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ABSTRACT
An abstract is a brief summary of a research article or review, and is often used to help the reader quickly ascertain the paper's purpose. When used, an abstract always appears at the beginning of a manuscript, acting as the point-of-entry for any given scientific paper. Abstract should have 200 to 500 words and 3 or 5 keywords have to be included in abstract text. Abstrach must be in English. An abstract is necessary for indexation of article to international information databases.  An academic abstract typically outlines four elements germane to the completed work: The research focus (i.e. statement of the problem(s)/research issue(s) addressed); The research methods used (experimental research, case studies, questionnaires, etc.); The results/findings of the research; and The main conclusions and recommendations.

Keywords: 5 words in English in singular form, cell, PCR, milk
INTRODUCTION 
Text should be english, slovak or czech.. We preffer text in english language. Text uvedený nižšie je len vzor, nejedná sa o vedecký článok!!!!! Probiotiká (z gréckeho „pre život“) sú všeobecne známe živé mikroorganizmy, ktoré pri dodaní v dostatočnom množstve vyvolajú zlepšenie zdravotného stavu hostiteľa. Optimalizujú osídlenie a zloženie črevnej mikroflóry zvierat a ľudí so stimulačným efektom na tráviace procesy a imunitu. Probiotiká (z gréckeho „pre život“) sú všeobecne známe živé mikroorganizmy, ktoré pri dodaní v dostatočnom množstve vyvolajú zlepšenie zdravotného stavu hostiteľa. Optimalizujú osídlenie a zloženie črevnej mikroflóry zvierat a ľudí so stimulačným efektom na tráviace procesy a imunitu organizmu a majú tiež  potenciálny pozitívny vplyv v prevencii nádorových ochorení (Quillien, 2001; Kuchta et al., 2006; Urgeová & Marecová, 2003; Holm, 2001; Teitelbaum & Walker, 2002; Leahy et al., 2005; Sanders & Klaenhammer, 2001).
[bookmark: _GoBack]	Mlieko a mliečne výrobky sú zdrojom cenných látok nevyhnutných pre výživu a vývoj ľudského organizmu, pre normálnu funkciu látkovej výmeny a ochranu zdravia človeka (Jamrichová, 2004). Mlieko obsahuje vodu, tuk, bielkoviny, mliečny cukor – laktózu, minerálne látky, vitamíny, enzýmy, plyny a ďalšie zlúčeniny biochemického pôvodu (Keresteš, Selecký, 2005). Taktiež obsahuje vitamíny a ďalšie zložky, pričom je veľmi dôležitý pomer v akom sú živiny zastúpené (Haenlein, 1995).
	Podľa Popelku et al. (2002) sa falšovanie potravín spája so zhoršujúcou sa kvalitou potravín. Cieľom falšovania potravín je vlastne oklamať spotrebiteľa alebo štát a získať ekonomický prospech, pričom falšovanie môže predstavovať v niektorých prípadoch aj závažné zdravotné následky (Hamr, Cuhra, 2004). Zeleňáková, Golian (2003) udávajú ako príčinu falšovania mlieka predovšetkým silné sezónne poklesy v produkcii ovčieho a kozieho mlieka a ich vysokú cenovú úroveň na rozdiel od kravského mlieka.
	V minulých rokoch sa stala druhová identifikácia živočíšnych produktov dôležitou otázkou týkajúcou sa potravinovej autentifikácie (Sawyer et al., 2003).  Pre zaručenie potravinovej autenticity je potrebný vývoj analytických techník umožňujúcich úradom a producentom kontrolovať, či produkty sú správne popisované a označené (Santos, Fernandes, Bardsley, 2003). Metódy, ktoré je možné použiť na autentifikáciu mlieka rozdelili García et at. (1991) na dve skupiny, a to neimunologické metódy (plynová chromatografia, gélová elektroforéza, izoelektrická fokusácia) a imunologické metódy (imunodifúzia na agarózovom géle, radiálna imunodifúzia, raketová imunoelektroforéza, krížová imunoelektroforéza, protismerná elektroforéza, hemaglutinačná inhibícia, imunoblotting, ELISA – imunoenzýmová analýza). Vo veľkej miere sa na detekciu falšovania kravským mliekom využíva technika elektroforézy na polyakrylamidovom a škrobovom géle (Hermanová 1993).
	Naša práca bola zameraná na možnosti využitia molekulárnej biologickej metódy PCR na detekciu prídavku nedeklarovaného druhu mlieka. Podľa Maškovej (2005) metóda PCR využíva mnohonásobné pomnoženie vybraného úseku DNA izolovaného zo vzorky. Vlastné množenie je riadené naprogramovanými cyklickými zmenami teploty, ktoré sa pravidelne opakujú. Celý proces sa odohráva v prístroji zvanom termocycler. Podobne 
	Branciari et al. (2000) popisujú PCR ako jednoduchú metódu na zistenie pôvodu druhov mlieka používaného na produkciu syra. Viacnásobnú PCR schopnú identifikovať kravské, ovčie, kozie mlieko v mliečnych produktoch použili aj Bottero et al..
	 
