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ABSTRAKT

Mikrometdda izoldcie DNA s vyuzitim magnetickych nosi¢ov je znacnym zjednodusenim
a urychlenim procesu izolacie DNA. Cielom diplomovej prace bolo izolovat DNA
mikrometodou z potravin rastlinného (paradajkového) pdvodu pomocou magnetickych
nosi¢ov a porovnat rozdiely v kvalite izolovanej DNA v zdvislosi od typu pripravy
homogenatu, typu magnetickych nosicov, ale aj od typu rastlinného vyrobku, pouZzitého pre
izoladciu. Vysledky boli dalej vyhodnotené s ohl'adom na mnozstvo, Cistotu a
amplifikovatel'nost’ izolovanej DNA v PCR. NajoptimalnejSim bol postup izolacie DNA s
pouzitim magnetickych ¢astic PBHEMA-co-GMA) alebo HPS B-M-NH,. DNA z testovanych
rastlinnych potravinovych vyrobkov bola izolovand v dostatoénom mnozstve a kvalite pre
pouzitie v konven¢nej PCR. Neboli zistené rozdiely v amplifikovatelnosti DNA skladovane;j
pri -20 °C po dobu viac ako pol roka.

ABSTRACT

Micromethod of DNA isolation using magnetic particles is one of the modern
technological methods used in DNA isolation, and makes the process simpler, more effective
and faster. The main aim of this study was to isolate the DNA from various plant (tomato)
food products, using different types of magnetic particles. The results were compared and the
quantity, purity and the possibility of amplication of the isolated DNA among samples were
found to be different. The DNA isolation method using magnetic particles P(HEMA-co-
GMA) or HPS B-M-NH,; was shown to be the most effective in achieving the above mentiond
parametres. DNAs from the analysed samples of plant food products were isolated in
sufficient quantity and quality to be used in the conventional PCR. Differences in the
possibility of the amplification of the isolated DNA stored at -20 °C during more than a half
year were not found.

KLUCOVE SLOVA
Mikrometdda, izolacia DNA, potraviny rastlinného pdévodu, magnetické nosice,
polymerazovéa retazova reakcia (PCR), uchovavanie DNA
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Micromethod, DNA isolation, plant food products, magnetic particles, polymerase chain
reaction (PCR), DNA storage
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1 UVOD:

Izolacia DNA je obvykle prvym a zédkladnym krokom mnohych molekularno-biologickych
metdd. Jej Cistota mé vSak Casto vyrazny dopad na efektivitu celého procesu, preto je potrebné
pocas samotnej izolacie postupovat dosledne, aby sa prediSlo pripadnému znecisteniu.
Izolacia DNA pomocou magnetickych mikrocastic je modernou technologiou, ktora
umoziuje do znacnej miery cely proces zefektivnit’ a urychlit’.

PCR (Polymerase Chain Reaction) je metdda zmnoZenia urcitého tiseku DNA na principe
replikéacie. Pre jej relativnu rychlost’ a jednoduchost’ sa dnes vyuziva v mnohych analyzach v
molekularnej biologii, ale aj v réznych inych oblastiach vyskumu, ¢i testoch. Kladie vSak
doraz na Cistotu DNA templatu, ktory nesmie obsahovat’ inhibitory PCR. Preto je dolezita
optimalizacia metdd izolacie a purifikdcie DNA z matric z réznych typov biologického
materialu, vratane potravin.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Izolacia DNA z rastlinného materialu

Izolacia DNA je proces extrakcie deoxyribonukleovej kyseliny z roznych zdrojov, akymi
mozu byt napriklad rastlinny, ¢i zivo¢iSny material alebo mikroorganizmy. DNA je okrem
bunkovych jadier extrahovand aj zinych organel, ako st chloroplasty, mitochondrie, ¢i
v pripade bakteridlnych buniek plazmidy. Vol'ba vhodnej metddy zavisi na konkrétnej vzorke
a odvija sa okrem in¢ho napriklad od jej povodu (typu biologického materidlu), ¢i velkosti.
Daldimi dolezitymi kritériami pri vybere vhodnej metody su Gasova a finanénd naroénost
a celkova efektivita danej metddy s ohl'adom na kvalitu extrahovanej DNA pre konkrétny typ
pouzitia. [1]

Z rastlinnych pletiv byva izolacia DNA obvykle vo v§eobecnosti vel'mi naro¢na, nakol’ko
jednotlivé druhy rastlin vykazujii vzdjomne znacné odliSnosti. Izolacné metddy byvaju preto
Casto prispdsobené konkrétnemu rastlinnému druhu, dokonca i Specifickému rastlinnému
pletivu. Rézne typy rastlin, ale aj rdzne typy buniek vramci jednej rastliny mozu produkovat’
celi radu odlisnych metabolitov, ¢i Struktarnych molekul, ktoré potencidlne komplikuju
priebeh extrakcie DNA. Predovsetkym ide o latky, akymi st polysacharidy, polyfenoly a
proteiny, ktoré casto maji vplyv na samotny proces extrakcie, alebo sa stavaju
kontaminantami izolovanej DNA. Tieto faktory mji vo vysledku vplyv na kvalitu izolovane;j
DNA ana jej dalSie pouzitie, nakol'ko moézu interferovat’ s mnohymi molekuldrno-
biologickymi analyzami. [2] [3] [4] [5]

Polysacharidy, polyfenoly, ¢i proteiny moézu byt v procese izolacie DNA efektivne
odstranené pouzitim vhodnych c¢inidiel. Polyfenoly st napriklad eliminovatelné pouZzitim
PVP (polyvinylpyrrolidonu) ¢i P-merkaptoetanolu. [6] Mrazenie vzoriek pocas procesu
homogenizécie taktiez napomaha znizit’ vplyv polyfenolov na extrakciu DNA. [7] Proteiny st
zase najcastejSie odstraiiované pouzitim enzymov proteindz (protendza K), ¢o spdsobuje ich
degradaciu. [8] V pripade polysacharidov sa pouziva napriklad manitol, gluk6za, sacharéza,
pripadne vyssie koncentracie NaCl. Tieto latky sa pridavaju k extrakénému pufru, ¢im znizuja
mnozstvo koextrahovanych polysacharidov. [7]

Samotny postup izolacie DNA zacina obvykle homogenizéaciou rastlinného materialu. V
mnohych pripadoch sa vyuzivaji vel'mi nizke teploty pod bodom mrazu (tekuty dusik) a
nasledne mechanickd homogenizacia (mletie, trenie a pod.). UdrZovanie teploty pod bodom
mrazu pocas celého priebehu homogenizacie ma vyznam pre inaktivaciu nukledz, ¢im sa
zabrani pripadnej degradacii DNA. K mechanicky rozruSenému materidlu sa pridavaju
detergenty pre dezintegraciu bunkovych membran a nasledné uvolnenie DNA do extrakcnej
zmesi. Extrakénd zmes obsahuje taktiez chelatacné Ccinidla (napriklad EDTA), ktoré
vychytavaji kationy, fungujuce ako kofaktory védcSiny endonukledz. Rastlinna RNA je
v procese rozruSenia buniek obvykle z velkej casti rozlozend posobenim pritomnych
ribonukleaz. V pripade potreby DNA o vysokej Cistote mozu byt zbytky RNA odstranené
spolu s ostatnymi potencidlnymi kontaminantami, pouzitim prislusnych chemickych latok
a ¢inidiel. [9]

Pre dosiahnutie vysSej koncentracie a Cistoty izolovanej DNA a tieZ pre lepSie uchovavanie
sa DNA obvykle vyzraza pomocou alkoholu. Vyzrazany sediment sa od zbytkov rozpustadiel
vysu$i a DNA sa rozpusti v TE pufri. [10]



V stcasnej dobe mame k dispozicii Siroku Skalu extrakénych metdd vyuzivanych pre
izolaciu DNA, vratane réznych komerénych kitov (komeréné kity umoziuju lepSiu
reprodukovatelnost’ a jednoduchost’ analyzy, na ukor nakladov). [11] Medzi najpouZzivanejSie
metody patri extrakcia pomocou organickych rozpustadiel (ako st napriklad fenol
a chloroform), vysol'ovanie, ¢i adsorpcia na pevnu fazu, kde sa ako nosi¢e mimo iné¢ho
pouzivaju aj magnetické mikro- alebo nanocastice. [10]

2.1.1 Fenolova extrakcia

Metdda vyuziva chemické a fyzikalne vlastnosti fenolu k naruseniu komplexu DNA-
proteiny a odstranenie proteinov z vodnej fazy ich prestupom do fazy fenolovej. Tento jav je
mozny na zéklade nepolarneho charakteru fenolu ako rozpustadla, co umoziuje denaturaciu
proteinov a ich precipitdciu na rozhrani fiz. Dal§im délezitym faktorom je hustota fenolu
(1,07 g.cm™), ktora je oproti vode o nie¢o vyssia, &o spdsobuje oddelenie oboch fiz, pricom
fenolova faza klesa kvoli vySsej hustote na dno skiimavky. [12]

Pre jednoduchsi priebeh tohto procesu sa pouziva pridavok chloroformu do fenolovej fazy.
Chloroform je, rovnako ako fenol, latka nepolarna, je preto sfenolom vel'mi dobre
mieSatel'nd, kym s vodou sa nemieSa. Zmes fenol-chloroform nadobuda eSte vyssiu hustotu,
ato vdaka pridavku chloroformu, ktorého hustota je v porovnani s fenolom (aj s vodou)
znaéne vyssia (1,47 g.cm™). Zvysenie rozdielu hustoty medzi polarnou (vodnou) a nepolarnou
(fenolovou) fazou sposobi dokladnejSie oddelenie oboch fazi a odobratd vodnd faza
obsahujuca DNA nebude natol’ko znecistend. [12] [13]

Vyznamnym parametrom je reguldcia pH pocas procesu izolacie. V zéavislosti od hodnoty
pH sa meni obsah latok v jednotlivych fazach. V pripade, Ze pH fenolu sa nachadza v slabo
zasaditej oblasti (okolo hodnoty 7,8), extrahuje sa DNA spolo¢ne s RNA do vodnej fazy. Ak
je vsak pH fenolu v kyslej oblasti (obvykle 4,8-5,2), stdiva sa DNA stcastou proteinovej
medzivrstvy. Vo vodnej faze sa nachddza iba RNA, v organickej faze zase lipidy. Proteiny st
vyzrazané na rozhrani organickej a vodnej fazy v oboch uvedenych pripadoch. [12] [13]

2.1.2 Metoda CTAB

Metoda CTAB je v sucasnej dobe najpouzivanejSou metddou pre izoldciu a purifikaciu
DNA zrastlinnych pletiv. Umoznuje dosiahnutie pomerne vysokych vytazkov a ziskana
DNA ma vysoku c¢istotu. Rastlinné vzorky st bohaté na obsah polysacharidov a polyfenolov,
ktoré su touto metddou efektivne eliminované. [14]

CTAB je kationovy detergent, ktory je schopny oddelit DNA od polysacharidov na
principe ich rozdielnej rozpustnosti v zavislosti od koncentracie chloridu sodného. Pri vyssich
koncentracidch NaCl st polysacharidy v CTAB nerozpustné a precipituji, kym pri nizsich
koncentracidch sa nerozpustnou stdva DNA. Extrakéné Cinidlo spravidla obsahuje CTAB,
EDTA, Tris-HCl (pH 8,0), NaCl a pomocné latky pre odstranenie polyfenolov, alebo
v pripade potreby aj inych potencidlnych kontaminantov. [3] Pre tento ucel sa ¢asto vyuziva
B-merkaptoetanol alebo plyvinylpyrrolidon, ktory polyfenoly z roztoku vychytava a brani tak
ich vizbe na DNA a néslednej kontaminacii izolatu. [6] [10]



2.1.3 Mikrometdda izolacie DNA

Mikrometdda izolacie DNA je metddou adsorbcie na pevni fazu, kde a ako nosice
vyuzivaji magnetické mikro- a nanocastice. V prirodzenej forme vyskytu DNA nie je
schopna adsorbcie na magnetické nosice, preto sa do separacnej zmesi pridavaju rdzne latky,
ktoré vizbu umoznuju. Pritomnost’ PEG a NaCl v separacnej zmesi spdsobuje zmenu ionovej
sily roztoku, v désledku ¢oho dochédza k zmene rozpustnosti DNA. S tym stvisi aj zmena jej
konformacie zo zavitnice na gulovito-Spirdlovitd Struktiru, ktord sa na nosi¢e viaze
prostrednictvom vodikovych vizieb. Magnetické castice, spolu snaviazanou DNA su
nasledne odseparované z izola¢nej zmesi pomocou posobenia vonkajSieho magnetického pol'a
na magnetické jadro castic (Obrazok 1). Potencidlne kontaminanty zostavaju v
zbytkovom roztoku, ¢im je zabezpecena efektivita ajednoduchost metdédy. Magnetické
Castice su d’alej eluované (obvykle v TE puftri), ¢im dochadza k zmene prostredia, DNA sa
stdva opidt’ rozpustnou, jej konformacia sa meni naspidt’ na zavitnicu auvoliiuje sa do
eluéného cCinidla. [10] [15] O podrobnej Struktare, vlastnostiach a mechanizmoch ucinku
magnetickych Castic pojednédva kapitola 2.2.

T4+ Zlozky analytu

¥ DNA

@® Magnetické Eastice

Pridavok Vizba DNA Magneticka & . Prenesenie
magnetickych na magnetické separacia castic :":r:g‘l’;':' E:;‘:?u?rﬁ'q purifikovanej DNA
Castic castice od vzorky do Cistej skamavky

Obrazok 1: Schematické znazornenie procesu izolacie DNA magnetickymi Casticami (upravené
podrla [16]).

2.2 Magnetické Castice

Tradicné metddy izolacie DNA (ako napriklad fenolova extrakcia) st sice vysoko ucinné,
ale pomerne pracné, ¢asovo naro¢né a zahfiiaju pouzitie réznych toxickych latok. Preto sa
neustale vyvijaji nové metddy, ktorymi by sa tieto negativne aspekty eliminovali. Jednym
z rieseni je extrakcia latok imobilizdciou na pevnu fazu (selektivna alebo neselektivna). [17]
Tato metdda je v porovnani s tradicnymi metédami jednoduchsia, menej ¢asovo narocna
a pomerne finan¢ne dostupna. [18] [19] [20] Jednym z prikladov imobilizacie latok na pevnu
fazu je tiez vyuzitie magnetickych nosi¢ov. Velkou vyhodou je mimo iného aj moznost
extrakcie latok zo zlozitych biologickych systémov a komplexnych vzoriek a matric. [17]
Okrem izolacie DNA, ¢i inych dolezitych latok, nachadzaju magnetické nosi¢e pomerne
Siroké uplatnenie v mnohych oblastiach priemyslu, biotechnolégii, biochémie, ¢i mediciny,
[18] [19] [20] kde sa uplatiiuji napriklad ako nosic¢e biologicky aktivnych latok (hormony,
enzymy, protilatky, liecivd apod.), pri znafeni buniek alebo pri zobrazovani pomocou
magnetickej rezonancie. [21]
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2.2.1 Vlastnosti

Zakladnymi vlastnostami popisujicimi magnetické nosic¢e su velkost’, tvar, morfologia,
disperzita castic, [22] zloZenie a funkcionalizacia. Tieto vlastnosti maji vyrazny vplyv na
separacné schopnosti nosicov a teda aj na ich vyuzitie. [17] [22] [23]

Velkost’ magnetickych nosicov sa pohybuje v rozmedzi 10-20 nm (nanocastice), alebo 0,1
— 100 pm (mikrocastice). Cim je Gastica vacsia, tym je mensi jej $pecificky povrch, vzhladom
k celkovému objemu. Pre analyzu st teda vyhodnejSie malé Castice, z velkym Specifickym
povrchom, umoziujicim naviazanie pozadovanych funkénych skupin. Prili§ malé Castice ale
mdzu mat’ nizku magneticka citlivost’, preto je potrebné vybrat’ velkost’ nosiov tak, aby
Castice mali ¢o najvacsi povrch, nie vSak na tkor ich magnetickych vlastnosti. [22]

Z hl'adiska disperzity (rozlozenia velkosti castic) delime Ccastice na monodisperzné
a polydisperzné. Monodisperzné ¢astice maju vSetky rovnaka velkost’. V roztoku nedochadza
k tvorbe zhlukov (alebo len minimalne) a zachovavaju si jednotné fyzikalne, chemické
a biologické vlastnosti, su preto pre vdcsnu analyz vhodnejSie. Velkost’ polydisperznych
Castic je r6znoroda, ale nevykazuje prili§ vel'ké odchylky medzi jednotlivymi Casticami. [22]

Magnetické nosi¢e moézu tiez nadobudat’ rozli€né tvary (gulicka, tycinka, vlakno,
nepravidelny tvar, ...). NajvyhodnejSim je tvar gulicky, ktory je najstabilnejsi (Castice
nepravidelného tvaru sl nachylnejSie k mechanickému poskodeniu) a zaroveil ma najlepsie
hydrodynamické vlastnosti, ¢oho sa vyuziva napriklad pri prestupe Ccastic roztokom
posobenim magnetického pola. [22]

Zlozenie magnetického jadra Castic ma vyznamny vplyv na magnetické vlastnosti nosica,
ale podmienuje tiez jeho stabilitu a biokompatibilitu. Pre zlepSenie vlastnosti sa pouzivaju
rozne povrchové upravy magnetického jadra, ktorych charakter moéze ovplyviovat
funkcionalizéciu a tieZ interakciu Castic s okolitym prostredim. [24]

O vplyve zlozenia na vlastnosti a pouzitie magnetickych castic blizSie pojedndva kapitola
2.2.2 Struktira magnetickych nosiov. Neporézne magnetické astice P(HEMA-co-GMA)
guickovitého tvaru zobrazuje Obrazok 2.

