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Abstrakt

V této bakalatské praci jsem se vénovala ovéfovani slozeni Spaget metodou LC-ESI-Q-TOF
(Liquid Chromatography — Electrospray lonisation — Quadrupole — Time of Flight). Tato
metoda je v biochemickych i potravinarskych oborech ¢asto pouzivana ke studiu

proteinového slozeni komplexnich vzorkd.

Pro tuto praci bylo vybrano 12 typt bézné dostupnych Spaget, které byly navazeny, nadrceny
a nasledné Stépeny enzymem trypsinem na peptidy. Jako referencni vzorky byly pouzity dva
druhy bezvajecnych Spaget, dale bylo vybrano pét druhti Spaget, u kterych vyrobce uvedl, ze
mohou obsahovat stopové mnozstvi vajec a dale bylo analyzovano pét druhli vaje¢nych
Spaget, u kterych vyrobci uvedli, Ze obsahuji minimalné dveé procenta vajec. Vysledné tabulky
byly zpracovany a vyhodnoceny proti databdzim proteini z organismt pSenice (7riticum
aestivum/Triticum durum) a kura domaciho (Gallus gallus). Podle o¢ekavani byly ve vzorcich
bezvajenych té€stovin nalezeny proteiny pouze psSeni¢ného plvodu. Ani u vzorkll Spaget
s moznosti obsahu stopového mnozZstvi vajec nebyly vaje€né proteiny detekovany. Ve
vzorcich vajeénych Spaget byly sice identifikovany proteiny pochézejici z kura domaciho,
ovSem prokazatelné vajecné proteiny byly nalezeny pouze u jediného vzorku. I pies prokazani
vajecnych proteinil pouze v jediném vzorku, povazuji vyuZiti této metody k danému ucelu za

uspésné.
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Abstract

This thesis is focused on detection of egg proteins in spaghetti. For this purpose a mass
spectrometry, namely LC-ESI-QTOF (Liquid Chromatography — Electrospray lonisation —
Quadrupole — Time of Flight) was applied. This method is commonly used for identification

of proteins in biochemistry and food industry.

Twelve types of spaghetti were chosen for this study — two eggless types of pasta, five types
of spaghetti which allegedly can compound traces of eggs and five types of pasta with content
of eggs. Results were processed and compared with international databases of proteins from
wheat (Triticum) and chicken (Gallus gallus). How it was expected, only wheat proteins were
found in eggless samples. In samples of spaghetti with possible traces of eggs any of egg
proteins were not detected. In samples of pasta with egg content proteins originated from
chicken were found. Despite of unambiguous identification of egg proteins in only one

sample I consider using this method as successful.
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Uvod

Té&stoviny jsou celosvétove rozsifenou a oblibenou univerzalni potravinou. Italskd kuchyné,
ktera je na téstovinach a Spagetach zaloZena, je stale oblibenéjsi diky jednoduchosti pfipravy
pokrmil a jejich variability. DalSim faktorem je i cena Spaget, kterd se pohybuje v fadech
desitek korun za pulkilové baleni. Ackoliv je pivodni italsky recept zaloZzen pouze na mouce
z tvrdé pSenice (Triticum durum) zvané semolina, ve stfedni Evropé je bézné, Zze se do
receptury pridavaji vejce. Je to odpovéd vyrobcii na poptavku zakaznikli po domacich

produktech a pfidand vejce vytvari iluzi, ze se jedna o nesSizeny a kvalitni produkt.

K proteinovym rozboriim se nejcastéji pouziva metoda hmotnostni spektrometrie, protoze se
jednd o rychlou metodu, kterd dokaZze odhalit vSechny komponent vzorku najednou. U
téstovin a Spaget se vétSinou ovétuje pouze uvedené mnozstvi a nikoliv piivod obsazenych
proteinil. Mnozstvi vajec se urcuje z obsahu cholesterolu ve vzorku. Tento postup je bézné

uzivany v potravinarstvi.

U klasickych susenych Spaget se mnozstvi vajec pohybuje mezi 1-2 %, coz muze byt
rozhodujici u schopnosti metody identifikovat pfitomné proteiny. U Cerstvych téstovin je
uvadéné mnozstvi veétsi (18 %), proto bychom zde mohli ocekdvat snadngjsi identifikaci a
rozpoznani vajeénych proteind. Ve vétsSiné piipadd se pouziva pasterovany zloutek, coz by
mohlo usnadnit identifikaci jednotlivych proteinti, protoze hlavni bilkovinna zasoba vejce je

uloZena v bilku.

V této praci se zabyvam ptivodem vsech proteinli obsazenych v té€stovinach a na zakladé toho
posuzuji, zda vyrobci pfi vyrobé opravdu pouzivaji takové suroviny, které deklaruji na

obalech svych vyrobkd.



Teoreticka ¢ast

1.1 Téstoviny a jejich historie

Pfi zkoumani proteinového slozeni téstovin je pro nds dualezité védet, jakym zplsobem se
vyrabi. Béhem nékterych technologickych procestt mize dochazet ke zméndm ve struktuie
pritomnych proteinti, které mohou ovlivnit vysledky analyzy, nebo mohou napovédét, proc¢

jsme dosli k ur¢itym vysledkim.

Pro téstoviny se dnes uz i u nas pouziva oznaceni pasta — tedy italsky pteklad slova téstoviny.
Piivod ma toto slovo v feckém maoctd (pasta) ‘jeCmennd kase’. Anglicky ndzev respektuje
puvodni italské oznaceni ,pasta‘ a poprvé se s nim setkdvame v roce 1874. Historici popisuji
n¢kolik lexikalnich meznik v historii téstovin. Jako ptiklad uvadim ,itrium‘ — druh vafeného
tésta, které¢ bylo bézné v Palestiné od 3. do 5. stoleti. Podobné je i arabské ,itriyya‘ nalezené
ve slovniku z 9. stoleti — tedy pokrm z tésta uvalen¢ho do provéazkovitych tvari, které se pred

varenim susi. (Serventi & Sabban, 2002)

Uz v textech Quinta Horacia Flacca z 1. stoleti naseho letopoc¢tu se mizeme docist o pokrmu
,JJagana‘ (Jednotné ¢islo laganum), ktery sestaval z tenkych tepelné upravenych plati tésta, a
ktery byl denni obzivou. (Serventi & Sabban, 2002) Ve 2. stoleti naSeho letopoctu mizeme
recept na tento pokrm najit ve spisech Athénaiose z Naucratis: platy tésta z pSenicné mouky,
Stava z drceného saldtu, ochucené kofenim a osmazené v oleji. (Serventi & Sabban, 2002) Na
zacatku 5. stoleti se objevuje prvni kuchatka — Apicius. Jednd se o zkompilovani rliznych
zdrojii — velmi pravdépodobné helénistickych. Pivod nazvu knihy neni zcela jasny, ale
pravdépodobné vychazi ze jména vyznamného gurmana. V uvahu pfichazi Marcus Gavius
Apicius, ktery ovSem cognomen Apicius ziskal podle gurmana Apicia, ktery zil v 90. letech
pfed nasSim letopoCtem. Kniha je rozdélena do deseti kapitol podle surovin. A praveé
v kapitolach o ,sekaném mase‘ nebo o rybach miizeme najit, Ze toto maso bylo ,obkladano
téstovinami lagana‘. Nicmén¢ piiprava téchto plath stale neodpovida modernim téstovinam.
Spole¢ny maji jen tvar a pravdépodobné zakladni sloZeni — tedy mouka a voda. Prvni zminka
o téstovinach tak, jak je zndme dnes, se objevuje v Italii na prelomu 13. a 14. stoleti. (Serventi

& Sabban, 2002)

Ve svété je velmi rozsifena legenda, Ze téstoviny piivezl do Evropy Marco Polo ze svych cest

po Ciné. Jak je ovSem uvedeno vySe, zminky o téstovindch se na uzemi Evropy objevuji



mnohem dfive, nez se Marco Polo na cestu viibec vydal (1271-1292). I z jeho texti (Milion)
je ztejmé, ze ryzové platy cestovatele zaujaly predevsim proto, ze mu to pripomnélo néco, co
jiz znal z Evropy. Co se ovSem neda popfit je, Ze po vydani svych cestovatelskych
dobrodruzstvi konzumace téstovin vzrostla, protoze se ¢tenaii chtéli konzumaci té€stovin, které
do té¢ doby spiSe luxusni potravinou — kvili obtiznému a zdlouhavému zpracovani tvrdé
pSenice — pfiblizit exotickym sousedim. (Panzani - pfibéh téstovin, 2019) Dalsi zptisob
zaneseni téstovin do Evropy popisuje ve své knize kritik a spisovatel Jeffrey Steingarten. Ten
zastava nazor, ze téstoviny piinesli do Evropy, konkrétné na Sicilsky emirat (965-1072),
Arabové. (Steingarten, 1998) Ve 14. a 15. stoleti se konzumace téstovin rozsifila diky jejich
snadnému uskladnéni v ususené forme¢. To dovolilo predevsim mofeplaveim vozit zasoby

prakticky po celé¢ zemé&kouli. (Serventi & Sabban, 2002)

1.2 Suroviny
1.2.1 PSenice

V Ceské republice je pSenice dominantni obilovinou piiblizné od druhé svétové vélky a od 70.

let je CR v jeji produkci plné sob&sta¢na. (P¥ihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

Zrno

Pro potravinaiské ucely je nejdilezitéjsi casti rostliny zrno, konkrétné endosperm. Endosperm
je vnitini Zivné pletivo, které obklopuje embryo a zasobuje ho zivinami. VétSinou sacharidy,
méné uz oleji a proteiny. U pSenice tvoii endosperm pfiblizné 85 % hmotnosti zrna, z ¢ehoz
pfipadd 7—15 % na bilkoviny — procentudlni zastoupeni bilkovin se 1i8i u vnitiniho a vnéjsiho
endospermu. Pojmem vnéjSi endosperm oznaCujeme aleuronovou vrstvu, ktera je mezi
endospermem a obalovymi vrstvami a ma vysoky podil bilkovin — az 30 %. Tyto bilkoviny
nejsou ovSem ve srovnatelné kvalité¢ jako bilkoviny vlastniho endospermu. Vymilanim
aleuronové vrstvy tedy mizeme ziskat mouku s vy$Sim obsahem minerdli i bilkovin, ale
kvalita ziskané mouky se tim nijak zasadné¢ nezvysi. DalSi Casti zrna je kli¢ek. Ten je vzdy
pied mletim odstrafiovan, protoze svou snadnou oxidaci a nachylnosti na enzymové zmény
negativné ovliviiuje chut, vini a vzhled vyslednych produkti. Klicek je  mozné
v potravinafstvi dale vyuzit pouze v pfipadé, Ze jsou jeho enzymy vcas inhibovany, aby

nestihlo dojit k vnitinim zménam. (Pfihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)
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Obilné bilkoviny

Jelikoz cilem této prace je urcovani proteina ve vyslednych produktech, i u pSenice nas zajima
predevsim obsah a slozeni bilkovin. Primérny obsah bilkovin je téméf nemozné plosné
stanovit, protoze tato hodnota se velmi odviji od klimatického prosttedi, ve kterém rostlina
roste, od zptsobu hospodafstvi, od mnozstvi a piipadné druhu hnojeni, od slozeni pidy

v misté péstovani apod. Piihoda, Skiivan a Hruskova (2003) vytvofili jednoduché znazornéni
rozsahu procentualniho obsahu bilkovin, které uvadéji nékteii autoti (Graf 1: Rozsah obsahu

bilkovin uvadény riznymi autory ).Graf 1: Rozsah obsahu bilkovin uvadény riznymi autory
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Graf'1: Rozsah obsahu bilkovin uvadeny riiznymi autory (Prihoda, Skrivan, & Hruskovd, 2003)

Je ztejmé, Ze nejveétsi rozptyl nachdzime u pSenice. To neni nic ptekvapivého, kdyz uvazime,
7e psenice je nejdominantnéjsi obilninou na svété. Co je zajimavé, je znatelné¢ mensi rozsah u
tvrdé pSenice. Je to zplsobeno tim, Ze Triticum durum je narocnéj$i na podminky pfi
péstovani a jeji rozSifeni je podstatné mensi nez u Triticum aestivum, tudiz 1 podminky pfi

jejim péstovani budou podobnéjsi.

Obilné bilkoviny Ize rozlisit do nékolika kategorii podle funkce':

! Seznam nalezenych obilnych proteind a jejich funkce jsou déale uvedeny v kapitole 3.1.
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e Metabolicky aktivni — tedy bilkoviny, které jsou soucasti cytoplasmy a Ucastni se
metabolickych procesti, napt.: enzymy, membranové slozky (receptory), ribozomové
bilkoviny apod.

e Zasobni — které se dale daji rozd¢lit podle velikosti molekul

Dalsim faktorem, podle kter¢ého mizeme bilkoviny délit, je jejich rozpustnost v rtiznych

rozpoustédlech.

1. Albuminy — rozpustné ve vod¢

2. Globuliny — rozpustné v roztocich soli

3. Prolaminy — rozpustné v 70% roztoku etanolu
4

Gluteliny — rozpustné jen ¢astecné a to ve ziedénych kyselinach nebo zasadach

Toto déleni je zaloZeno pouze na fyzikalnich vlastnostech jednotlivych molekul. Vzhledem ke

sloZitosti bilkovinnych makrocastic nelze proteiny jednoduse kategorizovat. (Osborne, 1907)

PSenice se od ostatnich obilovin li§i mnozstvim vysokomolekulérnich bilkovin, kterych ma
znatelné nejvice a zaroven 1 strukturou jednotlivych bilkovin. Na rozdil od pSeni¢nych, chybi
bilkovinam ostatnich proteint schopnost tvofit samostatné trojrozmérné struktury. I to mize
byt pfi¢inou rozdilu v poctu prostorové velkych molekul. Co se aminokyselin tyce, byva
sloZeni u vSech obilovin velmi podobné. Hlavnim spole¢nym znakem je napiiklad maly obsah
lysinu. Nejvétsi zastoupeni maji glutamin a kyselina glutamova, nicméné i1 zde pSenice
vystupuje z fady — obsahuje jich zhruba 1,5 ndsobé vice nez ostatni. (Ptihoda, Skifivan, &
Hruskova, 2003)

Obilné sacharidy

Stejné jako u bilkovin je i obsah sacharidi slozité presné urcit kvili podminkam, ve kterych je
rostlina péstovana. Tabulka 1: Rozsah obsahii n&kterych skupin sacharidii v pSenici podle

riznych autorii (pfevzato Piihoda, Skiivan a HruSkova, 2003) ukazuje rozptyl hodnot, které

uvadéji rizni autofi u pSeni€ného zrna a u mouky.
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Tabulka 1: Rozsah obsahii nékterych skupin sacharidii v pSenici podle ruznych autorii (prevzato Prihoda, Skiivan a
Hruskova, 2003)

Typ sacharida Zrno Mouka
Volné cukry (%) 2,1-2,6 1,2-2,1
Skrob (%) 53 65-74
% amylosy ze Skrobu 17-27 —
Celulosa (%) - 0,3
Hemicelulosy (%) - 2,4
Pentosany (%) 1,4-2,0; 1,1-
2,3-2.4; 1,6;
6,0; 6,7 1,6-2,1
B-glukany (%) 0,34-1,4; -
0,54; 1,4
Rozpustna vlaknina (%) 2,1 1,7

Po technologické strance jsou ze vSech sacharidli nejvyznamnéjsi polysacharidy, tedy fetézce
opakujicich se monosacharidli. Tyto sacharidy maji podobné jako bilkoviny pievazné dvé
funkce — zéasobni a stavebni. Mezi zésobni polysacharidy tadime Skrob, jehoz veskeré
mnozstvi v zrnu je kumulovano v endospermu, kde spolu se zasobnimi bilkovinami tvofi
zasobu Zivin pro nové vznikajici rostlinu. Skrob je fetézec tvofeny molekulami glukozy, ktery
muze tvofit vétvené fetézce amylopektinu nebo nevétvené makromolekuly amylosy. Pomér
téchto dvou typt fetézct je ptiblizn€¢ 4:1. V rostlinach se Skrob vyskytuje ve formé
Skrobovych zrn, kterda mohou byt u riiznych rostlin rizn¢ velka a vzhledem k tomu, ze po
mleti tvofi mouku z 80 % Skrob, odviji se vétSina technologickych postupli pfi zpracovani
mouky pravé od vlastnosti Skrobovych zrn. Strukturni sacharidy jsou pievdzn€ soucasti
bunéénych stén rostlin, kde jsou zodpovédné za tvar jednotlivych bunék a tim 1 pevnost
celych rostlinnych pletiv. NejvyznamnéjSimi stavebnimi sacharidy jsou naptiklad celulosa
nebo lignin. Jsou to latky z vétSiny nerozpustné ve vodé a jako soucdsti oballi zrna jsou
zodpovédné za mechanickou ochranu a zaroveil regulaci priniku vody do vnitiniho prostoru
zrna. Tak jako Skrob 1 celuléza je tvorena fetézcem glukosovych jednotek. Rozdilnost
v rozpustnosti ve vodé ma na svédomi vazba B-1,4. Ve Skrobu je jedna o vazby a-14

(gykosidickéd u amylosy) a a-1,6 (u amylopektinu).

