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Anotace

Tato prace se zabyvala problematikou procentudlniho zastoupeni mnozstvi masa v masnych
vyrobcich pomoci multiplexni gPCR. Kvantitativni stanoveni jednotlivych slozek masovych smési
nebo masnych vyrobkut je diilezité pro kontrolu kvality potravin a zabranéni jejich falSovani. Na
zacatku vyzkumu byla izolovana samostatna DNA ze tii vzorkd masa (kufeci, vepfové, hovézi) a
nasledn¢ byla smichdna v riznych pomérech. Ve stejnych pomérech jednotlivych druht byly
piipraveny smési masa a masné vyrobky tepeln¢ upravené i neupravené. Zaroven byly vytvoreny i
kontrolni vzorky, u kterych bylo pfedem dan¢ procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek. Nasledn¢
byly v§echny vzorky analyzovany metodou multiplexni gPCR pii fedéni vSech vzorkt na koncentraci
10 ng/ul a zéroven podrobeny kontrole metodou ddPCR. Pii matematickém zpracovani
analyzovanych vysledkii nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami
odpovidajicich vzorkli vySetfenych metodou qPCR ani kontrolni metodou ddPCR. Procentudlni
zastoupeni jednotlivych druhti masa zjisténé pomoci metody multiplexni qPCR odpovida skute¢nosti,
coz umozni jednoduché a rychlé kvantitativni stanoveni jednotlivych slozek masovych smési a
masnych vyrobkd.

Klicova slova
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Annotation

This work dealt with the issue of the percentage of meat in meat products using multiplex g°PCR. The
quantification of individual components of meat mixtures or meat products is important for quality
control of food and to prevent adulteration. At the beginning of the research, separate DNA was
isolated from three meat samples (chicken, pork, beef) and then mixed in different proportions. Meat
mixtures and cooked and uncooked meat products were prepared in equal proportions of each species.
At the same time, control samples were also created with predetermined percentages of each
ingredient. Subsequently, all the samples were analysed by multiplex gPCR, diluting all the samples
to a concentration of 10 ng/ul, and at the same time subjected to the ddPCR control method. The
mathematical treatment of the analysed results showed no statistically significant difference between
the individual groups of the corresponding samples analysed by the gPCR method or the ddPCR
control method. The percentages of the individual meat species determined by the multiplex gPCR
method correspond to reality, allowing a simple and rapid quantitative determination of the individual
components of the meat mixtures and meat products.
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UvVOD

FalSovani potravin je nejspise stejné staré jako jejich vyroba za uc¢elem obchodu. Metody schopné
odhalit ptfitomnost ur¢itych slozek v potravinach jsou zasadnim predpokladem pro odhalovani
falSovani potravin (imysIného nebo netimysIného). Metody pouzivané k prikazu falSovéani potravin
slouzi k odhalovani praktik klamani spotfebitele a nezakonného obohacovani vyrobcli potravin.
Kromé¢ toho hraji roli i v ochran¢ spotiebitelti pfed moznym vyskytem alergickych reakci nebo
konzumaci zakazanych potravin u nabozenskych ¢i socidlnich skupin. V soucasnosti se uplatiuje cela
fada metod, které jsou pouzivany k detekci jednotlivych slozek potravin zalozené na chromatografii,
spektroskopii, elektroforéze, sledovani stabilnich izotopt, dale imunologické metody a proteomické
metody slouzici ke stanoveni sekvence aminokyselin a v neposledni fadé se stale vice prosazuji
metody zalozené na analyze DNA. Soucasné detekéni metody pro vysetieni masnych vyrobki jsou
vétSinou zalozeny na detekcei proteini nebo DNA. Protoze je obtizné dokazovani bilkovin v tepelné
zpracovanych potravinadch vzhledem k jejich termolabilit¢ a denaturaci pii vyssich teplotach jsou
vyhodnéjsi metody zaloZené na analyze DNA. Molekula DNA je tepelné stabilngjs$i nez molekula
proteinu a je mozné ji detekovat a amplifikovat i u tepelné opracovanych vyrobki. Pti analyze vzorku
je kromé identifikace jednotlivych slozek nezbytna i jejich kvantifikace. Pozadavky na kvalitativni a
kvantitativni vySetieni spliiuje metoda PCR, u které je zarucena vysoka specificita, citlivost a pfesnost
detekovani jednotlivych slozek i pfi velmi malé koncentraci. Kromé zakladni PCR metody se pii
dikazu a posouzeni jednotlivych slozek prosazuje qPCR, ktera umozni urcit zastoupeni sledované
DNA v pribéhu vysetieni na rozdil od klasické PCR metody, kdy je umoznéna analyza az po
ukonceni celého procesu. Dalsi zjednoduseni a zrychleni piedstavuje multiplexni PCR, pfipadné
multiplexni qPCR, pii které¢ dochazi zarovenn béhem jednoho cyklu k amplifikaci nékolika riznych
sekvenci DNA. Odhaleni sledované slozky v potravin€ je relativné jednoduché
(pfitomna/neptitomna), vét§im problém je stanoveni podilu této slozky v celém vyrobku. Za ideédlnich
podminek v laboratorné piipraveném produktu, ktery obsahuje Cistou svalovinu nebo smés svall
nékolika zivocisnych druhd, 1ze pouzit kvantifikaci na zdkladé hmotnostniho poméru. V realnych
podminkach vSak vysledky mohou byt ovlivnény urovni degradace DN A béhem zpracovéani, inhibici
PCR, ucinnosti extrakce DNA nebo velikosti genomu. Proto se doporucuje kvantifikace PCR
zaloZenad na kvantifikaci genom/genom spiSe neZ na hmotnostnim poméru, protoze ekvivalenty
genomu jsou konstantni. PouZzitim referenénich vzorkl se znamym mnoZstvim DNA podobné
analyzovanému vzorku sloZenim i koncentraci pak dale zlepSime piesnost metody a multiplexovanim
nékolika cili do jediné reakce 1ze dosahnout stejnych vysledki jako u pracnych single-plex testi v
podstatné krat§im Case. Masné vyrobky kromé masa vétSinou obsahuji celou fadu dalSich slozek
(vnitinosti, led, kofeni, obiloviny, soju), jejichz celkovy obsah mize byt pomérné veliky. Problém
téchto slozek spociva v tom, Ze obsah DNA téchto sloZek neodpovida hmotnosti sloZzky v potraviné
nebo tato slozka DNA vlibec neobsahuje. Z téchto diivodii by vysledek PCR analyzy mél odpovidat
procentu sledovaného druhu masa z celkového objemu masa a ne z celkovému objemu produktu.
Kvantitativni analyza jednotlivych druhi masa v potravindch (tepelné neoSetienych, tepelné
opracovanych, fermentovanych) je slozity proces, ktery je pomérné ekonomicky nakladny a narocny
na pristrojové vybaveni laboratofi. Tyto omezeni jsou piekazkou rozsifeni pravidelnych kontrol
potravin, coz muze ovlivnit i frekvenci falSovani. Zavedeni ekonomicky vyhodnéjsiho a rychlejsiho
vySetieni, které umozni kvalitativni 1 kvantitativni rozbor smési masa a masnych vyrobki bez ohledu
na pokrocilost a druh zpracovani, umozni cely proces kontroly zjednodusit tak, aby byl validni rozbor
proveditelny 1 v béZnych laboratofich. Rozsifeni takové metody pomuZe sjednotit soucasnou
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nejednotnost ve vypoctu procentudlniho zastoupeni jednotlivych druhti masa provadéném riznymi
postupy v rtiznych a laboratoftich.



I. TEORETICKA CAST

1. Uvod

V dnesni dobé patii znalost slozeni jednotlivych potravin k modernimu zptsobu zivota, coz souvisi
nejen s zivotnim stylem, rozvojem bioproduktd, ale i hrozbou geneticky modifikovanych potravin.
Diilezita je znalost sloZzeni potravin 1 z hlediska dodrzovani riznych typt diet, v souvislosti s
nabozenskymi omezenimi a rozvojem alergii na jednotlivé slozky potravin.

