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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyvé zjistovanim druhového pliivodu masa pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/IonizationTime-of-Flight)
s naslednym vyhodnocenim analyzou hlavnich komponent (PCA, Principal Component
Analysis). V dnesni dob¢ je tato metoda vyuzivana spiSe pro mikrobiologické ucely nezli pro
ovétovani autenticity potravin. A i kdyz je to technika velice rychla, a tim by byla vhodna i pro
analyzu podezielych potravin, jeji pofizovaci naklady jsou vysoké a dosud se v tomto oboru
prilis neuplatnuje.

Pro tuto praci bylo ptfipraveno jedenact druhti masa v syrové a ndsledné€ ususené podobé¢ (danci,
hovézi, kachni, kozi, krali¢i, kufeci, nutrie, rybi, srn¢i, vepiové a zaje¢i maso). VSechny druhy
masa pochazely ze zvifat z domaciho chovu ¢i z ulovené divoké zvéte. Proteiny, které byly
obsazeny v uvedenych vzorcich, byly nejprve §t€peny enzymaticky pomoci trypsinu. VSechna
spektra ziskand z méfeni hmotnostni spektrometrii byla extrahovana do pocitatového programu
R, ve kterém probihalo vyhodnocovani. V tomto programu byly vygenerovany jednotlivé grafy
(napf. trojrozmérny graf, kumulativni graf a graf variability). Na zéklad¢ téchto vysledkit mohlo
byt rozhodnuto, zda je ¢i neni mozné rozliSeni jednotlivych mas. VSechny vzorky byly
hodnoceny nejdfive mezi sebou a nasledné byly porovnavany ve dvou menSich skupinéch.
Vzorky, které nebylo moZzné odliSit ani v menSich skupindch, byly dale porovnavany
s vybranymi druhy masa. Deset z jedenacti vzorkd se podatilo rozliSit, a proto mizeme
hmotnostni spektrometriit MALDI-TOF pro druhové rozpoznani plivodu mas oznacit za

uspésnou.
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ABSTRACT

This thesis focuses on determination of meat origins based on mass spectrometry MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) followed by principal
components analysis (PCA). Today, this method is mainly used for microbiological purposes
and not used often for verification of food authenticity. Although the technique is very fast and
suitable for analysis of suspicious products, the investment costs are high which probably leads

to the fact that the technique remain not well known in the food industry.

Eleven types of raw meat (fallow deer, beef, duck, goat, rabbit, chicken, coypu, fish, roe, pork
and hare) were prepared as samples and dried out. All types of meat came from home-grown
free-range animals or animals that were hunted in the wild. Proteins within the listed meats
were enzymatically cleaved by trypsin. All mass spectra obtained by mass spectrometry were
extracted and evaluated in computer program R. Same program was used for generating graphs
(e.g. 3-D graph, cumulative graph and graph of variability). Based on these results it was
decided if it is possible to differentiate between different types of meat. At first, all the samples
were compared between each other and then were separated into two smaller groups and
compared again. The samples that were not possible to differentiate even in the small groups

were isolated and then compared with selected types of meat.

Ten of the eleven meat samples were successfully distinguished, which confirms that MALDI-

TOF mass spectrometry is suitable for recognition of raw meat animal species origin.
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1. Uvod

Maso je zakladni potravinou lidstva uz od pravéku. Je to bohaty zdroj predevsim bilkovin, ale
také tuka, vitamint i mineralnich latek. V dnesni dobé¢ stale nariista konzumace zivocisné stravy
a spotieba rostlinné potravy klesa. Pti této vyssi spotfebé masa dochazi k tomu, ze vétSina
vyrobct masnych produkti a jiné zivo¢isné stravy se snazi na prodeji téchto produkti co nejvice
utrzit. Z tohoto ditvodu dochazi k tzv. falSovani masa. Tento pojem vznikl v dob¢, kdy byly
veSkeré masné vyrobky vyrabéné za ucelem prodeje. Za zakladatele analytickych metod pro
odhalovani falSovani potravin je Fridrich Accum. Analytické metody, které l1ze pouzit pro
zjisténi autenticity potravin, jsou metody zalozené na analyze DNA a metody zalozené na
proteinové analyze, do nichz patii technika proteomika, kterd je zalozend na hmotnostni

spektrometrii s vysokym rozliSenim.

Do skupiny proteomickych metod patii i metoda, kterou se zabyvam v této bakalarské praci —
metoda hmotnostni spektrometrie pracujici na principu MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-flight). Tato technika je zalozena na ionizaci iontl za pomoci
laseru a matrice. Soucasti je detektor, ktery zaznamenava dobu letu iontd. Metoda MALDI-
TOF je velice moderni, ale pro zjiSténi pravosti potravin neni tak ¢asto vyuZzivana. Z tohoto
divodu jsem si metodu MALDI-TOF MS zvolila pro zjistovani druhového piivodu masa
s naslednym vyhodnocenim analyzy hlavnich komponent (PCA, Principal Component
Analysis). Pro tuto analyzu je dulezité presné navaZeni vzorkd, jejich rozsté€peni specifickym
enzymem a piiprava vzorklli pro samotné méfeni. VSechna ziskand masa byla pofizena

z domaciho chovu a z ulovené divokeé zvére.

Cilem této prace je prokazat, ze za pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
s vyhodnocenim PCA lze ur¢it druhovy pilivod mas, coz by mohlo byt vyuzivano pro
odhalovani falSovanych ZivocisSnych potravin. Pomoci dat ziskanych z tohoto méfeni lze

urcovat druhovy ptivod pouze ze syrového masa.



2. Soucasny stav FeSené problematiky

V dnesni dobé¢ je falSovani masa jednim ze zpusobt, jak vyrobce masnych produkti muze
oklamat spotiebitele. Pro odhaleni falSovani masa a masnych vyrobkt existuje nékolik metod.
V metodéch pro identifikaci druhového ptivodu masa jsou zahrnuty i proteomické metody, které
jsou velice moderni a z divodu vysokych nékladii ne tak ¢asto vyuzivané. Do tzv. proteomik

patii i mnou vybrana metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

2.1 Maso

V dob¢é kamenné bylo maso ulovené zvéfe hlavnim zdrojem potravy. Rostlinné produkty
slouzily pouze jako dopln¢k stravy, ale i tak byly pro lovee hlavni vyzivou v zimnim obdobi
obiloviny. Ditvodem nebyl odpor k pojidani masa, ale nedostatek lovené zvéte, jako byl mamut,
jelen nebo zubr (Dvotédk, 1987). V dnes$ni dob& vzristd konzumace masa a klesd spotieba
rostlinné potravy. Podle CSU se v roce 1950 spotiebovalo 155 kg obilovin a v roce 2016
pouhych 115 kg. Zaroven se v roce 1950 spotiebovalo 49 kg zivocisné stravy a v roce 2016
témét o polovinu vice. Nejvice je konzumovano vepfové maso a v minulych letech vyrazné
stoupla spotieba dritbeziho masa (Hrbek, 2017). Steinhauser (1995, s. 11) ve své knize definuje
maso, jako vSechny ¢asti téla Zivo€ichl v Cerstvém nebo upraveném stavu, které se hodi
k lidské vyzivé. Nékdy se tato definice omezuje jen na maso z tél teplokrevnych zivoc€ichi.
Maso je tedy kosterni sval a dal$i ptidruzené tkan¢ z riznych druhii zvitat (savci, ptaci), které
jsou vhodné ke konzumaci. Casto se pouziva klasifikace ¢ervené a bilé maso a to na zakladé
druhti zvifat, barvy masa a obsahu tuk®l ve svaloving. Cervené maso je nejéastéji spojovano
s hovézim, jehn&Cim nebo vepfovym masem, kdezto bilé maso je spojovéano s kuiecim nebo

kriitim masem (Seman, Boler, Carr, Dikeman, Owens, Keeton, & Powell, 2018).

2.2 Maso jako svalova tkan

Svalova tkan patfi mezi Styfi zékladni tkdng! v Zivocisném téle. Svalova tkah je schopna
se smrs$tovat diky pfitomnosti proteini aktinu a myosinu. Molekuly téchto dvou latek tvofi
tenka vlakna, kterd se nazyvaji aktinovd a myosinova filamenta (Vacek, 1996).
Rozeznavame dva druhy svalové tkang, pticn€ pruhovand svalovina a hladka svalovina, které
se 1i8 stavbou a inervaci. My, jako konzumenti masa, nejcastéji vyuzivame piicné pruhovany

sval (Steinhauser, 1995).

!'vystelkova tkan, pojivova tkan, svalova tkaf, nervova tkan
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2.2.1 Hladka svalovina

Hladké svalovina je tvofena protdhlymi buiikami, které se seskupuji ve snopecky. Tato
svalovina je prostoupena autonomnimi nervy, coz znamena, ze stahy svaloviny netfidime nasi
vuli (Vacek, 1996). Tato svalovina se nejcastéji vyskytuje v trubicovitych a dutych organech

jako je jicen, zaludek, stfeva nebo mocovy mechyi (Machova, 2016).

2.2.2 Prii¢né pruhovana svalovina
Pti¢n¢ pruhovana svalovina je charakteristickd vyskytem myofibril. Rozezndvame dva druhy

pti¢né pruhovaného svalu — kosterni, srde¢ni (Vacek, 1996).

Kosterni svalstvo

Kosterni svalstvo je tvofeno svalovym vldknem. Toto vldkno je tvofeno skupinou buné¢k, které
spolu tvofi soubuni a jsou pokryté blanou, ktera se nazyva sarkolema. Uvnitf tohoto soubuni se
nachazi cytoplasma neboli sarkoplasma. Jako v kazdé¢ buice, tak i zde je spousta organel,
znichz nejdalezitéjsi jsou myofibrily. Diky témto myofibrilam mé& sval
schopnost kontrakce (Steinhauser, 1995). Kosterni svalovina je inervovdana mozkomis$nimi

nervy, je tedy ovladana nasi vuli. Tato svalovina tvofi vSechny kosterni svaly, svaly hltanu,

jazyka a také okohybné svaly (Vacek, 1996).

Srdecni svalstvo

Srdec¢ni svalstvo, které se Casto oznacuje jako myokard, se od kosterniho svalu li§i svou
bunécnou stavbou. Je tvofeno protahlymi buiikami neboli kardiomyocyty, které se spojuji a
vytvareji tak sit’ bun€k. Tato sit’ zajiStuje vyborné krevni zasobeni, jeZ tento sval potiebuje,
protoze neustale pracuje. Buika (kardiomyocyt) je tvofena jadrem, které je ohraniceno
membranou (sarkolemou) a zbytek buiky je vyplnén myofibrilami. Stahy myokardu jsou
samovolné a pravidelné (Vacek, 1996). Srde¢ni svalovina se vyskytuje pouze v srdci. Jeji
regeneracni schopnost je velice mala, a proto se po kazdém poranéni vytvoii vazivova jizva

(Machova, 2016).

2.3 Chemické sloZeni masa

Chemickeé sloZeni masa je individudlni pro jednotlivé druhy. Mezi faktory, které ovliviiuji jeho
sloZeni, se fadi zpracovani ¢i uprava masa. V Zivo¢isné tkani je nejveétsi zastoupeni vody a
proteini. Dalsi latky, které se vyskytuji ve zvySeném mnozZstvi, jsou tuky, mineralni latky a
také vitaminy. Na rozdil od jinych potravin maso obsahuje malé mnozstvi sacharidli. Nej€astéji
maso obsahuje polysacharid glykogen, ktery se vyskytuje hlavné v jatrech. Ve svalech ma

dalezitou funkci jako energeticky zdroj (Steinhauser, 1995). Z dusikatych sloucenin jsou
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v mase zastoupeny volné aminokyseliny (alanin, kyselina glutamova), purinové a pyrimidinové
nukleotidy, nukleosidy a volné baze. Dalsi latky pfitomné v mase jsou organické kyseliny.
Hlavnim zastupcem je kyselina mlé¢nd a kyselina glykolova (Velisek, 2002a). Latky jako
sacharidy a dusikaté slouCeniny jsou fazeny mezi extraktivni latky, protoze jsou extrahovatelné
vodou. VEtSinou jsou soucasti enzymu, anebo maji rizné specifické funkce. Tato skupina velice

Casto tvori chut’ a aroma masa (Steinhauser, 1995).

2.3.1 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny vznikaji proteosyntézou z aminokyselin. V molekule proteinu je vice
nez sto aminokyselin a vzajemné jsou vazany peptidovou vazbou (VeliSek, 2002a). Bilkoviny
v Zivo€isné straveé jsou tzv. plnohodnotné, coz znamena, ze obsahuji vSechny esencidlni

aminokyseliny, které ¢lovek pottebuje (Steinhauser, 1995).

Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zdkladem vSech bilkovin a peptidl, ale mohou se vyskytovat i volné.
Ve vzorci kazdé aminokyseliny se nachdzi aminoskupina (-NH2) a karboxylova skupina
(-COOH). V proteinech riiznych organismu se nejcastéji vyskytuje 20 aminokyselin. Kromé
glycinu jsou vSechny aminokyseliny opticky aktivni, coZ znamend, Ze jsou schopné stacet
rovinu polarizovaného svétla a tyto latky pozname tak, Ze ve své struktutfe maji chirdlni uhlik.
Nejcastéji vyuzivané aminokyseliny jsou nazyvany trividlnimi nazvy, které jsou odvozené od
aminokyseliny, které si télo samo neumi vyrobit a musi je pfijimat potravou. Do skupiny téchto
aminokyselin patfi valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin, a tryptofan

(Velisek, 2002a).