Dal§i zminénou skupinou sacharidii jsou P-glukany. Jedna se o ve vodé rozpustné
polysacharidy, které bobtnaji a vytvareji koloidni systémy dtlezité pro svou viskozitu a
vysokou vaznost. V rostling€ se tyto vlastnosti vyuzivaji k navazani a udrzeni vody a obecné

k hospodateni s vlhkosti. (Pfihoda, Sktivan, & Hruskova, 2003)
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Obilné lipidy

Lipidy tvofi oproti proteinim a sacharidim znatelné mensi ¢ast obilnych slozek — 2,5 %.
Vyjimku tvofi oves, ktery v zrnech obsahuje az 6 % lipidi. Nejvice tukd mizeme nalézt
v kliccich. Ty jsou ovSem pii zpracovani zrn do mouky odstranovany (viz kapitola 1.3.1.
Zmo), takze do vyslednych produktli jiz tyto tuky nepfechazi v plvodnim mnoZstvi.
Lisovanim klick se ovSem ziskdva jedna ze zdkladnich surovin v potravinafstvi, a to ole;j.

Nekteré oleje z obilovin patii k velmi cenénym potravinam — napiiklad kukufi¢ny ole;.

Co se slozeni lipidi tyka, nejvyznamnéjsi slozkou je kyselina linolova, jejiz snadna
oxidovatelnost zpusobuje zluknuti mouky. Dal§imi mastnymi kyselinami, které v pSenici
nachdzime, jsou sestupné podle mnozstvi kyseliny palmitova, olejova, linolenova a stearova.
Mezi lipidy fadime 1 pigmenty, konkrétné se jednd o karotenoidy a zlutd/oranzova barviva.
Nejveétsi mnozstvi téchto pigmentl je obsazeno v tvrdé pSenici (7Triticum durum), ktera se

pouziva k vyrob¢ semoliny. (Pfihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

1.2.2 Mouka

Mouka rozhodujicim zpiisobem ovliviiuje vlastnosti té€stovin. K vyrob¢ jakostni mouky slouzi
pfedevsim kvalitni pSenice s vysokym obsahem bilkovin: 12-16 %, tedy 36-50 % mokrého
lepku). K tomu nejlépe slouzi pSenice tvrdd — Triticum durum. Ma syté zbarvend, coz
naznacuje vysoky obsah Zlutych a oranZovych karotenovych barviv, sklovitd zrna. Sklovitost
zrn vychézi z vlastnosti endospermu? a uréuje prisvitnost téstovin, ktera je jednou z zadanych

senzorickych vlastnosti téstovin.

Polohruba mouka vyrobena z této pSenice se nazyva semolina. Ve stiedni Evrop¢ nelze tvrdou
pSenici vypéstovat, a tak je Ceské republika odkézana na dovoz. Caste¢nou ndhradou mize
byt miseni mouky z tvrdé pSenice s moukou vyrobenou z potravinadiské pSenice nebo mouka

pouze z jiz zmin€né potravinaiské pSenice. (Miillerova & Skalicky, 1985)

Lepek

Lepek je oznaceni pro konkrétni skupinu glykoproteinii — tedy proteind, na kterych jsou
navazany sacharidy. Tento typ proteinii vznikd posttranslacni modifikaci — glykosylaci
proteinii. Pojmem lepek oznacujeme smeés téchto proteint, které jsou obsazeny v rostlinach —
ptresnéji v rostlinach rodu travovité (Poaceae), kam patfi i pSenice, kterd je zdrojem mouky na

vyrobu Spaget. U pSenice hovoiime o gliadinu a gluteninu (Shewry, Tatham, Forde, Kreis, &

2 Endosperm je zivné pletivo, které tvofi vnitini ¢ast zrna vétSiny krytosemennych rostlin. Slouzi
k zasob¢ sacharidll pro embryo, které obklopuje. (Slavikova, 2002)
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Miflin, 1986), zatimco u ostatnich obilovin, jako je naptiklad je¢men nebo oves se nazev
téchto proteini odvozuje od rodového ndzvu rostliny. Hordeiny u jecmene (Hordeum) nebo
secaliny u zita (Secale). (Shuren, 2007) V rostlin€ nachazime tyto proteiny v zrnu — konkrétné
v endospermu semene. V pSenici je obsah komplexu glykoproteinli az 85 %. Zatimco
v rostliné maji tyto proteiny pfedevsim zasobni funkci, v potravinafstvi se uplatiiuji hlavné
jejich elastické a pojici vlastnosti. Taznost a pruznost ma u pseniénych vyrobkl na svédomi
lepek, takze naptiklad u zitného tésta, které je tvofeno piedevsim polysacharidy, bychom tyto
vlastnosti hledali marn¢. (Pfihoda, Skfivan, & Hruskova, 2003) Ne nadarmo i anglické
pojmenovani lepku ,gluten, vychazi z latinského gluten — lepidlo. (Shewry, Tatham, Forde,

Kreis, & Miflin, 1986)

Mokry lepek
V potravinafstvi se setkdvame s pojmem ,mokry lepek*. Lepek jako takovy lze z tésta izolovat
pomérné jednoduse, a to vypiranim proudem vody. Postupné se vyplavuje Skrob a latky

rozpustné ve vod¢, az nakonec zbyde pravé mokry lepek, ktery mé charakter pruzného gelu.

(Shewry, Halford, Belton, & Tatham, 2002)

Obsah lepku v mouce resp. optimdlni obsah mokrého lepku v mouce (3545 %) je
zodpovédny za vlastnost té€stovin jak pii vyrobnim procesu, tak i jiz hotového produktu. Diky
obsahu mokrého lepku se téstoviny lisuji pomalu, tésto je pevné, vlacné a vzniklé té€stoviny
jsou hladké. Pti vafeni nabyvaji velkého objemu a jsou odolné proti rozvaieni — ideélni pro
vareni na italsky zptisob al dente — tzv. na skus. V ptipad¢ tésta z pSenice s obsahem mokrého
lepku pod 30 % se sice tésto 1épe lisuje, protoze klade mensi odpor, ale vzniklé téstoviny jsou
lepivé, nemaji uspokojivou barvu a maji tendenci se rozvatrovat. Naopak v piipade, Ze
zdrojem pro vyrobu mouky byla pSenice s obsahem mokrého lepku vysSim nez 40 %, je
vykon lisu jiz znateln€ snizen a je tieba zvysit vlhkost a teplotu tésta. Tato mouka se hodi

ptevazné pro dlouhé té€stoviny — Spagety. (Piihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

1.2.3 Voda

Voda je pti vyrobé téstovin recepturni slozkou — pouziva se v ptiblizném poméru 24-30 % na
mouku — a provozni slozkou — chlazeni, myti (cca 100 % na mouku). Pro pouziti do tésta musi
splnovat normu pro pitnou vodu, kviili korozi by neméla reagovat kysele a tvrdost by neméla

mit vy$§i nez 10-11 mmol na litr’. Vy3si obsahy Fe** a Mg?* ionth mohou zplsobovat

3 Drive se k vyjadreni tvrdosti vody pouzivala némecka stupnice. Podle sou¢asnych norem se tvrdost
vody uruje jako soucet vapniku a hotféiku v mmol/l. 1 mmol/l odpovida podle némecké stupnice
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tmavnuti vysledného produktu a znesnadnovat proces suSeni. Zvysené mnozstvi soli
zpusobuje, zZe téstoviny maji vétsi drobivost. Teplota pouzivané vody se pfizpisobuje druhu
pSenice a mouky, ze které je tésto tvotreno (viz kapitola Lepek) a druhu vyrabénych téstovin.
Vétsinou se uzivd voda v rozmezi teplot 22-50 °C. Jak vyplyva z kapitoly Lepek vyse —
konkrétné pro vyrobu Spaget je pfidavek vody do tésta nizsi (25-26 %) a teplota vody a
ostatnich surovin o néco vyssi, nez tomu byva u vyroby kratkych téstovin. Bézné uvadéna

teplota tést je mezi 28 a 30 °C. (Ptihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

1.2.4 Vejce

Vejce se pouzivaji na zlepSeni vlastnosti té€sta i samotného produktu. Sleduje se barva,
pevnost a objem, do kterého téstoviny nabyvaji. V ptipadé, zZe se ptidavaji v nesuSeném stavu,
zpusobuji 1 vétsi kiehkost téstovin, a proto byvaji obsahy vajec v kratSich téstovinach vétsi

nez v delSich té€stovinach — Spagetach.

Pouzivani vajec v téstovinach se v Ceské republice li§i od ostatnich zemi. V zahrani¢i se
ptidavaji kromé suSenych vajec i Cerstva vejce, nebo vajecnd melanz. V tuzemsku je zvykem
pridavat do smési susend vejce. Co se mnozstvi tyce, jde piiblizné o 2—5 vajec na 1 kg mouky.
Svym vyzkumem budu toto ovéfovat a budu porovnavat obsah vajec v riiznych druzich Spaget

s riznym mistem vyroby. (Pfihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

SloZeni vejce
Vejce je produktem rozmnoZovaciho ustroji kura domaciho (Gallus gallus). Funkci vejce je
pfedevsim vyzivovat nové se vyvijejicitho jedince, a proto jsou jeho jednotlivé slozky —

zejména zloutek a bilek, tomu uzpisobeny. (Benda, Babtirek, & Zd’arsky, 2000)

Zloutek

Zloutek tvoii piiblizné 30 % objemu vejce a je stdZejnim pro vyzivu embrya. Jedna se o
tukovou emulzi ve vodnim prostiedi a mizeme zde nalézt tuky — piedevSim glyceridy,
fosfolipidy a steroly (cholesterol) a rozpusténé vitaminy A a D, vitaminy skupiny B a nékteré
mineraly, napf.: Zelezo, vapnik nebo fosfor. Soucasti Zloutku jsou bilkoviny ovovitelin a
v mensi mife ovolivetin. Prekurzorem pro tyto bilkoviny je vitellogenin, ktery se syntetizuje
v jatrech a do vaje¢niku je transportovan krvi. (Benda, Babiirek, & Zd'arsky, 2000) (Poustka,
2016)

5,61°. Do 0,7 mmol/l je voda povazovana za mékkou, od 3,75 mmol/l za tvrdou. (www.pvk.cz/vse-o-
vode/pitna-voda/vlastnosti-vody/tvrdost-vody/)
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Bilek

Dalsi vyznamnou slozkou vejce je bilek, ktery je, jak uz ndzev napovida, bohatsi pravé na
bilkoviny. Hlavnim proteinem je ovalbumin, ktery tvofi pfes polovinu proteinového slozeni
bilku. Dalsi soucasti jsou ovokonalbumin, ovomukoid a ovomucin (viz Tabulka 2). Bilek ma
vysokou viskozitu i pies to, Ze obsahuje az 88 % vody a jeho hlavnimi funkcemi jsou ochrana
zarodku ptfed vnéjSimi vlivy, udrzeni homeostazy a samoziejmé¢ vyziva zarodku. (Benda,

Babuirek, & Zd'arsky, 2000) (Poustka, 2016)

Tabulka 2: Prehled proteinii a jinych latek obsazenych ve vajecném bilku (Poustka, 2016)

Slozka Hmotnostni zastoupeni

v suSiné (%)

ovoalbumin 54
ovotransferin - konalbumin 13
ovomukoid 11
lysozym 3,5
ovomucin 1,3-3
volna glukosa 0,4
glykoproteiny (manosa, galaktosa) 0,5
mineralni latky 0,6

Skorapka

Zbytek vejce (pfiblizné¢ 10 %) tvoii skofdpka, kterd je tvofena uhli¢itanem vapenatym a
mechanicky chrani pfed vejce pfed poskozenim. Skofapka je propustnd pro nékteré latky,
z ¢ehoZ prameni napiiklad problematika skladovani vejce (viz kap. Chlazeni, konzervace a
myti). Vejce obsahuje mimo jiné 1 pigmenty, které ovliviiuji jeho zbarveni. U slepi¢ich vajec
muze mit vejce bud’ bilou barvu, nebo rizné odstiny hnédé a krémové. U ostatnich ptacich
druht mtze byt zbarveni rozmanitéjsi pravé na zakladé obsahu rtiznych pigmentd. (Benda,

Babtirek, & Zdarsky, 2000) Touto problematikou se zabyva cela fada odbornych praci.
(Wang, a dalsi, 2017) (Brulez, a dalsi, 2016)
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Vznik vejce

Vejce se zacina tvorit ve vaje¢niku, ktery maji samice kura vyvinuty pouze jeden, a to levy. Je
prichycen na stropé télni dutiny a méfi pfiblizné¢ 2 cm. Béhem snasky se zvétSuje a nabyva
hroznovitého vzhledu, ktery je zptisoben folikuly, kterych dozrava piiblizné tisic. Na vajecnik
navazuje vejcovod, ktery je na zacatku rozSifen. Na toto misto se po ovulaci, pii které
nevznikd zluté télisko, uchycuje a je zde ptipadné oplozeno. Déle vejce putuje do ¢&asti
vejcovodu (magnum), ve které se vejce béhem tii hodin obali bilkem. Ten je i s ipony
(cheldzami) tvoten sliznicnimi zldzami. Déle vstupuje vejce do krcku navazujiciho na délohu,
kde se vytvoti dve papirové blany, na které v dalSich 20 hodinach ptibude i skotépka, kterd se
tvoti v déloze. Na zavér je hotové vejce obaleno ochrannym hlenovitym povlakem a po
24 hodinéch jej slepice snese. K tomu, aby se z vejce vylihl novy jedinec, je tfeba, aby byla

vejce po 21 dni udrzovana ve vhodné teploté, tedy 38 °C. (Benda, Babiirek, & Zd’arsky, 2000)

Vejce jako potravina

Tim, Ze je vejce primarné uréeno k vyzivé nového jedince, jsou vSechny jeho slozky
maximalné vyzivné a stravitelné, aby poskytlo embryu naprosto hladky start do Zivota. Prave
pro svoje slozeni a stravitelnost je také velmi oblibenou potravinou pro nas, lidi.

Nejdominantnéj§imi slozkami jsou bilkoviny a tuky — viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Zastoupeni jednotlivych slozek slepiciho vejce. (Poustka, 2016)

Hmotnost Voda Bilkoviny Tuky Sacharidy

(2) (%) (%) (%) (%0)
Celé vejce 58 65.5 12,1 10,5 0.9
Skorapka 6 1,6 3,3 Stopové -
mnozstvi
Bilek 33 87,9 10,1 Stopové 0,9
mnozstvi
Zloutek 19 48,7 16,6 32,6 1,0

Obzvlasteé v posledni dobé se s boomem zdravé vyzivy a fitness Zivota, zacali lidé zajimat o
to, jaké potraviny pozivaji a jaké je jejich bilkovinné sloZeni. Na toto téma vyslo velké
mnozstvi publikaci (napt. Walek a Téth) a témét v kazdé najdeme 1 kapitolu o bilkovinach,
davkovani a form¢, takze dnes ma uz témét kazdy laik povédomi o proteinech a
aminokyselinach. A i proto jsou vejce tak oblibena. Hlavnim diivodem oblibenosti vajec

v dietach je vysokd vyuZitelnost a hlavné vstfebatelnost vajecnych proteinti (Mikova, NasSe
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vejce: O vejci - Vejce jako potravina, 2010) a spolu s cenou Cerveného masa, vezmeme-li
v potaz kolisajici kvalitu dribeziho masa, jsou vejce jasnym favoritem nejen pro vegetariany,
ale 1 pro osoby, které jsou jiz masem piejedeni. VSestrannost vejce v kuchyni také napoméha

dlouhodob¢ vyssi konzumaci vajec v Evropé. (Morton, 2013)

Krom¢ proteintl je vejce bohaté i na vitaminy mineraly — viz Tabulka 4 a 5.
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Tabulka 4. Prehled vitaminii obsazenych ve vejci
(Mikova, Nase vejce: O vejci - Vejce jako potravina,

2010)
Vitaminy Bilek Zloutek Celé vejce Tabulka 5: Prehled mineralnich latek obsazenych ve vejci
(ng) (ve 100g)  (ve 100g) (ve 100 g) g]\(;[;/(()())m, Nase vejce: O vejci - Vejce jako potravina,
) Mineralni Bilek Zloutek Celé vejce
Kyselina 0 0 0 litky (mg)
askorbova ymg) | (ve 100g) | (ve 100 g) | (ve 100 g)
itami Sodik 155 50 120

Vitamin A 0 450 150
(ekv.RE)

Draslik 140 100 125
Vitamin D 0 4.5 1,5

Vapnik 8 133 50
Vitamin E 0 3600 1300

Fosfor 18 530 193
Tiamin 10 250 91

Zelezo 0,1 4,8 2,3
Riboflavin 430 480 447

Zinek 0,12 3,9 1,3
Biotin 7 60 25

Mangan 0,007 0,11 04
Vitamin 0.1 2.8 1
BI12 Jod 0,003 0,14 0,05
Kyselina 750 4500 1700 Selen 10 49 23
pantotenova
Kyselina 12 140 60
listova

