potravinarstvo

doi:10.5219/153

THE YIELD OF DNA IN THERMAL TREATED DEER MEAT

Lubomir Belej, Miroslava Barnova, Lenka MarSdlkova, Jozef Golian

ABSTRACT

Residuals of DNA are one of the most important factors for detection, traceability and reverse authentication of deer meat.
In this project we isolated DNA from deer processed meat and analysed by electrophoresis. Goal of the study was compute
ratio between raw meat and several heat processed deer meat. Samples were prepared by five heat treatment techniques (pan
roasted with temperature 180-240 °C, fried with 156 °C, braised with temperature 100-150 °C, boiled in 100.2 °C water and
autoclaved in different time intervals). The highest amount of residual DNA 1927ng was obtained with two hours boiled
sample. The lowest value 89.89ng was obtained with one hour braised sample. In technological adjustments highest amount
of DNA and 1927ng, so the total yield of 192.7ng.-' was observed in the sample we cooked for two hours at boiling

temperature.
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UVOD

Pretoze miso je sucastou ludskej vyzivy, ma byt
nutri¢ne hodnotené zo vsetkych aspektov vyzivy. Méso ma
byt posudzované ako potravina, ktora ¢loveku poskytuje
nielen vsetky potrebné vyzivové zlozky, ale Casto tiez
neziaduce latky (Chudy et al., 2000).

Pojem kvalita mésa nie je vo svete chapany jednoznacéne,
pretoze v jednotlivych Statoch su rozne kritéria na kvalitu
méisa. Vicsina autorov rozdeluje pojem kvalita mésa na
Cast objektiviu, ktordt mozno stanovit meratelnymi
chemickymi a fyzikdlnymi metédami a na subjektivnu
¢ast’, hodnotitel'ni zmyslovymi organmi ¢loveka, priCom
konecné zhodnotenie subjektivnej zlozky kvality misa je
ovplyvnené tiez cenou, dostupnostou misa a nutriCnou
hodnotou (Chudy et al, 2000). Pod kvalitou mésa
rozumieme sthrn vSetkych senzorickych, spracovatel'sko-
technickych, vyzivno fyziologickych a hygienicko-
toxikologickych vlastnosti miasa (Hofmann, 1994).

Divina sa poklada za biologicky hodnotnejSiu potravinu
ako miso jatoénych zvierat. Vlastnosti a zloZenie diviny
ovplyviiuje druh, pohlavie, vek, zivotné prostredie
(Stevenson, Seman, Littlejohn, 1992; Volpelli et al.,
2002).

Agarozova elektroforéza patri medzi jednoduché,
pomerne rychle metéody na izolaciu, identifikdciu a
preistenie fragmentov DNA (Holme et al., 1998).

MATERIAL A METODY

Vzorky mésa sme nakréjali na kocky rovnakej velkosti
2,5 cm. Vzorky boli skladované v mraziacom boxe pri
teplote -18 °C do nasledujuceho dna, kedy sme vzorky
tepelne upravovali r6znymi spésobmi (Tab. 1).

DNA  ztkaniv sme izolovali pomocou
NucleoSpin®Food Isolation Kit (Macherey-
Nagel,Germany).

Kvalitu  extrahovanej DNA  sme  stanovovali

elektroforeticky v 1 % agarozévom gély. Gél sme si
rozpustili v mikrovilnnej rare pri teplote 130 °C po dobu
1,5 mintty. Po rozpusteni gélu sme do varnej kadicky
naliali destilovanti vodu aby sme dosiahli obsah 100ml.
Opét’ sme takto pripraveny gél zohrievali 1,5 minuaty pri
teplote 130 °C. Cely proces sme opakovali 2x. Takto
tepelne upraveny gél sme si vychladili pod studenou
te¢ucou vodou. Po vychladeni sme do gélu pridali 10 pl

Produkty restrikénych alebo amplifikaénych reakcii sa
delia podl'a svojej relativnej molekulovej hmotnosti a
vel’kosti naboja agarézovou elektroforézou DNA
fragmentov v géle (Sambrook et al. 1989).

Meyer et al., (1994); Hird et al., (2006) zistili ze DNA
je znac¢ne degradovana pri vy$8ich teplotich varenia, v
tomto pripade nam vysledky umoznili zistit' teplotu, pri
ktorej dochadza k rozkladu DNA na menSie fragmenty.
Jadrova DNA je velmi premenliva, ale poskytuje zaklad
pre individualny systém vysledovatelnosti zvierat (Loftus,
2005).