Proteosyntéza

Proteosyntéza je d¢j, pii kterém dochazi ke vzniku proteind. Prvni faze syntézy proteinli se
nazyva transkripce (piepis). Tento d¢j zahrnuje proces syntézy molekuly RNA podle DNA,
ktera nese kddovanou informaci. Molekula RNA, jeZ urcuje sekvence aminokyselin, se nazyva
messenger neboli informa¢ni RNA. Po transkripci dale probihaji tzv. posttranskripéni Upravy
molekuly messenger RNA. Tato molekula se po téchto upravach v cytoplazmé vaze na ribozom
(Widmaier, Raff, & Strang, 2006). Druhé faze zahrnuje proces translace, kdy je na transferovou
RNA pfipojena aminokyselina, kterd se nazyvd methionin. Jakmile transferovd RNA najde
sekvenci AUG, zah4ji se translace. Tento d¢j je ukoncen hned po té, co se objevi sekvence
UAA, UAG, UGA, neboli stop-kodony. Timto déjem vznikne tzv. polypeptidové vlakno, které

se dale upravuje v bufice na uréitou bilkovinu (Sipek, 2015).
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Struktura bilkovin

Struktura bilkovin se d¢li na primarni, sekundérni, tercidlni a kvartérni. Do primarni struktury
patifi pouze sekvence aminokyselin vazanych peptidovou vazbou (-CO-NH-). Sekundérni
struktura je charakteristickd to¢enim a sklapénim primarni struktury. Do této struktury se fadi
Sroubovice, neboli a-helix a B-struktura skladaného listu (Barrett, Barman, Boitano, & Brooks,
2009). Spojovanim a sklddanim sekundérni struktury vznika tercialni struktura. Ptikladem
tercialni struktury je napf. kolagen. Kvartérni struktura je tvofena spojenymi polypeptidy
tercidlni struktury. Tato struktura je tvofena bud’ stejnymi, nebo odliSnymi podjednotkami. Tyto
podjednotky jsou védzané kovalentnimi nebo nekovalentnimi vazbami. Nékteré z proteint
ionty nebo organické molekuly. P¥ikladem bilkoviny kvartérni struktury je hemoglobin (Zidek,

2010).

Denaturace

Denaturace je d¢j, pii kterém dochazi k naruseni sekundarni, tercialni nebo kvartérni struktury
bilkovin. Tyto zmény struktury byvaji velice Casto nevratné. Bilkovina také ztraci biologickou
aktivitu a svou funkci. K tomuto naruseni dochazi diky plisobeni tepla, ¢i chemickych ¢inidel

(ireverzibilni — nevratnd denaturace) (Velisek, 2002a).

Pti tepelném zpracovani masa dochazi uz pti 35 °C k prvnim zméndm prostorového usporadani
bilkovin a pfi této teploté maso ztraci schopnost vazat vodu, ¢imz se zvySuje tuhost masa. Pti
45 °C dochazi k prvnim viditelnym zmé&ndm — zkréaceni svalii denaturaci myosinu. Primérna
teplota 60 °C zplsobuje denaturaci vSech myofibrilarnich bilkovin (napf. aktinu, myosinu,
tropomyosinu) a sarkoplazmatickych bilkovin (napf. myoglobinu, hemoglobinu). Vatfenim
masa (100 °C) dochazi hlavné ke ztratam aminokyselin — cysteinu a lysinu. Viditelna je zména
barvy masa, kdy dochézi k oxidaci myoglobinu a oxyhemoglobinu na metmyoglobin. Pecenim
masa (150 °C) dochazi ke vzniku vonnych a chutovych latek. Pii vySSich teplotach nez je
200 °C dochazi k izomerizaci aminokyselin. L-aminokyseliny pfechdzi na D-aminokyseliny.
Pti této teplot€ muze také dojit k pfipaleni masa, kdy mohou vznikat toxické latky. Dalsi proces,
pfi kterém je denaturovdna molekula aktomyosinu se nazyva suseni. Pfi zmrazovani masa také
muze dochazet k denaturaci, a to molekuly myosinu, ktera se poté spojuje s aktinem (Odstrc¢il

& Odstrcilova, 2006).

Bilkoviny tvofi nejdtlezitéjsi slozku masa, hlavné z vyZivového hlediska. Obsah proteini
v libovém mase je 18-22 %. Bilkoviny se v mase rozd¢luji na zakladé€ jejich rozpustnosti ve

vode¢ a v solnych roztocich (Steinhauser, 1995).
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Myofibrilarni proteiny

Myofibrilarni proteiny se nachazeji v myofibrilach pficné pruhované svaloviny. V podstaté
jsou myofibrily svazky proteinti, které se vyskytuji v cytoplasmé, neboli v sarkoplazmé
(Velisek, 2002a). Hlavnim ukolem téchto proteinti neni jen prace pii Cinnosti svalu, ale také
hraji dalezitou roli pii zménach masa po smrti. Pfi poruseni svalového vlakna na sebe tyto
bilkoviny vazou vodu, tudiz nejsou rozpustné ve vode¢, ale pouze v solnych roztocich. Asi 90 %
bilkovin v myofibrilach tvoii 6 druhii — myosin, aktin, titin, tropomyosin, troponin a nebulin.
Tyto bilkoviny se déli na zaklad¢ jejich funkce — kontraktilni (aktin, myosin), regulacni

(tropomyosin, troponin, actinin) a podptrné (titin, nebulin, C-protein) (Steinhauser, 1995).
e Myosin

Myosin je zékladem myofibrilarnich bilkovin a jeho obsah ve svalu je asi 45 %. Tvofi silna
mikrofilamenta (Steinhauser, 1995). Struktura myosinu je tvofena dvéma velkymi, tézkymi
polypeptidovymi fetézci a Ctyfmi mensimi a leh¢imi polypeptidovymi fetézci (obr. 1).
Kombinaci téchto fetézcl vznikaji dvé globularni hlavy a tzv. ocas. Kazda hlavice obsahuje
dvé vazebna mista, prvni pro vazbu s tenkym vlaknem a druhé pro vazbu ATP (Widmaier a

kol., 2006).

Vazebné misto pro actin

Vazebné misto pro

ATP

Lehké fetézce
Obrazek 1 - Struktura myosinu tvorici tézké vlakno (Widmaier a kol., 2006)

Tezké fetézce

e Aktin

Aktin je globularni molekula tvofena jednim polypeptidem (G-aktin). Tato molekula
polymeruje na vldknitou formu (F-aktin) (Velisek, 2002a). Vznika polymer, ktery je tvofen
dvéma propletenymi spirdlovitymi fetézci, jez tvoii jadro tenkého vldkna. Kazdd molekula

aktinu ma vazebné misto pro myosin (Widmaier a kol., 2006).
e Tropomyosin

Tropomyosin se vazbou s Ca>" ionty podili na spousténi kontrakce svalu a také se podili na
relaxaci svalu (Steinhauser, 1995). Spolu s troponinem a aktinem tvofi tenké vldkno (obr. 2)

(Widmaier a kol., 2006).
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Troponin  Tropomyosin

Obrazek 2 - Tenké vlakno tropomyosinu (Widmaier a kol., 2006)

Sarkoplazmatické bilkoviny

Sarkoplazmatické bilkoviny se prevazné vyskytuji v sarkoplazmé, jsou rozpustné ve vodé i
v solnych roztocich. Hlavnimi proteiny této skupiny jsou myogen, myoalbumin, globulin X a
myoglobin, které se fadi do skupiny albuminii. Nejvétsi vyznam maji barviva hemoglobin a
myoglobin, které zpisobuji Cervenou barvu masa a krve. Jsou sloZené z globinu a hemu
(barevna skupina). Ve své struktufe maji barviva centralni atom Zeleza. Zelezo je
schopné vazat plyny, a to zejména kyslik (Steinhauser, 1995). Zastoupeni hemovych barviv

v jednotlivych druzich masa je uvedeno v tabulce 1.
e Myoglobin

Myoglobin je svalové barvivo, které¢ zodpovida za ¢ervenou barvu masa. Ve svalech slouzi jako
zasobarna kysliku, a to jak u suchozemskych, tak i u vodnich savcii (Velisek, 2002a). Molekula
myoglobinu je tvofena jednim peptidovym fetézcem s jednou hemovou skupinou. Jeho afinita

ke kysliku je na rozdil od hemoglobinu vétsi (Steinhauser, 1995).
e Hemoglobin

Hemoglobin je krevni barvivo, které se nachazi v erytrocytech, a tak zodpovida za Cervenou
barvu krve. Hlavni funkci hemoglobinu je pfenos kysliku z plic do tkani a pfenos oxidu
uhli¢itého z tkani do plic (Pizingerova, Fremuth, Sasek, Sykora, Cerné, & Hruskova, 201 1).
Pti pordZzce zvéfe se miiZe nachazet i ve svalech, a to v pfipad€, kdyz lovena zvéf nebyla
dostate¢né vykrvena. Obsah hemoglobinu zavisi na obsahu myoglobinu. Pfi snizeném mnoZstvi
myoglobinu je obsah hemoglobinu vétsi (Steinhauser, 1995). Hemoglobin je slozen z globinu
a hemu, ktery ve své molekule obsahuje centralni atom Zeleza. Pfi intoxikaci dusitany nebo
dusi¢nany se dvojmocné zelezo oxiduje na trojmocnou formu. Tento derivat se nazyva

methemoglobin a neni schopen pfenaset kyslik. (Pizingerova a kol., 2011).
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Tabulka 1 - Obsah hemovych barviv v hovézim, vepfovém a kufecim mase v . mg/kg
(Steinhauser, 1995)

Druh masa Obsah hemovych barviv v mg/kg
Hovézi maso 1700-7500
Veprove maso 254-3500

Kufeci maso 126

Stromatické bilkoviny

Stromatické bilkoviny se nejCastéji nachazi v pojivovych tkénich jako je vazivo, kost a
chrupavka (Steinhauser, 1995). Funkce téchto bilkovin je pfedev§im ochranna ¢i podptirna.
Hlavni bilkoviny, které do této skupiny patii, jsou tzv. fibrilarni proteiny, z nichz nejdilezit¢jsi
je kolagen, elastin a keratin (VeliSek, 2002a). VSechny tyto bilkoviny jsou nerozpustné ve vodé
a solnych roztocich. Z vyzivového hlediska jsou neadekvatni, protoze neobsahuji esencialni

aminokyseliny, které jsou pro t¢lo dilezité (Steinhauser, 1995).

e Kolagen
Kolagen je nejdulezitéjsi vldknita bilkovina, ktera se nachazi ve vSech zivocisnych fisich,
kromé jednobunéénych organismi. Diky své specifické struktufe zajist'uje spravné mechanické
vlastnosti pojivovych tkani. Charakteristickou vlastnosti kolagenu je jeho pevnost (Peterkova
& Lapcik, 2000). Po zahtati kolagenu dochazi k deformaci a ohybu vldken a tim se kolagen
stava elastickym. Teplota, pfi niZ dochdzi k tomuto dé&ji, se nazyva teplota smrSténi
(Steinhauser, 1995). Kolagen se miize pfeménit na Zelatinu pfi vafeni, peceni, nebo pii jiné
tepelné Upravé masa. Pii vzniku Zelatiny dochdzi k poruSeni struktury molekuly kolagenu,
neboli pteruseni vazeb mezi polypeptidovymi fetézci. Proto pfi tomto déji zavisi na mnozstvi

vazeb v kolagenu a tim 1 na stafi zvéte (Velisek, 2002a).

e FElastin

Elastin je velice pruzny, a tak se miiZze az dvakrat zvétsSit. Jeho daleZitou vlastnosti je, Ze je
chemicky velice odolny. Nerozpousti se ve vodé ani v solnych roztocich. OdliSuje se od

kolagenu tim, Ze neméni svou strukturu ani pfi varu (Steinhauser, 1995).

e Keratiny

Keratiny jsou hlavnimi strukturdlnimi proteiny pokozky obratlovcl. Spolecné s aktinovymi
mikrofilamenty a mikrotubuly tvofi cytoskelet bun¢k kryci tkan¢ (Fuchs, 1995). Keratiny se
vyskytuji také v derivatech klize, jako jsou rohy a kopyta (Velisek, 2002a).
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2.3.2 Tuky

Tuky neboli lipidy jsou slozené z esteru mastné kyseliny a glycerolu. Jsou dtlezitou soucasti
vSech potravin. V mase tvofi tyto lipidy nejvétsi ¢ast a v mensi mite se zde objevuji fosfolipidy
a doprovodné latky. Lipidy se v mase vyskytuji hlavné ve svaloviné a v tukové tkani. Hlavni
uloha tuku v mase je senzoricka, protoze prenasi mnoho aromatickych a chutovych latek. Tuky,
které se jak ve svaloving, tak v tukové tkani vyskytuji, se nazyvaji triacylglyceroly vyssich
mastnych kyselin. Mastné kyseliny, které v mase nachdzime, jsou palmitova, stearova a olejova
a jejich procentualni zastoupeni je uvedeno v tabulce 2 (Steinhauser, 1995). Lipidy délime do

trech zakladnich skupin — homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy (Velisek, 2002a).

