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Abstrakt

Cilem této prace bylo provedeni analyzy proteinového slozeni mouk a peciva z riiznych
druhti rostlin pomoci metody peptidového mapovani. Vzorky byly analyzovany metodami
LC/ESI-Q-TOF a vysledna spektra byla porovnana s dostupnymi databazemi rostlinnych
proteinti. Pivod nalezenych rostlin byl diskutovan z hlediska spolehlivosti metody v dané
skupin€ i s ohledem na taxonomické vztahy. Vysledky analyz byly srovnany se slozenim
deklarovanym vyrobcem a bylo zhodnoceno, zda u daného typu vyrobku lze pouzitou

metodikou verifikovat toto slozeni.

V ptipad¢ kukufice seté (Zea mays) byla tato metoda shledana jako spolehliva, ve vysledku
kukufiéného vyrobku byly nalezeny pouze proteiny z kukutice. U ryze seté (Oryza sativa)
a hrachu setého (Pisum sativum) byly nalezen jeden, respektive dva proteiny z rostliny
jiného ptvodu, ale pfesto lze metodiku i v téchto pfipadech povazovat rovnéz za
spolehlivou. U obilovin byla pouzitda metodika shledana jako méné spolehliva, lze sice
dobfe rozlisit, Ze vzorek pochazi z lipnicovitych rostlin (Poaceae), ale v nizsich
taxonomickych jednotkdch (uz od taxonu rodu) nelze plivod proteini deklarovat. Tato
skutecnost je v praci Siroce diskutovdna, ptfi¢ina pravdépodobné spociva v piilisSné
pfibuznosti jednotlivych lipnicovitych rostlin — identifikace proteinu ze spolecné casti

genomu (a proteomu) narazi na limity metody.

klicova slova: metoda proteinového mapovani, mouka, pecivo, pSenice, Zito, kukufice,

ryze



Abstract

The aim of this study was to carry out an analysis of a protein composition of diferent crop
species using the method of peptide mass mapping. The samples were analysed using
analytical method LC/ESI-Q-TOF and the acquired spectra were compared with the plant
protein databases. The origin of the found plants was discussed in the aspect of the
reliability of the used method considering the taxonomical relationships in the taxonomical
group. The results of the analysis were compared with the food composition specified by
the producer, and it was evaluated, if it is possible to verify the protein composition by
using the applied method.

In case of maize (Zea mays) this method is considered as reliable, because all of the found
proteins were indentified as maize proteins. In case of rice (Oryza sativa) and pea (Pisum
sativum), only one, respectively, two proteins of different plants species were found in the
number of the relevant plant proteins. This method was evaluated as not so reliable for
samples made of cereals (Poaceae). It is possible to conclude, whether the product comes
from Poaceae or not, but it is impossible to verify the taxon of genus or the inferior taxons.
This fact was in a great extent disscused in this thesis — the reason is probably the
resemblance of Poaceae, and the identification of the protein from common part of

proteome is limited by the scopes of the used method.

key words: method of peptide mass mapping, flour, bakery products, wheat, rye, maize,

rice



OBSAH

L UVOD ..ottt es ettt st a st s s et s as e s s et en s e s s s es e et s e et e s et en et e s et es e ananen 9
2. CILE PRACE. ....eeteeececeete ettt ettt s st et s s s s s et et et et s s s aes et et et enssanaesesesnas 10
3. TEORETICKA CAST ..ottt ettt sttt bbbt s s 11
3.1 ZEMEDELSTV 1ottt sttt b s bbb s s 11
3.1 1 VZNIK ZEMEDELSTV ottt b e ae s s 11
3.1.2 NEJDULEZITEIST PLODINY ...ooveeveceeeeeeete et tessee s s ssassesesassensesesssssssssanssassssanesnns 12
3.1.3 GENETICKE ASPEKTY DOMESTIKACE A SLECHTENI ROSTLIN ......vverecvevereeececeerere e 15

3.2 SLOZENI ROSTLINNE POTRAVY CLOVEKA .......oouiueteteieieeceetetete ettt 17
3.2.1 VYBRANE SKUPINY PROTEINU......ouevieerrceeteeeee e es et 20

