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Abstrakt

Fermentované mlé¢né vyrobky S obsahem probiotickych mikroorganismt, které se
vyznacuji pfiznivymi U¢inky na stfevni mikrofloru, jsou v dnesni dobé konzumovany ve
velkém mnozstvi. Nabidka vyrobkd, do kterych jsou mikroorganismy ptidavany, se
V poslednich letech velmi rozsitila. V soucasné dob¢ jsou na trhu dostupné nejen mlécné, ale
naptiklad i masné ¢i zeleninové vyrobky tohoto typu.

Cilem prace je seznameni se S probiotickymi mikroorganismy, popis jejich vyuziti
V potravinafstvi a toho, zda maji pro nas ,,Homo sapiens sapiens‘‘ pifiznivé ¢i nepfiznivé
ucinky a dokazat pritomnost téchto bakterii ve vybranych fermentovanych mléénych
vyrobcich.

Klic¢ova slova

MIécné bakterie, probiotika, prebiotika, fermentované mlééné vyrobky, polymerazova
fetézova reakce (PCR)

Abstract

Fermented dairy products containing probiotic microorganisms which are distinguished by
favorable effects on the intestinal microflora, are in present time consumed in large quantities.
Products range in which microorganisms are contained in recent years expanded greatly. On
the market are currently available not only milk, but also meat or vegetable products of this

type.

The aim of work was to get acquainted with probiotic microorganisms, a description of
their use in food industry, and whether they have for us “Homo sapiens sapiens,, favorable or
unfavorable effects. In the practical part of work was showed the presence of probiotic
bacteria in fermented dairy product using the polymerase chain reaction methods.

Keywords

Lactic acid bacteria, probitic, prebiotic, fermented dairy products, polymerase chain
reaction (PCR)
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1 UVOD

Probiotika jsou Zivé organismy, které pfinaseji zdravotni prospéch svému hostiteli. Mnoho
lidi si ani neuvédomuje, ze probiotické mikroorganismy jsou piitomny v celé fad¢ potravin,
jako jsou mlécné ¢i masné vyrobky a ani netusi, jaky vliv na lidsky organismus maji. Jiz po
staleti jsou probiotické mikroorganismy vyuzivany pii vyrobé celé fady kysanych mlénych
vyrobki, syri, masnych vyrobkd, ale i ¢okolady nebo détské vyzivy.

Sterilni travici trakt ma pouze dit€ po narozeni. Travici trakt je prubézné osidluje v
zavislosti na stravé. Bakterialni osidleni traviciho traktu se v pribéhu lidského zivota méni.
Trvé ptiblizn¢€ dva roky, nez se mikroflora ditéte ustali. Celkové slozeni mikroflory traviciho
traktu u starSich osob se vyrazné méni, nebot” dochazi ke sniZzovani poctu bakterii
Bifidobacterium, nékdy bakterie Bifidobacterium zcela vymizi.

Jako probiotika se nejcastéji pouzivaji kmeny bakterii, jako jsou laktobacillus a
bifidobakterie. Diky pisobeni probiotickych mikroorganismd, které napomahaji zachovani
optimalniho sloZeni stfevni mikroflory, je lidsky organismus Iépe odolny proti riznym
patogenim. Pfitomnost probiotik v produktech, které konzumujeme je pro nase télo
prospésna, protoze pomaha k udrZzeni homeostdzy. Diky zlepSeni stavu sttevni mikroflory
v disledku piisobeni probiotickych bakterii, je nd§ imunitni systém Iépe odolny proti riznym
nakazam. Tyto kmeny pomahaji zejména pii 1€cb¢ sttevnich onemocnéni, jako je naptiklad
prijem. Z toho divodu je vhodna konzumace potravin ¢i doplika stravy s obsahem probiotik
jako prevence pii cestdch do ciziny. Probiotika snizuji aktivitu nebezpecnych latek, které
vznikaji pfi Spatném traveni ve stieveé. Stejny pozitivni efekt je vyuzivan po 1é€be antibiotiky
nebo u pacientli s chronickym onemocnénim tlustého stieva. Bylo prokazano, ze ptitomnost
bakterii Laktobacillus acidophillus zpisobuje v disledku rozkladu zlu¢ovych kyselin snizeni
vysoké hladiny cholesterolu v organismu.

Celkove lze tedy fici, ze konzumace probiotickych mikroorganismii ma pozitivni vliv na
lidské zdravi. Potraviny s obsahem probiotickych mikroorganisma by mély byt zafazeny do
zdravého jidelni¢ku, abychom si udrzeli stabilni stav stievni mikroflory, aby tak Iépe chranéni
proti vzniku celé fady chronickych a infekénich onemocnéni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Jako probiotické mikroorganismy, neboli probiotika oznacujeme aktivni kultury, které
s lidskym organismem Zziji v symbioze a ptispivaji lidskému organismu ke zdravi.[1] Muzeme
je nalézt v Gstni duting, v nose, ale pifedevsim ve stievech, kde je jejich vliv na zdravi hostitele
nejvyznamnéjsi.[2]

Mikroorganismy, které jsou oznaCovany jako probiotické¢, musi spliiovat celou fadu
podminek a vykazovat mnozstvi vlastnosti. Hlavni a nejdiilezitéjsi je, jejich bezpecny a
pozitivni vliv na lidsky organismus, a to bez jakychkoli negativnich vedlejsich ucinkd.
Doporutend denni davka je 10°-10° Zivotaschopnych probiotickych organismi pro
nejucinnéjsi priznivy ucinek na lidsky organismus [3][4]

Probiotické mikroorganismy pouZivané v potravinafstvi musi byt schopné odolat
zalude¢nim §tavam a expozici Zluci, protoze musi piezit prichod zazivacim traktem az do
sttev. Krom¢& toho musi byt schopny pomnozit se a tim nasledné kolonizovat travici trakt.
V neposledni fadé, je velmi dilezité zachovani jejich G¢innosti neboli zivotaschopnosti po
celou dobu trvanlivosti vyrobku, v némz jsou probiotické mikroorganismy obsazeny.[1]