A
¢
\ _
Obrazok 2: Magnetické Castice P(HEMA-co-GMA) — skenovacia elektronova mikroskopia (SEM)
(prevzaté z [25]).
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2.2.2 Struktira magnetickych nositov

Magnetické Castice maji Struktiru kompozitnych materidlov. Hlavnu zlozku tvori fero-
alebo ferimagneticka latka, ktord zabezpecuje ich magnetické vlastnosti. Magnetické jadro je
na povrchu enkapsulované tenkou vrstvou diamagnetického materidlu, ktory chrani
magnetickta zlozku pred kontaktom s chemickymi latkami v prostredi a taktiez umoziuje
viazbu funkénych skupin, zodpovedajucich za Specificitu nosicov. [22] [26] [25] [27]
Schematicka Struktfa magnetickych Castic je uvedena na Obréazku 3.

“

Magnetické jadro

Ochranna vrstva

Medzernik /

Aktivna molekula

Obrazok 3: Schéma Struktury magnetickej Castice (upravené podla [28]).

2.2.2.1 Magnetické jadro

Magnetické jadro je dolezitu sucast’ou nano- a mikrocastic, ktord umoznuje ich jednoducht
separaciu z roztokov. [29] Je tvorené superparamagnetickymi materidlmi, ktoré maja
magnetické vlastnosti iba v pritomnosti vonkajSiecho magnetického pol'a. Tato vlastnost' ma
nesmierny vyznam, aby po odstraneni magnetického pol'a Castice nevykazovali zbytkovy
magnetizmus, ktory by mohol spésobovat’ ich vzdjomnu agregaciu. [26] [30]

Vyhodou magnetickych jadier je mala velkost’ (¢im menSia vel’kost’, tym vac¢si povrch). S
klesajucou velkostou vSak dochadza zaroven k poklesu citlivosti na posobenie vonkajSicho
magnetického pol'a, €o je pre spravnu funkciu nosi¢ov neziaduce. Magnetické jadro by taktiez
malo disponovat’” dobrou chemickou stabilitou pri réznych redoxnych podmienkach a pri
r6znych hodnotach pH. Malo by byt biokompatibilné (vhodné pre pracu s biologickym
materialom), cenovo dostupné a 'ahko vyrobitel'né. [22]

Na zéklade tychto parametrov su najvhodnejSimi materidlmi pre pripravu magnetickych
jadier oxidy Zeleza a ferrity. Oxidy Zeleza st Sirokou skupinou latok, oznacujlcich sa
vSeobecnym chemickym vzorcom Fe,OyH,, pri€om vo vécSine pripadov z = 0. VSeobecny
vzorec pre ferrity je MO-Fe,0s, kde M je kovom skupiny prechodnych prvkov, ako su Fe,
Mn, Co, Zn, Cu aNi. NajcastejSimi zastupcami tychto materidlov su magnetit Fe;O4
(FeO-Fe;03) a maghemit y-Fe,0Os, s magnetizaciou priblizne o dva rady vysSou v porovnani
s ostatnymi oxidmi. [22] [30] [31] [32] V pripade magnetitu je to sposobené pritomnostou
kationov Fe*" a Fe’" v krystalickej mrieZke, v praxi sa vSak vyuZiva hlavne ako prekurzor
k priprave maghemitu, nakol'ko je pomerne citlivy k oxidécii, a teda nie je vel'mi stabilny.
Naproti tomu maghemit vo svojej kryStalickej mriezke obsahuje iba i6ny Fe3+, pricom
svojimi vlastnostami je magnetitu podobny. [22] Vd’aka svojej vysSej stabilite je maghemit
pre vyuzitie v biologickych aplikéacidch vhodnejsi. [21]
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Vyborné magnetické vlastnosti vykazuju taktiez rozne zluceniny kobaltu, niklu a chromu,
ich pouzitie je ale v praxi do zna¢nej miery obmedzené kvoli ich vysokej toxicite a taktiez
nachylnosti vo¢i oxidacii. [28] [33]

2.2.2.2 Vrstva polymérnej matrice

Jednou z vyhod magnetickych mikro- a nanocastic je ich mald velkost, ktora poskytuje
velky povrch vzhl'adom k ich celkovému objemu. Tato vlastnost umoznoje na jednu stranu
naviazanie vacSieho poctu aktivnych skupin, na stranu druhu ale sposobuje ich vysoku
reaktivitu. Vhodnd povrchova tprava magnetického jadra vo vyznamnej miere brani vzniku
neSpecifickych interakcii so zlozkami prostredia, jadro stabilizuje, zabezpecuje jeho
biokompatibilitu, ul'ahc¢uje funkcionalizaciu nosicov, a tym napomaha Specifickym vazbam
biologicky vyznamnych latok. Okrem toho tiez brani vzajomnej agregacii Castic, ktord by
mohla mat’ za nasledok stratu paramagnetickych vlastnosti. [28] [33] [34]

Pre povrchovu upravu magnetickych nosi¢ov sa najcastejSie vyuzivaji polymérne matrice
prirodného aj syntetického pdvodu. V niektorych pripadoch mozno tiez vyuzit' urcité
organické, ¢i anorganické zluceniny, akymi st napriklad r6zne kovy (napr. zlato), uhlik, alebo
oxidy (oxid kremicity, oxid hlinity, ...). Typ pouzitej matrice taktieZ ovplyviiuje sposoby
vyuzitia daného nosica. [21] [34] [35]

Z prirodnych polymérov sa najcastejSie vyuzivaju zli€eniny ako dextran, hyaluronany,
pektiny, chytozan, alginat, Skrob, celuldza alebo agardza. [36] [37] [38] Hlavnou vyhodou
tychto latok je ich biokompatibilita a biodegradovate'nost na netoxické produkty, co
umoznuje ich vyuzitie napriklad v biomedicinskych aplikaciach. [28] Na druht stranu ale
byvaji obvykle porézne, CiastoCne rozpustné a cCasto neselektivne na svojom povrchu
adsorbuju proteiny.

Z hladiska fyzikdlnych achemickych vlastnosti byvaju preto efektivnejSie syntetické
polyméry, napriklad polystyrén (PS), polyetylénglykol (PEG), polymetylmetakrylat (PMMA),
polyvinylalkohol (PVA), alebo poly(mlie¢na) kyselina (PLA). Tieto vSak nemusia byt vzdy
vhodné pre biologické aplikacie. [28] [34] [39]

2.2.2.3 Funkcionalizdacia
Funkcionalizdciou magnetickych nosiov sa rozumie naviazanie urcitych funkénych
skupin na ich povrchova polymérnu vrstvu. Typ naviazanych funkénych skupin vo vyraznej
miere ovplyviiyje ich fyzikéalne a chemické vlastnosti a predurcuje tak spdsob ich pouzitia. Na
zaklade typu naviazanych funkénych skupin mozno nosice rozdelit' do troch zakladnych
kategorii, a to:
e hydrofébne nosice — obsahuji hydrofébne funkéné skupiny (mastné kyseliny,
alkylfenoly a pod.), teda st vhodné pre pouzitie v organickych roztokoch
e hydrofilné nosi¢e — vd’aka naviazanym polarnym, hydrofilnym funkénym skupindm
(napriklad aménne soli, polyoly alebo lyzin) st kompatibilné s vodnymi roztokmi
e amfipatické nosi¢e — obsahuju funkéné skupiny polarne aj nepolarne, nedochadza teda
k ich agregacii ani vo vode, ani v nepolarnych organickych rozptstadlach a mozno ich
pouzit’ v oboch pripadoch.
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Pouzitie konkrétnej funkénej skupiny tiez urcuje konkrétne vyuzitie danych magnetickych
nosicov (izolacia DNA, RNA, proteinov, enzymov a i.). V tejto diplomovej praci boli pouzité
dva druhy funkénych skupin: —-COOH a —NH,. [40]

Karboxylové funkéné skupiny (-COOH) spadaji do kategérie polarnych funkénych
skupin, ¢o predurcuje ich pouzitie v polarnych roztokoch. Izoldcia DNA pomocou tychto
nosi¢ov prebicha formou neSpecifickej adsorpcie medzi dusikatymi bazami DNA
a povrchovymi —COOH skupinami na magnetickych nosi¢och. [25] Podrobny mechanizmus
tejto reakcie je velmi komplexny a doposial nebol uplne objasneny. Proces izoladcie sa
uskutocnuje v prostredi polyetylénglykolu a chloridu sodného a adsorbovana DNA je obvykle
eluovana do vody, pripadne do iné¢ho roztoku s nizkou i6novou silou (TE pufor). [41] [42]
Mnozstvo DNA adsorbovanej na nosi¢ zéalezi na koncentracii zloziek separacnej zmesi. [43]
Stapajuca koncentracia PEG a NaCl sposobuje pokles aktivity vody, ¢o ma za nésledok
kondenzaciu dvojzavitnice DNA. [15]

Nosice funkcionalizované aminoskupinou —NH; sa, podobne ako -COOH, zarad’uji medzi
hydrofilné, budu preto taktiez optimélne fungovat pri pouziti v polarnych roztokoch. Skupina
—NH; je vo vhodnom prostredi protonizovana na -NH', ¢o umoziiuje vznik elektrostatickych
interakcii so zaporne nabitymi fosfatovymi skupinami molekal DNA. [44] [45] Adsorpcia
DNA na povrch nosicov prebieha obvykle najefektivnejSie v prostredi o vysokej i6novej sile
a DNA sa nasledne eluuje v prostredi s 0,7 M NaCl. NajcastejSie nosi¢e funkcionalizované
aminoskupinami st nosi¢e s polymérnou matricou, ktord obsahuje vol'né karboxylové alebo
hydroxylové skupiny, pripadne s matricou polystyrénovou. [17] [44] [46] [47]

23 PCR

Polymerazova retazova reakcia je v sucasnej dobe jednou z najrozSirenejSich metdd
vyuzivanych v molekuldrno-biologickych analyzach. Nachddza uplatnenie napriklad
v analyze potravin, mapovani a charakterizacii génov, prenatalnej diagnostike, kriminalistike,
paleontologii a v mnohych d’alSich odvetviach. [48]

Jej podstatou je amplifikdcia tseku DNA (amplikénu), ktory je vymedzeny naviazanim
Specifickych primerov. Ako templat pre amplifikaciu méze sluzit' jednovlaknovda DNA
(ssDNA) aj dvojvlaknova DNA (dsDNA), dokonca vo vynimo¢nom pripade aj RNA (RT-
PCR). Medzi hlavné vyhody polymerdzovej retazovej reakcie patri jej citlivost, ktora
umoziuje amplifikaciu aj z ve'mi malého mnozstva templatu. [49]

2.3.1 Priebeh reakcie
Polymerazova ret'azova reakcia spociva v cyklickom opakovani troch zakladnych krokov:

e Denaturdacia DNA prebieha zahriatim reak¢nej zmesi nad teplotu topenia templatove;j
DNA. Této teplota byva obvykle medzi 92-96 °C a zavisi od konkrétnej molekuly.
Zahriatie byva pred prvym krokom ¢asto predizené, aby sa dosiahla uplna denaturacia
celého vldkna, nakolko povodna templatovda DNA je mnohonasobne dlhSia ako
cielovy amplikon. [33]

e Hpybridizdcia primerov (annealing) sa dosiahne ochladenim reak¢nej zmesi na teplotu
okolo 50-60 °C, v zavislosti na dizke a nukleotidovom zloZeni pouZitych primerov. Pri
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tejto teplote dochadza k vdzbe primerov na Specifické sekvencie templatovych vlaken
DNA.
o Syntéza DNA vyzaduje opit’ zahriatie, a to na optimalnu teplotu zvolenej polymerazy
(v pripade Taq polymerazy je to 72 °C). Pri tejto teplote polymerdza vykazuje
najvyssiu enzymatickll aktivitu a prebieha syntéza novych retazcov DNA v smere
5> 3° na zdklade komplementarity baz podla templatovych vldken DNA
s nasadnutymi primermi.
Tieto kroky sa mnohonasobne cyklicky opakuji, v désledku coho dochadza
k exponencidlnemu ndrastu poctu koépii amplifikovaného useku DNA (Obrazok 4). Pocet
cyklov sa obvykle pohybuje medzi 20-40 a zavisi od pociato¢nej koncentracie templatovej
DNA (pri malych mnozstvach je potrbny vacsi pocet cyklov). [50] [51]

Templatovd DNA

94°C - 98°C

Syntéza DNA Denaturdcia
£ G
=) o

LRI | )X
C J R

[ & 55 )

s Y ¢ )
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a ( 1

e bk s 55°C-70°C
68°C —72°C Hybridizacia primerov — ——

.......

1. cyklus II. cyklus IIl. cyklus

Obrazok 4: Princip polymerazovej retazovej reakcie (PCR) (upravené podla [52] a [53]).

2.3.2 ZlozZenie PCR zmesi

PCR zmes sa obvykle pripravuje do objemu 25 pl. V niektorych pripadoch je mozné
pripravit’ iny objem, tento faktor je ale potrebné zohladnit' pri nastaveniach parametrov
metddy. PCR zmes je tvorend vzdy rovnakymi komponentami. V zavislosti od konkrétneho
typu analyzy sa zlozenie mdézu pouzit' rézne varianty niektorych ztychto komponentov,
pripadne je mozné upravit’ ich pouzité mnozstvo.

e PCR voda sa pouziva na doplnenie pripravenej PCR zmesi na pozadovany objem. Pre
tento ucel je vhodna napriklad voda s odporom 18 mQ. [54]

e PCR reakcny pufor vytvara optimalne prostredie pre pdsobenie DNA polymerazy,
nezbytnej pre spravny priebeh reakcie. Presné zloZenie pufru zavisi na konkrétnej
DNA polymeraze, spolu s ktorou je doddvany. Standardny reakény pufor obsahuje 10
mM Tris-HCI1 (pH 8,3 - 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, pripadne d’alSie zlozky
(acetamid, albumin, Zelatina, ...) [55]

o Mg’ (horeinaté kationy) su kofaktorom nezbytnym pre spravnu funkciu DNA
polymerazy. Spravidla st do PCR zmesi pridavané vo forme MgCl,, ktory byva
vdcSinou sucastou reakéného pufru. V pripade potreby optimalizdcie mnozstva
horec¢natych kationov v PCR zmesi pre dani kombinaciu DNA templatu a pouzitych
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primerov sa moze pridavat’ aj samostatne, pricom sa pouziva reakény pufor bez
obsahu MgCl,. Nedostatok hore¢natych katidnov sposobuje inhibiciu DNA
polymerazy, ¢o znemoziuje syntézu amplikénov, naopak ich nadbytok znizuje
Specificitu PCR.

Primery su kratke oligodeoxyribonukleotidy o velkosti 15 - 25 nukleotidov, ktoré
uruju Specificitu polymerazovej retazovej reakcie. Poradie ich nukleotidov je
komplementarne s koncovou sekvenciou amplifikovaného tseku templatovej DNA.
PCR zmes pre amplifikdciu dvojvlaknovej DNA (dsDNA) obsahuje 2 typy primerov:
F (foraward) aR (reverse), pricom kazdy znich sa viaze na jeden
z komplementarnych retazcov templatovej molekuly. [56] Primery obsahuji vyvazeny
obsah G/C a A/T nukleotidov (50-60 %), od ¢oho sa odvija ich teplota topenia (Tr),
ktora sa obvykle pohybuje v rozmedzi 55 - 65 °C. Teplota topenia zvolenych primerov
predurcuje reaként teplotu 2. fazy PCR cyklu. Zvolené primery nesmu byt vzdjomne
komplementarne, ¢o by viedlo k vzniku dimérov a sekundarnych Struktar, akymi su
napriklad vlasenky. Optimalnou koncentraciou primerov v PCR zmesi je 0,1 - 0,6 uM,
pri vyraznom nadbytku dochadza k vzniku nesSpecifickych produktov. [48] [57]

dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) — stavebné zlozky novosyntetizovaného retazca
DNA. St monomérnymi jednotkami deoxyribonukleovej kyseliny a v procese syntézy
DNA su polymerizované za vzniku nového retazca. Optiméalna koncentracia je 200
uM, v pripade prili§ vysokého obsahu maju na DNA polymerdzu inhibi¢ny G¢inok,
pretoze z roztoku vyvdzuju horec¢naté kationy.

DNA polymerdza je enzym katalyzujici syntézu nového vldkna DNApodla
templatovej DNA s naviazanymi primermi. Syntéza nového retazca prebicha v smere
od 5‘— 3° koncu. DNA polymerdza pre pouzitie v PCR musi byt termostabilnd, aby
nebola deaktivovand opakovanym zahrievanim PCR zmesi na vysoké teploty.
V sucasnosti je znamych viacero rdéznych termostabilnych DNA polymeraz
s odliSnymi vlastnostami. Vol'ba vhodnej polymerazy sa odvija od zdmeru analyzy.
NajbeznejSie pouzivanou PCR polymerdzou je 7aq polymerdza, izolovana
z mikroorganizmu Thermus aquaticus, ktora vydrzi opakované zahrievanie az na 94
°C. Teplotnym optimom jej aktivity je 75 °C. [50] [55] Dalsimi pouZzivanymi
termostabilnymi polymerazami vyuZzivanymi v PCR st Pwo (z Pyrococcus woesei)
a Pfu (z Pyrococcus furiosus) DNA polymerdzy, ktoré maju vd’aka exonukledzovej
aktivite tiez schopnost’ opravit’ chybne inkorporované nukleotidy. Vd’aka tomu je pri
syntéze zvoleného amplikénu dosiahnutd mnohonasobne vicsia presnost. Na rozdiel
od Tag polymerazy ale nie su schopné syntetizovat’ dlhsie useky DNA. [48] 7th DNA
polymeréza (z Thermus thermophilus) méa v pritomnosti iénov Mn*" aktivitu reverznej
traskriprazy, vd’aka comu je mozné ju pouzit’ v RT-PCR. [56] [58] Zaujimavou je tieZ
polymeréaza Tli z Thermococcus litoralis, ktord je pomerne odolna voci inhibitorom a
vys$sim koncentracidm soli. [59]

DNA matrica (templatovd DNA) je DNA obsahujica cielové miesta pre Specifickl
vizbu primerov, na zéklade ktorej prebieha komplementarne syntéza cielového
amplikénu. Obvykle ide o analyzovani vzorku izolovanej DNA. Spravny priebeh
PCR je mozné overit’ pomocou pozitivnej a negativnej kontroly. V pripade negativne;j
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kontroly je pridavok DNA matrice nahradeny rovnakym objemom PCR vody, kym pri
pozitivnej kontrole sa ako templat pouziva zndma referencnd DNA s istotou
amplifikacie cielového Specifického produktu. [57] [54]
V pripade konvenénej PCR je amplifikédcia Specifického produktu obvykle detegovana
pomocou agardzovej gélovej elektroforézy, ktorou sa okrem iného déa zistit' aj priblizna
velkost” amplikonu.