V Tabulce 4 mizeme vidét, Ze ve vejci jsou obsazeny vSechny skupiny vitamini kromeé
vitaminu C (kyseliny askorbové). Nejvice jich je obsazeno ve zloutku, ktery slouzi jako
primarni zdroj mikro a makro Zivin* pro embryo. Jsou to hlavné vitaminy rozpustné v tucich,

v bilku nalezneme naproti tomu vitaminy rozpustné ve vod¢. Z mineralnich latek bychom

4 Pojmem makroZiviny oznacujeme proteiny, sacharidy a lipidy — tedy zakladni latky, které je tfeba
prijimat v potravé. Mikroziviny, tedy vitaminy a mineraly jsou latky, které je tfeba pfijimat ve
znatelné mensim mnozZstvi, nicméng jsou pro funkci organismu dulezité stejné€, ne-li vice, jako
makroziviny.
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nem¢li zapomenout na vysoky obsah zeleza, fosforu, zinku (ve Zloutku) a drasliku (v bilku).
Ze stopovych latek stoji za zminku napt. jod obsazeny ve zloutku. (viz Tabulka 5) (Mikova,

2010)

Cholesterol

Co se tukt tyce, k vejcim neodmyslitelné patii rozsahlé diskuze o cholesterolu, jeho obsahu
ve vejcich a jinych potravinach a predev§im jeho vlivu na lidské zdravi. Cholesterol ma
v lidském téle funkci pfi zpracovavani tukl, zdsadné ovliviluje permeabilitu bunécnych
membran a je soucasti nékterych hormonti. Jedna se o nepolarni steroidni latku, kterou si télo
vytvari v jatrech a pro jeji transport krvi je tfeba, aby se navazala na proteiny, se kterymi tvori
tzv. lipoproteiny. Tyto lipoproteiny jsou zasadni pro kolob&h cholesterolu a tukl v téle a
délime je podle hustoty na tfi tfidy: vysokodenzitni lipoprotein — HDL (high density
lipoproteins), nizkodenzitni lipoprotein — LDL (low density lipoproteins) a velmi
nizkodenzitni lipoprotein — VLDL (very low desity lipoproteins). V jatrech sesbirané a
rekonstruované, nebo nové vytvofené VLDL jsou krvi distribuovany do mist, kde se z nich
uvolnuji vyssi mastné kyseliny. Zbytky VLDL - IDL (intermediate density lipoproteins)- jsou
z poloviny navraceny zpét do jater, kde jsou obnovovany, a druha polovina se dostava do
kontaktu s jaterni lipazou a vznikaji LDL. Dvé tetiny LDL tvofi cholesterol, ktery se vraci do
jater, zatimco zbyla tfetina LDL uvolni cholesterol do dalSich tkani. Nadbyte¢ny cholesterol
v periferiich a v krvi sbiraji HDL a vraci ho do jater, pfipadné do Zlaz (varlat a vaje¢nikd,
ktry nadledvin), kde se z cholesterolu tvoii steroidni hormony. (Silbernagl & Despopoulos,

2016)

Zde miZeme navazat na laické rozliSeni LDL a HDL cholesterolu. LDL jakozto ,zly*
cholesterol je zodpovédny za ukladani cholesterolu v cévach, coz miize vést az k srde¢né
cévnim onemocnénim, zatimco ,hodny‘ HDL jej sbird a zaruCuje jeho pfeménu nebo
vylouceni z organismu. Proto tedy pojem ,vysoky cholesterol‘ nemizeme brat vzdy za
negativni vysledek lékaiskych testd. Je dulezité znat pomér LDL a HDL. Nicméné vzhledem
k tomu, Ze u zdravého jedince si t€lo s nadbytecnym LDL poradi, mizeme tedy predpokladat,
ze u zdravého ¢lovéka by neméla byt zvySend konzumace cholesterolu problémem, jelikoz
v téle jiz existuji takové procesy, které jsou schopné se ho Setrn€ zbavit. Timto tématem se ve
spojitosti s konzumaci vajec zabyvaly mnohé studie, které potvrdily, Ze rozumna konzumace
vajec nemd vliv na hladinu cholesterolu v krvi. (Fernandez, 2006) (Guo, a dalsi, 2017)

Doporucena denni davka cholesterolu je 300 mg a jedno vejce obsahuje pfiblizné 175-200
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mg. (Mikova, 2010) (Walek & Toth, 2015) Z toho vyplyva, ze pokud budeme obden

konzumovat dv¢ vejce a budeme dodrzovat zdravou zivotospravu, neméame se ¢eho obavat.

Mastné kyseliny

Pokud hovoiime o lipidech, které jsou také soucasti lipoproteinovych partikuli, neméli
bychom se vyhnout mastnym kyselinam (MK). Mastné kyseliny jsou vSestranné latky, které
reaguji v nejriznéjSich procesech za vzniku riznych latek a jsou soucasti velkého mnozstvi
biologicky aktivnich sloucenin a procesti — bunéénych membran (fosfolipidy), nervové tkané
(glykolipidy), a také maji zasobni funkci. S alkoholy tvoii tuky — estery s glycerolem,
esterifikaci z nich vznikaji vosky. Dé¢lime je podle délky fetézce — kratké, stfedné dlouhé,
dlouhé, velmi dlouhé, nebo podle irovné nasyceni — nasycené nebo nenasycené. Nasycené
mastné kyseliny neobsahuji ve svém fetézci dvojné vazby a jsou béznou soucasti ZivocisSnych
tukti, kde slouzi jako zdsoba energie. Pravé toto jsou latky, které na periferie distribuuji
lipoproteiny LDL. Naproti tomu nenasycené MK maji ve svém fetézci jednu a vice dvojnych
vazeb a patii sem zdkladni (esencidlni) MK, které si lidské t€lo neumi vytvafet samo a jejichz
pfitomnost v téle je pro nas zdsadni. Nékteré kyseliny s vice dvojnymi vazbami ve svém
fetézci (polynenasycené) jsou soucasti mechanismu HDL a pomahaji snizovat mnozstvi LDL
vkrvi a tim 1 snizovat hladinu ,zlého‘ cholesterolu — jsou to pfedevSim tzv. omega-3
nenasycené mastné kyseliny. Velkd vétSina nenasycenych mastnych kyselin se v pfirodé
vyskytuje jako cis izomery. Napiiklad cis izomery mononenasycenych mastnych kyselin
snizuji hladinu cholesterolu tim, ze poméhaji odbourdvat LDL. Trans izomery proti tomu
zvySuji mnozstvi LDL a tim 1 hladinu ,zlého‘ cholesterolu. Vyskytuji se hlavné ve ztuZzenych

tucich a nékdy i v tuku prezvykavci. (Fialova, 2012) (Rédei, 2008)

Vejce obsahuje piiblizné 6 g mastnych kyselin. (Mikova, Nase vejce: O vejci - Vejce jako
potravina, 2010) Pokud budeme vénovat pozornost poméru PUFA (Poly Unsaturated Fatty
Acids — polynenasycené mastné kyseliny), zajiméa nas zastoupeni n-3 a n-6 fad®>. PUFA n-6
nijak zasadné€ neovliviiuji naSe zdravi, zatimco u PUFA n-3 byly dokdzany pozitivni G¢inky
na srazlivost krve, pozitivni vliv na prevenci proti ateroskleréze (kornaténi tepen),
jsou dany tim, Ze po staleti byl pomér n-3 a n-6 fad vychylovéan ve prospéch kyselin n-6 fady.
Proto se mlze zdat, ze zvySeny piijem kyselin n-3 fady ma na télo pozitivnéjsi vliv nez piijem

kyselin n-6 fady. Ve skutecnosti jde vSak o vyrovnavani po 1éta vychylované rovnovahy mezi

> Oznaceni n-3 a n-6 oznacuje umisténi dvojné vazby v molekule mastné kyseliny. Kyseliny obou fad
jsou vychozimi latkami pro velké mnozstvi télu prospéSnych latek. (Wilhelm, 2013)
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obéma fadami. (Wilhelm, 2013) Tyto kyseliny jsou také dilezité pro vyvoj mozku a o¢i u déti
do 3 let (Mikova, 2010), nicméné nékteré novejsi studie zabyvajici se vlivem suplementace
PUFA n-3 na zdravi plodu a matky v t¢hotenstvi tuto souvislost 100% nepotvrdily (napt.: (De
Giuseppe, Roggi, & Cena, 2014) . Idedlnim pomérem PUFA n-3 a n-6 je 1:1, od poméru 14:1
jsou jiz pozitivni vlivy n-3 fady zanedbatelné. NejlepSim zdrojem polynenasycenych
mastnych kyselin jsou tu¢né moiské ryby, ale i ve vejcich nachdzime dobry pomér PUFA n-6
a n-3. Tento se pohybuje mezi 6:1 a 14:1 a je mozné ho ovlivnit skrz krmivo nosnic. (Walek

& Téth, 2015)(Mikova, 2010)

1.2.4.1 Primyslové zpracovani
Vejce ziskana v malochovech nebo velkochovech jsou za potravinu povazovana az ve chvili,
kdy jsou roztfidéna, nebo piipadné dale zpracovana. Jakost vajec se odviji od prostfedi, do

jakého se dostanou po sneseni. (Mikova, Zpracovani vajec, 2012)

Baleni, tFidéni

Jelikoz je vejce zivé médium, je tfeba jiz od zacatku dodrzovat n€kolik zasad. Vejce je tieba
sbirat co nejrychleji po sneseni. V klecovych chovech toto obstarava sbérny pas,
v podestylkovych a halovych chovech k tomuto Gcelu slouzi sbérna hnizda. Pokud nejsou
k dispozici, je tieba vejce rucné sbirat asponl 2x denné. Rozbita nebo pfili§ znecisténa vejce je
tteba okamzit¢ vyradit. Kvuli porézni skofdpce vejce velmi snadno podléhaji
mikroorganismiim a velmi rychle se kazi. Proto je tfeba je co nejdfive od sneseni dostat
k zédkaznikovi. Mezitim museji ovSem projit mikrobiologickou kontrolou pod veterinarnim

dozorem.
Vejce k pirimé spotiebé — vejce skorapkova konzumni

Tato vejce pochéazeji bud piimo z farem, nebo ze zpracovatelskych zavodi — baliren a
ttidiren, které jsou veterinarn€ schvalené a kazda ma své registracni Cislo. Pfed balenim jsou

vejce skladovéna v teplotdch mezi 5 a 18 °C a v relativni vlhkosti vzduchu 70-75 %.
Balirny a tfidirny
Béhem tfidéni se vejce rozdéluji do nékolika kategorii:

e Vejce pro pfimy prode;j
e Vejce pro skladovani v chladirnach a na konzervaci

e Vejce urcend na vyrobu vajeénych vyrobkt
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Na tfidéni jsou specidlni tfidicky, které mohou mit rtiznou kapacitu — podle velikosti farmy

nebo zavodu.

Vejce prochézeji nejdiiv vizualni kontrolou, kde jsou vyrazena vejce, kterda maji na prvni
pohled viditelné vady, napt. posSkozenou skotapku. Dalsi kontrola se provadi prosvécovanim
— tedy vizualni kontrolou vnitiniho obsahu vejce. Vejce nejlepsi kvality (A a A extra)
prochazeji jest¢ hmotnostni kontrolou. Méné kvalitni vejce (B) se podle hmotnosti ttidit

nemusi.
Poslednim tisekem je oznacovani vajec. Kazdy kus musi byt oznacen:

1. Kdod zptisobu chovu nosnic (1 — volny chov, 2 — halovy chov, 3 — klecovy chov,
0 — bio chov).
2. Zem¢ puvodu vajec.

3. Registrac¢ni Cislo provozu, kde bylo vejce sneseno — posledni tyfi ¢isla.

Vejce se pro koncového spotiebitele bali do krabicek po 6, 12 nebo 20 kusech, nebo do plat
po 30 kusech. Pro velkospotiebitele jsou vejce balena na palety nebo do kontejnert, kde jsou

uloZena tak, aby se po cest¢ neposkodila a zaroveii byla v suchu a v Cistoté.

Vejce, kterd témito kontrolami neprosla a jsou urena na vyrobu vaje¢nych produkti, jsou
vétSinou bud’ abnormalné tvarovana nebo veliké (pfipadné mald) nebo maji Spinavou nebo jen

velmi lehce poskozenou skotapku. (Mikova, Zpracovani vajec, 2012)

Chlazeni, konzervace a myti

Jelikoz produkce nosnic neni cely rok konstantni®, je tfeba mit zasoby, aby se tento nedostatek
vyrovnal. K dlouhodobému skladovani je tfeba vejce chladit. Vejce, kterd jsou skladovana
pod 5 °C, nazyvame chladirenska. Chlazeni brani procesu starnuti vejce a zpomaluje rozvoj
mikroorganismii. Teplota v chladirndch by neméla kolisat a také by neméla klesnout pod
-2 °C, protoze tehdy zacina vnitfek vejce mrznout. Teploty se tedy pohybuji mezi -0,5
a -1,5 °C. Krom¢ teploty je tieba kontrolovat i vlhkost vzduchu. Pfili§ vysokd vlhkost
podporuje tvorbu plisni a naopak pii ptili§ nizké vlhkost dochéazi k odpatovani vody z vajec.

Takto ulozena vejce je mozné skladovat az 9 mésicu.

Nejznaméjsim zplsobem konzervace vajec je olejovani skotapky, kterd svou porézni

strukturou vytvari otevieny systém, ktery je velmi néchylny na zmény teplot, vlhkosti a

¢ U slepic dochazi jednou za rok (vétSinou v obdobi podzimu) k obdobi tzv. pfepefovani. Piepefovani
trva rizné dlouhou dobu, vétSinou 2-3 mésice. Jelikoz se jedna o energeticky narocny proces, byva
sniska v tomto obdobi mensi. (Kulikova, 2013)
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snadno do né&j pronikaji mikroorganismy. Pokud jsou pory zakryty olejovym filmem zabrani
se také Uniku oxidu uhli¢itého a tim se zpomali i zmény pH bilku a s tim souvisejici zmény
uvnitf vejce. K zakryvani port se pouzivaji stabilni oleje, které nepodléhaji oxidaci, piipadné
vhodné pryskyfice. Na potahovani se pouZzivaji vejce, kterd nemaji poskozenou skotrapku a
jsou cCerstva — potahuji se do 24 hodin od sneseni. Dalsi variantou je skladovani vajec ve
specialni atmosféfe s vysokym obsahem oxidu uhli¢itého, ktera, tak jako potahovani,
zabranuje zméné kyselosti bilku. (Mikova, Zpracovani vajec, 2012) Muzeme se potkat i
s nakladanim vajec do roztoku kiemicitanu sodného nebo ukladanim vajec do pSenice. Oba
tyto zpisoby mohou byt pouZzity v domécnosti, ale pro pouziti ve velkochovech se

neosvedEily, at’ uz pro svoji finan¢ni nebo energetickou nakladnost. (Chvostova, 2015)

Pfi myti dochazi k naruSeni pfirozené kutikuly a ochranné bariéry vejce a i proto neni myti
vajec v Ceské republice pouZivano. Naopak je vhodné pred vytlukem, aby se sniZila
pravdépodobnost kontaminace vnitiniho obsahu vejce bakteriemi z povrchu skofapky.
Omytim se snizuje jejich Cerstvost a omyta vejce by tedy pro koncového spotiebitele nesméla

mit oznacCeni ,Cerstva‘. (Mikova, Zpracovani vajec, 2012)

Vyroba vajeénych produkti
Vajecnymi produkty myslime samotné Zloutky nebo bilky nebo cely vajecny obsah, tzv.

melanz.

Vytluk

Vejce je tieba zbavit skofdpky a to se déla bud’ strojové nebo rucné. Stroje se pouzivaji
piedevsim v provozech s vyssi produkci. Skotapky jsou okamzité odstraiiovany, aby nedoslo
ke kontaminaci vajecného obsahu. K vytluku se mohou pouzit vSechna vejce. Tedy nejen
konzumni skofdpkova, ale i chladirenskd a 1 takova, kterd nebyla hmotnostné tfidéna.
Jedinymi pozadavky na vejce pouzivanid k vytluku je potravindiska jakost a zdravotni

nezavadnost. Vejce, u kterych byly zjiStény obsahové a jiné vady, nesmi byt pouzita.

