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Identifikacia zloziek rastlinného
a ZivociSneho povodu v potravinach metédami vyuzivajicimi
polymerazovi retazovu reakciu

TOMAS KUCHTA

SUHRN. Préca sa zaoberd metddami vyuZzivajicimi polymerdzovu retazovu reakciu (PCR)
na dokaz alergénov v potravindch a na autentifikdciu potravin z hladiska zloziek rastlin-
ného a zivociSneho pdvodu. Pozornost sa venuje charakteristike metdd na izoldciu DNA
z potravin, menovite chaotropickej extrakcii na tuhej faze a solubilizdcii s cetyltrimetyl-
amoniumbromidom s ndslednou extrakciou v kvapalnej faze, a tiez stanoveniu vytazku
a vytaznosti DNA z potravin. PCR sa charakterizuje v stvislosti s ndvrhom primérov
a sond, a tiez z hladiska dolezitych parametrov a variantov klasickej PCR a real-time
PCR. Uvadzaji sa dostupné PCR metddy na identifikdciu zloziek rastlinného pdvodu
v takych potravindch, ako su obilniny obsahujuice glutén, sdja, orechy, zeler a iné rastlin-
né druhy. Dalej si opisané dostupné PCR metddy na identifikdciu jednotlivych zloziek
potravin zivo¢i¥neho pdvodu vratane tych, ktorych pritomnost v potravinach musi byt
deklarovand.

Krucove sLovA: DNA; polymerdzova retazova reakcia; analyza potravin; alergény; méso;
mlieko; potraviny rastlinného povodu

Polymerdzovd retazova reakcia (PCR) je modernd molekuldrno-bio-
logickd metdda analyzy DNA, ktord sa v poslednych rokoch zacina SirSie
vyuzivat na analyzu potravin. Ddlezitou oblastou aplikicie PCR je jej
vyuzitie na dokaz zlozZiek rastlinného a Zivo¢iSneho pdvodu v potravi-
néch, najma v suvislosti s poziadavkami Eurdpskej smernice 2003/89/EC
z 10. novembra 2003 [1] a z nej vyplyvajiceho vynosu Ministerstva pddohos-
poddrstva SR a Ministerstva zdravotnictva SR ¢. 1187/2004-100 z 28. aprila
2004 [2], ktoré urcuju povinnost uvddzat v oznaceni potravin pritomnost
niektorych alergénnych zloziek. Sucasny zoznam biologickych alergénov,
ktorych oznacCovanie je povinné, zahfna korovce, vajcia, ryby, podzemnicu
olejnd, soju, mlieko, rézne druhy orechov, zeler, horcicu a sezam. Okrem
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toho je zaujimavé pouzitie PCR na dokaz, resp. kvantifikdciu nedeklarova-
nych zloziek v suvislosti s falSovanim potravin.

Postup analyzy potravin na zdklade PCR pozostiva z izoldcie DNA
a z detekcie, prip. kvantifikdcie Specifickej sekvencie pomocou PCR.
Vyhodami PCR v porovnani s inymi metddami na analyzu zloziek potravin,
napr. imunochemickymi metédami na principe ELISA, su rychlost, vysoka
selektivita a vysokd citlivost, a tieZ pouzitelnost metddy na analyzu tepelne
opracovanych potravinarskych vyrobkov [3].

Predkladany ¢ldnok prezentuje prehlad aktudlnych informécii o sposo-
boch izoldcie DNA z potravin, spdsoboch detekcie a kvantifikdcie pouzitim
PCR a o jednotlivych metddach na identifikdciu zloZiek potravin.