3.3 SLOZENI MOUK A PECIVA ....cuvvveeeeeeeectete et et essae ettt s s s s st s s sesnas 22
3.3.1 LEGISLATIVNI RAMEC A PLNENI V PRAXL.....cvvurverieeieiereereisiesesesse e sessse s s 22
3.3.2 KATEGORIZACE SLOZENT A ZNACENT VYROBKU ......coveieeeieceeieeeceeeeeee e 23
3.3.3 SPOTREBITELSKE OMYLY .....ouiuiuiveieieieeececte et essaeseve e esesasaeae st s s ssseses s s s aesesesesnanans 24
3.3.4 DOBARVOVANI PECIVA ...ttt 24
3.3.5 MRAZENT PECIVA ...ttt sttt 25
3.3.6 PRESNE SLOZENI NEBALENYCH VYROBKU ......cvviecerceerecceeeecte e 26
3.3.7 POZNAMKY K VYBRANYM SUROVINAM A PRODUKTUM......coververreererceeieeeeeeeeeeeenan. 27

3.4 ANALYTICKE METODY.....cviuiveieiecreiieeteesae e st s st s s s s s s s st st se s st sesaesesanaessanes 28
3.4.1 PRINCIP ANALYTICKYCH METOD LC/ESI-Q-TOF......cuevieererrrerrerresseeessaeseseeaessaesesesanas 28
3.4.2 IDENTIFIKACE PROTEINU POMOCi METODY PEPTIDOVEHO MAPOVANI ....................... 30

A, EXPERIMENTALNI CAST ..ottt a sttt st s s ae s s s 31
4.1 POUZITE CHEMIKALIE .....o.viecvevececveieeeeceete ettt st naee 31
8.2 POUZITE VYROBKY ....cvoveivviecteteceeve sttt ettt se s ae s s s s s s s s ssas s s s sanaes 31
4.3 ZPRACOVANI VZORKU ....o.ooeeveeeeeeeeee ettt st sesas s e ae st ss s ense s ssansnsnassananes 33

4.3.0 STEPENT TRYPSINEM . ..ottt ee e e e eeee et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeeesseeeeeeeneens 33



4.3.2 PRECISTENI A ZAKONCENTROVANI{ PEPTIDOVYCH STEPU NA REVERZNI FAZI................ 33

4.3.3 IDENTIFIKACE PROTEINU POMOCI LC/ESI-Q-TOF .....ouvevereereeeceeeeeeeeseeetesesaesesessesenensenans 33

5. VYSLEDKY A DISKUZE ......oveecvveeeeeeeeceeteseesesesssassessesssssessssssssessssssssssssassssessssssssesssssssssssssssassssssans 35
5.1 SLOZENI VYROBKU.......cuveieveriectescaeteecae ettt ae e se s ssaeses s snanes 35
5.2 METODIKA INTERPRETACE ZISKANYCH DAT ....ovvieiveieeceeieeeie e sesesie s senae s snaes 36
5.3 ROSTLINY PUVODU IDENTIFIKOVANYCH PROTEINU .......ooovieceeceeeeecee e et venaes 37
5.3.1 VYSVETLENT TAXONOMICKYCH VZTAHU .....vveirieeceeieeeecee et 39

5.4 ANALYZOVANE VYROBKY .....cocviviriieieiecietetesesesaesetesssesesaese st sesasasaesesessssssssssesesessssssssesesesanas 42
5.4 1 IMOUKA Lottt esae e et ae st ae st snse s s s s s s s assesenaenas 42
5.4.2 MOUKA 2ottt et s st s st s s e e snastes s sssnasansnanassaseneas 45
5.4.3IMOUKA 3.ttt ettt es s s s s as s st e s s st s s e s s ans s anaasaseeeas 49
SAANMOUKA ...ttt et a et s st en et s st s s s s s s s s aenas 52
545 IMOUKA S ...ttt st a et as s s sttt s ss s s st s s s s s aenenaenas 55
5.4.6 MOUKA B ...ttt sttt s s s 59
5.4.7 PECIVO Lottt st sttt 61
BB PECIVO 2.ttt ettt ettt b s ettt b st ettt s sttt ennanas 64
B9 PECIVO 3.ttt ettt sttt b st sttt b sttt et s s et et s s nanas 68
5400 PECIVO Lottt bbbt 71
5411 PECIVO 5ottt sttt bbb 74
5.4.02 PECIVO Bttt sttt 77

B4 A3 PECIVO 7ottt s ettt s st ettt sttt s s s aetesesennanans 79

B4 1A PECIVO 8.ttt ettt s s st et s s s s et et s e s s s s aetesesennanans 82
5.4.15 PECIVO 9ottt st bttt 85