Pti oddélovani zloutku a bilku je jejich sebemensi smichani neZadouci. I maly obsah Zloutku
v bilku méni jeho vlastnosti a schopnost tvofit pénu, pro kterou jsou bilky pfedev§im
cerstvych vajec také ulpivd na vnitini strané¢ skotfapky vice bilku (2-3 %), coZ snizuje
vytéznost. Po vytluCeni se hmota filtruje, aby se odstranily ptipadné zbytky skotapek a

chalazea’ a nasledné se hmota homogenizuje, aby méla v celém svém objemu stejnou hustotu

7 Poutko, které spojuje Zloutek s vnitini blanou, ¢imz jej udrzuje na stfedu vejce. (Veselovsky, 2001)
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a vlastnosti. Takto pfedpfipravena hmota se da skladovat pii 4 °C az 48 hodin. (Mikova,

Zpracovani vajec, 2012)

Pasterace

Pokud vejce zahfejeme, dochdzi v prubéhu skladovani k Maillardové reakci. Jednd se o
reakci, kterd zpasobuje hnédnuti hmoty a ztratu nékterych dulezitych vlastnosti jako je
napiiklad $lehatelnost bilku®. Ve vejci je pfiblizné 0,5 % volné glukosy, kterd je soudasti
téchto reakci. Nékdy se proto v ramci zabranéni téchto reakci ptistupuje k tzv. odcukiovani.
Jedna se o odstranéni glukosy pomoci mikroorganismi nebo pomoci enzymu. Nejcastéji se
jednd o glukosaoxidasy a katalasy. VétSinou se takto oSetiuje pouze bilek, ale je mozné
odcukfit i Zloutek nebo melanz. K tomuto procesu se pfistupuje pired suSenim, nejcastéji jeste

pied pasteraci.

Jako ochrana pted patogennimi mikroorganismy, na které jsou vejce velmi nachylna, je
legislativné podminéno, ze se vaje¢né obsahy musi pasterovat. Béhem pasterace se deaktivuji
enzymy a usmrti se patogenni mikroorganismy, které nevytvati spory. Tim se zvysi zdravotni
nezavadnost a prodlouzi se doba, po kterou muze byt takto upravend vajeCnd smes
skladovéana. Vzhledem k tomu, Ze vajecné proteiny denaturuji pfi relativné nizkych teplotach,
jsou moznosti pasterace celkem omezené. Je tfeba najit teplotni kompromis, pfi kterém bude
odstranéno co nejveétsi mnozstvi patogenli a zarovenl nebude poskozena vajecnd hmota.
Utinnost pasterace neni nikdy 100%, ale pii pouZiti teploty 61 °C po dobu pfiblizné 4 minut
je uspésnost usmrceni neZzadoucich mikroorganismi kolem 99 %. PouZivaji se dva principy

pasterace:

A. Staciondrni — funguje na principu vodni lazn€, nez se cely obsah ohfeje na
poZadovanou teplotu, trva to 1 30 min. Tento systém se pouZziva pfedev§im na menSich
farmach.

B. Pritokova — funguje na principu protiproudového pritoku na deskovych nebo
trubkovych pasterech. Jelikoz je ohfivana hmota v tenké vrstve, staci na ohtati celého
objemu na pozadovanou teplotu jen 2,54 minuty. Tato metoda je vyuzivanéjsi a

zaroven 1 spolehlivéjsi diky snadnéjSimu a kontrolovatelnéjSimu prohtati celého

objemu vaje¢ného obsahu.

8Schopnost bilku tvofit dvoufazovy disperzni systém, kde dispergovanou fazi je vzduch. (Hrabg,
Bfezina, & Valasek, 2006)
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Teploty pasterace bilku, Zloutku a melanze

Pti 57,7 °C se zacina zvySovat viskozita proteinti bilku a pii 60 °C koaguluji. Bilek je tedy
tteba pasterovat pfi teplotach 5657 °C, ale po piidavku aditiv nebo pti vhodné konstrukci
pasteru je mozné se dostat az na teplotu 62 °C bez zmén ve viskozité a kvalit¢ hmoty. U
zloutku teplo ovlivituje kromé struktury proteind i emulgacni vlastnosti. Patogenni salmonely
maji v zloutku vétsi tepelnou rezistenci nez v bilku a to pfedevsim diky vyssimi obsahu susiny
a niz§imu pH. I proto jsou pasteracni teploty u zloutku vyssi — 60—68 °C. Pti 71 °C dochazi
k funkénim zménam melanze, které se projevi na koncovych produktech. Proto se melanz
pasteruje pii 64—65 °C po dobu minimalné 2,5 minut. Takto upravené hmoty se bali do
riznych druht obalii, podle tcelu a pii dodrzeni skladovaci teploty do 4 °C muze byt jejich

trvanlivost, v pfipad¢ moderniho pasteru, az 35 dni.

Zmrazovani

Zmrazovani funguje na principu odstranéni volné vody, kterd je stézejni pro rozvoj
mikroorganisml ve vejci, ¢imz se zamezi jejich mnozeni a prodlouzi se udrznost vejce. Pti
zmrazovani je nezadouci tvorba krystaliza¢nich center, kterd poSkozuji vnitini strukturu a tim
ovliviiuji koloidni vlastnosti hmoty. Aby takova centra nevznikala, je tfeba, aby bylo
zmrazovani rychlé a teploty pii skladovani nekolisaly. Pii -5 °C dojde ke zmrazeni vétSiny
volné vody a pfi skladovacich teplotach -18 °C je zmrazeno kolem 90 % volné vody v hmoté¢.
Zmrazovani hmoty se provadi v mrazicich tunelech pii teploté -40 °C. Vzhledem k obsahu
vody mrzne nejrychleji bilek, Zloutky a melanZ mrznou pomaleji. Takto zmrazené hmoty se
skladuji pti -18 °C (n€kdy pfti -12 °C) a lze je skladovat priblizné€ jeden rok. Bilek l1ze dokonce
skladovat jest¢ déle. Béhem skladovani zamrazenych hmoty dochézi ke zméné jejich
vlastnosti. Bilek mé tendence fidnout a naopak u zloutku a melanze zaznamendvame nartst
viskozity. 1 kdyZ zmrazenim hmot zabrdnime mikroorganismiim v mnoZeni, né&které
organismy, které jsou schopné tvofit spory, nemaji problém pieckat takto nizké teploty a po
rozmrazeni znovu pokrac¢ovat v rozvoji. Pfedev§im proto se vaje¢nd hmota pfed zmrazenim

vzdy pasteruje a homogenizuje.

Pti rozmrazovani je dilleZité, aby proces probéhl rychle, ale zaroven, aby nedoSlo k velkému
rozdilu teplot, kdy ve stfedu bude hmota je$t¢ zmrzld, zatimco na povrchu se jiz zacnou
mnozit mikroorganismy, které prezily predchozi tepelné upravy. Nejidedlngjsi je
rozmrazovani v mistnosti s nizkou teplotou, nebo proudici studenou vodou, v pfipad¢, Ze je

hmota skladovana v mensich nadobach.
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Od zmrazovani se v dnesni dob¢ jiz upousti, kviili narocnosti celého procesu i jak po finan¢ni
strance, tak i narocnosti na prostor, nedokonalé nezavadnosti produkti a také kvili slozité
manipulaci — hmota se musi dostate¢n¢ dlouho dopiedu rozmrazit v pfesném mnozstvi,

jelikoz jednou rozmrazena vejce uz nemizeme znovu zmrazit.

Piedsuseni

Ke zvyseni vykonnosti susarny a tim ke sniZzeni uz tak energeticky naro¢ného procesu, je
tteba koncentrovat vaje¢nou hmotu. U bilku se zvySuje koncentrace zhruba na dvojnasobek —
tj. z 10 % na pfiblizné 20 % a u melanze z 23 % na 32—40 %. K tomu se vyuziva filtrace nebo
osmodzy. Vajeény zloutek ma dostateéné velky podil susiny, a proto neni tfeba ho timto
zpusobem upravovat. Pfed samotnym suSenim se ptfiddvaji aditiva ke zlepSeni vlastnosti
vyslednych produktii. Konkrétn€ jsou to antioxidanty pro prodlouzeni tidrznosti a vylepSeni
senzorickych vlastnosti Zloutku a melanze, emulgétory pro snadnéjsi vyuziti suSeného zloutku
a stabilizatory pény ptidavané do bilku pro udrzeni rovhomérné konzistence. Podle pfidani
aditiv se rozliSuji dva druhy bilku — ke Slehani s pfidavkem stabilizatori a bez stabilizatori

jako pfisada k tvorbé gelu.

Samotny proces suseni

V soucasnosti je nejcastéjsi sprejové suseni. Princip spociva v tom, Ze se smes rozprasuje na
malé kapénky, ¢imzZ se zvysi jeji plocha a horkych vzduchem se vysusuje. Teplota vzduchu se
s ohledem na suSenou smés pohybuje mezi 110 a 215 °C. K denaturaci bilkovin nedochézi
diky tomu, Ze v zacatku suSeni se ze smési odpafuje volna voda, ¢imz se kapky chladi a
teplota se v priibéhu suseni snizuje tak, aby nedoslo k poskozeni struktury molekul proteini.
Diky koncentraci suSiny pfed procesem susSeni, ma hmota vétsi odolnost proti denaturaci, nez

kdyby bylo ve smési pfitomno vétsi mnozstvi vody. (Mikova, Zpracovani vajec, 2012)

1.2.5 Dalsi prisady

Dalsimi slozkami téstovin jsou pfedevSim zlepSujici ptipravky. Kvili barvé se uziva napf.
kukuficnd mouka, ktera zlepSuje barvu a vlastnosti téstovin pii vafeni, suSené¢ mlé¢ko a
zelenina, barviva (pfevazné¢ kurkuma) nebo vitaminy. Tyto pfipravky nejsou soucasti
puvodnich receptur, ale jsou Casto pouzivané u specidlnich druhi téstovin, jako jsou tieba

zavatkové, vicebarevné nebo plnéné téstoviny. (Piihoda, Skiivan, & HruSkové, 2003)
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1.3 Vyroba
1.3.1 Historie

Na zacatku 17. stoleti se v Neapoli objevovaly zakladni stroje na vyrobu téstovin. Pozdéji se
zaCaly pouzivat hnétaci stroje a lisy, které zvétSily produkovany objem a snizily cenu téstovin.
V roce 1740 ziskala v Benatkach licenci prvni tovarna na téstoviny. (Serventi & Sabban,
2002) Dalsim vyznamnym posunem bylo zalozeni tovarny na téstoviny podle nejmodernéjSich
trendii — tedy s vyuzitim pary. Kolem roku 1867 uz byl v Toskansku pln¢ zavedeny italsky
podnik Buitoni Company, ktery uspésné funguje dodnes. (Our Story: Buitoni, 2018) Ve 20.
stoleti se rozmohla pfistrojova vyroba a kolem roku 1914 byly jiz vSechny vétsi tovarny
v Italii automatizovany, diky ¢emuz se nékolikanasobné¢ zvétSilo do té doby vyrabéné
mnozstvi téstovin. I to pfispélo k rozsifeni téstovin nejen na americky kontinent, ale i do
jidelnicku vétSiny svéta. Tomuto fenoménu se nékdy prezdivd ,The Industry of Pasta‘, tedy

téstovinovy prumysl. (History of Pasta, 2007)

V cCeskych zemich urcit€ stoji za zminku téstarna zalozena v roce 1884 bratry Vlastimilem a
Dobroslavem Zatkovymi. V BorSové nad Vltavou zahgjili u obilného mlyna provoz tehdy
nejveétsitho podniku v Rakousku-Uhersku. Nejvétsim problémem se nejdiiv jevilo samotné
sehnani zakaznikt, jelikoz do té doby byly hospodyné zvyklé si tésto na nudle valet samy a
tovarni vyrob& a predevsim jeji kvalité nedivéfovaly. Béhem prvni svétové valky nebyly
téstoviny soucasti tzv. vyzivovaciho planu a vSechny téstarny proto byly mimo provoz. Po
valce bylo, mimo jiné, tfeba navazat valkou narusené vztahy a obchodni vazby se zemémi,
které byly najednou oddéleny nové vzniklou hranici s Rakouskem a samoziejmé se
pfipomenout piivodnim zédkaznikiim v Cechach. Mezi valkami doslo pfedeviim k modernizaci
vyroby, vystavbé novych tovarnich hal a firmé se dokonce povedlo vyhrat konkurz na
dodavku téstovin do Singapuru. Béhem druhé svétové valky a po ni byl majetek firmy
zkonfiskovan a Zatkova rodina byla donucena emigrovat. Zpét do ptivodniho vlastnictvi se
zavod dostal az v roce 1994 a do provozu byly uvedeny nejmodernéjsi italské linky na vyrobu
kratkych i dlouhych téstovin. (Historie spolecnosti, nedatovano) Pravé kvuli historii této

spole¢nosti jsem mezi své vzorky zatadila i vajecné Spagety znacky Zatkovy téstoviny.

1.3.2 Vyroba dnes

Priprava surovin a jejich davkovani

Nejlepsi kvality téstovin je dosaZeno, pokud je zachovana co nejdokonalejSi homogenita tésta.
V dnesni dobé¢ je konstantni pfidavani surovin zajisténo automaticky. Mouka i ptedpiipravené

smési vajec a dalSich surovin se do tésta piidavaji pomoci davkovacich vah, aby byl ptidavek
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kontinualni. Po zhomogenizovani smési je tésto dopraveno nad lis. (Pfihoda, Skiivan, &

Hruskova, 2003)

Miseni, hnéteni, lisovani a Fezani

K miseni a hnéteni dochazi pod tlakem pfimo v lisu, kam se ke smési pfidd voda. Pfidavek
vody je zhruba 30 %, u semoliny je to piiblizné o 1 % vic. Doba hnéteni se odviji od
vlastnosti surovin a od vlastnosti pfistroje, ve kterém tésto vznika. Obecné se da doba miseni
vyvodit ze vzdalenosti, kterou tésto urazi. K idedlnimu promichéni dochazi pii vzdalenosti
6—7,5 metru. V prub¢hu miseni dochazi samovolné ke zvySovani teploty, coz mtze ovlivnit
vlastnosti tésta. U modernich pfistroji je proto soucasti hnétaciho prostoru i chlazeni,
ptipadné vyvéva, diky které dochdzi k miseni ve vakuu o nastavitelné hodnoté, kterd se
pohybuje vétSinou okolo 75 kPa. Kvili vakuu nedochazi naptiklad k pruhovitosti téstovin,
kterd vznikd kvuli kyslikovym bublinam, které zptsobuji oxidaci karotenovych barviv ve
svém okoli. Idealni teplota pro praci s téstem je mezi 43 a 45 °C. Pfi nizsi teplot€¢ ma tésto
tendenci ulpivat na plose nadoby a drolit se, naopak pti vyssich teplotach (nad 50 °C) dochazi
ke kiehnuti tésta, nezddoucimu Sednuti a v neposledni fad€ i ke sniZzeni vykonu lisu. Vysledna
hmota je posouvana do vytlaéného Sneku a dal skrz matrici, kterd urCuje tvar vysledného
vyrobku. Dlouh¢ téstoviny se po odkrojeni zavésuji a pro odstranéni vlhkosti na povrchu se
ofukuji horkym vzduchem. Pokud by se piebyte¢na voda neodstranila, dochazelo by ke

slepovani jednotlivych kust. (Pfihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

PredsusSeni, samotné suSeni

Predsouseni ma dvé faze: rychlé pfedsuseni vzduchem po dobu mezi 20-90 minutami, kdy
dojde ke snizeni vlhkosti z piivodnich cca 30 % na 22-24 %, a pomalé dosouSeni teplym
vzduchem o stejné teploté: 33—45 °C — po dobu 6—12 hodin, kdy se vlhkost vyrobkt snizi na
kone¢nych pfiblizné 13 %. Tyto procesy jsou bedlivé sledovany a postupy pecliveé
dodrzovény, jelikoz pftili§ rychlé nebo pomalé suseni vyrazné ovliviiuje vlastnosti vysledného
produktu. Nespravné suSené téstoviny se snaze rozvaiuji, lepi se, nebo maji vétsi lomivost a

tendenci se kroutit.