	V predkladanom príspevku uvádzame niektoré výsledky selektívneho stanovenia koncentrácie probiotickej kultúry Lactobacillus acidophilus vo vybraných kyslomliečnych nápojoch.
[bookmark: _Toc266271208][bookmark: _Toc266773730]	
MATERIAL AND METHODOLOGY
	Detekcia prítomnosti kravského mlieka v inom druhu mlieka (ovčie a kozie mlieko) bola vykonaná použitím metódy PCR. Metóda bola použitá na analýzu úmyselne sfalšovaných vzoriek (Tabuľka 1), pripravených miešaním jednotlivých druhov mlieka. Vzorka č. 1 bola pripravená ako kombinácia 900µl ovčieho mlieka a 100 µl kravského mlieka. Vzorka bola zhomogenizovaná  vortexovaním. Vzorka č. 2 bola pripravená ako kombinácia 100µl predchádzajúcej vzorky a 900 µl ovčieho mlieka.  V súlade s touto metodikou bolo pripravených nasledujúcich 6 vzoriek, pričom celkový počet vzoriek bol 8.  Genomová DNA bola extrahovaná z každej vzorky pomocou centrifugácie pri 11000 rpn počas 6 min. Sediment bol zmiešaný s lyzačným roztokom (lyzačný tlmivý roztok, TWEEN, proteináza K) o množstve 200 µl. Pripravené vzorky sa vložili do termostatu na 80 min. pri teplote 66 °C a následne sa upravila teplota na 96 °C a vzorky sa v termostate ponechali ešte 20 min. Potom sa scentrifugovali pri 13000 rpn počas 1,5 min. Vzorky s vyextrahovanou DNA boli uskladnené v chladničke až do spracovania. Priméry boli navrhnuté v súlade s Ilhak a Arslan (2007). Priméry amplifikovali 271 bp dlhý úsek mitochondriálnej DNA u hovädzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakčná zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl2; 0,25 mM AB dNTP mix 10 mM; 1,00 µM AdulHD-F (5´-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3´); 1,00 µM AdulHD-R (5´- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA-3´); 1 jednotku GoTaq HotStart Polyme; doplnené destilovanou vodou do objemu 50 µl. Zmes obsahovala tlmivý roztok Go Taq green pufor 5x (Promega, Medison USA) a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 MiniCyclerTM, MJ Research, Watertown USA). 
Postup PCR reakcie bol nasledovný: preinkubácia 95 °C na 4 min., 40 cyklov obsahujúcich denaturáciu pri 95 °C na 45 sekúnd, nasadanie pri 61 °C po dobu 45 sekúnd a predlžovanie pri 72 °C po dobu 1,5 min. záverečný predlžovací krok bol pri teplote 72 °C počas 7 min. a schladenie na teplotu 20 °C na čas 0,01 sekúnd.
Získané PCR fragmenty boli vizualizované na 1 % agarózovom géle pomocou ethidium bromidu pri 125 V po dobu 30 min.
	Detekcia prítomnosti kravského mlieka v inom druhu mlieka (ovčie a kozie mlieko) bola vykonaná použitím metódy PCR. Metóda bola použitá na analýzu úmyselne sfalšovaných vzoriek (Tabuľka 1), pripravených miešaním jednotlivých druhov mlieka. Vzorka č. 1 bola pripravená ako kombinácia 900µl ovčieho mlieka a 100 µl kravského mlieka. Vzorka bola zhomogenizovaná  vortexovaním. Vzorka č. 2 bola pripravená ako kombinácia 100µl predchádzajúcej vzorky a 900 µl ovčieho mlieka.  V súlade s touto metodikou bolo pripravených nasledujúcich 6 vzoriek, pričom celkový počet vzoriek bol 8.  