Tabulka 2 - Obsah mastnych kyselin ve vepfovém a hovézim mase v % (Steinhauser, 1995)

Al

Maso / VySSi mastna kyselina | olejova | palmitova stearova
Hovézi maso 39-58 24-32 14-29
Veptfové maso 41-58 25-32 13-18

e Homolipidy
Homolipidy jsou lipidy, které jsou tvofené pouze mastnou kyselinou a alkoholem, jimz je
nejcastéji glycerol. Homolipidy, které jsou v potravinafstvi nejvice vyuzivany, jsou estery
glycerolu, které se rozd€luji podle skupenstvi na tuky a oleje. Ze skupiny tuki jsou nejznamé;jsi
triacylglyceroly. Tyto tuky se v tkénich rozd€luji na tuky suchozemskych zvifat a motskych
zvitat. Nejvice tuku v mase mé veptové maso, kde se hodnota pohybuje okolo 41 %. V dnes$ni
dobé& uz existuji specialné vyslechténd plemena Zivo€ichil, napt. n€které druhy vepil, které

obsahuji pouze 2 % tuku (Velisek, 2002a).

e Heterolipidy
Heterolipidy jsou odlisné od homolipid tim, Ze obsahuji ve své molekule také dalsi slozky. Na
zéklad¢ této slozky se pak dale déli na fosfolipidy, glykolipidy, sulfolipidy (Steinhauser, 1995).
Z heterolipidl nas nejvice zajimaji fosfolipidy, které se v zivo¢isné tkdni objevuji jen v malé
mife. V mase pusobi jako emulgatory tukl a pii jeho skladovani se oxiduji. Méné dillezitou
soucasti masa neboli zivo€i$né tkané jsou doprovodné latky. Do téchto latek se fadi hlavné
cholesterol, ktery patii do skupiny sterolti (Steinhauser, 1995). Zdrojem cholesterolu je
pfedev§im Zivoc€iSna strava (hlavné wvnitfnosti), ale také dochazi k syntéze cholesterolu
v lidském téle (napt. v kife nadledvin, jatrech) (Martinkova, 2007). Cholesterol pfijaty
v potravé je enzymaticky St€pen Zaludecni, pankreatickou a stfevni lipazou (Duchon, 1985).
Hladina cholesterolu v krvi je oznacovana jako cholesterolémie a jeji hodnota zavisi na pohlavi,

veku, genetickych dispozicich, stravé a zivotnim stylu. Cholesterol je transportovan krevnim
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feCisttm za pomoci bilkovin. Celd molekula sestavend z cholesterolu, bilkoviny,
triacylglycerolu a fosfolipidu se nazyva lipoproteinova castice. Nejdilezitéjsi jsou tzv.
lipoproteinové ¢astice s nizkou hustotou (LDL, Low Density Lipoproteins) a lipoproteinové
¢astice s vysokou hustotou (HDL, High Density Lipoproteins). LDL ¢astice slouzi predevsim
pro transport cholesterolu v krvi. Usazovanim téchto Castic dochazi k zuzovani cév a tim je
vé&t3i riziko vzniku ateroskler6zy. Céastice HDL naopak nadbyteény cholesterol odvadi z krve

pry¢ do jater (Novak, 2002).

2.3.3 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slouceniny, které jsou produkované autotrofnimi organismy, coz jsou
organismy, které si samy vytvaii uhlik z anorganickych latek. Vitaminy jsou vyznamné pro
latkovou vymeénu, regulaci metabolismu a jsou soucasti katalyzatorti biochemickych reakci
(Velisek, 2002b). Maso obsahuje mnoho vitamind, a tento obsah zavisi na skladovani a
zpracovani masa. Nejvetsi zastoupeni vitaminG je ze skupiny B (Steinhauser, 1995).
Thiamin neboli vitamin B je v mase v hojném zastoupeni a to 80-90 %. Nejbohat§i maso na
tento vitamin je vepiové, které obsahuje asi desetkrat vice vitamini nez ostatni druhy mas. Ke
ztratam tohoto vitaminu nejcastéji dochazi pii smazeni, vafeni a duSeni. Pii nakladani masa také
dochazi k netiplnému rozkladu thiaminu a naopak mraZeni viibec neovlivituje strukturu daného
vitaminu. Pyridoxin neboli vitamin B¢ se v Zivoc¢isnych tkanich vyskytuje také ve velkém
mnozstvi. Nej€astéji se vSak vyskytuje jako pyridoxal a pyridoxamin. Konkrétné€ se v syrovém
mase nachazi pyridoxal-5°-fosfat a ve vafeném mase je pyridoxaminfosfat. MnoZstvi vitaminu
strukturu. Tyto vitaminy se vyskytuji u byloZravych zvifat, které korinoidy vstfebavaji od
baktérii. Ztrata téchto vitaminl zalezi na zpracovani masa, ale miZze to byt az 70 % (Velisek,
2002b). Zastoupeni vitaminu Bi, Bs, Bi2 v hovézim, vepfovém a kufecim mase je uvedeno

v tabulce 3.

Tabulka 3 - Obsah vitaminti v hovézim, vepfovém a kufecim mase v % (Steinhauser, 1995)

Druha masa / vitamin B Bs B12
Hovézi maso 1-2,3 4 0,02-0,04
Veproveé maso 2,8-14 5-6 0,01-0,04
Kureci maso 0,8-1 - -

2.3.4 Mineralni latky
Mineralni latky jsou prvky, které zistavaji v potravinach po uplné oxidaci organickych latek na
oxid uhli¢ity a vodu (Velisek, 2002b). V mase jsou mineralni latky zastoupeny jednim

procentem. Ve svaloving se nejcastéji vyskytuji ve formé iontdl, protoze jsou rozpustné ve vode.
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Déle mohou byt vdzany na bilkoviny, coz je nejCastéji fosfor, vapnik a hoic€ik. V tkanich se také
vyskytuji anionty, v nejvétsim zastoupeni hydrogenuhli¢itany a fosfore¢nany, které jsou v téle
dilezité, protoze tvoii pufracni systém neboli se podili na udrzeni homeostazy (Steinhauser,
1995). Maso je dalezitym zdrojem drasliku, ktery je dulezity pro udrzeni osmotického tlaku
v bunkéch. Dalsim zdrojem je hoi¢ik, ktery je dulezity pro fadu metabolickych déji, pfi nichz
se ucastni ATP (VeliSek, 2002b). Vyznamnou roli v mase ma také vapnik, ktery je dalezity pfi
stazeni svalu, je pfitomen pfi sraZeni krve a ma stavebni funkci, protoze je to dulezita soucast
kosti. Zelezo, které v tabulce uvedené neni, je také nedilnou souasti, je obsazeno v hemovych
barvivech a jeho hlavni funkce ve svalové tkani je zdsoba kysliku. Po smrti zvéte dochézi ke
zménam vazeb anorganickych latek na organické latky, a tim se uvoliiuji nékteré latky, napf.
fosfaty. Neékdy se obsah iontl v mase miize zvysit a to napiiklad nakladanim (NaCl)

vvvvvv

v tabulce 4.

Tabulka 4 - Obsah minerall v hovézim, vepfovém a kufecim mase v mg/kg (Steinhauser, 1995)

Druh masa / Obsah ionti Na* K* Ca?* Cr
Veptoveé maso 600 4000 100 500
Hovézi maso 400 4000 100 500

Kufeci maso 800—-1000 | 34004700 | 100-200 -

2.4 Kbvalita masa

Pojem ,,kvalita masa“ vypovida o vlastnostech masa, které¢ by maso oznacené jako kvalitni mélo
mit. Do skupiny téchto vlastnosti je zahrnuta barva, tuhost, kiehkost, chut a také
schopnost zadrzet vodu, konzistence a pH (Subrt, Filipcik, Bjelka, Drackovéa, Dufek,
Novakova, & Homola, 2009). VSechny tyto vlastnosti mohou ovlivnit rizné faktory, jako napf.
plemeno zvitete, jeho pohlavi, stafi, zdravotni stav, druh krmiva ¢i zplisob porazky (Bezpecnost
potravin A-Z, ©2018). Dalsi roli hraji také posmrtné zmény, pokles pH nebo teploty,
shromazd’ovani laktatu a uvoliiovani vapenatych iontd (Mohanty, Park, Pramod, Kim, Choe, &

Hwang, 2010).

2.4.1 pH masa

Diilezitou vlastnosti masa je pH, na zdklad¢ kterého se odliSuji vadna masa. Tato masa se
rozliSuji nejcastéji do dvou skupin: PSE a DFD. Zkratka PSE znamen4 - pale (bledy), soft
(mekky) a exudative (vodnaty). U tohoto druhu masa dochézi pti porazce ke glykogenolyze,
neboli odstépeni molekuly glukozy z glykogenu a k hromadéni kyseliny mlécné. Tim se snizi

hodnota pH (pod 5,8) a zaroven se zvysi teplota (nad 42 °C), ¢imz dochézi k denaturaci
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bilkovin. Zkratka DFD znamena - dark (tmavy), firm (tuhy) a dry (suchy). Tento druh masa je
od zvifete, které bylo pfed porazkou vycerpané. Zvife spotfebovalo vSechny glykolytické
zasoby, tudiz se v mase nevyskytuje zadna kyselina mlécna, kterd je dilezita pro zrani masa.
Toto maso se velice rychle kazi. Hodnota pH je zvySena (nad 6,2) (Ministerstvo zemed¢lstvi,

2004).

2.4.2 Schopnost zadrzet vodu

Schopnost zadrzet vodu, neboli WHC (Watter Holding Capacity) je vlastnost, kterad je
popisovana jako schopnost masa zadrzet vodu i pii ptisobeni vnéjsich sil (napft. fezani, vareni).
Maso, jemuz tato vlastnost chybi, produkuje vice tzv. nacervenalé vodnaté kapaliny, kterd je
viditelnd u baleného masa. Pii zvySené ztrat€¢ vody dochézi k Gibytku na vdze a maso se
smr$tuje. Také mize dojit ke ztraté vody pii vareni a tim je maso ve vysledku suché a malo

Stavnaté (Hui, 2012).

2.4.3 Barva, §t’avnatost, konzistence, tuhost, chut’

Tyto vlastnosti uréuji spokojenost a potéSeni spotiebiteld masa pfi konzumovani. Pro
konzumenty je pfi vybéru masa dilezita jeho barva. Barva mize byt hodnocena u klize a také
u vareného masa. Spotiebitelé také posuzuji vady vzhledu, do téchto vad patii napt. modfiny

(Fletcher, 2002).

2.5 Faktory ovlivitujici kvalitu masa
Kvalitni maso je maso, které¢ ma urcité vlastnosti. VSechny tyto vlastnosti pro oznaceni ,.kvalitni
maso® jsou popsany vySe v kapitole 2.4. Nekteré z téchto vlastnosti (pH, barva, tuhost,

Stavnatost a WHC) mohou byt ovlivnéné rtiznymi faktory. K témto faktorim mutize byt

vvvvv

2.5.1 Plemeno zvirete

U riznych plemen stejného druhu zvitete se 1isi kvalita masa. Plemena Hereford a Aberdeen
Angus jsou znama tim, Ze maji nejkvalitnéj$i hovézi maso. Tato plemena brzy dospivaji a na
rozdil od mlé€nych plemen skotu (napt. Holstein Jersey) ukladaji podkozni a intramuskularni
tuk, ktery vytvaii mramorovani masa. Diky tomuto tuku je maso vice chutné, §t'avnaté a kiehké
(Kerry, Kerry, & Ledward, 2002). Kuchtik a Hordk (2014) zkoumali vliv plemene na jakost
masa. Porovnavali Cistokrevnad plemena (Némecka dlouhovinna ovce) a kiizence (Némecka
dlouhovlnna ovce, Merino a Oxford down). Tyto ovce byly chovany ve stejnych podminkach

prostiedi a mély stejnou vyzivu. Vzorky byly odebrany z trojhlavého svalu pazniho a nasledné
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vyhodnoceny laboratorni analyzou. Ta prokazala vliv plemene na obsah intramuskularniho

tuku, popelovin, remisi, pH a na vaznost masa.

2.5.2 Vék

Pti porazce zvitete je nejcastéji v€k analyzovan spolu s hmotnosti zvifete, protoze vyssi vaha
zvitete znamena vysSi veék (Guerrero, Velandia Valero, Campo, & Safiudo, 2013).
Byla provedena studie, ve které se zkoumaly dvé skupiny buvolii. Jedna skupina byla tvofena
mladymi buvoly (ve véku 8—12 meésicti) a druhou skupinu tvofili dospéli jedinci (3 roky). Tato
studie prokazala, Zze masa mladych buvoli méla vyssi WHC (schopnost zadrzet vodu), lehkost
a vlhkost, méla vyss§i hodnoty esencidlnich aminokyselin a vétsi obsah kyselin, napft. kyselinu
linolovou a dalsi nenasycené¢ mastné kyseliny. Tato studie doSla k zavéru, Ze maso mladych
buvold je mnohem kvalitnéjsi nez maso dospé€lych buvolt (Ilavarasan, Abraham, Rao, Ruban,

& Ramani, 2016).

2.5.3 Pohlavi

Dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje kvalitu masa, je také pohlavi. Tento faktor urcuje, jak
rychle a jak hodné bude dochazet k ukladani tukt a také urcuje rychlost ristu. Je znamo, Ze
samci maji méné intramuskularniho tuku nez samice, a také, Ze vSechna kastrovana zvifata
jakéhokoliv pohlavi maji tohoto tuku vice (Kerry a kol., 2002). Vliv pohlavi na kvalitu masa
byl studovan na Spanélskych jehnatech. U samic byla prokazana vyS$$i hodnota
intramuskularniho tuku nez u samct. Nebylo prok4zano, Ze by pohlavi mélo vliv na hodnotu
pH, WHC nebo na koncentraci myoglobinu ¢i barevné parametry, ale u samic se objevil vyssi
obsah mastnych kyselin, napt. kyselina pentadekanovd nebo palmitova (Horcada, Beriain,

Purroy, Lizaso, & Chasco, 1998).