5.5 SOUHRNNA DISKUZE .......oovveieereriieteeeeie st st st se st ae s s s sesaes s s snanes 88
B. ZAVER ...ttt ettt ettt ettt n st ettt s n st ettt en s s et s rnas 92
7. SEZNAM TABULEK .....voevveece et teeeete ettt sae s st s s ssastes s sesesassssessssasassesensssssansssnnans 94

8. SEZNAM OBRAZKU ......ovrrviiiiieieieieissie sttt sttt bbbt 96



9. SEZNAM ZKRATEK

10. POUZITA LITERATURA ..ottt et e e e e e e e e et e e et e e eeeeeeeaeesesseeseeeeneeeeeeeeeeesessesseaseeseneeeeeseeeenen



1. UVOD

Zemédelstvi hralo v dé&jinach lidstva vétsi roli, nez se v dneSnim ,,modernim® svéteé
odpoutaném od piirody mize zdat. Clovék odpradavna travil podstatnou &ast roku
¢innostmi zabezpecujicimi potravu. Pivodni lovecko-sbéracské spolecenstvi bylo postupné
ve veétsiné kultur nahrazeno riznymi stupni cileného zeméd¢lstvi a zasadné tak zménilo
podobu zivotniho stylu, vznikla trvalé sidla a rychle nartistal pocet lidi. Primitivni narody
(ve smyslu piivodni nedotéené evropskou civilizaci) své plodiny povazovaly za dar boh
nebo je s bozstvy ztotoziovaly, stejné tak nasi piimi pfedkové vykonavali velké mnoZzstvi
ritudlt spojenych s urodou. Ti, jez dnes nazyvame Kelty, na jate vitali pfi Beltine svétlou
plodnou ¢&ast roku (dnes Carodgjnice, stavéni majek), v srpnu oslavovali urodu pii
Lughnasadu (dnes dozinky), pfi Samhainu se loucili s trodnou ¢asti roku, sbirali posledni
plody, porazeli slaba zvifata, na den otvirali branu mrtvym a ptenechavali vladu zimé a
jejim duchiim (dnes se tato tradice promita i do Dusi¢ek a Martinskych hoda). Tyto a
mnohé dalsi svatky mély anudalni rytmus v hlubokém spojeni s pfirodou. Davné tradice
daly zaklad mnoha dne$nim zvykiim a nase doba jim vtiskla dne$ni podobu. Tyto zvyky se
nezjevuji jen ve vyjimecnych udalostech, jako jsou slavnosti, ale zasahuji do kazdodenniho
Zivota s takovou samoziejmosti, Ze teprve srovnani s jinymi kulturami nebo Zivotem
predkd mtze poskytnout nadhled, ze které¢ho je mozné je vidét. Nedilnou soucasti nasi (a
samoziejme kazdé jin€) kultury je jidlo — jeho sloZeni, podoba, ,,zivotni cyklus®, a vSechny
zvyky spojené s jeho konzumaci. Tato prace budiZ uzkym ndhledem pomoci moderni
technologie, poznatkti a dneSnich zakont na toto pomijené dédictvi (v podobé mouk a

peciva).



2. CILE PRACE

peciva
e provést analyzy jednotlivych pekarenskych vyrobku a zpracovat jejich vysledky
e diskutovat ptiivod nalezenych rostlinnych protein
e zhodnotit, zda se vysledky analyzy lisi pro jednotlivé typy mouk a peciva

e zhodnotit, zda danou metodou lze verifikovat deklarované slozeni vyrobki
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3. TEORETICKA CAST
3.1 ZEMEDELSTVI

3.1.1 VZNIK ZEMEDELSTVI

Pted né¢kolika tisici lety lidstvo proslo zasadni zménou zivotniho stylu, kterd méla urcujici
vliv na podobu tehdejsiho Zivota a ma vliv i na podobu dnesni civilizace. Z lovct a sbéracth
se postupné stali usedli zemédélci, nastala tzv. zemédélska revoluce. Postupnym
Slechténim se z planych rostlin staly kulturni, tedy domestikované. Nejstarsi doklady o
domestikaci byly nalezeny na Blizkém Vychod€, na ostatnich mistech se domestikace
objevila pozdé&ji a vyvijela se pomaleji. Existuji doklady o tom, ze v nékterych oblastech
naproti tomu nekteré primitivni (ve smyslu ptivodni) kmeny zlstaly ve zpiisobu Zivota

lovecko-sbéra¢ském dodnes. [1]

