho procesu.
Jedna se o jednu z podminek uvadénou i v Ceské legislativeé, ve vyhlasce 326/2001 Sb.,
v novelizované podobé& pod ¢islem 69/2016 Sb. Mimo jiz zminény Lovecky salam a Poli-

¢an se s uzenim studenym koufem setkame také u vyrobku pod nazvem cajovka. [1] [3]

2.4 SuSeni

Proces suSeni nasleduje po zauzeni masného vyrobku. Hlavnim ucelem tohoto procesu je
sniZzeni vodni aktivity (ay) a zvySeni pozadované udrznosti vyrobku definovaného vyhlas-
kou 69/2016 Sb., kdy se sniZeni vodni aktivity zabrani ristu kontaminujicich mikroorga-
nismi. Jedna se tedy o konzerva¢ni metodu pii vyrobé trvanlivych saldmi. SuSeni ma také
pozitivni vliv na organoleptické vlastnosti vysledného vyrobku, kde dochézi k rozvoji chuti

aroma. [1] [7]

Je nutné, aby suSeni probihalo za respektovani rovnovahy mezi odparem vody z povrchu a
migraci vody z vnitinich vrstev k povrchu vyrobku. Technologicky proces suSeni lze roz-
délit do dvou krokt, resp. obdobi. V prvnim obdobi je povrch suSené¢ho materidlu dosta-
te¢n& vlhky a rychlost suseni je konstantni. Ridicim d&em je prestup vlhkosti z materialu

do susiciho média. V tomto obdobi dochazi k velmi rychlému suseni masného vyrobku. [7]

Druhé obdobi zacind v tzv. kritickém bodé€ suSeni. Béhem této casové periody je povrch jiz

z velké ¢asti zbaven vody. Rychlost suseni proto musi byt pfizptisobena rychlosti vnitini
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difuze. Pfi¢emz k suseni jiz nedochdzi tak rychle, jako je tomu u prvniho obdobi a rychlost

suSeni musi byt mensi nebo rovna rychlosti vnitini difuze vody z vnitinich vrstev vyrobku.
[7]
Doba suseni se u FMV znac¢né 1isi a je specifickd pro dany druh vyrobku. Pro porovnani

tepelné neopracovany fermentovany Poli¢an se susi po dobu n¢kolika tydnt a oproti tomu,

syrové Sunky, kdy parmska Sunka se v extrémnich ptipadech susi po dobu az 2 let. [1]

2.5 Fermentace a zrani

Fermentaci je =zajiSténa udrznost u tepelné neopracovanych masnych vyrobkd.
K fermentaci dochazi ¢innosti mikroorganismi, bakterii mlécného kvaseni, kdy dochézi ke
zkvaSovani ptfitomnych cukrii v mase na organické kyseliny a to zejména na kyselinu
mlécnou. Snizeni pH daného vyrobku ma mimo jiné inhibi¢ni G¢inek pro nechténé mikro-
organismy. [1] [4]

Snizenim pH dochazi ke zpevnéni struktury a stabilizaci barvy. Vzhledem k ptisobeni
BMK dochézi k rozvoji chuti a aroma vyrobku, ktery si tak udrzuje specifické organolep-

tické vlastnosti. [1] [4]

Proces fermentace zdsadné probihd v klimatickych komorach a nasleduje hned po nardZeni
do obalovych sttev. Pravé narazené salamy jsou zavéSeny na udirenské vozy a prevezeny
do klimatickych komor. V tomto kroku technologického procesu dochéazi ke ztraté¢ vody a

tim k poklesu vodni aktivity. [6] [8]

Proces fermentace a zrani je pfimo ovlivnén podminkami v klimatickych komorach, jako
je teplota proudiciho vzduchu, jeho vlhkost a rychlost proudéni. Dtlezitou podminkou pro
spravny prubéh je naplnéni celé klimatické komory a po ukonceni procesu jeji fadné vycis-

téni. [6] [8]

Prvni fazi celého procesu je tzv. vyrovnavaci faze. Hlavni podstatou této faze procesu je
odebrani kondenzované vody na povrchu saldmu. Jelikoz je v klimatickych komorach
znaén€ vyssi teplota nez pii nardzeni masnych vyrobku, kdy se teplota pohybuje kolem 0
°C, teplota je v této fazi nastavena na 16-22 °C, relativni vlhkost vzduchu (RVV) se pohy-
buje mezi 60-70 % a rychlost proudéni vzduchu kolem 0,8 m/s. Je nutné aby RVV nebyla
ptili§ vysokad, aby se zabranilo nadmérné kondenzaci vody na povrchu masnych vyrobkt.
Doba vyrovnavaci faze se pohybuje od 1-6 hodin a zavisi na naplnéni komory a na primé-

ru, tzv. kalibru, masnych vyrobkl. Béhem této faze nedochézi k zasouseni masného vyrob-
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ku a nehrozi tedy vznik tzv. krouzku. Je nutné, aby vyrovnavaci faze probihala po nezbyt-
né¢ dlouhou dobu, aby jiz nedochazelo ke tvorbé dalsi zkondenzované vody na povrchu
vyrobku, ale nesmi trvat piili§ dlouho, aby se tak zabranilo piesusSeni povrchu masného

vyrobku. [6] [9]

Po ukonceni prvni faze je jednak zvySena teplota na 22-26 °C, tak i RVV v komote, a to na
92-93 %. Rychlost proudéni vzduchu béhem druhé faze je doporucena v rozmezi 0,5-0,8
m/s. ZvySeni teploty zahaji rozvoj bakterii mlééného kvaSeni, které svym pusobenim, tj.
¢innosti enzymu, zahdji proces fermentace. Nastaveni teploty v klimatické komote zavisi
na druhu vyrobku, pouzité startovaci kultufe a na pozadovaném poklesu pH. Pro rychly
prabéh fermentace se doporucuji teploty od 25-26 °C, nikoliv vSak vyssi a to z diivodu

mozného rozvoje patogennich mikroorganismd. [6] [9]

V prvnich dnech fermentace a zrani jsou masné vyrobky umistény v tzv. zakufovacich ko-
morach, ve kterych probihad uzeni. Technologicky princip uzeni je popsan v kapitole 2.3.
Po uplynuti pozadované doby na uzeni masného vyrobku (zpravidla 1 tyden) jsou masné
vyrobky pfemistény do tzv. zracich komor, ve kterych pokracuje proces zrani a dochézi
k dal$imu suSeni masného vyrobku az do dosazeni hodnot stanovenych vyhlaskou 69/2016

Sb. Doba trvani tohoto obdobi se pohybuje mezi 1-3 tydny. [6]

Doba fermentace u kvalitnich vyrobktl je znacné delsi, oproti levnym variantdm. Bé¢hem
delsi doby zrani se vytvori vétsi mnozstvi senzoricky aktivnich latek, které proptjcuji vy-
robku typické aroma a chut. Dlouhodobé zrajici masné vyrobky jsou pak znacné vysuSe-
né&jsi, coz zvySuje jejich udrznost. Naopak u levnéjSich variant, s kratkou dobou fermenta-
ce, neni vysuSeni na takové Urovni a v pfipadé¢ nevhodného skladovani, napt. v mistech
s vyssi relativni vlhkosti, mize dojit k portistani povrchu vyrobku plisnémi. Oproti déle
zrajicim saldmim maji méné vyrazné aroma a chut’, kterd je v nékterych ptipadech jedno-
stranné kyseld. Tohoto jevu lze docilit napiiklad pouZitim chemickych piipravki

k okyseleni, jako je glukon-dalta lakton, znamy také pod oznacenim E 575. [1]
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3 MIKROBIALNI DIVERZITA FERMENTOVANYCH MASNYCH
VYROBKU

3.1 Startovaci kultury

3.1.1 Bakterie mlééného kvaSeni

vvvvvv

nych jako startovaci kultury. Jedna se o skupinu gram-pozitivnich ty¢inek a koki, které
sdili spole¢né charakteristické vlastnosti. Z obecného hlediska se jednd o skupinu kaldza

negativnich heterotrofnich mezofilnich mikroorganismii. [7] [10]

Jejich hlavni prednosti, které se Siroce vyuzivd zejména v potravinaiském pramyslu, je
schopnost zkvasovat cukry. Setkavame se jak s druhy s homofermentativnim typem (zkva-
Suji cukry na jeden produkt) nebo heterofermentativnim typem metabolismu (zkvaSuji cuk-
ry na vice produktt. Zakladnich produktem metabolismu pro v§echny druhy BMK je kyse-
lina mlécna. U heterofermentativnich to pak dale mize byt kyselina octova, ethanol, oxid

uhlic¢ity a dal$i produkty. [10]

Produkovana kyselina mlécna ovlivituje organoleptické vlastnosti dané potraviny, jeji chut’
a aroma, coZ je zpusobeno aktivitou katepsinu D. Tohoto jevu je vyZzadovano zejména pii
vyrob¢ fermentovanych masnych vyrobkt. Dalsi vyhodou produkce kyselin BMK je inhi-

bice nezadouci mikroflory a vytvoreni poZadované pevné struktury masného vyrobku. [1]
[7]

Mezi zastupce BMK vyuZivané ve startovacich kulturach pfi vyrobé€ fermentovanych mas-
nych vyrobkt lze zatadit rody Lactobacillus, Pediococcus. Projevil se i zajem pro vytvore-
ni startovacich kultur s pfidavkem enterokokt, tento navrh ovSem Evropskd Unie zamitla
z obavy mozného negativniho plisobeni enterokokt na lidské zdravi. Rody Lactobacillus a
tkavame s ur€itymi omezenimi. Jako startovaci kultura se nemiZe pouzit mikroorganismus

s geny podporujici rezistenci na antibiotika a produkci biogennich amind. [7] [8] [11] [12]