2.3.3 Inhibitory PCR

Ako inhibitory PCR sa oznacuju vSetky latky, ktoré negativne ovplyviiuji priebeh PCR,
teda ju spomal’uju, pripadne uplne znemoznuju. Vysledkom posobenia inhibitorov je zniZzena
citlivost’ PCR, alebo falo$ne negativne vysledky. Takyto i¢inok m6zu mat’ zla¢eniny rézneho
charakteru, akymi Casto byvaji mnohé organické, ale aj anorganické zluceniny. [60] [61]

Napriek tomu, ze vysledny efekt pdsobenia inhibitorov PCR je zndmy, jeho mechanizmy
nie su zatial pri vSetkych zli€eninach Uplne objasnené. Inhibitory moézu ucinkovat
v ktoromkol'vek kroku PCR a zabranit’ tak spravnemu a Gplnému priebehu reakcie. [62] [63]
Najcastej$imi mechanizmami su:

e Interakcia inhibitoru s molekulou DNA
e Interakcia inhibitoru s DNA polymerazou

Interakcia inhibitoru s DNA moze prebiehat’ roznymi spdsobmi. V pripade enzymatickych
inhibitorov ¢asto dochadza k degradacii templatovej DNA (nukledzy), iné typy enzymov zase
sposobuju modifikéciu tejto molekuly. V dosledku tychto zmien nie je mozny spravny priebeh
PCR. Niektoré¢ inhibitory su zase schopné vdzby na molekulu templatovej DNA. Dosledkom
byva Casto znemoznenie vizby primerov na Specifické miesto templitu, ¢o znamena
nemoznost’ iniciacie syntézy nového vlakna. [64] [65]

Dalsou skupinou su inhibitory zamerané na aktivitu DNA polymerazy. TG modzu
ovplyviiovat’ priamo alebo nepriamo. Prikladom priameho ucinku st napriklad proteédzy,
pripadne detergenty, ktoré mozu DNA polymerazu degradovat’. [63] [66] Latky ako véapnik,
kolagén, ¢i taniny inhibuji ¢innost DNA polymerazy, a to vacSinou vézbou do jej aktivneho
miesta. Vapenaté kationy napriklad formou kompetitivnej inhibicie nahradzajii horecnaté
iony, ¢im znemoziuji spravnu funkciu DNA polymerdzy. [67] Polysacharidy svojou
Struktirou zase pripominaji DNA ¢o ma opét’ za nasledok narusenie procesu syntézy. [68]
Nepriamym ucinkom inhibitorov na DNA polymerazu je napriklad vychytavanie horecnatych
kationov, ktoré su dolezitym kofaktorom tohto enzymu. Takyto uc¢inok maji napriklad
chelatacné ¢inidla, ako EDTA, z rastlinného p&vodu su to napriklad taniny. [60] [67]

Vzorka analyzovanej DNA mdze byt inhibitormi PCR kontaminovand réznymi spdsobmi.
Obvykle su inhibitory do vzorky

e vnesené v priebehu manipulécie (nevhodny odber, transport, spracovanie, ...)
e pochadzaju priamo z materidlu, z ktorého bola DNA izolovana

Uplna purifikacia DNA od niektorych kontaminantov byva vel'mi naro¢na, nakol’ko maju
tieto latky tendenciu viazat' sa napriklad na laboratorne pomdcky (predovsetkym plastoveé),
v niektorych pripadoch dokonca na samotnit DNA, s ktorou st koextrahované. [60] [69]

Pri préci srastlinnou DNA si beznymi inhibitormi rozlicné primarne aj sekundarne
metabolity rastlin, pripadne ich Struktirne molekuly. Patria sem hlavne polysacharidy (napr.
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pektin, inulin a xyldn), niektoré polyfenoly, proteiny (vratane rozli¢nych enzymov), tuky,
mineralnel 4tky a mnohé d’alSie. [60] [69]

Inhibitory mézu byt do vzorky v priebehu manipuldcie vnesené bud’ neopatrnostou
(napriklad puder z rukavic), alebo st do vzorky zamerne priddvané za urcitym ucelom (ako
sucast’ roznych Cinidiel). Takymito latkami su napriklad alkoholy (etanol, izopropanol, ...),
pouzivané pre zakoncentrovanie vzorky DNA, organické rozpustadla (napr. fenol),
detergenty (napr. SDS) a anorganické soli (KCl, NaCl, ...), ktoré sa uplatiiuju v procese
extrakcie DNA, ¢i spominané chelatacné ¢inidlo EDTA, ktoré je napriklad sucast'ou TE pufru
pre uchovavanie izolovanej DNA. [70] [71] [72]

Bolo tiez potvrdené ze zniZenie citlivosti PCR moze nastat’ aj v dosledku kontaktu zloziek
PCR zmesi s plastovymi materidlmi vystavenymi UV ziareniu (napriklad skumavky a iné
laboratérne pomdcky). [73] [74] [75] [76] Citlivost’ PCR zavisela tiez na davke UV Ziarenia.
[77]

2.4 Paradajkové potravinarske vyrobky
2.4.1 Paradajky

Chemické zlozenie paradajok ma vyrazny vplyv nie len na ich vyzivova hodnotu a
senzorické vlastnosti, ale aj na produkty z nich vyrobené a parametre ich analyzy. Paradajky
su Stavnaté, duzinaté plody, ktorych obsah vody sa obvykle pohybuje v rozmedzi 90 — 95 %,
kym obsah suSiny je vacsinou 4 — 9 %. [78]

Z obsahu suSiny, tvoria najvyznamnejSiu Cast’ jednoduché cukry a organické kyseliny,
ktoré maju vyznamny vplyv na senzorické vlastnosti. [79] Zastipenie maju tiez farbiva
(karotenoidy), vitaminy a mineralne latky. [78]

Sacharidy tvoria priblizne 1 — 6 % obsahovych latok v suSine. Prevladaji predovsetkym
jednoduché cukry, akymi st glukoza (az 60 % z celkového obsahu cukrov) a fruktéza, v
malom mnozstve sa vyskytuje aj sacharoza. [79] Polysacharidy maji vyrazne mensSie
zastipenie, pricom hlavnym zastupcom su pektiny, ktoré sa dozrievanim plodov postupne
Stiepia na galakturonaty. [80] V nezrelych plodoch sa vyskytuje aj ur¢ité mnozstvo celuldzy,
ktoré sa v priebehu dozrievania taktiez znizuje. Skrob je pritomny len v stopovych
mnozstvach. [78] [79]

Kyseliny — O pritomnosti kyselin vypoveda hodnota pH plodu paradajky, ktord sa
pohybuje medzi 3,7 — 4,5. [81] Celkovy obsah kyselin byva 0,3 — 0,5 %. Najzastipenej$imi st
kyselina jabl¢na a citrénova, v menSich mnozstvach aj kyselina vinna. V nezrelych plodoch st
pritomné vol'né kyseliny, priCom v plodoch zrelych sa nachddzaju vo forme kyslych soli. V
nadmerne prezretych plodoch sa v zvySenom mnozstve vyskytuji eSte kyselina jantarova,
Stavelova, mlieCna a octova. [81] [82]

Dusikaté latky maji pomerne malé zastiipenie a tvoria ich predovSetkym enzymy, akymi
su napriklad pektdza, depolymerédza alebo invertdza. V nezrelych plodoch st dusikaté latky
pritomné predovsetkym vo forme proteinov, ktoré si po€as dozrievania postupne odburavané
a v zrelych plodoch sa vyskytuju prevazne vol'né aminokyseliny. [81]

Rastlinné farbiva pritomné v plodoch paradajky su karotenoidovej povahy, prevazne so
Struktarov tetraterpénov. Jednd sa o ZIté, Zltozelené, oranzové a Cervené rastlinné pigmenty.
Hlavnym pigmentom zrelych paradajkovych plodov je lykopén (Cervené sfarbenie), ktory
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tvori az 95 % vsetkych karotenoidov, s obsahom az 20 — 750 mg/kg. [81] [83] Ide o izomér
beta-karoténu, ktory ale nema jononovy kruh, teda sa nemdze uplatnit’ ako provitamin A. [84]
Patri vSak medzi vyznamné antioxidanty, ¢im pomaha v prevencii voci rdznym ochoreniam.
[79] [85] V malom mnozstve (2,8 — 5,8 mg/kg) je pritomny aj [-karotén, pripadne dalSie
karotenoidy, ako napriklad fytofluén a fytoén. [83]

Vitaminy — V najvysSich koncentracidch sa v plodoch paradajky vyskytuje vitamin C
(kyselina askorbova), a to az 80 — 380 mg/kg jedlého podielu. Jeho obsah je v povrchovej
vrstve 3x vySS§i oproti vnutornej dutine a §tave. Zastipenie maju aj vitamin E (3,6 — 4,9
mg/kg), pyridoxin (1,3 — 1,6 mg/kg), [79] a vitaminy zo skupiny B, a to hlavne tiamin (16-
120 mg/100g) a riboflavin (20-50 mg/100g) a v malom mnozstve aj niacin (< 1mg/100g). [86]
[87]

Minerdlne latky — 7 mineralnych latok prevladaju zluceniny draslika, sodika a horcika.
Vépnik je v minerdlnych latkach zastipeny len velmi madlo. Plody paradajok maji tiez
pomerne vysoky obsah Zeleza, kobaltu a zinku a z mikroelementov st to napriklad vanad, jod,
mangan, med’, molybdén, chrom a d’alSie. [82] [85]

2.4.2 Paradajkovy pretlak

Paradajkovy pretlak je je vyznamnou potravinou a zaroven surovinou, ktord je zakladom
pre pripravu mnohych d’alSich potravin, ¢i pokrmov. Jeho vyroba je v sucasnosti mierne na
ustupe, nakol’ko sa populdrnej$im stava z neho vyrabany kecup.

Prvym zédkladnym krokom pri vyrobe paradajkového pretlaku je drvenie a stcasné
zahrievanie suroviny — paradajok. V niektorych pripadoch prebieha zahrievanie az po
rozdrveni. Kvoli zabraneniu extrakcie tukov do hotového produktu sa doporucuje pred
samotnym zahrievanim odstranit’ paradajkové semend. Tento proces prebicha pasirovanim.
[88]

Proces vyroby samotného pretlaku moze prebiehat’ dvomi spdsobmi:

e , Hot break* je na naSom uzemi pouzivany v prevaznej vacSine vyrob. Ide o zahriatie
medziproduktu na vysoku teplotu, az do 105 °C. Pri tejto teplote dochadza
k inaktivacii enzymov, v paradajkovych produktoch predovsetkym pektinesteraz.
Nedochéadza tak k rozkladu pektinov, ktoré sa podielaju na spravnej konzistencii
vysledného produktu.

o ,Cold break“ je znutricného hladiska SetrnejSim postupom, pouzivanym
predovsetkym v zahrani¢i. Vysledny produkt ma vyborné organoleptické vlastnosti
(chut, farbu, arébmu) a je vhodny pre priamu konzuméciu. Paradajkova drt’ je zahriata
na 65 — 70 °C, ¢o je teplota, pri ktorej nedochadza k plnej inaktivéacii enzymov.
Pektiny pritomné v paradajkéach st teda Ciastocne rozlozené, ¢o mé za nasledok redsSiu
konzistenciu takto vyrobeného pretlaku. [89] [90]

Tepelne upravena surovina sa d’alej pretlaca cez pasirku, ktoru predstavuje obvykle systém
niekol’kych sit usporiadanych za sebou s postupne sa zmenSujicim priemerom otvorov.
Pasirovanie zabezpecuje jemnu a pomerne homogénnu textiru vysledného produktu. [88]

Dal§im krokom je zahustovanie pretlaku, ktoré prebicha na odparkach, az na vysledny
podiel susiny 29 %. Takto pripraveny produkt sa zahreje na 85 °C, uzavrie sa do prislusnych
obalov a nasleduje proces sterilacie pri 95 °C po dobu 10 min. [81]
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2.43 Kecup

Kecup je potravina vyrobena z paradajkového pretlaku jeho zakoncentrovanim (2 — 4 krat)
a dochutenim d’al§imi prisadami, akymi s0 napriklad sol, ocot, sladidla alebo extrakty
z koreni. Pozadované mnozstva jednotlivych surovin sa stadleho premieSavania zahrievaji na
teplotu aspoil 80 °C, az kym sa nedosiahne pozadovany obsah susiny. Dodrzanie pozadovanej
teploty je nevyhnutné kvoli zachovaniu kvality potraviny a ako prevencia vo¢i moznej
kontaminécii mikroorganizmami. [81]

V d’alSom kroku sa upravuje stabilita vyrobku pridavkom stabilizatorov, ako napriklad
niektoré modifikované Skroby, pektiny a pod. Stabilizatory zabranuju oddeleniu pevného
podielu od kvapalného a taktiez upravuju konzistenciu. Poslednym krokom je konzervécia,
ktora v pripade keCupu méze byt chemickd alebo tepelnd, zahriatim vyrobku na pozadovant
sterila¢nu teplotu po ur€iti dobu a nasledné schladenie na teplotu skladovania. [80]

2.5 Vplyv technologickych procesov na kvalitu DNA

Zakladné potravindrske procesy prebiehajliice pri spracovani potravin rastlinného povodu
moézu vyraznym spdsobom ovplyvnit' kvalitu DNA, pripadne proces jej izolacie. To ma
nasledne dopad na jej kvantitativne stanovenie, ale aj na mnoho d’al§ich analytickych metdd,
ktorych citlivost mdze byt v dosledku zmeny kvality DNA zniZena. Medzi takéto procesy
patri napriklad mechanické spracovanie, zahrievanie na vysoké teploty, zmeny pH,
enzymatickd aktivita, ¢i fermentacie. Vplyvom tychto faktorov najCastejSie dochddza
k zmenam Struktiry DNA, akymi st hydrolyza, oxidécia alebo deaminacia. [91] [92]

Posobenim vysokej teploty dochadza predovsetkym k denaturacii DNA, ¢oho sa vyuziva
napriklad pri polymerazovej retazovej reakcii. Dolezitym faktorom je ale tiez Cas, teda zalezi
na aku dlhu dobu je potravina (teda aj DNA) tymto vysokym teplotdm vystavend. Bolo
dokazang, ze dlhodobejsi zahrev moze sposobovat’ fragmentaciu DNA, pric¢om plati, ze ¢im je
doba zahrevu dlhsia, tym budu fragmenty mensie. [93] Miera fragmentécie sa tiez odvija od
konkrétneho rastlinného druhu. Degradacia molekul DNA ma vyznamny dopad na d’alSiu
analyzu, akou je napriklad PCR, ktorej citlivost sa obvykle s mierou degradiacie DNA
znizuje. [91]

Podobny uc¢inok ma aj zmena pH, avSak funguje na inom mechanizme. Prili§ kyslé pH
sposobuje depurinaciu DNA, ktord je v dosedku toho Stiepend na mensie fragmenty. Naproti
tomu v slabo zédsaditom prostredi (pH 8,5 — 9,5) dochadza len k rozvolneniu dvojzavitnice
DNA, pri¢om jednovldknovd DNA je stale vhodnym templatom pre PCR. [94]

Vplyvom technologického spracovania taktiez dochadza k vyznamnym zmenam v zlozeni
danej potraviny. Okrem roznych druhov aditiv, ¢i inych latok, ktoré sa do potravin zdmerne
pridavaju, tiez dochadza k chemickym premenam latok v potravine pritomnych. Zmeny
v chemickom zloZzeni maji nezanedbatelny vplyv na fyzikdlne achemické vlastnosti
potraviny, ¢o moze mat’ dopad aj na kvalitu DNA. [81]
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3 CIEL PRACE:

Ciel'om diplomovej prace bolo testovat’ mikrometodu izoldcie DNA z vybranych potravin
rastlinného povodu (Cerstvé paradajky a tepelne upravené paradajkové vyrobky) pomocou
troch réznych typov magnetickych nosicov a porovnat’ rozdiely v kvalite izolovanej DNA.
Sledovanymi parametrami kvality izolovanej DNA bola jej Cistota (sledovana
spektrofotometricky) a amplifikovatel'nost, ktora bola stanovend pomocou metoéd PCR s
dvomi sadami primerov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Material
4.1.1 PouZzity rastlinny material
e Cerstvy rastlinny material: raj¢iak jedly (Solanum lycopersicum) [zelené listy, zrelé
cervené plody a nezrelé plody]

Obrazok 5: Cerstvy rastliny material pouzity pre analyzu — rajéiak jedly (zI'ava zelené listy,
nezrelé plody a zrelé Cervené plody).

e Paradajkovy pretlak: OTMA Tomato purée [ZloZenie: paradajky, sol’, regulator
kyslosti: kyselina citrénové] z obchodne;j siete

e Kecup: OTMA jemny [Zlozenie: voda, zahusteny paradajkovy pretlak, cukor, ocot,
zahustovadla: modifikované Skroby, sol’, koreniaca prisada (vytazky z koreni)]
z obchodne;j siete

e Kecup doméci: babickin recept [Zlozenie (recept): paradajky (cca 60%), jablka, kapia,
feferonky, zeler, cvikla, cibul, sol’, klin¢eky, Cierne korenie, nové korenie, bylinky,
cukor, ocot, skorica, muskatovy orieSok, zazvor, paprika sladka mleta]

— R

ol OTMA]
tomato [
\ @

rajéatové pyré / paradajkove pvvé/
paradicsompiré / piure de rosii

Obrazok 6: Tepelne spracované paradajkové potravinarske vyrobky pouzité pre analyzu.
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e Zemiakové lupienky: Straznické brambirky (Petr Hobza) — Jemné solené [ZloZenie:
zemiaky (62 %); repkovy olej (36 %); jedla sol’ (2 %)]

. PETR HOBZM

|

518 334 465

Obrazok 7: Zemiakové lupienky pouzité pre analyzu.

e Brassica oleracea (kapusta obycCajnad) — DNA izolovand a purifikovand standardnou
CTAB metédou na Biofyzikalnom tstave Akadémie vied Ceskej republiky. Tato DNA
bola poskytnuta od RNDr. A. Kovaiika, CSc. a bola pouzivana ako pozitivna kontrola.