Genomová DNA bola extrahovaná z každej vzorky pomocou centrifugácie pri 11000 rpn počas 6 min. Sediment bol zmiešaný s lyzačným roztokom (lyzačný tlmivý roztok, TWEEN, proteináza K) o množstve 200 µl. Pripravené vzorky sa vložili do termostatu na 80 min. pri teplote 66 °C a následne sa upravila teplota na 96 °C a vzorky sa v termostate ponechali ešte 20 min. Potom sa scentrifugovali pri 13000 rpn počas 1,5 min. Vzorky s vyextrahovanou DNA boli uskladnené v chladničke až do spracovania. Priméry boli navrhnuté v súlade s Ilhak a Arslan (2007). Priméry amplifikovali 271 bp dlhý úsek mitochondriálnej DNA u hovädzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakčná zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl2; 0,25 mM AB dNTP mix 10 mM; 1,00 µM AdulHD-F (5´-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3´); 1,00 µM AdulHD-R (5´- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA-3´); 1 jednotku GoTaq HotStart Polyme; doplnené destilovanou vodou do objemu 50 µl. Zmes obsahovala tlmivý roztok Go Taq green pufor 5x (Promega, Medison USA) a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 MiniCyclerTM, MJ Research, Watertown USA). 
Priméry amplifikovali 271 bp dlhý úsek mitochondriálnej DNA u hovädzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakčná zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl2; 0,25 mM AB dNTP mix 10 mM; 1,00 µM AdulHD-F (5´-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3´); 1,00 µM AdulHD-R (5´- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA-3´); 1 jednotku GoTaq HotStart Polyme; doplnené destilovanou vodou do objemu 50 µl. Zmes obsahovala tlmivý roztok Go Taq green pufor 5x (Promega, Medison USA) a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 MiniCyclerTM, MJ Research, Watertown USA).
Priméry amplifikovali 271 bp dlhý úsek mitochondriálnej DNA u hovädzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakčná zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl2; 0,25 mM AB dNTP mix 10 mM; 1,00 µM AdulHD-F (5´-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3´); 1,00 µM AdulHD-R (5´- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA-3´); 1 jednotku GoTaq HotStart Polyme; doplnené destilovanou vodou do objemu 50 µl. Zmes obsahovala tlmivý roztok Go Taq green pufor 5x (Promega, Medison USA) a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 MiniCyclerTM, MJ Research, Watertown USA).
Priméry amplifikovali 271 bp dlhý úsek mitochondriálnej DNA u hovädzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakčná zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl2; 0,25 mM AB dNTP mix 10 mM; 1,00 µM AdulHD-F (5´-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3´); 1,00 µM AdulHD-R (5´- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA-3´); 1 jednotku GoTaq HotStart Polyme; doplnené destilovanou vodou do objemu 50 µl. Zmes obsahovala tlmivý roztok Go Taq green pufor 5x (Promega, Medison USA) a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 MiniCyclerTM, MJ Research, Watertown USA).
Priméry amplifikovali 271 bp dlhý úsek mitochondriálnej DNA u hovädzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakčná zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl2; 0,25 mM AB dNTP mix 10 mM; 1,00 µM AdulHD-F (5´-GCCATATACTCTCCTTGGTGACA-3´); 1,00 µM AdulHD-R (5´- GTAGGCTTGGGAATAGTACGA-3´); 1 jednotku GoTaq HotStart Polyme; doplnené destilovanou vodou do objemu 50 µl. Zmes obsahovala tlmivý roztok Go Taq green pufor 5x (Promega, Medison USA) a amplifikácia prebehla v termálnom cykléri (PTC-150 MiniCyclerTM, MJ Research, Watertown USA).
Postup PCR reakcie bol nasledovný: preinkubácia 95 °C na 4 min., 40 cyklov obsahujúcich denaturáciu pri 95 °C na 45 sekúnd, nasadanie pri 61 °C po dobu 45 sekúnd a predlžovanie pri 72 °C po dobu 1,5 min. záverečný predlžovací krok bol pri teplote 72 °C počas 7 min. a schladenie na teplotu 20 °C na čas 0,01 sekúnd.[image: C:\Users\Peter Zajác\Desktop\250px-Gel_electrophoresis_2.jpg]
Picture 1 The name of the picture and brief characteristic