Mezi zastupce rodu Lactobacillus bézné vyuzivanych ve startovacich kulturach lze zaradit
mikroorganismy L. plantarum, L. sakei, L. curvatus. L. rhamnosus a L. paracasei. Mezi

zastupce rodu Pediococcus se tadi P. pentosacues a P. acidilactiti. [7] [8] [10] [11] [12]
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Dulezitym kritériem pouziti vhodné mikroorganismu pro startovaci kulturu je jejich schop-
nost rastu za urcitych teplotnich podminek a rychlost produkce pozadovanych kyselin ve
vyrobku. Pro teplotni rozmezi fermentace 20-25 °C je vhodné vyuzit L. plantarum, L. sa-
kei, L. curvatus a P. pentosaceus, pticemz prvni dva zastupci tvofi kyseliny znacné rychle-
ji. Pi teplotach nad 25 °C pak nalezne vyuziti i druhy zastupce P. acidilactiti. [7] [8] [11]
[12]

BMK maji tedy velky vliv na ovlivnéni kyselosti vysledného masného vyrobku. Pro ziska-
ni jemné chuti je vhodné vyuzit homofermentativni nebo heterofermentativni produkujici
pouze malé mnozstvi vedlejSich produktii. Pii pouziti laktobacill jako startovaci kultury je

vEtsi pravdépodobnost vzniku trpéi chuti masného vyrobku. [7]

3.1.2 Katalaza pozitivni koky

Katal4za pozitivni koky (CPK) se podili zejména na vyvoji a stabilizaci Zadanych senzo-
rickych vlastnosti, jako je vyvoj a stabilizace barvy vyrobkt v disledku redukce nitratd,
ochrana masného vyrobku pied oxidativnimi pochody za pritomnosti kysliku, jeho spotte-
bou a katalazovou aktivitou a zména aminokyselin a lipidi a jejich degradativnich produk-

th. [7] [8]

CPK nejlépe rostou v pomalu fermentujicich neuzenych vyrobcich. OvSem miZzeme se
s nimi setkat 1 v uzenych rychle fermentujicich masnych vyrobcich. Podminkou je vSak
pridani velkého mnozstvi vybraného mikroorganismu jako startovacich kultury, literatura
uvadi 10°-107/g. Jednotlivé kultury se 1idi schopnosti ristu a produkci metabolitil za niz-

kych teplot a niz§iho pH prostiedi. [7] [8]

Mezi komeréné dostupné startovaci kultury patii zastupci rodu Staphylococcus a Kocuria.
Mezi zéstupce rodu Staphylococcus se tadi S. xylosus, ktery je vyuzivany zejména
v feckych, italskych a Spanélskych ptirozené zrajicich masnych vyrobcich, S. equorum a S.
succinus, ktery se vyuziva ve francouzskych FMV. Mezi dalsi zastupce se tadi S. carnosus,
S. saprophyticus a S. warneri. DalSim mikroorganismem vyuzivajicim ve startovacich kul-

turach je Kocuria varians. [7] [8] [11] [12]

Jednotlivé kmeny by nemély byt virulentni, obsahovat geny pro rezistenci na antibiotika a

tvofit biogenni aminy, jako je tomu u poZadavki na bakterie mlééného kvaseni. [7]
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3.1.3 Kbvasinky a plisné

Rast kvasinek obvykle predchdzi vyskytu plisni. Mezi nejcastéjsiho zastupce lze zaradit
Debaromyces hansenii, u plisni je to pak zastupce rodu Penicillium, P. nalgiovense. Mezi
komer¢né dostupné startovaci kultury se dale fadi P. chrysogenum a P. candidum. [7] [8]

[10] [11][12]

Jelikoz plisné produkuji sekundarni metabolity (mykotoxiny, antibiotika) je kladen diiraz
na vyuzivani druhi, které tyto metabolity netvoti. Mezi dal$i pozadavky na plisiové kultu-
ry patii bélavy povlak na povrchu masného vyrobku, takové masné vyrobky jsou pak brany

jako nejkvalitng€jsi. Dalsi zadanou vlastnosti je tvorba specifického aroma a chuti. [1] [7]

[8]

3.2 Vztah mezi mikroorganismy a masnymi vyrobky

Hlavni pricinou ptidavku startovacich kultur do masnych vyrobka je tvorba zadoucich
produktii metabolismu, které méni fyzikalné-chemickou povahu masného vyrobkt, jako
jsou zména textury, reologickych vlastnosti, hodnoty pH, nutri¢ni hodnoty masnych vy-
robku a dal$i. Druhou skupinu tvoii biochemicka aktivita, béhem niz se tvofi zadané orga-
noleptické vlastnosti, jako jsou chutové a aromatické latky, které vyrobek ziskava produk-
ci kyseliny mlécné BMK. Biochemicka aktivita také ptispiva k ziskani zddané struktury a

konzistence masného vyrobku. [7] [8] [12] [13]

Na druhou stranu jsou kladeny pozadavky na to, aby pouZité startovaci kultury negativné
neovlivilovaly fermentované masné vyrobky. Nesmi produkovat metabolity, které by ne-
ptiznivé ovlivnily senzorické vlastnosti. Dale pak nesmé&ji byt jako startovaci kultura pou-
Zity patogenni mikroorganismy, neboli takové mikroorganismy, které by byly zdravi ne-
bezpecné pro konzumenta. A je kladen i diiraz, aby jako startovaci kultura byly pouzity
homofermentativni BMK, tedy aby netvofily plyn a dal§i nezadouci metabolity, které¢ by

mohly negativné ovlivnit senzorické vlastnosti masného vyrobku. [8] [12] [13]
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4 STANOVENI MIKROBIALNI DIVERZITY NON-KULTIVACNIMI
METODAMI

4.1 Polymerazova retézova reakce

PCR neboli ,,Polymerase Chain Reaction”, v ¢eském piekladu ,,polymerazova fetézova
Jedna se o snadnou a velice rychlou metodu amplifikace DNA v reakéni smési. Neni proto
piekvapenim, ze tato metoda nalezla uplatnéni ve mnoha odvétvi molekularni biologie a

biotechnologiich, ddle v medicinské diagnostice, environmentalni analyze. [14] [15]

Podstatou metody je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcti dvousroubo-
vicové molekuly DNA. K amplifikaci dochazi ve sméru od 5° po 3 konec prostiednictvim
ptislusné DNA-polymerazy. K syntéze je nutné pouzivat termostabilni DNA-polymerazu,
které je schopna odolat plisobeni vysokych teplot, obzvlasté v prvnim kroku celého proce-
su. Prikladem je napt. Taq DNA-polymeraza, ktera byla izolovdna z mikroorganismu
Thermus aquaticus, termofilni, acrobni, heterotrofni gram-negativni bakterie. [15] [16]

Metodu vyvinul v roce 1983 Dr. Kary Mullis. O dva roky pozdéji byla metoda zavedena
metodam pro amplifikaci DNA, se zavedenim této metody znacné sniZila doba pro samot-
né¢ zmnozeni a mnohonasobné se zvysil jeji vytézek. V literatufe je uvadéno, ze z jedné

molekuly DNA se béhem 30 cykll nasyntetizuje az 1 miliarda kopii. [14] [15]

K samotné reakci dochézi ve specialnich pfistrojich zvanych ,,termocyklery*, ve kterych se
teplota pro jednotlivé kroky reakce méni automaticky podle pfedem nastavené¢ho progra-
mu. Optimalni pocet cyklil je pfimo zavisly na koncentraci templatové DNA a pohybuje se

v rozmezi 25-35 cyklt.[14] [15]

Jak jiz bylo zminéno, PCR je cyklickd metoda, béhem které dochdzi k opakovani tii za-

kladnich kroku:

e Denaturace — pfi tomto kroku dochdzi k rozvolnéni dvouSroubovice DNA ptisobe-

nim vysokych teplot (90-94 °C).

e Annealing — dochézi ke sniZeni teploty na 50-60 °C, béhem které mohou primery

nasedat na jiz rozvolnéna vldkna molekuly.
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e FElongace — po uspésném nasednuti primert dochazi ke zvyseni teploty, ktera je za-
visla na pouzit¢ DNA-polymeraze, literatura uvadi rozmezi 60-75 °C. V tomto kro-
ku dochazi k vlastni syntéze nové dvouretézcové molekuly DNA od 5° po 3° konec.

[14] [15]

Produktem reakce jsou tzv. amplikony, neboli useky DNA definované délky o obvyklé
velikosti desitky az tisice part bazi. Pfitomnost produkta se prokazuje stanovenim velikosti
gelovou elektroforézou na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Pro podrobnéjsi
analyzu je mozné vyuzit i dal§ich metod stanoveni, jako je DGGE (denatura¢ni gradiento-
va gelova elektroforéza), TGGE (teplotni gradientova gelova elektroforéza) a dal$Simi me-

todami. [15]

Metoda PCR byla Gspésné pouzita pro detekci mnoha patogenii zplisobujici alimentarni
onemocnéni, jako je Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Campylobacter jejuni, Salmonella spp. a Shigella sp. [17]

4.1.1 Reakéni smés

K aspésnému pritb¢hu reakce je nutné vhodné slozeni reakéni smési. Mezi komponenty lze
zahrnout: templatovou DNA, primery, DNA-polymerazu, nukleotidy a zakladni reak¢ni

roztok.

