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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace, zpracovana reSerSni formou, poskytuje prehled o metodach moleku-
larni biologie pii zkoumani kvality potravin.

Hlavni ¢ast prace dokumentuje metodu PCR, dal§i metody pro zkoumani kvality potravin
a analyzu protein{l.

Dalsi ¢ast je zamé&fena na falzifikaci potravin. Jsou zde popsany nejcastéji falzifikované
potraviny.

Posledni ¢ast se zabyva detekcei rezidui ve zpracovanych potravinach, kde se charakterizuje
pojem alergen. Ddle se zabyva potravinami, v nichz se detekuji vyznamné alergeny (arasi-

dy, kravské mléko, mlééné vyrobky, vejce) a metodami detekce téchto alergent.

Kli¢ova slova: kvalita potravin, metody molekulérni biologie, falzifikace, alergen, rezidua

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

The bachelor thesis, elaborated as a review, provides an overview of the molecular-biology
methods researching food quality.

The main part of this work documents the PCR methods and other methods researching
food quality and an analysis of proteins.

Next part is concentrated on the falsification of foods. The most frequently falsificated
foods are described there.

Last part of the work discusses common issues on detection of the allergenic residues
on equipment and in processed foods. This part desribes the foods where are major
allergens (for example peanuts, cow’s milk, milk products and eggs) detected. Several

methods used to detect residues in foods are discussed, too.

Keywords: guality of foods, molecular-biology methods, falsification, alergen, residues
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UVOD

Metody molekularni biologie umoziiuji analyzu biologicky vyznamnych molekul, zejména
téch, které nesou a nasledné uskutecniuji genetickou informaci — nukleovych kyselin
a bilkovin. Rozvoj téchto metod v poslednich dvaceti letech umoznil detailni analyzu gene-
tické informace a od ni odvozenych vlastnosti u pivodci nemoci - patogenil
1 u jejich hostiteld — pacienti. Poznani molekuldrni podstaty vlastnosti patogent
a obrannych nebo jinych reakci lidského organismu umoznila nasledné praktické vyuziti
v klinické (naptiklad hematologické, onkologické nebo mikrobiologické) diagnostice, ale
také v novych pfistupech k 1é¢beé a také pii urCovani kvality potravin. Dnes nejuzivanéjsi
metody v diagnostice a mikrobiologii jsou zalozeny na polymerazové fetézové reakci
(PCR). Vyhody metod zaloZenych na PCR spocivaji predevSim ve vysoké specifinosti,
citlivosti, moznosti standardizovaného pfistrojového provedeni s minimalnim mnozstvim
biologického materialu pottebného k vysSetteni. Ve svych diisledcich se tyto vyhody projevi
v€asnymi a presnymi vysledky [1].

V soucasné spolecnosti jsou potraviny vétSinou produkty zemédé€lské vyroby, které jsou
bud’ pfimo konzumovatelné, nebo zpracované riznymi procesy (standardizace, konzervace,
opracovani apod.) do podoby jedlych produktli uréenych k vyzivé.

Rychly ekonomicky rozvoj, kterého bylo dosaZeno ve 20. stoleti v rozvinutych zemich, se
odrazil ve zvySeném Zivotnim standardu obyvatel. Tento standard se projevil zejména ve
2. poloving 20. stoleti ve zvySenych pozadavcich na kvalitu a nezdvadnost potravin.
Z toho divodu byly empirické kontroly a metody “pokus — omyl” postupné nahrazovany
systematickou kontrolou uplatiiovanou ve vSech stadiich vyroby potravin. Nasledkem toho
jsou védci prizvani k G€asti na produkei kvalitnich a nezdvadnych potravin, protoZe pracuji

s potravinami k pfimému pouZiti nebo surovinami pro néaslednou vyrobu potravin [2].
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1 POJETI KVALITY

Pojem kvalita je relativni, li§i se z pohledu kazdého ¢lovéka a zavisi pfimo nebo nepiimo
na ruznych hodnotéch, je interpretovan rliznymi zplsoby v zévislosti na uhlu pohle-
du. Proto byla riznymi vyzkumniky definovana rtiznymi zpisoby.

Deming, zakladatel teorie Uplného fizeni kvality (1986), definuje kvalitu jako “predvida-
telny stupenn divéryhodnosti produktu (sluzby), shodujici se s jednotlivymi specifikacemi
Dal$im vyzkumnikem, ktery se zabyval kvalitou potravin byl Gardin. Hlavni vyklady ter-
minu kvalita podle Garvina jsou:

A) Pojeti kvality zalozené na produktu. Podle specifického ptistupu je kvalita presna
a méfitelnd. Zjistitelné rozdily v kvalité¢ odpovidaji rozdilim predstavovanym né€kterymi
slozkami (napt. konzistence) nebo znaky (napf. vhodnost pro prtimyslové zpracovani).
Napt. zména vahy zrna ovliviluje moZnost primyslového zpracovani, nebo obsah cukru
v hroznech nasledné ovliviiuje kvalitu vyrobeného vina.

B) Pojeti kvality zaloZzené na kupujicim. V tomto pojeti je kvalita relativni a subjektivni.
Je zavisla na potfebach a preferencich zakaznika, napf. vejce a dribeZi maso
z organickych farem nebo z klecovych chovi.

C) Pojeti kvality zalozené na vyrobé. V tomto ptipadé splituje kvalitni produkt dané
ukazatele, napt. minimalni obsah tuku v mléce, minimalni obsah cukru v cukrové fepé.

D) Pojeti kvality zaloZzené na nabidnuté hodnoté€. Je vyjadiena kombinaci spokojenosti
kupujiciho a ceny nabizené prodavajicim podle strategického planovani, napt. rozdilnost
ceny cukrové fepy podle obsahu cukru.

Mezinarodni organizace pro standardizaci (ISO 8402, 1986) uvadi, Ze: “Kvalita je souhrn
vlastnosti vyrobku nebo sluzby, ktery je schopen pokryt jasné vyjadiené potieby”.

co plné uspokojuje zakaznika v rdmci urcitych limitt vyrobnich nakladd, je povazovano za
kvalitni. Spravna kvalita uspokojuje piedurcené pozadavky. Tedy vynikajici kvalita je

“spravna kvalita” s minimalnimi néklady pro kupujiciho a pro vyrobce [2].

1.1 Zajisténi kvality
Zajisténi kvality potravin je zaloZeno na kontrolnich systémech. Jako “Systém zajist'ujici

kvalitu” je popsand organizacni struktura a souhrn procedur, funkci, pravidel, procest
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a prostiedkli pozadovanych pro uspokojujici fizeni kvality (ISO 9000). Komplexné jsou to
organizace, nezbytné prostfedky a lidé potiebni pro zajiSténi spravného fizeni kvality. Do-
sazeni tohoto cile predpoklada, ze vSechny specifikace a pozadavky tykajici se daného pro-
duktu (sluzby) jsou dostateén¢ znamé a pochopitelné pro vsechny, kdo budou takovy sys-
tém zavadét [3].

Kontrola kvality byla do 20. stoleti nedostatecnd. Od 20. stoleti se zacaly zavadét organi-
zované systémy kontroly kvality. Rozvoj téchto systémt byl velmi rychly
a prochézel témito fazemi:

1. faze: Prohlidka. Tato kontrola je zalozena na jednoduché prohlidce a na dogmatu
»Prijeti — odmitnuti.

2. faze: Kontrola kvality. V tomto ptipad¢ je kontrola zalozena na prohlidce pro-
duktu po vyrob¢ a na provedeni odpovidajicich napravnych opatteni v piipadé€ snizeni kva-
lity od pocatecnich fazi nebo specifikace produktu.

3. faze: ZajiSténi kvality. Nedokonalosti jednoduché kontroly kvality jsou piekona-
ny piijetim systému zajisténi kvality, zaloZeném na modelech zajiStujicich stabilni pted-
béZzné podminky kvality, takZe konecny produkt nebude mit snizenou kvalitu oproti speci-
fikaci. V roce 1987 vydala Mezindrodni organizace pro standardizaci (ISO) modely fady
ISO 9000, které stanovuji ptesné specifikace kvality pro vyrobni postupy v raznych pri-
myslovych odvétvich.

4. faze: Rizeni vieobecné kvality. Detailni systém zaméfeny na vyrobu kvalitnich
produkta s nizkymi naklady s plnym vyuzitim dostupnych lidskych zdrojt, zavadénim ino-

vaci, konstantnim zlepSovanim a Sirokou t€asti vSech zaméstnancii [3].

1.2 Kontrola kvality potravin

Kvalita a bezpeénost potravin se stala jednou z priorit, na kterou se Vlada CR zamétila
pred vstupem Ceské republiky do Evropské unie. Usnesenim vlady ¢&. 1320 ze dne 10. pro-
since 2001 ke Strategii zajisténi bezpecnosti potravin v CR byly uloZeny jednotlivym resor-
tiim tkoly tak, aby doslo v CR k vybudovani Gi¢inného systému.

Mezi instituce zabezpecujici kvalitu a bezpecnost potravin patii dozorové organy: Statni
zemé&délska a potravinaiska inspekce (SZPI), Statni veterinarni sprava (SVS), Ustiedni
kontrolni a zku$ebni tstav zemd&ddlsky (UKZUZ) a Organy ochrany vefejného zdravi

(O0VZ) [4].
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Mezi dalsi instituce pak patii: Ceskd obchodni inspekce (COI) a nevladni instituce
- Koalice obcanskych spotiebitelskych aktivit (KOSA), Sdruzeni obrany spotiebitelt (SOS)
a Sdruzeni ¢eskych spotiebitelti (SCS) [5].

1.3 Hlediska kvality potravin
Kvalitu potravin je nutno posuzovat z riznych hledisek tak, aby kontrolovana potravina
vyhovovala ur¢itym pozadavkim. Mezi tato hlediska patii:

a) nutriéni (vyzivova) hodnota — jedna o obsah latek vyznamnych pro vyzivu.

- obsah bilkovin s vhodnou aminokyselinovou stavbou,
- dieteticky vyznamné polysacharidy (sacharidy, vlaknina, pektiny),
- tuky, enzymy, mineralni latky, vitaminy apod.

b) senzoricka kvalita - kvalita posuzovana senzory — tj. napf. barva, velikost, tvar, vi-

ne, chut’.

c) technologickd kvalita - zahrnuje vhodnost pro urcité formy zpracovani jak

v prumyslu tak i1 v kuchyni. (loupatelnost, vytéznost, barevna stalost, vhodnost
k vafeni, peceni, k riznym formam konzervace, odolnost proti transportu, dobra
skladovatelnost).

d) hygienicka kvalita - pfedstavuje stupent kontaminace (zne€isténi) produktl cizoro-

dymi 1 ostatnimi Skodlivymi latkami. Takovymi latkami jsou napt. té¢zké kovy, du-
si¢nany, zbytky pesticidl, potravinaiské piisady. Zvlasté vyznamnou slozkou se
stavd mikrobiologicka a mykotoxikologickd kvalita.. Plisn¢ nékterych rod produ-
kuji mykotoxiny (napf. plisent Aspergillus flavus produkuji aflatoxiny, které jsou
hepatokarcinogenni).

e) kvalita podle ptivodu, podle zptisobu vyroby ¢i zpracovani, legislativy a oznaceni

- posuzuje se, jakym zptisobem hospodareni byl produkt ¢i surovina vyrobena, zda

je oznacen podnik, ze kterého suroviny ¢i produkty pochazeji [6].

1.4 Symboly pro identifikaci kvality potravin

Symboly pro identifikaci kvality potravin (pfiloha 1) byly vyvinuty v osmdesatych letech
a nasledn¢ pfipraveny k unifikaci ISO. UZivaji se zejména na spotiebitelském baleni potra-
vin nebo v textovych piehledech. Mohou slouzit k rozeznani kvalit, motivuji ve vztahu ke

spotfebé potravin. Ve form¢ oznameni se mohou uzivat samostatné¢ nebo ve ctvercové ta-
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bulce. Ve formé vystrahy, ptikazu a zdkazu se uzivaji v odpovidajicich nebarevnych tabul-

kach. Do doby vétsiho rozsiteni je vhodné je pouzivat spolecné s vysvétlujicim textem [7].