4.1.2 Magnetické nosice
Pre izolaciu rastlnnej DNA z vysSie uvedenych rastlinnych potravinarskych produktov boli
pouzité tri typy magnetickych castic o koncentréacii 2 mg/ml:
e P(HEMA-co-GMA) — poly(2-hydroxyetylmetakrylat-co-glycidylmetakrylat)
Funkcionalizicia: -COOH (0,76 mM/g); priemer: 2,3 um
Obsah Fe: 10,02 % PDI: 1,81
e HPS B-M-NH; — poly(styrén-co-divinylbenzén) — hypersietované mikrocastice
Funkcionalizacia: -NHj; priemer: 3,6 um
e MPG — magnetické porézne sklo
Funkcionalizacia: -OH; priemer: 5 nm
Castice P(HEMA-co-GMA) a HPS B-M-NH, boli pripravené na Ustave
makromolekularnej chémie AV CR, Praha a dodané Ing. D. Horakom CSc. Castice MPG boli
ziskané z komerénych zdrojov.

4.1.3 Chemikalie
e Acetat sodny (CH;COONa) (Lachema, Brno, CR)
e Agaréza pre elektroforézu (SERVA, Heidelberg, SRN)
e Cetyl triethylamonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
e Destilovana (sterilna) voda (FCH VUT, Brno, CR)
e DNA 3tandard molekulovych hmotnosti, 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Etanol (Lachema, Brno, CR)
e Etidiumbromid (EtBr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
¢ Etyléndiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (SERVA, Heidelberg, SRN)
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4.14

Goldview™ farbivo (SBS Genetech, Co., Ltd, Peking, CLR)

Hydroxid sodny (NaOH) (Lachema, Brno, CR)

Chlorid sodny (NaCl) (Lachema, Brno, CR)

Izopropanol (PENTA, Praha, CR)

Kyselina borita (H;BO3) (PENTA, Praha, CR)

Kyselina chlérovodikova (PENTA, Praha, CR)

Nanégaci pufor 10x Blue Load (Top-Bio, Vestec, CR)

Nanégaci pufor 6x Yellow Load (Top-Bio, Vestec, CR)

Polyetylénglykol 6000 (PEG 6000 ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Tris-hydroxymetyl-aminometan (Tris-baza) (Amresco, Solon, Ohio, USA)
Tris-hydroxymetyl-aminometan hydrochlorid (Tris-HCI) (Amresco, Solon, Ohio,
USA)

B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Roztoky pre izolaciu a purifikaciu DNA
Lyzacni pufor CTAB

Navazok 1 g cetyl triethylamonium bromidu bol rozpusteny v 10 ml 0,5 M Tris-
HCI (pH 8,0), 16 ml 5 M NaCl, 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 42 ml destilovanej vody.

1 M Tris-HCI, pH 8,0

Navazok 121,1 g Tris-bazy bol rozpusteny v 800 ml destilovanej vody. pH roztoku
bolo upravené na hodnotu 8,0, pomocou koncentrovanej kyseliny chlorovodikove;.
Roztok bol doplneny destilovanou vodou na 1 1 a nasledne sterilizovany 20 min. pri
121 °C.

0,5 M roztok sme dosiahli riedenim sterilnou destilovanou vodou v pomere 1:1

0,5 M EDTA (kyselina etyléendiamintetraoctova), pH 8,0

Navazok 186,1 g EDTA bol rozpusteny v 800 ml destilovanej vody, pricom bol
zahrievany na 65 °C. pH roztoku bolo upravené na hodnotu 8,0 pridavkom hydroxidu
sodného za staleho miesania. Roztok bol doplneny destilovanou vodou do 1 1 a
nasledne sterilizovany 20 min. pri 121 °C.

TE (Tris-EDTA) pufor
I ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0) sa zmiesalo s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnilo
sterilnou destilovanou vodou do objemu 100 ml.

3 M acetat sodny
Névazok 264 g bezvodého acetatu sodného bol rozpusteny v 400 ml destilované
vody.

5 M NaCl (chlorid sodny)
Navazok 87,66 g NaCl bola rozpusteny v 300 ml destilovanej vody a nasledne
sterilizovany 20 min. pri 121 °C.
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4.1.5

70 % etanol
Bol pripraveny riedenim zasobného roztoku etanolu (96 %) o objeme 70 ml, ku
ktorému bolo pridanych 26 ml destilovanej vody.

40 % PEG (polyetylénglykol) 6000
Névazok 40 g PEG 6000 bol rozpusteny v 60 ml destilované¢ vody. Objem bol
doplneny do 100 ml destilovanou vodou a sterilizovany 20 min. pri 121 °C.

Roztoky pre agarozova gélovu elektroforézu
TBE (Tris-borat-EDTA) pufor (5x koncentrovany)

Névazok 54 g Tris-bazy a 27,5 g kyseliny boritej bolo rozpustenych v 600 ml
destilovanej vody. Nasledne bolo pridanych 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnené
destilovanou vodou na objem 1 1. Pre potreby elektroforézy bol pouzivany 0,5x
koncentrovany TBE pufor, ktory sme ziskali riedenim 10x. 100 ml 5x
koncentrovaného TBE pufru bolo doplnenych do 1 litru destilovanou vodou.

Agarozovy gél
Agarozovy gél (1,2 %): 1,2 g agardzy bolo za zvySenej teploty az na bod varu (v
mikrovlnnej tribe) rozpustenych v 100 ml 0,5x koncentrované¢ho TBE pufru
Agarozovy gél (1,5 %): 1,5 g agardzy bolo za zvySenej teploty az na bod varu (v
mikrovlnnej tribe) rozpustenych v 100 ml 0,5x koncentrované¢ho TBE pufru

EtBr (etidium bromid) 0,5 pg.ml-1
100 pl zasobného roztoku etidium bromidu za zriedilo v 500 ml destilovanej vody.

Komponenty pre PCR

PCR voda

10x kompletny reakény pufor

Primery pre amplifikdciu 700 bp: F 18 S (10 pmol/ul), R 5,8 S (10 pmol/pl)
Primery pre amplifikéciu 220 bp: F 26 S (10 pmol/ul), R 26 S (10 pmol/pl)
Zmes ANTP (10 M)

Taq DNA polymeraza (5 U/ul)

Taq DNA polymeréaza 1.1 (1 U/ul)

PCR enhancer E101: 0,1 M TMA oxalat v PCR vode

(Top-Bio, Vestec, CR)

4.1.7

Pomocky

Bezné laboratorne pomdcky (laboratérne sklo, plastové Spicky, Eppendorfove
skamavky, kopisty, ...)

Chladiace a mraziace zariadenie

Digitalny fotoaparat Panasonic Lumix DMC-LZ6

Digitalny mobilny fotoaparat Samsung Galaxy SII
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e Kovovy blok (platia)

e Laboratérne vdhy OHAUS CS 200 (Ohaus Corporation, Parsippany-Troy Hills, New
Jersey, USA)

e Magneticky separator DynaMag' -2 Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

e Mikropipety Discovery Comfort (HTL, VarSava, Pol'sko)

e Mikrovllnd rira PROLine SM 117

e Odstredivka MiniSpin Plus (Eppendorf, Hamburg, SRN)

e Odstredivka Spectrafuge™ Mini (Labnet, Edison, New Jersey, USA)

e PCR cyklator DNA EngineTM Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, California,
USA)

e Termostat Mini Incubator [5S110A-230V (Labnet, Edison, New Jersey, USA)

e Transiluminator TVR-312A Spectroline (Spectronics Corporation, Westbury, New
York, USA)

e UV-VIS spektrofotometer NanoDrop 2000 Thermo Scientific (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e Vakuovy exsikator

e Vodorovna plocha s vodovahou

e Zariadenie pre elektroforézu Owl™ EasyCast™ Horizontal System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e Zdroj elektrického napitia pre elektroforézu ENDURO™ 300 V (Labnet, Edison,
New Jersey, USA)

4.2 Metody
4.2.1 Priprava homogenatov buniek

Ako vzorky rastlinného materidlu pre pripravu homogenatov boli pouzité zemiakové
lupienky (Straznické brambirky - jemné solené) a paradajkovy pretlak (Otma tomato purée).
Neskor boli tiez pouzité paradajkové listy, zelené aj zrelé plody paradajky, kecup (OTMA
jemny) a domaci kecup podl'a babickinho receptu.

Na uvedenych vzorkach sme testovali rozne varianty postupov pre pripravu homogenatu:

Priblizne 0,7 g vzorky (vazené na predvéazkach) sme preniesli do 1,5 ml Eppendorfovej
skiamavky a pridali sme 500 pl lyzacného ¢inidla s CTAB a 1 pl merkaptoetanolu.

Zmes sme mechanicky homogenizovali kopistom za zniZenej teploty vo vychladenych
kovovych platniach (v mraznic¢ke). Takto upravené vzorky sme inkubovali v termostate pri
teplote 60 °C po dobu 30 minut. Po ukonceni inkubacie sme zmes odstredili v odstredivke pri
14500 ot./10 minat. Supernatant sme odpipetovali do Cistych Eppendorfovych skimaviek pre
d’alsi postup izolacie DNA magnetickymi ¢asticami (Obrazok 8).
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Obrazok 8: Priprava homogenatu v lyzacnom roztoku s CTAB z analyzovanych vzoriek. 1. rada:

zbytkovy sediment po centrifugacii, II. rada: supernatant (homogenat). V jednotlivych vzorkach A)

paradajkovy list; B) zeleny plod paradajky; C) zrely plod paradajky; D) paradajkovy pretlak OTMA;
E) kecup OTMA; F) domaci kecup; je viditeI'né znecistenie rastlinnymi farbivami, prirodzene sa

vyskytujicimi v rastlinnom materiali.

4.2.2 1Izolacia DNA na magnetickych nosi¢och

Pre izoldciu DNA z homogenatu buniek boli pouZzité magnetické Castice P(HEMA-co-
GMA) spriemerom 2,3 um, hypersietované castice HPS B-M-NH, a castice MPG
(magnetické porézne sklo), vSetky o koncentracii 2 mg/ml. Separacna zmes bola pripravena
do cistych Eppendorfovych skumaviek z dovodu testovania efektivity izolacie viacerymi
r6znymi spdsobmi. ZloZenie jednotlivych separa¢nych zmesi je uvedené v Tabulkel.

TabulPka 1: ZloZenie separacnej zmesi pre izolaciu rastlinnej DNA z homogenatu vzorky s

pouzitim 8% a 16% polyetylénglykolu.

Objem [pl]
Zlozka separacnej zmesi 8% PEG 6000 | 16% PEG 6000
NaCl (5 M) 400 400
Homogenat vzorky 300 100
PEG 6000 (40 %) 200 400
Magnetické Castice (2 mg/ml) 100 100

Takto pripravent zmes sme poriadne premieSali a inkubovali pri laboratérnej teplote 15
minut. Skimavky so zmesou boli néasledne umiestnené do magnetického separatoru. Po 5
minttach sme v pritomnosti magnetického pasu opatrne odpipetovali roztok zo skiimaviek
tak, aby sme do pipety nenabrali magnetické Castice, ktoré zostali na stene skumavky.

27



Skumavky sme vybrali zo separatoru a Castice sme premyli pridanim 500 ul 70 %-ného
etanolu a umiestnenim skumaviek spat’ do magnetického separatoru na 2 min. Po uplynuti
tohto ¢asu sme etanol znovu opatrne odpipetovali a postup premytia etanolom sme zopakovali
eSte raz, ale s pridavkom 100 pl etanolu. Po odpipetovani vSetkého etanolu sme skiimavky
nechali dosusit. DNA viazanll na magnetickych Casticiach sme eluovali do 100 ul TE pufru 1
hodinu pri laboratérnej teplote, pripadne eSte v chladni¢ke do druhého dna. Pomocou
magnetického separatoru boli zo zmesi odseparované magnetické Castice (po dobu 2 minut)
a eluat sme preniesli do ¢istej Eppendorfovej skimavky.

4.2.3 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

Cistotu a koncentraciu takto izolovanej DNA sme overili na pristroji NanoDrop 2000. Pred
samotnym stanovenim sme vycistili meraciu Cast’ pristorja, vzorky sme poriadne premiesali
a ako slepy pokus sme pouzili samotny TE pufor. Absorbancia, a nasledne d’alSie parametre,
boli stanovené spektrofotometricky v rozmedzi vinovych dizok 230-320 nm.

4.2.4 Overenie kvality izolovanej DNA amplifikaciou pomocou PCR

Jednotlivé vzorky izolovanej DNA a ich riedenia boli amplifikované polymerazovou
retazovou reakciou. Zlozky zmesi pre PCR boli namiesané podl'a Tabulky 2, 3, a 4, v
zavislosti od velkosti produktu amplifikacie a pouzitej DNA polymerazy. Ako pozitivna
kontrola bola pouzivana rastlinnd DNA izolovana z Brassica oleracea (kapusta obyc€ajnd) o
koncentracii 10 ng/pl.

TabulPka 2: ZloZenie zmesi pre PCR s Taqg DNA polymerazou (5 U/ul) a s primermi $pecifickymi
pre rastlinna DNA pre amplifikdciu useku o velkosti 700 bp.

Zlozka zmesi pre PCR Objem [pl]

1 | Voda pre PCR 17,1

2 | 10x kompletny reakény pufor 2,5

3 | Primer F 18 S (10 pmol/pl) 1,0

4 | Primer R 5,8 S (10 pmol/pl) 1,0

5 | Zmes ANTP (10 mM) 1,0

6 | Tag DNA polymerdza (5 U/ul) 0,4

7 | DNA matrica 2,0
Spolu 25,0

Od 12.10.2016 boli pouzivané nové komponenty na PCR, teda aj nové zloZenie zmesi pre
PCR, a to predovsetkym kvoli zmene Taq DNA polymerazy (5 U/ul) na Taq DNA polymerazu
1.1. Nové zlozenie zmesi pre PCR so Specifickymi primermi pre rastlinnt DNA uvadzaja
Tabul’ky 4 (pre 700 bp amplikén) a 5 (220 bp amplikon).
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TabulPka 3: ZloZenie zmesi pre PCR s Taqg DNA polymerazou 1.1 a s primermi Specifickymi pre
rastlinna DNA pre amplifikdciu useku o velkosti 700 bp.

Zlozka zmesi pre PCR Objem [ul]

1| Voda pre PCR 16,5

2 | 10x kompletny reakény pufor 2,5

3 | Primer F 18 S (10 pmol/ul) 1,0

4 | Primer R 5,8 S (10 pmol/ul) 1,0

5| Zmes ANTP (10 mM) 1,0

6 | Tag DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) 1,0

7 | DNA matrica 2,0
Spolu 25,0

Tabulka 4: ZloZzenie zmesi pre PCR s Taqg DNA polymerazou 1.1 a s primermi Specifickymi pre
rastlinna DNA pre amplifikdciu useku o velkosti 220 bp.

Zlozka zmesi pre PCR Objem [pl]

1 | Voda pre PCR 15,5

2 | 10x kompletny reakény pufor 2,5

3 | Primer F 26 S (10 pmol/ul) 1,0

4 | Primer R 26 S (10 pmol/ul) 1,0

5 | Zmes ANTP (10 mM) 1,0

6 | Tag DNA polymeréza 1.1 (1 U/ul) 2,0

7 | DNA matrica 2,0
Spolu 25,0

Pripravené zmesi pre PCR sme dobre premieSali a umiestnili do cyklatoru, kde PCR
prebiehala v 35 cykloch a v troch fazach:
1. Denaturacia (95 °C/407")
2. Hybridizécia primerov (57 °C/407")
3. Elongécia — syntéza DNA (72 °C/80"")

Pred prvym cyklom sme predizili fazu denaturacie o 300"" (5°) pri 95 °C a na zéaver, po
ukonéeni 35. cyklu sme prediZili syntézu pri 72 °C 0 600" (10"). Nasledne boli vzorky
ochladené a udrzované pri teplote 10 °C, v pripade potreby zmrazené a uchované pri teplote
priblizne -20 °C pre d’al$iu analyzu.

4.2.5 Detekcia Specifickych produktov PCR agaroézovou gélovou elektroforézou
Produkty PCR sme detegovali pomocou elektroforézy na 1,2 %-nom agaré6zovom géli (pre
$pecifické PCR produkty o velkosti 700 bp), pripadne na 1,5 %-nom géli (pre produkty velké
220 bp). V 100 ml 0,5 %-ného TBE pufru sme zahrievanim (az na bod varu) rozpustili 1,2 g
agardzy (v pripade 1,5 %-ného gélu bol navazok agardzy 1,5 g) a po miernom ochladeni sme
pridali 0,5 pl farbiva Goldview. Gél sme naliali do pripravenej vanicky s hrebefiom a nechali
stuhntt’ vo vodorovnej polohe. MnozZstvo pripraveného gélu zaviselo od vel'kosti vanicky, pre
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védcsie vanicky bolo potrebnych 100 ml gélu, pre menSie 70 ml, pripadne 50 ml, comu sa
prisposobil aj ndvazok agarozy.