4.1.1.1 Templatova DNA

Templatova, neboli zakladni, molekula DNA, u které¢ dojde béhem reakce k amplifikaci.

K GspéSnému namnoZeni staci velmi malé mnozstvi, obvykle se vyuziva 1 pl. [14]

4.1.1.2 Primery

Pro uspéSnou amplifikaci molekuly DNA je nutny spravny navrh pouZitych primert. K
jejich navrhu byly vytvotfeny specializované softwary. Délka se zpravidla pohybuje mezi
18-25 pary bazi, jednotlivé primery musi byt dostate¢né dlouhé, aby doslo ke spravnému
nasednuti na specifickd mista v molekule DNA. Navrhovany primer by m¢l mit rovnomér-
nou distribuci G/C a A/T parti, pfi¢emz obsah guaninu (G) a cytosinu (C) by se mé¢l pohy-
bovat mezi 40-60 %. [14] [15]

Dalsi dulezitou vlastnosti je teplota tani primert, kterd by méla byt alespont 50 °C. U obou
pouzitych primerli by se teplota tani neméla lisit o vice jak par °C. Primery musi upted-

nostiovat napojeni na molekulu DNA, nesmi tedy dochdzet ke vzdjemnému spojeni obou
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primert. V reakéni smési musi byt mnohonasobné¢ vétsi mnozstvi primerti, oproti mnozstvi
templatové DNA, tim je docileno toho, ze vSechna vldkna templatové DNA se spoji

s primery, nez aby se spojily za snizen¢ teploty spolu dohromady. [14] [15]

Pokud je pfitomna jen ¢ast sekvence, je mozné vyuzit tzv. degenerativnich primera. Jedna
se o takové primery, které obsahuj nékolik alternativnich bazi na definovanych pozicich

[14]

4.1.1.3 DNA-polymeraza

DNA-polymeraza piedstavuje enzym Ucastnici se replikace DNA. Syntetizuje nové vlakno
molekuly. Jeji funkce spociva ve vazbé na pfedem nasednuty primer. Hlavni podminkou je
termostabilita. Nej¢astéji vyuzivana je tzv. Tag-polymeraza, izolovana z bakterie Thermus
aquticus, s optimem aktivity mezi 75-80 °C. DalS§imi piiklady DNA-polymeréaz jsou Tht,
Tfl, Pfu, Pwo, Tgo a dal$i. [15] [16]

4.1.1.4 Zakladni reakcni roztok

Dalsi nedilnou soucasti reakéni smési jsou chlorid hotfec¢naty (MgCly), 2°-

deoxyribonukleosid-5¢-fostaty (ANTP), pufrovaci roztok a tzv. PCR-voda. [15]

Hore&naté ionty (Mg®") predstavuji kofaktor pro reakéni smés. lonty tvoii rozpustny kom-
plex s jednotlivymi 2‘-deoxyribonukleosid-5‘-fosfaty (dANTP). dNTP piedstavuji, jak jiz
bylo zminéno, deoxynukleotidtrifosfaty, jez nese Ctyfi nukleotidy adenin (A), cytosin (C),
guanin (G) a thymin (T), které jsou vyuZiviny DNA-polymerdzou k prodlouZeni navaza-
nych primert. Nedilnou souc¢ésti smési je také pufrovaci roztok, ktery udrzuje stabilni pH
celého roztoku. Tento faktor je opét dillezity pro DNA-polymerazu a to pro dosazeni jeji
maximalni aktivity. Posledni souc¢ést zakladniho reak¢niho roztoku ptfedstavuje voda. Pro
ucely PCR je nutné pouziti dvakrat destilované (redestilované) vody. Timto se zabrani pti-

padné kontaminaci. [15] [18]

4.2 Gelova elektroforéza

Elektroforéza jako takova patii v molekularni biologii k jedné z nejpouzivanéjSich sepa-
rac¢nich metod pfi izolaci a nasledné analyze nukleovych kyselin nebo proteinti. Principem
této metody je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. U nukleovych kyselin jsou no-
sitelem naboje negativné nabité fostatové skupiny, z toho plyne pohyb iontl k anodé. [15]

[19]
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V piipad¢ gelové elektroforézy je nutné vyuzit vhodného nosice, gelu. RozliSujeme dva
typy téchto gelii: polyakrylamidovy nebo agar6zovy gel. U obou gelti dochazi k vytvoreni
sitované polymerni struktury s péry. Velikost port pritomnych v gelu je mozné ovlivnit

slozenim roztoku a koncentraci polymeru. [15] [19]

Agar6zovy gel se vyuziva pfi separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti od 100 part
po 50 tisic part bazi. Naopak polyakrylamidové gely naleznou své uplatnéni pro separaci
mensich molekul, je uvadéno 10 az 1000 part bazi. Polyakrylamidového gelu se vyuziva

naptiklad pti metodach DGGE nebo TGGE. [15]

4.3 DGGE

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza, zkracen¢ DGGE, pfedstavuje presnéjsi me-
todu separace nukleovych kyselin. Jeji podstatou je detekce rozdila v sekvenci v kratkych
molekulach DNA. Tato metoda vyuziva elektroforetické mobility u ¢asteéné denaturované
a nedenaturované¢ DNA. Jak jiz bylo zminéno u gelové elektroforézy, vyuziva se zde poly-
akrylamidového gelu s linedrnim denaturaénim gradientem zajiStujicim zvySujici se kon-

centraci denatura¢niho ¢inidla, kterym je mocovina a formamid. [15] [20]

Zvysena rozliSovaci schopnost metody je zpiisobena ptipojenim GC-svorky na konce ana-
lyzovanych fragmentt, jez zamezi Uplné denaturaci a dojde tak ke vzniku jednotetézcové
formy DNA. Pfi spravném dodrzeni postupu metoda umozni sekvencné specifickou sepa-
raci molekul o stejné délce, liSici se pouze jednou bazi. Béhem elektroforézy dochazi
k postupné denaturaci molekuly DNA a vytvofeni vétvené struktury s lokdlnimi jednote-

tézcovymi oblastmi. [15]

Mezi hlavni vyhody pfi pouZiti této metody stanoveni lze zaradit spolehlivost vysledkd,
opakovatelnost, rychlost a celkové nizké néklady. Tato metoda ma také sva omezeni, mezi
ktera l1ze zahrnout: laboratorni podminky, zkuSenosti laboratornich pracovnikii a Cistotu

izolované DNA. [21] [22]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Hlavnim cilem této bakalarské prace byla optimalizace metody pro izolaci DNA z fermen-
tovanych masnych vyrobkii. Byly zkoumany jednotlivé modifikace pro izolaci DNA s ci-
lem ziskat nejvyssi mozné koncentrace a Cistoty izolované DNA. K dosazeni tohoto cile

vedlo nékolik dil¢ich cilu:

1. Vypracovani literarni reserSe na téma charakterizace FMV, technologie vyroby
FMV a mikrobialni diverzity FMV s vyuzitim dostupnych odbornych publikaci a

védeckych praci.

2. Optimalizace metody izolace mikrobidlni DNA ze vzorki FMV s cilem ziskani

DNA o co nejvyssi koncentraci a Cistote.

3. Vyhodnoceni vysledki, diskuze a formulace zavért.
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6 MATERIAL A METODIKA

V prvni ¢asti této kapitoly jsou uvedeny pouzité pfistroje, zafizeni a chemikalie, které byly
vyuzivany v ramci bakalarské prace. Ve druhé ¢ésti je uvedena metodika prace pro jednot-
livé metody, které byly v rdmci prace vyuzivany.

6.1 Pouzité pristroje, zarizeni a chemikalie
Chemikadlie:

Agar6za (SIGMA)

APS (Amonium persulfat — SIGMA)

Quick-Load 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs, Inc.)
Etanol 70 % (SIGMA)

Ethidiumbromid (1:30 H,O) (SIGMA)

FastStart PCR Master (ROCHE)

Formamid (SIGMA)

GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega)

Chloroform (PENTA)

Mocovina (Urea — Promega)

PBS (fosfatovy pufr) (PENTA)

Power Food® DNA Isolation Kit (MO BIO)

Primery (Eastport — Metabion)

SDS (dodecylsiran sodny - SERVA)

TEMED (NNN’N°-tetracthylendiamin — SIGMA)

Voda pro molekularné biologické metody (SIGMA)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Primery:
Zasobni roztok primert 100 pmol/pl
Pracovni roztok primert 20 pmol/ pl

Tabulka 1: Pouzité primery [23]

Primer* Sekvence Reference
341 F CCT ACG GGA GGC AGC AG Muyzer et al., 1993 [24]
24341 F GC CCT ACG GGA GGC AGC AG Muyzer et al., 1993 [24]
907 R CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT Lane, 1991 [25]
FD 1 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG | Weisburg et al., 1991 [26]
RD 1 AAG GAG GTG ATC CAG CC Weisburg et al. 1991 [26]

*Primery, které obsahovaly v sekvenci GC svorku (CGC CCG CCG CGC GCG GCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGQG), maji v nazvu uvedeno ,,GC*

Pristroje a zaiizeni:

Analytické vahy (KERN ABJ, d =0,0001 g)

Centrifuga (HERMLE Z 100M)

Centrifuga Minispin 12 (Eppendorf)

Elektroforeticka soustava MU-10 (SCIE-PLAS)
Laminarni box (Major Science — Aura PCR BIOAIR MP-300N)
Lednice s mraznickou (BEKO CSA34020)