2.5.4 Vyiziva

Vliv vyzivy na kvalitu masa se projevuje kvalitativné nebo kvantitativné. Je dilezité, aby
potrava obsahovala stejné mnozstvi energie 1 dusikatych latek. Pfi sniZeni bilkovin a zaroven
pti zvyseni energie v krmené stravé dojde ke zvySeni tuku v téle. Na kvalitu dribeZziho masa
pusobi kladn¢ napt. kukufice a jiné obiloviny. Naopak negativni u€inky maji krmiva
s oxida¢nimi zménami lipidi. Nékteré maso mize diky krmivu zapachat a stravou muze byt
ovlivnéna 1 barva masa (Simeonovovd, Mikov4, KubiSova, & Ingr, 1999).
Byl studovén vliv krmeni na kvalitu masa na 64 kusech dobytka ve véku pét az Sest mésict.
Tento dobytek byl rozdélen do dvou skupin. Prvni skupina byla krmena podle své libosti silazi,

koncentraty (ozimy je¢men, melasa, s6ja), senem, slamou a smesi mineralnich latek a vitamind.
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Druhé skupina byla v letnim obdobi pouze na pastveé. V zimnim obdobi byli byci ustdjeni a
krmeni silazi, senem, granulovanou stravou (jeCmen, Inénd semena) a smesi minerdll a
vitamintl. Obé skupiny byki byly porazeny se stejnou hmotnosti 620 kg. Bylo zjisténo, ze denni
prirGstek byka, ktefi byli na pastve, byl nizsi. U bykt krmenych koncentraty od zacatku, bylo
zjisténo, ze maji vyssi podil intramuskularniho tuku. Naopak byci, kteti byli na pastve, méli
vys$si pH svalti, tmavsi barvu masa, a proto bylo jejich maso tvrdsi (Nuernberg, Dannenberger,

Nuernberg, Ender, Voigt, & Richardson, 2005).

2.6 Postmortalni zmény v mase

Termin ,,postmortalni zmény* znamend zmény zahdjené po usmrceni zvirete. Nekdy je také
pouzivan termin zrani masa. Zmény v mase zahrnuji biochemické procesy, kdy je svalovina
pfeménéna na maso a zaroven ziskdva pozadované vlastnosti. Hlavnim procesem je rozklad
sacharidi a proteintl, pfic¢emz jsou tyto procesy ireverzibilni, neboli nevratné. Tyto zmény masa
maji dvé hlavni faze — autolyza, neboli samovolny rozklad, za pomoci enzymi, které se
vyskytuji v tkdnich a proteolyza, neboli hniti masa, kterd je katalyzovand mikrobialnimi

enzymy (Steinhauser, 1995).

2.6.1 Autolyza masa

Autolyza masa je tedy samovolny rozklad tkani, kdy za pomoci nativnich enzymii dochazi ke
vzniku masa. Prvnim krokem autolyzy je posmrtné ztuhnuti. NeZ dojde ke ztuhnuti svalové
tkan€, probihaji zde dva zakladni procesy — odbouravani energetickych slozek a okyselovani
s naslednou zménou prostorového uspotradani proteinu. Druhym krokem je tzv. zrani masa.
V tomto kroku dochazi k rozkladu kyseliny mlécné, ¢imz se zvySuje pH. Déle je disociovan
aktinomyosinovy komplex. Diky témto procesiim je maso kieh¢i a ma mnohem vétsi schopnost
vazat vodu. Doba zrani zavisi na druhu a teploté uskladnéni, napt. hovézi maso v chladnicce
dozraje za 10-14 dni. Poslednim krokem je hluboka autolyza. Tento proces je u masa
nezadouci. Dochazi k dalSimu odbouravani, kdy vznikaji konecné produkty (amoniak, aminy,

sirovodik). Tyto latky zplisobuji nezaddouci vlastnosti masa (Steinhauser, 1995).

2.6.2 Proteolyza masa

Proteolyza masa neboli hniloba je také postmortdlni zménou, ale jeji intenzita se zvySuje
s ubyvajici aktivitou nativnich enzyml. Tento proces zplsobuji mikrobidlni enzymy
vyprodukované mikroorganismy. Ke kontaminaci masa dochdzi exogenné, neboli zvenci.
Hladina mikroorganisml zdvisi na hygiené porazeni, zpracovani, chlazeni a bourani masa

(Steinhauser, 1995).

21



2.7 Charakteristika zkoumanych druhii mas

2.7.1 Hovézi maso

Hovézi maso patii k druhiim masa, kterd jsou nejvice spotiebovavana. V minulych letech byla
konzumace hovéziho masa mnohem vyssi, nez je tomu nyni (Jizl & Miillerova, 2017).
Jednotlivé charakteristické znaky tohoto druhu masa, zavisi na riznych faktorech, a tim je
napiiklad vék dobytka. Maso mladych byckti ma jemna vldkna a jeho barva je bled¢ Cervena.
U bykt je tomu naopak, tkan je siln¢ vlaknitd a barva je tmavé Cervena. Star$i byci i mladi
jedinci nemaji tkan prostoupenou tukem. Maso prorostlé tukem, které vykazuje znamky

mramorovani, je maso vykastrovanych byku (Steinhauser, 1995).

2.7.2 Vepiové maso

Spotieba veprového masa od minulych let vyrazné vzrostla. V roce 2015 byla spotieba 42,9 kg
na jednoho obyvatele. Vepfové maso je tedy nejvice konzumované maso v Ceské republice
(Vali§, 2017). Prasata, ktera jsou mlada a obsahuji spravné mnozstvi tuku, maji maso jemn¢
vlaknité a bled¢ cervené. Toto maso je hodné prorostlé tukem. Naopak u starSich kusii je maso

tmavée Cervené a neni tak prorostlé (Steinhauser, 1995).

2.7.3 Drubezi maso

Spotieba dribeziho masa byla v minulych letech nizsi, nez je tomu v dnesni dob€. V roce 2013
byla konzumace tohoto masa vyss§i nez konzumace hovéziho masa (Mates, 2015). Driibezi maso
se ziskava predevsim z kura domaciho, krity, kachny a husy. Svalovina driibeze je bleda az
svétle rizova a prevladaji zde svalova vldkna, kterd jsou rovnomérné uspotfaddana. V mase
driibeze jsou obsaZzena vldkna bild a Cervend. Vétsi ¢ast tvori bild vldkna, ty obsahuji vice
bilkovin a glykogenu. Hlavni slozky driibeziho masa jsou voda, bilkoviny a tuky. Na rozdil od
jinych druhti napt. jatecné zvéte je toto maso bohatsi na plnohodnotné bilkoviny, ale chudsi na
tuky. Tuk u dribeZe je zcela jiny nez u jateCnych zvitat, a to tim, ze obsahuje pfedevSim
esencialni mastné kyseliny (driibez 20 %, jatecna zvitata 2—7 %). Energetickd hodnota tohoto

masa je nizka oproti jinym druhtim (Simeonovova a kol., 1999).

2.7.4 Krali¢i maso

Ke konzumaci krali¢tho masa jsou vhodna masné plemena ¢i jejich hybridi. Tento druh patii
k nejhodnotnéjsim druhlim, protoze obsahuje velice dobte stravitelné bilkoviny. Ze skupiny
lipidi jsou nejvice obsazeny esencialni mastné kyseliny. Svalovina kralikii obsahuje vyssi podil
vitaminQ skupiny B a zaroven niz§i mnoZzstvi cholesterolu. Energeticky se krali¢i maso tadi

k masiim s nizkym energetickym obsahem (Simeonovova a kol., 1999).
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2.7.5 Zvéfina

Pod pojmem zvéfina je v této praci mysleno maso zajice, srnce ¢i danka. SloZeni tohoto masa
je velice podobné ostatnim druhiim mas jateénych zvitat, ale odliSuje se tim, ze ma vysoky
obsah vody, bilkovin a nizky podil tukt (Simeonovova a kol., 1999). Nasledkem nizkého tuku
v mase je nizky podil cholesterolu, coz je hodnoceno kladn€. Barva masa je mnohem tmavsi
nez u ostatnich zvifat, a to je zptisobeno tim, Ze tato zvéf je lovena, a tim je v mase mnohem
vice krve. Celkov€ maso zvétfiny je mnohem jemnéjSi nezli maso hospodarskych zvitrat

(Forejtek, Vodnansky, Winkelmayer, Paulsen, Rajsky, Malena, & Zedka, 2009).

2.7.6 Maso nutrie

neni a nutrie jsou vyuzivany spise pro své maso (Tamova, Chodova, & Hrstka, 2013). Toto
maso je dietni a ma vysokou nutri¢ni hodnotu, stejné jako maso kralikd. Nejcastéji jsou
vyuzivana stehna nutrii, kterd obsahuji nejvice bilkovin a malé¢ mnozstvi tukii a tim 1

cholesterolu. Ve srovnani s krali¢im masem ma maso nutrii tmavsi barvu (Ttimova, Hrstka, &

Chodova, 2013).

2.7.7 Kozi maso

Spotieba koziho masa je v Ceské republice velice nizka, nejvyssi spotieba a poptavka po
kiizlatech je v obdobi Velikonoc. Z tidajii z Ceského statistického ufadu vyplyva, Ze spotieba
koziho masa od roku 2002 do roku 2006 klesla o 60 %. Produkce a konzumace koziho masa
byva nejcastéji formou domécich porazek (Bucek, Kolbl, Milerski, Pind’ak, Mares, Wolf, &
Kuchtik, 2007). Kozi maso je svétlejsi oproti masu skopovému. Jak v podkozi, tak 1 ve

Ve

(Steinhauser, 1995).

2.7.8 Rybi maso

Spotieba sladkovodnich ryb je v Ceské republice mnohem niZsi nez spotieba motskych ryb.
Diivodem toho je mensSi vybér v Ceskych fetézcich ¢i vySsi cena. Nejvyssi poptavka po
sladkovodnich rybach, nejéast&ji kapru obecném, je v obdobi Vanoc (Zeniskova & Gall, 2007).
Mnozstvi bilkovin v rybim mase tvoii az 80 % energetické hodnoty. Rybi maso je lehce
stravitelné a vysokym mnoZstvim esencidlnich mastnych kyselin je rovno masu hovézimu,

kralicimu ¢i kozimu (Souci, Fachmann, & Kraut, 2000).
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2.8 FalSovani masa

S falSovanim masa jsme se mohli setkat uz v dobé¢, kdy se maso 1 jiné potraviny zacaly vyrabét
za ucelem prodeje. Za zakladatele analytickych metod, které odhalovaly zfalSované potraviny
je povazovan Fridrich Accum (Cizkové, Sevéik, Rajchl, Pivotika, & Voldfich, 2012). Fal§ovani
masa je nejcastéj§im problémem, a to proto, Ze maso je v soucasnosti jeden z nejdrazsich
produkti na trhu. Nekteti vyrobei toho zneuzivaji a snazi se utrzit na zfalSovaném vyrobku vétsi
vynos. Nejcastéji dochazi k ndhrad¢ jakostniho masa za maso mén¢ hodnotné nebo uvadeji
Spatné mnozstvi ur¢itého druhu masa na etiketé. Konkrétnim ptipadem je, kdyz se objevila
,hemoc Silenych krav“. To vedlo ke snizené spotfeb¢é hovéziho masa, a tim vyrobci zacali
falSovat potraviny, které tento druh masa obsahoval. Tyto produkty mély na svém baleni

klamavou etiketu (Akhatova, Zdenkova, KoncoSova, & Demnerova, 2018).

Identifika¢ni metody
Metody pro identifikaci falSovani masa mizeme rozdélit do dvou skupin. Metody zalozené na
proteinové analyze, do nichz patii skupina proteomickych metod a metody zaloZené na analyze

DNA (Akhatova a kol., 2018).

Metody zaloZené na proteinové analyze

e Imunologické metody

Tyto metody jsou zalozené na kontaktu antigenu s protilatkou. Mohou byt vyuzivany pro
stanoveni ur¢itého druhu masa. Hlavni imunologickou metodou je metoda ELISA (Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay). Tato metoda se pouziva pro ovéfeni sloZzek masa a jinych
potravin. ELISA je velice citliva, specificka a jeji provedeni je jednoduché (Akhatova a kol.,
2018). Ayaz, Ayaz a Erol (2006) provedli studii, kdy k detekci falSovani masa pouZzili metodu
ELISA. Zkoumali klobasy, salam, parky, syrové maso, syrové mleté maso, masové kulicky,
Sunku, slaninu, vafené maso a konzervované vyrobky. Tyto produkty detekovali pomoci
monoklonélnich protilatek?. Tato analyza prokédzala, Ze nékteré klobasy, salamy, parky, syrové
maso, mleté syrové maso i masové kulicky obsahovaly latky, které na etiketé nebyly zminény.
Déle bylo prokazano, ze salam, klobasy a parky obsahovaly pouze drtibezi maso, 1 kdyz byly
prohladSeny za hovézi produkty. Syrové maso bylo uvedeno jako hovézi, ale tato analyza
prokézala, Ze maso obsahovalo koniské a jeleni maso. Metoda ELISA neni tak vyuZivana jako

jiné metody. Jeji vyuziti je spiSe pro specifické ptipady (Cizkova a kol., 2012).