Po stuhnuti sme odstranili hrebienok a na gél sme do jednotlivych jamok nandsali vzorky,
ktoré boli predtym zmiesané s 5 ul nandsacieho pufru (v pomere 5:1), pozitivnu a negativnu
kontrolu, pripravené rovnakym sposobom a Standard molekulovych hmotnosti (5 pl), ktory uz
bol s nanaSacim pufrom vopred zmieSany. Objem nandSanych vzoriek zavisel od velkosti
komorok v géli, pricom sme sa snazili naniest ¢o najvacSie mnozstvo tak, aby sa obsah
komorok neprelial. Do menSich komoérok (pri vicsich géloch s mnohymi komoérkami) bolo
nanaSanych 18 pl, kym do vicsich sa zmestilo celych 30 pl. Samotna elektroforéza prebiehala
pod napdtim 80 V po dobu 2-2,5 hod, v zavislosti od velkosti a hustoty gélu. Po prebehnuti
elektroforézy bol gél dofarbeny v roztoku etidium bromidu (0,5 pg/ml) a vyhodnoteny pod
UV svetlom.

4.2.6 Zrazanie DNA
4.2.6.1 Zakoncentrovanie pomocou etanolu

Pre prezrazanie boli spojené po 4 paralelné izolaty z kazdej zo vzoriek (paradajkovy
pretlak OTMA, keCup OTMA a domaci kecup). Z kazdého z takto spojenych izolatov bolo
odpipetované ¢o navicSie mnozstvo (rovnaké pre vsetky vzorky — 300 pl) do dCistych
Eppendorfovych skimaviek. K izolatu sme pridali 15 pl octanu sodného (v pomere 1:20) a
nasledne po 800 pl vychladeného 96 % etanolu. Zmes sme schladili v mraznicke pri -20 °C
po dobu 15 mintt a po vychladeni sme DNA odstredili pri 14500 ot./15 min. Supernatant sme
odliali, sediment nechali odkvapkat’ od prebytoc¢nej kvapaliny a nasledne dosusili v exsikatore
(priblizne 10 minut). Sediment sme rozpustili v 30 pul TE pufru, ¢im by sme mali dosiahnut’
10-nasobné zakoncentrovanie izolovanej DNA. Vysledky sme overili meranim koncentracie
DNA. Téato DNA bola tiez pouzitd do PCR so Specifickymi primermi pre amplifikaciu tiseku
o vel’kosti 700 bp.

4.2.6.2 Zakoncentrovanie pomocou izopropanolu

Pomocou izopropanolu sme overovali zakoncentrovanie a nasledne amplifokovatelnost’
DNA izolovanej metodou podla postupu 3.4. K 150 pl vzorky izolovanej DNA sme pridali
0,6 objemu izopropanolu a zmes me nechali inkubovat’ 5 minit v mrazenom kovovom bloku.
Po ukonceni inkubécie sme odstredili pri 14500 ot./4 minuty a supernatant sme odstranili.
Sediment bol premyty 500 pl 96 % etanolu a opit’ odstredeny za rovnakych podmienok.
Premytie sme zopakovali eSte raz, vysledny sediment sme dosuS$ili v exsikatore od
prebyto¢ného izopropanolu a eluovali v 50 ul TE pufru. Tymto postupom by malo dgjst’ k
trojnasobnému zakoncentrovaniu izolovanej DNA. Nasledne sme overili vysledky zmeranim
koncentracie a PCR so $pecifickymi primermi pre amplifikaciu tseku o velkosti 700 bp.
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4.3 Vysledky
4.3.1 Testovanie roznych postupov pre pripravu homogenaitu z paradajkovych
vyrobkov
Z dovodu snahy o zjednodusSenie a zrychlenie mikrometody pre izolaciu DNA z
paradajkovych vyrobkov (paradajkovy pretlak OTMA, domaci keCup a keCup OTMA) sme
skumali rozne varianty pripravy homogenatu pre naslednu izolaciu DNA c¢asticami P(HEMA-
co-GMA).
o Cast vzoriek z potravin bola homogenizovana vo vode. Priblizne 0,7 g vzorky (vazené
na predvazkach) bolo prenesenych do 1,5 ml Eppendorfovej
rozsuspendovanych v 150 pl sterilnej destilovanej vody. Na vzorkach riedenych

skamavky a

z homogenatu vo vode boli testované rozne koncentracie PEG 6000 (8 a 16 %) pouzité
pre izoldciu DNA magnetickymi nosi¢mi. Presné zloZenie separaénych zmesi uvadza
Tabulka 1.

e Druhd cast' potravinovych vzoriek bola spracovand Standardnym postupom s
pridavkom lyza¢ného c¢inidla s CTAB, popisanym podrobne v bode 4.2.1. Pre tlto
metddu bola pouzitd separacna zmes s koncentraciou PEG 6000 16%.

Pre jednotlivé postupy sme vo vzorkach homogenatov paradajkového pretlaku OTMA,
domaceho kecupu a keCupu OTMA sledovali zmeny v kvalite izolovanej DNA, konkrétne jej
koncentraciu, ¢istotu a amplifikovatelnost’.

4.3.1.1 Cistota a koncentricia izolovanej DNA

Vysledky stanovenia koncentracie a Cistoty izolovanej DNA uvadzaju Tabulky 5, 6 a 7.
Absorbéné krivky izolovanej DNA znazoriiuje Obrazok 9 (pre izolaciu z homogenatu s
vodou) a Obrazok 10 (pre izolaciu z homogenatu s pouzitim CTAB c¢inidla). Obrazok 11 je
porovnanim rozdielov absorbancii DNA izolovanej z homogenatu s pomocou ¢inidla s CTAB
a z homogenatu s vodou.

Tabulka S: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a parametrov ¢istoty DNA izolovanej z
paradajkového pretlaku OTMA z homogenatu s ¢inidlom s CTAB s pouzitim 16% PEG 6000 a
z homogenatu s vodou s pouzitim 8 a 16% PEG 6000 (izolacia 2.11.2016) a po prezrazani
izopropanolom (8.11.2016).

CTAB H,O0 H,O - po prezrazani
Paradajkovy
pretlak OTMA 16 % 8 % 16 % 8 % 16 %
PEG 6000 | PEG 6000 | PEG 6000 | PEG 6000 | PEG 6000

¢ DNA [ng/pl] 8,3 3,5 1,3 2,4 1,7
A260nm 0,17 0,07 0,03 0,05 0,03
A280nm 0,12 0,04 0,01 0,03 0,01
A260nm/ A280nm 1,38 1,60 2,96 1,45 2,29
A260nm/A230nm 1,77 0,76 1,51 1,56 6,04
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TabulPka 6: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a parametrov Cistoty DNA izolovanej z
kecupu OTMA z homogenatu s ¢inidlom s CTAB s pouzitim 16% PEG 6000 a z homogenatu s vodou
s pouzitim 8 a 16% PEG 6000 (izoldcia 2.11.2016) a po prezrazani izopropanolom (8.11.2016).

CTAB H,O H,O0 - po prezrazani
Ketup OTMA 16 % 8 % 16 % 16 % 8 %
PEG PEG PEG PEG PEG
6000 6000 6000 6000 6000
¢ DNA [ng/pl] 8,6 3,6 3,3 1,9 2,5
A260nm 0,17 0,07 0,07 0,04 0,05
A280nm 0,12 0,05 0,04 0,01 0,03
A260nm/ A280nm 1,48 1,63 1,84 3,06 1,72
A260nm’ A230nm 1,32 1,31 1,35 6,11 1,67

TabulPka 7: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a parametrov Cistoty DNA izolovanej z
domaceho kecupu z homogenatu s ¢inidlom s CTAB s pouzitim 16% PEG 6000 a z homogenatu s
vodou s pouzitim 8 a 16% PEG 6000 (izol4cia 2.11.2016) a po prezrazani izopropanolom (8.11.2016).

CTAB H,O0 H,O - po prezrazani
Kecup domaci 16 % 8 % 16 % 16 % 8 %
PEG 6000 PEG 6000 PEG 6000 PEG 6000 PEG 6000
¢ DNA [ng/nl] 10,7 3,2 4,7 2,0 3,5
As60nm 0,21 0,06 0,10 0,04 0,07
A80nm 0,15 0,05 0,07 0,02 0,05
A260nm/A2800m 1,38 1,28 1,39 1,66 1,55
As6onm/A230nm 1,36 0,53 1,53 7,71 1,46
09
Keé&up domaci (H20, 16% PEG)
0.8 {Keup OTMA (H20, 16% PEG)
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Obrazok 9: Graf zavislosti absorbancie od vinovej dizky Ziarenia v DNA z paradajkového pretlaku
OTMA, keCupu OTMA a domaceho ke¢upu z homogenéatu vzorky s vodou v 8 a16% PEG 6000
(izolované 2.11.2016).
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Obrizok 10: Graf zavislosti absorbancie od vInovej dizky Ziarenia v DNA z paradajkového

pretlaku OTMA, ke¢upu OTMA a domaceho kecupu z homogenéatu pripraveného s pouzitim

lyza¢ného ¢inidla s CTAB (izolované 2.11.2016).
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Obrizok 11: Graf zavislosti absorbancie od vinovej dizky Ziarenia v DNA z paradajkového

pretlaku OTMA, ke¢upu OTMA a domaceho kecupu. A: DNA izolovana z homogenatu s vodou v 8

al6% PEG 6000; B: DNA izolovana z homogenatu, pripraveného s pouzitim lyza¢ného ¢inidla s

CTAB (2.11.2016).

DNA izolovand z homogenatov s vodou bola v nizkych koncentraciach (viac¢sinou medzi 3-
4 ng/ul), vo vyssich koncentraciach bola DNA izolovand z homogenatov v CTAB (8 — 11

ng/pl). Izolovana DNA bola znecistena.

4.3.1.2 Amplifikovatelnost’ izolovanej DNA

Z DNA izolovanej z homogenatu s vodou v prostredi 8 a 16% PEG 6000 boli pripravené
zmesi pre PCR podla postupu uvedeného v bode 4.2.4, Tabulka 3, s pouzitim primerov pre
amplifikaciu tseku o velkosti 700 bp. Vysledky tejto amplifikécie zobrazuje agar6zovy gél na
Obréazku 12. Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR DNA
izolovanej z rovnakych vzoriek z homogenatu s pouzitim CTAB st uvedené na Obrazku 14.
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. Pouzity Detekcia Mnoistvo DNA
Beh  [Znatka DNA PEGy produktu PCR] pre PCR [ng]
1 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny 8% - 7
2 |P10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x 8% -
3 P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x | 8% -
4 |KO ke¢up OTMA- neriedeny 8% - 7,2
5 KO 10x kecup OTMA- riedenie 10x 8% -
6 KO 100x  [keGup OTMA- riedenie 100x 8% -
7 KB kecup domaéci - neriedeny 8% - 6,4
8 KB 10x kecup domaci - riedenie 10x 8% -
9 KB 100x [keCup domaci- riedenie 100x 8% -
10 |STD Standard molekulovych hmotnosti
11 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny 16% - 2,6
12 P 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x 16% -
13 |P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x | 16% -
14 KO kecup OTMA- neriedeny 16% - 6,6
15 KO 10x ke¢up OTMA- riedenie 10x 16% -
16 |KO 100x [kedup OTMA- riedenie 100x 16% -
17 |KB kecup domaci - neriedeny 16% - 9,4
18 KB 10x kecup domdci - riedenie 10x 16% +/-
19 |KB 100x [kedup domédci- riedenie 100x 16% +/-
20 |PK pozitivna kontrola - +++ 20
21 X
22 |NK negativna kontrola | - | -

Obrazok 12: Vysledky agar6zovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR o velkosti
700 bp. (2.11.2016).

Po amplifikacii DNA izolovanych z homogenatu s vodou v prostredi 16% PEG 6000 (s
vynimkou velmi slabych produktov PCR z riedenej DNA z doméceho kecupu) neboli
detegované produkty PCR. Takyto vysledok znaci o pritomnosti inhibitorov PCR. Priprava
homogenatu bez lyza¢ného ¢inidla s CTAB sa ukazala ako neefektivna.

Po amplifikacii DNA izolovanej z homogenatu vo vode v prostredi 8% PEG 6000 neboli
detegované ziadne vidite'né amplikony.

4.3.2 Vplyv spracovania vyrobku na kvalitu a mnoZstvo izolovanej DNA
Podla postupu 4.2.1 a 4.2.2 bola pomocou magnetickych castic P(HEMA-co-GMA)
izolovand DNA z cerstvych paradajok, konkrétne z listov, zrelych a nezrelych plodov a
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nasledne bola porovnand jej amplifikovatelnost’, Cistota a koncentracia s izolatmi z tepelne
upravenych potravinarskych paradajkovych ktoré  boli
paradajkovym pretlakom OTMA, ke¢upom OTMA a domécim kecupom.

vyrobkov, reprezentované

4.3.2.1 Vplyv spracovania vyrobku na Cistotu a mnoZstvo izolovanej DNA

Namerané hodnoty koncentracii DNA izolovanych z vyrobkov udava Tabulka 8,
absorbéné krivky pre jednotlivé vzorky izolovanej DNA na Obrdzku 13 st grafickym
znazornenim zavislosti absorbancie na vinovej dizke prechadzajuceho Ziarenia.

TabuPka 8: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a parametrov Cistoty DNA, izolovanej z
homogenatov z pripravenych vyrobkov s pouzitim ¢inidla s CTAB v prostredi 16 % PEG 6000
(izolované dia 6.10.2016).

Paradajkovy | Paradajka | Paradajka Paradajkovy Kecup Kecup
list zelena zrela pretlak OTMA | OTMA domaci
¢ DNA [ng/pl] 7,0 7,2 6,3 8,4 5,0 7,0
A60nm 0,140 0,143 0,125 0,169 0,100 0,140
As80nm 0,078 0,086 0,076 0,102 0,057 0,077
As60nm/A280nm 1,80 1,67 1,65 1,66 1,77 1,82
As60nm/ A230nm 2,52 1,62 1,43 1,72 2,41 1,85
Kecup doméci
Kecup OTMA
09
0,8 {Paradajka - plod nezrely
Paradajka - list
07
3 0,6
% 05
E 04
8
2 03
02
0,1 —— ‘
00 - —
0,1
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Obrizok 13: Graf zavislosti absorbancie od vinovej dizky Ziarenia vo vzorkach izolovanych z
Cerstvych paradajkovych listov, nezrelych a zrelych ¢ervenych plodov, paradajkového pretlaku
OTMA, ke¢upu OTMA a domaceho kecupu (izolované 6.10.2016).

DNA bola izolovana v koncentracii 5 — 8,4 ng/ul, hodnoty Azeonm/A280nm sa pohybovali
v rozmedzi 1,65 — 1,82. Medzi jednotlivymi DNA su viditeI'né urcité rozdiely v koncentracii a
v Cistote vyizolovanej DNA. Z ohladom na tieto parametre sa nepotvrdil vplyv
potravinarskych procesov, akymi st napriklad tepelné tprava, ¢i pridavok aditiv na izolaciu
DNA.
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4.3.2.2 Vplyv spracovania na amplifikovatel’nost’ izolovanej DNA pomocou PCR

Pre sledovanie vplyvu potravinarskych procesov na amplifikovatelnost’ izolovanej DNA
bola podla postupu 4.2.4 pripravena zmes pre PCR (do zmesi pre PCR boli pridavané 2 pl
DNA matrice), pricom boli pouzité 2 typy Specifickych primerov, a to pre amplifikaciu seku
o velkosti 700 bp (podl'a Tabulky 3) a 220 bp (podla Tabulky 4). Vysledky agarozovej
gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR st ukdzané na Obrazkoch 14 (pre 700 bp)
a 15 (pre 220 bp).

. Detekcia Mnoistvo DNA

Beh | Znatka DNA produktu PCR | pre PCR [ng] |

1 RL paradajka - list - neriedena ++ 14

2 RL 10x paradajka - list - riedenie 10x +

3 RL 100x  |paradajka - list - riedenie 100x +

4 RZ paradajka - zelena - neriedena +++ 14,4

5 RZ 10x paradajka - zelena - riedenie 10x +++

6 RZ 100x |paradajka - zelena - riedenie 100x +

7 |RC paradajka - zrel - neriedend f— 12,6

8 RC 10x paradajka - zrela - riedenie 10x +

9 RC 100x  |paradajka - zreld - riedenie 100x ++

10 |STD Standard molekulovych hmotnosti

11 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny +/- 16,8

12 |P10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x +

13 |P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x +

14 |KO kecup OTMA- neriedeny + 10

15 |KO 10x keCup OTMA- riedenie 10x +

16 [KO 100x |keCup OTMA- riedenie 100x +

17 |PK pozitivna kontrola +++ 20

18 |NK negativna kontrola -

19 |KB keCup domaci - neriedeny + 14

20 |KB 10x keCup domaci - riedenie 10x +

21 |KB 100x |keCup domaci- riedenie 100x +

22 |PK pozitivna kontrola +++ 20

23 |INK negativna kontrola -

24 STD Standard molekulovych hmotnosti

Obrazok 14: Vysledky agardzovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR rastlinnej
DNA o velkosti 700 bp (13.10.2016).

36



< Detekcia Mnozstvo DNA
Beh | Znacka DNA produktu PCR | pre PCR [ng] |

1 RL paradajka - list - neriedena +++ 14
2 RL 10x paradajka - list - riedenie 10x +

3 JRL100x |paradajka - list - riedenie 100x +

4 RZ paradajka - zelena - neriedena +++ 14,4
5 RZ 10x paradajka - zelena - riedenie 10x +

6 RZ 100x paradajka - zelena - riedenie 100x +

7 RC paradajka - zreld - neriedena ++ 12,6
8 RC 10x paradajka - zreld - riedenie 10x ++

9 RC 100x  |paradajka - zrel4 - riedenie 100x ++

10 |STD Standard molekulovych hmotnosti

11 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny +/- 16,8
12 |P 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x +

13 |P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x +

14 KO kecup OTMA- neriedeny + 10
15 |KO 10x kecup OTMA- riedenie 10x +

16 |KO 100x |kecup OTMA- riedenie 100x -

17 KB kecup domaci - neriedeny + 14
18 |KB 10x kecup domaci - riedenie 10x +

19 |KB 100x |keCup domaci- riedenie 100x +
20 |PK pozitivna kontrola +++ 20
21 |NK negativna kontrola -

Obrazok 15: Vysledky agardzovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR rastlinnej
DNA o velkosti 220 bp (20.10.2016).