Magnetické michadlo (Heindolph MR1000)

Magnetické michadlo s ohfevem (Heidolph MR Hei-Tec)
Mikropipety (Eppendorf, Gilson, Nichiro Nicipipet EX)
Mikrovinna trouba (Elektrolux)

Navazky (KERN KB, d = 0,01 g)

Nitrilové ochranné rukavice

Sterilni Spicky

Sterilni Spicky s filtem

Tecan Infinite 200 Pro
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Thermocykler ESCO (AERIS)

Thermocykler PIKO (FINNZYMES)
Transiluminator (SYGENE, Model InGenius LHR)
Tiepacka (Heindolph Titramax 100)

Vortex Genie 2 (MOBIO)

Vortex V-1 plus (BIOSAN)

Zdroj el. proudu MP 300N (MajorScience)

6.1.1 Priprava roztoku

50x TAE pufr — (2 mol/l Tris baze, 0,05 mol/l Na,EDTA, 1 mol/l CH;COOH) pro ptipravu
100 ml roztoku bylo navazeno 24,23 g Tris baze, 1,86 g Na,EDTA a 5,654 ml kyseliny
octové kvantitativné prevedeno do odmérné banky. Jednotlivé slozky roztoku byly rozpus-
tény a bylo upraveno pH na hodnotu 8,0 (10 % roztok NaOH). Roztok byl nasledné dopl-

nén na pozadovanych 100 ml a sterilizovan v autoklavu.
10x TAE pufr — 200 ml 50x koncentrovaného TAE pufru bylo doplnéno na objem 1000 ml

1x TAE pufr — 20 ml 50x koncentrovaného TAE pufru bylo doplnéno na objem 1000 ml

6.2 Charakteristika vzorku

Testovanym vzorkem fermentovaného masného v ramci praktické casti této bakalaiské
préce, byl salam Paprikas. Byly testovany dvé sady vzorki. Prvni sada vzork byla ziskana
z tnorovych odbért (vzorky po fermentaci pted suSenim), druha sada z odbérti dubnovych

vzorkl (vyzraly FMV po vysuSeni s nizkou hodnotou vodni aktivity).
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6.3 Stanoveni mikrobialni diverzity non-kultiva¢nimi metodami

6.3.1 Optimalizace pripravy vzorki pro izolaci DNA

Béhem praktické ¢asti bakalarské prace byly testovany tfi metody pitipravy vzorkl pro izo-

laci DNA s cilem dosahnout nejvyssi mozné koncentrace a Cistoty izolované DNA.

Modifikace €. 1: vzorek saldmu byl navéazen a vloZen do sterilniho plastového sacku, do
saCku byla nasledné piidana sterilni destilovand voda v poméru 1:2. Sacek byl vlozen do
Stomacheru, kde byl po dobu cca 2 minut homogenizovan. Homogenizovana smeés byla

dale filtrovana ptes sterilni gdzu. Ziskany filtrat byl dale pouzit pro izolaci DNA.

Modifikace €. 2: vzorek saldmu byl navazen a vlozen do sterilniho plastového sacku, do
sacku byla nasledné ptidana sterilni destilovand voda v poméru 1:2. Sacek byl vlozen do
Stomacheru, kde byl po dobu cca 2 minut homogenizovan. Homogenizovana smés byla
dale filtrovana ptes sterilni gazu. Ziskany filtrat byl smichan v poméru 1:1
s chloroformem. Smés byla po dobu 3 minut protfepavana. Filtrat byl odpipetovan a dale

pouzit pro izolaci DNA.

Modifikace €. 3: vzorek saldmu byl navazen a vloZen do sterilniho plastového sacku, do
saCku byla nasledné piidana sterilni destilovand voda v poméru 1:2. Sacek byl vlozen do
Stomacheru, kde byl po dobu cca 2 minut homogenizovan Homogenizovana smés byla
dale filtrovana ptes sterilni gazu. Ke smési bylo pfidano SDS (dodecylsiran sodny)
v poméru 3:0,075. Smés byla zahfivana po dobu 1 hodiny pii 55 °C. Ziskana smés byla
dale pouzita pro izolaci DNA.

6.3.2 1Izolace DNA

DNA byla izolovana pomoci Power Food® Microbial DNA Isolation kitu od spole&nosti
MO BIO Laboratories, Inc. Izolace probéhla za vyuZiti silika kolonek. Izolace byla prove-
dena podle pracovniho postupu dodané¢ho vyrobcem kitu s nékolika modifikacemi pro zvy-

Seni vytézku a Cistoty izolované DNA, nasledovné:

1. 1,8 ml filtratu bylo pipetovano do 2ml mikrozkumavky a byla provedena centrifu-
gace pii 13000 x g po dobu 1 minuty. Supernatant byl dekantovan a bylo pfidano
1,8 ml filtratu. Supernatant byl opét dekantovéan a byla provedena dalsi centrifugace
pii 13000 x g po dobu 1 minuty. Zbyly supernatant byl odpipetovan automatickou
pipetou.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Vznikla usazenina byla rozpusténa ve 450 pul roztoku PF1 pfedem piedehiatého na

teplotu 65 °C po dobu 10 minut.

Rozpusténa usazenina byla pfevedena pomoci automatické pipety do rozbijeci mi-
krozkumavky MicroBead Tube, kterda byla umisténa do vortexu MO BIO Vortex
Adapter.

Nasledovalo diikladné promichani na vortexu pfi maximalni rychlosti po dobu 10

minut.

. Nasledn¢ byla provedena centrifugace vzorku pii 13000 x g po dobu 1 minuty za

pokojové teploty.
Supernatant byl pfeveden do nové 2 ml mikrozkumavky.

K supernatantu bylo pfiddno 100 pl roztoku PF2 a bylo provedeno kratké promi-

chéni na vortexu.

Nasledovalo ochlazeni mikrozkumavky po dobu 5 minut pii 4 °C.

Po ochlazeni byla mikrozkumavka centrifugovana pii 13000 x g po dobu 1 minuty.
Obsah byl pfeveden do €isté 2 ml mikrozkumavky.

Nasledné bylo ptidano 900 pul roztoku PF3 a cely obsah byl promichan na vortexu.

650 pl supernatantu bylo pfevedeno do kolonky v nové 2 ml mikrozkumavce a bylo

provedeno odstfedéni pii 13000 x g po dobu 1 minuty.
Kolonka byla vynddna z mikrozkumavky a vloZena do ¢isté 2 ml mikrozkumavky.

Na kolonku bylo napipetovano 650 pl pfedem promichaného roztoku PF4 a bylo
provedeno odstiedéni pii 13000 x g po dobu 1 minuty za pokojové teploty.

Nésledovalo vyliti prefiltrovaného roztoku. Na kolonku bylo napipetovano 650 pl
roztoku PF5 a bylo provedeno odstiedéni pti 13000 x g po dobu 1 minuty.

Prefiltrovany roztok byl vylit a bylo provedeno dalsi odstfedéni pii 13000 x g po

dobu 2 minut pro odstranéni piebytecnych zbytkl roztoku.
Kolonka byla vyjmuta a umisténa do ¢isté mikrozkumavky.

Nésledné bylo piidano 30 pl roztoku PF6 na stied filtru kolonky, kterd se po apli-

kaci nechala 10 minut odstat.

Poté bylo provedeno odstfedéni pii 13000 x g po dobu 1 minuty.
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20. Kolonka byla odstranéna. DNA zlstala rozpusSténd v roztoku v mikrozkumavce a

pfipravena pro dal$i pouziti.

6.3.3 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provadéno na piistroji Tecan Infinite
200 Pro. Byla sledovéana absorbance UV zafeni pti vinové délce 260 nm, kterou byla zmé-
fena koncentrace izolované DNA ve vzorku a pomér absorbance pfi 260 nm a 280 nm,

kterym byla zméfena jeji Cistota. Méfeni probihalo dle nasledujiciho postupu:

1. Na pocitaci byl spustén program a z ptistroje Tecan Infinite 200 Pro byla vyjmuta

desticka (NanoQuant Plate).

2. Desticka byla omyta destilovanou vodou a oplachnuta etanolem, ktery se nechal

odparit.

3. Na desticku byly nejprve naneseny 2 pl rozpoustédla (roztok PF6), prvni méteni

slouzilo ke kalibraci pfistroje.

4. Desticka byla opatrné uzaviena a vlozena do pfistroje. Pomoci laboratorniho poci-
taCe byla desticka uzaviena v pfistroji a pomoci programu bylo spusténo kalibraéni
méfeni.

5. Po zméteni doslo k vyjmuti desti¢ky a jejimu oplachnuti etanolem.

6. Na jamky destiCky byly nasledné¢ naneseny mikropipetou vzorky DNA o objemu
2 ul. Po naneseni vzorka byla desticka opatrné uzaviena a vloZena do pfiistroje Po-

moci programu byla desticka uzaviena do pfistroje a bylo spusténo méteni.
7. Po vyhodnoceni byl uloZen soubor v programu Microsoft Office Excel.

Z hodnot absorbance pii 260 nm byla pomoci programu vypoctena koncentrace mikrobial-
ni DNA ve vzorcich. Cistota mikrobialni DNA byla vypoétena z poméru absorbanci pfi
260 nm a 280 nm. Pro vlnovou délku 260 nm plati, Ze ji nejlépe absorbuji nukleové kyseli-
ny. Pro vlnovou délku 280 nm pak plati, ze ji nejlépe absorbuji bilkoviny. Optimalni hod-

nota Cistoty izolované DNA by se mé¢la pohybovat mezi 1,8-2,0.