2. Historie

FalSovani potravin i dal$ich vyrobkl zacalo jiz v dob¢, kdy zacaly byt tyto véci produkovany nejen
pro vlastni spottebu, ale dochéazelo k jejich vyméné bud’ pfimo pomoci barterového obchodu nebo
prostfednictvim platidla, které ovSsem mohlo byt, a také Casto bylo falSovano. Jiz v nejstar§im
dochovaném zékoniku krale Chammurapiho je jeden z paragrafii vénovany falSovéani piva (§ 108
Jestlize krématka nepfijala obili k zaplaceni piva, avSak pfijala penize podle velké vahy, nebo snizila
mnozstvi piva ve vztahu k mnoZstvi obili, tuto kréméiku usvédci a hodi do vody). [1] Zminky a
zakazy falSovani jsou obsazeny i v Talmudu, Bibli a Kordnu. V naSich zemich se o falSovani potravin
zminuje Daniel Adam z Veleslavina (1546—-1599) a popisuje je i Zikmund Winter v knize Zlata doba
Ceskych meést. [2] Pii falSovdni potravin dochazelo k michéni pepfe s chlebovou kirou,
znehodnocovani Safranu nekvalitnimi rostlinnymi barvivy, mléko se Sidilo vodou, mydlem nebo
kiidou, do mleté papriky se pridavaly cihly, do mouky sadra. Mezi ¢asto falSované potraviny pattilo
maslo, do které¢ho se pridavala voda nebo se michalo s lojem.

S rozvojem potravinaiského primyslu dochézelo ke stale CastéjSimu a dokonalejs§imu falSovani
potravin, ale zaroven se rozvijelo i odhalovani téchto podvodi. Za zakladatele kontroly potravin je
povazovan némecky chemik pisobici v Londyné Friedrich Christian Accum (1769-1838), na které¢ho
navazal britsky lékat a chemik Arthur Hill Hassall (1817-1894). Ve svych dilech odhalili ndhrazky a
metody pouZzivané k falSovani potravin a jejich nebezpeci pro Zivot ¢lovéka. [3, 4]

3. Legislativa

Vzhledem ke zdravotnim rizikim a ekonomickym ztratim byly staty napii¢c Evropou nuceny
postupné vytvaret zdkony o prodeji potravin, které mely ochranit spotiebitele. V Rakousku Uhersku
byl v roce 1911 vydan Codex Alimentarius Austriacus [5], ktery kompletn¢ upravoval problematiku
pozivatin, tento dokument byl zapracovan po roce 1918 i do pravniho ¥adu nové vzniklé CSR. Po
roce 1948 byl zdkon nahrazen technickymi a oborovymi normami. Protoze vSak postupné dochézelo
ke ztrat¢ kvality, byl v roce 1997 vydan novy Zékon o potravinich a tabakovych vyrobcich ¢islo
110/97 Sb.. Po vstupu Ceské republiky do Evropské unie proslo potravinové pravo zasadnimi
zménami, protoZe bylo nezbytné jej harmonizovat s evropskou potravinovou legislativou. Zakladnim
piedpisem unijni Gpravy potravinového prava je Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢islo
178/2002, které stanovi obecné zasady a pozadavky potravinového prava, ztizuje Evropsky ufad pro
bezpecnost potravin a stanovi postupy, které se tykaji bezpecnosti potravin, véetné systému rychlého

varovani pro potraviny a krmiva RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed). Na né&j pak
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navazuje nafizeni ¢. 1169/2011 o poskytovani informaci o potravinach spotiebiteltim, které pfineslo
nové povinnosti pro vyrobce potravin. A prestoze tyto zakony pojem ,falSovand potravina® ¢i
,»falSovani“ neznaji a pfimo se zde tyto terminy nevyskytuji, dal$i pravni ptedpisy uz na tuto oblast
pamatuji. Oba zdkladni dokumenty zakazuji uvadét do ob¢hu potraviny klamavé oznacené nebo
uvadéjici spotiebitele v omyl nejen z hlediska oznacovani potraviny, ale i propagace a obchodni
upravy, jejiho tvaru, vzhledu nebo baleni, pouzitych obalovych materiala, zptisobu jeji upravy a mista
vystaveni, jakoz i z hlediska informaci poskytovanych o ni jakymkoliv médiem. Specifickym
piipadem falSovani potravin a klamani spottebitele je nedodrzovani pozadavki vychazejicich ze
Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2000/13/ES tykajici se oznaCovani zdiraznénych slozek,
které musi byt uvedeno na obalu v blizkosti ndzvu nebo u piislusné slozky. Dalsi pozadavky na
slozeni jednotlivych druhli potravin jsou upfesnény ve vyhlaskach k Zakonu o potravinach cislo
110/97 Sb.. Jedna se naptiklad o vyhlasku ¢islo 157/2003 Sb., ktera stanovi pozadavky pro Cerstvé
ovoce a Cerstvou zeleninu, zpracované ovoce a zpracovanou zeleninu nebo vyhlasku ¢islo 326/2001
Sb., stanovujici pozadavky pro maso, masné vyrobky, ryby, ostatni vodni Zivocichy a vyrobky z nich,
vejce a vyrobky z nich, pozadavky na hlavni vybrané masné vyrobky a zejména slozeni definovanych
masnych vyrobki.

Podle Zakona o Statni zeméd¢lské a potravinaiské inspekci (SZPI) cislo 146/2002 Sb., SZPI
kontroluje v ramci stanovenych kompetenci zeméd¢€lské vyrobky, potraviny nebo tabakové vyrobky,
a rovnéz predméty a materidly ptichazejici do styku s potravinami. Od roku 2015 pfibyla do
kompetenci SZPI také kontrola reklamy a kontrola pokrmi v nékterych zafizenich spole¢ného
stravovani. Kontrolou pfi vyrob¢ a prodeji potravin jsou v riznych fazich produkce povéreny kromé
SZPI také Statni veterinarni sprava, Ministerstvo zdravotnictvi a Ceska obchodni inspekce. [6]

4. Principy

Hlavni principy falSovani potravin se v priub¢hu historie neméni a jejich motivem zlstava pifedevsim
ekonomicky zisk. Z tohoto divodu jsou nejcastéji falSovany bud’ drahé potraviny (lihoviny, vino,
koteni) nebo potraviny prodavané ve velkych objemech (masné a mlééné vyrobky, tuky, ovocné
Stavy). Mezi hlavni zplsoby falSovani potravin patii:

1. Zameéna potraviny za jinou levnéjsi (vydavani levnéjsi odridy za drazsi, vydavani motského
pstruha za lososa, vydavani jinych rostlinnych olejii za olivovy).

2. Nastavovani potraviny levnéjsi slozkou (nedeklarované nebo pfilisSné kiehceni masa,
nedodrzeni pozadavkid na obsah tzv. glazury u zmraZenych mas, ¢aste¢na nebo uplna nihrada ryze
Basmati levnéj$imi druhy, ptidavky kravského mléka do buvoliho pii vyrobé pravé mozarelly).

3. Ptitomnost nedeklarovanych slozek (nepovolené nebo nedeklarované pouziti strojné
oddéleného masa v masnych vyrobcich, nedeklarované pouziti vnitinosti v masnych vyrobcich nebo
nedodrzeni deklarovaného podilu, nedeklarované pouziti jinych druhti masa v masnych vyrobcich
napft. dribeZziho, koniského).

4, Nastaveni nebo falSovani potravin ke zlepSeni jejich vlastnosti (pfidavek glycerolu do vina ke
zlepSeni chuti, nedovolend aromatizace vin, pfibarvovani, ptislazovani).
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5. Nedodrzeni deklarovaného technologického postupu (vydavani rozmrazeného masa a ryb za
Cerstvé, rozpékaného peciva jako Cerstvého, nedeklarované pouziti gama zafeni pii vyrobé, vydavani
rekonstituované §t'avy z koncentratu za stavu Cerstve lisovanou, vydavani syntetické kyseliny octové
za kvasny ocet).

6. Uvadéni vyssiho nez skuteéného obsahu slozky (uvadéni vyssiho poctu vajec v téstovinach,
deklarace podilu svalovych bilkovin v masnych vyrobcich zkreslend ptidavkem krevnich bilkovin a
dalsich slozek).

7. Nespravné uvadéni geografického pivodu nebo zplisobu produkce (vydavani ryb
produkovanych na farméch za divoké, oznaCovani obvyklé produkce za bio vydavani dovozovych
vin za moravska).

8. Zneuziti znamé znacky (faleSny prodej vyrobku pod drazs$i obchodni znackou, pouzivani
obalt, etiket, ndzvl piipominajicich zndmou znacku) [7].