Po celém svéte s vyjimkou Austréalie se zaCaly péstovat rizné mistni rostliny, nejprve v tzv.
skliziovém stadiu — sbéra¢i se shromazdovali v daném obdobi v misté, kde dozravaly.
Péstovani rostlin zacalo prevladat v neolitu (mladSi dobé kamenné). Domestikace rostlin,
které se péstovaly ve stiedni Evropé, probéhla na Prednim vychodé; a pies Recko a
Balkansky poloostrov a izemi dne$niho Mad’arska se plodiny dostaly do nasich zemi. [2]
Neni pfitom jasné, zda zménu podnitila migrace zeméd¢€lci z oblasti vzniku zeméedélstvi
(ktera urcité alespon ¢asteéné prob&hla [3]), nebo se vice §ifil novy zpusob Zivota bez
vymény puvodnich obyvatel. Bylo vSak zjisténo, Ze tato zména postupovala velice rychle,
pfeména zivotniho stylu trvala jen 4-8 generaci. [4] Udava se, ze diky zemé&d¢lstvi se nejen
zmeénil zivotni styl lidi, ale také byl umoznén strmy narast populace — béhem generace se

az zdvojnasobila. [2]

zkoumanych vzorcich — pSenici, zito, kukufici a ryzi. Nejvétsiho vyznamu pro vyZzivu

starych narodd u nas bez pochyb nabylo obili.
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3.1.2 NEJDULEZITEJSI PLODINY

OBILNINY

Pti sklizni obili se nejprve pouzivaly noze, od nejstarSiho neolitu jsou dolozeny srpy
nejcastéji  obloukovitého tvaru, Srukojeti zkosti, parozi nebo dfeva, skamennymi
¢epelkami, nahrazenych v dobé bronzové ostiimi z bronzu. Po sklizni se obili vydrolovalo
rucné, vymlacovalo klacky, kyji, Slapalo se, piehanél se pies néj dobytek, vytloukaly se
snopy o pii¢né desky nebo kamen [2, 5]. Cepy jsou znamy az od stiedovéku. Obili se
ukladdalo do opakované pouzivanych jam vymazanych hlinou, poptipadé vypalenych,
vystlanych ¢i vydievenych. Jamy rlznych tvarh a velikosti byly zndmy jesté pred osidleni
Kelty, za jejich vlady i po pfichodu Slovani. Doklady o brahach (jednoduchych ze stran
otevienych staveb), sypkach nebo stodolach, které jsou na severu a severozapadé Evropy
znamé uz od doby bronzové, jsou u nas presvédcivé az od stiedovéku. K drceni obili se
pouzivala kamenna drtidla — plocha podlozka a tii¢ riizného tvaru. Na hrubsi Srot se mlelo
vétsimi drtidly, na jemnou mouku drtidly menSimi a za vyloZeni mnoha casu. Asi od 5.
stoleti ped na§im letopoétem se z Recka do nasich zemi dostaly mlynky feckého typu
podobné drtidlim. Keltové pouzivali efektivnéjsi mlynky rotacni, Germani po osidleni
naSich zemi jejich zvyk nepftejali a vétSinou pouzivali jednodussi drtidla a teprve od 3. az
4. stoleti naSeho letopoctu se opét zaCaly uplatiiovat rotacni mlynky, které pak v upravené
podobé pouzivali 1 Slované. Vodni mlyny jsou na nasem uzemi dolozené az ve 12.
stoleti. [2] Z obili se pfipravovaly piedevsim kase a pekly se placky z tést a kasi Cerstvych,
kvaSenych, z mléka nebo vody. Ve starSich nalezech byly i malé chleby z kvaseného tésta
nejprve zadélavany pravdépodobné kyselym mlékem, béznou potravinou se chléb stal az
pro piichozi Slovany. Stafi Slované také jiz s jistotou znali sladké pecivo — kolace a pirogy

s medem. [3]