1.5 Kvalita potravin a EU

Bezpecnost potravin je klicovym zajmem obcanil v celé Evropé. Evropska unie proto klade
velky diiraz na kvalitu potravin. Stanovené normy musi dodrzovat vSechny ¢lenské staty.
Potravinatské podniky, které nebudou schopny dodrzet vysoké kvalitativni standardy EU,
nebudou moci na spole¢ném trhu svoji produkci prodavat. Na druhé stran¢ dédvaji tato piis-
na kritéria spottebiteli zaruku, Ze se na trhu bude setkavat pouze s takovymi potravinami,
které nebudou ptedstavovat pro lidsky organismus Zadna rizika [8].

V soucasné dob¢ je oblasti bezpecnosti a kvality vénovana nadstandardni pozornost, coz
ma nékolik divodl. Znaéné se rozsifil okruh vyrobcl potravin a spektrum nabidky potra-
vinatskych vyrobki, rovnézZ se vyuziva mnoho novych technologii. Zaroven s timto vyvo-
jem postupuje i védecké poznani odhalujici rizika konzumace urc¢itych druhd potravin.
Velky duraz, ktery evropsti spotiebitelé kladou na bezpecnost potravin, se odrazi i v dalsi
skutecnosti EU - vnima vysokou kvalitu potravin jako prvek odliSujici jeji potravinaiskou
produkci od "zbytku svéta" [8].

Na trovni EU z tohoto diivodu funguje tzv. Rapid Allert System for Foodstuffs (RASFF
- Systém rychlého varovani pro potraviny). Clenské staty Unie do tohoto systému povinné
hlasi ptipady potravin zdravotné zadvadnych, které byly zjistény kontrolou v trzni siti a mo-
hou se vyskytovat na spole¢ném trhu EU (nejde o vyrobky, které se nevyvazeji a prodavaji
se na lokalnim trhu). Ceska republika se systémem RASFF jiz spolupracuje [8].

Oblast kontroly, bezpecnosti a kvality potravin je regulovana celou fadou norem, vyhlasek
a nafizeni, pfi¢emz zdkladnim soucasnym trendem je na jedné stran€¢ soucasnou evropskou
legislativu zjednodusit, na stran¢ druhé zptesnit a zpfisnit podminky vyroby potravin pie-
devsim z hlediska ochrany spotiebitele. Novy ramec pro evropskou potravinovou legislati-
vu by mél poskytovat Evropsky urad pro bezpecnost potravin, jehoz vznik schvalila Rada
Evropské unie ministri zem&délstvi pocatkem roku 2002. Hlavnim ukolem tfadu je posky-
tovat védecké podklady pro unijni legislativu a politiku s pfimym nebo nepiimym dopadem
na bezpecnost potravin a informovat vetejnost o ptipadnych rizicich. Zékladnim cilem je

pak vytvaret, udrzet a rozvijet diivéru evropského spotiebitele v evropské potraviny [8].
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Ve vsech statech EU funguje pro zajisténi ochrany spotiebitele, ale 1 vzajemné davery mezi
dodavateli a odbérateli, systém kontroly potravin, ktery vymezuje odpovédnost vyrobce
(a také distributora - prodejce) za jakost a zdravotni nezavadnost produktu uvadéného do
obé&hu. Skutecnost, Ze v Evropské unii vznikly v nedavné dobé problémy v oblasti bezpec-
nosti potravin, mtize budit zdani, ze bezpecnosti potravin neni v Evrop¢ vénovana patfi¢na
pozornost, avSak praveé zjisténi téchto problémil je disledkem peclivého monitoringu
a kontroly zdravotni nezdvadnosti potravinaiskych surovin [8].

Pozornost kontroly je zamétena predev§im na plnéni ustanoveni zdkont a jejich provadé-
cich vyhlasek jasn¢ definujicich, které pozadavky musi potravinaisky vyrobek splnit pied
jeho uvedenim do distribuce, tedy pied jeho prodejem spotiebiteli. Z hlediska vyrobcii
a dozoru statni spravy je nejdilezitéjsi HACCP (Hazard Analysis and Critical Control
Points), coz je systém kontroly a analyzy kritickych bodli vyroby potravin. Prakticky jde
o vytipovani bodil v technologickém procesu, ve kterych mtize vzniknout nejvétsi riziko
poruseni zdravotni ¢i hygienické nezavadnosti nebo jakosti budouciho vyrobku. Pfi aplika-
ci systétmu HACCP Ize toto nebezpeci odhalit jiz béhem vyroby urcitého potravinairského
produktu a bezprostfedné je odstranit napravnymi opatfenimi. Dal§i vyznamnou pomtiickou
pro vyrobce jsou zasady spravné vyrobni praxe (v CR zpracovavané jednotlivymi svazy
a spolecenstvy vyrobctli potravin), jejichz dodrzovani poméha snizovat na minimum riziko

kontaminace ¢i jiného poskozeni potravin [8].
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2 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

Molekularni biologie je v souCasnosti snad nejprogresivngji se rozvijejici oblast védy, které
se vyuziva téméf ve vSech spektrech chemického i biologického zkoumani.

Z  historického  hlediska  patii =~ molekularni, resp.  molekularné-genetické
a biotechnologické metody v oblasti pfirodnich véd k nejmladSim. AZ do poloviny 60. let
20. stoleti, kdy zacaly byt rutinné aplikovany postupy tzv. ,,biochemické genetiky*, nebylo
az na vyjimky mozno studovat Zivé organismy hloubéji nez na Grovni bunék, pfipadné vét-
Sich organel. Za zakladatele genetiky, pfedchidkyné biomolekuldrnich véd, je povazovan
moravsky roddk Johann Gregor Mendel, ktery polozil zaklady modernich genetickych za-
konti. Pfibéh slavné molekuly DNA zaciné az tehdy, kdy se mladému Svycarskému védci
Friedrichu Miescherovi podafilo do t¢ doby neznamou substanci z bunécného jadra izolo-
vat [9].

Minulé stoleti pfineslo objevy zejména v oblasti struktury buiniky a molekularni biologie,
k cemuz ptispé€l 1 vynélez elektronového mikroskopu. Pfelomovy okamzik v genetice 1 vel-
kém mnoZstvi jinych védnich disciplin nastal v roce 1952, kdy James Watson spole¢né
s F. H. C. Crickem objasnili strukturu molekuly DNA jako levotoc¢ivé Sroubovice. Za tento

objev roku 1962 obdrzeli Nobelovu cenu [9].

2.1 Molekularni metody pro sledovani potravin

Molekularni metody jsou jednim z dualezitych nastrojii pro analyzu potravin a biologickych
substanci. Pro sledovani kvality potravin byla vyvinuta cela fada pfistrojii a metod méteni,
které byly jiz uplatnény v praxi nebo byly publikovany v odbornych ¢asopisech.

Mezi nejvyznamnéj$i a nejpouzivanéj$i metodu patii polymerazova fetézova reakce (PCR).
Mezi dal$i metody patii polymorfizmus délky restrik¢énich fragmenti (RFLP), metoda fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH) ¢i metoda NIR.

Nevyznamnou ¢ast studie potravin zahrnuje i analyza proteini. Jednou z nejpouzivanéjsich

metod je SDS-PAGE.
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3 METODA PCR

V poslednich nékolika letech jsou do rutinni klinické praxe zavadény molekularné
biologické metody. Jednou z nich je polymerazova fetézova reakce (PCR).

Polymerdzova fetézova reakce je metodou enzymatického zmnozeni specifickych usekt
DNA in vitro. Pomoci této metody lze na zdkladé komplementarity bazi obsaZenych
v molekule nukleové kyseliny namnozit cilovy tsek nukleové kyseliny. Piitomnost cilové
nukleové kyseliny ve vySetfovaném vzorku je déle prokazovéna rliznymi postupy
(elektroforesa s naslednou vizualizaci v UV svétle nebo hybridizace se specifickymi
sondami nukleové kyseliny s naslednou imunoenzymatickou vizualizaci). Metoda je
znacné rychld, ma vysokou specifitu i citlivost prikazu (témét 100 %). Ve srovnani
s ostatnimi "klasickymi" metodami ziistava problémem standardizace této metody [1].

PCR spociva v cyklickém stfidani tfi jednoduchych fazi, z nichz kazda probiha za urcité
teploty.

1. teplotni denaturace — rozpojeni dvousroubovice DNA na jednotlivé fetézce.

2. pfipojeni primert (annealing) — navazani specifickych primerii na odpovidajici misto
rozvinuté DNA.

3. polymerace (syntéza) — za ptitomnosti DNA polymerasy se syntetizuje usek vymezeny
navazanymi primery, zaroven dochdzi k dosyntetizovani vlakna (vytvoieni dvouietézce).
Vzniklé reakéni produkty (amplikony) slouZzi v dal§im cyklu jako matrice pro vznik novych
kopii. Kazdy cyklus zdvojnésobi pocet kopii ptivodni DNA [10].

Pomoci PCR je mozné detekovat ty organismy, u kterych je alespoil ¢astecné zndma jejich

sekvence, tzn., ke kterym lze zkonstruovat primery [10].

3.1 Historie PCR

Polymerazovad fetézova reakce (PCR) byla vyvinuta védeckymi pracovniky
biotechnologické firmy Cetus Corporation v USA v poloviné 80. let 20. stoleti.
Objevitelem této metody byl v roce 1983 molekularni genetik Kary B. Mullis, ktery poprvé
provedl mnohonéasobnou in vitro replikaci ve zkumavce. V fijnu roku 1993 za objev PCR
ziskal Nobelovu cenu za chemii. JelikoZ DNA polymerasa nesnasi vysoké teploty, vyuzil
Mullis enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus Zijici v horkych pramenech.

Vysledky testovani takto ziskaného enzymu oznafovaného zkratkou Taq polymerasa,

kterou vyizoloval Mullistv kolega D. Gelfland, pfed¢ily o¢ekavani. Procedura se zrychlila,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

zjednodusila a navic se diky moznosti vyuziti vysSich teplot pifi vazbé primerd, zvysila
1 specificita metody.

Vroce 1989 poskytl Cetus Svycarské firmé Roche exkluzivni celosvétové pravo
k obchodnimu vyuziti PCR pro diagnostiku lidskych nemoci. Pozd¢jsi prava ziskala
farmaceuticka spole¢nost Hoffmann-La Roche.

O rostoucim vyznamu PCR svéd¢i stoupajici pocet publikaci vénovanych kazdorocné této
metod¢. Od nekolika v roce 1984 na piiblizn€¢ 10 000 v roce 1994 az na 30 000 do roku
1998 [11].

3.2 Molekularné-biologické pojeti PCR

Princip PCR je zna¢né jednoduchy. Ridi se vzorem pfirozené replikace genetického mate-
ridlu, ktera nastdvd kdykoliv se bunika dé€li na dvé nové burky. Genetickd informace
(u vetsiny organismil) je ulozena v bunkach ve formé deoxyribonukleové kyseliny, DNA.
Tato kyselina obsahuje informaci pro tvorbu proteini, které maji v organismu velké mnoz-
stvi funkci. Savci nesou ve svych DNA informace pro syntézu 50 000 — 100 000 riznych
bilkovin [11].

Proteiny — bilkoviny, slouzi napt. jako enzymy katalyzujici rizné biochemické reakce.
Rovnéz vytvareji strukturni prvky v bunkach. Jsou odpovédné za ptenos kysliku v krvi

a jako protilatky hraji kli¢ovou roli v obrané organismu proti nemocem [11].

3.2.1 DNA struktura

Geneticky aktivni hmotou bunék je deoxyribonukleova kyselina, oznaCovand DNA. Deo-
xyribonukleova kyselina je polymerni, tj. vysokomolekularni latka.

Molekula DNA ma podobu vldkna o tloust’ce 2 nm. Vldkno DNA je tvofeno dvéma poly-
nukleotidovymi fetézci (obr. 1), které jsou vzajemné ovinuty, molekula DNA ma tedy po-
dobu dvojité levotocivé Sroubovice. V dvourozmérném schématu ji miiZzeme znazornit jako
,,Zebiik*. Podoba dvojité Sroubovice, kterou maji molekuly DNA, je déna tim, ze molekuly
dusikatych bazi jednoho a druhého fetézce jsou vzdjemné spojeny vodikovymi mistky

[12].
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A — adenin

T = tymin

G — guanin

C — cytozin

P = kys fosforednd

D — deoxyribdaa

Obr. 1. ZjednoduSené schéma dvousroubovicové DNA

Zékladnimi stavebnimi jednotkami DNA jsou nukleotidy. Kazd4 molekula nukleotidu ma

tyto slozky:

1. pentosu: 2-deoxy-D-ribosu,

2. dusikatou organickou bazi: adenin, cytosin (tab. 1), guanin, thymin (tab. 2),

3. kyselinu fosfore¢nou.