2.1.1 Historie probiotik

Slovo probiotikum vzniklo z teckého slova ,,pro bios‘‘, v ptekladu ,pro Zivot‘*. Na
pielomu 19. a 20. stoleti rusky védec a doktor Ilja I1ji¢ Meénikov, objevil ve zkoumaném
jogurtu zvlastni bakterie produkujici kyselinu mléénou. K objevu jej piivedlo studium
dlouhovékosti a vitality obyvatel Bulharského venkova. Zakladem jejich stravy byly pravé
fermentované mlécné vyrobky, konkrétné jogurty. V roce 1908 byl za sviij vyzkum
imunitniho systému odménén Nobelovou cenou za medicinu.[2]

V Japonsku roku 1980 byl poprvé vyuzit termin funk¢ni jidlo pro potravinové produkty,
které maji specialni vlastnosti a ptiznivé ovliviuji lidské zdravi. V roce 1984 byl poprvé
piedstaven koncept funkénich potravin, japonskym védcem, ktery studoval vztah mezi
vyzivou a posilenim fyziologického stavu organismu. Potravina miize byt povaZzovana za
funkéni, jen v piipadé, kdy jeji ptiznivy vliv na jednu nebo vice télesnych funkci mimo
pfiméfenych vyzivovych G¢inkd na zdravotni stav nebo sniZeni rizika onemocnéni, byl
dostatecné prokazan. Jejich ptiznivy vliv se musi projevit jiz pii konzumaci mnozstvi
odpovidajicim bézné potraving.

2.1.2 Probiotické bakterie

V soucasné dob&é mezi probiotika fadime kmeny Lactobacillus, Bifidobacterium [5]. Ty
jsou nejcastéji obsazeny ve fermentovanych mléénych vyrobeich nebo v doplicich stravy ¢i
lécich.

Prikladem- jinych probiotik nehumanniho ptivodu je Saccharomyces boulardii , které se
pouziva pfi fermentaci mléénych vyrobkli po mnoho let. [6] Na rozdil od mnoha jinych, toto
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probiotikum nebylo izolovano z lidskych vykalt, ale z ovoce. [1] V potravinaistvi jej i pfesto
bylo mozné pouzit, nebot’ si zachovalo své terapeutické vlastnosti, mezi které patii schopnost
zachovani zivotaschopnosti béhem vyroby 1 v prubéhu tranzitu ptes zaludek a tenké stievo.
Diky tomu mutize spotiebiteli poskytnout pozadované zdravotni vyhody.

Mikroorganismy nejcastéji pouzivané jako probiotika, patii do heterogenni skupiny
bakterii mlé¢ného kvaSeni Lactobacillus, Entercoccusa do rodu Bifidobacterium. Dalsimi
mén¢ roz§ifenymi probiotickymi mikroorganismy jsou kmeny Streptococcus, Escherichia
coli, Bacillus a Saccharomyces. Bakterie Streptococcus thermophilus byla pouzita v
probiotikach pro zlepSeni traveni laktozy u pacienti s nesnasenlivosti [7].

Bakterie mlécného kvaseni (Lactic Acid Bacteria — LAB) tvofi vyznamnou skupinu
mikroorganismii pouzivanych nejen pifi vyrobé fermentovanych mléénych produkti. V
soucasné dob¢ se bakterie mléEného kvaseni vyuzivaji pti vyrobé mlécnych fermentovanych
potravin nebo se mohou piidavat do zeleniny, masa a vina [8].

Jak uz bylo zminéno, probiotika se nejlépe aplikuji do mléénych vyrobku, jako jsou
jogurty, kefir nebo mlééné napoje. [9] Do mlécnych vyrobki se velmi Casto pridavaji
probiotické kmeny bakterii, plisni nebo kvasinek. [10] Vétsina dostupnych probiotickych
piipravku se prodava v kombinaci s Lactobacillus species nebo Bifidobacterium species. [11].
Vicedruhové probiotické smési jsou ve srovnani se smésmi s jednim kmenem probiotik stale
popularnéjsi, protoze mohou mit aditivni nebo dokonce synergické ucinky, takze mohou mit
za nasledek vys$si uc¢innost [12]. Nekteré bakterie mlécného kvaSeni jsou uvedeny
v Tabulce 1. Kromé nich se v soucasné dobé pouzivaji v probiotickych pfipravcich i kmeny
Bacillus sp., E. coli Nissle 1917 kvasinky (S. boulardii, S. cerevisiae) nebo vlaknité houby
(Aspergillus oryzae). Probiotické piipravky at uz z jednoho bakteridlniho kmene, nebo
jakosoubor probiotickych produktii, mohou byt k dispozici bud’ v kapalné formé¢, prasku,
gelu, pasty, granuli nebo ve form¢ kapsli ¢i tablet. [13]

Probiotické mikroorganismy jsou pro ptimou nebo nepiimou lidskou spotfebu primarné k
dispozici ve tiech raznych typech formach: 1) kultura ptidavana do potravin (suSené nebo v
hluboce zmrazené formé) 2) potravinaiské vyrobky (fermentovany nebo nefermentovany) a
3), doplnky stravy (Ié¢ivé piipravky v prasku, kapslich nebo tabletach). [14]

Tabulka 1 Bakterie mlécného kvaseni

Lactobacillus | Bifidobacterium | Jiné mlé¢né bacterie Jiné

L. acidophilus | B. adolescentis Enterococcus faecium Escherichia coli strain Nissle
L. casei B. animalis Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisae

L. crispatus B. bifidum Leuconstoc mesenteroides | Saccharomyces bourlardii

L. curvatus B. breve Pediococcus acidilactici

L. delbrueckii | B. infantis Streptococcus thermophilis

L. farciminis | B. lactis Streptococcus diacetylactis

L. fermentum | B. longum Streptococcus intermedius




L. gasseri B. thermophilum

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

2.1.3 Utinky probiotik na lidsky ogranismus

Utinek probiotik na lidsky organismus je v soudasné dobé intenzivné studovan.
Mikroorganismy pouZivané jako probiotika je nezbytné dikladné testovat, aby spliovaly
bezpecnostni normy stanovené Evropskou unii (EU). Hlavni 0¢inky probiotickych
mikroorganismii jsou prokazovany klinickymi pokusy, také pomoci testt tzv. ,,in vitro‘* (ve
zkumavce), které vyzaduji ovéfeni ,,in vivo‘‘ (v bunce) se zjistili dal§i vyznamné ucinky
probiotik.[15]

Podle poslednich vyzkumut jsou probiotika pouZivana zejména pro 1éCbu infekénich
onemocnéni, poskytuji tlevu od chronickych stfevnich zanétlivych onemocnéni, imuno-
modulace, pfispivaji ke snizeni cholesterolu [16], zlepSuji traveni laktdézy, maji
antihypertenzni G¢inky, antioxida¢ni ucinky [17], zlepSuji ochranu proti rakoviné, zejména
tlustého stieva a mocového méchyie [18], snizuji ptiznaky alergie zejména u kojencd [19],
napomahaji snizit obezitu a maji vliv na stfevni mikrofléru [20]. Soucasné zvysuji schopnost
piirozené imunitni funkce lidského organismu, maji protinadorové a ani-infekéni schopnosti,
a proto chrani proti rakovin¢ a aktivuji neutrofily a nukleové kyseliny v bunkach.