Izolacia DNA

Charakteristika metod na izoldciu DNA z potravin

Potraviny predstavuju zlozitd matricu, v ktorej sa DNA nachddza vo frag-
mentovanom, resp. degradovanom stave v zmesi s r6znymi latkami, ktoré
moézu prechddzat pri izoldcii DNA do findlneho prepardtu a pri nasledne;j
analyze pomocou PCR spdsobovat jej inhibiciu. V sticasnosti je k dispozicii
len niekolko vhodnych metdd, ktoré splfiajii poziadavky z hladiska nie prilis
velkej pracnosti a Casovej ndrocnosti, pomocou ktorych je mozné izolo-
vat DNA dostatocnej Cistoty pre nasledné pouzitie v PCR. Chaotropicka
extrakcia na tuhej faze (SPE) je pomerne rychla metdda, ktord je dostupna
vo forme suprav a umoziuje izoldciu DNA z vacSiny potravinovych matric.
Metdda zaloZzend na selektivnej precipitdcii s detergentom cetyltrimetyla-
moéniumbromidom (CTAB) a extrakcii v kvapalnej faze (CTAB-LLE) preu-
kdzala v pripade niektorych potravinovych matric lepSie precistenie od inhi-
bitorov ako chaotropicka SPE, aviak tdto metdda je pracnejsia a zdlhavejsia.
Spomedzi dalsich metdd je eSte na izolaciu DNA z potravin vhodnd metdda
nechaotropickej SPE, ktord je dostupna v dvoch verzidch, pre potraviny rast-
linného, resp. Zivo¢iSneho povodu. Iné tzv. velmi rychle metddy na izoldciu
DNA nie st vo v§eobecnosti vhodné na izoldciu DNA z potravin [4, 5].

Aby sa zabranilo faloSne negativnym vysledkom analyz, je vZdy potrebné
overit amplifikovatelnost izolovanej DNA. Na tento ucel sa mozZe pouzit
PCR s univerzdlnymi eukaryotickymi primérmi orientovanymi na jadrovy
gén kddujuci 18S rRNA [6] alebo s univerzdlnymi mitochondridlnymi pri-
mérmi orientovanymi na gén kddujuci 16S rRNA [7]. V pripade potravin
zivociSneho pdvodu sa modze pouzit PCR s primérmi Siroko Specifickymi
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pre stavovce orientovanymi na gén kodujuci cytochrém b [8], v pripade potra-
vin rastlinného povodu sa moze pouzit PCR s primérmi Siroko Specifickymi
pre autotréfne rastliny orientovanymi na chloroplastovy gén rbcl kédujuci
velkd podjednotku ribuldzabisfosfatkarboxyldzy-oxiddazy (RUBISCO, [9]).

Chaotropickd extrakcia na tuhej fdaze
Principom tejto metddy je naviazanie komplexu DNA s chaotropic-
kou solou na silikagélovy nosic, jej premytie roztokom s vysokou iénovou
silou a ndslednd elicia roztokom s nizkou i6novou silou [10]. Prakticky je
na izoldciu DNA z potravin na principe chaotropickej SPE vyhodné pouzit
komerénu supravu obsahujicu koldnky so silikagélovym nosicom a roz-
toky s optimalizovanym zloZenim, napriklad sipravu NucleoSpin Food
(Macherey-Nagel, Diiren, Nemecko). V tomto pripade pozostdva postup
z nasledujucich krokov:
— lyza homogenizovanej vzorky v roztoku obsahujicom chaotropické soli,
denaturacné Cinidlad a detergenty,
— odstranenie tuhych zloziek a precipitdtu centrifugaciou,
— zmieSanie supernatantu s vizobnym tlmivym roztokom a etanolom,
— naviazanie na silikagélovu kolonku,
— premytie dvoma premyvacimi tlmivymi roztokmi po sebe,
— eldcia tlmivym roztokom s nizkou iénovou silou.

Chaotropickd SPE sa uspeSne pouzila na izoldciu DNA z r6znych dru-
hov potravinovych matric, pricom ziskané preparaty mali koncentrdciu
100x az 10%x prevySujicu minimédlnu amplifikovatelnd koncentraciu. Ur¢ité
problémy boli len so vzorkami obsahujucimi ¢okolddu [5, 11, 12]. Vytaznost
metddy pri pouziti exogénnych kratkych linedrnych fragmentov DNA a s¢jo-
vej muky ako matrice bola 8 % az 66 % [13].

Solubilizdacia s CTAB a extrakcia v kvapalnej faze (CTAB-LLE)

Postup izolacie DNA s pouzitim CTAB prvykrat vypracovali MURRAY
a THOMPSON [14] na izoldciu DNA z rastlin. Na izoldciu DNA z potravin
rastlinného povodu pre ndslednud analyzu pomocou PCR ju pouZili ZAGON
a kol. [15]. Principom tejto metddy je selektivna precipitdcia nukleovych
kyselin detergentom CTAB v roztoku s nizkou iénovou silou (<0,5 M NaCl).
V tychto podmienkach ostdvajui rozpustené polysacharidy, fenolické latky
a iné latky, ktoré by ndsledne mohli inhibovat PCR. Precipitdt sa rozpusti
v roztoku s vy$Sou idnovou silou.