Tab. 1. Dusikaté organické baze adenin a cytosin

nazev vzorec nazev vzorec
NH, NH-
N= N
adenin cytosin

Ny

Ngj
o“"‘l\N |
|
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Tab. 2. Dusikaté organické baze guamin a thymin

nazev vzorec nazev vzorec
q 7
| H ,fl\lr ﬂN . H\N /],CHﬁ
guanin ymin
NG, N ) o""\ril

Molekuly sacharidii a fosfatl jsou navzajem spojeny a vytvaieji “boc¢ni stény” Zebiiku,
zatimco pricky, stupné, vytvareji 4 baze. Baze jsou parovany vodikovymi vazbami tak, ze
adenin se paruje s thyminem dvéma vodikovymi vazbami (obr. 2) a cytosin s guaninem

ttemi vodikovymi vazbami (obr. 3) [12].

Obr. 2. Parovani N-bazi adenin a thymin pomoci 2 vodikovych mistka
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o
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3 / \ /0 H N\ /H
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N N 7 N
o \N:C/ \C—N/
\/N'_H ................................ 0// \H
H
GUANIN CYTOSIN

Obr. 3. Parovani N-bazi guanin a cytosin pomoci 3 vodikovych mistka

Dvé vlakna DNA proto nejsou zcela identickd, ale komplementarni. Sekvence bazi napf.
adenin, thymin, cytosin, guanin, cytosin determinuje sekvenci thymin, adenin, guanin, cyto-
sin, guanin na druhém, komplementarnim vlakné. Kazdé¢ vldkno, fetézec, ma
3’-hydroxylovy a 5’-fosfatovy konec. V dvojSroubovici maji vldkna opacny smér, tj. jedno

vlakno je orientovdno z 3'na 5’, druhé z konce 5'na 3" [12].

3.2.2 Replikace DNA

Pti replikaci (obr. 4) vzniknou z jedné matetské molekuly DNA dvé naprosto stejné DNA
dcefiné (kazda s jednim vldknem z plivodni DNA). Kli¢ovou roli pii replikaci DNA maji
enzymy (DNA polymerasy). Pii své praci vzdy postupuji od konce 5' ke konci 3'. Aby
DNA polymerasa mohla zahajit pfipojovani nukleotidii nového vldkna DNA, musi byt vo-
dikové miustky naruSeny. Mista, kde tato naruSeni vzniknou jsou oznaCovany jako repli-
ka¢ni poc¢atky. To molekule DNA umoziiuje zreplikovat se. Poté, co jsou k predlohovym
(templatovym) vldknim dosyntetizovana vlakna nova, je replikace DNA dokoncena.
Replikace DNA je semikonzervativni dé€j, nebot’ v obou nové vzniklych DNA je jedno

vlakno z ptivodni dvousroubovice [13].
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Obr. 4. Schéma replikace DNA

3.3 Princip PCR — amplifikace DNA

Principem polymerdzové fetézoveé reakce je mnohondsobna replikace molekuly DNA. Pti
PCR je tato replikace uméle navozena ve zkumavce (in vitro) a jeji priibéh je kontrolovan
zménami teplot. Predpokladem pro tyto déje je zajisSténi optimalniho prostiedi pro reakci,
véetné velmi piesné kontroly teploty v jejim prabcéhu, dodani potifebnych stavebnich
nukleotidii pro vytvofeni kopirované DNA a zejména doddni malych usekii DNA,
tzv. primert, které jsou schopny takovou reakci zahgjit [1].

Primery jsou kratké jednovldknové tseky DNA (oligonukleotidy), které maji schopnost
najit ve vySetfované DNA piesné takovy usek, ktery jim chybi do jejich normadlni
dvouvlaknové struktury a doplituje je do tvaru dvojité Sroubovice — jsou k tomuto useku
tedy komplementarni. K tomu v8ak pottebuji, aby cilovd DNA byla rovnéZ jednovldknova.
Tohoto stavu lze dosdhnout denaturaci DNA po jejim zahtati. Pti teplotach okolo 94°C
dvojitd Sroubovice denaturuje na dvé komplementdrni vldkna a umozni tak nasednuti
primert. Vzhledem k tomu, Zze denaturaci jednoho useku DNA vzniknou dvé vldkna, je
zapotiebi k jeho uspéSnému kopirovani dva primery. Primery musi byt dostatecné dlouhé
na to, aby se v cilové DNA vyskytovaly vzdy pouze jednou. Primérnd délka primerd,

pottebnd pro jejich jedinecnost, se nejcastéji pohybuje okolo 20-30 nukleotidf [1].
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Poté, co oba primery ,,svij* tUsek vcilové DNA naleznou a na zminéném principu
komplementarity se n¢j navazi (tzv. annealing), vytvoii strukturu, kterd umozni nasledné
enzymatické kopirovani obou vldken a vznik zminénych dvou kopii ptisluSného tseku (tzv.
extense, prodluzovani vldkna). Podstatné je, Ze také annealing primeri a extense
vznikajicich vlaken jsou v podminkach PCR zavislé na teploté. Pfi nizkych teplotach se
k sobé mohou nespecificky piipojovat také vlakna primert a cilové DNA, kterd jsou si
pouze podobna a nikoli zcela komplementarni. Takova reakce by byla zdrojem falesné
pozitivnich vysledkil. Za piili§ vysokych teplot annealingu naopak nedochazi k navazani
ani plnékomplementarnich primert a takova reakce dava falesn€ negativni vysledek. Pro
kazdou PCR se proto pomoci specidlniho pocitatového programu urci anealingova teplota,
zarucujici jeji specifitu. Annealingové teploty riznych PCR se nejastéji pohybuji mezi
55-65 °C [1].

K enzymatické syntéze novych vldken amplifikované DNA se vyuzivda DNA polymeras,
kterymi jsou k témuz ucelu vybaveny bakterie. Aby i tato faze byla zavisla na teploté, a aby
tato teplota byla odlisna od teplot denaturace a annealingu, pouziva se DNA polymerasa
z baktérii Zijicich v horkych zfidlech, jejichZ enzymy jsou nastaveny na teploty okolo 72°C.
NejbézngjSim zdrojem takového enzymu je bakterie Thermus aquaticus, odtud Taq
polymerasa. V jednom takovém cyklu tedy z kazdé pivodni molekuly DNA vzniknou
replikaci dvé identické kopie, které mohou slouzit jako templat dalsi reakce, pii které jiz
vzniknou ctyfi kopie, néasledné osm a jejich pocet se v fetézové reakci zvySuje
geometrickou fadou. Lze si snadno predstavit, ze kdyZ je pocet takovych cykli dostatecné
vysoky, naptiklad 30-35, je mozné z jedné templatové molekuly ziskat velky pocet kopi,
ktery nam signalizuje pfitomnost pivodné velmi malého mnoZstvi DNA ve vzorku, ale
ktery lze pfitom snadno zjistit a ndsledné dale analyzovat [1].

Metoda PCR je tedy tiistupnovy proces (obr. 5) opakovany v nékolika cyklech.

PCR se provadi ve specialnim pfistroji, tzv. termocykleru, ktery je schopen ménit teplotu
reakéniho prostfedi velmi rychle (kolem 1 °C za 1 sekundu) a pfitom velmi piesné.
Nastavenim specifickych teplot denaturace, annealingu a extense se takto spusti jednotlivé
taze jednoho cyklu a jejich opakovanim se spousti fetézova reakce. Toto zafizeni opakuje
stejny teplotni program (94 °C, 55 — 65 °C, 72 °C) znovu a znovu. Jeden cyklus trva
vétSinou méné nez 3 minuty. Timto zplsobem lze za méné nez dv€ hodiny vytvofit

miliardu kopii dané DNA sekvence [1].
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Obr. 5. Tti stupné PCR
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3.4 Modifikace PCR
3.4.1 RT PCR (reverse transcriptase PCR, zpétna neboli reverzni PCR)

Analyza exprese genli na urovni RNA ma velky vyznam v zékladnim Iékatském,
farmaceutickém a obecné biologicky orientovaném vyzkumu. Urcovani pfitomnosti RNA
ma rovnéz vysokou vypovidaci diagnostickou hodnotu. V soucasné dobé jsou tradi¢ni
metody identifikace pfitomnosti mRNA nahrazovany metodou RT-PCR, kterd spociva
v reverzni transkripci RNA na komplementiarni DNA (cDNA) a nasledné amplifikaci
cDNA fragmentu polymerdzovou fetézcovou reakci. Vyhody této metody spocivaji

v rychlosti, snadnosti provedeni a nezavislosti na pouziti radioaktivnich latek [14].

3.4.2 Real-time PCR (q-PCR)

Real-time PCR (quantitative PCR, gq-PCR) je metoda umoznujici pfesnou kvantifikaci
hledané cDNA sekvence ve vzorku. VyuZiva se zde n€kolika moZnosti detekce. VSechny
jsou zaloZeny na nartstu fluorescence vlivem zvysujiciho se poctu nové syntetizovanych
molekul DNA. Principidlné nejjednodussi je metoda vyuZivajici fluorescenénich barviv,
ktera se interkaluji mezi baze DNA (napi. Sybr Green), narustajici fluorescence pak odpo-
vida vzristajicimu mnozstvi DNA ve vzorku. V souasnosti je asi nejvice rozSifena metoda
vyuzivajici 5-exonukleasové aktivity DNA polymerasy. Klicovym je zde pouziti oligo-
nukleotidu — proby (nejcastéji TagMan sonda), ktera se specificky vaze na sekvenci mezi
obéma primery. Sonda je na jednom svém konci oznacena fluorescencni latkou a na dru-
hém konci zhéSeCem fluorochromu. Pii syntéze komplementarnich vlaken hydrolyzuje
DNA polymerasa TaqgMan sondu, dojde k uvolnéni fluorescen¢ni latky a k nartstu fluo-
rescence, kterd je detekovana a zaznamenana v realném Case. Na zaklad¢ standardizacnich

kiivek lze ptesné kvantifikovat mnozstvi hledané cDNA sekvence ve vzorku [14].

3.4.3 Long PCR

S nartstajici popularitou PCR rostou pozadavky na ptesnou amplifikaci dlouhych fragmen-
ti DNA (tzv. ,,Long PCR" nebo "LA PCR" - Long and Accurate). Taqg DNA polymerasa,
nejcastéji uzivany enzym pro PCR, je schopna amplifikovat fragmenty genomové DNA do
velikosti ptfiblizné 3 kb. Neschopnost amplifikovat delsi fragmenty DNA pravdépodobné
reflektuje skutec¢nost, ze Taqg DNA polymerasa nema 3'—5' exonukleasovou aktivitu a po-

kud dojde k chybné inkorporaci nukleotidu, miize dojit k ukonceni amplifikace. N&které
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DNA polymerasy, jako napiiklad Pfu, Deep Vent a Pwo maji 3'—5' exonukleasovou akti-
vitu, kterd snizuje o fad vyskyt chyb v pribéhu amplifikace. Tyto polymerasy vSak maji
nizkou amplifikacni u€innost a proto nejsou rovnez pouzitelné pro amplifikaci dlouhych
fragmentil DNA [15].

LA DNA Polymerases Mix obsahuje sm¢s polymeras, a proto umozituje amplifikovat rela-
tivn¢ dlouhé DNA fragmenty tim, Ze v sobé kombinuje vysoce procesivni DNA polyme-
rasu Unis a dal$i polymerasu s 3'—5' exonukleasovou aktivitou. Navic, amplifikace se pro-
vadi za specidlnich reakénich podminek, které jsou optimalizované pro LA PCR; v pfipadé
analyzy sav¢iho genomu Ize timto zptisobem amplifikovat DNA fragmenty o velikosti az
20 kb a v ptipad¢ lambda DNA a jinych méné komplexnich DNA o velikosti az 40 kb. Za
vyznamnou lze povazovat skutecnost, Ze ackoliv se jedna o velice robustni amplifikacni
systém, frekvence chyb, ve srovnani s Taq DNA polymerasou, je pfiblizn€é 4 x niZsi.
Z tohoto divodu lze doporucit LA DNA Polymerases Mix i pro béznou PCR, zvlaste
pokud jiné amplifika¢ni procedury selhdvaji, a pti amplifikaci DNA fragmentd, které jsou

urceny ke klonovani [15].