2.1.4 Vyuziti pobiotickych bakterii

Mezi nejlepsi prostiedi pro pienos a uchovu probiotickych bakterii patii mléko. Mléko
podporuje rist probiotickych bakterii a pteziti pii pruchodu travicim traktem lidského
organismu. Zivotaschopnost probiotickych kmenti ve fermentovanych mléénych vyrobcich je
ovlivnéna antagonickou interakci probiotickych kultur a také produkci kyselin v kysanych
produktech. Existuje i fada nefermentovanych probiotickych mléénych vyrobkil jako je syr a
zmrzlina.

Mezi typické piiklady komerénich mléénych produkth patti pasterované mléko, jogurt,
zmrzlina, kysana mléka, syry a kojenecké mléko.[21]

2.1.5 Kysané mlécné vyrobky a napoje

2.1.5.1 Jogurt

Produkty oznafované ndzvem jogurt jsou mlé¢né vyrobky vzniklé prokysanim mléka
Cistou jogurtovou kulturou, kterd obsahuje mikroorganismy druhu Streptoccocus
thermophilus a Lactobacillus bulgaricus ve vhodném poméru. Vyroba jogurtu musi byt
provadéna z kvalitnich surovin. Hlavni surovinou, ktera nam urcuje konzistenci jogurtu, je
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mléko, které musi byt nezahusténé nebo rtizné zahusténé o rizné tucnosti. Tucnost pouzitého
mléka je rtuzna Vv zavislosti na druhu jogurtu. Nizkotuéné jogurty obsahuji 0-1% tuku a ty
vysokotucné az 10%. Smés se homogenizuje, opétovné se pasteruje a temperuje na zraci
teplotu. Pak se k ni pfida Cista mikrobialni kultura ve formé jogurtového zakysu. Mnozstvi
zakysu doba a teplota zrani je zavisla na dal$im technologickém postupu. Teplota 37-45°C se
pouziva pro kratkodobé zrani, davka zakysu se pohybuje okolo 2 - 4% a doba zrani trva 2 a
pul — 4 hodiny. Po uplynuté dob¢ je jogurt rychle ochladi pod teplotu 10°C a poté se staci do
nadob, kde bude probihat proces zrani. Po dosazeni pozadované kyselosti a konzistence se
rychle vychladi. Kysani se musi fidit, aby ve vysledku nebyl jogurt ptekysany, ale ani nesmi
byt nedokysany. Takovym technologickym postupem ziskdme bily jogurt, pokud z né&j
chceme vyrobit jogurt ovocny, pridava se do né€j ovocna slozka pred pInénim jogurtové smési
na dno kelimku ¢i ldhve nebo se pfimo do jogurtové smési zamichd ovocny sirup a srazi se
soucasné s jogurtem.[22]

V soucasné¢ dob& se zacal vyrdbét novy druh jogurtii tzv. ,Biojogurt”, ktery kromé
standardnich kultur S. thermophilus a L. delbriieckii ssp. bulgaricus obsahuje i dalsi zivé
probiotické druhy napt. L. acidophilus, L. casei, L. gasseri, L. rhamnosus, L. reuteri,
Bifidobacterium bifidum, B. animalis, B. longum subsp. infantis a B. longum subsp. longum.
[23]

2.1.5.2 Kefir

Kefir je oblibeny kysany, alkoholicky, mlécny produkt, ptiivodem z Kavkazu. Vyrabi se
pomoci tzv. kefirovych zrn, které¢ drzi pohromadé polysacharidova matrix zvana kefiran.
Kefirova zrna vzhledem pifipominaji kvétak a obsahuji komplexni smés bakterii mlé¢ného
kvaSeni (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc), octovych bakterii a kvasinek. Kvasinky
jsou ve fermentaci kefiru dilezité z divodu produkce ethanolu a CO,. Pii fermentaci kefiru
vznikd kyselina mlé¢nd, kyselina octova, CO,, ethanol a aromatické slouCeniny. Tyto latky
davaji kefiru jeho jedinecné senzorické vlastnosti: perlivost, kyselost, mirnou hotkost a
osvézujici chut’.

Konzumace kefiru ma nékolik vyhod: podporuje gastrointestinalni trakt, ma
antibakterialni, protirakovinné, imunitni a hypocholesterolemické ucinky. [16]

2.1.6 Dopliky stravy

Po pouziti probiotika jako dopliku stravy s Lactobacillus rhamnosus HNOO1 bylo
prokazano, ze pocet nukleovych kyselin se v burikach v lidském organismu zvySuje. [24]
U Lactobacillus casei, které patii do kmenu Shirota, bylo zjisténo, ze zvySuje cytotoxickou
aktivitu nukleovych kyselin v bunkach. [25]

2.1.7 Prebiotika

Prebiotika jsou slozky potravin, které jsou pro nas organismus nestravitelné, ale jsou stejné
dulezita jako probiotika, nebot’ podporuji rist a aktivitu stievni mikroflory a tak zlepsuji nas
zdravotni stav. Mezi nejvyznamnéjs$i pozitivni ucinky prebiotik na lidsky organismus patii
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pozitivni vliv na mikrofloru tlustého stfeva, snizeni energetického piijmu z potraviny,
potlaceni zacpy.

Prebiotika rozdélujeme do dvou skupin, ptirozena a synteticka. Syntetické probiotické
oligosacharidy mizeme pfipravit oligomeraci sachar6zy, laktdozy anebo chemickou upravou
skrobu. Od ptirozenych se nelisi strukturou, ale zpisobem vzniku.

Oligosacharidy jsou tézko stravitelné az nestravitelné latky, které se nachazeji v tlustém
sttevé a slouzi jako substrat pro nékteré zadouci bifidobakterie. VSechny oligosacharidy
nejsou vhodné pro pouziti v prebiotikdch, nékteré z nich zpisobuji nadymani anebo travici
problémy (tj. rafinoza, stachy6za).