2 Specificka protilatka z jedné plazmatické buiky, ktera se specificky vaZe na substrat — antigen.
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e Spektroskopické metody

Spektroskopické metody jsou zaloZzené na interakci latek s elektromagnetickym zafenim.
Elektromagnetické zafeni je infracervené, ultrafialové a viditelné. Tato zafeni maji rozdilnou
vinovou délku. Pro odhaleni falSovani potravin jsou nejcastéji vyuzivany metody NIR (blizka
infraCervena spektroskopie) a MIR (stfedni infracervena spektroskopie). Princip metody NIR je
absorpce zaieni o vlnové délce 800-2500 nm, které prochdzi vzorkem. Metoda je vyuzivana
k rozpoznani druhu masa na zékladé jeho pigmentu a dalSich slozek, napt. mastné kyseliny
(Akhatova a kol., 2018). Alamprese, Amigo, Casiraghi a Engelsen (2016) provedli studii, kdy
za pouziti metody NIR rozpoznavali a ur€ovali mnozstvi kratiho masa, které¢ bylo obsazeno
v mletém hovézim mase. Vzorky falSovaného mletého masa méli ve form¢ syrové, zmrazené,
rozmrazené a varené. Tato studie prokazala, Ze metodou NIR lze odhalit zfalSovani mletého
hovéziho masa nejen v Cerstvé syrové podobé, ale i v zmrazenych, rozmrazenych a vafenych
vzorcich. Studie je povazovana za vyznamnou, protoze narusta pocet zfalSovanych produktt,
které se schovavaji za rGizna technicka oSetfeni. U metody MIR dochdzi k absorpci zéafeni o
vlnové délce 2500-25000 nm (Akhatova a kol., 2018). Z tohoto typu infracervené
spektroskopie se doviddme informace o chemickych vazbach, které jsou v molekule, a tim o

uréitém typu molekuly, ktera je v mase obsazena (Cizkova a kol., 2012).
e Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou separacni, neboli délici metody. Principem t&€chto metod je
ustaleni rovnovazné distribuce analytu mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni)
fazi (Sklendk, 2005). Tyto metody jsou také vyuzivané k ovéfovani potravin, nejcastéji je
vyuzivana kapalinova chromatografie (Cizkova a kol., 2012). Pomoci té&chto metod miize byt
provedena analyza dipeptidii — karnosin, anserin, balenin. Tyto dipeptidy se vyskytuji v kosterni
svaloviné ve vysokém mnozstvi u vétSiny Zivo€ichii (Akhatova a kol., 2018). Na zakladé
analyzy téchto dipeptidl byla provedena studie vepfového, hovéziho a kufeciho masa. Bylo
zjisténo, Ze poméer obsahu anserinu a karnosinu u vepifového masa je mezi 0,02—-0,1, u hovéziho
masa 0,06-0,2 a u kutfeciho masa je obsah mezi 2,2—5,5. Hodnota poméru anserinu a karnosinu
v kufecim mase je dostatecna pro prokazani jejiho ptidavku ve vafeném vepfovém i ve smési

vepirového a hovéziho masa (Tinbergen & Slump, 1976).

Proteomika
V soucasné dobé, jsou za ucelem detekce falSovani potravin, vyvijeny stale nové metody. Tyto

moderni metody pro ovéfeni pravosti potravin jsou metody spojené s hmotnostni spektrometrii
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s vysokym rozliSenim. Tyto spektrometrické metody jsou diky své citlivosti a snazsi kalibraci
vhodné pro posouzeni pravosti potravin (Rubert, Zachariasova, & Hajslova, 2015). Tyto tzv.
proteomické metody vyuzivaji jako hlavni slozky pro identifikaci typu masa sekvence

aminokyselin (Akhatova a kol., 2018).
e Dvoudimenzionalni elektroforéza

Pomoci této analyzy provedli Montowska a Pospiech (2013) analyzu proteini ze syrového
masa, klobas a salamti. Byly identifikovany regulacni proteiny, bilkoviny krevni plazmy a
myofibril a také enzymy ucastnici se metabolismu, které mély pro kazdy druh specifickou
elektroforetickou pohyblivost. Také byly u nékterych proteini nalezeny znacné rozdily ve
struktufe, tudiz by mohly byt vyuzity jako hlavni slozky pro ovétovani druhové pravosti

potravin.

e MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS neboli Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
spectrometry je tandemova hmotnostni spektrometrie pro sekvenovani peptidi. Tato analyza je
vysoce citlivd a poskytuje komplexni informace o fragmentaci (Medzihradszky, Campbell,
Baldwin, Falick, Juhasz, Vestal, & Burlingame, 2000). Byla provedena studie za i¢elem zjisténi
druhového plivodu masa (veprove, hovézi, koniské, kuteci a teleci). Vzorkem pro tuto studii
bylo syrové a zpracované maso. Po extrakci peptidi byly vzorky analyzovany a nasledné byla
jednotliva spektra vyhodnocena klastrovou analyzou. Bylo prokézané, Ze touto metodou lze
odlisit jednotlivé druhy mas, jelikoZ se jednotlivé vzorky rozdélily do odliSnych shluki spekter
(Flaudrops, Armstrong, Raoult, & Chabricre, 2015). V nasi praci se zabyvame podobnou

tématikou, ale s vyuZitim analyzy hlavnich komponent (PCA).

Metody zaloZené na analyze DNA

Metody zalozené na analyze DNA jsou vhodnéj$i nez analyza proteind. Divodem je, Ze
bilkoviny ztrati svou aktivitu ihned po té, co zvife zemfe, a také to, Ze vétSina z proteind je
termolabilni (Calvo, Zaragoza, & Osta, 2001). Pomoci analyzy DNA je mozZné rozlisit blizce

piibuzné druhy, nebo dokonce i poddruhy (Lees, 2003).
e Metoda zaloZena na polymerazové retézcové reakci (PCR)

Metoda zaloZend na polymerdzové fetézové reakci (PCR, Polymerase Chain Reaction) je

zaloZena na pldnovaném zmnozeni ur¢itych usekit DNA. Nejpouzivanéj$imi typy téchto reakci

je PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ¢i kvantitativni PCR

s fluorescencni detekci v realném case (QPCR) (Akhatova a kol., 2018). Wolf, Jiirg a Hiibner
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(1999) vyuzili metodu PCR-RFLP pro mitochondrialni DNA. Typ zivo¢isného druhu masa byl
identifikovan na zaklad¢ amplifikace urcité ¢asti mitochondridlni DNA. Po té byly amplikony
Stépeny restrikénimi endonukledzami. Touto analyzou doslo k uspéSnému rozdéleni prasete
domaciho a divokého, buvola, ovce, kon¢, krity a také kutrete. Metodu qPCR, pro odhaleni
falSovani nespravného podilu hovéziho v mletém mase, pouzil Iwobi, Sebah, Kraemer, Losher,
Fischer, Busch, & Huber (2015). Analyzou byla provedena kvantifikace hovézi a veptové
frakce pomoci primerit a sond. Touto metodou byl uspésné rozpoznadn pomér hovéziho a

vepfového v mletém mase.
e Hybridiza¢ni metody

U téchto metod dochdzi k hybridizaci DNA pomoci znacenych sond (Akhatova a kol., 2018).
Pomoci téchto metod byla provedena studie analyzy jakosti tepelné zpracovanych masnych
vyrobki. Analyza zahrnovala izolaci DNA ze vzorku, stanoveni velikosti fragmentii DNA,
imobilizaci DNA na nylonovych membréanéch a nasledna hybridizace s P sondou. Tato studie
dokézala, Ze je mozné vyuzit hybridiza¢ni metody u tepeln€ opracovanych vzorkl (Ebbehoj &

Thomsen, 1991).

2.9 Analyza hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF

Tato bakalaiska prace se zabyvéa druhovym rozpozndnim mas pomoci metody MALDI-TOF
MS (hmotnosti spektrometrie, Mass Spectrometry). Jednotlivd ziskana spektra byla

vyhodnocena za pomoci metody PCA (Principal Analysis Component).

2.9.1 Princip MALDI-TOF MS

Vzorek v analyzétoru je nejprve ionizovan. U této metody dochézi k ionizaci za pomoci laseru
a pritomnosti pomocné latky neboli matrice, s kterou je vzorek smichan. Na molekuly vzorku
tato matrice piendsi energii z laserového zafeni. Tento pienos energie nasleduje desorpce a
ionizace (pfenos protonu z matrice na analyt). Vysledkem ionizace jsou ionty, které maji
vysokou molekulovou hmotnost a vstupuji do separatoru. Pfi této metod¢ je vyuZzivan separator
pruletovy neboli TOF (Time-of-Flight), ktery odd¢€luje ionty na zakladé odlisné rychlosti ionta
s odliSnym pomérem m/z. (hmotnost/naboj). Poté dochazi u dopadajicich iontd k preméné

energie na elektricky signdl, ktery je zaznamenavan a zpracovan pocitacem (Zaruba, 2016).

2.9.2 Vyhodnoceni vysledkii pomoci PCA (Principal Component Analysis)
Principem PCA neboli analyzy hlavnich komponent je zmenSit rozsah dat, kterd obsahuji veliké

mnozstvi proménnych a zaroven u téchto dat zachovat co nejveétsi mnozstvi odchylek. Tento
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princip je zachovan pieménou na nové proménné, neboli hlavni komponenta, ktera nejsou ve
vzajemném vztahu a jsou uspofadana tak, aby prvni z téchto proménnych mély zachované

puvodni odchylky (Jolliffe, 2011).

2.9.3 Enzymatické Stépeni trypsinem

Trypsin je enzym, ktery patfi do skupiny proteaz a vyskytuje se u vSech obratlovci ve
dvanactniku. Jeho neaktivni forma trypsinogen je do dvanactniku uvoliiovana ze slinivky btisni.
karboxylovém konci lysinu a argininu. Také na rozdil od pepsinu je jeho aktivita nejvyssi

v mirné zasaditém prostiedi (Kodicek, 2004).

2.9.4 ZipTip —reverzni faze Cis

Peptidy rozstépené ze vzorkl byly nésledné izolovany za pomoci pipetovaci Spicky ZipTip o
maximalnim objemu 10 pl. Tyto Spicky maji na hrotu vloZené chromatické médium, kterym je
reverzni faze Cis. Na tuto reverzni fazi se navazou peptidy rozstépené ve vzorku hydrofobnimi
interakcemi a zbylé anorganické latky a jiné ,,necistoty* zlstanou v roztoku vzorku, ktery je
nasledné vymyt. Po promyti $pi¢ky elu¢nim roztokem, dojde k uvolnéni peptidil z reverzni faze

(Millipore, 2005).
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3. Experimentalni ¢ast

V této ¢asti bakalarské prace se zamétuji na vlastni méteni, které bylo provedeno v Laboratofti
aplikované proteomiky na Vysoké Skole chemicko-technologické v Praze. V této laboratofi
bylo provadéno komplexni meéteni vzorkl, které provéazelo zpracovani vzorku, vézeni,
enzymatické Stépeni vzorku, preciStovani, vlastni méfeni na pftistroji MALDI-TOF MS a

vyhodnocovéni vysledk.

3.1 Pouzité chemikalie pri experimentu
e Acetonitril (Sigma)
e 2 5-dihydroxybenzoova kyselina (Sigma)
e Hydrogenuhlic¢itan amonny (Fluka)
e Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonics)
e Trifluoroctova kyselina (Sigma)

e Trypsin (Pierce™ Trypsin Protease, MS-Grade)

3.2 Zpracovani vzorku

Pro tento experiment bylo odebrano 11 vzorki masa od riznych druhi zvitat. Jednotlivé vzorky
byly odebrany ze syrového masa. Velikost odebrané¢ho vzorku byla 1 cm x 1 cm x 1 cm. Ke
kazdému vzorku bylo pfifazeno ¢islo, které ho doprovazelo po celou dobu méfeni (tab. 5 a

obr. 3). VSechny vzorky byly po odebrani usuSeny a néasledn¢ zmrazeny.

Tabulka 5 -~ Oznaceni vzorku pro méfeni na MALDI-TOF MS

Oznaceni vzorku
vzorek druh zvirete
1P prase domaci
2R kralik domaci
3C tur domaci
4CH kur domaci
5S srnec obecny
6K koza domaci
7D dan¢k evropsky
8Z zajic polni
T Obrazek 3 - Realné oznaceni vzorku ve
9N nutrie ficni ,
zkumavkach eppendorf
10A kachna domaci
11F kapr obecny
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3.3 Vazeni vzorku

Jednotlivé vzorky byly vazeny na analytickych vahach. Pro tento typ méieni byla navazka
vzorku stanovena v rozmezi 0,25-0,30 mg (tab. 6). Kazdy vzorek byl navazen tiikrat, tudiz
bylo pro samotné méfeni ptipraveno 33 vzorkd. U nékterych vzorkt je v tabulce uvedeno vicero

navazek, a to z diivodu opakovani méteni.

Tabulka 6 - Navazky vzork mas v miligramech

NavazKky vzorki
Vzorek | 1. vzorek | 2. vzorek | 3. vzorek opalv(? Vé,ni
méieni
1P 0,25 0,26 0,28
2R 0,29 0,29 0,30 0,25
3C 0,29 0,30 0,29 0,29 0,30
4CH 0,26 0,25 0,25 0,25 0,30
58 0,27 0,25 0,26 0,25 0,25
6K 0,27 0,28 0,30 0,30 0,25
7D 0,28 0,26 0,28 0,27 0,26
8Z 0,29 0,28 0,30 0,25
9N 0,28 0,30 0,30 0,25 0,29
10A 0,30 0,30 0,28 0,30 0,30
11F 0,26 0,30 0,30 0,25 0,26

3.4 Enzymatické Stépeni vzorki

Jednotlivé druhy masa byly Stépeny trypsinem, jehoZ zéasobni roztok obsahoval 1 mg/ml.
Trypsin byl nésledné ziedén 50 mM roztokem hydrogenuhli¢itanu amonného. Pro ziedéni byly
pouzity 4 ul trypsinu a 200 pl S0mM NH4HCO:s. K jednotlivym vzorkiim bylo pifidano 10 pl
zfedéného trypsinu, a to tak, aby navazené vzorky byly zcela ponofené v roztoku. Enzymatické

Stépeni probihalo dvé hodiny pfi laboratorni teploté.