Table 1 Prehľad výsledkov mikrobiologickej analýzy počtu živých zárodkov Lactobacillus acidophilus v jednotlivých vyšetrovaných výrobkoch

Výrobok
Výsledok*
KTJ. g-1 

Výsledok*
log KTJ. g-1 
±SD 
Minimum **
KTJ.g-1
Výsledok*
KTJ/ 
unifikovaná dávka (200 g)
Počet zostávajúcich dní do dátumu spotreby v čase analýzy
A

24,0.107


24,0.107


24,0.107


24,0.107

2
B

84,2.107


84,2.107


84,2.107


84,2.107

0
C

14,1.106


14,1.106


14,1.106


14,1.106

1
D

12,8.106


12,8.106


12,8.106


12,8.106

2
         E

70,2.106


70,2.106


70,2.106


70,2.106

1
*   priemer z výsledkov analýz  3 balení z každého výrobku v 3 riedeniach po 2 paralelkách  SD – smerodajná odchýlka.
** minimálny obsah živých probiotických mikroorganizmov podľa Výnosu 
KTJ – kolóniu tvoriaca jednotka 


	Získané PCR fragmenty boli vizualizované na 1 % agarózovom géle pomocou ethidium bromidu pri 125 V.
RESULTS AND DISCUSSION
	Vyšetrované výrobky vykazovali počty sledovaných baktérií v priemerných hodnotách 106 – 107 KTJ.g-1. Legislatívou stanovené požiadavky na minimálny obsah živých charakteristických mikroorganizmov v mliečnych výrobkoch splnili len zakysané mlieka č. 1 a 2, u ktorých sa zistil dokonca viac ako o jeden desiatkový poriadok vyšší počet sledovaných mikroorganizmov. V acidofilnom mlieku č. 5 sa stanovil počet živých buniek L. acidophilus tesne pod požadovanou hranicou 107 KTJ.g-1. V acidofilných mliekach č. 3 a 4 sa zistil počet živých buniek o jeden desiatkový poriadok nižší, ako predpisuje Výnos MP SR a MZ SR 2143/2006. 
	Zdravotné tvrdenia majú na obaloch uvedené výrobky 1 a 2 s odporúčaním jednej porcie výrobku denne pre dosiahnutie deklarovaného zdravotného účinku. Priemerný počet zárodkov Lactobacillus acidophilus vo výrobkoch 1 a 2 bol 2,0 – 8,2. 107 KTJ.g-1, jedno balenie 250 g výrobku predstavuje približne 5,0. 109 -  2,1. 1010 KTJ.g-1, čím tieto výrobky plne  pokrývajú dennú dávku probiotického mikroorganizmu pre prejavenie sa zdravotných tvrdení. 
	Výsledky zahraničných štúdií uvádzajú obsah životaschopných buniek baktérií v probiotických výrobkoch podobný,  alebo nižší. Dave & Shah (1996) uvádza množstvo L. acidophilus v dvoch jogurtových výrobkoch od 7,33 – 7,21 log KTJ.g-1 a množstvo bifidobaktérií 6,23 – 7,21 log KTJ.g-1, v troch probiotických tyčinkách ten istý autor zistil L. acidophilus len v množstve 4,72 – 5,20 log KTJ.g-1  a Bifidobacterium sp. v množstve 2,08 – 3,04 log KTJ.g-1. Podobne v českých a slovenských kyslomliečnych výrobkoch stanovil autor počty bifidobaktérií priemerne v hodnotách 2,37; 5,44; 6,03; 6,22; 6,31; a 7,17 log KTJ.g-1 (Rada, 2006). L. casei vo fermentovaných mliečnych nápojoch bol stanovený v hodnotách 6,98 – 8,22 log KTJ.g-1 a zo 
6 analyzovaných jogurtov v troch bol stanovený obsah  L. casei < 3,0 log KTJ.g-1, v dvoch 3,41 – 3,72 log KTJ.g-1 a len v jednom výrobku 7,49 log KTJ.g-1 (Ravula, 1998).  
Používanie štartovacích a probiotických kultúr od renomovaných výrobcov, ktorí pri dodržaní podmienok inokulácie, teploty a pod., zaručujú ich životaschopnosť vo výrobku, predpokladá zodpovednú manipuláciu od samotného výrobcu kyslomliečneho výrobku. 
	Výrobca môže kladne ovplyvniť životaschopnosť probiotických kultúr dodržaním podmienok inokulácie, inkubačnej teploty, doby fermentácie a tiež teploty skladovania, čo sa týka aj teploty pri preprave a pri uskladnení priamo v predajnej sieti a v domácnosti u spotrebiteľa. Ďalej je dôležitá finálna acidita produktu v momente ukončenia fermentácie, koncentrácia sacharidov, koncentrácia rozpusteného kyslíka vo výrobku a prienik kyslíka cez obalový materiál (Dave & Shah, 1996; Shah, 2000; Shah et al., 1995). 
	