6.3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Princip metody PCR (polymerazové fetézové reakce) je popsan v teoretické ¢asti bakalaf-

ské prace. Pro ucely amplifikace izolované DNA byly vyuZzity primery 907 R, 341F, 341
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FGC, FD1 a RDI. Jednotlivé programy pro PCR reakce jsou uvedeny nize s podrobnym

popisem.

6.3.4.1 Pracovni postup p¥ipravy reakcni smési:

Reakéni smés se skladala z: mastermixu (s polymerazou — ROCHE nebo Promega), 2 pri-
merid (forward a reverse), redestilované vody pro molekularni biologii, tzv. PCR-vody.

Reakéni smés byla pripravovana v objemech 20 pl.

Reakéni smés byla pfipravovana v lamindrnim boxu za aseptickych podminek, kterych
bylo dosazeno vysvicenim prostfedi boxu s laboratornimi pomickami, UV zafenim po
dobu minimaln¢ 20 minut, z diivodu zamezeni potencidlni kontaminace. Jednotlivé slozky

reak¢ni smési byly pipetovany do tzv. PCR stripti o objemu 0,2 ml.

Pro ovéteni spravnosti pracovniho postupu byla pfipravena také negativni kontrola. Nega-
tivni kontrola obsahovala vSechny slozky reakéni smési, uvedené v tabulce €. 2, az na tem-

platovou DNA.

PCR reakce probihala ve dvou stupnich. Tato metoda provedeni PCR reakce se nazyva
nested polymerazova fetézova reakce. Hlavnim divodem vyuziti nested PCR je zvySeni

vytézku a zvySeni citlivosti stanoveni.

6.3.4.2 1. stupen amplifikace:

Pro prvni stupeit amplifikace bylo vyuzito Touch Down polymerazové tfetézové reakce
(Touch Down PCR). Podstatou této metody je postupné snizovani teploty nasednuti (anne-
alingu) primeri. Vyssi pocate¢ni teplota pro nasednuti primerti mé za dasledek zabranéni
amplifikace nespecifickych sekvenci molekuly DNA, ke které dochéazi pii nizsich teplo-

tach. Zvysuje se tedy pravdépodobnost amplifikace pozadované sekvence.

Pro zvyseni ptesnosti amplifikace poZadované sekvence bylo vyuzito v tomto kroku modi-
fikace Hot Start. Tato modifikace vyuziva specidlni DNA-polymerdzu, ktera pro aktivaci
vyzaduje vysoké teploty, jez se pohybuje okolo 95 °C.

Tabulka 2: SloZeni reak¢éni smési pro 1. stupeit amplifikace pomoci PCR

Mnozstvi pro 1 reakci [pl]

GoTag"” Hot Start Green MasterMix 10

Voda pro molekuldrni biologii 7

Forward primer 1
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Reverse primer 1
Templatova DNA 1
Celkovy objem 20

Béhem prvniho stupné amplifikace bylo vyuzito primerit FD1 a RD1. Pouzitim téchto pri-

meri byl ziskdn produkt o délce piiblizné 1500 bp. Bylo pracovéno s roztoky primerti o

pracovni koncentraci 20 pmol/ul.

Pracovni postup ptipravy reakéni smési pro 1 stupenl byl nasledovny:

1.

Do sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml byl napipetovan MasterMix, redesti-
lovand voda pro molekularni biologii, reverse a forvard primer. Mnozstvi jednotli-
vych slozek bylo pfedem vypocitano podle poctu vzorkd, spole¢né s negativni kon-

trolou a rezervou. Obsah mikrozkumavky byl diikladné promichan.

Do PCR stript o objemu 0,2 ml bylo napipetovano 19 ul pfipravené smési. Po roz-
pipetovani byly stripy vysviceny UV paprsky po dobu zhruba 5 minut, aby se za-

bréanilo potencialni kontaminaci.

Nésledné byl do reakéni smési pfidan 1 pl vyizolované DNA a do negativni kontro-

ly voda pro molekularni biologii.
Reakéni smés byla nasledné ditkkladné promichéna a centrifugovana.

Stripy byly vloZzeny do termocykleru, na kterém byl navolen ptislusny program.
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PCR reakce probihala podle ptislusného programu. Pro 1. stupeii byl zvolen program
FDIRDITD:

Pocate¢ni denaturace: 95°C 5-10 min
Denaturace (denaturation): 95°C 30s <«+— 10x  opakovano,

C . s kazdym cyklem
Nasednuti primert (annealing): 57 °C 30s

se teplota snizila o

Elongace (extension): 72 °C 2 min 0,5 °C
Denaturace (denaturation): 94-95 °C 30s <—
Nasednuti primert (annealing): 52°C 20 s 25x opakovéno
Elongace (extension): 72 °C 2 min
Zaverena extenze 72 °C 10 min

(final extension):

Uchovéni (storage): 4°C o0

6.3.4.3 2. stupen amplifikace:

Pro druhy stupent amplifikace bylo, rovnéz jako v prvnim stupni, vyuzito modifikace Hot
Start. Pracovni postup i pfipravovany objem byl totozny jako u prvniho stupné amplifikace
(tabulka 2). Zasadnim rozdilem oproti 1. stupni bylo pouziti jinych primert. Pro tcely to-
hoto stupné bylo vyuzito dvou sad primerti: 341F a 907R a 341FGC a 907R. Jako templa-
tova DNA slouzil produkt 1. stupn¢ amplifikace.
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Ve vlastni PCR reakci bylo vyuzito dvou programt 341G907R a 341FGC907R. Programy
probihaly podle nasledujiciho schématu:

Pocatecni denaturace: 95 °C 2 min

Denaturace (denaturation): 95 °C 30s —

Nasednuti primert (annealing): 57 °C 30s 35x opakovano
Elongace (extension): 72 °C Il min ——

Zaverecna extenze 72 °C 10 min

(final extension):
Uchovani (storage): 4°C 0

Spravnost prubéhu PCR reakce byla nasledné elektroforeticky ovéfena na agar6zovém gelu

a poté pro produkty s GC svorkou separovana pomoci metody DGGE.
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6.3.5

Gelova elektroforéza

Pro provedeni PCR reakce byla provedena kontrola PCR amplikonti pomoci gelové elek-

troforézy.

Rozdéleni amplikonii pomoci elektroforézy probihalo na 1% agarézovém gelu. Pro piipra-

vu 1% agarézového bylo gelu bylo pouzito:

Agardza lg

1x TAE pufr 100 ml

Ethidiumbromid 90 pul

Pro vSechny provedené kontroly bylo ptipraveno 100 ml agarézového gelu. 1 % agarézovy

gel byl pfipraven podle néasledujiciho postupu:

1.

Agardza byla kvantitativné pfevedena pomoci 1x TAE pufru do Erlenmayerovy
baniky a doplnéna na pozadovany objem (100 ml). Pro rozpusténi agarozy byla vy-
uzita mikrovlnnad trouba po dobu 45-60 s, béhem které byla agaréza ptivedena

k varu.

Bailka byla vyjmuta z mikrovinné trouby a nésledné byly do roztoku pfidany 3
kapky (90 pl) etidiumbromidu.

Roztok byl fadné promichan a nalit do formy. V gelu byly pomoci plastového hie-

binku vytvoreny jamky, které slouZily pro aplikaci PCR produkti.

Po ztuhnuti gelu (cca 30 minut) byl hiebinek vyndan, do elektroforetické vany bylo
nalito pfiméfené mnozstvi 1x koncentrovaného TAE pufru a forma do ni byla vlo-

zena.

Do prvni a posledni jamky bylo napipetovano 5 ul DNA markeru: 200-1600 nebo
Markeru Quick-Load 100 bp DNA Ladder, tzv. velikostni standardy.

Do ostatnich jamek gelu bylo napipetovano 5 pl (10 ul) amplifikované DNA a 2-3
ul (4-5 pl) barvy pro zvyraznéni pribéhu reakce.

Pti elektroforéze bylo pouzito napéti 120 V po dobu cca 30 minut.

Po skoceni elektroforézy byla forma vyjmuta z elektroforetické vany. Gel byl na-

sledné ptenesen do UV-transiluminéatoru a osvicen UV zéafenim. Pomoci programu

GeneSnap byl elektroforeogram detekovan.
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6.3.6 DGGE
Skladani skel pro polymeraci gelu:

Gel pro reakci byl pfipravovan ve sklenéné aparature. Byl kladen velky diiraz na spravné
slozeni aparatury, aby se zabréanilo vytékani gelu, béhem polymerace. Dale byl kladen du-
raz na praci v rukavicich a ochrannych brylich, a to z divodu manipulace s karcinogennimi
¢i toxickymi latkami.

Aparatura se skladala pomoci dvou sklenénych desek, dvou oddélovact, které vytvorily

mezi sklenénymi deskami dostatecnou mezeru pro aplikaci gelu a silikonovym tésnénim.
Pracovni postup pro slozeni sklenéné aparatury:

1. Sklenéné desky byly dikladn€¢ omyty, osuSeny a nésledné¢ oplachnuty etanolem,

ktery se nechal odpafit.

2. Na sklenénou desku se zaoblenymi rohy bylo ptiloZzeno silikonové tésnéni. Poté by-
ly na desku polozeny dva spacery, kazdy po jedné strané. Spacery musely dokonale
priléhat k silikonovému tésnéni, aby se tak ptedeslo vytékani gelu béhem polyme-

race.