Pti lisovani dlouhych téstovin jsou pod lisem umistény susici tyce, na které se té€stoviny ihned
po odfiznuti v&si. Na téchto tyCich setrvaji téstoviny po celou dobu suseni, které trva od 30 do
40 hodin a probiha v tunelovych suSarnach. Béhem ptedsouseni a suSeni se teplota prvnich
60—90 minut spolu s vlhkosti vzduchu zvysuje a po piechodu na samotné suseni jsou naopak
téstoviny v prostiedi o postupné se snizujici teploté a vlhkosti, az jejich obsah vody klesne

7 20 % na konecnych 12,5 %. Mezi pfedsousenim a samotnym suSenim se vyuziva zatizeni
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zvané Rothoterm, které na velmi kratkou dobu zahieje té€stoviny az na 80 °C. Timto zahtatim
dochazi nejen ke sterilaci téstovin, ale diky stabilizaci lepkovych vlaken jednim smérem také
k jejich zpevnéni. Dal§im bonusem je jednordzova ztrata zhruba 1 % vody, které ovSem ve

vysledku zkrati dobu suSeni 1 o 5 hodin. (Pfihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

Skladovani a baleni hotovych produkti

Ususené Spagety jsou skladovany na tyCich, na které byly zavéSeny ihned po vytlaceni
z matrice a na kterych se susily. Téstoviny se bali vétSinou do plastovych folii po pil kilovych
baleni. Obal chrani produkt pfed mechanickym poskozenim, zajist'uje hygienickou cistotu a

v neposledni fad¢ plni i marketingovou funkci prodeje. (Pfihoda, Skiivan, & Hruskova, 2003)

1.4 Metody pouzité k analyze vajeénych proteinii
1.4.1 Spektrometrické metody

UV-VIS spektrofotometrie Casto vyuziva ptfitomnosti aromatickych aminokyselin ve vzorku
pro zjiSténi obsahu proteini ve vzorku. Tato metoda se nékdy pouziva spolu s biuretovym
¢inidlem. Naptiklad v roce 2015 byla GspéSné pouzita pii studii ke stanoveni proteinli ve
vzorcich vajecného bilku. Jako referencni metoda zde byla zahrnuta i nize zminéna

Kjeldahlova metoda. (Birghila, Bratu, Prajutira, Roncea, & Negreanu-Pirjol, 2015)

1.4.2 Metody pouzivané v potravinarstvi ke kontrole kvality

V praxi se vyuziva pfedev§sim metod kvantitativnich, tedy metod, které nezkoumaji, jaké
konkrétni bilkoviny se v produktu nachazi, ale ovétuji pfedevsim jejich mnozstvi. V praxi se
k ur€eni obsahu vajec ve vyrobku pouziva stanoveni obsahu cholesterolu. Touto metodou

ur¢ime orientacni mnoZstvi vajecnych bilkovin, ale nikoliv konkrétni proteiny.

1.4.3 Kjeldahlova metoda

Tato metoda spociva ke zjiSténi obsahu dusiku ve vzorku. Vzorek se spolu s kyselinou
sirovou a peroxidem vodiku zahtiva a pfitomny dusik je pfeveden na amoniak. Ten je ve
smési vazan ve formé siranu amonného, jehoZ mnoZzstvi je zjiSté€no titraci. JelikoZ bilkoviny
obsahuji pfiblizné 16 % dusiku, da se ptes specificky koeficient vypocitat mnozstvi bilkovin
ve vzorku. I kdyz se jednd o mezinarodn€ uznavanou metodu, pro pouziti v praxi je pfilis

zdlouhava. N&kdy se ale pouziva se jako referencni metoda pro nékteré materialy. (Koplik)
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1.4.4 Méreni obsahu cholesterolu pomoci plynové chromatografie

V roce 2014 zvetejnil casopis dTest velky test Spaget, ve kterém byly kromé senzorickych a
technologickych vlastnosti hodnoceny i chut’ a obsah vajec. Casopis uvadi, Ze k tomuto testu
byla pouzita metoda plynové chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem (GC/FID)

(https://www.dtest.cz/testy-vyrobku-481/spagety-vajecne). Mnozstvi vajec bylo stanovovano

podle zjisténého obsahu cholesterolu, coz je v tomto piipadé bézna praxe. (Koplik)

1.4.5 Metody pouZivané k proteinovym rozborim

Proteiny, jejich strukturou, funkci a obsahu v organismech se zabyva proteomika. Kromé
samotnych proteint studuje i jejich modifikace, Gpravy a jejich vzijemné reakce. V rdmci

proteomiky jsou vyuZivany dva hlavni typy metod — viz niZze. (Graves & Haystead, 2002)

1D a 2D gelova elektroforéza

Jedno-dimenzionalni (1D) gelova elektroforéza separuje proteiny na zdklad€ jejich
molekulovych hmotnosti. NejcastéjsSim vyuzitim 1D elektroforézy je kromé urceni piiblizné
hmotnosti proteind, separace proteini z komplexnich smési pro jejich dalSi analyzu napf.
hmotnostni spektrometrii. To proto, Ze jednodimenziondlni gelova elektroforéze nema
pouziva 2D gelové elektroforéza. Proteiny jsou rozdéleny kromé molekulovych hmotnosti i
na zékladé svych naboji. Tato metoda je oblibend zejména proto, Ze dokaze rozlisit i proteiny,
které prosly modifikaci, kterd zptisobila zménu naboje nebo molekulové hmotnosti. (Graves
& Haystead, 2002) K analyze proteinii ve vejci byla elektroforéza pouzita jiz v roce 1940.
(Longsworth, Cannan, & Maclnnes, 1940)

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (podrobnéji popsana v kapitole 1.5) je v posledni dobé velmi Casto
vyuzivanou metodou zjisStovani slozeni a kvality potravin. Diky tandemu jednotlivych
separacnim a analytickych metod je jeji pouziti relativné rychlé i pfesné a lze s ni analyzovat

velké mnoZstvi anorganickych 1 organickych latek. (Rubert, Zachariasova, & Hajslova, 2015)

Touto metodou lze urcit konkrétni proteiny vyskytujici se ve vzorku, coz umoziiuje ziskavat
kompletni ptehledy a seznamy proteint v jednotlivych latkach. Naptiklad v roce 2007 bylo ve
vajetném bilku pomoci hmotnostni spektrometrie objeveno 54 proteinti, které do té¢ doby
nebyly ve vejci identifikovany, ¢imz se zkompletoval seznam proteinti vaje¢ného bilku.

(Mann, 2007)
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Studie, které vyuzivaji hmotnostni spektrometrii k analyze téstovin se vétSinou nezameiuji na
prokazani vajenych proteint, ale hledaji ve vyrobcich toxiny nebo jiné specifické ptisady a
latky. K takovému ucelu je hmotnostni spektrometrie ideélni, jelikoz z vysledného piehledu je
na prvni pohled ziejmé, které proteiny jsou jiného pivodu nez ostatni, bézné komponenty
vyrobku. Takovych studii je dispozici pomérné velké mnozstvi a velkd vétSina z nich se
zabyva specifickymi druhy téstovin. Naptiklad studie z roku 2016 se zabyvala pfedvarenymi
pohankovymi téstovinami a zkoumala obsah polyfenolickych antioxidantli, které jsou
zodpovédné za zdravotni benefity, které pohanka poskytuje. Po separaci byly vzorky uspésné
analyzovany metodou HPLC-ESI-MS/MS (high-performance liquid chromatography and

elecktrospray ionisation mass spectrometry). (Oniszczuk, 2016)

V dalsi ze studii byla pouZzita hmotnostni spektrometrie k analyze toxini pfitomnych

v semolinovych téstovinach. (Tolosa, a dalsi, 2017)

1.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je dnes jiz bézné rozSifend metoda, ktera analyzuje vzorek na
zékladé hmotnosti jednotlivych komponent (iontil). Nejprve je tieba prevést vzorek do
roztoku a nésledné na plyn. Plyn je pomoci vhodného iontového zdroje ionizovan a nasledné
vzniklé nabité Castice jsou detekovany. Vysledkem jsou hmotnostni spektra, kde jsou

zaznamenané ionty latek, které byly ve vzorku obsazeny. (Vtestal, 2000)

1.5.1 Metoda LC-ESI-Q-TOF

K rozboru vzorkl byla pouzita metoda LC-ESI-Q-TOF. Jedna se o sérii po sobé& jdoucich
analytickych metod: LC — (Liquid Chromatography) kapalinovd chromatografie, ESI —
(Electrospray Ionisation) elektrosprejova ionizace, Q — (Quadrupole) kvadrupol — tedy
Ctyipolovy analyzator, TOF — (Time Of Flight) doba letu — analyzator zaloZeny na sledovani

doby letu nabité Castice.

1.5.2 Kapalinova chromatografie

Jedna se o vprincipu velmi jednoduchou metodu, zaloZzenou na rozdilné rozpustnosti
komponent vzorku v mobilni a stacionarni fazi. Vzorek naneseme na kolonu se stacionarni
fazi (napf. silikagel) a pomoci mobilni faze nechame vzorek unaSet skrz kolonu. Na zakladé
rozdilné afinity jednotlivych komponent vzorku ke staciondrni fazi se n¢které slozky vzorku

nechaji undSet mobilni fazi rychleji neZ jiné a tim dojde k jejich separaci. (Klouda, 1996)
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1.5.3 Elektrosprejova ionizace

K ionizaci vzorku je tieba iontovy zdroj. Podle zpiisobu ionizace rozdélujeme zdroje na dve
skupiny: mekké a tvrdé. V piipadé analyzy proteint je tieba pouzit mékky zdroj, ktery ma
sice dostatecnou energii k ionizaci vzorku, ale ne tak velkou, aby vzorek fragmentoval a tim
padem znehodnotil. Tvrdé zdroje maji pfili§ vysokou energii a organické latky, které maji
hranici ionizacnich energii mezi 7 a 16 eV, by poSkodily. Prave ionizace elektrosprejem, ktera
se fadi mezi mékké ionizace, je vhodna pro analyzu proteinti a dalSich organickych latek.
(Némcova, Engst, & Jelinek, 1998)

K ESI postupné pfichazi jednotlivé slozky vzorky po svém rozdéleni kapalinovou
chromatografii a pomoci vysokého napéti jsou z Usti pfivodné kapilary rozpraseny na drobné
kapénky, které maji diky vloZzenému napéti na svém povrchu naboj. K uvolnéni ionti z
kapének dochazi jejich postupnym vysousenim, kterym se zmensuje jejich povrch a pfitom se
zvySuje povrchové napéti. Po piekroceni urcité hranice je kapicka ,roztrhana‘ na jednotlivé
ionty. Ty jsou déle pfevedeny do analyzatorti — napt. kvadrupélu (1.4.1.3) nebo analyzatoru

doby letu (1.4.1.4). (Milde, 2010)

1.5.4 Kvadrupol

Kvadrupdl je analyzator pojmenovany po Ctyfech polech, které jsou tvofeny Ctyfmi tyCemi, do
kterych je dodavano stejnosmérné a stfidavé napéeti. Mezi nimi tak vznika stiidavé elektrické
pole, ve kterém jsou nabité ionty kvili svému néboji riizné dlouho neseny. Podle nastaveni

pole je mozné vyselektovat jen nékteré ionty na zakladé jejich hodnoty m/z (m — hmotnost, z —

naboj). (Klouda, 1996) (Némcova, Engst, & Jelinek, 1998)

1.5.5 Analyzator doby letu

Na zéavér jsou ionty vystaveny silnému elektrickému poli uvnitt analyzatoru doby letu. Na
zaklad¢é doby jejich priletu skrz analyzéator pocitac¢ vyhodnoti jednotliva spektra. V principu
jde o to, ze pocatecni energeticky impuls (stejnd hodnota kinetické energie) je stejny pro
vSechny ionty. Nicméné jejich rozdilnd hmotnost zpisobi, ze k detektoru doleti nckteré
rychleji neZ jiné (leh¢i ionty se pohybuji rychleji nez ty t&€z$i). Vysledna spektra jsou
vytvofena porovnanim doby letu s referencnimi Udaji v databazich. (Némcova, Engst, &

Jelinek, 1998)
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2  Experimentalni ¢ast

2.1

2.2

23

Pouzité chemikalie

Acetonitril (ACN) (Sigma)
Hydrogenuhli¢itan amonny (Fluka)
Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma)

Trypsin (Pierce™ Trypsin Protease, MS-Grade)

Pouzité roztoky

50 % roztok acetonitrilu jako aktivacni roztok pro Zip-Tip

0,2 % roztok kyseliny trifluoroctové jako ekvilibra¢ni roztok

0,1 % roztok kyseliny trifluoroctové v 50 % roztoku acetonitrilu jako elu¢ni roztok pro
Zip-Tip

50mM roztok hydrogenuhli¢itanu amonného jako roztok na fedéni trypsinu

Roztok trypsinu — 14 pl (20 pg) v 700 pl 50mM NH4HCO3

Pouzité pristroje a pomicky

Analyticka kolona AcclaimPepMap RSLC C18 (75 um x 150 mm, Dionex)
Analytické vahy HR-60-EC (A&D Instruments, Japonsko)

Hmotnostni spektrometr ESI-Q-TOF MaxisImpact (Bruker Daltonics)
Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RSLC nano (Dionex, Némecko)
Zachytéavaci kolona AcclaimPepMap 100 (100 pm x 2 cm, Dionex)
Zip-Tip Spi€ky s reverzni fazi C18 (Milipore, USA)

2.4 Vzorky

K rozboru jsem si vybrala 12 vzorkli bézn¢ dostupnych Spaget z vétsich fetézcii situovanych v

mém nejblizSim okoli — tedy TESCO, Albert, BILLA, a bézn¢ dostupné znacky jako napf.:

Panzani, Zatkovy, Albert quality a jiné (Tabulka 6).

35



Tabulka 6. Prehled vzorkii k analyze

Nazev Kéd Obsah vajec podle vyrobce Navazené
(uvedena % jsou hmotnostni) mnoZzstvi (mg)
Rosické BRE ‘bezvajecné’ 1,1
Riscossa BRS ‘bezvajecné’ 1,1
Panzani 3min S3M ‘vyrobek mize obahovat stopy vajec’ 1,0
Panzani 8min S&M ‘vyrobek mize obahovat stopy vajec’ 1,1
Panzani 11min SI11M ‘vyrobek muze obahovat stopy vajec’ 1,0
Albert SAL ‘vyrobek muize obahovat stopy vajec’ 1,1
Spagety SS ‘vyrobek mize obahovat stopy vajec’ 1,0
Tesco Cerstvé VTC ‘vejee 15 %’ 1,0
Tesco 4 vajeCné V4V ‘vejce 18 %’ 1,1
Premium VPR ‘suSeny vajecny Zloutek pasterovany 2 %’ 1,1
Zatkovy VZY ‘suSena vejce (2 %)’ 1,1
Ceska chut’ VCC ‘suSeny vaje¢ny zloutek pasterovany 2 %’ 1,0

Vzorky jsem volila pfedevs§im na zaklad¢ cild této prace — tedy srovnat obsah vajec ve
vajecnych a bezvajecnych té€stovinach a zjisténi obsahu vajec ve Spagetéach, jejichz vyrobce na
obalu uvadi, ze ‘mohou obsahovat stopové mnoZstvi vajec’. Vybrala jsem tedy dvanact
vzorki: dva vzorky bezvajecnych Spaget — Rosické a Spagety znacky Riscossa; pét vzorki
Spaget obsahujicich stopové mnozstvi vajec — Panzani — tfi vzorky s riiznou dobou varu (3, 8 a
11 minut), Albert $pagety, Spagety; a pét vzorkl vajecnych téstovin — TESCO &tyivajecné,

Spagety Ceska chut’, $pagety znacky Premium, TESCO &erstvé vajeéné téstoviny a Zatkovy.

Piiprava vzorki

Stépeni trypsinem

Trypsin je enzym ze 3. tfidy hydrolas, konkrétn€ se jedna o proteasu. Trypsin se nachazi ve
dvanactniku, kde $tépi peptidové vazby v proteinech za aminokyselinami argininem a
lysinem. Vzniké ve formé proenzymu trypsinogenu ve slinivce bfis$ni a déle je ve dvanactniku
aktivovan na svoji aktivni formu — trypsin.

Nadrcené a navazené vzorky byly vystaveny plisobeni roztoku trypsinu. Bylo dbano na uplné

ponoieni vzorkili a dvouhodinovou dobu $tépeni pfi laboratorni teploté.
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Piecisténi vzorki
Vzorky byly procistény tfemi roztoky: aktivaénim (wetting) (50% vodny roztok ACN),
ekvilibraénim (0,2% vodny roztok TFA) a elu¢ni (roztok 50% ACN a 0,1% TFA) v tomto
poradi:

1) Aktivace wetting roztokem — 10 pl — 10 opakovani

2) Ekvilibrace ekvilibraénim roztokem — 10 pl — 10 opakovani

3) Promyti roztokem vzorku — 10 pl — 10 opakovani

4) Proplachnuti ekvilibracnim roztokem — 10 ul — 10 opakovani

5) Vymyti elu¢nim roztokem — 8 pl — 10 opakovani

6) Konecné procisténi Spicky 10 ul eluéniho roztoku — 10 opakovani
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3  Vysledky a diskuze

Nalezené proteiny byly vyhledavany v databazi UniProt. Vzhledem ke slozeni a vysledkiim

jsou ve vysledcich uvedeny i nalezené psSeni¢né proteiny a jejich funkce.

Jelikoz je tvrdd pSenice (Triticum durum) Slechténa piimo z bézné pSenice (Triticum
aestivum), neni bohuzel v rozliSovacich schopnostech metody tento poddruh identifikovat.

Proto je ve vysledcich u vSech proteinti pSenicného ptivodu uvedena Triticum aestivum.