Mezi nejvyznamnéjsi olidosacharidové prebiotikum patii o inulin. Mizeme ho ziskat
Z kofene cekanky, hliz topmnambury, cibule, Cesneku a z hliz jakonu. Jako ptidavek do
jogurtu, marmelad a nealkoholickych napoji se mize pouzit sirup z ¢ekanky a topinambur,
ktery ma velky obsah inulinu.[26]
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo vysvétlit zakladni pojmy tykajici se problematiky probiotik. Dale popsat
vyznam probiotik ve vyzivé ¢loveéka a jakym zptisobem plisobi na jeho zdravi.

DalSim cilem bylo naulit se detekovat probiotické mikroorganismy pii laboratornim
stanoveni rodli Lactobacillus a Bifidobacterium ve fermentovanych mlécnych vyrobcich
s probiotickou kulturou dodanych vybranou mlékarnou.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1

Material a metody

Pokud neni uvedeno jinak, byly nize uvedené postupy a metody pievzaty ze skript.
Analyza vybranych druhl bakterii mlééného kvaseni pomoci metod molekularni biologie
autorti Spanové a Ritticha. [28]

311

3.1.2

Pouzity vzorek probiotického mlééného vyrobku

Activia bila

MIlécny vyrobek - jogurt
Vyrobce: Danone a.s.
Vinohradska 2828/151

130 00 Praha 3, Ceska republika
Datum spotieby: 6. 4. 2015

Slozeni: mléko, mlécné bilkoviny, jogurtové kultury (Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus a Streptococcus salivarius thermophillus) a Bifidus ActiRegularis DN-
173 010. Obsah tuku nejméné 3,1% hmot sodik, vapnik nenasycené mastné kyseliny,
sacharidy.

Jihoc¢esky tradi¢ni jogurt bily

MIlé¢ny vyrobek - jogurt

Vyrobce: AGRO-LA, spol. s.r.o.

Dodavatel: Madeta, a.s.

Jiraskovo predm. 630

377 01 Jindtichiv Hradec, Ceska Republika
Datum spotieby 2. 4. 2015

Slozeni: mléko plnotu¢né, mléko suSené, ziva jogurtova kultura. Obsah tuku
7,2 g/200 g, sacharidy 10,2 g/200g, bilkoviny 11,8 g/200g

Pouzité bakterialni kmeny pro pozitivni kontroly

V experimentech byly pro izolaci DNA a ovéfeni u¢innosti specifické separace bunék pomoci
magnetickych ¢astic pouZity bakteridlni kmeny, které byly ziskdny z Ceské sbirky
mlékatskych mikroorganismi Laktoflora Tabor, CR (CCDM

Bifidobacterium brevis
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (CCDM 211/06)

Pristroje a pomucky

Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI
Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varsava, Polsko)
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e Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

e Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New jersey, USA)

e Analytick¢ vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New jersey, USA)

e Mikrovinna trouba PROLINE SM117

e Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)

e Zafizeni pro elektroforézu OWL Buffer Puffer™

e Zdrojelektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

e Transilluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany, USA)

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

e Thermocycler Minicycler ™ (BIO-RAD Lab., USA)

e Laboratorni sklo

e Spitky z umélé hmoty

e Dalsi laboratorni pomucky (Spachtle, 1zi¢ka, buni¢ina...)

3.1.4 Chemikalie

e Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e Nanéseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

e Ethidium bromid (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Fenol (Lachema, Brno, CR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

e Polyethylen glykol (PEG 6000) (FLUKA BioChemika, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

e Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

e Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)

3.1.5 Roztoky

e Lyzac¢ni pufr | (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)



4.1.5

Lyzaéni pufr 1l (10 mM Tris-HCI, pH7,8; 5 mM EDTA, pH8,0 a 3 mgml*
lysozymu)

Tris-HCI (Tris-baze, destilovana voda, kncentrovana HCI pro upravu pH)

TE pufr (1M Tris-HCI (pH 7,8), 0,5M EDTA (pH 8) a destilovana voda)

CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)

0,5 x TBE pufr (molarni Tris-base, molarni kyselina borita, destilovana voda a EDTA)
DNA standard (obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1100, 1200 a 1500 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)

Magnetické nosice

Magnetické polymerni nosi¢e PGMA byly ptipraveny Ing. D. Horakem, CSc. z
Makromolekularniho tstavu Akademie véd CR, Praha.

Tabulka 2: Charakterizace magnetickych nosicii

Pramér nosice -COOH
znaceni olymer* | Fe (%hm PDI* | Dn* | Dw*
poly Cehm) | [mM/g]
FkolB 1 poma | 536 0.7 116 | 0,70 | 0,81 0,67
100 ox

*PGMA - polyglycidyl methakylat, PDI — index polydispersity (pomér hmotnosti a po¢tu nosi¢i o pramérné velikosti), Dn — pocet
Castic primérné velikosti, DW — hmotnost ¢astic primérné velikosti

3.1.6

Komponenty pro PCR

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

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Primery specifické pro rod Bacteria (F_eub, R_eub) (citace)

Primery specifické pro rod Lactobacillus (R_alllact, F_alllact) (citace)
Primery specifické pro rod Bifidobacterium (Pbi F1, Pbi R2) (citace)

4.2 Lyze bakterialnich bunék

1 ml probiotického mlé¢ného vyrobku Activia bila od vyrobce Danone se centifugoval
pti 10 000 ot/min po dobu 3 minut v 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkach.
Supernatant se opatrn¢ slil a sediment se nechal okapat.

Sediment se resuspendoval v 1 ml lyza¢niho pufru I, nejdiiv se ptidalo 100 pul pufru,
dobie se promichalo a poté se pfidalo zbyvajicich 900 pul pufru a suspenze se opét
promichala.

Suspenze se centrifugovala pii 10 000 ot/min po dobu 3 minut.

K sedimentu se ptidalo 500 ul lyzacniho pufru II a dokonale se resuspendoval.
Vzorky se inkubovaly pil hodiny pti laboratorni teploté, obcas se promichaly.