3. Na desku se silikonovym tésnénim a spacery byla opatrné€ ptiloZzena druhd sklenéna
deska. Na spodni stran¢ byla skla k sobé& pfichycena 2 plastovymi sponami a po bo-

cich dalSimi 2 na kazdé strané
Piiprava roztoku gelu:

Pro denatura¢ni gradientovou gelovou elektroforézu byly pfipraveny dva roztoky o rizném
gradientu denaturacnich ¢inidel. V prvni fazi byly pfipravovany roztoky s gradientem 40 %
a 60 % (tabulka 4). Ve druhé fazi byly pfipravovany roztoky s gradientem 30 % a 70 %
(tabulka 5). Roztoky gelu byly ptfipraveny v objemu 100 ml, slozeni roztokt bylo nasledu-

jict:
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Tabulka 3: Slozeni roztoku gelu s gradientem 40 % a 60 %

Tabulka 4: Slozeni roztoku gelu s gradientem 30 % a 70 %

Slozky roztoku Mnozstvi pro | Mnozstvi  pro

gradient 40 % | gradient 60 %

Akrylamid (40 %) | 18,8 ml 18,8 ml
Formanid (99+ %) | 16 ml 24 ml
TAE pufr (50x) 2 ml 2 ml
Mocovina 16,8 g 252 ¢

Slozky roztoku Mnozstvi pro | Mnozstvi  pro

gradient 40 % | gradient 60 %

Akrylamid (40 %) | 18,8 ml 18,8 ml
Formanid (99+ %) | 12 ml 28 ml
TAE pufr (50x) 2 ml 2 ml
Mocovina 12,6 g 294 ¢

U vsech roztokti byla doplnéna demineralizovana voda pro molekularni biologii do celko-

vého objemu roztoku 100 ml.

1.

Jednotlivé sloZzky roztoku byly navaZeny a napipetovany do banky. Do baiiky bylo
vlozeno magnetické michadlo a roztok byl micham pfti 450 ot./min. a zahfivan na

50 °C do uplného rozpusténi mocoviny po dobu 15-20 minut.

. Po vyhladnuti roztoku bylo odpipetovano 15 ml roztoku gelu se 40 % a 60 % gra-

dientem (pfip. 30% a 70 % gradientem) a pfidana polymeracni ¢inidla. Do obou
roztokd bylo pfidano 104,4 ul 10 % roztoku APS (amonium persulfat), ktery byl
pfipraven nasledujicim zpisobem: 0,025 g APS bylo kvantitativné pievedeno do
ependorfovy mikrozkumavky a rozpusténo ve 250 ul demineralizované vody pro
molekularni biologii, roztok byl vzdy pfipraven cerstvy. Nasledn€ bylo do jednotli-
vych roztokii ptidano 6,5 pl TEMED (NNN’N‘-tetramethylendiaminu). Roztok byl

béhem piidavani intenzivné michan pii 950 ot./min
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Sestaveni aparatury pro aplikaci gelu:

1.

Na magnetické michadlo byla postavena aparatura pro smichavéani obou roztok,

tzv. gradient maker (GM-40), ktery se skladal ze dvou davkovact pro roztoky.

Aparatura byla upevnéna svorkou pro lepsi stabilitu.

. Aparatura byla propojena s mini-pumpou pomoci hadi¢ky, kterd na svém druhém

konci méla jehlu pro davkovani gelu. Jehla byla vlozena do pfedem pfipravené

sklenéné aparatury.

Davkovani roztoku gelu:

Déavkovani gelu bylo provadéno pomoci mini-pumpy od spolecnosti C.B.S. Scientific

Company, Inc. do sklenéné aparatury.

1.

Do pravého davkovace gradient markeru byl nalit roztok s vy$§im gradientem. Do
levého davkovace byl nalit roztok s niz§im gradientem. Nasledné byly otevieny obé
zabrany. Prvni pro promichéani roztokl a druha pro dédvkovani roztokii do sklenéné

aparatury.

Byla spusténa mini-pumpa, pro lepsi davkovani gelu byla pouZita polovina maxi-

malni rychlosti Cerpani gelu.

. Pf1 davkovani gelu byla sledovana tésnost skel, aby nedochazelo k vytékani gelu

mimo sklenénou aparaturu. Gel byl do sklenéné aparatury davkovén po horni okraj.

Po dosazeni horniho okraje sklenéné aparatury byla jehla odstranéna a do horni ¢as-
ti byl vlozZen plastovy hiebinek, diky kterému se v gelu vytvofily jamky pro aplika-
ci PCR produkti.

. Nasledovala polymerace roztoku gelu po dobu 1-2 hodin.

Elektroforéza v denaturacnim gradientu:

Béhem praktické casti bakalarské prace bylo pracovano se systémem DGGEK-1001 od

spole¢nosti C.B.S. Scientific Company, Inc.
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Pracovni postup spusténi reakce:

1.

2.

Do vany pfistroje byl nalit 10x TAE pufr na minimalni hranici.

Po polymeraci gelu byl odstranén hiebinek a ve spodni ¢asti sklenéné aparatury od-
chlipnuto silikonové tésnéni pro prostup proudu gelem. Sklenénd aparatura byla

vlozena do plastového nastavce a ptichycena po strandch 3 plastovymi svorkami.

. Aparatura byla vlozena do pfistroje naplnéného 10x TAE pufrem.

Do prvni a posledni jamky gelu bylo napipetovano pomoci specialnich spicek urce-
nych pro DGGE 6 ul DNA markeru (200-1600 bp). Do ostatnich jamek bylo napi-

petovano 10-15 pl vzorki.
Nasledné byly pfipojeny gumové hadicky, které ¢erpaly TAE pufr.

Viko pfistroje bylo uzavieno a byl zapnut zdroj napéti (EPS-300X, C.B.S. Scienti-
fic Company, Inc.). Na zdroji bylo nastaveno napéti 120 V a doba 900 minut. Zdroj

byl po nastaveni zapnut.

Po ukonceni DGGE byla aparatura vyjmuta a dale barvena.

Barveni polyakrylamidového gelu:

Polyakrylamidovy gel byl barven pomoci fluorescencni barvy GelStar od spole¢nosti Ca-

mbrex Bio Science Rockland, Inc. Barva byla uchovavana pii -20 °C. Pracovni postup bar-

veni gelu byla nasledujici:

1.

Barva byla vyjmuta z mraziciho zafizeni a ponechana pii laboratorni teploté do

uplného roztati. Nasledné byla barva promichéana a centrifugovana.

Do plastové vanicky bylo pfidano 450 ml destilované vody, 50 ml 10x TAE pufru a

50 ul barvy GelStar. Roztok byl ve vani¢ce fadn€ promichan.

. Polyakrylamidovy gel na sklenéné desce byl vlozen do vanicky.

Vanicka s gelem byla poloZena na tfepacku a zakryta aluminiovou fo6lii. Trepani

probihalo pii 450 ot./min. Doba tfepani byla 2-3 hodiny.
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Odecteni vysledkii:
Pro odecteni vysledki z gelu byl vyuzit transiluminétor.

1. Po uplynuti doby (2-3 hodiny) byl gel se sklenénou deskou vyjmut z vanicky a vlo-

zen do transiluminatoru (bez sklenéné desky).

2. Na pristroji byl zapnut zdroj UV zafeni a na laboratornim pocitaci spustén program

GeneSnap.

3. Prostiednictvim programu byla dokumentovana fotografie gelu ozatena UV zare-

nim.

4. Fotografie byla uloZzena do laboratorniho pocitace ve formatu .sgd a .bmp.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V praktické Casti této bakalaiské prace bylo pracovano se 2 vzorky fermentovaného mas-
ného vyrobku Paprikas, které byly v rtizném stupni zralosti. Ob¢ sady vzorkl pochazely ze
stejné vyroby, jedna sada vzorkd byla ziskdna z unorovych odbért (vzorky po fermentaci
pted susenim), druhd sada z odbéri dubnovych (vyzraly FMV po vysuseni, nizka hodnota
vodni aktivity). Vzorky byly do doby analyz uchovavany pii mrazirenské teploté (-20 °C)
v mrazicim zafizeni. Nejvétsi diiraz byl kladen na izolaci mikrobialni DNA z komplikova-
né potravinové matrice (zejména vysusené vzorky s dubnovych odbéri) a jeji nasledné
modifikace pro ziskani pozadované Cistoty a koncentrace. Dale byla za ucelem potvrzeni
dostate¢né koncentrace a Cistoty vyizolované DNA provedena amplifikace a kontrola am-

plifikované DNA na agar6zovém gelu a metodou DGGE.

7.1 Optimalizace metody izolace DNA

Pro ziskani maximalniho moZzného mnozstvi a Cistoty izolované mikrobidlni DNA byly na

testovanych vzorcich vyzkouseny tfi metody modifikace izolace DNA.

Prvni metoda modifikace zahrnovala homogenizaci vzorki FMV, filtraci smési pies steril-
ni gazu a jeji naslednou izolaci pomoci komeréng dostupného kitu (Power Food® DNA

Isolation Kit od spole¢nosti MOBIO).

Druhd metoda modifikace rovnéz zahrnovala homogenizaci vzorkli FMV, jejich filtraci
pres gazu a nasledné ptidani chloroformu v poméru 1:1 izolace probihala pomoci komer¢-
n¢ dostupného kitu. Pfidanim chloroformu doSlo k efektivni denaturaci bilkovin, zabranéni
zadrZzovani vody v organické fazi a zlepSeni separace zvySenim hustoty organické faze.