3.1 Ocekavané a nalezené proteiny a jejich rozdéleni
3.1.1 Vajecné proteiny

Ovoalbumin

Ovoalbumin tvoii nejvetsi ¢ast vajecnych proteini v bilki. Svou strukturou je velmi podobny
proteinim skupiny SERPIN, jejichz hlavni funkci je inhibice aminokyseliny serinu.
Podobnost struktury je vSak jediné, co je spojuje. Funkce ovoalbuminu neni stdle jasna.
Ptedpoklada se, ze se jedna o zasobni protein. (Gettins, 2002) Tento protein nebyl v Zadném

ze zkoumanych vzorki identifikovan
Ovotransferin - konalbumin

Ovotransferin patii do skupiny proteind, které se podili na pfenosu Zeleza a zaroven je
soucasti metabolismu proteinli produkovanych pfi teplotnim Soku. Pokud jsou tyto proteiny
soucasti ktize, poskytuji ochranu proti stresu zptsobenému nizkymi teplotami a dalSimi
vngjsimi faktory. (Fordras S.A. Nutraceutical Ingredients, Functional Food, Pharmaceutical
API And Culture Media : Ovotransferrin, 2017) Tento protein nebyl ve zkoumanych vzorcich

identifikovan.
Ovomukoid

Ovomukoid je glykoprotein, ktery se podili na regulaci proteas. Konkrétné je inhibuje.
Zajimavé je, ze ovomukoid kura domaciho (Gallus gallus) inhibuje trypsin ov¢iho 1 prasec¢iho
pluvodu, ale nikoliv lidského. (Sturkie, 1999) Tento protein nebyl v Zddném ze zkoumanych

vzorku identifikovan.
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Lysozym

Lysozym je enzym, ktery je soucasti imunitniho systému zvifat. Jedna se o glykosidovou
hydrolasu, kterd katalyzuje hydrolyzu nékterych proteinti ve sténach grampozitivnich bakterii.

(Manchenko, 1994) Tento protein nebyl ve zkoumanych vzorcich identifikovan.
Ovomucin

Jedna se o glykoprotein vyskytujici se ve vajecném bilku. Sklada se ze dvou podjednotek a
tak jako ostatni proteiny mucinové skupiny se podili na tvorbé gelovych struktur.

(Hiidenhovi, 2007)
Ovovitelin a ovolivetin

Prekurzorem pro tyto proteiny je vitellogenin. Jedna se o proteiny vaje¢ného zloutku, které
jsou soucasti hormonalniho fizeni rozmnozovaci soustavy samic. Vitellogenin se vyskytuje i u
jinych organismu, kde méa podobné funkce. Ale naptiklad u vcel je tento protein soucasti vice
procest jako tfeba hormondlni regulace nebo receptorové funkce. (Hefetz & Grozinger, 2016)
Ve vzorcich byl identifikovan apovitellenin, ktery je soucésti rodiny proteint podilejicich se

na fizeni rozmnoZzovaci soustavy kura.

3.1.2 PSenicné proteiny

Vzhledem k tomu, Ze cilem této prace je zjistit slozeni stejného produktu rtiznych znacek, je
ziejmé, ze se nalezené proteiny budou opakovat u vice vzorkll. Zde jsou uvedeny vSechny

proteiny pSeni¢ného piivodu, které byly ve vzorcich identifikovany.
3.1.2.1 Zasoba nutrienti
gama gliadin, globulin, glutenin, GSP-1 grain softness protein, rodina kupinii,

Globuliny

Globuliny (konkrétné napt. legumin, fazeolin) jsou proteiny, které maji mnoho funkci. Ty,
které byly nalezeny ve zkoumanych vzorcich, slouzi predev§im k zasob¢ nutrienti, tedy latek,

které jsou pfitomny v semenu a jsou pfipraveny vyZzivovat novou rostlinu. (Novacek, 2017)

Gluteniny a gliadiny
Gluteniny a gliadiny jsou hlavnimi souc¢astmi lepku (Shewry, Halford, Belton, & Tatham,
2002). Nachazeji se v endospermu zrna (cca 10 %) a jsou nerozpustné ve vod¢. V rostling

slouzi jako vyziva pii kliceni nové rostliny a v mouce, kterd je vlastné rozemletym
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endospermem, maji vliv na kyprost a zachovani tvaru peéiva. (Benda, Baburek, & Zd’arsky,

2000)

Glutenin

Glutenin je hlavnim proteinem pSeni¢né mouky, tvoti az 47 % celého bilkovinného obsahu.
Tvofti vysoko a nizko-molekularni podjednotky a je zodpovédny za elasticitu a viskozitu tésta.
Patii do tfidy glutelind, které nachazime v endospermu lipnicovitych (Poaceae), kam patii 1
pSenice seta (Triticum aestivum). (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2004) Gluteliny jsou bohaté
na hydrofobni aminokyseliny s obsahem fenylalaninu, valinu, tyrosinu, prolinu a leucinu.

(Elwart, 1967)

Gama gliadin
Gliadin je svym aminokyselinovym slozenim velmi podobny gluteninu, ale mizeme zde najit
jisté rozdily. Gliadin je bohatSi na prolin, glutamin a glutamovou kyselinu, cystein,

fenylalanin a isoleucin. (Elwart, 1967)

Kupiny (superodina)
Kupiny jsou skupina proteinli pojmenovanych podle B-barelového skladu — cupa znamena
latinsky barel, kad’ nebo sud. Kromé spolecné struktury obsahuji vSechny kupiny histidin,

ktery tvofi vazebné misto oxalat oxidasy. (Dunwell, 1998)

Rodina kupinid obsahuje jednodoménové bakteridlni enzymy (podilejici se na piestavbé
sacharidi v bunéénych sténach), dvoudoménové ,bikupiny*, kterymi jsou napiiklad vysychéani

odolné zasobni globuliny, nebo vicedoménové ,transkripéni faktory*.

VeétSina enzymatickych kupinl obsahuje ionty médi, zinku, kobaltu, niklu nebo manganu jako
kofaktory, které moziuji kvartérni struktufe reagovat v rtiznych chemickych reakcich.

(Dunwell, Purvis, & Khuri, Cupins: the most funcionally diverse protein superfamily?, 2004)

GSP-1 Grain Softness Protein

Tento protein je soucasti komplexu proteinii zodpovédnych za tvrdost zrn je a podili se na

fylogenezi rostliny. (Morris, Geng, Beecher, & Ma, 2013)

Je obsazen v endospermu zrna a studie z roku 2013 shrnuje, Ze oproti ostatnim proteinim ze

stejné skupiny je pomeérné slozité tento protein izolovat kviili jeho malému genetickému
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projevu. Obecné je oproti puroindolintim’

Dalgalarrondo, Branlard, & Marion, 2013)

velmi malo prozkoumany. (Elmorjani, Geneix,

Histony

Histony jsou bohaté na aminokyseliny, které jsou kladné nabité, napf.: lysin a arginin. Jejich
polarita zajiStuje rozpustnost histonii ve vod¢. Histony jsou soucasti jadra, konkrétné
chromatinu, eukaryotickych bun¢k. Na zaklad¢ objevu histoni s podobnymi vlastnostmi

v archebakteriich a v eukaryotickych bunkach dokazali védci ptibuznost téchto dvou skupin.

(Reeve, a dalsi, 2004)

3.1.2.2 Katalytické reakce

beta amylasa, fosfoglycerat kinasa, fruktosa-bifosfat aldolasa, glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasa, malat dehydrogenasa, nukleosid difosfat kinasa, rRNA N-glykosidasa

Proteiny, které jsou soucasti katalytickych reakci, jsou pfedevsim enzymy.
Beta amylasa

Beta-amylasa je enzym ucastnici se hydrolyzy a-D-glykosidickych vazeb v polysacharidech
v rdmci odstranéni maltosovych jednotek z neredukujicich konct fetézcli. K tomuto dé&ji
dochazi pii zrani plodd, kdy beta-amylasa rozkldda sacharidy na jednotlivé glukosové

jednotky. (Manners, 1963)
Fosfoglycerat kinasa

Tento protein je soucasti glykolyzy. Konkrétn€ katalyzuje vznik fosfoglyceratu za vzniku

ATP. (Nicholls & Ferguson, 2013)
Fruktosa bisfosfat aldolasa

Jedna se o enzym ze tiidy lyas, ktery se podili na metabolismu glykolysy. Stépi fruktosa-1,6-
bisfosfat na glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyaceton-fosfat. V ramci glukoneogenese
katalysuje obracenou reakci. (Vydavatelstvi VSCHT - Knihy, 2014)

? Puroindoliny a a b jsou hlavnimi proteiny ovliviiujici tvrdost zrn. Pokud jsou obé& formy v ptivodnim,
neupraveném a aktivnim stavu, textura zrna a vysledné mouky je jemna. Pokud alesponn jeden
z proteinti chybi, je zmutovan nebo prosel néjakou modifikaci, textura zrna a mouky bude hruba.
V zrnech tvrdé pSenice (Triticum durum) nenachazime ani jeden z téchto proteinti — jeji zrna jsou tvrda
a vysledna textura mouky je hruba. (Morris C. , 2002)
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Glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogenasa

Glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogenasa_je protein, ktery se ucastni Sesté¢ho kroku glykolyzy,
kdy se jako oxidoreduktasa ucastni piemény glyceraldehyd 3-fosfatu na D-1,3-
difosfoglyceratu. Krom¢ toho se ucastni i nékterych bunécnych d&ju, jako tieba apoptosy,

kterou aktivuje. (Tarze, a dalsi, 2007)
Malat dehydrogenasa

Malat dehydrogenasa je enzym, ktery katalyzuje reverzni oxidaci maldtu na oxalacetat
pomoci redukce NAD" na NADH. Tato reakci je soucasti citratového cyklu. (Minarik,
Tomaskova, Kollarova, & Antalik, 2002)

Nukleosid difosfat kinasa

Nukleosid difosfat kinasa je enzym, ktery se ti¢astni konverze nukleotidii na deoxynukleotidy

v ramci metabolismu syntézy nukleovych kyselin. (Voet, Voet, & Pratt, 2013)
rRNA N-glykosidasa

Jedna se o enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu glykosidické vazby v rRNA. (Endo & Tsurugi,
1988)

3.1.2.3 Dalsi nalezené proteiny

Rodina ,Coiled coil* (vinuta civka)

Jedna se o skupinu proteinli, jejichz spolecnym znakem je né€kolikrat opakovana trojita
helikalni skladana struktura. Jde o proteiny se stavebni funkci. (Nicolas, Dalalande, Hubert, &

Le Rumeur, 2014)

Proteiny domény LEA (Late embryogenesis abundant — proteiny hojné pozdni

embryogeneze)

Funkce téchto nizkomolekularnich proteinii je ochrana vysSich rostlin pfed poskozenim

suchem. (Hong-Bo, Zong-Suo, & Ming-An, 2005)
Proteiny domény Ubiquintin

Tyto globularni jednotky jsou soucasti procesu degradace bilkovin. Svym piipojenim na
bilkovinu ji oznaci a bilkoviny je dale specificky rozloZena, aby byla dal vyuzita. (Storchova,

1995)
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Hypersensitive induced response protein 3

Proteiny tohoto typu se v rostlindich podileji na senzitivnich odpovédich na napadeni
patogeny. Studie ukazala, ze jejich mnozstvi v bunice koreluje s mnozstvim bunéénych tmrti.

(Liang, a dalsi, 2010)
Oleosin

Oleosiny jsou strukturni proteiny a podileji se na tvorbé zasob olejt v rostlinach. (Jaradat,
2016)
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3.2 Vysledky analyzy jednotlivych vzorki
3.2.1 Rosické téstoviny

Vyrobce na obalu uvadi, Ze té€stoviny jsou bezvajecné. Vzhledem k tomu, Ze neuvadi moznost
(tab. 7), ze by ve vyrobku mohlo byt stopové mnozstvi vajec nebo jinych alergend, da se

predpokladat, ze Spagety byly vyrobeny v zavod¢, kde nedochazi k zpracovani téchto surovin.

Tabulka 7: Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku Rosické téstoviny

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

Rosické téstoviny Pseni¢na mouka Pouze proteiny z pSenice

Nalezen¢ proteiny byly podle o¢ekavani pSeni¢ného ptivodu (tab. 8). Nejvétsi zastoupeni mél
enzym rRNA N-glykosidasa, kterd se Uc€astni katalytickych procest, dale zdsobni protein
glutenin a jeho podjednotky. Tfetim nejzastoupenéjSim proteinem byl necharakterizovany
protein, ktery je v zrnu stavebni jednotkou pletiv. Dal§imi nalezenymi proteiny byly zdsobni
globuliny, proteiny ze skupiny kupinti a dals$i nespecifikované proteiny. Z enzymii byly ve
vzorku dale nalezeny fosfoglycerat kinasa, nukleosid difosfat kinasa a malat dehydrogenasa,
vSechny s katalytickou funkci. Déle inhibitor serinu protein skupiny SERPIN'® a histon, ktery

je soucasti DNA vazeb.

Vsechny nalezené proteiny jsou pSeni¢ného pivodu a vSechny tyto proteiny jsou v zrnu

pfitomné. Polovina nalezenych proteini méla zasobni funkci.

10 (SERine Protein INhibitors) — proteiny podilejici se na regulaci serinu, ktery tvofi aktivni misto nékterych
enzymu, napiiklad trypsinu nebo chymotrypsinu.
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Tabulka 8: Rosicke téstoviny - vysledky analyzy

Kéd proteinu Nazev proteinu Pocet Puvod
peptida
AO0A3B6LV31 rRNA N-glykosidasa 9 Ttriticum aestivum
P08488 glutenin — podjednotka 12 8 Triticum aestivum
AO0A3B6KPY9 rRNA N-glykosidasa 8 Triticum aestivum
P10387 glutenin — podjednotka DY 10 7 Triticum aestivum
AOA3BSY5E3 necharakterizovany protein 7 Triticum aestivum
Q0Q5D4 globulin 6 Triticum aestivum
Q0Q5D9 globulin 6 Triticum aestivum
AOA3B6MWJ necharakterizovany protein - 6 Triticum aestivum
SERPIN
AOA3B6NNE0( fosfoglycerat kinasa 6 Triticum aestivum
16QQ39 globulin — 3A 6 Triticum aestivum
AOA3B6AOKS necharakterizovany protein 6 Triticum aestivum
AO0A3B61J76 necharakterizovany protein — 6 Triticum aestivum
rodina kupint

AO0A3B5Y072 nukleosid difosfat kinasa 6 Triticum aestivum
A3KLL4 malat dehydrogenasa 6 Triticum aestivum
AO0A1D6CGHS histon 6 Triticum aestivum
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3.2.2 Riscossa spaghetti

Vyrobce na obalu tohoto produktu uvadi, Zze jsou Spagety vyrobeny ze semoliny (tab. 9),

ocekavali jsme tedy proteiny pseni¢ného piivodu. Neptredpokladali jsme tedy obsah vaje¢nych

proteinti v tomto vzorku.

Tabulka 9. Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku Riscossa spaghetti

Nazev

Informace o slozeni

Ocekavané proteiny

Riscossa spaghetti

Semolina z tvrdé pSenice a voda

Proteiny z pSenice

Znatelné¢ nejvetsi pocet peptidi mély vtomto vzorku enzymy dehydrogenasy. Dalsi,

zastoupeny mens$im poctem peptidil, byly enzymy beta amylasa a frukto-bisfosfat aldolasa. Ze

zasobnich proteint byly v tomto vzorku nalezeny globulin a necharakterizované proteiny ze

skupiny kupinli. Zbylymi nalezenymi proteiny byly proteiny se strukturou coiled coil, které se

podileji na struktufe pletiv. Zajimavym proteinem je necharakterizovany protein skupiny LEA

(late embryogenesis abundant — protein souvisejici s pozdni embryogenezi rostliny), ktery se

vzrnu kumuluje béhem vysychani semen. Tento protein vjiném ze vzorkli nebyl

identifikovan. (tab. 10)

Tabulka 10: Riscossa Spagety - vysledky analyzy

Kéd proteinu Néazev proteinu Pocet Pivod
peptida

AO0A3B6NQQS glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 12 Triticum aestivum
AOA3B6RKE1 glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 11 Triticum aestivum
AO0A3B6IYD4 beta-amylasa 8 Triticum aestivum
Q0Q5D9 globulin 6 Triticum aestivum
AO0A3B61J76 necharakterizovany — rodina kupint 6 Triticum aestivum
16QQ39 globulin — 3A 6 Triticum aestivum
AOA3BSYSE3 necharakterizovany protein 5 Triticum aestivum
AOA3B5XV32  necharakterizovany protein — rodina kupin 5 Triticum aestivum
AO0A3B6LTS9 necharakterizovany — LEA 4 Triticum aestivum
AO0A3B5SZ3G6 necharakterizovany protein 4 Triticum aestivum
AOA3B6LUVS8 necharakterizovany protein — rodina kupint 4 Triticum aestivum
AOA1D5VD11 fruktosa-bisfosfat aldolasa 3 Triticum aestivum
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3.2.3 Panzani 3 minutové

Nasledujici tfi vzorky znacky Panzani maji totozné slozeni (tab. 11, 13 a 15). U vSech jsme
tedy oc¢ekavali pouze proteiny pseni¢ného ptivodu. Uvedeny rozdil v dob¢ vateni je dan pouze

tloustkou té€stovin. Vyrobce deklaruje, Ze té€stoviny mohou obsahovat stopy vajec.