5. Zdravotni rizika

Ve vétsiné piipadi falSovani potravin vede pouze k neopravnénému ekonomickému zisku (nahrada
hovéziho masa koniskym v riiznych typech masnych vyrobki, doslazované medy, fedéné burcaky),
ale v urcitych ptipadech mize byt ohrozené zdravi nebo i zivot konzumentli (zdména denaturované¢ho
oleje za konzumni Spanélsko 1981, pfimichani metanolu do lihovin Ceska republika 2012, ptidani
melaminu do mléénych produktti Cina 2008, dopliiky stravy s farmakologicky G¢innymi latkami —
sidenafil, tadalafil nebo anabolické steroidy, manipulace s datem pouzitelnosti potravin, piimes
nedeklarovanych alergenti — arasidy, lepek).

6. Maso a masné vyrobky

SloZeni masa se vyrazné lisi podle toho, ze kterého zivoc¢isném druhu a ze které anatomické casti téla
zvitete pochazi. Mezi zakladni sloZzku masa patii bilkoviny, které tvoii 15 %23 % z celkové hmoty.
Prevazuji myofibrilarni bilkoviny (aktin, myosin), méné jsou zastoupeny sarkoplasmatické bilkoviny
(enzymy, myoglobin, hemoglobin) a minoritni slozkou jsou pak strukturni bilkoviny (kolagen,
elastin). Pro rychlé hodnoceni sloZeni masa a obsahu bilkovin v mase se pouZiva tzv. Federovo ¢islo,
které vyjadiuje pomér obsahu vody a bilkovin a nabyva hodnot kolem 3,5 (70:20). Tuk je zastoupen
v mase v 1 %-30 %, je zde vysoky podil kyseliny palmitové a dalSich nasycenych mastnych kyselin.
Sacharidy jsou zastoupeny piedevSim glykogenem (1 %) a volnou glukézou (0,1 %), maso je 1
zdrojem mineralll (vapnik, fosfor, Zelezo) a vitaminti predevsim skupiny B.

K zadkladnim analytickym technikdm pro sledovani kvality masa patfi gravimetrické metody
stanoveni vody, extrakce pomoci organickych rozpoustédel pro stanoveni tuku a stanoveni bilkovin
pomoci Kjeldahlovy metody. Z pokrocilych instrumentdlnich metod se pro ucely hodnoceni
autenticity pouzivaji metody PCR (polymerazové tetézové reakce), imunologické a enzymové
metody, chromatografie, elektroforéza, spektroskopie, hmotnostni spektrometrie, izotopové metody,
histologie, mikroskopie a analyza vzhledu a umisténi anatomickych casti.
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V SirsSim smyslu mizeme za maso povazovat vSechny pozivatelné ¢asti tél zvirat nejen jatecnych, ale
i ryb, korysi, mékkyst a obojzivelnikli uréenych ke konzumaci (tj. svalovinu, krev, sadlo, Slachy, ale
1 vnitinosti). V uz$im smyslu pak za maso povazujeme pouze kosterni svalovinu s pfirozené se
vyskytujici pojivovou a tukovou tkani. K falSovani masa mtze dochdzet pti doddvce porazenych
zvitat nebo jejich ¢asti nebo pii prodeji vysekového masa. K dal§imu falSovani pak mize dochézet
ve zpracovatelskych provozech vcetné gastronomie. Mezi nejcastéjsi zpusoby falSovani masa patfi:

1. Zameéna zivocisného druhu masa za 1épe dostupné nebo levnéjsi. To zplisobuje spotiebiteli
ujmu nejen ekonomickou a financni, ale 1 psychickou, tim, ze zkonzumuje maso zivoc¢isného druhu
pro né&j z ndbozenského (vepiové pro muslimy, hovézi pro hinduisty) nebo z etického divodu (konské,
psi, opic¢i nebo krysi maso) nepiijatelné. Pii kontrole 1ze zivo¢isné druhy c¢aste¢né rozliSit pomoci
metody identifikace druhové specifickych bilkovin (imunochemické metody, kapilarni gelova
elektroforéza, kapalinova chromatografie) a genetickych metod (PCR).

2. Zaména pohlavi, véku (krava, byk, jalovice, volek), plemene nebo svalové partie. Spotiebitelé
vétSinou dévaji prednost z chut'ovych i bezpecnostnich diivodii masu mladého skotu (teleci, byckt a
jalovic), toto je pak nahrazeno mén¢ kvalitnim a do jisté miry rizikovéj§im masem starsich krav. Pro
prikaz pohlavi je mozné pouzit chromatografické a imunochemické metody stanoveni pohlavnich
hormont v mase (HPLC-MS, ELISA), molekularné-biologické metody (real-time PCR) zaloZené na
ptitomnosti XX a XY chromozomu, metoda uréujici ptitomnost SRY (sex-determining region Y)
nebo TSPY (testis-specific protein Y), coz jsou markery specifické pro sam¢i hovézi maso. Zaména
svalové partie se tyka nejcastéji hovéziho masa. RozliSeni na jednotliva steakova masa je z divodu
anatomické podobnosti velmi obtizné. Nezavislé laboratorni metody pro tyto ucely nejsou k dispozici.

3. Nepravdiva deklarace zemépisného piivodu masa, u kterého musi byt uvedeno kde bylo zvite
chovano, a kde bylo porazeno. Jedna se o vepfové, driibezi, skopové a kozi maso Cerstvé, chlazené
nebo zmrazené a hovézi maso a vyrobky z hovéziho masa. Kromé kontroly povinné dokumentace se
pro prikaz piivodu pouZzivaji nejvice instrumentalni metody analyzy minoritnich mineralnich latek a
pomeéru izotopd, které jsou ovlivnény pfijimanym krmivem, vodou, znecisténim a sloZeni pudy.

4, Zaména zpusobu produkce a zpracovani masa (bio/konvenc¢ni, chované na farméch/divoké,
cerstvé/zmrazené/rozmrazené, mleté maso/masny polotovar/strojné¢ oddélené maso). Maso, které
pochazi z ekologickych chovi, je obvykle prodavano za ndsobné vyssi cenu nez konvenéni produkce.
Vzhledem ke stejnému sloZeni je velmi obtizné spolehlivé identifikovat individualni markery typické
pro tento zplisob chovu. Proto jsou kontrolni postupy v této oblasti zaloZené piedev§im na kontrole
technologickych postupli u producentil, zpracovatelll a distributorti. Lze vSak prokézat ptitomnost
cizorodych latek v bioproduktech. K prukazu ptitomnosti veterinarnich 1é¢iv a rastovych hormonii
lze pouzit chromatografické metody, ke stanoveni metylesterd polynenasycenych mastnych kyselin
v tuku (kontaminovand krmiva) slouzi plynova chromatografie. K zdméné¢ zmrazeného masa za
Cerstvé dochazi nejCastéji u ryb, které jsou po zmrazeni, skladovani a nasledném rozmrazeni
vydavané za Cerstvé. Zmrazovani masa ma opodstatnéni v fad¢ ptipadl. Zajisti prodlouzeni jeho
zpracovatelnosti, uchovani po dlouhou dobu a usmrceni ptipadnych parazitii (toxoplasma, svalovec).
Na druhou stranu dochazi k zmén¢ barvy a struktury, uvolilovani vody a v ni rozpusténych nutri¢né
a senzoricky vyznamnych slozek. Metody detekce zmrazeni vychdzeji nejcastéji ze stanoveni
chemickych a fyzikalnich vlastnosti exsudatu.
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5. Nedeklarované nebo nepovolené pouziti pfidanych latek (ptidavek vody, barviv, kofeni,
konzervantil), které slouzi ke zlepSeni smyslovych vlastnosti nebo prodlouzeni trvanlivosti masa.
Mezi nejcastéji pouzivana patii Cervena piirodni i synteticka barviva pro zdokonaleni barvy (kyselina
karminova, kurkumin, cerveit Alura AC, paprikové extrakty), konzervacni latky a antioxidanty
(dusitany, bakteriociny, kyselina mlé¢na a askorbové) slouzici k prodlouzeni trvanlivosti nebo zakryti
nevyhovujicich podminek vyroby a skladovani. Dale sem patii i latky, které vazi vodu a zlepsuji
texturu (fosfaty, kyselina citronova, alginaty, karagenany) a aromata (kourové, paprikové, citrusove)
nahrazujici tradi¢ni postup pfi zpracovani potraviny. VEtsinu z uvedenych latek 1ze potvrdit pomoci
chromatografickych metod. Mezi ekonomicky nejvyhodnéjsi a nejcastéji pouzivanou piidanou latku
patii pouziti vody, a to jak jeji injektaz ptimo do masa (kiehceni), tak vytvoreni krusty na povrchu
(glazurace). Pro identifikaci tohoto druhu falSovani lze pouzit stanoveni poméru obsahu vody a
bilkovin a jeho porovnani s tabulkovymi hodnotami. Indik4torem ptidavku vody je i pfitomnost latek
zvySujicich vaznost vody (organickych kyselin, fosfatit).