3.4.4 RACE PCR (rapid amplification of cDNA ends)

RACE je metoda rychlé amplifikace cDNA koncti pomoci PCR. Nejprve se syntetizuje
cDNA reverzni transkripci z mRNA. Je to metoda amplifikace cDNA, kdy syntéza probiha
smérem k 5" nebo 3" konci. Musi byt zndma ¢ast sekvence n¢kterého exonu. Amplifikace
5" konct vyzaduje purifikaci prvotni cDNA a ukonceni fetézce terminalni transferasou za

vzniku druhého poly(A) konce. Kombinaci se pak ziska celd plnohodnotnd cDNA [15].

3.4.5 Asymetricka PCR

Asymetricka PCR je modifikace PCR, ktera umoziiuje preferencni syntézu jenom jednoho
vlakna z duplexu DNA tim, Ze jeden z primert je v nadbytku. Jako produkt PCR tak vzni-
ka jednovlaknova DNA vhodna napt. pro sekvenovani. Jinou modifikaci je SSPR (single
strand producing reaction), ktera je jesté specifictéjsi. Tato metoda se také vhodné kombi-

nuje s nested PCR [17].

3.4.6 Nested PCR
V PCR se mize docilit zvySeni citlivosti pomoci hnizdového (nested nebo seminested)

usporadani. Typicky postup hnizdové amplifikace zahrnuje prvni ¢ast (15 az 30 cykld)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

s jednim parem primerti a druhou ¢ast (15 az 30 cykld) s vyuzitim druhého paru primert,
komplementarnich k mistim ve vnitini sekvenci primarniho amplikonu. Mezi obéma
c¢astmi se PCR produkt pfendsi do nové zkumavky. Tato technika ma vyhody
i nevyhody. Jeji citlivost je znaén& vysoka. Casto miize byt detekovéana jedina kopie cilové
molekuly v reakéni zkumavce bez pouziti hybridizace se znacenou sondou.

Amplifikace v druhé ¢asti provedeni slouzi zaroven k ovéreni specifity produktu prvni
¢asti. Prenesenim do nové zkumavky se vyfedi inhibitory, které mohou byt ve vzorku
ptitomny. Byly popsany postupy hnizdové reakce bez otevieného prenosu. Jsou nazyvany
jako ,,jednozkumavkové* na rozdil od vySe popsanych ,,dvouzkumavkovych* [17].

Pro prvni reakci se pouzije prvni sada oligonukleotidli, v druhé, nested reakci se pouZziji
oligonukleotidy, které jsou navrzeny pro fragment ziskany jako produkt prvni PCR. Tato

oblibend modifikace ma fadu aplikaci, n¢které¢ vystaci se sadou pouhych tii primert [17].

3.4.7 Multiplexova PCR

Vyznamnou modifikaci je multiplexova (mnohonasobnd) PCR. Tato reakce je velmi vy-

konna metoda k testovani bodovych mutaci v jedné amplifikacni reakci.

V multiplexni PCR je pouZito vice pari specifickych primeri komplementarnich

k riznym cilovym sekvencim v jedné amplifikacni reakci. Soucasna amplifikace nékolika

cili najednou se provadi s n¢kolika zaméry:

- mohou byt sledovany zmény v rozsahlych oblastech DNA,

- mohou byt sledovéany rizné segmenty cilového genomu,

- mize byt zahrnuta vnitini kontrola amplifikovatelnosti vzorku,

- mohly by byt vyvinuty cenové efektivni panely testii pro detekci vice patogenil v jediném
vzorku.

Nejslozitéjsi je faze ptipravna, kdy je nutno vypracovat takové reakéni podminky (sekven-

ce nukleotidl, koncentrace primerti, optimalni teploty jednotlivych krokii cyklu atd.), aby

amplifikacni reakce pro kazdy testovany usek genomické DNA neprobihala pouze v piipa-

dé, Ze se jedna o mutaci v tom kterém piisluSném misté. Pro kaZzdou reakci je zafazena po-

zitivni a negativni kontrola [17].

3.4.8 PSM ( PCR - mediated site directed mutagenesis)
PSM je metodou, ktera umoznuje identifikaci specifickych alel umélou zménou sekvence

béhem PCR tak, ze dojde k vytvofeni nového nebo k zaniku ptivodniho restrikéniho mista
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pro restrik¢éni endonukleasu. Metoda je zalozena na nepfesné hybridizaci sondy s genomic-
kou DNA. Sekvence je modifikovéana tak, Ze jeden z primert se v jednom nukleotidu lisi
a hybridizuje s templatem v blizkosti zkoumané mutace. Amplifikace oblasti s takto uméle
vytvorenou mutaci vede k inkorporaci zdmény nukleotidu do vysledného produktu PCR.
Po $tépeni pfislusSnym restrikénim enzymem a elektroforetické separaci se identifikuji jed-

notlivé alely [17].

3.4.9 In situ-PCR

Tato metoda umoZiuje amplifikovat specifické sekvence nukleovych kyselin pfimo
v buiikach nebo v cytologickych preparatech tkédni a chromozomii. Produkty reakce lze
vizualizovat specifickou sondou metodou hybridizace in situ nebo imunochemicky. Meto-
da ma podobné uplatnéni jako hybridizace in situ. Jeji citlivost je vS8ak mnohonasobné vys-
§i, nebot’ pfi ni dochazi k amplifikaci cilovych sekvenci. Lze ji proto identifikovat 1 sek-
vence vyskytujici se v n€kolika malo kopiich (napt. mRNA vyskytujici se v malém poctu

kopii, provirové sekvence apod.) [18].

3.4.10 AS-PCR (alelové specificka PCR)

Pro detekci bodovych mutaci se ¢asto pouzivaji metody PCR, které vyuzivaji tzv. alelové
specifické oligonukleotidy jako primery. Tyto metody prodélaly v poslednich letech vyvoj
od hybridizacnich technik, pfes nested PCR az po metody, které vystaci s detekci fragmen-
ti v agarosovém gelu s ethidiumbromidem po elektroforetickém déleni. Alelovée specificka
hybridizace je casové naro¢na a vyzaduje hybridizaci s radioaktivné zna¢enou sondou.

Na obrazku €. 6 je zaznamenan princip reakce AS-PCR, kde

norrmiilng DN A = vEnikid produkt

morrmilng DN = nevzniki produlkt

3
muizntni DMNA =3 nevenikd produlkt
5

- m
e
mutantng DN A =+ vrniks produkt

Obr. 6. Princip reakce AS-PCR

s je spole¢ny primer, n normalni primer a m je mutantni primer.
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3.5 Nevyhody PCR

Nejvétsim problémem aplikace PCR technik je jejich "faleSnd" pozitivita zapfi¢inéna
vlastni citlivosti téchto technik. Staci jedna jedina molekula DNA, ktera znecisti zkumav-
ku, ve které¢ je umistén zkoumany vzorek nebo v némz se provadi analyza, a PCR ji zare-

gistruje jako faleSné€ pozitivni signal [18].

3.5.1 Nejcastéjsi zdroje kontaminaci
Mezi nejcastéjsi zdroje kontaminaci, které narusuji analyzy metodami PCR jsou:
e kontaminace reagencii pouzivanych pro PCR reakce, které jiz byly nékolikrat pou-
Zity,
e akumulace produktii PCR reakci (amplikonil) v laboratofi pfi opakovanych amplifi-
kacich tychz cilovych sekvenci,
e pomérn¢ velké mnozstvi cilovych molekul DNA nebo RNA ptitomnych ve vySet-
fovanych vzorcich.
Kontaminace prostiednictvim jednotlivych amplikonli je nejCastéjsi kontaminaci. Kazda
zkumavka pouZivana pro PCR reakci obsahuje kolem 10'> amplikontl, kazda kapka aeroso-
lu (6-10 ul) miize obsahovat vice nez 10° cilovych sekvenci. K eliminaci téchto nezadou-

cich "kontaminaci" jsou pouZivany pre a post steriliza¢ni postupy [18].

3.5.2 Enzymaticka pre-PCR-sterilizace

Pomoci enzymatické pre-PCR-sterilizace metody je nezddouci nukleotid (napt. v TTP) ve
vSech amplifikacnich reak¢nich smésich nahrazen dUTP (U nahrazuje T, U je inkorporo-
van do amplikon®). Amplikony jsou diky "nepfirozenym" nukleotidovym bazim rozpozna-
vany autentickymi cilovymi molekulami DNA. K této reakéni smési je pak pfidan bakteri-
alni enzym uracil-N-glukosylasa (UNG). Fyziologicka role tohoto enzymu spoc¢iva v elimi-
naci uracilovych rezidui vznikajicich pfi spontanni deaminaci cytosint z fosfatovych sku-
pin. Béhem kratké inkubace pred vlastni amplifikaci, fetézce DNA obsahujici uracil jsou
enzymaticky degradovéany. Tyto "roztrhané", nezadouci fetézce jsou pak substratem pro
dalsi amplifikaci. Samotna UNG je pak teplotné inaktivovana pti 95 °C. Protoze pfirozené
se vyskytujici cilové molekuly DNA nesmi obsahovat velkd kvanta uracilovych rezidui,
rozliSuje tato metoda mezi uracil obsahujicimi amplikony pfitomnymi v reakénich smésich

jesté z predchazejicich amplifikaci a mezi thymin obsahujicimi molekulami DNA z mikro-
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organismu v klinickych materialech. Tato pre-PCR-sterilizace tedy eliminuje diive vzniklé,

nezadouci amplikony a umoznuje amplifikaci "Zivych", ndmi Zaddanych amplikonii [18].

3.5.3 Fotometricka post-PCR-sterilizace

Fotometrickd post-PCR-sterilizace vyuziva fotochemickych vlastnosti psoralti, derivati
4-amino-ethyl-4,5-dimethyl-isopsoralu (4-AMDMIP). Tato sloucenina je piidana de reakc-
ni smé&si pied vlastni amplifikaci. Je termostabilni a neinterferuje ani s primery, ani s Taq
DNA polymerasou. Po vlastni amplifikaci (avSak jesté pfed otevienim zkumavky) je ampli-
fika¢ni smés ozarena dlouhovinnym UV svétlem, které fotochemicky aktivuje isopsoraly,
avSak nijak neposkozuje DNA. Aktivované psordlni slouceniny vytvaieji na amplifikova-
nych usecich DNA cyklobutanové "sloZeniny" obsahujici pyrimidinové zbytky, které brani
Taq DNA polymerase v dal$i amplifikaci. Efektivnost tohoto procesu je pomérné vysoka
[18].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

4 DALSI MOLEKULARNE-BIOLOGICKE METODY
4.1 Metoda RFLP

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) je klasickd metoda zjistovani genetic-
kého profilu, ktera se jiz dnes nepouziva tak Casto, jako diive, ale stale je to u€inna metoda
ke zjistovani urcitych usekli DNA.

Tato metoda se sklada ze dvou krok:

1. amplifikace konkrétniho Useku DNA (napfiklad intergenovych oblasti
v chloroplastové DNA) pomoci dvojice znamych primerti. Casto se vyuziva primert, které
jsou komplementérni k za¢atkiim a konciim kodujicich gent okolo nekddujici intergenové
oblasti. Tyto primery pak byvaji vyuZitelné u vétSiny rostlinnych druhd.

2. restrikce (nastipani) namnozeného tseku pomoci restrikénich endonukleas, které
specificky Stépi DNA. Naptiklad enzym EcoRI rozstépi DNA vzdy, pokud nalezne sekven-
ci 3’-GAATTC-5". Pokud je takovéto misto v naSem studovaném useku DNA pravé jed-
nou, uvidime pak po elektroforese misto jednoho prouzku dva. Pokud ale bylo misto zmé&-
néno, napt. mutaci, k rozSt€peni nedojde a prouzek bude stale jeden. Pomoci této metody
tedy hledame polymorfismus v restrik¢nich mistech nejriznéjSich endonukleas a nasledné

ho interpretujeme jako pfibuznost ¢i neptibuznost organismi [19].

4.2 Metoda FISH

Metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) 1ze lokalizovat cilové nukleotidové sek-
vence ptimo v bunikéch (in situ). Metoda FISH je zaloZena na schopnosti jednofetézcové
DNA sondy (tzn. useky DNA o zndmé sekvenci) vazat useky cilové DNA fixované na mik-
roskopickém skle. Jedna se o tiseky DNA, které jsou oznaceny fluorescencnim barvivem
a které jsou komplementarni ke zkoumanému tseku DNA. Tim muZe byt ¢ast chromoso-
mu, gen nebo skupina gent [20].