Tabulka 11: Surovinové slozeni a ocekdvané proteiny ve vyrobku Panzani 3 minutové

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

Panzani 3 minutové 100% krupice z tvrdozrnné pSenice,  Proteiny pSeni¢ného ptivodu

muze obsahovat stopy vajec

V téchto nejtencich, s nejkrat$i dobou vafeni, byl s nejvétsim poctem peptid identifikovan
globulin (tab. 12). Pocet globulinovych peptidii je u tohoto vzorku dvojnasobny, nez u
ptedchozich vzorkd S$paget. Druhy nejzastoupenéjs$i protein je glyceraldehyd-3-fostat
dehydrogenasa. Podobné mnozstvi peptidit méli ve vzorku dva necharakterizované proteiny, o
nichz vime jen to, Ze jejich funkce je zasobni. Pod deset peptidii méla beta-amylasa a tii dalsi
proteiny, jejichz funkci nezname. VSechny nalezené proteiny jsou pSenicného pivodu — tedy

odpovidaji naSemu ocekavani zalozenému na uvedeném slozeni produktu.

Tabulka 12: Panzani 3minutové - vysledky analyzy

Kdd proteinu Nézev proteinu Pocet Pivod
peptida
16QQ39 globulin-3A 12 Triticum aestivum
AO0A3B6NQQS glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 10 Triticum aestivum
AOA3B6ILVY necharakterizovany protein 10 Triticum aestivum
AO0A3B61J76 necharakterizovany protein 10 Triticum aestivum
AO0A3B6RKE1 glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 9 Triticum aestivum
AO0A3B6IYD4 beta-amylasa 9 Triticum aestivum
AOA3B6LTS9 necharakterizovany protein 8 Triticum aestivum
AO0A3B6MXI6 necharakterizovany protein 8 Triticum aestivum
AO0A3B6KSH4 beta-amylasa 8 Triticum aestivum
AOA3B5SYSE3 necharakterizovany protein 7 Triticum aestivum
Q0Q5D9 globulin 1 6 Triticum aestivum
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3.2.4 Panzani 8 minutové

Vyrobce ve slozeni uvadi pouze pSenici (tab. 13), ocekavali jsme tedy identifikaci pouze
pseni¢nych proteinti. Oproti predchozimu vzorku jsou Spagety silnéjsi, slozeni na obalu je
vSak stejné.

Tabulka 13: Surovinové slozeni a ocekdvané proteiny ve vyrobku Panzani 8 minutové

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

Panzani 8 minutové 100% krupice z tvrdozrnné pSenice,  Proteiny pSeni¢ného ptivodu

muze obsahovat stopy vajec

Se 17 peptidy byl v tomto vzorku nalezen enzym glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, se 14
peptidy globulin a se 12 beta-amylasa. Stejny pocet peptidi byl detekovan u
necharakterizovaného proteinu s neznamou funkci a déale u dvou necharakterizovanych
proteint se zasobni funkci. S méné nez 10 peptidy byl ve vzorku zastoupen protein vazajici
ATP, rRNA N-glykosidasa a dalSi zasobni nespecificky protein (tab. 14). Celkové je
proteinové slozeni velmi podobné ptedchozimu vzorku. Vzhledem k tomu, ze se jedna o

stejného vyrobce a vyrobek se stejnym sloZeni, je to ocekavatelny vysledek.

Tabulka 14: Panzani Sminutové - vysledky analyzy

Kéd proteinu Néazev proteinu Pocet Pivod
peptida
AO0A3B6NQQS  glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 17 Triticum aestivum
16QQ39 globulin-3A 14 Triticum aestivum
AO0A3B6KSH4 beta-amylasa 12 Triticum aestivum
AO0A3B6RKE1 glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 12 Triticum aestivum
AOA3BSYSE3 necharakterizovany protein 12 Triticum aestivum
AO0A3B6IYD4 beta-amylasa 11 Triticum aestivum
AO0A3B61J76 necharakterizovany protein 11 Triticum aestivum
AO0A3B6ILV9 necharakterizovany protein 10 Triticum aestivum
AO0A3B6NJTI necharakterizovany protein 9 Triticum aestivum
A0A3B6LV31 rRNA N-glykosidasa 8 Triticum aestivum
AOA3B6KNF4 necharakterizovany protein 8 Triticum aestivum
AO0A3B6KPY9 rRNA N-glykosidasa 7 Triticum aestivum
AO0A3BSY3LS5 necharakterizovany protein 7 Triticum aestivum
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3.2.5 Panzani 11 minutové

11 minutova varianta Spaget od znacky Panzani se ve sloZzeni nijak nelisi od dvou ptedchozich
vzorki (tab. 15), 1 zde jsme ocekavali nalez proteinti pSeni¢ného pivodu.

Tabulka 15: Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku Panzani 11 minutové

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

Panzani 11 minutové  100% krupice z tvrdozrnné pSenice,  Proteiny pSeni¢ného piivodu

muze obsahovat stopy vajec

Posledni z trojice vzorki znaCky Panzani se slozenim od ptedchozich pfili§ nelisil (tab. 16).

Pfres 10 peptidi bylo nalezeno u globulinu, beta-amylas, glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasy a necharakterizovanych zéasobnich proteini. Nad 10 peptidi mél jeste
necharakterizovany protein bez urcené funkce a dél se opakoval globulin, glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasa a necharakterizované proteiny tentokrat podilejici se na vazbach v ATP.
Dale zde byla nalezena rRNA N-glykosidasa a histon. V tomto vzorku byl navic identifikovan

enzym Skrobova syntasa, ktery je soucasti biosyntézy Skrobu a v jiném vzorku se neobjevil.

Tabulka 16.: Panzani 1 1minutové - vysledky analyzy

Kéd proteinu Néazev proteinu Pocet Pivod
peptida

16QQ39 globulin-3A 17 Triticum aestivum
AO0A3B61J76 necharakterizovany protein 16 Triticum aestivum
AO0A3B61YD4 beta-amylasa 14 Triticum aestivum
AO0A3B6KSH4 beta-amylasa 14 Triticum aestivum
AO0A3B6ILV9 necharakterizovany protein 14 Triticum aestivum
AOA3B6NQQS5  glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 12 Triticum aestivum
AO0A3B5Z3G6 necharakterizovany protein 12 Triticum aestivum
Q0Q5D9 globulin 1 9 Triticum aestivum
AOA3B6RKE1  glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 9 Triticum aestivum
AO0A3B6NJTI necharakterizovany protein 9 Triticum aestivum
QI9S7NS Skrobova syntasa 9 Triticum aestivum
AO0A3B6L.V31 rRNA N-glykosidasa 8 Triticum aestivum
AO0A3B5XV32 necharakterizovany protein 8 Triticum aestivum
A0A3B6B3H4 histon H4 8 Triticum aestivum
AO0A3BSY3L5 necharakterizovany protein 8 Triticum aestivum
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3.2.6 Albert Spagety

Dalsi ze vzorku Spaget, u kterych vyrobce uvadi moznost stopového obsahu vejce a ma, tak
jako piedchozi vzorky, na obalu uvedeno, ze se jedna o té€stoviny vyrobené z mouky z tvrdé

pSenice (tab. 17). I u tohoto vzorku jsme ocekavali pfedevsim proteiny rostlinného ptivodu.

Tabulka 17: Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku Albert spagety

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

Albert Spagety semolina — mouka z pSenice tvrdé, Proteiny pSeni¢ného ptivodu

muze obsahovat stopy vajec

Ackoliv se jednd rizné znacky, proteinové slozeni u tohoto vzorku nésleduje trend
proteinového slozeni, ktery sledujeme u vzorkd suvedenym stopovym mnozstvim vajec.
Nejzastoupen€j$i je vtomto vzorku globulin nasledovany glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasami. Dalsi v potadi jsou zasobni proteiny, které nebyly presné charakterizovany,
jeden protein o nezndmé funkci a beta-amylasa. Pod deset peptidd mély ve vzorku
necharakterizovany protein vazajici ATP a opét globulin a beta-amylasa. (tab. 18) Proteinové
sloZzeni vzorku tedy odpovida vyrobcem uvedenému sloZeni produktu a vSechny proteiny jsou

pSeni¢ného ptavodu.

Tabulka 18: Albert Spagety - vysledky analyzy

Kdd proteinu Nazev proteinu Pocet Puvod
peptida
16QQ39 globulin-3A 17 Triticum aestivum

AOA3B6RKE1 glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 13 Triticum aestivum
AO0A3B6NQQS glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 12 Triticum aestivum

AOA3B6ILVY necharakterizovany protein 11 Triticum aestivum
AOA3BSYSE3 necharakterizovany protein 10 Triticum aestivum
AO0A3B5XV32 necharakterizovany protein 9 Triticum aestivum
AO0A3B61YD4 beta-amylasa 9 Triticum aestivum
AOA3B6NJTY necharakterizovany protein 9 Triticum aestivum
AOA3B6KNF4 necharakterizovany protein 9 Triticum aestivum
Q0Q5D9 globulin 1 8 Triticum aestivum
AO0A3B6KSH4 beta-amylasa 8 Triticum aestivum
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3.2.7 Spagety (vzorek bez uvedené znacky)

U tohoto vzorku vyrobce uvadi jako surovinu pSeni¢nou mouku (tab. 19) — ocekavali jsme
tedy pSeni¢né proteiny.

Tabulka 19: Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku Spagety (vwrobek bez znacky)

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

Spagety PSeni¢na mouka, miize obsahovat Proteiny pSeni¢ného ptivodu

stopy vajec

U tohoto vzorku bylo identifikovano prekvapivé malo peptidi. Prikazny pocet (tedy alespoii
dva) peptidi byl identifikovan jen v pfipadé glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy a
necharakterizovaného proteinu, jehoz funkci je inhibice serinu. Pouze jeden peptid byl
nalezen u beta-amylasy, glykosidasy, gama gliadinu, oleosinu, histonu, glukosa-1-fosfat

adenylyltransferasy a necharakterizovanych proteint (tab. 20).

Jako jediny obsahoval tento vzorek neprikazné mnozstvi proteinti houbového pivodu. Jedna
se o vieckovytrusnou houbu Giberella zeae, jejiz ptitomnost je neZadouci, nicméné zavazné
toxické ucinky na lidské télo nema. Zavaznégjsi je jeji hospodaisky vyznam, jelikoz napadené
rostliny maji deformované klasy a houba tim zdsadné snizuje trodu. (Cumagun, Bowden,

Jurgenson, Leslie, & Miedaner, 2004)
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Tabulka 20: Spagety (bez uvedené znacky) - vysledky analyzy

Kéd proteinu Néazev proteinu Pocet Puvod
peptida
AO0A3B6NQQS glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 2 Triticum aestivum
AO0A3B5YQP1 necharakterizovany protein inhibitor 2 Triticum aestivum
serinu

W47ZP51 necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
AO0A3B61YD4 beta-amylasa 1 Triticum aestivum
AO0A1DSZ1.98 rRNA N-glykosidasa 1 Triticum aestivum
MITGF7 gama gliadin-D2 1 Triticum aestivum
AOA3B6LLH7 oleosin 1 Triticum aestivum
AO0A3B6MQGS necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
AOA080YUWS histon H2A 1 Triticum aestivum
AOA1D6BV11 glukosa-1-fosfat adenylyltransferasa 1 Triticum aestivum
I1RBAG6 podjednotka protonové pumpy 1 Gibberella zeae
I1RYD3 necharakterizovany protein 1 Gibberella zeae
11S258 necharakterizovany membranovy 1 Gibberella zeae

protein

52



3.2.8 Premium Spagety

Prvni ze vzorku vaje¢nych Spaget ma ve slozeni uvedeno pouze 1 % (m/m) vajec (tab. 21),
proto jsme ocekavali, ze identifikovanych proteinti nebude mnoho, respektive, ze nalezenych

peptida vaje¢ného piivodu nebude mnoho.

Tabulka 21: Surovinové slozeni a ocekdvané proteiny ve vyrobku Premium Spagety

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

ium § Seni¢na mouka, suSena vejc ) oteiny vajecného i
Premium Spaget PSenicn ka, suse ejce (1 % Protet ecného i

pSeni¢ného ptavodu

V tomto vzorku nebyl nalezen Zadny z proteinil v zastoupeni vétSim neZ jen jednim peptidem
(tab. 22). Z vybranych nalezenych pSeni¢nych proteinit byly nalezeny zasobni gliadiny a
jeden necharakterizovany protein, jehoz funkce je také zasobni. Tak jako u vétSiny ostatnich
vzorki byla i1 zde nalezena glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa podilejici se na
metabolismu glukosy. DalSimi nalezenymi proteiny pSeni¢ného plivodu je histon a

necharakterizovany protein, ktery je soucasti reakéni odpovédi na poranéni rostliny.

Z proteinli vajeéného puvodu nalezenych v tomto vzorku nebyl ani jeden z nich
charakterizovan v databazi UniProt. Funkcemi téchto proteinii jsou peroxiredoxinova aktivita,
jeden z proteinil je soucasti metabolismu malatu, konkrétné je fumarat hydratasou u dalSich

dvou neni jejich funkce jasna.

Tabulka 22: Premium Spagety - vysledky analyzy

Kdd proteinu Nazev proteinu Pocet Puvod
peptidi

AO0A3BSYQP1 necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
AO0A3B6NQQS glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 1 Triticum aestivum
P06659 gama-gliadin B 1 Triticum aestivum
AOA080YUWS histon H2A 1 Triticum aestivum
MITGF7 gama-gliadin-D2 1 Triticum aestivum
AO0A3B5XT99 necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
F274M5 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
FING43 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
R4GFT3 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
Q5ZLD1 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
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3.2.9 TESCO Spagety &tyf vajeéné
Na obalu tohoto vyrobku je uvedeno, ze 18 % jeho hmotnosti tvofi vejce (tab. 23). Ocekavali

jsme tedy pSenicné proteiny a prikazné mnozstvi peptidi vaje¢ného piivodu.

Tabulka 23: Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku TESCO Spagety 4 vajecné

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny
TESCO Spagety 4 PSeni¢na mouka, Proteiny vaje¢ného i pSenicného piivodu
vajecné vejce (18 %, m/m)

Pocty peptidl jednotlivych proteinit byly v tomto vzorku nizké — jen 1 nebo 2 peptidy (tab.
24). Prvni dva proteiny z tabulky jsou soucasti reakcnich odpovédi na poranéni rostliny.
Z pSeni¢nych proteinti byl dale ve vzorku nalezen zasobni gliadin a necharakterizovany

enzym podilejici se na vazbé ATP.

Z vaje¢nych proteint byl identifikovan jen vitellogenin, ktery je ve vajeéném zloutku soucasti

transportu lipidii. Dalsi dva proteiny vajecného piivodu nebyly charakterizovany.

Vyrobce uvadi, ze ve vyrobku je 18% obsah vajec. Ocekavala bych vétsi peptidové
zastoupeni vajecnych proteinii a predevSim bych cekala, ze budou analyzovany néjakeé
konkrétni, ne jen necharakterizované proteiny spadajici pod domény jen na zéklad¢ jejich

prostorové struktury (ubiquitin).

Tabulka 24.: TESCO sSpagety ctyrvajecné — vysledky analyzy

Kéd proteinu Néazev proteinu Pocet Pivod
peptida
AO0A3BSYQY0 necharakterizovany protein 2 Triticum aestivum
AO0A1D5US86 necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
P06659 gama-gliadin B 1 Triticum aestivum
AOA3B6CBF7 necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
FINFL6 vitellogenin 2 1 Gallus gallus
F1P3W8 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
E1BZ00 necharakterizovany protein — ubiquitin 1 Gallus gallus
(UBA)
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3.2.10 Spagety vaje¢né Ceska chut
V tomto vzorku jsme podle sloZeni (tab. 25) ocekavali kromé pSeni¢nych proteinil i proteiny

vajecného Zloutku.

Tabulka 25: Surovinové slozeni a ocekdvané proteiny ve vyrobku Spagety vajecné Ceskda chut’

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny
Spagety vajecné Ceska  PSeni¢nd mouka, pitna voda, Proteiny pSeni¢ného plivodu a
chut’ suSeny vajecny zloutek proteiny vajecného Zloutku

pasterovany 2 %

Z pSeni¢nych proteinil byl v tomto vzorku nalezen v nejvétSim peptidovém zastoupeni enzym
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, ktery je soucasti metabolismu glukosy. DalSimi
proteiny psSeni¢ného pivodu byl zdsobni gliadin, za tvrdost zrn zodpovédny Grain softness

protein a protein, ktery se podili na citlivosti rostliny vici vn&j$im vliviim.

Z vajecnych proteinti byly nalezeny v dostate¢ném zastoupeni pouze dva necharakterizované
proteiny, z ¢ehoz se jeden podili na stavbé membran a u druhého neni dosud ziejmé jeho
funkce (tab. 26). Tyto vysledky jsou z mého pohledu naprosto nedostate¢né. Pokud vyrobce
uvadi, Ze vyrobek obsahuje 2 % (m/m) vaje€ného Zloutku, ocekavala bych, Ze alespon néjaky
z nalezenych proteini bude prokazatelné soucasti vajecného zloutku, jako je napiiklad

vitellogenin.