6. Prodej zdravotné zdvadného nebo veterindrnim pravidlim nevyhovujiciho masa (uhynulé
zvifata nebo nakazena masa).

7. Masné vyrobky obsahuji kromé zékladni suroviny tj. svaloviny jate¢nich zvifat i velkou cast
riznych aditiv (voda, tuk, klize, mouka, soja, kotfeni), které jsou pro jejich vyrobu tradi¢ni a nezbytné.
To s sebou pfinasi i celou fadu moznosti falSovani ndhradou drazsi suroviny za levnéj$i, zamény
ur¢itého podilu masa v masnych vyrobcich za jiné suroviny (tuk, kiize, mouka, voda, séjova
bilkovina), nedodrzeni receptury a zakryti stop pfiddnim barviv, kofeni, emulgatorii nebo
konzervacnich latek Ve vétSin€ ptipadd pak dochézi ke kombinaci nékolika druht falSovani.
Nejcastéjsim problémem je vyména vykosténého masa za maso separované, a to predevSim za
driibezi separat. Dal§im velkym problémem je také nespravné uvadéni sloZeni vyrobku na etiketach.
[6. 8]

7. Prukaz falSovani

Princip odhalovani falSovani vychazi z ptedpokladu, Ze urcité slozky maji byt ve vyrobku zastoupeny
v ur¢itém poméru, ktery odpovida deklarovanému slozeni nebo nemaji byt ve vzorku zastoupeny
vubec. Je také moZné prokazovat latku, ktera pti falSovani vznika nebo se pfidava, aby toto falSovani
kryla (prokazovani strojné¢ oddéleného masa na zjisténim ptitomnosti ilomk kosti a obsahu vapniku,
prikkaz kieh¢eni masa na zdklad¢ vys$Siho podilu vody a vysSiho obsahu polyfosfati). Druhou
moznosti je analyza vice sloZek, kdy ziskané vysledky jsou pak analyzovany statistickymi metodami
v zavislosti na technologii zpracovani (urceni podilu susiny vnesené raj¢aty dilkazem obsahu drasliku,
kyseliny jablecné a kyseliny pyrrolidonkarboxylové, samotnd hladina drasliku klesa pti konzervaci
zeleniny).

7.1 Metody zaloZené na analyze DNA

Vyhodou téchto metod je vSudypfitomnost molekuly DNA a jeji relativni stabilita (pfedevs§im
termostabilita), dal$i vyhodou je vysoka specifi¢nost a citlivost této metody.

V roce 1983 popsal Kary Mullis princip polymerazové tetézové reakce (PCR, polymerase chain

reaction) a za tento objev dostal v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Pro rozvoj této metody byla
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dualezita izolace termostabilni DNA polymerdzy z bakterie Thermus aquaticus (Taq polymeraza),
vyskytujici se v horkych pramenech. Bez tohoto enzymu by nebylo mozné metodu PCR pouzivat ve
veétsim meéfitku. Dal§im pokrokem pak bylo zavedeni pfistroje PCR thermocycler, ktery umoznil
automatizaci a vyrazné zrychleni a zlevnéni celého procesu.

PCR je metoda rychlého a snadného zmnozeni tiseku DNA zalozena na replikaci nukleové kyseliny.
Definované casti DNA, které se maji amplifikovat, musi byt ohraniCeny dvojici primera
(oligonukleotid DNA) na 3" konci kazdého antiparalelné€ orientovaného fetézce DNA. Kazdy PCR
cyklus je tvofen tfemi kroky, po kazdém cyklu dochazi ke zdvojnasobeni poc¢tu cilové DNA, celkovy
pocet kopii DNA tak nartsta exponencialni fadou.

1. Pfiprava vzorku

Béhem celého procesu odbéru vzorku a jeho vysetfovani je nezbytné zabranit kontaminaci cizorodou
DNA (rukavice, sterilni material, opakovana dekontaminace béhem jednotlivych krokt, zabranéni
tvorby aerosolu pfi zpracovani). Pfed zahdjenim samotné PCR je nezbytné ve vzorku DNA izolovat,
musi dojit k 1yze bungk, rozbiti bunécné stény a uvolnéni DNA. Ddle je nezbytné odstranéni RNA
ptipadné i roz$tépeni proteint, pak nasleduje vycCisténi vzorku od detergenti soli a dalSich necistot a
poslednim krokem je odstranéni latek inhibujicich polymerdzu pouzitych pfi izolaci, ¢isténi a
zpracovavani DNA  (fenol, proteinaza K, vys§i koncentrace soli, heparin, kyselina
borita, etanol, EDTA).

2. Denaturace

DNA se zahtiva na teplotu 94 °C-98 °C. Pii této teploté dochazi k rozruseni vodikovych mistkl v
molekule DNA, coz vede k rozvolnéni dvousroubovice a vznika jednovlaknova DNA. (Obr. 1)

TT CCTG GTCG G C

oddéleni
viaken

TT CCTG GTCG GC

TTENTITEN

0
GGAC CAGC TCGT T

<

Obrazek 1. Denaturace DNA, pferuseni vodikovych mustkii a vznik jednovlaknové DNA (pievzato
http://old.vscht.cz/images/web-hr/Infografika-PCR-test.png)

3. Hybridizace

Vzhledem k tomu, Ze dochazi ke kopirovani pouze urcitého pfesné definovaného useku DNA, je
nezbytné tuto specifickou sekvenci ohrani¢it pomoci primera, které se navazi na dané sekvence po
obou strandch cilové oblasti DNA. Pro navazani primert je nezbytné snizeni teploty na 50 °C—65 °C.
Pti této teploté€ dochazi k renaturaci DNA, ale pii nadbytku primert (oligonukleotidy) dochézi k jejich
nasednuti rychleji nez k renaturaci. Dilezita je teplota, pfi ptili§ nizké teploté primery nasedaji i na
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sekvence, které jsou komplementarni jen z ¢asti, a vytvori se tak nespecificky produkt, pii piilis
vysoké teplot¢ naopak nasedaji obtizné a produktu se nevytvori dostate¢né mnozstvi. (Obr. 2)

TT CCTG GTCG GC
orimer 'l lll ll l '
AAdna [ ]
TT CCTG TCGT T \
.e seRn
J [ il primer
GGAC CAGC TCGT T

Obrazek 2. Hybridizace (annealing), dosednuti primerd na  jednovldknovou = DNA  (pfevzato
http://old.vscht.cz/images/web-hr/Infografika-PCR-test.png)

4. Elongace

Ve tieti fazi reakce se teplota opét zvysi v zavislosti na pouzit¢ DNA polymerdze (Taq polymeraza
75 °C-80 °C). V tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA ve sméru od 5' konce ke 3' konci.
Vysledkem elongace jsou dvé identické kopie originalni templatové DNA.

Po vytvoreni dvou kopii DNA se cely cyklus opakuje, tentokrat s pouzitim nové, duplikované DNA.
(Obr. 3) Pro amplifikaci se pouziva 30-35 cykla. Po 30 cyklech je teoreticky v PCR zvyS$eno mnoZstvi
cilové DNA o 9 fadi (2%° = 10° amplikoni). [9, 10]
TT CCTG GTCG GC
“Ti ess T80 L] ’

[} (NN | ARAN [}
C CAGC TCGT T

TT CCTG GTCG
[} seny rsel

4 PN | [N | (W] o
GGAC CAGC TCGT T

Obrazek 3. Elongace, syntéza DNA podle vzoru templatové DNA. (pievzato http://old.vscht.cz/images/web-
hr/Infografika-PCR-test.png)

7.1.1 Kvantitativni PCR (RT PCR, Real-Time PCR, gPCR, quantitative PCR)

Je zaloZena na klasické PCR metodé€, umoznuje vSak sledovat amplifikaci specifického useku DNA
v realném case. Sledovani amplifikace je zaloZeno na piidani specifické fluorescencni znacky,
intenzita fluorescence pak odpovida okamzitému mnozstvi amplifikované DNA ve vzorku. Nasledné
lze z amplifika¢nich kiivek identifikovat okamzik, kdy dojde k exponencidlnimu nardstu
fluorescence. (Obr. 4) Tento okamzik (cyklus, kdy k nému dojde) odpovida pocate¢nimu mnozstvi
DNA ve vzorku. Na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky vytvofené ze vzorkl se zndmym mnoZstvim DNA Ize
nasledné urcit mnozstvi amplifikované DNA v nezndmym vzorku. [10]
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Obrazek 4. RT PCR, 1. denaturace DNA, 2. syntéza DNA se znafenymi nukleotidy, 3. detekce fluorescence, 4.
amplifika¢ni kiivka (fluorescence roste S poctem syntetizované DNA). (Pfevzato
https://goldbio.com/articles/article/How-To-RT-gPCR)