[27]

Tieti metoda modifikace opét probihala zpocatku jako piedesle dveé, tedy doslo
k homogenizaci vzorki FMV, jejich filtraci pfes sterilni gdzu a nasledné piidani SDS, kte-
ry zpusobil rozpusténi bunééné membrany a denaturaci bilkovin. Rozrusené molekuly by
pak mély snadnéji reagovat prostiednictvim hydrofobnich interakci za vzniku sraZeniny,

jez je snadno oddélitelnd od roztoku nukleovych kyselin centrifugaci. [28]

Jednotlivé metody modifikace ptinesly odlisné vysledky. Hlavnim pozadavkem aplikace
modifikaci bylo odseparovani bilkovin a jejich zbytku pfi izolaci DNA, coZ vede ke zvySe-
ni Cistoty izolované DNA. Koncentrace byla stanovovana v ng/ul a ¢istota v poméru ab-

sorbance UV zafeni o vinovych délkach 260 nm a 280 nm.
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Na obrazku 1 jsou uvedeny vysledky z prvotni izolace DNA z FMV Paprikas. Jednotlivé
vzorky byly izolovany bez pouziti modifikaci. U vzorkii 1A a 1B se jednd o paralelni izo-
laci DNA z t¢hoz salamu, stejné tomu tak je pro vzorky 2A a 2B. Jedna se o prvotni (orien-
tacni) kontrolu izolované DNA. VSechny vzorky splnovaly ptedepsana kritéria pro Cistotu
izolované DNA, ktera je uréena z poméru vinovych délek absorbance a pohybuje se

v rozmezi od 1,8-2,0. [29]

1A Abs Value 2A Ahg Value
260 0,0409 OD 40,9 ngfpl| 260 0,0331 oD 33,1 ngful
280 0,0217 OD 1,88 ratio | 280 0,018 QD 1,84 ratio
1B Abs Value 2B Abs Value
260 0,0147 0D 14,7 ng/fpl| 260 0,038 0D 38 ng/pl
280 0,0081 OD 1,81 ratio | 280 00201 0D 1,89 ratio

Obrdazek 1: Koncentrace a cistota izolované DNA
1A — unorovy vzorek 1 (bez modifikace), 24 — uinorovy vzorek 2 (bez modifikace),
1B — dubnovy vzorek 1 (bez modifikace), 2B — dubnovy vzorek 2 (bez modifikace)

Za Ucelem zvySeni Cistoty izolované metody byly pouZity modifikace, zminéné vyse. U
vzorkll 1A a 2A se jedna o paralelni izolaci DNA u téhoz salamu, totéz plati i pro vzorky

IBa2BalCa?2C.

1A pbs Value 2A pbs Value
2a0 00327 0D 52,7 ng/ul| 260 0,01e3 OD 16,3 ng/fpl
280 0.0279 0D 1,89 ratio | 280 0,0087 OD 1,87 ratio
1B Abs Value 2B Abs Value
260 0,0051 0D 5,1 ng/pl| 260 0,0156 OD 15,6 ngfpl
280 0,0027 ab 1,89 ratio | 280 0,0081 OD 1,93 ratio
1C Abs Value 2C Abs Value
260 0.0142 0D 14,2 ngfpl| 260 0,008 OD 6,6 ng/pl
280 0.0085 0D 1,67 ratio | 280 0,003 OD 1,83 raftio

Obrazek 2: Koncentrace a cistota izolované DNA
1A — unorovy vzorek (modifikace ¢. 1), 24 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 1), 1B — uno-
rovy vzorek (modifikace ¢. 2), 2B — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 2), 1C — unorovy vzo-
rek (modifikace ¢. 3), 2C — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 3)

Pokud byla ze vzorkii odebranych v tnoru DNA izolovana s pouZitim modifikace €. 1 a €.
2, tak doslo k mirnému zvySeni Cistoty izolované DNA oproti kontrole Cistoty izolovanych
vzorkl bez pouziti modifikace (obrazek 2). Naopak tomu bylo u tnorovych vzorkd, u kte-

rych byla pii izolaci pouzita modifikace €. 3, kde doSlo ke sniZeni Cistoty izolované DNA.
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Z diivodu nizké hodnoty cistoty izolované DNA (<1,8), lze usuzovat na to, ze izolovany
vzorek byl kontaminovan bilkovinami. U vyzralych vzorkli odebiranych v mésici dubnu
doslo pouzitim modifikaci (€. 1-3) k vyizolovani dostatecné Cisté mikrobidlni DNA, jak
potvrzuji hodnoty uvedené na obrazku 2. Pouziti izolované DNA s hodnotami cistoty >1,8

pro dalsi aplikace bylo néasledné ovéteno provedenim metody PCR a nésledné i DGGE.

Z diivodu nedostatecné hodnoty Cistoty vyizolované DNA ze vzorkidl odebranych v tinoru
za pomoci modifikace €. 3 byla provedena opétovna izolace, a to jak pro tnorovy, tak i pro

dubnovy vzorek FMV (obrazek ¢. 3). Opét se jednd o paralelni izolaci DNA z téhoz sala-

mu.
1B Abs Value 2B Abs Value
280 0,0135 OD 13,5 ng/pl| 260 0,0126 OD 12,6 ng/pl
280 00076 OD 1,78 ratio | 280 0,0056 OD 2,25 ratio

Obrdzek 3: Koncentrace a cistota izolované DNA
1B — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 2B — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 3)

Opétovnad izolace piinesla lepsi vysledky pro unorovy vzorek, kde hodnota ¢istoty byla
zvySena, ovSem opét nedoslo k ziskani pozadované Cistoty v intervalu 1,8-2,0, nicméné
ziskana hodnota Cistoty se pozadovanému intervalu bliZila. Lze tedy uvést, Ze izolovany
vzorek byl mirn€ kontaminovan bilkovinami. Co se ty¢e dubnového vzorku, u toho hodno-
ta Cistoty vyrazné stoupla nad hodnotu 2,0. Lze proto pfedpokladat, Ze izolovany vzorek

byl kontaminovan RNA. [29]

7.2 PCR

Pro ucely dalsiho stanoveni pomoci metody DGGE byla amplifikace izolované DNA pro-
vadéna vzdy ve 2 krocich. Po kazdém kroku byla provedena kontrola separaci
v elektroforetické soustavé na agar6zovém gelu. Pro ur€eni sprdvného pracovniho postupu
pii PCR byla ke vzorkiim ptidana negativni kontrola, kdy do reakéni smési byla misto izo-
lované DNA pfiddna sterilni PCR voda. Negativni kontrola po elektroforetické separaci
urcovala kvalitu provedené metody, ptfitomnosti ¢i absenci kontaminace. Pro kontrolu
Gisp&snosti byla provedena kontrola v transiluminatoru. Usp&$nost uréovala intenzita bandii

po prosviceni gelu zdrojem UV zéfeni.

Prvni krok amplifikace zahrnoval pouziti primerd FD1 a RD1. PouZitim téchto primert

doslo k amplifikaci PCR produkti o celkové délce 1500 bp, jak je patrné z obrazkii 4 a 5.
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Obrazek 4: PCR 1. stupen, 1500 bp
1 — negativni kontrola, 2 — dubnovy vzorek 1, 3 — dubnovy vzorek 2, 4 — dunovy vzorek
(modifikace ¢. 1), 5 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 2), 6 — dubnovy vzorek (modifikace
¢. 3), 7 —dunovy vzorek (modifikace ¢. 2), 8 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 3), 9 — dub-
novy vzorek 3

— 100

Obrazek 5: PCR 1. stupen, 1500 bp
1 — unorovy vzorek 1, 2 — unorovy vzorek 2, 3- unorovy vzorek (modifikace ¢. 1), 4 — uno-
rovy vzorek (modifikace ¢. 2), 5 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 6 — unorovy vzorek
(modifikace ¢. 2), 7 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 8 — unorovy vzorek 3

Pro 2. stupent amplifikace bylo vyuzito primert 341F(GC) a 907R. Pfedpokladana délka
amplifikovaného tseku pro 2. stupeni byla 560 bp, pii zapo€itani velikosti primerti 635 bp.
Tento pfedpoklad byl potvrzen naslednou elektroforetickou detekci. Na obrazcich €. 6 a €.
7 1ze pozorovat jesté jeden produkt amplifikace o velikosti ptiblizné 1200 bp. Vyskyt vét-
Sitho poStu bandii na agar6zovém gelu miiZze poukazovat na vice mist pro nasedani primerd.

Ve vétsiné ptipadll je moZné tento jev odstranit zvySenim teploty hybridizace. [30]
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Obrazek 6: PCR 2. stuper, 560 bp
1 — negativni kontrola, 2 — unorovy vzorek 1, 3 — uinorovy vzorek 2, 4- unorovy vzorek
(modifikace ¢. 1), 5 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 2), 6 — unorovy vzorek (modifikace ¢.
3), 7 —unorovy vzorek (modifikace ¢. 2), 8 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 9 — unoro-
vy vzorek 3
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Obrdazek 7: PCR 2. stupen, 560 bp
1 — negativni kontrola, 2 — dubnovy vzorek 1, 3 — dubnovy vzorek 2, 4 — dunovy vzorek
(modifikace ¢. 1), 5 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 2), 6 — dubnovy vzorek (modifikace
¢. 3), 7 —dunovy vzorek (modifikace ¢. 2), 8 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 3), 9 — dub-
novy vzorek 3

7.3 DGGE

Pro stanoveni mikrobialni diverzity testovanych masnych vyrobkt byla zvolena metoda
elektroforézy v gradientovém denatura¢nim gelu (DGGE). Pro ucely této prace byly testo-
vany dva gradienty denaturacnich ¢inidel, konkrétné 40 % a 60 % a gradienty 30 % a 70
%. Jako vychozi produkt byl pouzit PCR produkt s pouzitymi primery 341 FGC a 907R.