CONCLUSION
	V súčasnej dobe sa venuje veľká pozornosť tzv. probiotickým mliečnym výrobkom pre ich potenciálny priaznivý vplyv na ľudské zdravie. Ide hlavne o ovplyvňovanie imunitného systému, trávenia, metabolických procesov a pod. Probiotiká môžu mať tento priaznivý účinok na zdravie konzumenta len pri ich príjme v dostatočnom množstve. Zdravotné a výživové tvrdenia sú viazané na konkrétne a špecifické podmienky použitia, ktoré pri probiotických kultúrach predstavuje najmä ich minimálny obsah v unifikovanej dávke, resp. v 1 g (ml). Z uvedeného dôvodu je kľúčové ich prežitie vo výrobku počas jeho technologického spracovania a skladovania. V piatich kyslomliečnych výrobkoch z obchodnej siete obsahujúcich probiotickú kultúru L. acidophilus boli zistené priemerné hodnoty živých zárodkov tohto mikroorganizmu v rozmedzí 106 – 107 KTJ.g-1. Požadované kritériá podľa Výnosu MP SR a MZ SR splnili dva výrobky z piatich vyšetrovaných. 
Prípady stanovení nižšieho počtu životaschopných buniek probiotických baktérií v kyslomliečnych výrobkoch boli zaznamenané aj v zahraničných prácach a poukazujú na potrebu zodpovednej manipulácie od samotného výrobcu kyslomliečneho výrobku, ktorá spočíva v dodržaní podmienok inokulácie probiotickej kultúry, inkubačnej teploty, doby fermentácie, kvality obalov a tiež teploty skladovania, teploty pri preprave, pri uskladnení v predajnej sieti aj v domácnosti u spotrebiteľa. 
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F: Diskusia – musí obsahovať kritický rozbor možných neistôt v metódach alebo výsledkoch a porovnanie výsledkov so súčasným stavom poznania. Je potrebné taktiež poukázať na význam vlastných zistení a ich kontext s dostupnými poznatkami.

G: Záver – stručne zhrnúť prínos práce pre vedu, resp.  pre prax. Závery musia byť jednoznačné a zrozumiteľné.
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· závery opakujú fakty uvedené v abstrakte.

Príspevky pre suplementy
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