K suspenzi se pridalo 12,5 ul 20% dodecyl siran sodného (SDS) a 5 pl proteinasy K
(100 pg/ml) a promichala se.
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Vzorky se inkubovaly pii 55°C do projasnéni roztoku (1 hodinu 30 minut). Vzorky se
obcas promichaly.
Stejné se postupovalo i s vyrobkem Jihocesky jogurt od vyrobce MADETA

Takto lyzované bunky jsou oznacovany jako hruby lyzat bakteridlnich bun¢k. Z hrubého
lyzatu se izolovala DNA metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych nosic¢t (Fkol
B1000x) v prosttedi 16% PEG 6000 a 2M NaCl.

4.3 Fenolova extrakce bakterialni DNA

K 500 pul lyzatu bunék se ptidal stejny objem fenolu (pfedestilovaného, pH bylo
upraveno na hodnotu 7,8). Smé&s se kyvavym pohybem opatrné promichavala 4
minuty.

Smés se centrifugovala pfi 15 000 ot/min po dobu 5 minut.

Pomoci Spicky s ustfizenym hrotem se odebrala vodni faze s DNA do Cdisté
Eppendorfovy zkumavky (nesméla se odebrat proteinova vrstva)

Vodni faze s DNA se doplnila TE pufrem na objem 500 ul a poté se piidalo 700 ul
smesi chloroform — isoamylalkohol (24:1). Smés se opatrné kyvavym pohybem
promychavala 4 minuty.

Smés se centrifugovala pii 15 000 ot/min po dobu 5 minut.

Horni vodni faze DNA se odebrala do ¢isté Eppendorfovy zkumavky.

DNA se precistilo srazenim ethanolem.

4.4 Srazeni DNA ethanolem

Pomoci automatické pipety se zmétil objem vzorku DNA ve zkumavce a celkovy
objem se upravil TE pufrem na 400 ul (pokud objem vzorku DNA nemél 400 pl).

Ke vzorku DNA se ptidala 1/20 objemu 3M octanu sodného (20 pl). Promichal se.
Pridal se 1 ml (2,5 nasobek objemu) ethanolu (96 %) vychlazeného na -20°C. Smés se
promichala.

DNA se srazelo pii -20°C po dobu 15 min.

Smés se centrifugovala pii 15 000 Ot/min po dobu 15 minut (pii 4°C). Opatrné se se
odlil supernatant. Dale se pracovalo se sedimentem.

Sediment DNA se vysusil v exikatoru (asi 10 min).

DNA se rozpustila v 100 ul TE pufru a uchovalo se pti 4°C (30 min).

Takto pifipravenda DNA se pouzila pro agarézovou gelovou elektroforézu a pro
spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA.

4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Roztok DNA v TE pufru se umistil do kiemenné spektrofotometrické kyvety piistroje
NanoPhotometer (Implen)

Méfila se absorbance Vrozmezi vinovych délek 220-320 nm proti TE pufru. Byly
odecteny hodnoty absorbanci pti 230 nm (minimum), 260 (maximum), 280 a 310 nm.
Z hodnoty absorbance Azeor2s0 se vypocetla koncentrace DNA.

17



4.6 Gelova elektroforéza bakterialni DNA

4.7

Pripravil se 0,8 % agarosovy gel (0,8 g agarosy na 100 ml TBE pufru); suspenze se
peclivé rozvatila v mikrovinné troubg, nechala se vychladnout na teplotu asi 60 °C,
nalil se do elektroforetické vanicky s hiebinkem a nechal se piil hodiny tuhnout. Pred
nanaSenim vzorkd na gel se hiebinek opatrné vyjmul.

V mikrozkumavce se smichalo 15 ul DNA s3pul nanaseciho pufru (6- krat
koncentrovany). Smés se nanesla do komurky gelu.

Gel se vlozil do elektroforetické vani¢ky v takové orientaci, aby zaporné nabitda DNA
migrovala k anodé. Vanicka s gelem se opatrné pievrtstvil TBE pufrem do vysky 2-3
mm nad gel a zapnul se zdroj gelové elektroforézy ( 80 V 1,5 hod).

Separace se ukoncila v okamziku, kdy bromfenolovd modi obsazena v nandsecim
pufru doputovala do 2/3 délky agarosového gelu.

Po skonceni elektroforézy se gel obarvil ethidium bromidem (0,5 ug/ml) po dobu
10 minut.

Gel se oplachnul v destilované vod¢ a umistil na transluminator a vyhodnotil se v UV
svétle pti vlnové délce A = 305 nm.

Provedla se fotograficka dokumentace.

Izolace  DNA z hrubého lyziatu bunék z mlé¢nych vyrobki pomoci
magnetickych mikrocastic

Kizolaci DNA byl pouzit hruby lyzat bun¢k bakterialnich kultur, které jsou obsazeny
Vv mlécném vyrobku Activia od vyrobce Danone a Jihocesky jogurt od vyrobce Madeta.
Separace byla provedena pomoci magnetickych mikrocastic polyglycidyl methakrylatového
typu P(GMA) na jejichZ povrchu jsou navazany karboxylové funkéni skupiny v prostiedi 16%
PEG 6000 a 2M NaCl.

Po smichani komponent (Tabulka 3) se smés inkubovala 10 minut pii laboratorni
teploté.

Smeés se umistila do magnetického separatoru (se zasunutym magnetickym pasem) a
magnetické Castice se separovali 5 min pfi laboratorni teplot¢.

Po uplynuti uvedené doby se opatrné odebral supernatant.

Z magnetického separatoru se vyjmul magneticky pas, do mikrozkumavek s ¢asticemi
se ptidalo 500 pul 70 % ethanolu.

Vzorek se promichal, do separitoru se zasunul magneticky pas a po 2 minutach se
ethanol opatrné€ odebral.

Mikrozkumavky se vyjmuli ze separatoru a ethanol se nechal odpafit.

DNA adsorbovand na magnetickych casticich se eluovala pfi laboratorni teploté do
50 pl TE pufru.

Po 5 minutdch se Castice odseparovali pomoci magnetického separatoru a eluat
obsahujici DNA se odebral do ¢istych mikrozkumavek.
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Tabulka 3: Komponenty separacni smési pro izolaci DNA magnetickym nosicem

Krok Slozka Podil (pl)
1 NaCl (5M) 400
2 DNA 100
3 PEG 6000 (40%) 400
4 | Magneticky nosi¢ (0,2 mg/ml) 100
Celkem 1000

4.8 Priprava smési pro PCR
e Pro piipravu PCR smési byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F eub,
R eub) dle Haarman [16], pro rod Lactobacillus (R_alllact, F_alllact) (citace) a pro rod
Bifidobacterium (Pbi F1, Pbi R2) (citace). Sekvence pouzitych primerd a velikosti
specifickych produktd PCR shrnuje Tabulka 4.