Izolovand DNA sa amplifikovala v polymerdzovej retazovej reakcii. Boli detegované
produkty PCR nizkej intenzity pre potravinarsky spracované paradajkové vyrobky, kym
intenzita produktov PCR z DNA z cCerstvych paradajok (z listu, ¢i plodu) bola vyssia. Pre
tepelne upravené vyrobky boli produkty PCR vysSej intenzity detegované po amplifikacii s
pouzitim primerov F 26 S a R 26 S pre produkt o velkosti 220 bp, oproti primerom F 18 S a R
5,8 S pre produkt o vel'kosti 700 bp.
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4.3.3 Vplyv pouzitia PCR enhanceru na amplifikovatelnost’ izolovanej DNA

Pri testovani vplyvu PCR enhanceru na amplifikovatelnost’ izolovanej DNA bol pouzity
rovnaky postup, ako v bode 4.2.4. PCR zmes bola namiesand podl'a Tabulky 3 s pouzitim
primerov F 18 S a R 5,8 S pre amplifikaciu useku o vel'kosti 700 bp, pricom 0,5 ul vody bolo

nahradeného pridavkom enhanceru.

Pre stanovenie boli pouzité izolaty DNA pripravené z homogenatov s ¢inidlom s CTAB z
paradajkového pretlaku OTMA, kecupu OTMA a domaceho kecupu z dvoch rdéznych izolacii,
konkrétne 6.10.2016 a 18.10.2016. Do PCR boli pouzité 2 ul DNA matrice. Vysledky PCR
overené agar6zovou gélovou elektroforézou st zobrazené na Obrazku 16.

. Detekcia MnozZstvo DNA

Beh |Znatka  |DNA produktu PCR | pre PCR [ng]

1 RL paradajka - list - neriedena ++ 14

2 RL 10x paradajka - list - riedenie 10x ++

3 RL 100x |paradajka - list - riedenie 100x ++

4 [P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny + 16,8

5 P 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x ++

6 P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x +/-

7 KO kecup OTMA- neriedeny + 10

8 KO 10x ke¢up OTMA- riedenie 10x -

9 KO 100x  |keCup OTMA- riedenie 100x +

10 |KB keCup domaci - neriedeny + 14

11 [KB 10x kecup domadci - riedenie 10x ++

12 |KB 100x |kecup doméci- riedenie 100x ++

13 |STD $tandard molekulovych hmotnosti

14 |SB zemiakové lupienky neriedené + 32

15 |SP 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x ++ 2,42

16 |NP paradajkovy pretlak OTMA neriedeny + 8,4

17 |NKO kecCup OTMA- neriedeny ++ 13,6

18 |NKB kecup domaci - neriedeny ++ 8,8

19 X

20 |PKA pozitivna kontrola - koncentracia +++ 20

21 |PKB pozitivna kontrola - koncentracia +++ 2

22 X

23 |NK negativna kontrola | -

Obrazok 16: Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy specifickych produktov PCR rastlinne;j
DNA o velkosti 700 bp (izolacie zo 6. 10.2016 a 18.10.2016) s pouzitim enhanceru. (Behy ¢. 14 a 15
st vyhodnotené v kapitole 4.5.2)
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Pridavkom enhanceru doSlo k =zvySeniu intenzity amplikénov detegovanych na
agarézovom géli. Produkt PCR bol na agar6zovom géli detegovany aj po amplifikécii
neriedenej DNA izolovanej z paradajkového pretlaku OTMA, ¢i 100x riedenej DNA z keCupu
OTMA, ktoré bez pridavku enhanceru nebolo mozné detegovat’.

4.3.4 Vplyv prezrizania vyizolovanej DNA na jej kvalitu

S cielom zvysit mnozstvo izolovanej DNA sme sa pokusili DNA zakoncentrovat
prezrazanim. Ako zdroj rastlinnej DNA boli pouzit¢ DNA izolované z homogenatov
s lyza¢nym cinidlom s CTAB z paradajkového pretlaku OTMA, kecupu OTMA a domaceho
kecupu. Testované boli dva rézne postupy zakoncentrovania, uvedené v kapitole 4.2.6.

4.3.4.1 Zakoncentrovanie pomocou etanolu

DNA pre stanovenie bola izolovana paralelne Styrikrat z kazdého z testovanych vyrobkov
(paradajkovy pretlak OTMA, kecup OTMA a doméaci kecup), pomocou postupu 4.2.2.
s pouzitim homogenatov s lyzaénym c¢inidlom s CTAB a 16 % PEG 6000 casticami
P(HEMA-co-GMA). Paralelné izolacie boli spojené a nasledne prezrazané podla postupu
4.2.6.1. Tabulky 9, 10 a 11 zobrazuju koncentracie pre paralelné merania jednotlivych
izoldtov DNA (1 —4) pred prezrazanim a po prezrdzani pomocou etanolu.

Obrazky 17 a 18 st absorpénymi krivkami, teda zavislostou absorbancie jednotlivych
DNA na vlnovej dizke, pri¢om poukazuju na zmeny v koncentrécii a &istote izolovanej DNA
po prezrazani etanolom. Obrazok 19 je absorpcnou krivkou DNA z B. oleracea (10 ng/ul),
ktora bola pouzitd ako pozitivna kontrola.
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Tabul’ka 9: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA (izolovanej 18.10.2016) a
parametrov jej Cistoty v 4 paralelnych izolatoch z paradajkového pretlaku OTMA a ich koncentratu.

Paradajkovy .
1 2 3 4 Koncentrat

pretlak OTMA

¢ DNA [ng/pl] 2,2 4,2 3,9 43 6,6
A60nm 0,05 0,09 0,08 0,086 0,13
A80nm 0,02 0,05 0,05 0,045 0,07
A260nm/ A280nm 2,79 1,82 1,60 1,90 1,99
A260nm/A230nm 1,78 3,88 4,19 2,13 0,55

Tabul’ka 10: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA (izolovanej 18.10.2016) a
parametrov jej Cistoty v 4 paralelnych izolatoch z kecupu OTMA a ich koncentrétu.

Kecup .
1 2 3 4 Koncentrat
OTMA
¢ DNA [ng/nl] 6,8 4,0 4,6 3,8 4,8
As60nm 0,14 0,08 0,09 0,08 0,10
A80nm 0,08 0,04 0,06 0,05 0,04
As60nm/A280nm 1,61 1,80 1,57 1,53 2,20
As6onm/A230nm 1,95 3,02 3,47 2,39 0,36

Tabul’ka 11: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA (izolovanej 18.10.2016) a
parametrov jej Cistoty v 4 paralelnych izoladtoch z domaceho kecupu a ich koncentratu.

Kecup .
L, 1 2 3 4 Koncentrat
domaci
¢ DNA [ng/pl] 3,6 3,0 4.4 3,7 9,8
A260nm 0,07 0,06 0,09 0,07 1,20
A280nm 0,05 0,04 0,06 0,05 0,08
A260nm/A2800m 1,57 1,72 1,48 1,44 2,55
A260nm/A230nm 3,47 5,25 1,94 2,37 0,40
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Obrazok 17: Graf zavislosti absorbancie DNA od vlnovej dlzky Ziarenia v paralelnych DNA (1 —
4) izolovanych z homogenatov s lyza¢nym ¢inidlom s CTAB v prostredi 16% PEG 6000 z
paradajkového pretlaku OTMA, kecupu OTMA a doméceho kecupu (izolované 18.10.2016).
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Obrizok 18: Graf zavislosti absorbancie od vlnovej dizky ziarenia v DNA izolovanych
z homogenatov s lyzaénym ¢inidlom s CTAB v prostredi 16% PEG 6000 z paradajkového pretlaku
OTMA, ke¢upu OTMA a domaceho kec¢upu po prezrazani etanolom.
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Obrazok 19: Graf zavislosti absorbancie od vInovej dizky Ziarenia v DNA z Brassica oleracea,

izolovanej Standardnou metodou s CTAB, ktora bola pouzita ako pozitivna kontrola.
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Po prezrdzani etanolom sa hodnota Ajenm zvySila len pri DNA izolovanych z
paradajkového pretlaku OTMA a domdaceho keCupu, nie vSak pri keCupe OTMA. Pri
rovnakych DNA doslo tiez k miernemu narastu hodnot Azgonm.

4.3.4.2 Zakoncentrovanie vyizolovanej DNA pomocou izopropanolu

Prezrazanie izopropanolom bolo prevedené podla postupu 4.2.6.2. Testované vzorky DNA
boli izolované priamo zhomogendtov s vodou z paradajkového pretlaku OTMA, kecupu
OTMA a doméceho kecupu, s pouzitim 8 a 16% PEG 6000. Namerané koncentracie DNA a
parametre jej Cistoty su uvedené v Tabulke 5, 6 a 7. Absorbéné krivky zakoncentrovanych
DNA su zachytené na Obrazku 20. Vzorky boli taktiez pouzité pre amplifikaciu v PCR
(Obrazok 21) podla postupu 4.2.4, Tabulka 3, s pouzitim Specifickych primerov pre
amplifikaicu tseku 700 bp.

Kecup OTMA (H20, 16% PEG), izopropanol
09
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Obrizok 20: Graf zavislosti absorbancie DNA od vinovej dizky Ziarenia po prezrazani DNA
izopropanolom. DNA bola izolovand v prostredi 8 a 16 % PEG 6000 z homogenatu s vodou z
paradajkového pretlaku OTMA, kecupu OTMA a doméceho kecupu (2.11.2016).
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. Pouzity Detekcia MnozZstvo DNA

Beh |Znafka —|DNA PEGy produktu PCR| pre PCR [ng]

1 P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny 8% - 4,8

2 |P10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x 8% -

3 P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x | 8% -

4 KO kecup OTMA- neriedeny 8% - 3,8

5 KO 10x kecup OTMA- riedenie 10x 8% -

6 |KO100x |ke¢up OTMA- riedenie 100x 8% -

7 KB keCup domaci - neriedeny 8% - 4

8 KB 10x kec¢up doméci - riedenie 10x 8% -

9 KB 100x  |keCup domaci- riedenie 100x 8% -

10 |STD Standard molekulovych hmotnosti

11 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny 16% - 3,4

12 P 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x 16% -

13 |P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x | 16% -

14 |KO kecup OTMA- neriedeny 16% - 5

15 KO 10x kecup OTMA- riedenie 10x 16% -

16 |KO 100x [keCup OTMA- riedenie 100x 16% -

17 ]KB kec¢up doméci - neriedeny 16% - 7

18 |KB 10x kecup doméci - riedenie 10x 16% -

19 |KB 100x [keCup domaci- riedenie 100x 16% -

20 X

21 |PK pozitivna kontrola | - | +++ 20

22 X

23 |NK negativna kontrola | - | -

Obrazok 21: Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy specifickych produktov PCR rastlinne;j
DNA o velkosti 700 bp, izolovanej z homogenatu s vodou v prostredi 8 a 16 % PEG 6000 (2.11.2016)

a po prezrazani izopropanolom.

Po prezrazani izopropanolom DNA izolovanej z homogenatov vo vode v prostredi 8
a 16 % PEG 6000 nedoslo k zvySeniu koncentracie DNA. Po amplifikécii neboli agar6zovou
gélovou elektroforézou detegované produkty PCR. Na zdklade predchadzajucich vysledkov
predpokladdme koextrakciu inhibitorov PCR spolu s DNA. Inhibitory neboli odstranené
prezrazanim.
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4.3.5 YV plyv skladovania na amplifikovate’nost’ DNA
Podl'a vyssie uvedeného postupu sme izolovali rastlinna DNA z tepelne upravenych
potravin rastlinného poévodu. Na zaciatku sme pracovali s paradajkovym pretlakom OTMA

a zemiakovymi lupienkami.

e Pre paradajkovy pretlak (0,7 g) sme pouzili 1,5 ml skimavku a pridali sme 500 pl
lyzaéného cinidla s CTAB a1 ul merkaptoetanolu, ako je uvedené v postupe v bode
4.2.1.

e Krozdrtenym zemiakovym lupienkom (0,2 g) sme kvoli vysokej hustote zmesi pridali
1500 pl lyzaéného c¢inidla s CTAB a 1 pl merkaptoetanolu, pricom bolo nutné pouzit
vacsiu skumavku (3 ml).

4.3.5.1 Koncentrdcia a Cistota Cerstvo izolovanej DNA

Vysledky koncentracie a Cistoty DNA izolovanej z paradajkového pretlaku OTMA a zo
zemiakovych lupienkov podla postupu 4.2.1 a4.2.2 zo dna 8.3.2016 uvadza Tabulka 12.
DNA bola izolovana z homogenatu pripravené¢ho s pouzitim ¢inidla s CTAB v prostredi 16 %
PEG 6000. Spektrofotometricky boli tiez merané absorbancie jednotlivych DNA pri roznych
vlnovych dizkach. Zmeny absorbancii DNA v zavislosti od zmeny vlnovej dizky
prechadzajuceho ziarenia st graficky zaznamenané na Obrazku 22.

Tabul’ka 12: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA izolovanej z paradajkového
pretlaku OTMA a zemiakovych lupienkov 8.3.2016.

Paradajkovy Zemiakové
pretlak OTMA lupienky
¢ DNA [ng/pl] 12,1 16,0
A260nm 0,24 0,32
A280nm 0,17 0,23
A260nm/ A280nm 1,45 1,38
Az60nm/A230nm 1,32 1,09
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Obrazok 22: Graf zavislosti absorbancie DNA izolovanej z paradajkového pretlaku OTMA

(vFavo) a zemiakovych lupienkov (vpravo) od vlnovej dizky Ziarenia (8.3.2016).

DNA bola izolovana v koncentrécii 12,1 ng/ul z paradajkového pretlaku OTMA a 16 ng/ul
zo zemiakovych lupienkov. DNA bola znecistena.

4.3.5.2 Amplifikacia Cerstvo izolovanej DNA a po jej skladovani

Pomocou PCR bola najprv overena amplifikovatelnost cerstvo izolovanej DNA z
8.3.2016, urcenej pre dalSie skladovanie. Vysledky amplifikicie DNA v PCR pred
uskladnenim zobrazuje agardzovy gél na Obrazku 23. Po overeni amplifikovatel'nosti bola
DNA uskladnend pri -20 °C a jej amplifikovatelnost’ bola opdt’” overena po priblizne 7

mesiacoch.
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Priprava Datum . o Detekcia Mnoistvo | Velkost’
hom:gemitu izolacie Ditum PCR{ Beh Znatka DNA produktu PCR | DNA [ng] [bp]
- - 8.3.2016 1 PK pozitivna kontrola +++ 20,000 700
- - - 2 STD Standard molekulovych hmotnosti
- - 8.3.2016 3 NK negativna kontrola - 700
8.3.2016 8.3.2016 8.3.2016 4 B zemiakové lupienky neriedené ++ 32,000 700
8.3.2016 8.3.2016 8.3.2016 5 B 10x zemiakové lupienky - riedenie 10x - 700
8.3.2016 8.3.2016 8.3.2016 6 B 100x zemiakové lupienky - riedenie 100x - 700
8.3.2016 8.3.2016 8.3.2016 7 P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny - 24,200 700
8.3.2016 8.3.2016 8.3.2016 8 P 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x + 700
8.3.2016 8.3.2016 8.3.2016 9 P 100x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 100x - 700

Obrazok 23: Vysledky agarézovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR o velkosti

700 bp. Amplifikovana bola DNA izolovana z paradajkového pretlaku OTMA a zo zemiakovych

lupienkov.
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Skladovanie izolatu
Obrazok 24 zobrazuje amplifikovatel'nost’ po skladovani izoldtu DNA (v TE pufri) pri -20
°C po dobu priblizne 7 mesiacov.

Priprava Ditum . M Detekcia MnoZstvo DNA | Velkost’
R "a . " Datum PCR| Znatka DNA brodukiu PCR | pre BOR [ng] | 1bp]
- - 12.10.2016 |PK pozitivna kontrola +++ 20 700
- - 12.10.2016 |NK negativna kontrola 700
- - - STD Standard molekulovych hmotnosti
8.3.2016 8.3.2016 12.10.2016 |SB zemiakové lupienky neriedené ++ 32 700
8.3.2016 8.3.2016 12.10.2016 JSP 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x + 2,42 700
- - - STD Standard molekulovych hmotnosti
8.3.2016 8.3.2016 20.10.2016 |SB zemiakové lupienky neriedené ++ 32 220
8.3.2016 8.3.2016 20.10.2016 JSP 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x + 2,42 220
- - PK pozitivna kontrola +++ 20 220
- - 20.10.2016 JNK negativna kontrola 220

Obrazok 24: Vysledky agardzovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR rastlinnej
DNA o velkosti 700 a 220 bp. DNA bola izolovana 8.3.2016 a amplifikovana po skladovani pri -20
°C po dobu priblizne 7 mesiacov.

Specificky produkt PCR nizkej intenzity bol detegovany po amplifikacii neriedenej DNA
izolovanej zo zemiakovych lupienkov a 10x riedenej DNA izolovanej z paradajkového
pretlaku OTMA. Tento vysledok potvrdzuje pritomnost’ inhibitorov PCR, koextrahovanych
s DNA z paradajkového pretlaku OTMA.

Amplikony boli detegované aj po viac ako 7 mesiacoch skladovania DNA izolatu. Vplyv
skladovania DNA izolovanej magnetickymi Casticami na jej amplifikovatel'nost’ sa nepotvrdil.
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Skladovanie homogendtu

Za rovnakych podmienok (-20 °C) bol skladovany aj rastlinny homogenat pripraveny
s CTAB pufrom zo zemiakovych lupienkov a paradajkového pretlaku OTMA. Po priblizne 7
mesiacoch bola z tohto homogenatu izolovana DNA pomocou magnetickych ¢astic P(HEMA-
co-GMA), ako je uvedené v postupe 4.2.2. Izolovana DNA bola amplifikovand v PCR s
pouzitim primerov F 5,8 S a R 18 S pre Specificky tsek o velkosti 700 bp. Vysledky
agarozovej gélovej elektroforézy tychto Specifickych produktov PCR uvadza Obrazok 25.