7.1.2 Multiplexni PCR

Tato metoda vyuziva v jedné reakci vice nez jeden par primert, které se vazi k riznym usekiim DNA.
Reakce tedy probihd s vice primery najednou, vznika vice riznych produkti, které jsou néasledné
analyzovany a zhodnoceny. Muzeme tak sledovat ptitomnost vice markert specifickych pro odlisné
organismy nebo slouzi ke sledovani vnitinich kontrol izolovanych vzorkd. Zarovei je tato metoda
ekonomicky vyhodngjsi. (Obr. 5) Kombinaci qPCR s multiplexni PCR lze spojit jejich vyhody a
sledovat n¢kolik znakl nebo vnitinich kontrol s piesnosti rychlosti a ekonomickou vyhodnosti qPCR.
[10]

Primer sets
& R00C  TTITTm F

0§
—
Pathogen A JALLLLRLL 55
_—
E—
—
T —
@ o =
JALLLLRLL -
Pathogen B : R pcg Thermal cycler — —
mix T A— I
Qe 5" 3E
. oo TN
+ALULLLLL R
Pathogen C Gel Electrophoresis

Obrazek 5. Multiplexni PCR, detekce tfi patogent ze vzorku tfemi sadami primerti a nasledné vyhodnoceni pomoci
elektroforézy (pfevzato https://www.youtube.com/watch?v=Rcl1Y_Ej2xZF)

7.2 Imunologické metody

Tyto metody vyuzivaji specifické vazby antigen—protilatka, jejich vyhodou je vysoka citlivost,
specifi¢nost a reprodukovatelnost. Slouzi predevsim k pritkazu toxinti, hormond, proteinti a ptipadné
dalSich bioaktivnich latek. Kromé¢ metody ELISA se dale vyuZivd RIA (Radioimmunoassay) k
detekci radionukleotidi a Western Blot (Enzyme-linked Immunoelectrotransfer Blot Technique),
ktera je ptesnéjsi nez ELISA.
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ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) se fadi mezi imunologické metody pro detekci
antigeni nebo protilatek ve vzorku. Tuto metodu je mozné rozdélit na nékolik typt, ale vSechny jsou
zalozeny na vzajemné interakci antigenu a protilatky, pfi¢emz na protilatku je navazan enzym, ktery
katalyzuje chemickou pfeménu substratu, coz zapfiini zménu barvy, kterd je nasledn¢ detekovana
fotometricky. Jednou z velkych vyhod této metody je jeji snadna dostupnost, ¢asova i finan¢ni
nenaro¢nost a schopnost stanoveni relativniho mnozstvi zachyceného antigenu na zakladé¢ intenzity
chemiluminiscence. Dale je velmi specificka a citliva a dokaze detekovat 1 velmi malé antigeny. [11,
12]

7.2.1 PFimy test ELISA

V piimém testu ELISA je detekovanym analytem protildtka nebo antigen. Pokud je detekovanym
analytem antigen, musi byt na zacatku analyzy zachycen na povrchu dna jamky ELISA desticky.
Detekce antigenu pak probiha prostfednictvim vazby protilatky znacenou enzymem. (Obr. 6) Pokud
je naopak detekovana protilatka, specificky antigen, se kterym ma interagovat, musi byt navazan na
dno jamky pfed zapocetim analyzy. V tomto ptipad¢ pak musi byt protilatky v analyzovaném vzorku
pred zapocetim analyzy oznaleny enzymem. Vyhodou pfimého testu ELISA je snadny pribéh a
Casova nenarocnost naopak nevyhodou je to, ze protilatky musi byt spojeny s detekénim enzymem
pred zapocetim analyzy. Detekce navdzané protilatky pak probihd prostiednictvim biochemické
reakce enzymu navazaného na protilatku se substratem, ktery se ptidava do analyzy, a tak dochazi ke
zméné barvy reakéni smési.

O Analyt/Antigen () Enzym ) Konjugovand primdrni protilatka

¢ ¢

o > A— > & — = o :

= |
o = -

Obrazek 6. Pfima ELISA, do vzorku s antigenem je pridana enzymaticky znaéena protilatka, a nasledné substrat, coz
zpusobi zménu barvy. (Pfevzato https://www.baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-usporadani/)

7.2.2 Neprimy test ELISA

Tento test je pouzivan piedevSim pro detekci specifickych protilatek a sklada se ze dvou fazi. Pii
prvni dochézi k vychytani pozadované protilatky prostfednictvim specifického antigenu, ve druhé
detek¢ni, dochazi k navazani sekundarni protilatky zna¢ené enzymem na zachycenou protilatku. (Obr.
7) Vyhodou neptimého testovani je moznost zesileni signalu, kdy se na primérni protilatku mutze
navazat 1 vice protilatek sekundarnich. Oproti pfimému testovani je tento typ delsi a naro¢néjsi.
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O Analyt/Antigen (" Enzym \f\\ Konjugovand sekunddrni protildtka
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Obrazek 7 Nepfimd ELISA. Antigen je zachycen na povrchu jamky, nasleduje pfidani primarni protilatky, a pak
enzymaticky znaCené sekundarni protilatky, po pfidani substraitu dojde ke zméné barvy. (Pfevzato
https://www.baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-usporadani/)

7.2.3 Sendvicovy test ELISA

Tento typ testu miizeme oznacit také jako sendvicova imunoanalyza a je to nejcastéji pouzivany typ
ELISA metody. Sendvicova se ji fik4 proto, Ze antigen je mezi dvéma protilatkami jako platek masa
mezi dvéma houskami v sendvici. Pii tomto formatu testovani je potieba dvou protilatek proti
riznému epitopu antigenu (mala ¢ast molekuly antigenu rozpoznavana imunitnimi receptory). Prvni
protilatka slouzi jako zachytnéd pro snadnéjsi znehybnéni antigenu. Druhd protiladtka s navazanym
enzymem umoznuje detekci antigenu. (Obr. 8) Vyhodou sendvi¢ové imunoanalyzy je vysoka citlivost
a specificita (dvé protilatky na jeden antigen) a moznost pouziti ptimého 1 nepfimého testu ELISA.
Néro¢né pro uskute¢néni této reakce je nalezeni dvou odliSnych protilatek pro detekci stejného
antigenu.

\]r Zdachytnd protildatka O Analyt/Antigen f Konjugovand detekcni protildtka

N
b ~~ \___:j — — L R
\‘\___/ . \\____,/ — S L

Obrazek 8. Piiméa sendvicova ELISA. Protilatka je navazana na desticku, na tuto protilatku se vaze antigen, na ktery je
navazdna enzymaticky znaCena protilditka, po pfidani substratu dojde ke zméné Dbarvy. (Pfevzato
https://www.baria.cz/blog/metoda-elisa-aspekty-jednotlivych-usporadani/)

7.3 Chromatografie

Chromatografie je fyzikalné-chemicka metoda, zaloZend na rozdéleni sloZzek smési na dvé faze, na
pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (staciondrni) fazi. Faze se od sebe rozliSuji fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi, napt. polaritou. Analyty s vyssi adsorb¢ni schopnosti se pohybuji pomaleji
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a jsou zadrzovany déle nez analyty, které se ke staciondrni fazi poutaji méné. Na zaklad¢ tohoto
principu dochdzi k rozdéleni slozek smési. Objev chromatografie je pfipisovan ruskému
biochemikovi Michailovi Semjonovic¢i Cvétovi, ktery v roce 1903 jako prvni dokdzal separovat
listové pigmenty. Tato metoda je dilezita pro detekci cizorodych latek ve findlnich produktech. Za
cizorod¢ latky mizeme povazovat antibiotika, pesticidy, alergeny nebo herbicidy, k jejichz detekci
pouzivame razné techniky chemickych metod, ale nejCastéji pravé metody =zalozené na
chromatografii. [13, 14]

7.3.1 Vysokou¢inna Kkapalinova chromatografie (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography)

Vyhodou této metody je vysokd ucinnost a opakovatelnost, slouzi k rozdéleni kapalnych nebo
rozpustnych pevnych latek, kdy dochazi k jejich separaci pomoci distribuce mezi staciondrni a
kapalnou mobilni fazi. Stacionarni faze je zakotvena v chromatografické kolon¢.