Sondy jsou znaceny piimo rtiznymi fluorochromy nebo nepfimo, napt. biotinem ¢i digoxi-
geninem. U metody FISH se pouzivaji 3 typy sond: g-satelitni sondy (centromerické, CEP),
lokus-specifické sondy (LSI) a celochromosomové sondy (malovaci, WCP).

Inkorporace fluorescen¢né znacenych nukleotidi do DNA se obvykle provadi metodou
nick translace, in vitro transkripce, ,,;random primer®, nebo metodou polymerazové fetézo-

vé reakce.
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Za zvysené teploty (kolem 75 °C) dochéazi k denaturaci, pii které se vldkna sondy
1 zkoumané DNA rozvolni a po nésledném ochlazeni se sonda hybridizuje na zkoumany
usek DNA. Tim dojde k jeho oznaceni, coz se ve fluorescenénim mikroskopu projevi ba-
revnym hybridizacnim signalem.

Této metody se pouziva k detekci genii na chromosomech hmyzu nebo chromosomech

savcu a rostlin, a dale k detekci specifickych molekul RNA uvnitf bunék a tkani [21].

4.3 Metoda NIR

Blizka infracervena spektroskopie (Near Infrared Spectroscopy, NIR) je nedestruktivni
moderni metoda chemické analyzy vyuzivajici interakce mezi dopadajicim zafenim
a vrstvou materialu vzorku. PfestoZe pii této metodé nejsou potieba zadné chemikalie ani
odbornd obsluha, jsou =ziskané¢ vysledky analyz dostatecné¢ ptesné a srovnatelné
s referen¢nimi metodami [22].

Tato metoda je zalozena na interakcich elektromagnetického zatreni s hmotou, a to zejména
takovych, které jsou spojeny s vyménou energie mezi hmotou a zafenim. Pokud latka ab-
sorbuje kvantum zafeni urCitych vinovych délek, zvysi tim svoji vnitini energii a pak jde
o absorp¢ni spektroskopii. V infracervené spektroskopii se tohoto procesu zucastiiuje cela
molekula. Infradervend spektroskopie je tedy jednou z metod molekulové spektrometrie.
Infracervena spektralni oblast je vymezena vinovymi délkami 700 nm az 1 000 nm.

Blizka infracervena spektralni oblast se nachazi mezi viditelnou a stfedni infracervenou
spektralni oblasti a je vymezena vinovymi délkami v rozsahu 1 100 az 2 500 nm [22].
Metoda vyzaduje analytickou kalibraci, kterou se rozumi zavislost optickych dat na obsahu
stanovované slozky. Je to fada numerickych konstant pro jednotlivé vinové délky, pii kte-

rych probihd méteni pro kaZzdou kombinaci analyzovaného produktu a parametru [23].

4.4 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na pouZiti protilatek jako ,,specifickych® vazebnych
¢inidel. Pomoci imunochemickych metod lze stanovit v piivodnim biologickém materialu
celou fadu cizorodych latek (farmaka, toxické latky), latky télu vlastni, latky infekéniho

puvodu nebo specifické protilatky vzniklé na néjaky imunologicky podnét [24].
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Imunochemicka metoda, ktera vyzaduje pro kvantifikaci déje odd€leni volného reaktantu
od jeho vazané formy, se oznacuje jako heterogenni, naproti tomu metody, které tento krok
nevyzaduji se nazyvaji homogenni.

Imunochemické metody, které vyuzivaji jako znacky enzymy, patii do souboru metod
oznacovanych jako enzymové imunoanalyzy EIA (Enzyme Immunoassay). Existuji dvé
hlavni techniky, a to ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) a EMIT (Enzyme
Multiplied Immunoassay Technique) [24].

ELISA pouzivéa ke znaCkovani komplexu antigen-protiladtka enzymy. Pro spravné provede-
ni techniky ELISA je tfeba splnit fadu piedpokladii. Antigen nebo protilatka musi byt na-
vazéan na povrch nerozpustného nosice bez ztraty imunoreaktivity. Pouzité enzymy musi
mit vysokou specifickou aktivitu, tj. pfeménuji velkd mnozstvi substratu na detekovany
produkt. Enzymy musi byt stabilni jak béhem reakce, tak i béhem jejich skladovani. Aktivi-
ta enzymi, které jsou pouzity pii znaCkovani se nemiize ptirozené vyskytovat v analyzova-
nych biologickych tekutinach. Vétsina ELISA metod jsou stanoveni na pevné fazi, kde an-
tigen nebo protilatka jsou adsorbovany na povrch pevného nosice [24].

Pti ELISA metodach se pouziva ke znafeni enzym peroxidasa a jeji substrat peroxid vodi-
ku, ktery v pfitomnosti chromogenu 1,2-diaminobenzenu dava méfitelny zluto-oranzovy
produkt. Dal§im enzymem, ktery se vyuziva ke znaceni je B-D-galaktosidasa a jeji substrat
o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid, ktery je pfeménovan na méfitelny Zluty nitrofenolovy
produkt. Ke znaCeni se také casto pouziva alkalickd fosfatasa a jeji substrat
p-nitrofenylfostat, ktery je pfeménovan na nitrofenolat.

Zastavujicim ¢inidlem peroxidasové reakce je 1M kyselina sirova, ktera zarovei stabilizuje
kone¢ny barevny produkt enzymové reakce. U souprav, které pouzivaji alkalickou fosfata-
su se enzymova reakce zastavuje roztokem hydroxidu sodného [24].

K detekci antigenu se Casto poziva technika ELISA vyuZivajici kompetitivni vazebnou
reakci na pevné fazi. Kompetitivni metodu ELISA (obr. 7) je moZné pouZit ke stanoveni
protilatek. V tomto pifipadé soutézi neznacené protilatky v analyzovaném vzorku s urcitou
danou koncentraci znacenych protilatek o vazbu na omezené mnozstvi antigenu imobilizo-
vaného na pevném povrchu.

Nekompetitivni ELISA (obr. 7), zndma pod nazvem sendvi¢ovéa technika, je nejvice pouzi-
vanou metodou ELISA pro stanoveni antigent, které maji nejméné dva rtizné antigenni

determinanty. Zakladem stanoveni jsou polystyrenové kulicky s adsorbovanym nadbytkem
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specifické protilatky proti antigenu. Vhodnym enzymem pro znaceni byva alkalicka fosfa-

tasa [24].

-

e
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Obr. 7. Prabéh Sandwich ELISA, kompetitivni ELISA, nekompetitivni ELISA
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5 ANALYZA PROTEINU

SouCasnd analyza proteinit (obr. 8) je velmi vyznamnou oblasti biomedicinského
a biochemického vyzkumu. Jelikoz proteiny jsou jedny z nejvyznamnéjSich soucasti vSech
organismu, tkani 1 bunék, je velice dalezité¢ analyzovat jejich druh a mnozstvi ve zkouma-
ném vzorku. Vysledky téchto analyz ndm davaji pfesné informace o vyskytujicich se pro-
teinech, které se napt. vyuzivaji pii sledovani kvality potravin.

Mezi nejvice pouzivané metody patii metody elektroforetické. Je to soubor separacnich
metod, které vyuzivaji k déleni latek jejich odliSnou pohyblivost ve stejnosmérném elek-
trickém poli. Mezi elektroforetické metody pro analyzu proteinli patii napt. SDS-PAGE ¢i
dvojrozmérna elektroforesa. VyuZitelné jsou také metody analytické, napt. gelova perme-

acni chromatografie ¢i hmotnostni spektrometrie [25].

| Potravina |

S

Extrakce

|

Proteinovy
extrakt

PCR

Separa¢ni metody i

Elektroforesa

SDS-PAGE I
Imunologické metody
IEF, RIE
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2D-elektroforesa

Chromatografie RIA
SEC, HPLC RAST/EAST
IEC, IAC

——
I
Stanoveni struktury
Primérni struktura
Edman sekvencovani

Tercialni struktura
NMR, X paprsky

Obr. 8. Schéma soucasné analyzy proteint
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5.1 Metoda SDS-PAGE
SDS-PAGE (elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodné-

ho, z angl. sodium-dodecyl-sulphate-polyacrylamide-gel-electrophoresis) je jednoducha,
rychld a reprodukovatelnd metoda pro kvalifikovanou charakterizaci a srovnani proteind.
Tato metoda separuje proteiny na zakladé rozdilné relativni molekulové hmotnosti [25].
Proteiny se ve stejnomérném elektrickém poli pohybuji podle svého néboje. Je-li vSak pro-
tein v prostiedi aniontového detergentu dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS), ziskava protein
zaporny naboj a pohybuje se podle velikosti své molekuly. SDS se zde vaZe na proteinovy
fetézec v poméru 1,4 g SDS na 1,0 g proteinu, pficemz délka komplexu SDS — protein je
umérna jeho molekulové hmotnosti. Na zaklad¢ srovnani relativnich mobilit neznamého
proteinu a standardl je pak mozné urcit jeji relativni molekulovou hmotnost [25].

Relativni mobilita proteinu se pak vyjadiuje:

elektromigra¢ni drdha neznamé bilkoviny

Relativni mobilita (Rf) =

celkova délka elektroforesy

Vynesenim logaritmu relativni molekulové hmotnosti proteini zndmé molekulové hmot-
nosti proti jejich relativni pohyblivosti (mobilite) ziskame kalibra¢ni pfimku, z niZ 1ze ode-

¢ist molekulovou hmotnost nezndmého proteinu (obr. 9).

Kalibraéni zavislost log molekulové hmotnosti = f (Rf)
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Obr. 9. Kalibracni zavislost log molekulové hmotnosti proteinu na jeho relativni mobilité
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5.2 Dvojrozmérna elektroforesa proteint

V soucasné dobé€ je dvojrozmérna elektroforesa proteinli metodou pro separaci proteind.
Tato metoda umoziuje rozliSeni az 10000 proteint. Podstatou metody je vyuziti dvou od-
lisnych fyzikalné chemickych vlastnosti proteini: nejdiive jsou proteiny rozdéleny podle
jejich izoelektrického bodu (pl), coz je hodnota pH, pfi které je soucet naboju proteinu nu-
lovy. Toho Ize docilit tak, Ze na prouzek gelu, ve kterém je vytvoten gradient pH, je nane-
sen protein a aplikovano elektrické napéti. Proteiny pak migruji ke katodé ¢i anod¢ dle
svého celkového naboje az do chvile, kdy pH mista v gelu odpovida pl proteinu. Podle
zvoleného rozsahu pH 1ze ménit Skalu proteinti, které 1ze rozdé€lit, Casto se prave této vlast-
nosti vyuziva pro "zaostfeni" (zooming) na proteiny s pl v izkém rozsahu pH. Po separaci
v prvhim rozmeéru je provedena bézna elektroforesa na polyakrylamidovém gelu (PAGE),
kdy ovSem napéti je aplikovano kolmo vzhledem k plivodni orientaci elektrod. Proteiny
poté migruji v druhém rozmeéru gelem cisté v zavislosti na jejich velikosti. Po probéhnuti
obou fazi 2D elektroforesy je tfeba proteiny vizualizovat nékterou z barvicich ¢i znacicich
metod (chemickych nebo radioaktivnich) [26].

Metoda 2D elektroforesy ma samoziejmé i své nevyhody - patii mezi n¢ omezena repre-
zentativnost vzorku (problematické jsou velmi zasadité proteiny, proteiny malo rozpustné
ve vodné fazi a membranové proteiny), sensitivita (proteiny pfitomné ve velmi nizkych
koncentracich vyzaduji specialni typy barveni), reproducibilita a ve srovnani s obdobnymi

technikami pro nukleové kyseliny Spatna automatizovatelnost [26].