Jako prvni bylo provedeno otestovani gradientu koncentrace denaturacnich ¢inidel 40 % a
60 %. Testovani prokazalo, Ze pro stanoveni mikrobidlni diverzity takto slozité komplexni
matrice, kterou pravé fermentované masné vyrobky a potraviny celkove jsou, je tento kon-

centracni gradient denaturacnich ¢inidel nevhodny. Na obrazku €. 8 je mozné vidét ucin-
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nost separace na fotografii obarveného a prosviceného gelu. Metoda byla opakovana,

ovsem bez jakychkoliv znamek zlepseni.

Obrazek 8: DGGE, gradient 40/60 %
1 — unorovy vzorek 1, 2 — unorovy vzorek 2, 3- unorovy vzorek (modifikace ¢. 1), 4 — uno-
rovy vzorek (modifikace ¢. 2), 5 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 6 — unorovy vzorek
(modifikace ¢. 2), 7 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 8§ — unorovy vzorek 3

Testovani druhého gradientu (30 % a 70 %) denatura¢nich ¢inidel pfineslo oproti plivodné
stanovenému gradientu lepSi vysledek. Na obrazku €. 9, je mozné vidét vyrazné véEtsi

mnozstvi ptitomnych mikroorganismd.
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Obrazek 9: DGGE, gradient 30/70 %

1 — unorovy vzorek 1, 2 — unorovy vzorek 2, 3- unorovy vzorek (modifikace ¢. 1), 4 — uno-
rovy vzorek (modifikace ¢. 2), 5 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 6 — unorovy vzorek
(modifikace ¢. 2), 7 — unorovy vzorek (modifikace ¢. 3), 8§ — unorovy vzorek 3, 9 — dubno-
vy vzorek 1, 10 — dubnovy vzorek 2, 11 — dunovy vzorek (modifikace ¢. 1), 12 — dubnovy
vzorek (modifikace ¢. 2), 13 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 3), 14 — dunovy vzorek (mo-
difikace ¢. 2), 15 — dubnovy vzorek (modifikace ¢. 3), 16 — dubnovy vzorek 3

Navzdory tomu, Ze pouziti jiného gradientu denatura¢nich cinidel pfineslo lepsi vysledky,
zéasadni problém pfi stanoveni pomoci metody DGGE piedstavovala intenzita jednotlivych
bandii na gelu po prosviceni zdrojem UV zéfeni. Zakladnim piedpokladem pro nizkou in-
tenzitu bandi bylo pravdépodobné pouziti nedostate¢ného objemu vzorku. Dal§i moznosti

odstranéni tohoto problému muiZe byt pouziti jiného postupu barveni gelu. Mimo jizZ zmi-
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néné barvicky GelStar se k barveni da pouzit naptiklad ethidiumbromid, ktery ovS§em opro-
ti nov¢jSim typiim barvicek ma nejen nizsi rozpozndvaci schopnost, ale také je znacné to-
pouziti ethidiumbromidu vétsi citlivost, nizsi toxicitu a také redukuje cenu testovani
z diivodu snizeni potfebného objemu PCR produktu. OvSem nejvétsi vyhodou barveni po-

moci stibra je vyssi odolnost signalu vici degradaci. [31] [32].

Dalsi problém ptedstavovalo zachyceni velkého mnozstvi PCR produktu v jamkach, jak
1ze napiiklad vidét na obrazku ¢. 9. Jako divod lze uvést nedostatecné procisténi jednotli-
vych jamek pied aplikaci produktu. [33] To je ovSem velice nepravdépodobné, jelikoz
promyvani jamek pted aplikaci produktu byla vénovana zvysSena pozornost a jednotlivé
jamky byly né€kolikrat promyvany. DalS§i mozZnosti odstranéni tohoto problému je snizeni
koncentrace polyakrylamidového gelu. [33] Jako dal§i moznost odstranéni tohoto problé-
mu je mozné snizeni elektrického proudu a zvyseni doby po kterou bude metoda probihat

[33].

Sledovani mikrobialni diverzity fermentovanych masnych vyrobki je dilezité z né€kolika
hledisek. Naptiklad pro stanoveni mikroorganismil zptisobujicich alimentarni onemocnéni.
Law a kol. [34] se zabyva touto problematikou. Ke stanoveni mikroflory byly ve védecké
praci vyuzity techniky PCR, multiplex PCR, real-time PCR, NASBA (nucleic acid sequen-
ce-based amplification) a LAMP (loop-mediated isothermal amplification) a pro stanoveni
jednotlivych patogennich mikroorganismii metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay) [34].

Mezi dalsi dalezité aspekty studia mikrobialni diverzity fermentovanych masnych vyrobki
je sledovani produkce biogennich aminti. Fermentované masné vyrobky, spolecné
s ostatnimi fermentovanymi potravinami, pfedstavuji skupinu potravin s moznym vysokym
vyskytem biogennich aminil. Podle Latorre-Moratally a kol. [35] je ve fermentovanych
masnych vyrobcich v nejvétsim mnozstvi zastoupen tyramin, ktery vznika ¢innosti bakterii
mlécného kvaSeni a ve vyjimecnych ptipadech i Cinnosti kataldaza pozitivnich kokt [35].
Galgano a kol. [36]. upozoriiuji na fakt, ze pfidavkem cukru do fermentovanych masnych
mlécného kvaSeni [36]. Ve vysokych hladinach pfedstavuji biogenni aminy zdravotni rizi-
ko pro konzumenty fermentovanych masnych vyrobkd, je tedy dualezité¢ sledovat jejich

vyskyt.
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Dal§im pfedmétem studia mikrobidlni diverzity pro fermentované masné vyrobky je obe-
znameni se s fermenta¢nim procesem a dynamikou rastu bakterii mlééného kvaseni a kata-
laza pozitivnich kokii. Pro tuto problematiku bylo v poslednich letech vypracovano mnoho
veédeckych praci, zejména zamétujicich se na dynamiku ristu mikroorganismi. Fonseca a
kol. [37] ve své praci rozebiraji dynamiku rastu mikroorganismi béhem suseni $panél-
skych fermentovanych masnych vyrobkil. Ke studiu mikrobialni diverzity byly v této studii
pouzity kultivacni metody a metody molekularni biologie, pfi¢emz nejvice vypovidajici
vysledky byly dosazeny pfti pouziti real-time PCR [37]. Wanangkarh a kol. [38] se zam¢tili
na studium dynamiky rstu mikroorganismti béhem suSeni u thajskych fermentovanych
masnych vyrobkl. Ke stanoveni mikroflory vyuzili analyzy polymorfismu délky restrikc-
nich fragment (RFLP) [38]. Pro studium mikrofléry fermentovanych masnych vyrobki
pomoci analyzy RFLP byla vypracovana fada studii, napf.— Chenoll a kol. [39], Christen-
sen a kol. [40].

Sledovani mikrobialni diverzity fermentovanych masnych vyrobkl je bezesporu velice
dialezité, a to jak z pohledu zdravi konzumenti, zejména mozny zachyt mikroorganismui
zpusobujicich alimentarni onemocnéni, tak 1 studium bézné vyskytujici se mikroflory
(BMK, CPK) v dasledku produkce biogennich aminti. Nesmi se také zapomenout na studi-

um dynamiky rustu ptitomné mikroflory béhem technologickych procesi vyroby.
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ZAVER
Bakalatskéa prace byla zaméfena na optimalizaci metody izolace DNA z fermentovaného

masného vyrobku Paprikas a na kontrolu jejiho mnozstvi a Cistoty.
Na zakladé ziskanych vysledkt Ize konstatovat, Ze:

e fermentované masné vyrobky pfedstavuji slozitou matrici pro izolaci DNA,

e ze vzorki z tinorovych odbért byla izolovana DNA s vys$S§imi hodnotami mnozstvi,

e metody modifikace vyrazné ovlivnily mnozstvi izolované DNA,

e hodnoty Cistoty izolovanych DNA ze vzorkil salamt byly v men$i mife ovlivnény tes-
tovanymi modifikacemi, metodou DGGE byla stanovena mikrobidlni diverzita FMV

Paprikas a tim i ovétena kvalita a vhodnost pouziti izolované DNA pro metodu DGGE.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A

APS

BMK

DGGE

DNA

dNTP

EDTA

FMV

PBS

RNA

rRNA

SDS

TAE

TEMED

TGGE

Uuv

adenin.

amoniumpersulfat (persiran amonny)
bakterie mlééného kvaSeni

base pairs (pary bazi)

denaturating gradient gel elecrophoresis (denaturacni gradientova gelova elek-

troforéza)

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotid

ethylenediaminetetraacetic acid (etylendiamintetraoctova kyselina)
fermentovany masny vyrobek

phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

ribonukleova kyselina

ribozomadlni ribonukleové kyselina

sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)

tris-acetat-EDTA

N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (N,N,N',N'-tetrametyletylendiamin)

temperature gradient gel electrophoresis (gelova elektroforéza s teplotnim gra-

dientem)

ultraviolet (ultrafialové)
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