Mobilni faze (eluent) se smicha s rozpoustédlem, smés pak prochazi kolonou separa¢nich vzorkd, tj.
stacionarni fazi, ktera je definovéna jako faze, pfi které dochazi k separaci vzorka. VéEtsi molekuly
prochazeji stacionarni fazi pomaleji, naopak pohyb malych molekul je rychlejsi. MEfi se retenéni Cas,
coZ je doba, kterou molekula potiebuje na priichod stacionarni fazi. Cas je méfen podle piedem
uréenych standardd, které nam umoznuji identifikovat molekuly ve vzorku. (Obr. 9) Vystupem je
graficky zaznam zavislosti odezvy detekce na reten¢nim cCase, tj. chromatogram, na némz se hodnoti
plocha nebo vyska piku. Kvantitativni analyza se provadi na principu odeéteni vysledku z kalibra¢ni
kfivky. Vyhodou této reakce je snadna opakovatelnost a vysokd ucinnost. Pouziva se pfi detekci
stanoveni organickych kyselin, bilkovin, vitamint, 1é¢iv a metabolitl. [13]

viorck komponenty

A+B B A

smér Loku
! by

[eetetesess,

Obrazek 9. HPLC. Analyticka kolona slouzi k rozdéleni vzorku na jednotlivé slozky (analyty). K rozdéleni dochézi na
zékladé rozdilné distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi. Rozdilné analyty maji rozdilnou schopnost slucovat se se
stacionarni fazi a pfi  postupu vzorku kolonou dojdou do detektoru v riznych casech. (Prevzato
http://test.sciencezoom.cz/apps/frov_2/#/18)

7.3.2 HCLP-MS
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V soucasnosti je nejcastéji HPLC kombinovéana s hmotnostni spektrometrii (MS), kterda odd€luje
molekuly podle hmotnosti a naboje. Chromatograf smés rozd¢€li na jednotlivé slozky a hmotnostni
spektrometr pak analyzuje jejich strukturu s vysokou specifitou a citlivosti. Vzorek, ktery ptichazi
Z chromatografu je ionizovan (neutralni molekuly jsou pfeménény na ionty) a nasledné piechazi do
hmotnostniho analyzatoru, kde jsou ionty rozdéleny v elektromagnetickém poli podle hmotnosti.
Nasledné smétuji k detektoru, ktery mé¥i intenzitu proudu iontt. Castice jsou oddélovany v poméru
m/z, kdy m je efektivni hmotnost ionizované Castice a z je relativni intenzita. Tato metoda ma velmi
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siroké spektrum vyuziti, nejen v potravinafstvi, ale i v chemickém a farmaceutickém priimyslu nebo
kriminalistice. [13, 14]
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II. PRAKTICKA CAST

1. Cil

Cilem studie bylo prozkoumat moznost vypoctu procentudlniho zastoupeni dominantnich druhti masa
(hovézi, veptové a kufeci) v masnych vyrobcich pomoci multiplexni gPCR. Pro tento ucel byly
vytvofeny smési izolované DNA obsahujici rizné zastoupeni sledovanych druhi. Dal§im krokem
byla pfiprava smési masa (tepelné osetfené a neoSetené) a masnych vyrobki (uzeniny, fermentované
vyrobky a minimalné zpracované vyrobky) z jmenovanych druhi. VSechny vzorky byly analyzovany
pomoci validované a ovéfené multiplexni qPCR. V ramci ovéieni praktické vyuzitelnosti analyzy
byly pfipraveny a otestovany i vzorky masnych vyrobku pfipravenych podle klasickych receptur. Pro
vypocet procentudlniho podilu jednotlivych slozek kazdého vzorku z hodnot dosazenych analyzou
dat qPCR byly pouzity rovnice zalozené na absolutni kvantifikaci podle kalibra¢ni kfivky a relativni
kvantifikaci odvozené z ACt metody. Oba postupy vypoctu byly srovndny mezi sebou a také
s ocekdvanymi hodnotami.

2. Material a metody

2.1 Piivod masa a priprava vzorki

Vzorky kuteciho, vepfového a hovéziho masa (svaloviny) byly zakoupeny v mistnich obchodech. Ze
svalovin byly vytvotfeny rizné smési vSech tii vzorkli masa vzdy o celkové hmotnosti 10 g, dale byla
vytvofena i sada vzorkll pouze dvou druhil (kufeci a vepiové) s vysokym rozliSenim ve vysokych a
nizkych mnozstvich obou druhil (Tabulka 1). VSechny vzorky byly fadn€ promichéany, tak aby byla
zajiSténa homogenita smési. Vzorky slozené ze dvou druhli masa byly rozdéleny na polovinu a jedna
¢ast (5 g) byla pienesena do samostatné zkumavky a podrobena tepelnému zpracovani pti 70 °C po
dobu 10 minut. Bylo pfipraveno také 8 vzorkiti modelovych masnych vyrobki z jednotlivych druhil
masa (minimalné tepelné zpracovanych, fermentovanych nebo tepelné€ upravenych) (Tabulka 2). Déle
byly vytvoieny smési DNA extrahované z jednotlivych vzorkd masa (kufeci, vepfové a hovézi)
smichané ve stejném pomeéru jako jednotlivé smesi masa (Tabulka 1).
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Cislo Veprové | Kufeci | Hovézi
vzorku | (%) (%) (%)
1 100 0 0

2 99.9 0.1 0

3 99.5 0.5 0

4 99 1 0

5 95 5 0

6 90 10 0

7 75 25 0

8 50 50 0

9 25 75 0
10 10 90 0
11 5 95 0
12 1 99 0
13 0.5 99.5 0
14 0.1 99.9 0
15 0 100 0
16 0 0 100
17 33 33 33
18 80 10 10
19 10 80 10
20 10 10 80

Tabulka 1. Procentuélni podil vepiového, kufeciho a hovéziho masa ve vzorcich smési DNA a ve smési masa
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Druh vzorku veptové | sadlo kufeci hovézi | led
Cajovy parek 20 20 80 0 0 0
Cajovy parek 40 40 60 0 0 0
Parek klasik 48 18 0 12 22
Parek cervena 24 8 24 22 22
Parek modra 9.6 8 38.4 22 22
Parek zlata 384 8 9.6 22 22
Ferment 100 40 30 0 30 0
Ferment 80 32 30 8 30 0

Tabulka 2. Procentudlni sloZzeni masa u masného vyrobku pouzitého ve studii

2.2 Priprava DNA

Izolace DNA ze vSech vzorkli masa, masnych smési a masnych vyrobka byla provedena kitem
DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Némecko) podle manudlu dodaného vyrobcem s drobnymi
upravami v biologickych triplikdtech. Vzorky byly zpracovany v samostatné laboratofi ve
vyhrazeném boxu pro PCR (Obr. 10), tak aby se zabranilo kontaminaci vzorku béhem extrakce DNA.
Prvnim krokem byla lyza smési. Vzorek 1g masa nebo masové smési (masného vyrobku) byl smichan
s 10 ml Food Lysis Buffer a 25 pl roztoku Proteinazy K, dale byl inkubovan pies noc za stalého
trepani pf1 60 °C. Po centrifugaci pii 2500 g po dobu 5 minut bylo 700 pul vzorku smichano ve
zkumavce s 500 pl chloroformu. Zkumavka byla poté centrifugovana pii 14000 g po dobu 15 minut,
nasledné bylo 350 pl vodné faze preneseno do zkumavky obsahujici 350 pl PB pufru (Obr. 11). Pak
byla smés nanesena na izola¢ni kolonku, promyta a vysuSena podle doporuceni vyrobce, nasledné
byla vyeluovana do 150 pl EB pufru a skladovana pti -20 °C. Cistota viech vzorkii DNA byla
kontrolovana UV absorpénim spektrofotometrem NanoDrop 2000, Thermo Scientific a zaroven
pomoci PCR ultragisté vody (Top-Bio, Ceské republika) byla koncentrace upravena na 10 ng/ul, coz
byla koncentrace, kterd byla pouZita v nasledujicich experimentech. Vzorky DNA izolované ze
vzorkl veptrového, kutfeciho a hovéziho masa byly smichdny ve stejném poméru jako vzorky masa
Vv jednotlivych vzorcich, pfi¢emzZ koncentrace pouzita v experimentech byla totoZzné s koncentraci
DNA izolované z mixi mas, tedy 10 ng/ul.
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Obrazek 11. Pipetovani jednotlivych slozek (foto autor)