Prakticky sa na izoldciu DNA z potravin na principe CTAB-LLE mdze
pouzit postup vypracovany referenénym laboratériom pre GMO, Joint
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Research Centre, Ispra, Taliansko [16], ktory pozostdva z nasledujicich

krokov:

— lyza homogenizovanej vzorky v roztoku obsahujicom CTAB, NaCl (vys-
Sia koncentrdcia) a proteindzu,

— degraddcia RNA,

— odstrdnenie nepoldrnych zloZiek dvojndsobnou extrakciou chlorofor-
mom,

— precipitdcia DNA v roztoku obsahujicom CTAB a NaCl (niZSia koncen-
tracia),

— separdcia precipitdtu cetrifugdciou,

— rozpustenie precipitatu v roztoku NaCl s vySSou koncentraciou NaCl,

— odstrdnenie nepoldrnych zloziek extrakciou chloroformom,

— prezrazanie DNA izopropanolom a etanolom.

Metéda CTAB-LLE sa uspeSne pouZila na izoldciu DNA z roznych
druhov potravinovych matric, pricom ziskané prepardty mali koncentraciu
101x az 10%x prevySujicu minimdlnu amplifikovatelnd koncentrdciu [5].
Vytaznost metddy pri pouziti exogénnych kratkych linedrnych fragmentov
DNA a sdjovej muky ako matrice bola 3 % az 54 % [13].

Stanovenie vytazku a vytaznosti DNA z potravin

Na hodnotenie vytazku DNA z potravin sa pouZzivaju metddy kvantifi-
kacie DNA - UV-spektrofotometria, fluorometria komplexu DNA s inter-
kala¢nym farbivom, alebo kvantifikdcia amplifikovatelnej DNA s pouzitim
PCR.

UV-spektrofotometrickd kvantifikdcia DNA je najjednoduchsou meto-
dou kvantifikdcie DNA. Meria sa absorbancia pri vinovej dizke 260 nm
a koncentracia DNA sa vypocita na zdklade poznatku, Ze roztok dvojvlakno-
vej DNA s koncentraciou 5 pg.ml-! ma absorbanciu priblizne 0,1. Na zistenie
pripadnej kontamindcie prepardtu proteinmi sa moZe pouZit dodatoc-
né meranie absorbancie pri vinovej dizke 280 nm. Prepardt sa povazuje
za nekontaminovany proteinmi, ak A260/A280 je medzi 1,8 a 2,0. V pripade
kontamindcie je tato hodnota nizSia [17]. Vzhladom na spravidla maly objem
vzorky je na spektrofotometricku kvantifikdciu DNA potrebné pouzit mik-
rokyvety. Praktické su neddvno vyvinuté jednorazové UV-priepustné kyvety
s uzdverom, v ktorych sa po merani moze preparat priamo uskladnit.

Nevyhodou spektrofotometrickej kvantifikdcie DNA je to, Ze je pomer-
ne malo citliva (detekény limit je 250 ng.ml-!) a neumoznuje odlSit DNA
od RNA a nukleotidov. DokonalejSou metddou, ktorou sa kvantifikuje len
DNA, je fluorometria komplexu DNA s interkalacnym farbivom. Pouzivaji
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sa napriklad farbivd Hoechst 33258 (p-(5-(5-(4-metyl-1-piperazinyl)-1H-
2-benzimidazolyl)-1H-2-benzimidazolyl)fenol; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) alebo PicoGreen (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).
Kvantifika¢ny limit je v pripade farbiva Hoechst 33258 10 ng.ml-l, v pri-
pade farbiva PicoGreen 25 pg.ml-l. Farbivo PicoGreen je selektivne pre
dvojvlaknovi DNA, pri pouziti farbiva Hoechst 33258 sa kvantifikuje aj
jednovldknovd DNA. Na menej citlivd kvantifikdciu jednovldknovej i dvoj-
vldknovej DNA je mozné pouZit tieZ interkala¢né farbivd etidiumbromid
alebo SybrGreen I (Invitrogen). Na orientacné urcenie koncentracie DNA
s interkala¢nym frabivom sa modzZe pouzit aj kvapkovacia metdda na Ciernej
podlozke [18].