PSenice

V neolitu (mladsi dobé kamenné) se v naSich podminkéach péstovala predev§im psSenice
dvouzrnka. Casto se sela ve smési s psenici jednozrnkou, jejiz podil se bdhem doby
bronzové snizoval. Tyto pSenice byly pluchaté, zrno nevypadavalo samo z klasu, vieteno

klasu bylo zna¢né lamavé, bylo nutné plodinu velmi pracné odpluchovavat (jak se ukézalo,
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mechanicky slozité¢ odpluchovani mize byt zna¢n€ usnadnéno zahtatim nebo namocenim
obilek [3]). Béhem prvniho tisicileti pfed nasim letopoctem pluchaté psenice mizi, i kdyz
existuji 1 sttedovéké nalezy téchto psenic (pravdépodobné se udrzovala jako plevel).
pSenic (pSenice setd — Triticum aestivum, pSenice shlou¢ena — Triticum compactum).
PsSenici setou zacali vice péstovat Keltové nekolik staleti pfed naSim letopoctem, a hlavni
plodinou se stala u Slovant po jejich ptichodu v druhé poloviné prvniho tisicileti naseho
letopoctu. [2, 3] Dne$ni ndzev pSenice je pravé staroslovanského ptavodu. [6] Tvrdé
pSenice (Triticum durum a Triticum spelta) se na nasem tGzemi hojné nepéstovaly, i kdyz
ojedinglé nalezy existuji. [3] S postupnou degradaci pudy ve stiedovéku (vyCerpani bez
hnojeni a ponechani ladem, niceni bitvami) ustupovalo i péstovani pSenice a zacalo
dominovat Zzito. Na vrchol se pSenice vratila az s ptfichodem moderni agrikultury ve 20.
stoleti. [2] Dnes zaujima asi tfetinu veskeré osevni plochy [7], je to tieti nejprodukované;jsi
plodina na svété a z rostlinnych zdroji poskytuje lidstvu nejvice bilkovin. [8] Vyuziva se

mimo jiné K vyrobé Skrobu, lihu, jako krmivo a stelivo pro hospodaiska zvitata. [7]

Zito

Zito pravdépodobné vzniklo kiizenim divokych druhii, které dodnes v oblasti ptivodu na
Kavkaze a v Piedni Asii vytvati porosty. [7] Zpocatku se nejspise §itilo s jinymi plodinami
jako plevel. Kultivace zapocala na jihu Evropy, ale zde se nepéstovalo, v oblib¢ jej naopak
mély severské narody, protoze bylo odolné viéi drsnéj$imu klimatu. Od Germand se pak
Slovanti [6] ve stfedoveéku a raném novovéku, neni vsak pravdou, Ze by bylo zito pfineseno
az Slovany. [2, 3, 9] Lépe v nasich podminkach snaselo mén¢ tirodnou a vyc¢erpanou ptidu
a dalSich nékolik stoleti proto pak pievazovalo nad pSenici az do stoleti
devatenactého. [2, 3] Dodnes je Zito pFedevsim evropskou plodinou a diky své odolnosti se
péstuje i za polarnim kruhem a na Sibifi. [6, 7] Z zita se kromé peciva vyrabi destilaty a

prazi se na vyrobu kavoviny, vyuziva se i jako hostitelska rostlina namelu. [7]

Kukurice

13



Kukufice byla hlavni plodinou, kterou ptivodni obyvatelé Ameriky péstovali tisice let pred
pfichodem Kolumba. Mnohé kmeny kukufici uctivaly, v Aztécké ftisi byla kukufice
zboZ§téna a jeji puvod byl pfipisovan daru bohd. Péstovana (stejné jako ostatni plodiny)
byla na chinampach, uméle zbudovanych ostrivcich na jezerech. [5] Mayové kukufici
pfipisovali takovy vyznam, Ze zemfelé vybavovali na posledni cestu krom¢ nefritovych
perel pravé kukufici, kterou jim vkladali do ust. Systém milpového zemédélstvi funguje, 1
kdyz s nastroji z modernéjSich materiali, v odlehlych oblastech dodnes. [10] V Jizni
Americe byla kukufice doprovazena dal$imi plodinami (brambory, quinoa), ale i tak byla
nejdilezitéjsi plodinou, zniz se krom¢ nejriiznéjSich pokrmti pfipravovaly i napoje.
V ruznych kmenech z celé Ameriky byla kukufice pouzivana jako ritualni rostlina pfi
svatebnich obfadech, ob&tovani bohiim, k ptedpovidani budoucnosti, 1éCeni, vykladu

vzniku svéta a v dalSich oblastech. [5]