2.3 qPCR analyza

Vsechny vzorky byly analyzovany pomoci quadruplex qPCR pro souc¢asnou detekci vepirové (HEX),
kuteci (ATTO425) a hovézi (FAM) DNA, zaroven byla do vySetieni zahrnuta vnitini amplifikacni
kontrola (Cy5) zaloZena na plazmidové DNA. Optimalizovana smés o celkovém objemu 20 ul byla
slozena z 10pul LightCycler 480 Probes Master (Roche Molecular Diagnostic, Némecko), smési
primert a sond, 0,2 U z Uracil DNA glykosyldzy (Merck, Némecko) a z Sul DNA. Vsechny analyzy
byly provedeny na pfistroji LightCycler 480 II (Roche Molecular Diagnostic, Némecko). (Obr.12, 13)
Nejprve doslo k zahtati vzorku na 95 °C po dobu 7 minut, aby byla aktivovana DNA polymeraza,
pak nasledovalo 47 cykli tvofenych zahtatim na teplotu 95 °C po dobu 5 s a ochlazenim na 60 °C po
dobu 30 s. Krom¢ qPCR negativni kontroly byly v kazdém kole cyklu vySetfovany vzorky DNA
jednotlivych druhti masa v koncentraci 10, 1, 0,1 a 0,01 ng/ul. Namétené hodnoty byly pouzity ke
stanoveni standardu mnozstvi DNA v analyzovanych vzorcich a jako pozitivni kontrola qPCR ve
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stejném Case. VSechny qPCR analyzy byly duplikovany (dva nezavislé qPCR testy z kazd¢ izolované
DNA).

Obrazek 12. LightCycler 480 II (Roche Molecular Diagnostic, Némecko) (foto autor)

Obrazek 13 vlozeni desti¢ky se vzorky do thermocykleru (foto autor)

2.4 Vypocet procentualniho podilu pri pouziti qPCR

Procentualni podil kazdé slozky ve smichanych vzorcich masa nebo masnych vyrobkt byl stanoven
dvéma zakladnimi matematickymi kroky. Prvni byl zaloZeny na mnozstvi DNA, druhy vyuzival
metodu ACt [16]. Pfi pouziti dat ziskanych qPCR byla absolutni hodnota odectena z kalibracni kiivky
nebo pomoci hodnoty Cq piislusné slozky délené nebo odectené od priimérné hodnoty referen¢niho
vzorku se 100% podilem DNA pfislusné slozky. Matematicky vypocet je vyjadfen pomoci dvou
vzorcl:

absolutni mnozstvi DNA dané slozky v nezndmém vzorku

x 100 (@)

primér absolutnich hodnot DNA ve vzorku se 100% DNA dané slozky

o o, - i 7stvi ameé
2 (prumer Cq ve vzorku se 100 % DNA - absolutni mnozstvi DNA v neznamém vzorku) x 100 (b)

Na ptikladu interpretace dat qPCR se vzdy provadélo Sest opakovani referencniho vzorku se 100 %
kuteci DNA (biologické triplikaty analyzované na technickych duplikatech). Absolutni hodnoty

odvozené z kalibra¢ni ktivky byly 10,58, 11,55, 10,44, 10,09, 11,63 a 11,02 ng/ul se stiedni hodnotou
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10,88 ng/ul. Mnozstvi DNA v neznamém vzorku bylo stanoveno na 1,63 ng/ul. Koneény procentualni
podil kufeci DNA v nezndmém vzorku podle rovnice (a) byl 1,63/10,88x100 = 14,98 %. Podobné
byly zpracovany surové hodnoty Cq pro stejné vzorky: 23,66, 23,53, 23,68, 23,73, 23,52, 23,60 s
pramérem 23,62 a hodnota pro neznamy vzorek byla 26,43. Podle rovnice (b) byl vypocet
procentualniho podilu kufeci DNA v neznamém vzorku 2(?362-2643) x 100 = 14,26 %. Popsané postupy
byly aplikovany na vSechny neznamé vzorky smésného masa a masnych vyrobki s ptisluSnou
referenci. Nasledné byly vypocteny stfedni a standardni odchylky.

2.5 Statisticka analyza

Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru Statistica 13.0 (StatSoft, Spojené staty).
Vsechny vysledky byly podrobeny statistické analyze pomoci two-way ANOVA in repeated measures
s korekei P hodnoty podle Geisser-Greenhouse, byla testovana statisticka vyznamnost rozdili mezi
vysledky procentualnich vypocti ziskanych pomoci rovnic (a) a (b) na souborech dat qPCR u tepelné
neosetfenych a tepelné opracovanych dvou a tfi druhovych smési mas a smési DNA kuieciho a
vepfového masa a masnych vyrobkil. Vzijemny vztah mezi ocekdvanymi a experimentalnimi
hodnotami z gqPCR byl proveden vypoctem stiedni kvadratické odchylky (RMSD) odchylek
experimentalnich dat od teoretickych hodnot. Komplementarita (tj. soucet procentualnich podili
vSech slozek v kazdé smési DNA a masa nebo v masném vyrobku se rovna 100 %) byla vyhodnocena
RMSD testem na stfedni hodnotu relativni odchylky (odecteni sectenych hodnot od 100 %).

3. Vysledky

3.1 Vliv metody vypoctu na interpretaci dat qPCR

Statistické porovnani vypocti vysledkii qPCR ziskanych analyzou dvou a tff druhovych smési mas a
smési DNA kuteciho a vepfového masa a masnych vyrobkd vypoctenych podle rovnic (a) a (b)
neprokazalo Zadny vyznamny rozdil. Vysledky ukazaly, Ze zatazeni kvantifikacniho standardu nebylo
pro nasledné vyhodnoceni nezbytné, coz zjednodusilo cely proces analyzy vzorki. Pro rutinni
analyzy je tedy mozné pouzit vypocet podle rovnice (b) protoze v tomto ptipadé neni nutné pouzit
kvantifika¢ni standard. (Obr. 14 a 15)
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Obrazek 14. Procentudlni zastoupeni jednotlivych druhlG ve dvouslozkovych smésich tepelné neopracovaného (A),
tepelné opracovaného (B) masa a smési DNA (C) urcené pomoci qPCR. Chybové tsecky pfedstavuji smérodatné
odchylky. qPCR (1) a qPCR (2) urcuji procentualni podil slozky vypocteny podle rovnice (a), respektive (b)
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Obrazek 15. Procentualni zastoupeni jednotlivych druhti ve tfislozkovych smésich (A) a masnych vyrobcich (B) uréené
pomoci qPCR. Chybové tusecky pfedstavuji smérodatné odchylky. qPCR (1) a qPCR (2) znamenaji vypocet
procentualniho podilu slozky podle rovnice (a), respektive (b)

3.2 Analyza smési vzorkii masa, masnych vyrobki a smési DNA pomoci
gPCR

Pti porovnani experimentalnich a o¢ekavanych udajti byla vypoctena odchylka od 100 % a porovnana

v ramci vSech sledovanych kategorii smési a masnych vyrobkd pomoci RMSD testu. Statisticka

analyza smési kuteciho a veptfového masa (tepelné neopracovaného a tepeln¢ opracovaného pii 70 °C

po dobu 10 min) a smési izolované DNA neodhalila statisticky vyznamny rozdil mezi procentudlnimi

pomeéry jednotlivych smési ziskanych experimentalné a ocekavanymi hodnotami. (Obr. 14 a 15) Dale
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bylo zjisténo, ze tepelna Gprava neméla vyznamny vliv na amplifikaci DNA pomoci qPCR. Ptestoze
byly pro vypocet procentudlniho zastoupeni jednotlivych druhii ve vzorku pouzity tii rizné namétené
hodnoty (hmotnost DNA v ng a hodnota Cq), kone¢né vysledky byly shodné.

3.3 Analyza komplementarity ziskanych dat

Tato analyza byla provedena za ucelem zpétného ovéfeni, zda se soucet vypoctenych procentnich
podilt ziskanych pro kuteci a veptové maso ve dvou a tiislozkovych smésich a v masnych vyrobcich
rovna 100 %. Podobné jako pii porovnani experimentalnich a o¢ekavanych tidaji byl pouzit RMSD
test. Statisticky vyznamny rozdil v odchylkach mezi gPCR daty vypoétenymi pomoci rovnic (a) a (b)
nebyl pozorovan u zadné ze sledovanych kategorii smési mas nebo DNA a masnych vyrobkii.