Tabulka 4. Charakteristika primerii pouzitych pro PCR.

. lik ( .
Primery Sekvence primeru (5" —3") Veli ozté)éoduktu citace
F eub TCC TAC GGG AGG CAG CAGT 466 b [16]
R eub GGACTACCA GGG TAT CTAATCCTGTT P

Y 2 >
CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT 3¢ 92 bp
para 5° CAC CGA GAT TCA ACATGG 3¢
BIBlRE_ 5" CCGGATGCTCCATCACAC 3¢
BIBRE 914 bp
! 5 ) 5° ACAAAGTGCCTTGCTCCCT 3¢

e Vsechny komponenty PCR (Tabulka 5) byly pfed pouzitim rozmrazeny promichany a
kratce zcentrifugovany.
e Byla pfipravena smés pro PCR o celkovém objemu 25 pl

Tabulka 5: Komponenty pro pripravu PCR smési

Komponenta Objem (pul)
VVoda pro PCR 9,5
PPP master mix (Top Bio) 12,5
Primer (10 pmol/ul) 1,0
Primer (10 pmol/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

e Jako DNA matrice byla pouZita purifikovand DNA jednotlivych vzorki, zfedéna na
koncentraci 10 ng/ul. Do reakcni smési byla pridavana jako posledni.
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Negativni kontrola (kontrola kontaminace reak¢nich komponent) byla pfipravena
smichanim smési pro PCR a 1 pl vody pro PCR, ktera nahradila DNA matrici.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana z typového kmene (Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06). DNA bylo zifedéno na koncentraci
10 ng/pl.

4.9 Polymerazova retézcova reakce

Ptipravend PCR smési obsahujici vSechny komponenty PCR vcetné DNA byla
promichéana a po kratké centrifugaci umisténa do termocycleru
Byl spustén odpovidajici program uvedeny v Tabulka 6

Tabulka 6: Programy pro PCR

Doména Bacteria

94 °C 5 min

94 °C 30s

55 °C 30s 30 cykla
72 °C 1 min

72 °C 5 min

Doména Lactobacillus

94°C 60

55°C 60 30 cykla
72°C 120

Doména Bifidobacterium

94°C 60

50°C 60 30 cykla
72°C 120

4.10 Gelova elektroforéza produktu PCR

Byl ptipraven 1,8 % agarosovy gel (0,8 g agarosy na 100 ml TBE pufru); suspenze
byla peclivé rozvafena v mikrovinné troubé, byla ponechéna k vychlazeni na teplotu
asi 60 °C, suspenze byla nalita do elektroforetické vanicky s hiebinkem a byla
ponechédna pll hodiny tuhnout. Pfed nanaSenim vzorkl na gel byl hiebinek opatrné
vyjmut.

V mikrozkumavce bylo smichano 25 pl produktu PCR a 5 ul nanaseciho pufru (6- krat
koncentrovany). Smés byla nanesena do komurky gelu.

Do jedné z komuirek byl nanesen DNA standard 100 bp

Gel byl vloZen do elektroforetické vanicky v takové orientaci, aby zaporné nabita
DNA migrovala k anodé¢. Vanicka s gelem byla opatrné pievrstvena TBE pufrem do
vysky 2-3 mm nad gel a byl zapnut zdroj gelové elektroforézy (80 V 1,5 hod).
Separace byla ukoncena v okamziku, kdy bromfenolovd modf obsazena v nanaSecim
pufru doputovala do 2/3 délky agarosového gelu.
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Po skonceni elektroforézy byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 pg/ml) po dobu
10 minut.

Gel byl oplachnut v destilované vod¢ a byl umistén na transluminator, kde byl
vyhodnocen v UV svétle pti vinové délce A = 305 nm.
Byla provedena fotograficka dokumentace.
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5 VYSLEDKY

5.1 lzolace DNA z hrubych lyzata bunék

Pomoci fenolové extrakce byla provedena izolace DNA z hrubych lyzati bunék
z mlé¢ného vyrobku Activia Bila od vyrobce Danone a Jihocesky jogurt tradi¢ni od vyrobce
Madeta.

5.1.1 lzolace DNA z hrubych lyzati bunék z mlééného vyrobku metodou fenolové
extrakce

Pomoci fenolové extrakce byla provedena izolace DNA z hrubych lyzati bunck
Z mlécného vyrobku Activia Bild od vyrobce Danone a Jihocesky jogurt tradi¢ni od vyrobce
Madeta.

5.1.2 lzolace DNA z hrubych lyzati bunék z mlééného vyrobku pomoci magnetickych
nosicu

Izolace DNA, z hrubych lyzath bunck z mlééného vyrobku Activia Bila od vyrobce
Danone a JihoCesky jogurt tradi¢ni od vyrobce Madeta, byla provedena pomoci magnetickych
nosici.

5.1.3 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

V rozmezi vlnovych délek 220-320 nm byla spektrofotometricky zmétfena absorbance

DNA izolované fenolovou extrakci a metodou magnetické separace yhrubého lyzatu

bunék mlécnych vyrobkt Activia bila od Danone a JihoCesky jogurt tradi¢ni od vyrobce
MADETA.

Na zaklad¢ hodnot absorbance byla stanovena koncentrace a Cistota DNA. Vysledky
spektrofotometrického stanoveni uvadi Tabulka 7..