Priprava Datum . o Detekcia Velkost’
hom;)genétu izolacie Ditum PCR| Znatka DNA produktu PCR [bp]
- - - STD Standard molekulovych hmotnosti
8.3.2016 18.10.2016 | 25.10.2016 |SB zemiakové lupienky neriedené ++ 700
8.3.2016 18.10.2016 | 25.10.2016 |SP 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x + 700
X
8.3.2016 18.10.2016 | 25.10.2016 |PK A pozitivna kontrola - koncentracia 10 ng/ul +++ 700
8.3.2016 18.10.2016 | 25.10.2016 |PK B pozitivna kontrola - koncentracia 1 ng/ul +++ 700
X
8.3.2016 | 18.10.2016 | 25.102016 |NK negativna kontrola | - 700

Obrazok 25: Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy specifickych produktov PCR rastlinne;j
DNA o velkosti 700 bp, izolovanej z homogenéatu pripraveného 8.3.2016 po skladovani pri -20 °C po
dobu priblizne 7 mesiacov.

Amplikény boli detegované po amplifikacii DNA z oboch vyrobkov. Vplyv skladovania
homogenatu v CTAB pufri (-20 °C / 7 mesiacov) na amplifikovate'nost DNA sa nepovrdil.

4.3.6 Amplifikacia Specifického produktu PCR z kontrolnej DNA Brasica oleracea.
DNA pouzivand ako pozitivna kontrola, izolovana z B. oleracea (10 ng/ul) klasickou
CTAB metodou, bola nariedena v TE pufri 10x, 100x a 1000x a pouzitd pre amplifikaciu v
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PCR. Na tychto réznych koncentraciach bola testovana citlivost PCR so starymi a novymi
komponentami. PCR zmesi boli pripravené podla Tabulky 2 a3 aPCR prebehla za
podmienok uvedenych v postupe 4.2.4. Boli testované nové komponenty pre PCR (7agq
polymeréaza 1.1) a pre porovnanie boli zmesi pre PCR pripravené aj s komponentami starymi.
Vysledky amplifikacie boli overené agar6zovou gélovou elektroforézou, ktorej vysledok je na
Obrazku 26.

Detekcia MnoiZstvo DNA
Beh |Znalk: PCR [DNA

eh | onacka ¢ produktu PCR| pre PCR [ng] |
1 SA > pozitivna kontrola +++ 20

2 SB » 5 |pozitivna kontrola ++ 2

3 SC g §_ pozitivna kontrola + 0,2

4 SD g pozitivna kontrola - 0,02

5 SNK = negativna kontrola - -

6 STD Standard molekulovych hmotnosti

7 NA > pozitivna kontrola 4+ 20

8 |NB o § |pozitivna kontrola ++ 2

9 NC é §_ pozitivna kontrola + 0,2
10 |ND £ [pozitivna kontrola - 0,02
11  JNNK ~ negativna kontrola - -

Obrazok 26: Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR rastlinne;j
DNA z B. oleracea o velkosti 700 bp.

Najnizs§ie mnozstvo DNA, ktoré sa v PCR amplifikovalo a umoznilo detekciu Specifického
produktu PCR po agarozovej gélovej elektroforéze bolo 0,2 ng.
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4.3.7 Porovnanie vplyvu réznych magnetickych ¢astic na kvalitu a mnoZstvo izolovanej
DNA

Cely postup bol vybrany na zaklade vysledkov predchédzajicich testov, ktoré boli
prevedené na vzorkach rastlinnej DNA izolovanej z potravinarskych paradajkovych
produktov ( paradajkové listy, nezrelé a zrelé plody, paradajkovy pretlak OTMA, kecup
OTMA a domaéci kecup) pomocou magnetickych mikrocastic P(HEMA-co-GMA). Vysledky
dosiahnuté najefektivnejSim postupom izolacie a amplifikicie s pouzitim tychto Castic boli
porovnané s vysledkami dosiahnutymi rovnakym postupom, ale pomocou castic MPG
(magnetické porézne sklo) a HPS B-M-NH,. Homogenaty v lyza¢nom roztoku s CTAB pre
izoldciu DNA magnetickymi ¢asticami boli pripravené z potravinovych vyrobkov rastlinného
povodu podla postupu 4.2.2. Postup izoldcie DNA magnetickymi ¢asticami je uvedeny v
bode 4.2.3. Tabul’ka 1 uvadza presné zloZenie separacnej zmesi, pricom pouZzita koncentracia
PEG 6000 bola 16 %. Zmes pre PCR bola namieSand podl'a Tabul'ky 4 s pridavkom PCR
enhanceru (0,5 pl vody bolo nahradenych 0,5 pl enhanceru).

4.3.7.1 Koncentrdacia a cistota DNA izolovanej roznymi Casticami

Rastlinnd DNA izolovana magnetickymi ¢asticami P(HEMA-co-GMA), MPG a HPS B-M-
NH; bola eluovand do TE pufru do druhého diia a nésledne bola spektrofotometricky
stanovena jej koncentracia. Tieto vysledky su zhrnuté v Tabulkach 13, 14 a 15. Absorpcné
krivky DNA pre jednotlivé Castice zobrazuji grafy na Obrazkoch 27, 28 a 29. Graf na
Obrazku 30 poukazuje na rozdiely absorpénych kriviek v zavislosti od typu magnetickych
Castic pouzitych pre izolaciu DNA. Uvedené vysledky boli potvrdené opakovanim daného
postupu s rovnakymi vzorkami.

TabuPka 13: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty rastlinnej DNA, izolovanej
z homogenatov s lyzacnym ¢inidlom CTAB pomocou magnetickych castic P(HEMA-co-GMA)

29.3.2017.

Paradajkovy | Paradajka | Paradajka | Paradajkovy Kecup Kecup

list Zelena zrela pretlak OTMA | OTMA domaci
¢ DNA [ng/pl] 5,1 4,4 0,3 2,2 2,1 3,6
Aj60nm 0,10 0,09 0,01 0,04 0,04 0,07
A280nm 0,09 0,07 0,01 0,04 0,03 0,05
A260nm/ A280nm 1,08 1,25 0,91 1,25 1,23 1,33
A260nm/A230nm 0,74 0,74 0,23 4,50 2,72 0,77
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Tabul’ka 14: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty rastlinnej DNA, izolovane;j
z homogenatov s lyza¢nym ¢inidlom CTAB pomocou magnetickych ¢astic HPS B-M-NH;

(30.3.2017).

Paradajkovy | Paradajka | Paradajka | Paradajkovy Kecup Kecup

list Zelena zrela pretlak OTMA | OTMA domaici
¢ DNA [ng/pl] 9,0 4,1 2,1 13,6 39 6,0
A260nm 0,18 0,08 0,04 0,27 0,08 0,12
A280nm 0,13 0,06 0,01 0,29 0,06 0,10
A260nm/A280nm 1,35 1,36 3,06 0,95 1,37 1,25
A260nm/A230nm 1,21 0,59 0,74 0,61 0,99 0,42

Tabul’ka 15: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty rastlinnej DNA, izolovane;j

z homogenatov s lyzaénym ¢inidlom CTAB pomocou magnetickych ¢astic MPG (30.3.2017).

Paradajkovy | Paradajka | Paradajka | Paradajkovy Kecup Kecup
list Zelena zrela pretlak OTMA | OTMA | domaci
¢ DNA [ng/pl] 3,2 1.4 1,0 1,7 1,5 1,7
A60nm 0,06 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03
Ar80nm 0,05 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02
As60nm/A280nm 1,34 1,36 1,43 2,16 3,11 1,63
As60nm/A230nm 0,65 0,54 0,56 0,36 0,55 0,38
Kecup domaci - P(HEMA-co-GMA)
Ke&up OTMA - P(HEMA-co-GMA)
09
038
Paradajka - list - P(HEMA-co-GMA)
07
8 0,6
";E 04
g 03
02 \
= e
00— — =
0,1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obriazok 27: Graf zavislosti absorbancie od vlnovej dizky Ziarenia rastlinnej DNA izolovanej
z homogenatov s lyzacnym ¢inidlom CTAB pomocou magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA)
29.3.2017.
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Obrazok 28: Graf zavislosti absorbancie od vlnovej dizky Ziarenia rastlinnej DNA izolovane;

z homogenatov s lyza¢nym ¢inidlom CTAB pomocou magnetickych castic HPS B-M-NH, 30.3.2017.
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Paradajka - list - MPG

Wavelength (nm)
Obrazok 29: Graf zavislosti absorbancie od vlnovej dizky Ziarenia rastlinnej DNA izolovanej
z homogenatov s lyzaénym ¢inidlom CTAB pomocou magnetickych ¢astic MPG 30.3.2017.
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Obrizok 30: Grafy zavislosti absorbancie od vlnovej dizky Ziarenia DNA izolovanej
z homogenatov s lyzaénym ¢inidlom CTAB: A: paradajkového listu; B: nezrelého plodu paradajky; C:
zrelého ¢erveného plodu paradajky; D: paradajkového pretlaku OTMA; E: keCupu OTMA; F:
domaéceho kecupu; pomocou magnetickych ¢astic PBHEMA-co-GMA), HPS B-M-NH, a MPG
29.3.2017.

Boli zistené rozdiely v mnozstve izolovanej DNA v zavislosti na druhu vyrobku a
pouzitych Casticiach. Najvacsie mnozstvd DNA boli izolované z paradajkového listu, zo
zelenej paradajky a z doméceho kecupu casticami P(HEMA-co-GMA) a HPS B-M-NH,, na
rozdiel od ¢astic MPG.
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Zo zavislosti absorbancie izolovanej DNA na vinovej dizke vyplyva, e DNA je zne&istena

(proteinmi, pripadne polyfenolmi).

4.3.7.2 Amplifikovatelnost’ DNA izolovanej roznymi Casticami

Cistota DNA izolovanej roznymi &asticami moze mat vplyv na jej amplifikovatelnost’. Ta
bola overena pomocou PCR s pouzitim PCR enhanceru. Amplifikované boli neriedené vzorky
DNA izolovanej z paradajkovych produktov (2 pl) a ich desatndsobné riedenia. Produkty
PCR boli vizualizované a vyhodnotené pomocou agarézovej gélovej elektroforézy, ktorej
vysledky vidime na Obrazku 31 a 32.

8 Detekcia MnozZstvo DNA

Beh | Znacka DNA produktu PCR | pre PCR [ng] |

1 RL paradajka - list - neriedena 4+ 10,2

2 RL 10x paradajka - list - riedenie 10x ++

3 RZ paradajka - zelena - neriedena +++ 8,8

4 RZ 10x paradajka - zelena - riedenie 10x +

5 RC paradajka - zrela - neriedena - 0,6 *

6 |RrRC10x paradajka - zrela - riedenie 10x -

7 NK negativna kontrola -

8 STD $tandard molekulovych hmotnosti

9 PK pozitivna kontrola 4+ 20,0

10 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny - 4,4

11 |P10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x ++

12 KO kecup OTMA- neriedeny ++ 4,2

13 ]KO 10x kec¢up OTMA- riedenie 10x +

14 |KB keCup domadci - neriedeny ++ 7,2

15 |KB 10x kecup domaci - riedenie 10x +

*vel'mi malé mnozstvo DNA; vacsie mnozstvo DNA sa v PCR po opakovani amplifikovalo.

Obrazok 31: Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR o velkosti

700 bp DNA izolovanej z vyrobkov pomocou magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-GMA)

29.3.2017.

54



. Detekcia Mnoistvo DNA

Beh | Znatka DNA produktu PCR | pre PCR [ng]

1 RL paradajka - list - neriedena +++ 18,0

2 RL 10x paradajka - list - riedenie 10x ++

3 RZ paradajka - zelend - neriedend ++ 8,2

4 RZ 10x paradajka - zelena - riedenie 10x +

5 RC paradajka - zreld - neriedena + 4,2

6 RC 10x paradajka - zreld - riedenie 10x -

7 P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny +/- 27,2

8 P 10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x ++

9 KO ke¢up OTMA- neriedeny ++ 7,8

10 |KO 10x kecup OTMA- riedenie 10x ++

11 KB kecup domdci - neriedeny ++ 12,0

12 |KB 10x kec¢up doméci - riedenie 10x ++

13 X

14 |NK negativna kontrola | -

15 |STD standard molekulovych hmotnosti

16 |PK pozitivna kontrola | +4+ 20,0

17 X

18 |RL paradajka - list - neriedena ++ 6,4

19 |RL 10x paradajka - list - riedenie 10x +

20 JRZ paradajka - zelend - neriedend - 2,8

21 JRZ 10x paradajka - zelena - riedenie 10x -

22 |RC paradajka - zreld - neriedena - 2,0

23 |RC 10x paradajka - zreld - riedenie 10x -

24 |P paradajkovy pretlak OTMA neriedeny - 3.4

25 |P10x paradajkovy pretlak OTMA - riedenie 10x -

26 |KO kecup OTMA- neriedeny - 3,0

27 ]KO 10x kecup OTMA- riedenie 10x -

28 |KB keCup domaci - neriedeny - 3,4

29 |KB 10x kecup domaéci - riedenie 10x -

Obrazok 32: Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR o velkosti
700 bp. DNA bola izolovana pomocou magnetickych mikro¢astic HPS B-M-NH, (behy ¢islo 1-12) a
MPG (behy ¢islo 18-29) 29.3.2017.

DNA izolovana z analyzovanych paradajkovych produktov ¢asticami P(HEMA-co-GMA)

a HPS B-M-NH; sa amplifikovala v PCR. DNA izolovana magnetickym poréznym sklom sa
v PCR neamplifikovala (s vynimkou DNA izolovanej z listu paradajky).
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4.4 Diskusia
4.4.1 Testovanie roznych postupov pre pripravu homogenaitu z paradajkovych
vyrobkov

Sledovanymi matricami boli predovsetkym potravinarske produkty paradajkového povodu,
a to jednak cerstvé paradajky, jednak tepelne upravené paradajkové vyrobky, akymi st
pretlak, ¢i kecup. Na Obrazku 9 je vidiet’, Ze hodnoty absorbancii pre oblast’ 260 nm (priamo
umerne odpovedajuce koncentracidam DNA) su priblizne rovnaké vo vSetkych vzorkach
izolovanych metédou zhomogenatu s vodou a st nizke. DOovodom vel'mi nizkych
koncentracii DNA by mohla byt vedla malého mnoZstva DNA v homogenate, pomerne
vysoka viskozita homogenatu, ¢o mohlo spomalit’, €i zabranit’ prestupu magnetickych nosicov
s naviazanou DNA ku stene skiimavky, a tym zapri€init’ nizky vytazok izolacie.

Absorbénd krivka vzoriek DNA izolovanych metédou s pouzitim lyza¢ného ¢inidla s
CTAB (Obrazok 10) ma typickej$i priebeh v porovnani s izolaciou z vodného roztoku,
nakol'ko pik v oblasti absorpcie pre DNA (260 nm) je zretelnej$i a hodnoty absorbancii v
ostatnych oblastiach spektra su naopak nizsie. Takyto priebeh absorbénej krivky naznacuje
vy$siu koncentraciu izolovanej DNA.

Pri porovnani vSetkych absorbénych kriviek vedla seba sa ukazala jednak vzajomna
podobnost’ DNA izolovanych rovnakym postupom, jednak vystipili rozdiely medzi DNA,
ktoré boli izolované odlisne. Hlavny vidite'ny rozdiel je medzi izoldciou DNA z homogenatu
s pridavkom vody a izolaciou z homogenatu s pridavkom c¢inidla s CTAB. Uvedené taktiez
naznacuje, ze izolacia pomocou lyza¢ného ¢inidla s CTAB je efektivnejsia, nakol’ko vzorky
DNA izolované tymto sposobom (a s pouzitim 16% PEG 6000) vykazuji jednoznacne
zretelnejSi a vyraznejsi pik v oblasti absorbcie DNA oproti vzorkdm izolovanym z
homogenatu s vodou. Tento jav je dany tym, ze z homogendtu pripraveného s lyzaénym
¢inidlom s CTAB v prostredi 16% PEG 6000 boli namerané vyssie hodnoty absorbancie pri
vinovej dizke 260 nm.

Na zaklade vysledkov mézeme teda predpokladat’, ze 16 % PEG 6000 je pravdepodobne
efektivnejsi pre dany typ izolacie, ako 8 %. Tento vysledok bol potvrdeny aj vysledkami
gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR (Obrazok 12).

Ako mozno vidiet’ z Obrazku 12, boli viditelné len dva nevyrazné amplikony, a to len pri
niektorych DNA ziskanych izolaciou z homogenatu s vodou v pritomnosti 16 % PEG 6000 (z
riedeného doméceho kecupu). Taktiez vidime, ze amplikony su vel'mi slabej intenzity, preto
usudzujeme na pritomnost’ inhibitorov PCR. Naproti tomu, agar6zovy gél produktov PCR
DNA izolovanej z homogenatov pripravenych s lyza¢nym ¢inidlom CTAB v prostredi 16 %
PEG 6000 mdzeme vidiet' na Obrazku 14. Amplikony boli pre vacSinu vzoriek detegované.