4. Diskuse

Pro ucely kvalitativni (ano/ne) PCR analyzy staci potvrzeni nepiitomnosti urcité slozky (veprové
maso, alergeny). Zakladnim piedpokladem této analyzy je citlivost metody. Pii kontrolach falSovani
potravin je vSak zdsadni uréit nejen piitomnost, ale i pfesné mnozstvi (procentualni zastoupeni) masa
kontrolovaného druhu. V literatufe jsou uvadény rizné zpisoby méfeni koncentrace jednotlivych
druhti masa od hmotnosti analyzované matrice az po hodnoty Ct nebo genomové kopie. [15, 17, 18,
19] Porovnavani jednotlivych vysledki je vzhledem k riaznym hodnotdm komplikované. Vzhledem
k pfitomnosti slozek, které nemaji DNA nebo obsahuji velmi méalo DNA (led, sadlo) doporucuji
ncktefi autofi pouZzivat spisSe genomové ekvivalenty nez hmotnostni obsah masa. [20] Nicméné takova
interpretace dat vSak neddva jasnou odpovéd’ na nejjednodussi otazku: Odpovida deklarace vyrobce
o sloZeni konkrétniho produktu skute¢nosti?

Proto je nyni nejvétsi vyzvou najit nejvhodnéjsi a nejpiesnéjsi metody pro stanoveni procentudlniho
zastoupeni na urovni DNA, které by mohla slouzit jako métitko pro odhad procentniho podilu urcité
slozky ve vyrobku. To se vSak v soucasné dobé jevi jako nemozné, zejména kvuli technologii vyroby
potravin a krmiv, kdy se sloZky jako sadlo nebo led ptidavaji do vyrobku v hmotnostnich procentech
a tato skuteCnost se na urovni DNA neprojevi. Obvykle sddlo obsahuje méné DNA neZ svalovina o
stejné hmotnosti a led neobsahuje DNA vlbec. Soucasné poznatky v oblasti technik DNA
pouzivanych v oblasti bezpe€nosti potravin a krmiv umoZziuji pouze omezené moznosti stanoveni
procentudlniho podilu sloZek vyrobku. Proto je nutné ptistoupit k urcité formée zjednoduSeni, pokud
chceme stanovovat procentualni slozeni vyrobku pomoci technik DNA. Jednim z moznych ptistupti
je zaméfit se pouze na vyrobky s vysokym obsahem svaloviny. Nasim cilem bylo zjistit, jak pfesna
muze byt kvantifikace urcitych slozek v masnych vyrobcich, jak by se mély tidaje analyzovat a
interpretovat a zda by se takova metoda mohla uvazovat o rutinnim pouziti.

Hlavni aspekt analyzy se zaméfil na urceni rozdild ve vypoctech procentudlniho zastoupeni
jednotlivych sloZzek mezi rovnicemi (a) a (b), které byly navrZzeny pro hodnoceni a interpretaci qPCR.
Statistické vyhodnoceni ukazalo, Ze mezi obéma rovnicemi neni statisticky rozdil, a Ze je 1ze pouzivat
nezavisle na sobé. Toto zjisténi je obzvlaste dilezité, protoze rovnice (b) umoziuje provést vypocet
bez nutnosti sestrojit kalibracni kiivku, coz zjednoduSuje a urychluje cely proces analyzy qPCR a
zabrafiuje moznym nepiesnostem spojenym s neuplnou homogenizaci jednotlivych fedéni v ramci
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kalibra¢ni ktivky. Dalsi vyhodou je, Ze tento ptistup ¢ini metodu pfistupné€jsi rutinnim laboratoiim
bez specialnich odbornych znalosti v oblasti absolutni kvantifikace.

Pii pouziti tohoto pfistupu je vSak nezbytné kazdy vzorek pted analyzou natedit na 10 ng/ul
Koncentrace 10 ng/ul ptedstavuje "referencni hodnotu", ktera je potfebnd pro pfesné porovnani
neznamého vzorku s referencnim vzorkem. Jako referen¢ni byl pouzivan vzorek obsahujici 100 %
DNA zkoumanych druhti masa (referen¢ni vzorek musi byt také nafedén na referenc¢ni koncentraci,
tj. 10 ng/ul). Referencni vzorek je zafazen do kazdého vysetieni (desticku) qPCR alespoii ve tiech
opakovani, aby se zabranilo zkresleni vysledki. Pti pouziti této metody Ize vynechat kalibra¢ni kiivku,
coz vede ke zjednoduseni a zrychleni celého procesu analyzy qPCR, a zaroven se eliminuji mozné
nepiesnosti spojené s neuplnou homogenizaci jednotlivych fedéni v ramci kalibracni kiivky.
V recentnich studiich je vzhledem k piesnéj$im vysledkiim preferovano pouziti metody digitdlni PCR
(dPCR) ve srovnani s qPCR [21, 22]. Digitalni PCR neni ovSem zatim rozSifena do rutinnich
laboratofi a stale predstavuje spise metodu vyuzivanou ve vyzkumu nez v rutinni diagnostice. Oproti
tomu je qPCR dnes dostupna ve vétsSiné laboratoii a ty jsou zvyklé s ni rutin€ pracovat. Dosazené
vysledky tedy potvrzuji platnost a spravnost pouziti metody qPCR pfi kontrolach kvality potravin
provadénych béznymi laboratofemi, které obvykle nejsou vybaveny pfistroji dPCR.

Analyza komplementarity tedy toho, zda soucet procentnich podilii jednotlivych druhti dosahl
o¢ekavanych 100 % ukazalo, ze se odchylka od teoretické hodnoty 100 % pohybovala kolem 5 %,
vyjimecn¢ dosahovala 10 %. Piesto vSak nebyl pouzitou statistickou metodou zjistén vyznamny
rozdil. Lze tedy fici, ze ureni procentudlniho zastoupeni dvou anebo dokonce tii slozek po secteni
poskytne vysledek, ktery se statisticky nelisi od o¢ekavani. Toto tvrzeni plati pfedevSim pro smési
mas a DNA, ale 1 obecné pro masné vyrobky. Pfesto vSak bylo zjiSténo, Zze v masnych vyrobcich,
které obsahuji vysoké mnoZzstvi tuku, nebylo mozné stanoveni piesného procentudlniho podilu
vepiové slozky. Toto zjisténi podporuje ptedchozi vysledky a bude pfedmétem dalSiho studia.

5. Zavér

Stanoveni druhti masa v masnych vyrobcich l1ze provést pomoci qPCR jednoduse na zakladé hodnot
Cq bez nutnosti sestaveni kalibrac¢ni kiivky. Jedinym poZadavkem pro kazdy béh qPCR je zahrnuti
referenéniho vzorku (100 % DNA, dle doporuceni tepelné upravena) ziedéného na referencni
koncentraci 10 ng/ul alespon ve tfech opakovanich. Tento pfistup mize zjednodusit cely proces
kontrol v rutinnich laboratotich a jeho pouziti mize pomoci sjednotit sou¢asnou nejednotnost ve
vypoctu zastoupeni jednotlivych druhti masa, provadéného riiznymi ptistupy v riznych vyzkumnych
skupinach a laboratofich. Jedinym omezenim navrhované analytické metody je, Ze ji 1ze pouZit pouze
u vyrobkl s vysokym obsahem svaloviny. Bylo prokazano, ze sadlo a dalsi slouceniny s nizkym
obsahem DNA nebo bez DNA mohou rusit stanoveni procentniho podilu jednotlivych slozek. Tento
problém bude déle zkouman.
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Seznam zkratek

ANOVA - statisticka analyza rozptylu

ATTOA425 — veptové maso

CSR — Ceskoslovenska republika

ddPCR — kapi¢kova polymerazova fetézova reakce
DNA — deoxyribonukleova kyselina

dPCR — digitalni polymerazova fetézova reakce
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay

ES — evropska smérnice

FAM — hovézi maso

HEX — kuteci maso

HPLC — High Performance Liquid Chromatography
HPLC — MS — High Performance Liquid Chromatography — hmotnostni spektometrie
MS — hmotnostni spektrometrie

PCR — polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RASFF — Rapid Alert System for Food and Feed
RIA — Radioimmunoassay

RT PCR — real-time polymerazova fetézova reakce
Sb. — sbirka

SRY- sex-determining region Y

SZPI — Statni zemédélska a potravinarska inspekce
Taq — Thermus aquaticus

TSPY — testis-specific protein Y
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