Zhang et al. (2007) tiez zistil, zniZené pomery u
vareného / spracovaného midsa v porovnani s Cerstvym
mésom. Degradacie DNA, vzhladom na varenie ainé
Spracovanie misa, mézu mat vplyv na vysledky ziskané
pocas naslednej analyzy, ¢o moze viest’ ku kvantitativnej a
kvalitativnej chybe (Teletchea et al., 2005).

Zidek, Pokoradi, Bandry (2008) zistili 7e dalSou
vhodnou metddou vysledovatelnosti jelefovitych zvierat
je pouzitie mikrosatelitov.

Vybrané mikrosatelitné markery sa polymorfné a su
vhodné pre vysledovatelnost jelefiovitych. (Zidek et al.,
2009).

etidium bromidu, jedna sa o interkalac¢nu latku, ktord sa
pouziva pri vizualizacii fragmentov DNA. Dokaze sa
vClenit medzi nukleotidy DNA a pri pouziti UV
transiluminatora dochddza k vizualizacii DNA a jej
Specifickych fragmentov. Na mastny papierik sme si po
kvapkach vel'kosti 3 pl naniesli nanasaciu farbu (Loading
Dye Solution,6X Mass Ruler) a dve kvapky velkosti 3 pl
Fast ruller DNA. Jedna sa o farbu, ktord nam v kon¢enom
dosledku zobrazi 5 fragmentov bazovych parov, na
zaklade ktorych sme urcovali intenzitu poskodenia DNA.
Jednu kvapku nanaSacej farby sme premiesali s kvapkou
Fast ruller DNA a naniesli do gélu do prvej kolonky a
rovnako druhu kvapku farby sme naniesli do poslednej
kolénky. Rovnako sme postupovali pri nanasani vzorky.
Na gél sme naniesli 10 ul DNA vzorky s pridanim 3 pl
nanasacej farby. Ked'ze obsah bol vicsi jednu vzorku sme
nanaSali 2x. Elektroforézu v horizontalnom usporiadani
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sme uskutoc¢nili pri potencidlovom spade 125 V/cm pocas
45 minat. DNA sme vizualizovali UV Ziarenim o vlnovej
dizke 312 nm. Elektroforetické gély sme zdokumentovali
pomocou digitalneho fotografického pristroja.

Tepelnym opracovanim a naslednou PCR reakciou sme
ziskali podklad na gélovu elektroforézu ktorej vyjadrenim

TabulPka 1 Spoésob tepelnej upravy vzoriek

je histogram intenzity farby, ktory sme analyzovali
programom Gel-Pro Analyzer 3.1 (Media Cybernetics,
USA). Na zédklade histogramu intenzity sme vyjadrili
celkovii vytaznost analyz v ngul ' (Tab. 2-3).

¢. vzoky vzorka dlzka uravy sposob upravy
1 vypek Pecenie na panvici s
2 vnutro svaloviny 15 min trochou tuku pri teplote
3 okraj svaloviny 240°C
4 vipek Vyprézanie v hlbokom
5 vnutro svaloviny 15 min tuku(fritovanie) pri teplote
6 okraj svaloviny 156°C
7 vnutro svaloviny
8 §tava 60 min
9 vnutro svaloviny
10 okraj svaloviny 120 min
11 §tava Varenie vo vriacej vode pri teplote varu
12 vnutro svaloviny
13 §tava 180 min
14 vnutro svaloviny
15 okraj svaloviny
16 Stava 60 min Dusenie vo vlastnej tave
17 vnutro svaloviny s trochou oleja pri teplote
18 §tava 60 min 150 °C
19 vnutro svaloviny
20 Stava 120 min autoklavovanie pri teplote
21 vnutro svaloviny 120°C
22 Stava 180 min
23 vnutro svaloviny Vzorka mésa bez teplenej Gipravy
24 okraj svaloviny
VYSLEDKY A DISKUSIA spravidla Standardy molekulovych hmotnosti, v ktorych sa

Na obrazku 1 su znazornené drahy prvych dvanastich
vzoriek v ktorych su jednotlivé fragmenty DNA urcitych
dizok viditeI'né ako pruzky. V prvej a poslednej dréahe st

separuju presne velkostne definované DNA fragmenty
umoziujiuce odhadnut’ nezname vel’kosti DNA fragmentov
VO zvy$nych drahach.