5.3 Gelova permeac¢ni chromatografie

Pomoci gelové chromatografie je mozno separovat molekuly liSici se svym tvarem
a velikosti. Mechanismus déleni na gelech je obdobou "molekularniho sita". K separaci
latek dochazi tehdy, kdyz jejich molekuly jsou odlisnych primérti a mohou difundovat do
kapalné faze ptitomné v pdrech gelu a to, podle priméru molekuly, do rozdilné hloubky
poru gelu. Mensi molekuly difunduji hloubé&ji, vétsi zistavaji pti povrchu, nejvétsi, tedy ty,
jejichz pramér je vétsi nez primér port gelu, nepronikaji do port viibec. Nejmensi mole-
kuly vykonaji tedy nejdelsi drahu pii prichodu kolonou a eluuji se s nejvyssim elucnim

¢asem, zatimco nejvétsi molekuly se pohybuji kolonou nejrychleji [27].
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5.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektroskopie je fyzikalné-chemickd metoda pro ur€ovani hmotnosti molekul
a jejich casti. Hmotnosti spektrometr je iontové optické zafizeni, které ze smési molekul
a iontll separuje nabité Castice podle jejich efektivni hmotnosti m/z (m je hmotnost, z je
naboj) a umoznuje je stanovit. Déle poskytuje udaje o relativnim zastoupeni iontl stejné
hmotnosti v celkovém mnozstvi iontll ve smési. Zaznam molekuldrnich a fragmentovych
iontll je charakteristicky pro danou latku a dava cenné informace o jeji struktufe a na jeho
zaklad¢ 1ze vétSinou strukturu latky odvodit nebo potvrdit. Hmotnosti spektrometrie je me-

toda citliva a umozfiuje analyzovat latky v mnozstvi kolem 10~ g [28].

5.5 Kapalinova chromatografie - HPLC

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto technika HPLC.
Zkratka je odvozena od dvou pfipustnych nazvi této techniky a to ,high performance
liquid chromatography* (vysokouc¢innad kapalinova chromatografie) nebo ,high pressure
liquid chromatography* (vysokotlak4 kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je v tomto
ptipad¢ kapalina. Stacionarni fazi je proteinovy film zakotveny na povrchu nosi¢e nebo
pevny adsorbent [29].

V metod¢ HPLC je dostupnd fada riznych detektort, které se 1isi principem funkce, kon-
strukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linedrnim dynamickym rozsahem. Metoda
HPLC vyuziva tyto typy detektort: spektrofotometricky detektor (UV-VIS), fluorescenéni
detektor, hmotnostni spektrometr, refraktometricky detektor a dalsi. Volba detektoru opét
zavisi na konkrétni aplikaci. Casto pouzivanym detektorem je detektor spektrofotometricky
(UV-VIS) a fluorescen¢ni. Podminkou pouziti téchto detektori je, aby dany analyt absor-
boval zafeni urcité vinové délky (UV-VIS detekce) anebo aby emitoval flourescencni zare-
ni (fluorescencni detekce).

Vysledkem HPLC analyzy je chromatogram. Pokud je analyzovand smés dobie rozdélena,
pak kazdé slozce smési odpovida jeden pik. Poloha piku uvadéna pomoci reten¢niho ¢asu
(ur¢eno podle polohy vrcholu) urcuje, o jakou latku se jedna (kvalitativni analyza), plocha

piku (nebo jeho vyska) urcuje koncentraci latky ve smési (kvantitativni analyza) [29].
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6 FALSOVANI POTRAVIN

Slovo falzifikace pochdzi z latinského vyrazu falzum, coz lze pielozit do ¢eského jazyka
bud’ jako padélek, nebo jako podvrh, anebo jako napodobenina. Falzifikace, jinak falSova-
ni, je tedy Cesky padélani ¢i napodobovani [30].

Zakon o potravinach ¢. 110/1997 Sb., ktery nabyl G¢innosti v zafi 1997, pojem "falSovana
potravina" ¢i "falSovani" pfimo nedefinuje. § 10 tohoto zakona vSak uvadi, Ze do ob&hu je
zakdzano uvadét potraviny jiné nez zdravotné nezdvadné, klamavé oznacené, s proSlym
datem pouzitelnosti a potraviny neznamého ptivodu. Zakon se pfi pouziti terminu "klamaveé
oznacené" odkazuje na zakon €. 634/1992 Sb., o ochrané spotiebitele, v némz je definova-
na podstata klamani (§ 8 odst. 1). Nikdo nesmi uvadét nepravdivé, nedolozené, netplné,
nepiesné, nejasné, dvojsmyslné nebo prehnané udaje anebo zamlcet Gdaje o skutecnych
vlastnostech vyrobkl nebo sluzeb ¢i Grovni nakupnich podminek. Aby §lo o klamani,
predpoklada se, Ze ten, kdo se takového jednani dopousti, si je védom klamavého charakte-
ru ¢i nedostateCnosti informace poskytované spotiebiteli [30].

Z hlediska falSovani patii mezi kritické komodity luxusni potraviny (lihoviny, vino, kofeni)
a potraviny prodavané ve velkém mnozstvi (masné a mlécné vyrobky, tuky a oleje, kava
a kakao, ovocné §t'avy, zmrzliny, vajecny konak, vajecné téstoviny, kotfeni, kecupy, dzemy,
oleje, med, ale také doplnky stravy, které se vydavaji za 1écivé ptipravky). Mezi hlavni
zpiisoby falSovani patii ndhrada nadkladné suroviny za levnou, pouziti jiné nez deklarované
technologie, vyrobek nemé predepsané slozeni, maskovani nedodrZeni receptury, nesprav-

né uvedeni mista piivodu (hlavné u vina) a zneuziti znamé znacky [30].

6.1 Pribarvovani pozivatin

Pfibarvovani pozivatin ma své opodstatnéni nejen z hlediska estetického. Divodu pro pfi-
davani barviv je vice, napt. znovu ziskat barevny vzhled potraviny, ktery se béhem vyrob-
niho procesu zmeénil, zajistit uniformitu vyrobku ve vsech Sarzich, zvysit spotiebitelskou
atraktivnost vyrobku, aj.

Pro ptibarvovani se pouzivaji pfirodni i synteticka barviva. Pfirodni barviva jsou nejcastéji
vonoidy, anthrachinony, betalainy a pyrrolova barviva. Rostlinné pigmenty se pouzivaji
jako zdravotn¢ nezdvadna barviva nejen v potravinaistvi, ale i ve farmaceutickém priamyslu

a kosmetice [31].
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Syntetickych barviv je produkovan velky pocet. Jde o barevné slouceniny, které se synteti-
zuji z velkého mnozstvi polotovarl, zalozenych na produktech zpracovéani ropy a dehtu.
Podle chemické povahy se Cleni na azobarviva, fenylmethanova barviva, nitrobarviva, py-
razonova, xanthenova, antrachinonova, chinolinova a indigoidni barviva.

Potravinatskd barviva musi splilovat urcité pozadavky. Nesmi neptiznivé ovlivnit ostatni
organoleptické vlastnosti pfibarvené potraviny, zejména chut’ a viini. Musi mit vysokou
barevnou mohutnost a byt dobie rozpustnd ve vodé. Nesmi dochézet k interakcim s jinymi
slozkami potravin. Barvivo musi byt stalé vii¢ci zménam pH, oxida¢né redukénim vliviim,
vuci svétlu, teplu a u pevnych potravin 1 viici vlhkosti. V neposledni fadé¢ musi byt

1 ekonomicky dostupné a piijatelné [31].

6.2 Miléko

I mléko (kozi, ovéi) je jednou z potravin, ktera podléha falzifikaci. Casto byvéa kravské
mléko zaménovano za kozi nebo ov¢i, jelikoz kravské mléko lze zakoupit v nizSich ceno-

vych relacich [32].

6.3 Mlécné vyrobky

Tradi¢ni mlécné vyrobky se vyrabéji z mléka a jakykoliv nedeklarovany piidavek nemléc-
nych bilkovin je zakdzan. Vzhledem k tomu, ze se konzumace s6ji povazuje z vyzivového
1 zdravotniho hlediska za prospésnou, byla vyvinuta fada novych vyrobkt, do kterych se
pridava sojova bilkovina. S6jové bilkoviny jsou ve srovnani s mléénymi bilkovinami pod-
statné levngjsi. Diky tomuto je pouziti s6jové bilkoviny k ndhradé mlécné bilkoviny velmi
atraktivni z hlediska kone¢né ceny mlécnych vyrobka. So6ja patii mezi alergenni ptisady
a jeji pouziti ve vyrobcich musi byt podle smérnice EU €. 2000/13/ES o znaceni potravin
uvedeno na etiketé vyrobku.

Stanoveni sdjové bilkoviny v mléénych vyrobcich neni jednoduché, zvlasté tehdy, pokud
jsou rostlinné bilkoviny pouzity v malych mnozstvich. Podminky vyroby potravin modifi-
kuji strukturu s6jovych bilkovin a to ztéZuje jejich stanoveni.

Ke stanoveni sojovych bilkovin v mléénych vyrobcich byly vyvinuty a pouzivaji se rizné
analytické metody: imunologické, elektroforetické a chromatografické. Ve Spanélsku vyvi-
nuli novou rychlou metodu stanoveni ptidavku s6jovych bilkovin do vybranych mlécnych

vyrobkil pomoci perfuzni chromatografie s reverznimi fazemi [33].
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6.4 Ovocné napoje, dzusy

FalSovani tzv. 100% ovocnych $t4av obecné zahrnuje ptidavky vody, cukru, silic, kyselin,
barviv a dalSich levnéjSich surovin ndhradou za drazsi ptirodni ovocnou $tdvu. Je snaha
tim zamaskovat niz8i podil ovocné slozky. FalSovani u této komodity zahrnuje také vyda-
vani levnéjSich surovin za drazsi z vyhlaSenych oblasti ¢i vybranych odrid.

Nejvétsi objem ovocnych ndpojl ¢ini produkty z citrusii, zejména pomerancii. Proto také
nejvice ptipada falSovani je spojeno s pomeran¢ovymi ndpoji.

Pii kontrolach se lze také setkat s pomerancovymi §tdvami, vyrabénymi z koncentratu,
které byly vice nafedény vodou. Také se vSak vyskytly pomerancové $t'avy, u nichz doslo
ke zjevnému falSovani - byly nejen vice nafedény vodou, ale také doplnény cukrem, kyseli-

nami, barvivy a dal§imi latkami s cilem zamaskovat nizsi podil ovocné slozky [33].

6.5 Olivovy olej

Se vzristajici oblibou olivového oleje dochdzi stale Castéji k jeho falSovani. BritSti vy-
zkumnici vyvijeji DNA techniku, kterd by byla vhodna pro pouziti v priimyslu a pro kont-
rolni organy k detekovani a kvantifikaci falSovani olivového oleje olejem z liskovych ofe-
chii. Podobnost chemického slozeni téchto dvou olejii neumozituje s dostate¢nou presnosti
s pomoci analytickych metod pro rostlinné oleje falSovani olivového olej prokazat. CCFRA
(Spole¢nost pro vyzkum potravin v Campden-Chorleywoodu) s podporou Utadu pro potra-
vinové standardy (FSA) proto zkoumala moZnost pouzit pro detekci falSovani metody
DNA. Byla vypracovdna metoda DNA pro zjistovani nerafinovaného liskového oleje
v panenském olivovém oleji, resp. rafinovaného liskového oleje v rafinovaném olivovém
oleji. Pomérné jednoduchy systém vyuziva ke kvalitativnimu stanoveni kapilarni elektrofo-
resu. RovnéZ byl vypracovan postup pro kvantitativni méteni, kterym Ize stanovit mnoZzstvi
DNA liskovych ofechll a potencionalné 1 mnozstvi liskového oleje ptitomného ve vzorku

olivového oleje [34].
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7 DETEKCE REZIDUI ALERGENU VE ZPRACOVANYCH
POTRAVINACH

V poslednim desetileti dochazi v rozvinutych primyslovych statech k nartstu potravino-
zornosti nejen lékat klinikd, ale také vyzkumnikl a odbornikd, ktefi se zamétuji na bez-
pecnost potravin produkovanych potravinaiskym primyslem. Potvrzuje se, ze zpracovani
potraviny v potravinaiském primyslu, zavadéni novych zpracovatelskych technologii
a zpusob doméci ptipravy pokrmu ovliviiuje alergenicitu potraviny. MiiZe jit o jeden
z faktort, ktery se podili na nartistu potravinovych alergii [35].

Konkrétni ptiklady ukazuji, Ze neexistuje zadné vSeobecné platné pravidlo ovlivnéni aler-
genicity pro jednotlivé zpracovatelské postupy, které by bylo mozné vztahnout na vSechny
druhy potravin. Vysoka teplota mize vést v jednom piipadé ke ztraté alergenicity, v dru-
hém piipad¢ ke vzniku novych alergent, tzv. neoalergenti. Stejné tak je pro alergenicitu
dalezité, jak jsou alergeny v potraviné odolné vici extrémnimu prostiedi (pH, enzymy)

v travicim traktu [35].