Ani presnd fluorometrickd kvantifikdcia vSak nemusi poskytnit relevant-
nu informdciu o koncentrdcii amplifikovatelnej DNA. Tyka sa to jednak
stupna jej degraddcie resp. fragmentdcie, ale tieZ pritomnosti inhibitorov.
Na uréenie zastipenia fragmentov DNA rdznej dizky v preparite DNA
sa pouziva elektroforéza v agarozovom gé€li. Na stanovenie koncentrd-
cie amplifikovatelnej DNA je mozné pouzit postup, ked sa pripravi rad
desiatkovych riedeni preparatu DNA a stanovi sa maximdlne zriedenie vzor-
ky, ktor€ je mozné eSte amplifikovat pomocou PCR. Idedlne je na tento ucel
pouzit univerzalnu PCR, ktorou sa amplifikuji sekvencie DNA pritomné
vo vSetkych organizmoch, ale je mozné pouzit aj Specificki PCR [5]. Sucasné
stanovenie koncentradcie amplifikovatelnych fragmentov DNA urcitej dizky
je mozné kombindciou uvedenych postupov, pricom sa niekolko pédrov pri-
mérov orientovanych na amplikény roznej dizky pouzije na amplifikdciu
radu desiatkovych riedeni preparatu DNA.

Pri hodnoteni vytazku izolicie DNA je potrebné brat do uvahy tiez
homogenitu ziskaného preparatu. V pripade prepardatu DNA, ktory preSiel
prezrdZzanim a znovurozpustenim, treba Casto pocitat s neuplnostou rozpus-
tenia a tym aj s jeho heterogenitou. Koncentraciu DNA v takomto pripade
nie je mozné zmerat s dostato¢nou presnostou a aj vysledky PCR su nekvan-
titativne [19].

V pripade kvantitativnej analyzy potravin na zdklade analyzy DNA
sa poZaduje stanovenie vytaznosti DNA urcitou izola¢énou metddou z danej
potravinovej matrice, ako pomeru ziskanej DNA ku vSetkej pritomnej
DNA. Na tento ucel je mozné pouzit exogénne kratke linedrne fragmenty
DNA a kvantitativnu real-time PCR orientovand na v nich pritomnu mar-
kerovu sekvenciu. Doterajsie vysledky nasvedcuju, Ze vytaznosti fragmentov
DNA z potravin si pomerne nizke, vyrazne sa liSia pre rdzne matrice a tiez
od experimentu k experimentu [20]. Ako problém pri stanoveni vytaznosti
fragmentov DNA sa javi jej koncentracna zavislost [13].
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Polymerazova retazova reakcia (PCR)

Ndvrh primérov a sond

Vypracovanie PCR metdd pre zlozky potravin do zna¢nej miery zdvisi
od dostupnosti informadcii o sekvencii gendmu prislusnych rastlinnych alebo
zivocisSnych druhov. V pripade dobre preskimanych druhov je mozné vyty-
povat markerové sekvencie DNA, softvérovo ich porovnat s pribuznymi
druhmi a inymi druhmi, ktoré su zvyc¢ajne tiez pritomné v danej potravinovej
matrici. Na zdklade ndjdenej Specifickej sekvencie sa potom navrhnu prislus-
né priméry a pripadne sondy pre PCR. V pripade, Ze nie je dostupny dosta-
tok sekvencnych informdcii, je mozné pouzit tzv. markery SCAR (sequence-
characterized amplified region). V tomto pripade sa na sibor druhov, ktoré
je potrebné rozliSit, aplikuje niektord DNA-typizacnd metdda, napriklad
metdda PCR s ndhodnou aneldciou primérov (randomly-amplified polymor-
phic DNA, RAPD) a hladd sa fragment DNA, ktory je pritomny v hladanom
druhu a nepritomny v inych druhoch. Tento fragment DNA sa osekvenuje
a na zdklade zistenej sekvencie sa navrhnu Specifické priméry.

Na dokaz zlozZiek potravin Zivo¢iSneho povodu je mozné pouzit priméry
orientované na sekvencie jadrovej (chromozémovej) DNA alebo na sekven-
cie mitochondridlnej DNA. Kedze v kazdej ZivoCiSnej bunke sa nachddza
niekolko sto az tisic mitochondrii, PCR orientovand na mitochondrialne
sekvencie DNA je citlivejSia. AvSak vzhladom na odliSny pocet mitochon-
drif v bunkdch réznych tkaniv a na zdvislost ich poctu od fyziologickych
podmienok nie je mozné PCR orientovanu na mitochondridlne gény pouzit
na kvantitativnu analyzu.