Tabulka 26: Spagety Ceska chut - vysledky analyzy

Kdd proteinu Nazev proteinu Pocet Puvod
peptidi

AOA3B6NQQS  glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 2 Triticum aestivum
MITGF7 gama-gliadin - B 1 Triticum aestivum
Q5BHTY GSP-1 Grain Softness Protein 1 Triticum aestivum
AO0A3B6KHO00 hypersensitivni protein 3 1 Triticum aestivum
FIN9S4 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
E1C8M3 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
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3.2.11 TESCO Tagliatelle vajecné téstoviny nesusené

Podle vyrobce (tab. 27) obsahuje tento vyrobek kromé pSenice i vejce, takze jsem ocekavala,

ze u tohoto vzorku budou identifikovany jak proteiny pSeni¢ného, tak i vajecného ptivodu.

Tabulka 27: Surovinové slozeni a ocekavané proteiny ve vyrobku TESCO Tagliatelle vajecné téstoviny

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny

TESCO Tagliatelle vajecné Krupice z pSenice tvrdé, Proteiny pSenice tvrdé i seté

testoviny nesusené pSeni¢na mouka, vejce (Triticum durum 1 aestivum),
(15 %, m/m) vajecné proteiny

VSechny rostlinné proteiny v tomto vzorku byly identifikovany jako zasobni (tab. 28). Jedna
se o gliadiny, gluteniny a jeden nespecifikovany protein, jehoZ funkce je ovSem taky zasobni.
Navic byl ve vzorku identifikovan keratin — protein povazovany za kontaminant vzhledem
k tomu, Ze se jedna o protein z koznich bun¢k. To je mezi ostatnimi vzorky ojedinélé.
Vzhledem k tomu, ze vysledky byly porovnavany proti databdzim pSeni¢nych a vajecnych
proteint (a také s databazi béznych kontaminantil), mizeme hadat, Ze keratin bude pfitomen
kvtli znecisténi bud’ v prabéhu vyroby, nebo béhem ptipravy vzorku pro analyzu a keratin
tedy bude lidského ptvodu. Podle vyrobce by mély byt Spagety slozeny jak z mouky
z pSenice seté (Triticum aestivum), tak 1 z pSenice tvrdé (Triticum durum). Ze ziskanych

vysledkd ale tento rozdil nebyl potvrzen.

Z proteinti vajecného ptivodu byl v dostatecném peptidovém zastoupeni identifikovan pouze

necharakterizovany protein F1P350 (nedohledany v databazi UniProt).

Tabulka 28: TESCO Tagliatelle vajecné téstoviny - vysledky analyzy

Kéd proteinu Nazev proteinu Pocet peptidi Piavod
P06659 gama-gliadin B 2 Triticum aestivum
contP35527 keratin 1

P02861 glutenin 1 Triticum aestivum
MITGF7 gama-gliadin D2 1 Triticum aestivum
AOA3B6KNF4 necharakterizovany protein 1 Triticum aestivum
contP35527 keratin 1

F1P350 necharakterizovany protein 1 Gallus gallus
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3.2.12 Vaje¢né Zatkovy Téstoviny Spagety
U tohoto vzorku je na obalu deklarovan 2% obsah vajec (tab. 29). Ocekavali jsme, ze ve

vzorku budou identifikovany vajecné i pSenicné proteiny.

Tabulka 29: Surovinové slozeni a ocekdvané proteiny ve vyrobku Vajecné Zatkovy téstoviny

Nazev Informace o sloZeni Ocekavané proteiny
Vajecné Zatkovy Téstoviny PSeni¢na mouka, Proteiny pSeni¢ného i
Spagety vejce (2 %, m/m) vajecného pivodu

V tomto vzorku byly vSechny nalezené proteiny zastoupeny vétSim poctem peptidi nez
v ostatnich vzorcich (tab. 30). Obsah psSeni¢nych proteint kopiruje trend predchozich vzorkd,
kdy nejvétsi peptidové zastoupeni ma glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa nasledovana
zasobnimi proteiny — vtomto pifipadé¢ globuliny a v mens$i mife gluteniny. DalSimi

prokézanymi proteiny pSenicného ptivodu jsou enzymy beta amylasa a rRNA N-glykosidasa.

Tento vzorek jako jediny naplnil ocekavani a bylo v ném nalezeno uspokojivé mnozstvi
proteinii  vaje¢ného piavodu. S nejvy$$§im peptidovym zastoupenim byl identifikovan
ovoalbumin, ktery je soucasti vajecného bilku, dale vitellogenin-2 a apolipoprotein B, které
jsou oba soucasti vaje¢ného Zloutku, kde se podileji na transportu lipidi, dale byl ve vzorku
nalezen histon, ktery je soucasti DNA a apovitellenin-1, ktery se ve vaje¢ném Zloutku tcastni

metabolismu lipidi.

57



Tabulka 30: Vajecné Zatkovy Téstoviny - vysledky analyzy

Kéd proteinu Néazev proteinu Pocet peptidu Puvod
AOA3B6ONQQS glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 7 Triticum aestivum
Q0Q5D9 globulin 1 5 Triticum aestivum
Q0Q5D4 globulin 1 5 Triticum aestivum
AOA3B6RKE1 glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa 5 Triticum aestivum
AO0A3B6IYD4 beta amylasa 3 Triticum aestivum
P08488 glutenin 3 Triticum aestivum
AO0A1DSZ1.98 rRNA N-glykosidasa 2 Triticum aestivum
F1P350 necharakterizovany protein 3 Gallus gallus
RIPXP5 ovoalbumin 3 Gallus gallus
FINFL6 vittelogenin-2 3 Gallus gallus
FINV02 apolipoprotein B 2 Gallus gallus
R4GJN7 histon H2A 2 Gallus gallus
P02659 apovitellenin 1 Gallus gallus
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3.3 Shrnuti vysledkii

Co se vajecnych proteinti tyCe, vysledky splnily ocekavani jen u jediného vzorku — u
Zatkovych vajeCnych téstovin. Pouze utéchto téstovin byly detekovany proteiny
s dostateCnym peptidovym zastoupenim, tedy s vice nez dvéma peptidy, coz je hranice, kdy se
proteiny povazuji za jednoznaén¢ identifikované. Identifikované proteiny byly
charakteristické pro vejce (ovoalbumin, vittelogenin, apolipoprotein B). U vzorku Ctyf
vajecnych téstovin byl sice nalezen vaje¢ny protein vitellogenin, ale byl zastoupen pouze
jedinym peptidem. Vzhledem k tomu, Ze vyrobce na obalu uvadi vejce jako surovinu,
nepovazujeme piitomnost tohoto proteinu za ndhodu, ale ani za dikaz pfitomnosti vajec
v uvedeném mnozstvi (tab. 31). Dlvodl, pro¢ se tyto proteiny naSly prokazatelné jen
v jediném vzorku, miZe byt vice. Prvnim je chybné provedena piiprava vzorkl.. Vzhledem
k tomu, ze vSechny vzorky byly pfipravovany ve stejny den, jednou osobou, ve stejném
prostfedi, v rozsahu tfi hodin, stejnym postupem a pod dohledem vedouci prace, je
nepravdépodobné, ze by byl spravné pfipraven jen jediny vzorek. Ze stejného divodu je i
nepravdépodobné, ze by se do vzorku Tesco Cerstvych té€stovin dostal nalezeny keratin pfi
pripravé vzorku. Jedna se o jediné téstoviny ze vSech vzorkl, které jsou nesusené —
technologie jejich vyroby tedy bude jind nez u ostatnich téstovin. D4 se tedy piedpokladat, Ze

ke kontaminaci doslo jiz ve vyrobg.

Tabulka 31: Shrnuti prokazanych vajecnych proteinii

Nazev téstovin Vejce ve sloZeni Vajecné proteiny

(alespori jeden peptid)

Ctyf vajeéné Ano Ano
Ceska chut’ Ano Ne
Tesco Cerstvé Ano Ne
Zatkovy Ano Ano

Dalsim faktem je, ze ze vSech znacek, jejichZ produkty prosSly analyzou, ma znacka Zatkovy
nejdelsi historii a tradici, na které podle PR firmy, pfisné Ipi. Moznou variantou tedy je, Ze
vzhledem k filosofii firmy se jedna o jediného vyrobce, ktery vyrobu nesidi a opravdu si dava

na kvalité svych produkti zalezet.
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Ke zvéazeni muze byt i samotné kvalita pouzitych chemikalii. Konkrétné trypsinu, ktery velmi
snadno podléhd pii pokojové teploté rozkladu — proto se skladuje vmrazaku. Pokud by tedy
doslo k nespravné manipulaci, napt. delsi vystaveni chemikalie pokojové teploté, mohla byt
snizena jeho schopnost $tépit peptidové vazby. To by ovSem nevysvétlovalo, pro¢ bylo
nalezeno dostatené mnozstvi peptidi u tiech ze sedmi vzorkii. Navic s trypsinem bylo

manipulovano pod dohledem vedouci prace.

Studované vzorky maji v oblasti pSeni¢nych proteinii nékolik spole¢nych znaktl. Jednim
z téch nejviditelnéjSich je vyznamna piitomnost nebo naopak jasna absence glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasy. Vzhledem k tomu, Ze uvedeny protein je ve vzorcich zastoupen bud’
vysokym poctem peptidd, nebo naopak ani jednim, mohli bychom z toho vyvodit, Ze se jedna
o rozliSovaci znak riznych druht pouzitych mouk. Prvni mysSlenka mifi k rozliSeni mouk
z pSenice seté a psSenice tvrdé, ale podle tabulky 32 to tento pfipad neni. Mou domnénku také
vyvraci fakt, ze tento enzym je soucasti metabolismu glykolyzy, kterd se vyskytuje ve vSech

zrnech. Absence tohoto enzymu ve tfech vzorcich tedy mtze byt ¢ist¢ nahodna.

Tabulka 32: Prehled pritomnosti glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy

Vyrobek Mouka Piitomnost glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasy
Rosické PSeni¢na Ne
Riscossa Z tvrdé pSenice Ano
Panzani 3m Z tvrdé pSenice Ano
Panzani 8m Z tvrdé pSenice Ano
Panzani 11m Z tvrdé pSenice Ano
Spagety albert Z tvrdé pSenice Ano
Spagety PSeni¢na Ano
Premium Pseni¢na Ano
4 vajecné Pseni¢na Ne
Ceska chut’ PSeni¢na Ano
Tesco Cerstvé PSenicna a z tvrdé pSenice Ne
Zatkovy PSeni¢na Ano
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Déle se nabizi teorie, ze je-li dehydrogenasa soucdsti metabolismu glukosy, pak jeji
nepfitomnost znamend, ze v zrnech, ze kterych byla mouka vyrobena, jiz jeji aktivni
metabolismus neprobihal, a proto tento enzym nebyl pfitomen a nebo byl ale v tak malém
mnozstvi, ze byl pod detekénimi moznostmi pouzité metody. Zrna na mouku, ve kterych
dehydrogenasu nenachazime, by tedy mohla byt starSi, neZ zrna na mouku, ve kterych ji
muzeme nalézt. Bohuzel vzhledem k tomu, Ze nevime, jak byla zrna piesné¢ technologicky

zpracovana, nemtizeme tuto teorii nijak potvrdit.

Co se dalsiho proteinového slozeni tyCe, byly si vzorky v obsahu nevajeCnych proteinti
vicemén¢ podobné. Ve vsech byly podle ofekavani nalezeny zasobni proteiny, které tvori
vétSinu proteind pSeni¢ného zrna. U nékterych vzorkti byly nalezeny proteiny, které se
podileji na reakéni odpovédi na poranéni rostliny — miizeme se domnivat, Ze zrna, ze kterych
tyto proteiny pochdzeji, byla sklizena neSetrné nebo u nich byl vyvolan stres suSenim nebo

tepelnym zpracovanim pied, v pribéhu nebo po sklizni.

Velmi zajimavy je objev proteinu houby ve vzorku Spaget (vyrobek bez uvedené znacky).
Jedna se o organismus Gibberella zeae, ktery zptusobuje ¢astecné zasychani klast obilnin a

v

v soucasné dob¢ je rozsiten po celé Evropé. (Fassatiova, 1979)
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4 Zavér

Cilem této prace bylo prokazat ptitomnost vajec ve Spagetach. Bylo vybrano celkem dvanact
vzorki bézné dostupnych Spaget — dva vzorky bezvajecnych, pét vzorkl Spaget, u kterych
vyrobce uvadi, Ze mohou obsahovat stopy vajec a pét vajecnych u kterych vyrobci uvedli

obsah vajec mezi 1 a 15 hmotnostnimi procenty.

Vzorky byly nadrceny, navazeny a naStépeny enzymem trypsinem, ktery §tépi peptidové
vazby a nasledné¢ byly roztoky ptecistény tiremi roztoky (aktivacni, ekvilibra¢ni a elu¢ni). Pro
ucel prace byla vybrdna analytickd metoda LC-ESI-Q-TOF (Liquid Chromatography —
Electrospray Ionisation — Quadrupole Time of Flight), kterd je velmi Casto pouzivana
k proteinovym rozborim jelikoz je rychla, spolehliva a lze s ni analyzovat Siroké spektrum
organickych 1 analytickych latek. Vysledné seznamy zjisténych peptidi byly porovnany
s mezindrodnimi databdzemi. Bezvajecné vzorky byly porovnavany s databdzi proteinli
puvodem z pSenice (Triticum aestivum) a stopové a vaje¢né vzorky byly porovnavany proti

proteiniim z pSenice a proteinim pochézejicim z kura obecného (Gallus gallus).

Vysledky byly nésledné zpracovany do piehlednych tabulek, ze kterych byl vyvozen plivod
surovin. V bezvaje¢nych vzorcich byly nalezeny jen pSeni¢né proteiny, predevs§im se zasobni
funkci. Ve vzorcich téstovin s idajnym moznym vyskytem stopového mnozstvi vajec nebylo
nalezeno prikazné mnozstvi peptidi vaje¢ného piivodu, predpoklddame tedy, Ze jsou tyto
téstoviny vyrabény v zavodech, kde se vejce zpracovavaji a uvedenim varovani na obalu se
vyrobce jen brani pfipadné ndhodné kontaminaci. V jednom ze vzorkd byly v neprikazném
mnozstvi (jednim peptidem) nalezeny proteiny pochazejici z vieckovytrusné houby Giberella
zeae, ktera a¢ neni pro Cloveka toxickd, jeji obsah je v té€stovinach nezéddouci. Ve vzorcich
vajecnych Spaget byly proteiny vajecné¢ho plivodu nalezeny pouze u dvou vzorki, z toho u
jednoho jen v nepriikazném mnozstvi. Toto si vysvétlujeme bud’ tak malym redlnym obsahem
vajec v produktu, ze jeho identifikace je pod rozliSovaci schopnost metody nebo mnohem
oproti bilku obsahuje jen zlomek vSech vaje¢nych bilkovin. Dal§im vysvétlenim muize byt

Sizeni produktu ze strany vyrobce.

S pfihlédnutim na vysledky analyzy povazujeme vybér zvolené metody a analyzu celkové za

uspésnou.
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6 Seznam pouzitych zkratek

ACN

DNA

GC/FID

HDL

HPLC-ESI-MS/MS

IDL

LC-ESI-Q-TOF

LDL

LEA

MK

NADH/NAD"

PUFA

RNA

SERPIN

TFA

UV-VIS

VLDL

Acetonitril

Deoxyribonukleova kyselina
(deoxyribonucleic acid)

Plynovéa chromatografie s plamenovym ionizacnim detektorem
(gas chromatography with flame ionisation detector)

Lipoproteiny s vysokou hustotou
(High Density Lipoproteins)

Hmotnostni spektrometrie s vysokovykonnou kapalinovou
chromatografii s elektrosprejovym ionizatorem
(High-Performance Liquid Chromatography and Elecktrospray
Ionisation Mass Spectrometry).

Lipoproteiny se stiedni hustotou

(Intermediate Density Lipoproteins)

Kapalinova chromatografie s elektrosprejovym ionizatorem a
ctyfpolovym detektorem a detektorem doby letu

(Liquid Chromatography — Electrospray lonisation — Quadrupole
Time of Flight),

Lipoproteiny s nizkou hustotou

(Low Density Lipoproteins)

Proteiny pozdni embryogeneze
(Late Embryogenesis Abundant)

Mastna Kyselina

Nikotinamidadenindinukleotid - oxidovana a redukovana forma
(Nicotinamide adenine dinucleotide)

Polynenasycené mastné kyseliny
(Poly Unsaturated Fatty Acids)

Ribonukleové kyselina
(ribonucleic acid)

Inhibitory seriové proteasy
(Serine protease inhibitors)

Kyselina tetrafluoroctova
(Trifluoroacetic acid)

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
(Ultraviolet—visible spectroscopy)

Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
(Very Low Density Lipoproteins)
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