7.1 Alergenicita a potravinové alergeny

Pojem "alergenicita" zahrnuje jednak schopnost urcité potraviny nebo slozky potraviny
senzibilizovat jedince a jednak vyvolat alergickou odpovéd’ u jedince jiz senzibilizované-
ho. Zékladni imunoreaktivni strukturou, které je schopna senzibilizace a nasledné provoka-
ce alergické reakce je alergen. Potravinové alergeny jsou vétSinou glykoproteiny s riznymi
fyzikaln€ chemickymi vlastnostmi. Teoreticky se kazdé bilkovina miiZe stat alergenem. Ve
skutecnosti se alergenicita jednotlivych bilkovin, potazmo potravin, velmi odliSuje. Je
vici tepelnému zpracovani, vici enzymatické proteolyze a zménam pH, tedy vici traveni.
V uvahu je tfeba vzit skutecnost, Ze kazda potravina obsahuje vice alergenti. Pfitom jen
malo potravin mé v soucasné¢ dobé definovanou skladbu alergend, jejich strukturu a vlast-
nosti. Jedinec, ktery je alergicky na danou potravinu, je vétSinou senzibilizovan vii€i vice
alergeniim soucasné a spektrum zapojenych alergenti se 1isi u jednotlivych jedinct ¢i u ur-
¢ité definované populace alergické na danou potravinu (napt. populace pylovych alergiki).
Je vSak zndmo, ze nékteré alergeny senzibilizuji vice nez 50 % jedinct alergickych na da-

nou potravinu (jde o tzv. hlavni alergeny) a n€které se uplatituji méné casto [35].
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7.2 Zména alergenicity pri zpracovani potravin

Potravinové alergeny mohou béhem tepelného i1 netepelného zpracovani v potravindiském
pramyslu, béhem skladovani a béhem tpravy potraviny doma podléhat zméndm, které mo-
hou vést ke zméné alergenicity. Zména muze byt ve smyslu redukce alergenicity
v dasledku inaktivace a destrukce alergenu nebo mohou ve zpracované potraviné vznikat
nové alergeny. Neplati Zadna vSeobecné platnd pravidla pro vSechny potraviny a pro urcity
zpracovatelsky postup. Tyto zmény jsou velmi komplexni a nejsou snadno predvidatelné.
Vliv technologii na odstranéni nebo sniZzeni mnozstvi alergent je spojen s odstranénim ¢i
narusenim aktivnich mist alergennich proteint, které se nazyvaji epitopy. Obecné 1ze vyu-
zit tf1 zékladni postupy: odstranéni epitopl (napf. loupanim broskvi se podstatné snizi ob-
sah nékterych alergenil), naruSeni epitopt (napft. tepelny zédhfev nebo enzymatické Sté€peni
vyvold zménu epitopu tak, Ze se snizi alergenni potencidl) a kone¢né tzv. maskovani epito-
pt (napft. zablokovani epitopl navazanim jiné latky) [35].

Pozornost se zamétuje zvlasté na potraviny, které se ukazaly nejrizikovéjsi z pohledu aler-
genniho potencidlu. Smérnice Evropské komise (2003/13/EC), ktera se tykda oznacovani
alergickée reakce. Ptitomnost téchto potravin je nutné oznacit na obalu bez ohledu na jejich
mnozstvi. Na seznamu jsou uvedeny vedle jediné ptidatné latky (oxid sifiCity a sificitany)

tyto potraviny: obiloviny obsahujici gluten, korysi, vejce, ryby, arasidy, s6jové boby, mlé-

D%

7.2.1 AraSidy

Ara8idy jsou v rozvinutych, primyslovych statech nejvaznéjSim rizikem pro potravinové
alergiky. Precitlivélost na n¢ narlista a jsou nejcastéjsi pficinou umrti po poziti alergickym
jedincem [35].

Hlavni alergeny arasidl patii k zdsobnim proteinlim semen, které se vyznacuji odolnosti
vici tepelnému zpracovani a vlivem tepelného podnétu nedochazi k redukci jejich alerge-
nicity. Navic jde o alergeny odolné vii¢i enzymatické $tépeni v travicim traktu [35].
Vysledky studii s araSidy jsou v kontrastu s u¢inkem prazeni na alergenicitu liskového ofe-
chu, kdy dochazi k vyznamné redukci alergenicity. Alergenicita araSidu pii prazeni vzrista.
Za tento jev je zodpovédny vznik neoalergend pti Maillardové reakci. Pti prazeni se také

zvySuje odolnost vii¢i degradaci travicimi enzymy. Zajimavé je, Ze tepelné plsobeni pii
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niz§ich teplotach (100 °C, 120 °C) alergenicitu arasidi neovlivnilo. To zfejmé vysvétluje,
pro¢ vyskyt alergie na arasSidy zdvisi na dietnich zvycich a na zplsobu upravy arasidi
v riznych oblastech. V oblastech, kde jsou araSidy velmi ¢asto v jidelnicku (Afrika), ale
jsou upravovany varenim, neni alergie na araSidy Castd, na rozdil od zemi zépadni Evropy

a USA, kde se konzumuji arasidy prazené [35].

7.2.1.1 Metody detekce alergenii v araSidech

Metody, které byly aplikovany v prabehu poslednich let, dokazi detekovat alergenova rezi-
dua v potravindch. Mezi tyto metody patii: radioalergenosorbentova inhibice (RAST),
imunoforesa (RIE), enzymova metoda (ELISA) a polymerazova fetézova reakce (PCR).

a) imunoforesa (RIE) — imunoforesa byla vyuzita napf. pro zjiSténi arasidovych proteinti ve
vegetarianském sekaném mase. Detekéni meze této metody byly pfiblizné 30 ppm. Po né-
kolika letech rozvijeni metody jsou detekéni meze jiz 10 ppm. Metoda byla optimalizovana
pro detekci burskych ofechli v ¢okoladé s dosazenim vytézku 85-100 %. S uspokojivymi
vysledky byla metoda aplikovana jiz asi pro 20 druhil potravin. Jedina nevyhoda metody je,
ze mnozstvi séra, které se uziva v gelech, musi byt optimalizované. Tato optimalizce se
odviji od mnozstvi alergenu ve vzorku, coz neni pfedem nikdy zndmo. Byly provedeny
analyzy 11 komer¢né proddvanych cokolad, které nemély obsahovat zadné stopy ofechtl.
Avsak 4 z nich burské ofechy obsahovaly v mnozstvi 0,0006-1,5 %, coz tato metoda bez-
pecné odhalila [32].

b) radioalergenosorbentové inhibice (RAST) — RAST byla poprvé vyuZzita pro zjisténi pti-
tomnosti araSidového maésla ve slunecnici maselné. Arasidové maslo bylo detekovano
v rozsahu 0,3-3,3 % (3 000-33 000 ppm) v Sesti z osmi vzorkll slunecnice maselné. Stan-
dardni protein byl extrahovan ze syrovych neosolenych arasidi. Vytézek této metody je
31-94 % a detekéni meze jsou minimalné 10 ppm. Alergeny se mohou také objevit
v rostlinném oleji, ve kterém se arasidy zpracovavaji ke konzumaci. Tento aspekt nebyl
doposud blize studovan [32].

¢) IgE — imunoblotting — IgE — imunoblotting analyzuje proteiny z arasidi v potravinach.
Jako standardy byly pouZity také prazené araSidy. Detekéni meze metody jsou 50 ppm.
Bylo zjisténo, ze 19 z 46 komercnich potravinarskych vyrobki, které nemély obsahovat
stopy arasidii, obsahovaly 0,05-1 % (500 ppm — 10 000 ppm). I tuto metodu je tedy mozné
pouzit v klinické a vyzkumné analyze. Nevyhodou této metody je, Ze je potieba specifické

sérum cloveka, ktery je alergicky na arasidy. Lidské sérum vyZzaduje citlivou manipulaci,
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aby se predeslo vniknuti séra do prostiedi potravindiského pramyslu. JelikoZ intenzita aler-
gie u jednotlivych zkoumanych jedincii se znaéné¢ méni s Casem, stava se normalizace me-
tody velmi obtiznou [32].

d) ELISA — pii metod¢ ELISA se vyuzivd monoklonalnich protilatek oproti analyzovanym
proteiniim v araSidech. Jako detektor byla vyuzita protilatka z kraliciho téla. Krali¢i proti-
latka byla vystavena extraktu z prazenych burskych ofechli. Metoda detekovala asi 40 ppm
ofechil. Metodou ELISA byla analyzovana také vanilkova zmrzlina, kterd byla posypéana
nasucho praZzenymi arasidovymi ofechy v mnozstvi od 0,01 % do 5,0 %. U 6/7 pacientli se
projevila alergicka reakce na pokozce. Vzorky byly také analyzovany metodou RAST pou-
zitim lidského séra alergickych jedinct. Vysledky byly obdobné.

Také talit, ktery byl pokryt ofechy, byl analyzovan metodou ELISA a bylo zjisténo, Ze sto-
py burskych ofechli zlistavaji na talifi po dobu i 24 mé&sict.

Metoda byla vyvinuta pfedev§im pro cukrovinkové produkty a nckteré druhy potravino-
vych ptisad, kromé koteni.

Ptestoze existuje n€kolik metod pro identifikaci alergenii v araSidech, je potfeba ucelené

metody, jelikoz existuje spousta druhti arasidi a velka riznorodost zpracovani vzorkt [32].

7.2.2 Kravské mléko, mlééné vyrobky, vejce

Kravské mléko je pticinou potravinovych alergii vazanych zvlasté pro détsky vék. Hlavni-
mi alergeny kravského mléka jsou kaseiny obsazené v mlécné srazeniné a o-laktalbumin
a B-laktoglobulin obsazené v syrovatce. Dalsi alergeny, které se uplatituji méné ¢asto, jsou
alergeny syrovatky: imunoglobuliny a bovinni sérovy albumin. U 82 % jedincii alergickych
na kravské mléko byla zjiSténa ptecitlivélost na B-laktoglobulin, u 43 % na a -laktalbumin
a u 18 % na bovinni sérovy albumin. Tak jako u jinych potravin plati i u jedinci alergic-
kych na kravské mléko, Ze jsou vétSinou piecitlivéli na né€kolik alergent soucasné. Odolny
vuci tepelnému plsobeni je a-laktalbumin a kasein, B-laktoglobulin a sérovy albumin patfi
k termolabilnim alergentim [35].

Alergeny kravského mléka se 1i8i také citlivosti vici travicim proteolytickym enzymim.
V laboratornich pokusech byla prokazana vysoka stabilita B-laktoglobulinu vii¢i plisobeni
pepsinu pii pH 1,2 (napodobuje prostiedi v Zaludku) v kontrastu s kaseiny, které byly kom-
pletné hydrolyzovany po 2 minutdich a o-laktalbuminem, ktery byl degradovan po

30 sekundach. Sérovy albumin je tepelné labilni, ale odolny vii¢i enzymtim [35].
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Pti vyrob¢ syrt se uplatiluje fada vyrobnich postupti, které mohou vyvolat zménu proteint,
navic dochazi k oddéleni syrovatkové frakce. Alergenni potencidl syri nebyl presnéji
zhodnocen, ale je znamé, ze fada jedincii alergickych na kravské mléko ma alergickou re-
akci 1 po poziti syrl.

Jsou hlaSeny alergické reakce na fadu pekatskych vyrobkt, ¢okolddu, uzeninu, do kterych
byla pfidand mlécna bilkovina. I zde ziistala zachovéana alergenicita, pfestoze bilkoviny
prosly riznymi zpracovatelskymi technikami [35].

K vyznamnym zdrojim alergeni patii vejce. Vajecny bilek ma silnéjsi alergizujici G€inek
nez vajecny zloutek. Hlavnimi alergeny vaje¢ného bilku jsou ovomukoid, ktery je relativné
rezistentni vici teplu a trdvicim enzymim a ovalbumin, ovotransferin a lysozym, které jsou
relativné citlivé vici témto vlivim. Vzhledem k tomu, Ze dominantnim alergenem u jedin-
ct alergickych na vejce je termostabilni ovomukoid, vétSina alergickych jedincl reaguje
1 na tepelné upravené vejce [35].