Analogicky je na dokaz zloziek potravin rastlinného pdvodu mozZné
pouzit priméry orientované na sekvencie jadrovej DNA alebo na sekven-
cie chloroplastovej DNA. V tomto pripade je citlivost PCR orientovanej
na chloroplastovi DNA vyssia pre zelené Casti rastlin.

Klasicka PCR

Na kvalitativnu analyzu zloziek potravin je mozné pouzit klasicki PCR.
Prepardt DNA izolovanej zo vzorky potraviny sa pridd do reakénej zmesi,
obsahujucej v timivom roztoku deoxyribonukleotidy, hore¢naté kationy, oli-
gonukelotidové priméry a termostabilni DNA polymerazu. Reak¢nd vzorka
sa inkubuje v PCR termocykléri s teplotnym programom zacinajuicim uvod-
nou denaturdciou, pokracujicim 35-45 cyklami pozostdvajicimi z denatura-
cie, prilnutia primérov a polymerizécie, a konciacim zdvere¢nou polymeriza-
ciou. Produkt PCR sa analyzuje elektroforézou v agarézovom géli, pri¢om
identita fragmentov DNA sa zistuje na zdklade ich molekulovej hmotnosti
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v porovnani so Standardom. Vzhladom na vysoku citlivost uvedenej metddy
je potrebné venovat velkd pozornost protikontamina¢nym opatreniam.

Pozornost je potrebné venovat tiez amplifikovatelnosti DNA izolovane;j
z potravin, ktord moze byt nizka v pripade vysokého stupna degradacie alebo
v pripade kontamindcie inhibitormi PCR. Preto je potrebné aplikovat exter-
nu alebo internd amplifika¢nu kontrolu.

Na analyzu jednozlozkovych potravin je mozné pouzit aj PCR v uspori-
adani multiplex, kedy sa v jednej skimavke pouZije viacero parov primérov
orientovanych na amplikény s roznou dizkou. V tomto pripade sa v jednej
reakcii (rychlejSie a usporne) ziska informécia o tom, ktord z viacerych hla-
danych zloziek sa nachddza vo vzorke [21].

Na extrémne zvySenie citlivosti PCR sa v ur¢itom obdobi pouZivala tzv.
nested PCR. Slo o usporiadanie, v ktorom sa na produkt prvej PCR apliko-
vala dalSia PCR s primérmi orientovanymi na vnutornud sekvenciu prvého
amplikénu [22]. Od tejto metddy sa ustupilo kvOli problémom s laborator-
nou kontamindciou.

Semikvantitativhu analyzu Specifickych fragmentov DNA umoziuje
kompetitivna PCR, ktor4d je zaloZend na paralelnej amplifikdcii Specifického
fragmentu DNA a radu definovanych koncentrécii exogénneho interného
Standardu [23]. Tito pomerne neprakticki metddu v sucasnosti vytlacila
real-time PCR.

Real-time PCR

Sucasnym trendom je pouzivat na analyzu potravin metddy PCR
s priebeZznym monitorovanim fluorescencie, tzv. real-time PCR. Spomedzi
viacerych navrhnutych sposobov sa ako najvhodnejSia na analyzu potravin
ukazuje tzv. 5°-nukledzova real-time PCR, vyuZivajica okrem Specifickych
primérov aj Specifické oligonukelotidové sondy oznacené na 5°-konci fluo-
rescenénym farbivom a so zhdSac¢om naviazanym na 3‘-konci (tzv. sondy typu
TagMan). Oproti real-time PCR s interkala¢nym farbivom SybrGreen I je
sice tento spdsob ndkladnejsi, ale umoziuje Specifickd detekciu amplifiko-
vaného fragmentu DNA. Real-time PCR sa vykondva v termocykléri inte-
grovanom s fluorometrom a cely proces prebieha v uzavretych skimavkdch,
¢im sa podstatne zniZuje riziko laboratdrnej kontamindcie. Pre kazdu vzorku
sa ziska amplifikacnd krivka, z ktorej je mozné€ urcit tzv. prahovy cyklus a na
jeho zdklade kvantifikovat dany Specificky fragment DNA. V pripade, Ze
obsah DNA v danej potravinovej zlozke je definovany, sa teda real-time
PCR v principe mdzZe pouZif na kvantitativnu analyzu zloZenia potravin [21].
V sucasnosti vSak eSte nie je k dispozicii dostatocné mnozstvo udajov o vy-
taznosti amplifikovatelnej DNA z roznych potravinovych matric a nie su ani
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rozpracované systémy na kompenzdciu variability vytaznosti, ktoré sui bezné
v chemickej analytike potravin (napriklad pouzitie internych Standardov pri-
ddvanych do potravinovej vzorky). Sticasné metddy real-time PCR sa preto
v oblasti analyzy potravin obmedzuju na relativnu kvantifikaciu. Na relativou
kvantifikdciu zloziek potravin zivo¢iSneho povodu sa ako endogénny interny
Standard odporuca gén kdodujici myostatin [24]. Na relativnu kvantifikdciu
zloziek potravin rastlinného povodu v sicasnosti nie je k dispozicii vhodny
endogénny interny Standard, kedZe sa ukdzalo, Ze PCR orientovand na gén
RUBISCO (pozri vyssie) poskytuje kvantitativne velmi odli$ni odozvu pre
rozne rastlinné druhy [25].