3.5 Precistovani vzorku

Po enzymatickém Stépeni vzorkll nésledovalo jejich ptreciStovani. PrecisStovani vzorka
probihalo v nékolika fazich za pomoci Spicky Zip-Tip s reverzni fazi Cis. Prvni fazi
precistovani bylo navlhéeni (wetting) reverzni faze 50% acetonitrilem. Druhd faze zahrnovala
ekvilibraci reverzni faze. Ekvilibracni roztok obsahoval 20 pl kyseliny trifluoroctové a 1000 pl
destilované vody. Tteti faze byla tzv. eluce, kdy doslo k uvolnéni peptidi, které byly navazané

na reverzni fazi. Elu¢ni roztok obsahoval 500 pl ekvilibra¢niho roztoku smichaného s 500 pl

50% acetonitrilu.
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Cely proces pieciStovani byl provadén za pomoci mikropipet se Spickou Zip-Tip. V prvnim
kroku ptecisténi bylo odpipetovano desetkrat 10 pl acetonitrilu do odpadu (wetting). Poté bylo
odpipetovano pétkrat 10 ul ekvilibracniho roztoku do odpadu (ekvilibrace). Dalsim krokem byl
proplach vzorku v reverzni fazi — desetkrat 10 ul. Poté se opét odpipetovalo pétkrat 10 ul
ekvilibraéniho roztoku do odpadu. Poslednim krokem pteciStovani bylo odpipetovani 8 pl
elu¢niho roztoku do zkumavky mikro-eppendorf, ve které byl proveden proplach reverzni faze

s elué¢nim roztokem.

Pro ptecisténi dal§itho vzorku se pouzila stejna Spicka Zip-Tip, pomoci které se odpipetovalo
desetkrat 10 pl eluéniho roztoku, ¢imZ se tato Spicka proplachla. Cely postup byl pro dalsi

vzorky opakovan, bez prvniho kroku, ktery nebyl potiebny, protoze Spicka jiz byla navlhcena.

3.6 Priprava vzorki na méreni

Pro stanoveni vzorki byla pfipravena matrice ptiblizné s 9 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny
(DHB) rozpusténé ve 150 pl 30% acetonitrilu, 250 pl ekvilibraéniho roztoku a ve 100 pl
destilované vody.

S

Precisténé vzorky byly pfipravené ve zkumavce mikro-eppendorf pro pifidani matrice. Ke
kazdému vzorku (o objemu 8 pl), bylo ptfidano 10 pl matrice. Na MALDI desti¢ku z nerezové
oceli (obr. 4) bylo davkovano 2,2 ul vzorku s matrici. Kazdy vzorek byl nanesen na tfi pozice.
Po naneseni vSech vzork, byla desticka nechdna na vzduchu pfi laboratorni teploté, aby vzorky

vykrystalizovaly. Na desticku byl také nanesen peptidovy kalibra¢ni standard II.

Obrazek 4 — MALDI desticka z nerezové oceli s
nanesenymi vzorky
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3.7 Méreni na MALDI-TOF MS
Desticka s vykrystalizovanymi vzorky byla vloZena do hmotnostniho spektrometru MALDI-
TOF MS (obr. 5). Nejprve byla provedena kalibrace kalibracnim

standardem II, kde doSlo k pfifazeni kalibracnich pikt ke

konkrétnim naméfenym hmotnostem. Pfi vlastni analyze vzorkd, l——

= &
bylo mifeno laserem na jednotlivé krystaly vzorku, ¢imz doslo kg;

k ionizaci vzorku a pomoci detektoru byla méfena rychlost &2

pohybu iontli. Analyza hmotnostnim spektrometrem probihala
v rozsahu 9004500 Da a intenzita laseru byla 75 %. Z kazdé
pozice na MALDI desti¢ce bylo ulozeno spektrum konkrétniho
vzorku o poctu laserovych zasahti 3000 (obr. 6).

Obrazek 5 - Hmotnostni
spektrometr MALDI-TOF

Obrazek 6 — Ukazka hmotnostniho spektra ziskan¢ho technikou MALDI-TOF

3.8 Vyhodnoceni vzorkii metodou PCA
Veskeré vzorky byly vyhodnoceny pomoci metody PCA (Principal Component Analysis),

neboli metodou analyzy hlavnich komponent. Zpracovani dat z pfistroje probéhlo pomoci
pocitacového programu R, ve kterém je mozné i 3D zobrazeni grafu s hlavnimi komponenty.
Jednotlivé vzorky byly porovnavany mezi sebou na tfech hlavnich komponentach, na kterych
se vzorky nejvice liSily. Pomoci PCA byla zjisténa variabilita vzorkli na jednotlivych

komponentéch a také variabilita porovnavanych vzork pti uréité hmotnosti peptidu.
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4. Vysledky a diskuze

V této bakalarskeé praci bylo zkoumano, zda je mozné vyuzit metodu MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Filight Mass spectrometry) s naslednym

vyhodnocenim PCA (Principal Component Analysis) pro druhové rozeznani masa.

Vzorky z jedendcti druhti mas byly ususeny a nasledné v laboratofi zpracovavany. Po ptipraveé
vzorkli v podobé navazovani bylo ziskano 33 vzorki, které byly rozStépeny trypsinem,
piecistény za pomoci reverzni faze ZipTip Cis a nakonec smichany s matrici. Vzorky s matrici
byly naneseny na ocelovou desticku a analyzovany hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF.
Po zméreni spekter u vSech vzorkl (danci, hovézi, kachni, kozi, krali¢i, kufeci, nutrie, srnéi,
rybi, vepiové, zajeci) byla vSechna data extrahovana do programu R, ve kterém byly provadény
veskeré dal$i operace se ziskanymi spektry. Tato spektra byla v pocitaCovém programu

porovnavana na ttech hlavnich komponentéch.

Za pomoci pocitatového programu R bylo nejprve porovnano vsech jedenact vzorkd mezi
sebou, ale toto feseni nemélo kladny vysledek (obr. 7). Poté byly vytvoreny dvé pomysiné
skupiny. Prvni skupina obsahovala vzorky krali¢iho, zaje¢iho, veptového, kuteciho, srn¢iho a
hovéziho masa. Po extrahovani dat do poc¢itacového programu bylo zna¢né vidét, Ze srnci maso
nelze odlisit od hovéziho. Z tohoto divodu bylo dale srn¢i maso porovnavéano jednotliveé
s ostatnimi druhy mas. Druha skupina byla tvofena vzorky danic¢iho, kachniho, rybiho, koziho
masa a masa nutrie. Maso nutrie bylo ihned odliSeno od ostatnich, ale rybi maso bylo stale
neodliSitelné. Po dalSim porovnavani rybiho masa s jinymi vzorky bylo po konzultaci se
Skolitelkou rozhodnuto, ze toto maso bude oznafeno jako neidentifikovatelné. U ostatnich

vzorki bylo prokazéano, Ze za pomoci této metody je mozné dané druhy mas od sebe odlisit.

4.1 RozliSeni vSech vzorku

Prvni krok pro rozliSeni druhového plivodu masa bylo porovnani vSech dat ziskanych z méteni
vSech vzorkl mezi sebou. Na obrazku 7 je obrazek ziskany z trojrozmérného (3D) grafu se
zobrazenymi vysledky vSech vzorktl (hovézi, veptové, kralici, zajeci, srnéi, danci, kutect, rybi,
kachni, kozi maso a maso nutrie), které jsou rozmisténé mezi ttemi hlavnimi komponentami —
PC1, PC2, PC3. Jednotliva barevna pismena oznacuji vysledek méteni urcitého druhu masa,

jejichz znaceni je uvedené v kapitole 3.2.
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Obrazek 7 - Trojrozmérny graf — rozliSeni v§ech druhli mas mezi sebou. Legenda k obrazku: a — kachni

maso, b — rybi maso, ¢ — krali¢i maso, d — hovézi maso, e — srn¢i maso, f — kozi maso, g — danc¢i maso, h
— zaje¢i maso, i — maso nutrie, j — vepirové maso, k — kufeci maso
Z obrazku 7 je patrné, ze z porovnani dat z méteni vSech vzorkl neziskdme pozitivni vysledek.
V grafu by meély byt jednotlivé shluky barevnych pismen oddélené mezi hlavnimi
komponentami, ale v tomto pfipadé¢ tomu tak neni. Shluky vétSiny vzorkli se prekryvaji.
Kdybychom je porovnavali mezi sebou, nebylo by mozné je od sebe rozeznat. Jediny druh,
ktery je od ostatnich rozlisitelny, je vepfové maso, jez ma v grafu pismeno ,,j* znac¢ené modrou
barvou. I kdyZ shluk dat ziskanych z vepfového masa neni idedln€ odd€len od ostatnich vzork,

ptesto bychom ho dokézali rozeznat od ostatnich.

Hypotézu, Ze neni mozné veSkeré vzorky porovnavat mezi sebou, potvrzuje 1 graf 1, kde je
v procentech nad jednotlivymi sloupci vyjadiend mira variability vSech métenych vzorkl na
tfech hlavnich komponentach — PC1, PC2, PC3. Cim vétsi by bylo uvedeno procento
variability, tim by vzorky byly natolik odlisné, Ze by se jednotlivd spektra rozdélila do
odd¢€lenych shluka.

Z grafu 1 1ze vycist, ze variabilita vSech méfenych vzorkti dosahuje pouze 17,5 % na PC1, 5 %
na PC2 a 4,2 % na PC3. Uvedené hodnoty jsou velice nizké a vypovidaji o tom, Ze spektra
métenych vzorki od sebe nejsou natolik rozdilna, aby se vytvofil graf s oddélenymi shluky dat

jednotlivych druhii mas.
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Graf 1 - Mira variability na PC1, PC2 a PC3 v procentech

4.2 RozliSeni prvni skupiny vzorki

Po zjisténi, ze vSechny vzorky nelze porovnavat mezi sebou, bylo rozhodnuto, ze se vytvori
dvé pomyslné skupiny. Tato kapitola se zamétfuje na prvni skupinu, kterd obsahovala vzorky
kraliciho, zajeciho, veprového, kufeciho, srnciho a hovéziho masa. Po extrahovani dat do
pocitacového programu byl vygenerovan trojrozmérny graf s daty vzorkli mezi tfemi hlavnimi

komponentami (obr. 8).

Obrazek 8 — Trojrozmérny graf — rozliSeni prvni skupiny vzorkl. Legenda k obrazku: a — kralici
maso, b — hoveézi maso, ¢ — kuteci maso, d — srn¢i maso, e — vepfové maso, f — zajeci maso
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Na obrazku 8 je vidét, Ze vzorky z kraliciho, zajec¢iho, veptového a kufeciho masa vytvoftily
skupiny, které se navzdjem oddélily, a proto je Ize od sebe rozeznat. Pouze srn¢i a hoveézi maso
zustalo promisené. Proto byla v dal$im kroku data z méteni srnciho masa odebrana (obr. 9) a

tento vzorek byl porovnavan zvlast s ostatnimi druhy v dalsi kapitole.

Obrazek 9 - Trojrozmérny graf — rozliSeni prvni skupiny vzorkl bez srn¢iho masa. Legenda k obrazku: a
— krali¢i maso, b — hovézi maso, ¢ — kuteci maso, d — vepfové maso, e — zaje¢i maso

Na obrazku 9 je zobrazeny trojrozmérny graf po odebrani srncitho masa. MliZeme pozorovat
spravné oddéleni zbylych vzorkl do jednotlivych shlukt. Kazdy shluk je tvofen daty z méteni

jednoho druhu masa. Po vyhodnoceni tohoto grafu Ize fici, ze tyto druhy mas od sebe spolehlivé
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rozezndme. Toto vyhodnoceni potvrzuje 1 graf 2, ktery zobrazuje kumulativni variabilitu
vzorkll prvni skupiny bez vzorku srn¢iho masa.
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Na grafu 2 jsou zobrazené jednotlivé sloupce, které piedstavuji spojené komponenty. Prvni
sloupec zobrazuje procentudlni variabilitu pouze na prvni komponenté, druhy sloupec
predstavuje variabilitu na prvni a druhé komponent¢ a tieti sloupec vyobrazuje procentudlni

variabilitu na prvni, druhé 1 tfeti komponenté.

Muzeme tedy z grafu vycCist, Ze variabilita pouze na prvni komponenté je 38,7 %, coz je
n¢kolikandsobné vice nez u porovnavani vSech vzorkd. Celkova variabilita na vSech tiech
hlavnich komponentach je 60 %. Tato procentudlni variabilita vypovida o tom, ze vzorky

vyobrazené v grafu se 1épe rozdélily do shlukli, coz mizeme vidét na obrazku 9.

Na obrazku 10 jsou zobrazena spektra vzorku veprového masa, krali¢iho masa, kuieciho masa

a zajeciho masa.
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Obrazek 10 - Spektra z méfeni vzorkll veptového, kraliciho, zajeciho a kufeciho masa

Je dulezité poukazat na spektrum zajeciho a krali¢iho masa, kde by se dalo ocekavat, Ze si
budou velice podobné. Tato hypotéza byla ale vyvracena, protoze spektrum krali¢iho masa
(oranZzové) ma mnohem méné pika nez spektrum zaje¢iho masa (modré). Podobnost, co se

poctu pikt tyce, je spiSe mezi spektry zajeciho a kufeciho masa.