Tabulka 7 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované z mlécnych vyrobkii

Absorbance | 230 A | 260 A | 280 A | 320 A | 260/280 A | 260/230 A Kor:ge/r:lrace
Fenolova extrakce
Activia bila 1 | 0,241 | 0,086 | 0,081 | 0,025 | 1,089 0,282 30,5
Activia bila2 | 0,486 | 0,201 | 0,180 | 0,066 | 1,184 0,321 67,5
Jihoesky 1 | 0,336 | 0,072 | 0,087 | 0,017 | 0,786 0,172 275
Jihodesky 2 | 0,429 | 0,121 | 0,118 | 0,026 | 1,033 0,236 475
Magnetické nosice
Activia bild 2 | 0,457 | 0,134 | 0,094 | 0,007 | 1,460 0,282 63,5
Jihotesky 1 | 0,291 | 0,114 | 0,081 | 0,000 | 1,359 0,414 62,5
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5.1.4 Agaro6zova gelova elektroforéza bakterialni DNA

Pomoci agar6zové gelové elektroforézy byla zjiSténa ptitomnost a intaktnost DNA
izolované z mlécnych vyrobkii metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych nosict.
Gel je uveden na Obrazek 1. Vzorek izolované DNA kultury Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei CCDM 211/06 byl nanesen v agar6zovém gelu v béhu 6. Nejvyse na obrazku lze
vidét zarici prouzek, kterym je vysledek chromozomalni DNA, uprostied lze vidét
extrachromosomalni DNA a dole na obrazku se nachazi RNA, ktera nebyla v pribéhu
odstranéna. Takze vysledek odpovidal predpokladim.

1. 2 34 5 6 7 8 9 10

Chromosomalni
= DNA

Extrachromosomalni
= DNA

=—— RNA

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — Pozitivni kontrola CCDM 211/06 , béh ¢. 2 Jihocesky (1) DNA
izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosici, béh ¢. 3 — Jihocesky (2) DNA izolovand z vyrobku
pomoci magnetickych nosicu, beh ¢. 4 Activia (1) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych
nosici, beh ¢.5— Activia (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosici,
béh ¢.6 — Jihocesky (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii, béh ¢. 7 — Activia (2)
DNA izolovanad z vyrobku pomoci fenolové extrakce

Obrdazek 1. Agarozova gelova elektroforéza DNA

Vysledky agarézové gelové elektroforézy DNA izolované z mléénych vyrobkid metodou
fenolové extrakce potvrdily pfitomnost bakterialni DNA  (chromozomalni a
extrachromozomalni) a RNA. V pfipadé€ izolace DNA metodou magnetické separace nebyla
koncentrace ziskané DNA dostate¢n¢ vysokd, aby mohla byt agarézovou gelovou
elektroforézou prokéazana.
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5.2 Polymerazova fetézcova reakce

Izolovana bakterialni DNA byla vyfedéna na koncentraci 10 ng/ul a pouzita jako DNA
matrice do PCR za pouziti primer specifickych pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus
a Bifidobacterium.[28]

5.2.1 Dikaz pritomnosti bakterialni DNA

Dtkaz pfitomnosti bakterialni DNA v DNA izolovaného vyrobku Activia a Jihocesky
jogurt byl proveden metodou PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria. [28]

Byl amplifikovan specificky usek o délce 466 bp. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
bakterialniho kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 o 10 ng/ul
Vysledky PCR jsou uvedeny na Obrazek 1.

P23 &S 6T 8 9 40 It

<—— 1500 bp

«—— 500bp

o | 100 bp

Schéma naneseni: beh ¢. 1 — Activia (1) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii,
béh ¢. 2 — Activia (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosici, béh ¢.3 — Jihocesky (1)
DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii, béh ¢. 4 — Jihocesky (2) DNA izolovand
Z vwrobku pomoci magnetickych nosic¢u, béh ¢ 5—Activia (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci
fenolové extrakce, béh ¢. 6 — DNA standard 100bp, béh &8 Jihocesky(1) DNA izolovand z vyrobku
pomoci fenolové extrakce, béh ¢. 9 — Pozitivni kontrola Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
CCDM (211/06), béh ¢&. 10 — Negativni kontrola, béh ¢. 11— DNA standard 100bp

Obrazek 2: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro doménu Bacteria
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Ve vSech vzorcich DNA izolované z mléénych vyrobkll byl detekovan produkt PCR o
velikosti 466 bp specificky pro doménu Bacteria. Vysledky potvrzuji, Zze vSechny vyrobky
obsahuji bakterialni DNA.

Specificky produkt PCR byl detekovan také v pozitivni kontrole, coz potvrzuje spravnost
provedeni PCR (slozeni PCR smési, program PCR). Slaby PCR produkt byl detekovan také
V negativni kontrole, coz ukazuje na kontaminaci pti ptipravé PCR smési.

5.3 Dikaz piitomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus

Dtikaz ptitomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus byl proveden metodou PCR s primery
specifickymi pro rod Lactobacillus (citace). Jako pozitivni kontrola byla pouzita
DNA bakterialniho kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 o
koncentraci 10 ng/ul. Vysledky PCR jsou uvedeny na Obrazku 3.

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp

(R

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — DNA standard 100 bp, b¢h ¢ 2 — Activia (1) DNA izolovand z vyrobku
pomoci magnetickych nosicu, béh ¢.3 — Activia (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych
nosici), béh ¢. 4 — Jihocesky (1) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii, béh ¢. 5 —
Jihocesky (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosici, béh ¢. 6 — Activia (2) DNA
izolovana z vyrobku pomoci fenolové extrakce, béh ¢.7 — Jihocesky (1) DNA izolovand z vyrobku
pomoci fenolové extrakce, béh ¢.8 - Pozitivni kontrola Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
CCDM 211/06, béh ¢.9 —Negativni kontrola

Obrdazek 3: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus

Ve vSech vzorcich DNA izolované z mlénych vyrobkl byl detekovan produkt PCR o
velikosti 92 bp specificky pro rod Lactobacillus. Specificky produkt PCR byl detekovan také
V pozitivni kontrole, coz potvrzuje spravnost provedeni PCR (sloZzeni PCR smési, program
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PCR). Slaby PCR produkt byl detekovan také v negativni kontrole, coz ukazuje na
kontaminaci pii piipravé PCR smési.

5.4 Dukaz piitomnosti DNA bakterii rodu Bifidobacterium

Dutkaz ptitomnosti DNA bakterii rodu Bifidobacterium byl proveden metodou PCR
s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium (citace). Jako pozitivni kontrola byla pouzita
DNA bakterialniho kmene Bifidobacterium brevis o koncentracil0 ng/ul. Vysledky PCR jsou
uvedeny na Obrazku 4.

1 2 3 4 5 6 7

41::;:::] 1500 pp
<: 1000 bp

<1 500 bp

<::| 100 bp

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — Negativni kontrola, béh ¢. 2 — Pozitivni kontrola Bifidobacterium brevis,
beh ¢.3 — DNA standard 100 bp, béh ¢&. 4 — Jihocesky (1) DNA izolovand z vyrobku pomoci fenolové
extrakce, béh ¢. 5 — Jihocesky (2) DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii, béh ¢. 6 —
Activia (2) DNA izolovana z vyrobku pomoci fenolové extrakce, beh ¢.7 — Activia (1) DNA izolovana

Z wrobku pomoci magnetickych nosicu
Obrdazek 4: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro doménu Bifidobacterium.