Obrazok 1 Umiestnenie jednotlivych fragmentov DNA
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Vysvetlivky k obrazku 1:

draha €. 1, 14 - §tandard molekulovej hmotnosti,

draha €. 2 - (vnitro svaloviny - 3hod - 100 °C) - vzorka ¢&. 12

draha €. 3 - (§tava - 2hod - 100 °C) - vzorka ¢. 11

draha €. 4 - (okraj svaloviny - 2hod - 100 °C) - vzorka ¢. 10
draha €. 5 - (vnitro svaloviny - 2hod - 100 °C) - vzorka ¢. 9
draha €. 6 - (§tava- 1hod - 100 °C) - vzorka ¢. 8

draha €. 7 - (vnttro svaloviny - 1hod - 100 °C) - vzorka ¢. 7

Tabulka 2 Celkova vytaznost analyz v ng.ul™

draha €. 8 - (okraj svaloviny - 15min.- 156°C) - vzorka ¢. 6

draha €. 9 - (vnutro svaloviny - 15min - 156°C) - vzorka ¢. 5

draha €. 10 - (vypek- 15min - 156°C) - vzorka ¢&. 4

draha €. 11 - (okraj svaloviny - 15min - 240°C) - vzorka ¢. 3
draha €. 12 - (vnutro svaloviny - 15min - 240°C) - vzorka ¢.2
draha €. 13 - (vypek - 156min - 240°C) - vzorka ¢&. 1

linie

linia 1

linia 2

linia 3

linia 4

Riadok

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

rl

r2

5769

897.36

r3

5000

20

r4

2000

23.473

r5

850

25.287

ré

r7

r8

400

19.193

r9

ri0

ril

100

20.238

vysledok

108.19

897.36

neurcena

linie

linia 5

linia 6

linia 7

Riadok

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

rl

6667

171.52

r2

r3

5103

981.17

r4

r5

ré

r7

r8

r9

531

773.90

ri0

178

171.94

ril

vysledok

neurena

1972

neurcena

171.52

Tabulka 3 Celkova vytaznost analyz v

ng.ul *

linie

linia 8

linia 9

linia 10

linia 11

Riadok

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

mnozstvo

molova hmotnost’

rl

r2

r3

r4

r5

ré

751

1309.3

r7

r8

438

15334.2

r9

rl0

ril

vysledok

1534.2

1309.3

neurcena
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Tabulka 3 - pokracovanie Celkova vytaznost analyz v ng.ul *

linie linia 12 linia 13 linia 14
Riadok mnozstvo molova hmotnost’ mnozstvo molova hmotnost’ mnozstvo molova hmotnost’ mnozstvo

rl 6692
r2
r3 5000 14.350
r4 2000 16.626
r5 850 13.552
ré
r7
r8 400 9.82
r9 268 155.45

rio

ri1 100 7.50

vysledok neurcena 280.06 neurcena 58.961

Zverina je prikladom cieleného podvodného znacenia v
dosledku hospodarskeho zisku, ktoré vedie k predaju
lacnejSiecho médso ako méso drahsich a kvalitnejSich druhov
(Brodmann et al., 2001).

Bolo prijatych mnoho analytickych metéd pre druhovu
identifikaciu mésa ktoré stt do velkej miery zalozené na
detekcii bud’ bielkovin alebo DNA. Avsak, bielkoviny st
denaturované tlakom a tepelnym spracovanim, ¢o stazuje
identifikaciu druhov. DNA ma vyhodu v tom, Zze ma
relativne  stabilné molekuly, a je schopny odolavat
tepelnému spracovaniu (Chikuni et al., 1990).

Klein et al., 1998, zistile Ze pocas spracovania dochadza
k fragmentacii DNA, pricom obsah DNA (vratane

ZAVER

Z uvedenych technologickych iprav najvyssie mnozstvo
DNA 1927 ng ateda celkova vytaznost analyzy
192,7 ng.u™ bola zaznamenand u vzorky, ktorGi sme
upravovali varenim po dobu dvoch hodin pri teplote varu,

v
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