4.3 RozliSeni srn¢iho masa

Srné¢i maso bylo nejprve zafazeno do prvni skupiny vyhodnocovanych vysledkt, ale nebylo
mozné jej oddélit od hovéziho masa. Proto bylo rozhodnuto, Ze se srn¢i maso bude
vyhodnocovat jednotlivé s vybranymi druhy mas. Nejprve byl porovndvan spolecné s
masem nutrie, daii¢im a hovézim masem, ale vysledek nebyl uspokojivy (obr. 11). Poté byl

vzorek srnciho masa porovnavan s danc¢im a hovézim masem (obr. 12), dile s masem nutrie a
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dan¢im masem (obr. 13) a nakonec samostatné s daiicim masem (obr. 14), hovézim masem

(obr. 16) a masem nutrie (obr. 17).

Na obrazku 11 je zobrazeny snimek z trojrozmérného grafu, kde jsou porovnavané vysledky

ziskané ze vzorkl masa srnky, darka, kravy a nutrie.

Obrazek 11 - Trojrozmérny graf — rozliSeni vzorku srn¢iho masa s ostatnimi druh. Legenda k obrazku:
a — srn¢i maso, b — danci maso, ¢ — maso nutrie, d — hovézi maso

Na obrazku 11 je vzorek masa nutrie oznacen pismenem ,,c* modré barvy a jako jediny je od
ostatnich rozliSeny. Shluk dat neni idedln¢ odd€len od ostatnich mas, ale i tak lze fici, ze je jako
jediny rozeznatelny. Spektra/shluky bodl z masa srnky, danka a kravy jsou propojené, proto je
timto zptisobem nelze rozeznat. Z tohoto diivodu byl vzorek (vSechny naméfené body) masa
nutrie odebran z grafu. Po odebrani vSech naméfenych bodli masa nutrie doslo k dalSimu

uspéSnému vytvoreni shluku dat, ktery 1ze pozorovat na obrazku 12.

Obrazek 12 - Trojrozmérny graf - rozliSeni vzorku srn¢iho masa s ostatnimi druhy. Legenda

k obrazku: a — srn¢i maso, b — dan¢i maso, ¢ — hovézi maso
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Na obrazku 12 je cervené¢ oznaceny shluk bodi ziskanych z méfeni masa srnky. Tento vzorek
je spravné oddélen od vzorku masa kravy a daika, a proto je mozné ho i pii spoleném
vyhodnocovani rozeznat. Daii¢i a hovézi maso je promiseno, a proto bylo pozdéji provedeno i

rozdéleni téchto dvou vzorkl (kapitola 4. 5., obr. 22).

Dalsimi vzorky, které byly porovnavany se vzorkem srn¢iho masa, byly vzorky danciho masa
a masa nutrie. Pfi prvnim stanoveni (obr. 11) byly vzorky srn¢iho, dai¢iho a hovéziho masa
promisené a maso nutrie oddélené. Z tohoto ditvodu bylo provedeno dalsi méteni (obr. 13),
které mélo potvrdit, ze vzorek nutrie je natolik odliSny, Ze 1 pii stanoveni pouze se srn¢im a

daiicim masem bude nadale tvofit jako jediny samostatny shluk bod.

PC1

PC2

Obrazek 13 - Trojrozmérny graf - rozliSeni vzorku srn¢iho mase s dalsimi druhy.
Legenda k obrazku: a — srn¢i maso, b — dan¢i maso, ¢ — maso nutrie

Na obrazku 13 je potvrzeny vysledek, ktery byl o¢ekdvan. Maso nutrie je svym peptidovym
sloZzenim natolik rozdilné, Ze opét jako jediny druh vytvofil shluk bodi. Naopak srn¢i a danci
maso mé podobné hodnoty, a proto doslo ke spojeni bodl. Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto,
ze se v dal§im kroku budou porovnavat pouze vysledky méfeni srnciho a danc¢iho masa mezi

sebou, zda je dokazeme rozlisit.

Ptedpokladem pro nasledujici stanoveni (obr. 14) bylo, Ze maso srnky a dafika mé& podobné
proteinové sloZeni, protoZe se jedna o divokou zvéf. Z tohoto ditvodu bylo predpokladéano, ze

hodnoty ziskané z méfeni masa srnky a daiika budou na trojrozmérném grafu promisené.
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Obrazek 14 - Trojrozmérny graf - rozliSeni srn¢iho masa s dal$imi druhy. Legenda k obrazku: a —
srn¢i maso, b — danci maso

Po vygenerovani trojrozmérného grafu s namérenymi hodnotami srn¢iho a danciho masa, ktery

je zobrazeny na obrazku 14, byla hypotéza o podobnosti hodnot vyvracena. Graf prokazal, Ze

maso srnky je odlisné od masa daiika. Odlisnost téchto dvou vzorkl byla potvrzena i1 mirou
variability, kterd byla na PC1 33,8 %.

V pocitacovém programu R, ve kterém byly generovany tyto grafy, byl vytvoren 1 graf, ktery
popisuje variabilitu pfimo na komponenté PC1. Tento graf popisuje variabilitu vzorku pfi urcité

hmotnosti peptidu (graf. 3).
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Graf 3 - Variabilita vzorkt srn¢iho a danc¢iho masa pii ur¢ité hmotnosti peptidu
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Na grafu 3 jsou jednotlivé sloupce konkrétnich hmotnosti, které¢ vyjadiuji miru variability
vzorku srn¢itho masa a masa daika. Tento graf urCuje variabilitu téchto dvou vzorkl pfi
hmotnosti 1930 m/z. Dana hmotnost variability byla potvrzena i po ptfezkoumani spekter, které

byly vybrany pii méteni na piistroji MALDI-TOF (obr. 15).
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Obréazek 15 - Spektra ziskana z méteni vzorkl srn¢iho a danciho masa. Pik o hmotnostni 1930 m/z
predstavuje hlavni rozdil mezi naméfenymi spektry srn¢iho a danciho masa
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Na obrazku 15 jsou zobrazena spektra z méfeni srnc¢iho a daiciho masa. U téchto spekter je
vyznacena hmotnost peptidu (graf 3), ve které mély vzorky nejvétsi variabilitu. Jedna se o pik
s hmotnosti 1930 m/z. Spektrum ziskané pti méfeni vzorku srn¢iho masa ma pfti této hmotnosti
patrny pik, kdeZto u spektra daii¢iho masa je tento pik téméf neznatelny. Pomoci dané metody
by tedy alesponi teoreticky bylo mozné odhalit falSované maso, na kterém by byl uvedeny ptiivod

pouze od jednoho z téchto dvou zvirtat.

Dalsi porovnavani srn¢iho masa bylo provedeno s hovézim masem (obr. 16). Toto rozliseni
bylo provedeno proto, ze hodnoty téchto druhii mas byly pfi prvnim stanoveni promisené
(obr. 11) a pro potvrzeni rozliSeni, které bylo prokdzano u stanoveni srn¢iho masa s dancim a

hovézim masem (obr. 12).
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Obrazek 16 - Trojrozmérny graf — rozliSeni vzorku srnc¢iho masa s ostatnimi druhy. Legenda

PC1

PC3

k obrazku: a — hovézi maso, b — srn¢i maso

Na obrazku 16 je zobrazeny trojrozmérny graf, ktery potvrzuje rozliSeni masa srnciho a

hovéziho. Tyto dva druhy masa vytvofili oddélené shluky komponentou PC1.

Variabilita zobrazen4 na grafu 4 je u téchto vzorkli na komponentné PC1 27,8 %, coz je
zajimavé, protoZe variabilita u vzorku srn¢iho a daii¢iho masa na té samé komponentné byla

33,8 %. Tato hodnota vypovida o tom, Ze srn¢i a hovézi maso maji mnohem podobnéjsi slozeni

bilkovin nezli srné¢i a danc¢i maso.
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Graf 4 - Variabilita vzorku hoveziho a srn¢iho masa na tiech hlavnich komponentach
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Vzorky srn¢iho a hovéziho masa mély podle grafu 5 nejvétsi variabilitu pii hmotnosti peptidu
1915,4 m/z, ale tato variabilita nebyla jednoznacnd, jelikoz se ony vzorky liSily pfi vice
hmotnostech, ale ne v takové mife. Spektra porovnavanych vzorki jsou si velice podobna, ale

1 v tomto piipad€ mizeme fici, Ze vzorky srn¢iho a hovéziho masa Ize od sebe odlisit.

PCAcomponent1 loadings graph
no heading
area based=1, deisotoped, normalize=2

01

PC1 loadings

—
7
f—1

miz value

924
925
135
946
e
9765
10027
10287
10356
1048.1
10837
10607
1086.7
1837
s
113022
11358
119348
12599
12753
12%

13429
1915.4
1916.1

E UL

Graf 5 - Variabilita vzorku srn¢iho a hovéziho masa pii urcité hmotnosti peptidu na PC1

Poslednim rozliSenim je porovnéani vzorku srn¢iho masa s masem nutrie (obr. 17). Tyto druhy

masa byly od zacatku rozliSitelné, ale pfesto bylo provedeno stanoveni potvrzujici vysledek.

Obrazek 17 - Trojrozmérny graf — rozliSeni srn¢iho masa s masem nutrie. Legenda k obrazku: a — srn¢i
maso, b — maso nutrie
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Stanoveni vyhodnocené na obrazku 17 potvrzuje vysledky z pfedeSlych méfeni (obr. 11,

obr. 13). Shluky jednotlivych dat se odd€lily nejlépe ze vSech stanoveni.

4.4 RozliSeni druhé skupiny vzorkii

Druhé pomyslna skupina obsahovala vzorky danciho, kachniho, koziho, rybiho masa a masa
nutrie. VSechna data ziskana z méteni téchto vzorkt na ptistroji MALDI-TOF byla extrahovana

do pocitacového programu R a porovndvana mezi sebou.

Na obrazku 18 je trojrozmérny graf, na némz je zobrazeny vysledek porovnavani vSech vzork
druhé skupiny. Miizeme vidét, Ze jediny vzorek masa nutrie, oznaceny v grafu pismenem ,,e*
modré barvy, tvoii jako jediny shluk bodt. VSechny hodnoty tohoto vzorku jsou zakrouzkované
a od ostatnich oddélené komponentou PC1. VSechny ostatni vzorky (danci, kachni, kozi a rybi

maso) jsou promisené a touto cestou by nebylo mozné je rozeznat.

Tyto vysledky byly potvrzené i grafem vyjadiujici miru variability. Hodnota odli$nosti druhé
skupiny vzorkl dosahovala pouze 20,1 % na PC1, coz je asi 0 10 % mén¢ nez u prvni skupiny
vzorkll. Tato hodnota vypovida o tom, Ze hodnoty ziskané z méfeni nebyly tak moc odlisné,

aby bylo mozné jejich rozdéleni do shlukd.

Obrazek 18 - Trojrozmérny graf — rozliseni druhé skupiny vzorkii. Legenda k obrazku: a — kachni maso,
b — rybi maso, ¢ — kozi maso, d — daii¢i maso, e — maso nutrie

Z diivodu toho, ze oddéleni celé¢ skupiny najednou nebylo uspeésné, bylo rozhodnuto, ze pro

dalsi vyhodnocovani bude odebrano maso nutrie.

Na obrazku 19 je zobrazeny trojrozmérny graf's hodnotami zbylych ¢tyt vzorkt (kachni, danci,

rybi, kozi maso). Mlizeme pozorovat, ze tyto vzorky se chovaji jako sobé podobné a mezi
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komponentami jsou vzdjemné promisené. Nejhlife dopadly hodnoty z méfeni rybiho masa,
které jsou na grafu znaceny zelenym pismenem ,,b“. Tyto hodnoty jsou v malém mnozstvi
(nebylo mozné vybrat spravné spektrum) a ani tak nevytvaii shluk bodt. Z tohoto diivodu bylo

rozhodnuto, Ze se z grafu vyfadi vSechny hodnoty rybiho masa.

< __.‘
Obrazek 19 - Trojrozmérny graf - rozliSeni druhé skupiny vzorkd bez masa nutrie. Legenda k obrazku: a —
kachni maso, b — rybi maso, ¢ — kozi maso, d — dan¢i maso
Po odstranéni hodnot rybiho masa, doslo k vygenerovani nového trojrozmérného grafu, ktery
je zobrazeny na obrazku 20. Tento graf obsahuje pouze hodnoty z dan¢iho, kachniho a koziho

(13

masa. Lze vidét, Ze u vzorku kachniho masa, ktery je na grafu vyznacen pismenem ,,a* ¢ervené
barvy, doslo k odd¢leni od zbylych dvou vzorki. Variabilita byla o nékolik procent vyssi nez u

prvotniho stanoveni vSech vzorkt. Tato hodnota ¢ini 23,7 % na PC1.

Obrazek 20 - Trojrozmérny graf - rozliSeni vzorku druhé skupiny bez rybiho masa a masa nutrie.
Legenda k obrazku: a — kachni maso. b — kozi maso, ¢ — danc¢i maso
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Rozliseni kachniho masa od zbylych dvou vzorkl (danci, kozi maso) potvrdilo i pfezkoumani
spekter. Na obrazku 21 jsou tato spektra z méfeni vzorkii kachniho, koziho a danc¢iho masa
zobrazena. Je patrné, ze spektrum kachniho masa je zcela odlisné od spektra koziho a daii¢iho

masa co se poctu a velikosti pikl tyce.
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Obrazek 21 - Spektra ziskana z méteni vzorkd kachniho, danciho a koziho masa. Prokazani
rozliSeni kachniho masa

Zbylé dva vzorky (kozi a dan¢i maso) nebylo mozné rozeznat pfi porovnani mezi sebou. Proto
bylo provedeno porovnani vzorku koziho masa s kachnim masem a porovnani vzorku danciho

masa s vybranymi druhy (kap. 4.5).