Utinnost’ lyzaéného &inidla s CTAB bola potvrdena v celej rade publikacii ako efektivneho
prostriedku pre izoldciu DNA z rastlinnych materidlov s vysokym obsahom polysacharidov,
polyfenolov, ¢i inych potencialnych inhibitorov PCR. Sahu a kol. (2012) [3] taktiez potvrdil,
ze pomocou ¢inidla s CTAB je mozné izolovat’ vysoko kvalitnt DNA, vhodnu pre d’alSie
rozli¢né analyzy, vratane PCR a to aj z rastlinnych vzoriek s vysokym obsahom potencialnych
kontaminantov.
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4.4.2 Vplyv spracovania vyrobku na kvalitu a mnoZstvo izolovanej DNA

Ako vyplyva z Obrazkov 14 a 15, vysledky gélovej elektroforézy potvrdili rozdiely v
amplifikacii DNA izolovanej z Cerstvych a z potravinarsky spracovanych paradajkovych
vyrobkov, a to napriek tomu, ze koncentracie DNA boli priblizne rovnaké, rovnako aj
ukazovatele jej Cistoty. DNA izolovana z Cerstvej paradajky vykazuje po amplifikécii omnoho
intenzivnejSie amplikony v oblasti Specifickych produktov PCR, nez DNA z potravinarskych
produktov z paradajok vyrobenych. Mo6zme teda na zdklade toho predpokladat, ze DNA
izolovana z Cerstvych paradajok je lepSie amplifikovatelna, a teda, ze potravinarske vyrobné
procesy maju do istej miery negativny vplyv na amplifikovatel'nost’ izolovanej DNA. Tento
jav by mohol byt’ spdsobeny degradaciou DNA (napriklad vplyvom tepla pri potravinarskom
spracovani).

N. Gryson (2010) [91] vo svojej praci taktiez potvrdil, Ze mnohé procesy spracovania
potravin vedu k degradacii DNA na menSie fragmenty. PCR s templatovou DNA izolovanou
z takychto matric je napriek fragmentacii moznd, avSak vysledky mézu byt ovplyvnené,
rovnako aj metdda extrakcie takejto DNA.

Mozno tiez predpokladat’ pritomnost’ inhibitorov PCR koextrahovanych s DNA
v niektorych tepelne upravenych potravinach, ako je vidiet napriklad pri DNA z
paradajkového pretlaku OTMA, ktord sa opakovane amplifikovala lepSie pri desatndsobnom
riedeni ako pri neriedenej DNA. Riedenim mohlo dojst prave k zniZeniu koncentracie
inhibitorov PCR a zaroven mnozstvo DNA pre amplifikdciu bolo stdle postacujuce. Pri
spracovanych paradajkovych vyrobkoch sa o nieco lepSie amplifikoval kratsi usek DNA (s
pouzitim primerov F a R 26 S pre 220 bp produkt) oproti dlhSiemu, 700 bp tseku, co taktiez
moze svedCit’ o degradacii izolovanej DNA vplyvom potravinarskeho spracovania.

4.4.3 Vplyv pouzitia PCR enhanceru na amplifikovatelnost’ izolovanej DNA

Porovnanim vysledkov agar6zovej gélovej elektroforézy Specifickych produktov PCR s
pouzitim enhanceru s ostatnymi vysledkami bez pouzitia enhanceru v zmesiach pre PCR sme
zistili, Ze s pridavkom enhanceru sa zvysila intenzita detegovanych amplikonov a zaroven sa
zvysil aj pocet DNA, pri ktorych sa po amplifikacii objavil viditeI'ny amplikon. Napriklad pre
neriedené DNA izolované z paradajkového pretlaku OTMA sa nam bez pridavku enhanceru
doposial’ nepodarilo gélovou elektroforézou detegovat’ ziadny Specificky PCR produkt, na
zaklade ¢oho sme predpokladali pritomnost’ inhibitorov PCR. S pouzitim enhanceru bol
opakovane detegovany amplikén po amplifik4cii neriedenej DNA z paradajkového pretlaku
OTMA. Na zédklade uvedenych vysledkov predpokladdme pritomnost inhibitorov PCR a
vyznam pouzitia PCR enhanceru pre lepSiu amplifikovatelnost’ izolovanej DNA za danych
podmienok.

4.4.4 Vplyv prezrizania vyizolovanej DNA na jej kvalitu

Ako mozno vidiet z tabulieck 9, 10 a 11, koncentracie izolovanej DNA boli pred
prezrazanim etanolom o nieCo niz§ie v porovnani s hodnotami koncentracii po prezraZani.
Avsak porovnanim parametrov Cistoty, pripadne absorbénych kriviek na Obrazkoch 14 a 15
mozno pozorovat rozdiely v Cistote zakoncentrovanej DNA oproti povodnym izolatom.
Procesom prezrézania sa teda mierne zvysila koncentracia DNA izolovanej z paradajkového
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pretlaku OTMA a doméceho kecupu (Obrazok 10). Za danych okolnosti amplifikovatelnost’
pomocou PCR nebola overend. Pre porovnanie so Standardnou metddou izolacie bola tiez
zmerand koncentracia DNA pozitivnej kontroly z B. oleracea o koncentracii 10 ng/ul
(Obrazok 19), u ktorej mozno vidiet’ priebeh absorpénej krivky DNA vysokej Cistoty.

Ako je zrejmé z hodnot koncentracii v Tabulkdch 5, 6 a 7 v kapitole 4.3.1, postup
prezrdzania DNA izopropanolom (podobne ako etanolom) nijakym vyraznym sposobom
nepomohol DNA zakoncentrovat. Hodnoty koncentracii boli po prezrazani v niektorych
pripadoch este nizsie, ako v povodnom izolate. Tento jav by mohol byt sposobeny vysokymi
stratami pri jednotlivych pracovnych tkonoch, k ¢omu by do urcitej miery mohol prispievat’
aj charakter vyrobku pouzitého pre izolaciu DNA.

Specifické produkty PCR boli nanesené na agardzovy gél (Obrazok 21), na ktorom bol len
jediny vyrazny amplikon pre pozitivnu kontrolu. Na ziklade takéhoto vysledku
predpokladdme, Zze uvedena DNA sa neamplifikovala, pravdepodobne kvoli nedostatocne;j
Cistote. Z homogenatov vyrobkov pripravenych vo vode sa pravdepodobne vo vicSej miere
koextrahujii inhibitory PCR (polyfenoly, proteiny, polysacharidy apod.) z rastlinného
materidlu. Mnohi autori tiez overili, ze inhibitory PCR mézu byt do vzoriek vnesené aj
v procese manipulacie s DNA, vcetne jej izolacie a purifikacie. (Katcher a Schwartz, 1994
[95]; Burkardt, 2000 [96]; Peist et al., 2001 [68]; Demeke a Jenkins, 2010 [72]). V praci
Schardera a kol. (2012) [60] boli tiez ako jedny z moZznych inhibitorov PCR popisané aj
alkoholy, predovSetkym etanol aizopropanol, ktoré v zbytkovych mnozstvach vo vzorke
moZzu tiez sposobit’ inhibiciu PCR.

4.4.5 YV plyv skladovania na amplifikovate’nost’ DNA

Koncentracia DNA bola stanovend meranim absorbancie pri vlnovej dizke 260 nm.
Vysoké hodnoty absorbancie pri uréitych vinovych dizkach, & uréité hodnoty ich pomerov
znadia pritomnost’ prisluSnych znecistujucich latok, akymi st napriklad proteiny, ¢i RNA.
Ako je zrejmé¢ z Tabulky 9, hodnota Azonmposonm bola 1,45 pri DNA izolovanej z
paradajkového pretlaku OTMA a 1,38 zo zemiakovych lupienkov. To vypoveda o pritomnosti
ur¢ittho mnozstva proteinov, ktoré v priebehu izolacie DNA neboli odseparované.
Pritomnost’ proteinov v izolate DNA by pocas skladovania mohla spdsobit’ degradaciu DNA
(v zavislosti na charaktere pritomnych proteinov), ¢o by mohlo mat vplyv na jej
amplifikovatel'nost. Z hodndt pomeru absorbancii Ajgonm23onm Zrejme taktiez vyplyva, ze
fenolické latky v DNA su pritomné a neboli v priebehu procesu izolacie uspesne eliminovné.
Koncentracia DNA 12,1 ng/ul (paradajkovy pretlak OTMA) a 16,0 ng/ul (zemiakové
lupienky) je nizka, pre potrebu PCR je ale postaujuca. To sa potvrdilo gélovou
elektroforézou produktov PCR, nakol'ko amplikony boli detegované, PCR teda prebehla, ale
produkty PCR neboli prili§ vyrazné v dosledku nizkej pociato¢nej koncentracie, pripadne
v dosledku pritomnosti inhibitorov PCR (Obrazok 23 a 24). Mozno predpokladat’, Ze i pocas
izolacie dosSlo k stratdim DNA, ktorych obmedzenim by sme mohli koncentraciu DNA
v izolate zvysit.

Pritomnost’ou vyrazného amplikonu pre pozitivnu kontrolu v oblasti 700 bp a zarovei jeho
absenciou pre kontrolu negativnu sme potvrdili spravnost’ vysledkov PCR. Pri zemiakovych
lupienkoch  doslo  k amplifikdcii anaslednej detekcii produktu PCR len po
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amplifikacii neriedenej DNA, kde bola koncentracia DNA najvyssia. V riedenych vzorkach
pravdepodobne mnozstvo DNA nebolo postacujice pre priebeh reakcie, ¢o malo za nésledok
absenciu produktu PCR na agar6zovom géli.

Pri paradajkovom pretlaku OTMA PCR produkt nebol detegovany pri amplifikacii
neriedenej DNA, ale ani pri 100-nasobnom riedeni. Mozno teda usudit, Ze optimalnym
riedenim bolo riedenie 10-krat, kedy koncentrdcia DNA bola eSte postacujuca ako templat pre
PCR, ale zaroven sa zriedila koncentracia niektorych latok koextrahovanych s DNA
(inhibitory PCR), ktoré mohli potencialne priebeh PCR narusit’.

Skladovanie, ako izolovanej DNA, tak aj homogenatu v lyza¢nom roztoku s CTAB pri -20
°C po dobu 7 mesiacov, nemalo vplyv na amplifikaciu Specifického iseku DNA v PCR. Plati
to pre DNA izolovanu z paradajkového pretlaku OTMA aj zemiakovych lupienkov.

4.4.6 Amplifikacia Specifického produktu PCR z kontrolnej DNA Brasica oleracea o
réoznych koncentraciach.

Pre kontrolu komponentov boli pre PCR pouzité ako nové, tak aj staré komponenty,
vratane DNA polymerdzy, pricom v oboch pripadoch sme dospeli k rovnakému vysledku.
Optimalne mnozstvda DNA pre pouzitie za i€elom amplifikéacie boli 20 ng a 2 ng. Pri 0,2 ng
bola DNA este stale amplifikovatel'na (koncentracia bola postacujuca), aj ked’ amplikén nebol
prili§ vyrazny. Posledné riedenie (20 pg) sa vSak uz neamplifikovalo tak, aby bol amplikén
detegovany.

Tieto vysledky tiez naznacuju, ze vo vzorkich DNA z potravinarsky spracovanych
zeleninovych vyrobkov dochddza k problémom s amplifikdciou nielen kvoli nizkym
koncentracidm DNA, ale pravdepodobne aj kvoli jej znecisteniu, pripadne degradacii DNA.
Pri pouziti pozitivnej kontroly z B. oleracea sa totiz za vzniku intenzivneho produktu PCR
amplifikovala aj DNA v mnozstve 0,2 ng, ¢o je koncentracia zna¢ne niz§ia, ako koncentracie
DNA, ktoré sa nam podarilo izolovat’ zo spracovanych vyrobkov.

4.4.7 Porovnanie vplyvu réznych magnetickych ¢astic na kvalitu a mnoZstvo izolovanej
DNA

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze izolacia DNA pomocou magnetického porézneho skla
nie je tak efektivna, ako ostatnymi testovanymi casticami (HPS B-M-NH,, a P(HEMA-co-
GMA)). Koncentracie DNA ziskané pomocou magnetického porézneho skla neboli vic¢Sinou
omnoho niZSie, nezZ pri pouziti ostatnych typov magnetickych castic.

Obrazok 30 ciastotne poukazuje na rozdiely v koncentracii a Cistote DNA izolovanej
jednotlivymi ¢asticami, a to pre kazdy potravinarsky produkt samostatne, kde u kazdého, az
na vynimku zrelého plodu paradajky, je absorpénd krivka DNA izolovanej magnetickym
poréznym sklom najspodnejSou zo vsetkych troch.

V absorpénych spektrach pre vSetky Castice méZzeme tiez pozorovat’ posun maxima piku
absorpénych kriviek smerom k vy$$im vinovym dizkam, &o je dané znegistenim proteinmi.
Okrem proteinov je zrejme pomerne vyrazné aj znecistenie fenolovymi latkami. Pritomnost’
proteinov by mohla mat’ za nésledok zhorSenie skladovatel'nosti izolovanej DNA, nakol'ko by
mohlo dochadzat’ k enzymatickému rozkladu DNA, v zdvislosti od charakteru pritomnych
proteinov.
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Ako vyplyva z Obrazkov 31 a 32, vysledky gélovej elektroforézy potvrdili
amplifikovatel'nost DNA izolovanej pomocou castic HPS B-M-NH, a P(HEMA-co-GMA).
Metody izolacie vyuzivajlice adsorpciu DNA na pevni fazu teda poskytuju DNA o
postacujucej koncentracii pre potreby PCR a su pre tento ucel vhodné. Izolaciou DNA
pomocou magnetického porézneho skla sa ndm nepodarilo za danych podmienok dosiahnut’
postacujice mnozstvo izolovanej DNA pre amplifikaciu. Vynimkou bola len DNA izolovana
z paradajkového listu, ktora sa amplifikovala mozno vd’aka vic¢Siemu mnozstvu DNA. Na
zaklade tohto vysledku mézeme potvrdit’ obsah znec€istujucich latok v izolovanej DNA, ktoré
modzu ovplyviovat’ amplifikdciu DNA, ¢i samotné stanovenie koncentracie DNA. Stanovenie
koncentracie DNA ovplyviiuji predovsetkym fenoly a proteiny, pretoze absorbuju v oblasti
UV ziarenia. Hodnoty absorbancie tychto latok sa prekryvaju s hodnotami absorbancie DNA,
preto stanovenie koncentracie DNA z hodndt Ajsonm nemusi byt presné.
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5 ZAVER

Mikrometddou s vyuzitim 3 typov magnetickych nosiCov je mozné izolovat DNA
z vybranych potravinarskych vyrobkov, ktorymi boli paradajkovy pretlak OTMA, kecup
OTMA a kecup domaci. Tato metoda rychlo, lacno a jednoducho poskytla DNA v kvalite
vhodnej pre vyuzitie v PCR. Optimélny postup izolacie bol nasledovny. Priblizne 0,7 g
potravinovej vzorky bolo homogenizovanej kopistom v Eppendorfovej skumavke za chladu
v mrazenom kovovom bloku s pridavkom 500 pl ¢inidla s CTAB a 1ul merkaptoetanolu.
Dokladne homogenizovany material bol inkubovay v termostate pri teplote 60 °C po dobu 30
minit. Po inkubacii boli vzorky odstredené pri 14500 ot./10 min. 100 pl supernatantu
homogenatu, spolu so 400 ul 40 % PEG 6000 (vyslednd koncentracia bola 16 %), 400 ul 5 M
NaCl a 100 ul magnetickych castic o koncentracii 2 mg/ml, bolo pouzitych do separacnej
zmesi pre izolaciu DNA. DNA bola eluovana do 100 pl TE pufru 1 hodinu pri laboratornej
teplote a nasledne umiestnena do chladnicky do druhého dna.

Boli zaznamenané rozdiely v mnoZzstve a kvalite izolovanej DNA, v zavislosti od
pouzitych magnetickych nosi¢ov a typu analyzovanej vzorky. Ako najvhodnejSie sa ukdzali
castice P(HEMA-co-GMA) a HPS B-M-NH,, kde v oboch pripadoch bola izolovana DNA
v kvalite pre PCR. Magnetické porézne sklo bolo pre izolaciu DNA z daného typu matrice
menej vhodné.

VysSie koncentracie amplifikovatelnej DNA boli dosiahnuté hlavne pri cCerstvych
produktoch (paradajkové listy, zrelé a nezrelé plody), oproti produktom potravindrsky
spracovanym (paradajkovym pretlak OTMA, domaéci kecup a kecup OTMA). Potvrdil sa
vplyv spracovania vyrobku na kvalitu DNA.

IntenzivnejSie produkty PCR bli detegované pri amplifikacii kratSieho tiseku izolovanej
DNA (220bp), s pouzitim primerov F 26 S a R 26 S, v porovnani s dlhsim, 700 bp tisekom,
pre ktory boli pouzité primery F 5,8 S a R 18 S. Tento vysledok potvrdzuje degradéaciu
molektl DNA vplyvom tepelnej upravy vyrobkov.

Pri niektorych vzorkdch DNA, najmd pri paradajkovom pretlaku OTMA sa potvrdila
koextrakcia inhibitorov PCR, nakol’ko bola izolovanA DNA opakovane lepSie
amplifikovatel'nd az po vyrierdeni. Potvrdil sa aj vplyv pouzitia PCR enhanceru na
amplifikovatel'nost’ izolovanej DNA.

Zisten¢ minimalne mnozstvo kontrolnej DNA Brasica oleracea pouzit¢ v PCR pre
detekciu produktu agar6zovou gélovou elektroforézou bolo 0,2 ng.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A ZNACIEK

bp pary bazi (z angl. base pairs)

CTAB cetyl trimetylamonium bromid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP 2"~ deoxyribonukleotid- 5 -trifosfat

dsDNA dvojvldknova DNA (z angl. double-stranded DNA)

EDTA etyléndiamintetraoctova kyselina

EtBr etidium bromid

HPS B-M-NH; poly(styrén-co-divinylbenzén) — hypersietované mikrocastice

MPG magnetické porézne sklo (z angl. magnetic porous glass)

P(HEMA-co-GMA) poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat)

PCR polymerazova ret'azova reakcia (z angl. polymerase chain reaction)

PEG polyetylénglykol

PLA poly(mlie¢na) kyselina (z angl. polylactic acid)

PMMA polymetylmetakrylat

PS polystyrén

PVA polyvinylalkohol

PVP polyvinylpyrrolidon

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR spitna polymerazova retazova reakcia (z angl. reverse transcription
polymerase chain reaction)

SDS dodecylsulfat sodny

SEM skenovacia elektronovd mikroskopia (z angl. scanning electron
microscopy)

ssDNA jednovldknova DNA (z angl. single-stranded DNA)

TBE tris-borat-EDTA

TE tris-EDTA

T™MA tetrametyl amonium
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