PCR metédy na identifikaciu
zloziek rastlinného povodu v potravinach

Obilniny obsahujiice glutén

Na identifikdciu pSenice, jaCmena alebo raZe v potravinach vypracovali
DAHINDEN a kol. [26] kompetitivnu semikvantitativnu PCR orientovanu
na nekddujucu oblast chloroplastového génu frnl. Kvalitativna modifikacia
tejto metddy mala pre zmesi pSenicnej a séjovej miky detekény limit 0,1 %,
¢o priblizne zodpoveda poZiadavkdm na potraviny oznacené ako bezlepkové
[27]. Na identifikdciu samotnej pSenice, jaémena alebo raze su k dispozicii
real-time PCR s farbivom SybrGreen I, orientované na gény, kddujice
w-gliadin, hordein, resp. m-sekalin [28].

Soja

Na identifikdciu séje v miasovych vyrobkoch vypracovali MEYER a kol.
[22] metédu ,,nested PCR® orientovani na gén Lel kodujuci lektin.
ZjednoduSend modifikdcia tejto metddy mala pre zmesi s6jovej muky a ma-
sa detek¢ny limit 0,01 % [29]. K dispozicii je aj kvantitativna 5°-nukledzova
real-time PCR orientovand na ten isty gén [30].

Orechy

Na dokaz araSidov (podzemnica olejnd) vypracovali HIRD a kol. [31] 5°-
nukledzovu real-time PCR orientovanu na gén Ara h2. Vypracovand metdda
mala inkluzivitu 100 % a exkluzivitu 100 % v zmysle ISO 16140 [32] a pre
jemne oprazeny araSidovy praSok v modelovych keksoch detekény limit 2
mg.kg-1.

Na dodkaz lieskovych orechov vypracovali HERMAN a kol. [33] PCR meto-
du orientovanui na mitochondridlny gén nad1. Tito metdda mala inkluzivitu
100 %, exkluzivitu voci potravindrsky vyznamnym rastlinnym druhom 100 %
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a detek¢ny limit 10 mg.kg-! vypoditany na zdaklade analyzy zmesi DNA izolo-
vanej z Cokolddy a praZzenych sekanych lieskovcov.

Na dokaz uvedenych a dalSich druhov orechov (mandle, vlasské orechy,
pekanové orechy) v potravindch je k dispozicii tieZ viacero komerc¢nych
suprav alebo je moznost analyzy na objedndvku, avSak o zloZeni a analytic-
kych parametroch tychto metdd nie su k dispozicii objektivne informadcie.

Zeler

Na dokaz zeleru vypracovali DovicoviCovA a kol. [34] PCR metddu
orientovanu na gén kodujuci manitoldehydrogendzu. Vypracovand metdda
mala inkluzivitu 100 %, exkluzivitu 100 % a pre modelové masové pastéty
detekeny limit 0,1 %.

Dalsie rastlinné druhy, ktorych oznacovanie je povinné

Na dokaz dalSich rastlinnych druhov, ktorych oznacovanie je povinné
(sezam, hor¢ica) v potravindch je k dispozicii tieZ viacero komer¢nych stiprav
alebo je moznost analyzy na objednédvku, avSak o zlozeni a analytickych para-
metroch tychto metdd nie su k dispozicii objektivne informadcie.