Porovnanim vzorku koziho masa s kachnim masem doslo k tispé$nému oddéleni obou vzorka
a miZeme je oznaCit za rozliSitelné (obr. 22). Na tomto obrazku miizeme také pozorovat

spravné vytvoreni shlukd.

Obrazek 22 - Trojrozmérny graf — rozliSeni kachniho a koziho masa. Legenda k obrazku: a — kachni
maso, b — kozi maso
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Uspé&sné oddéleni koziho a kachniho masa (obr. 22) potvrzuje také graf 6. Na tomto grafu je
zobrazend mira variability na PCl, PC2, PC3 neboli tfech hlavnich komponentich
v procentech. Variabilita téchto dvou vzorki je 38,1 % na PC1, coz je nejuspésnéjsi oddéleni
vzorkll na této komponenté. Pokud bychom se zaméfili na zbylé dvé komponenty, tak na PC2
je variabilita 10,7 % a na PC3 je to pouhych 8,8%. Tato procenta nejsou vysoka, ale dilezité

je, ze procenta udand na PC1 vysoké byla.

PCA component variamnce explainmned
no heading
area based=1, deisotoped, normalize=2

=
==
==
=]

Variance explained
+13 4><'|U+13 6){10'”3 8*10’”3 1><1U+M

=
mi:ﬁ;ﬁ-{.
2l oD b= — S~ - B
T T
o . mm_—mmﬁ_m
[ = b v = |
----- I N B S — —
(=] 7 ES] =] 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

PCA component

Graf 6 - Mira variability vzorku kachniho a koziho masa udana v procentech

Pokud bychom se zaméfili pouze na komponentu PC1, na které byla mira variability nejvyssi
(graf 6), zjistime, pfi jaké hmotnosti peptidu se vzorky kachniho a koziho masa nejvice lisily.

Na tomto grafu je uvedend hmotnost peptidu 1909,7 m/z.
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Graf 7 - Variabilita vzorkd kachniho a koziho masa pii urcité hmotnosti peptidu na PCI.
Nejvyssi variabilita pfi hmotnosti 1909,7 m/z
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Uvedena hodnota 1909,7 m/z je viditelna 1 na obrazku 21, kde jsou zobrazena spektra kachniho
a koziho masa. Na téchto spektrech miizeme pozorovat viditelné rozdily mezi kozim a kachnim
masem pii této hmotnosti. U vzorku kachniho masa je v uvedené hmotnosti 1909,7 m/z pik,

kdezto spektrum vzorku koziho masa v této oblasti pik neméa, nebo pouze minimalni.

4.5 RozliSeni dafi¢iho masa

V Kkapitole 4.3, ktera byla zaméfena na rozliSeni srn¢iho masa od hovéziho a danciho masa, je
na obrazku 12 zobrazeny trojrozmérny graf, na kterém lze pozorovat nerozeznatelné vzorky
hovéziho a danc¢iho masa. Veskeré hodnoty hovéziho a daiiciho masa byly promisené, a tak
muzeme piedpokladat, Ze tyto vzorky maji podobné hodnoty. Z tohoto divodu bylo

rozhodnuto, Ze se provede nové stanoveni, a to pouze mezi témito dvéma vzorky.

Na obrazku 23 je trojrozmérny graf, ktery zobrazuje provedeni rozliseni mezi vzorky danciho
a hovéziho masa. Tyto vzorky vytvofily oddélené¢ shluky bodi. Na tomto obrazku lze
pozorovat, Ze vétSina bodl (spekter) hovéziho masa, oznaené Cervenym pismenem ,,a“, maji
témeér stejné parametry, protoze se nahromadily na stejném misté. Tomuto oddéleni odpovida i

mira variability, jejiz hodnota je na PC1 35,5 %, coz je oproti jinému rozliSeni velice tispésné.

Obrazek 23 - Trojrozmérny graf — rozliSeni danciho masa shovézim masem. Legenda
k obrazku: a — hovézi maso, b — danc¢i maso
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Na obrazku 24 jsou zobrazena spektra, na kterych je vyznacena hodnota hmotnosti 1930,2 m/z,
pfi které mély tyto vzorky nejvyssi variabilitu. Tato hodnota tvoii u spektra hovéziho masa pik,
kdezto u spektra daiic¢iho masa tento pik neni nebo neni pfili§ zietelny. Mimo tuto hodnotu jsou
tam také zvyraznéné dal$i hmotnosti, které byly na spektrech znacné odlisné. K témto
hodnotam patii hmotnost 1915,9 m/z a 1754,6 m/z. Také Ize na spektrech pozorovat odlisSnost
téchto dvou vzorkd. Spektrum z méfeni vzorku hovéziho masa ma znacné vice pikil nez

spektrum danciho masa.
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Obrazek 24 - Spektra ziskand z méfeni vzorku hoveéziho a dani¢iho masa. Vyznacené hmotnosti
1930,2 m/z, 1915,9 m/z, 1754,6 m/z, ve kterych se vzorky nejvice lisily

Posledni porovnani daiiciho masa bylo s masem nutrie. Toto stanoveni bylo provedeno pro

posouzeni odliSnosti a pro posouzeni lepsiho vysledku.

Vysledek porovnavani srn¢iho masa a masa nutrie (obr. 17) byl uspé$ny a vytvoiené shluky
byly idealni. VSechny ziskané body z méfeni nebyly roztazené po celém grafu, ale byly celistvé

u sebe.

U porovnani dan¢iho masa s masem nutrie zobrazené na obrazku 25, také vznikly oddélené

shluky bodt, ale ty nebyly tak kompaktni jako u porovnavani srn¢iho masa a masa nutrie.

vvvvv

s dan¢im masem.
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Obrazek 25 - Trojrozmérny graf - rozliSeni danciho masa a masa nutrie. Legenda k obrazku: a
— danc¢i maso, b — maso nutrie

4.6 RozliSeni rybiho masa

Posledni vzorek, ktery zatim zlstal nerozliSeny od ostatnich, je vzorek rybiho masa. Vzorek byl
v prvnich stanovenich porovnavan se vSemi vzorky (obr. 7), s druhou skupinou vzorkl
(obr. 18) a také byl porovnavan s druhou skupinou vzorkl bez masa nutrie (obr. 19). Ani jedno

toto stanoveni nebylo GspéSné a vzorek rybiho masa byl vZdy promisen s ostatnimi vzorky.

Tato kapitola je zamétena na rozeznani rybiho masa, které bylo porovnano s kachnim a kozim

masem (obr. 26).

Obrazek 26 — Trojrozmérny graf — rozliSeni vzorku rybiho masa s ostatnimi druhy. Legenda
k obrazku: a — kachni maso, b — rybi maso, ¢ — kozi maso
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Na obrazku 26 je z grafu patrné, ze vzorek rybiho masa se rozprostira mezi vzorky kachniho a
koziho masa. Jelikoz nebyl vytvorfen ziejmy shluk dat rybiho masa, nemtze byt tento vzorek

oznacen za rozliSeny.

Z divodu toho, Ze veskera vyhodnoceni vychazela negativné — data rybiho masa byla
rozprostiena po celém grafu a spektra pti méfeni na ptistroji MALDI-TOF MS byla ve velikém
Sumu, bylo rozhodnuto, ze vzorek rybiho masa bude oznafen za neidentifikovatelny a

nerozliSitelny od ostatnich vzorkd.
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5. Zavér

Tato bakalaifska prace byla zaméfena na druhové rozpoznani mas pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF s vyhodnocenim PCA. Vzorky pouzité v této bakalarské praci byly
pfipravené ze syrového masa, které bylo nasledné zmrazeno. Bylo pfipraveno celkem jedenact
vzorki (danci, hovézi, kachni, kozi, krali¢i, kufeci, nutrie, srnci, rybi, veptové, zajeci), které
byly zpracovavany v Laboratoii aplikované proteomiky na Vysoké Skole chemicko-

technologické v Praze.

Vsechny tyto vzorky byly na analytickych vdhach navazeny na hmotnost 0,25-0,30 mg. Po
navazeni vzorki nasledovalo enzymatické §tépeni. Stépeni vzorkt jednotlivych druht mas bylo
provadéno za pomoci trypsinu, ktery byl pfipraven ve smési s hydrogenuhli¢itanem amonnym.
Po dvouhodinovém S$tépeni za laboratorni teploty byly veskeré vzorky pteciStény pomoci
ZipTip Cis reverzni faze. Toto precisStovani zahrnovalo nékolik krokti, do kterych patii wetting,
ekvilibrace a eluce. Jakmile byly vzorky eluovany, nasledoval krok smichdni s matrici. Matrici
pro toto méfeni byla vybrana DHB (2,5-dihydroxybenzoova kyselina). Vzorky s matrici byly
ptipravené na ocelové desticce vzdy na tfech pozicich. Vlastni méteni na ptistroji MALDI-TOF
zahrnovalo mifeni laseru do jednotlivych krystalt. Z tohoto méfeni vznikla jednotliva spektra
pro dany druh masa. Po zméfeni vSech vzorki byla data extrahovéana do pocitatového programu
R. Tento program vygeneroval trojrozmérné pohyblivé grafy se vzorky mezi tfemi hlavnimi
komponentami, graf variability vzorkli na jednotlivych komponentach, kumulativni graf
variability vzorkl a v neposledni fad€ graf variability vzorka pfi ur€ité hmotnosti peptidu na
PC1. Vyhodnocovani vzorktl bylo provadéno pomoci téchto grafii neboli analyzou hlavnich
komponent. Pro toto méfeni byly nejzajimavéjsi tfi hlavni komponenty — PC1, PC2, PC3. Tyto
komponenty poskytovaly osy, ve kterych byly jednotlivé body vzorkli pozorovany v prostoru.
Hypotéza, Ze vSechny vzorky mas mohou byt vyhodnoceny najednou, byla zamitnuta hned po
vygenerovani prvniho grafu, ktery ukazal propojenost vzorki. Proto byly vzorky rozdéleny do
dvou pomyslnych skupin. Prvni skupina obsahovala vzorky veptfového, hovéziho, srnc¢iho,
kréli¢iho, zajec¢iho a kufeciho masa. VétSina z téchto vzorkd byla hned zpocatku oddé€lena.
Jediné srn¢i maso bylo stale spojené s hovézim, proto bylo v nasledujicim kroku rozhodnuto,
7e se srn¢i maso bude hodnotit zvlast. Vzorek srnciho masa byl porovnavan s danéim, hovézim
masem a masem nutrie. VSechna tato vyhodnoceni byla uspé$nd. Druhou skupinu vzorka
tvotilo danci, kozi, rybi, kachni maso a maso nutrie. Vzorek masa nutrie byl pii vsech
vyhodnoceni pozitivni a Ize jej od vSech mas rozliSit. Po odebrani rybiho masa z této skupiny

byly 1 ostatni vzorky odliSeny. Bylo provedeno samostatné stanoveni rybiho masa s kozim a
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kachnim masem, ale vysledek byl negativni. VeSkera spektra rybiho masa byla ve velikém
Sumu a nebylo mozné vybrat spravna spektra, tzn. minimélni Sum, velky pocet piki, vysoké
piky. Ztohoto divodu bylo rozhodnuto, Ze jediné rybi maso bude oznaceno za

neidentifikovatelné a nerozliSitelné od ostatnich.

Metoda MALDI-TOF MS s vyhodnocenim PCA byla pro druhové rozeznani mas uspesna.
Deset z jedenacti vzorki bylo spravné rozpoznano. Pomoci téchto dat by bylo mozné ji pouzit
pro odhaleni falSovani mas, zatim pouze pro syrové maso — napiiklad pro tatarsky biftek ¢i
mleté maso. Dal§i moznosti pro tuto metodu by bylo pouziti pro zpracované maso — napiiklad
tepelné upravené nebo rizné masné vyrobky. Tato metoda je ve svété vyuzivana hlavné

v mikrobiologii, ale jeji vyuziti pro identifikaci potravin je minimalni.
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7. Seznam pouZitych zkratek

ATP

DFD

DHB

DNA

ELISA

HDL

LDL

MALDI-TOF

MIR

NIR

PCA

PCR

PCR - RFLP

pH

PSE

qPCR

Adenosintrifosfat

(Adenosinetriphosphate)

Tmavé, tuhé a suché maso

(dark, firm, dry)

2,5-dihydroxybenzoova kyselina

(2,5-dihydoxybenzoic acid)

Deoxyribonukleové kyselina

(deoxyribonucleic acid)

Enzymovy imunologicky test

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Lipoproteiny o vysoké hustoté

(High Density Lipoprotein)

Lipoproteiny o nizké hustoté

(Low Density Lipoprotein)

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby letu
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight)
Stredni infracervena spektroskopie

(Medium Infra-Red)

Blizka infracervena spektroskopie

(Near Infra-Red)

Analyza hlavnich komponent

(Principal Component Analysis)

Polymerazova fetézova reakce

(Polymerase Chain Reaction)

Polymorfismus délky fetézcovych fragmentii

(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
Potencial vodiku

(Potential of Hydrogen)

Bledé¢, mékké, vodnaté maso

(Pale, soft, exudative)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
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RNA

WHC

(Quantitative Polymerase Chain Reaction)
Ribonukleova kyselina

(Ribionucleic acid)

Schopnost zadrzet vodu

(Water Holding Capacity)
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