Ve vsech vzorcich DNA izolované z mlé¢ného vyrobku Activia (Danone), jak metodou
fenolové extrakce, tak i pomoci magnetickych nosict, byl detekovan produkt PCR o velikosti
914 bp specificky pro rod Bifidobacterium. Specificky produkt pro rod Bifidobacterium nebyl
detekovan ve vzorku DNA izolované z vyrobku Jihocesky (Madeta). Produkt PCR o vysoké
intenzité byl detekovan v pozitivni kontrole, coz potvrzuje spravnost provedeni PCR (sloZeni
PCR smési, program PCR).
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo zjistit pritomnost DNA bakterialnich bun¢k rodu Lactobacillus a rodu
Bifidobacterium z mlé¢ného produktu Activia bila od vyrobce Danone a Jiho¢esky tradicni
od dodavatele MADETA.

Metodou magnetické separace za pouziti magnetickych nosici P(GMA) v prostiedi 16%
PEG 6000 a 2M NaCl a metodou fenolové extrakce byla izolovana DNA z mlééného
produktu Activia od vyrobce Danone a JihoCesky tradi¢ni od vyrobce = MADETA.
Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a ovéiena Cistota izolované DNA V rozmezi
vinovych délek 230 — 320 nm. Koncentrace DNA ziskané¢ metodou fenolové extrakce se
pohybovala v rozmezi 27,5 az 67,5 ng/ul. V ptipadé DNA izolované magnetickymi nosici
62,5 az 63,5 ng/ul. Pii stanoveni Cistoty DNA (Azeonm/Azsonm) bylo zjisténo znacné znedisténi
bilkovinami, protoze se pomér hodnot Azsonm/Azsonm PoOhyboval pod hodnotou 1,8. Intaktnost
izolované DNA byla potvrzena agardzovou gelovou elektroforézou bakterialni DNA.
Vysledky agar6zové gelové elektroforézy DNA izolované z mlé¢nych vyrobkii metodou
fenolové extrakce potvrdily pfitomnost nukleovych kyselin, konkrétné chromozomalni a
extrachromozomalni DNA a RNA. V ptipad¢ izolace DNA metodou magnetické separace
nebyla koncentrace ziskané DNA dostatecné vysoka, aby mohla byt agar6zovou gelovou
elektroforézou prokazana. Vyse uvedené vysledky ukazuji, ze byla ziskdna DNA v kvalité a
koncentraci vhodné pro provedeni PCR.

Pomoci PCR za vyuziti primera specifickych pro doménu Bacteria [28] byla potvrzena
pritomnost bakteridlni DNA ve vybraném vyrobku Activia bila od vyrobce Danone a
JihoCesky tradi¢ni od vyrobce MADETA, jak v DNA izolované fenolovou extrakei, tak i
metodou magnetické separace za pouziti magnetickych nosici Fkol B100ox v prostiedi 16%
PEG 6000 a 2M NaCl.

Pomoci PCR za vyuziti primera specifickych pro doménu Lactobacillus (citace) byla
Vv testovanych mlécnych produktech prokdzana ptitomnost probiotickych bakterii rodu
Lactobacillus. Pomoci PCR byla potvrzena ptitomnost bakterialni DNA Lactobacillus a byla
prokazana ve vSech vzorcich testovanych mléénych vyrobk.

Piitomnost bakterialni DNA Bifidobacterium byla ovéfena pomoci PCR za pouziti primert
specifickych pro rod Bifidobacterium (citace). DNA Bifidobacterium byla prokazana pouze
vV mlé¢ném vyrobku Activia (Danone). Ve vyrobku Jihocesky (Madeta) nebyla pouzitou
metodou piitomnost bakterialni DNA Bifidobacterium prokazana.

S ohledem na udaje o obsahu bakteridlnich kultur v testovanych vzorcich deklarovanych
vyrobcei, lze fici, Ze ziskané vysledky odpovidaji témto uvedenym udajim. Ve vyrobku
Activia bila (Danone) byla prokazana bakterialni DNA a DNA rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium. Pficemz vyrobce deklaruje pfitomnost jogurtové kultury Lactobacillus
delbrueckii bulgaricus a Streptococcus salivarius thermophillus a kultury Bifidus
ActiRegularis DN-173 010. Ziskané vysledky jsou tedy ve shodé s témito udaji. V ptripadé
jogurtu Jihocesky od firmy Madeta vyrobce zmiiluje pouze pritomnost jogurtové kultury. Lze
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tedy predpokladat obsah bakterii jogurtové kultury Streptoccocus thermophilus a
Lactobacillus bulgaricus. Ptitomnost bakterii rodu Bifidobacterium nebyla uvedena, coz
odpovida nami ziskanym vysledki, kdy bakterialni DNA Bifidobacterium nebyla ve vzorcich
izolované DNA pomoci metody PCR prokézana.
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7 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo seznamit se z problematikou probiotik. V teoretické casti
bakalatrské prace se pojednava o probiotikach, jakozto aktivnich formem. Jsou zminény
zakladni vlastnosti a pozadavky na probiotické bakterie. Zaroven je vénovana pozornost jejich
vlivu na lidsky organismus. Cim prospivaji lidskému télu a jak jejich mnoZzstvi mizeme
v lidském organismu zvysit. Prace pojednava také o moZnostech vyuziti probiotik
V potravinafstvi.

V experimentalni Casti bakalarské prace byla izolovana DNA Cisté bakterialni kultury
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 a Bifidobacterium brevis metodou
fenolové extrakce. Z mlééného vyrobky Activia bild od vyrobce Danone a jogurtu JihoCesky
od firmy Madeta byla uspésné izolovana bakterialni DNA metodou magnetické separace i
fenolové extrakce. Pomoci PCR byla v obou vyrobcich prokazana pfitomnost bakterialni
DNA a DNA Lactobacillus. Ve vyrobku Activia bila byla zaroven potvrzena pfitomnost
bakterialni DNA Bifidobacterium. Ziskané vysledky byly v souladu sudaji o obsahu
bakterialni kultur uvedenych vyrobci.
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