Dalsie rastlinného druhy, ktorjch oznacovanie nepozaduje siicasnd potravino-
vd legislativa v SR

Na relativnu kvantifikdciu obycajnej pSenice (Triticum aestivum) v ces-
tovinach z tvrdej pSenice (Ziiticum durum) vypracovali ALARY a kol. [35]
metddu 5°-nukledzovej duplex real-time PCR orientovanud na gén kédujuci
tzv. lipid transfer protein a na gén kddujuci puroindolin b, ktory je Specific-
ky pre 1. aestivum. Metdda umoznovala identifikdciu cestovin s obsahom
obyc€ajnej pSenice vys$$Sim nez limit 3 % stanoveny potravinovou legislativou
v niektorych eurdpskych krajindch. Metddu s tym istym ucelom vypracovali
tiez TERzI a kol. [36] s pouZitim 5°-nukledzovej real-time PCR orientovanej
na gén kodujuci gliadin. Na dokaz obycajnej pSenice v cestovinach je k dis-
pozicii aj kvalitativna PCR-metdda [37].

Na dokaz fazule v gastanovom pyré vypracovali KRAHULCOVA a kol. [38]
PCR metddu orientovanu na gén PvLEA-18 kddujuci protein vyskytujuci sa
v neskorej fdze embryogenézy. Vypracovand metdda bola Specificka pre druh
Phaseolus vulgaris a pre modelové vzorky gastanového pyré s definovanym
pridavkom varenej fazule mala detekény limit 1 %.

Na dokaz hrachu (Pisum sativum) v potravindch vypracovali BREZNA
a kol. [39] 5°-nukledzovu real-time PCR orientovanu na na intronovu oblast
medzi exénmi #rnL a trnF kddujicimi chloroplastovi tRNA. Metdda mala
inkluzivitu 100 %, exkluzivitu 100 % a pre modelové mésové pastéty s defi-
novanym pridavkom hrachovej miky mala detek¢ny limit 0,05 %.
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PCR metody na identifikaciu
zloziek zivocisneho povodu v potravinach

Identifikdcia mdsa z réznych druhov zvierat

Na rozliSenie duhu méisa zo stavovcov vypracovali MEYER a kol. [§]
metddu PCR-RFLP pozostdvajicu z amplifikdcie fragmentu mitochon-
dridlneho génu kodujuiceho cytochrom b a ndsledného Stiepenia restrikc-
nymi endonukledzami Alul, Rsal, Taql a Hinfl. Metéda umoziovala
rozliSenie hovédzieho, bravcového, kuracieho, kozieho, jahnacieho masa
a mésa z dalSich druhov zvierat. V pripade tepelne opracovanych zmesnych
masovych vyrobkov bol pre hovddzie méso stanoveny detekény limit
1 %. Analogicki metddu PCR-RFLP s odliSnymi primérmi vypracovali
ZIMMERMANN a kol. [40].

Na ten isty gén je orientovand metdda multiplex PCR, pouzivajica jeden
spolo¢ny dopredny primér a Specifické reverzné priméry pre hovadziu, brav-
¢ovu, kuraciu, koziu, jahnaciu a konsku zlozku [41].

Na identifikdciu druhu mésa vypracovali BUNTJER a LENSTRA [42] PCR
metddu orientovand na mikrosatelity. Pri tejto metdde sa pre méso z jed-
notlivych druhov zvierat amplifikuju r6zne polymorfické sibory fragmentov
DNA. Na ich zdklade boli na identifikdciu mésa jednotlivych druhov zvierat
(hovédzie, bravfové, kuracie, morcie, jahnacie, konské) navrhnuté Speci-
fické oligonukleotidové sondy [43]. Analogicky orientovani PCR metédu
vypracovali TAJIMA a kol. [44].

Na ddkaz kuracieho mésa v zmesiach vypracovali HopwooD a kol. [45]
PCR-metdédu orientovanu na gén kédujuci a-aktin. Analogicky orientovanu
multiplex PCR so spolo¢nym reverznym primérom a Specifickymi dopredny-
mi primérmi vypracovali RODRIGUEZ a kol. [46]. Metdda umoziiovala dokaz
kuracieho a bravéového misa v médsovych vyrobkoch z husacieho a kacacie-
ho mésa s detekénym limitom 0,1 %.

Na ddkaz brav€ového misa vypracovali MONTIEL-SOSA a kol. [47] PCR
metddu orientovand na mitochondridlnu D-slucku. Pre dokaz bravcového
maisa v zmesi s hovidzim mésom stanovili autori detekény limit 5 %.