Mnozstvi alergent v mléku ¢i vejcich, které mohou vyvolat alergickou reakci, neni dopo-
sud znamé, protoze je zavislé na citlivosti pacientd a specifiku alergenu. Potravinoveé ptisa-
dy mohou byt nepfiznivé obohaceny o alergeny z divodu daného vyrobniho postupu
a technologie zpracovani. Tepelné zpracovani muze snizit, ale také zvySit mnoZstvi alerge-
nt v potraving. Proto identifikacni technologie pro urceni alergenu by mély byt 1-10 ppm,
to je 1-10 mg/kg. Nejvice komeréné vyuzivané metody detekce zahrnuji tyto limity detek-
ce. Metody detekce musi byt rychlé, citlivé a ekonomické a musi zajiStovat ochranu aler-

gickych spotiebitelil a kvalitu potravin [36].

7.2.2.1 Metody detekce alergenii v kravském mléce, mlécénych vyrobcich, vejci
Nasledujici identifikaéni metody jsou zpravidla pouzitelné pro detekci alergent
v kravském mléce, mlécnych vyrobcich i vejci.

a) Difuzni gelové metody — diftizni gelové metody jsou levné a snadno proveditelné, ale
nejsou prili§ citlivé, zvlasté v tepelné zpracovanych potravinarskych vyrobcich, proto jsou
tyto metody nahrazeny imunoenzymatickymi metodami (napi. RIE). Vysledky prokézaly,
ze vajecny albumin a ovomukoid jsou silné alergeny, konalbumin (ovotransferin) stiedni
alergen, zatimco lysozym velmi slaby alergen [32].

Kvalita detekce se odviji od alergenu, ale vysledky jsou vzdy v mg na 100 g potravinového

vzorku. Tato detekce neni obecné moc citliva, ale limity detekce pro rezidua jsou
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1-10 ppm. RIE metoda je asove¢ naro¢nd a vyzaduje specializované pracovniky, ELISA je
vice pouzitelna pro potravinarsky pramysl nez RIE nebo CRIE [32].

b) RAST a EAST inhibice - RAST a EAST inhibice jsou zalozené na navazani specifické-
ho IgE na nepohyblivou molekulu alergenu. Jsou vyuzivané pro detekci vajecnych a mlé¢-
nych alergent. Detek¢ni mez pro a-laktoalbuminy je 1 ppm. Tyto metody jsou vhodné&jsi
pro klinické Iékatstvi nez pro potravinarsky pramysl.

Metody RAST a EAST jsou vyuzivany ke kvantitativnimu stanoveni alergenu z extraktu.
Jestlize se stanovuje aktivita diagnostikovaného alergenu z extraktu, citlivé leukocty nebo
zirné buiiky odrazeji pfitomnost molekuly alergenu bunécnou zménou a nakonec granulaci.
Granulace je kvantifikovand méfenim biogennich aminti (histaminu, serotoninu) nebo en-
zymu uvolnénymi bunkami. V dne$ni dobg, je pouziti lidskych bazofilnich leukocyt nebo
zirnych bunék omezena jen pro diagnostické nebo vyzkumné ucely [32].

¢) Bodova kapkova metoda - bodova kapkova metoda detekuje vajecné a mlécné proteiny
v tepelné€ zpracovanych masitych produktech [32].

d) Elektroforetické metody - principem elektroforetickych metod je pohyb vzorku
v elektrickém poli a nasledna imunodetekce pouzitim alergického lidského séra nebo zivo-
¢i8né protilatky. Tyto metody jsou schopny oddélit a detekovat proteiny v syrovych nebo
mirné vafenych potravindiskych produktech, ale jejich pouZiti neni dost u¢inné pro vatené
nebo sterilizované produkty, protoze denaturace a shlukovani molekul rusi stanoveni [32].
e) ELISA - ELISA je metoda pro detekci mléEnych proteint 1 zloutkovych proteind. Speci-
ficka protilatka je IgG. Dostupné ELISA metody jsou obecné zaloZené na detekci kaseinu
a a-laktoglobulind, zatimco komeréni ELISA metody jsou zaloZené na detekci vaje¢ného
albuminu a ovomukoidu.

Podminky detekce zpracovanych potravinarskych produktii zavisi na riznych parametrech:
obsah tukl, intenzita tepelného zpracovani, ptivod proteinti atd. Proto jsou limity detekce
odli$né podle typu vzorku. Metoda ELISA je kvantitativni metoda [32].

f) DNA metody - i DNA metody, kam muizeme zatadit polymerazovou fetézovou reakci,
mohou odhalit potravinové alergeny. Ale v praxi se moc nevyuziva pro detekci vajecnych
nebo mlécnych alergend, mohly by dat falesné pozitivni odpovédi [32].

Komer¢ni kvantitativni testy, které jsou jiz na trhu, jsou vice ¢asové narocné nez jakostni
metody. Tyto testy se pouzivaji zvlasté pro ochranu alergického spotiebitele. Nevyhodou je
méné citlivé stanoveni v disledku denaturace ¢i shlukovani proteinii vlivem technologic-

kého zpracovani a dal$ich vlivi (lipidy, Maillardovy reakce, atd.).
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Posledni vyvoj slibuje technologii pro rychlou a multiparametrickou analyzu pro detekci

alergent v potravinovych vyrobcich [32].

7.2.3 Dalsi vyznamné potravinové alergeny
Mezi dal§i vyznamné potravinové alergeny, které mohou pisobit negativné na citlivé je-
dince patii: ofechy (liskové, vlasské), sdja, celer, obili, maso, ryby a ostatni vodni zivoci-

chové [35].

7.3 Problematika alergenii v Ceské republice

Jiz od roku 1998 plati v Ceské republice pro vyrobce povinnost zavést a udrzovat systém
HACCP. Pozadavky na tento systém se béhem té doby zmeénily jen mirng€. Diky narodnim
vyhlaskam a Evropskym nafizenim byla postupné plisobnost systému rozsifena na vSechny
provozovatele potravinaiskych podniki, tedy vcetné distributorii, prodejcti nebo provozo-
ven vetejného stravovani [37].

V souvislosti s novymi ptedpisy, které se dotykaji oznaCovani alergent v potravinach se
stava standardem vSech provozovatell potravinaiskych podnika zadat po svych dodavate-
lich prohlédseni, Ze jejich vyrobky neobsahuji nékteré alergeny. Vzhledem k tomu, Ze obsah
alergenil je v soucasné dobé povazovan za vyznamné chemické nebezpeci, doporucuje se
prohlaSeni o obsahu alergeni nebrat lehkovazné€. V Evropé jiz probéhly prvni kauzy
v souvislosti s pfitomnosti alergent bilkovin v potravinach, které zptsobily konzumentim
tzv. anafylakticky Sok [37].

Vstupem do Evropské unie se pro vyrobce potravin v Ceské republice stalo zavaznym nati-
zeni EK 178/2002, které s u¢innosti od ledna 2005 v ¢lanku 18 definuje pozadavky na sle-
dovatelnost potravin. Stejné tak 1 normy GFSI a ISO 22 000 pozaduji po potravinarskych
podnicich, aby zavedly systém sledovatelnosti. Rozsah pozadavki legislativy a norem se

1181 a to nejen ve formalni roving, ale 1 ve svych dusledcich [37].
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ZAVER

Kyvalita potravin je pro spotiebitele velmi vyznamna, ptedevsim z hlediska jeho bezpecnos-
ti a ochrany zdravi. Proto vyrobci potravin, védci ¢i potravinovi odbornici analyzuji potra-
viny, aby odhalili pfitomné alergeny, popfipad¢ aby alergiim pfedchazeli. Mezi nejvy-
znamngj$i alergeny patii mléko, vejce, ofechy, ryby, obiloviny obsahujici gluten.

S kvalitou potravin je spjata i jejich falzifikace. Z hlediska falSovani patii mezi kritické
komodity luxusni potraviny (lihoviny, vino, kofeni) a potraviny prodavané ve velkém
mnozstvi (masné a mlééné vyrobky, tuky a oleje, vajeéné téstoviny, koteni, kecupy, ale
také dopliky stravy, které se vydavaji za 1éCivé pripravky). Potraviny jsou falzifikovany
levnéj$imi nebo 1épe dostupnymi surovinami, ¢imz je klaman spottebitel nejen z hlediska
slozeni potravin, ale ve svém dusledku 1 v jejich cené.

Nepovolené potravinové piisady €i alergeny se analyzuji metodami na riiznych principech
(imunochemické, analytické, chromatografické, imunoforetické), pficemz v soucasnosti se
nejvice rozviji a uplatiuji DNA metody. Ale ani DNA metody nebudou kone¢nym clan-
kem. S vyskytem novych typi alergii a vynalézavosti vyrobct, kteti se snazi vyrabét své

cvwr

detekce tak, aby byl spottebitel maximalné chranén.
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PCR polymerdzova fetézova reakce
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HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie

HACCP systém kontrolnich kritickych bodi
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PRILOHA I: SYMBOLY PRO IDENTIFIKACI KVALITY POTRAVIN

FOOD
potravina (obecné)
hrnec na vareni, PT 1

FOOD CHEMICAL CONSERVED
potravina konzervovana chemicky
batika pouzivana v laboratofich, PT 2

FOOD FROZEN
potravina konzervovana mraZenim
snéhova vlocka, PT 3

FOOD DRIED
potravina konzervovana suSenim
Sipky naznacujici proud vzduchu, PT 4

FOOD IN VACUUM CONSERVED
potravina konzervovana vakuové
chem. znacka kysliku se Sipkou smétujici z nadoby, PT 5

FOOD PASTEURIZATED
potravina konzervovana pasterizaci
plamen pod nddobou s oznacenim teploty pasterizace, PT 6

FOOD STERILIZED
potravina konzervovana sterilizaci
plamen pod nddobou s oznacenim teploty sterilizace, PT 7

FOOD CONSERVED TROUGH HIGH TEMPERATURE
potravina konzervovana vysokym zahiatim
plamen pod nddobou s oznacenim teploty zahtati, PT 8

FOOD CONSERVED WITH RADIATION
potravina konzervovana ozarenim
Sipky naznacujici paprsky prostupujici potravinou, PT 9

FOOD CONSERVED WITH SUGAR
potravina konzervovana (ochucend) cukrem
kostky cukru, PT 10

FOOD CONSERVED WITH ARTIFICIAL SWEETING
potravina obsahujici nahradni sladidlo
zaoblené kostky cukru, PT 11

FOOD WITHOUT SUGAR
potravina bez cukru
kostky cukru, dvojity skrt, PT 12

FOOD WITH LOWER CONTENT OF SUGAR
potravina se sniZenym obsahem cukru
kostky cukru, ptes jednu dvojity skrt, PT 13
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FOOD CONSERVED WITH SALT
potravina konzervovana (ochucens) kuchyiiskou soli
krystalky soli, PT 14
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FOOD WITHOUT SALT
potravina bez kuchynské soli
krystalky soli, dvojity skrt, PT 15

FOOD ARTIFICIAL COLORED
potravina uméle pribarvena
banka pouzivana v laboratofi se spektrem barev, PT 16

FOOD WITH SERTIFICIAL AROMA
potravina umeéle aromatizovana
batika pouzivana v laboratofi s dymem u hrdla, PT 17

FOOD CONTAINED COFEIN
potravina obsahujici kofein
zrnko kavy, PT 18

FOOD CONTAINED ALCOHOL
potravina obsahujici alkohol
pismeno "A", PT 19

FOOD OF ANIMAL ORIGIN
potravina Zivo¢isného pivodu
byci hlava, PT 20
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FOOD OF PLANT ORIGIN
potravina rostlinného puvodu
srdcity list rostliny, PT 21
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FOOD OF COMPLEX RAW MATERIAL (whole grain)
potravina z komplexni suroviny (celozrnna apod.)
kulaté semeno s dvéma obaly, PT 22

FOOD HYGIENIC PACKED
potravina hygienicky balena
hrnec na vateni s dvojitym obrysem, PT 23

FOOD NECESSARY TO WASH !
potravinu nutno omyt !
vodni kapka padajici do hrnce, ptikazova tabulka, PT 24
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FOOD NECESSARY TO WORM !
potravinu nutno prohiat !
pozadovana teplota prohtati, piikazova tabulka, PT 25
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FOOD NECESSARY TO COOK !
potravinu nutno varit

teplotni tidaj 100, hladina vody, pfikazova tabulka, PT 26