Na citlivy dokaz hovadzieho alebo bravcového mésa vypracovali LAU-
BE a kol. [24] metddy duplexnej a triplexnej 5‘-nukledzovej real-time PCR
orientované na gén kddujuci fosfodiesterdzu, resp. ryanodin, doplnené
o pouzitie endogénneho interného Standardu, fragmentu génu kddujiceho
myostatin. Touto metddou bolo mozné detegovat 0,1 % hovidzieho alebo
bravcového mésa v tepelne opracovanych méasovych vyrobkoch.

Na dokaz hovéddzieho mésa v tepelne opracovanych misovych vyrobkoch
vypracovali PAscoaL a kol. [48] PCR metddu orientovand na mitochon-
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dridlny gén kodujuci cytochrém b. Metdda umoznovala po tepelnom
opracovani dokaz hoviadzieho méasa v pSeni¢nej muke s detekénym limitom
0,025 %.

Analogickid metédu 5°-nukledzovej real-time PCR umoznujicu tiez rela-
tivnu kvantifikdciu hovidzieho alebo bravéového maisa vypracovali PALISCH
a kol. [49], avSak blizSie informdcie o orientdcii PCR a sekvencidch primérov
a sond nie su k dispozicii.

Daliie metédy 5°-nukledzovej real-time PCR boli vypracované na dokaz
kuracieho a kacacieho misa, kozieho méisa, konského, pstrosieho a klokani-
eho misa. Metdda 5°-nukledzovej real-time PCR na relativnu kvantifikdciu
kozieho mésa bola tieZ validovand [50].

Identifikdcia mlieka z roznych druhov zvierat

PLATH a kol. [51] vypracovali na rozli§enie kravského, ov¢ieho a kozieho
mlieka metédu PCR-RFLP, pozostdvajicu z amplifikdcie fragmentu génu
kdédujiceho B-kazein a nasledného Stiepenia restrikénymi endonukledzami
Alul a Avall. Detek¢ny limit pre kravskd mliecnu zlozku v tvrdom syre bol
0,5 %.

MAUDET a TABERLET [52] vypracovali na dokaz kravskej mlie¢nej zlozky
v kozich syroch PCR metddu orientovani na mitochondridlnu D-slucku.
Detekény limit metddy bol 0,1 %.

Na rozliSenie kravského, ov¢ieho a kozieho mlieka v mlie¢nych vyrobkoch
vypracovali BOTTERO a kol. [53] metédu multiplex PCR orientovanu na gén
kddujuci cytochrom b. Detekeny limit pre jednotlivé zlozky bol 0,5 %.

Zlozky potravin zZivocisneho povodu, ktorych oznacovanie je povinné

Na dokaz ryb vypracovali REMLER a kol. [7] metédu orientovand na gén
kodujuci 18S rRNA. Aby sa dosiahla dostatocnd inkluzivita, pouzil sa jeden
dopredny a tri reverzné priméry. Detek¢ny limit metddy bol 0,01 %.

Na dokaz korovcov v potravindach napriek znaénému vyskumnému usiliu
nebola dosial vypracovand vhodna PCR-metdda [25].

Na dokaz vajec a mlieka v potravindch je teoreticky mozné pouzit PCR
metddy na dokaz slepacieho, resp. hoviadzieho mésa, ale len pre potravinar-
ske vyrobky, v ktorych je pritomnost mésa vylicena.
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Identification of the components of plant and animal origin in food
using polymerase chain reaction

KucHTA, T.: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 141-155.

SummMmARy. This article presents a review of methods based upon the polymerase chain
reaction (PCR) for the detection of allergens in food and for food authentication regarding
the components of plant and animal origin. Attention is paid to characteristics of the methods
for DNA isolation from food, namely, to the chaotropic solid-phase extraction and to cetyl-
trimethylammonium bromide-based solubilization with subsequent liquid-liquid extraction,
as well as to the determination of DNA recovery and recovery rate from food. PCR is charac-
terized with regard to the design of primers and probes, as well as regarding the important
parameters and variants of the conventional PCR and real-time PCR. Available PCR-based
methods for the identification of the components of plant origin in food are reviewed, name-
ly, for gluten-containing cereals, soya, nuts, celery and other plant species. Further, available
PCR-based methods for the identification of food components of animal origin are described,
namely, for meat from various animal species, milk from various animal species and for other
food components that are subjects to obligatory labelling.

KeEYwoRDS: DNA; polymerase chain reaction; food analysis; allergens; meat; milk; food
of plant origin
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