U této plodiny se nepodafilo nalézt jejiho divokou formu. Soudi se, Ze tato ptvodni dnes
zanikla forma se nakfizila s rostlinou Tripsacum dactyloides [5], a tak vznikla teosinta,
ktera dodnes v oblasti roste. [7] MnohoCetnym zpétnym nakiizovanim a Slechténim
Casti Ameriky, rozsitila se po celém svété a je jednou znejdulezitéjSich plodin
zkrmovanych hospodaiskym zvitatim. U nas byla po zahradnickych pokusech poprvé
vypéstovana roku 1830 na poli, ve vétsi mife se ale zacala péstovat az ve 20. stoleti. [5] Na
vétsin€ naSeho Uzemi se tato plodina péstuje na zelenou pici a silaZ, v nizinach také na
zrno. V celosvétovém kontextu je to v soucasné dobé neprodukovanéjsi plodina. [8]
Primyslové ji 1ze zpracovavat na celou fadu produkti: skrob, lih, kukufiény lepek, cukr,

aceton, olej z klickd, celulosu a mnoho dalsich. [7, 11]

RyzZe

Puvod nazvu ryze lze vysledovat aZz v sanskrtu, staroperStin¢ a arabsting. [6] Tato plodina
vznikla v oblasti jihovychodni Asie [12], do Evropy ji pfinesli Arabové a Turci. Dnes se
vyskytuje ve dvou kulturnich formach jako typ horsky a bazinny. Horsky typ je p&stovan
na typickych terasovitych poli¢kach i ve vysokych nadmotskych vyskach a vyzaduje velky
pfisun srazek. Je jednoduss$i na obdélavani, ale kvili malym obilkdm poskytuje nizsi
vynosy. Bazinny typ se péstuje v nizSich polohach, deltdich fek a bazinach v teplejSich

oblastech. Tato forma je naro¢na na zavodnéni a vétsi podil manualni prace, jeji vynosy
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jsou vsak vyssi. Oba typy mohou existovat ve form¢ velkozrnné (obilky delsi nez 7 mm) a
drobnozrnné (obilky kratsi nez 5 mm). Dnes se péstuji zejména dva poddruhy: ryze seta
japonska a indicka. Rostlina japonské ryze je vysoka asi 1 m, jeji obilky jsou Siroké a je
péstovana v Japonsku, Cing, jizni Evropé, Jizni Americe i v USA. Indicka ryZe ma rostinny
vyssi, obilky Gzké a zplo§télé a je péstovana zejména v Indii, Cing, na Filipinach, v USA,

na jihu Evropy a severu Afriky. [11]

Pres 90 % svétové produkce ryze zajiStuje jih a vychod Asie, kde je dominantni
konzumovanou plodinou. RyZe obsahuje malo lepku, proto neni vhodna k pfipravé
klasického chleba, zato se kromé vafeni zpracovava i pufovanim, vyrabi se z ni Skrob,
alkoholické napoje, slama se zkrmuje hospodarskym zvitatiim nebo se zpracovava jako
material na klobouky, rohoze ¢&i papir. [7] Celosvétové je to po kukufici druha

nejprodukovangjsi plodina. [8]

3.1.3 GENETICKE ASPEKTY DOMESTIKACE A SLECHTENI
ROSTLIN

Proces domestikace rostlin podle archeologie zapocal ve stepich Piedni Asie, v ,,arodném
pulmésici. [13] Jako domestika¢ni syndrom je oznaCovan souhrn zmén, které je mozno
pozorovat prakticky u vsech domestikovanych druht rostlin i zvifat. Pro rostliny je to
naptiklad zvySeni poctu a kli¢ivosti semen, zmeéna jejich tvaru a velikosti, zvySeni vynosu.
Casto doslo ke zméné obdobi, kdy rostliny kvetou a plodi, interindividudlni synchronizaci
této doby, 1 k ubytku ochrannych organti rostliny (trny, chlupy) a sniZeni obsahu toxickych
latek [13, 14]. U né¢kterych rostlin dokonce Slechténim doslo k zavislosti na ¢lovéku do
takové miry, Ze nejsou schopny se samy rozmnozit (napt. banan), naproti tomu nékteré
méné domestikované rostliny jsou schopny se bez péce Cloveka vratit do ptivodni formy.
Béhem S$lechténi (zejména v dne$ni dobé vyrazn€) dochazi Kk bottleneck effectu oproti
planym druhim, proto je pro domestikanty typicka mala genotypova variabilita

(fenotypové, tedy z hlediska vné&jSich znakd, naopak dochazi k rozriiznéni). [14]

Na rychlost domestikace, tedy zda prob&hla béhem par staleti nebo mnoha tisicileti, se
védecké nazory riizni. Faktem je, Ze v jedné oblasti mohly zaroven existovat plané a jiz
¢astecné nebo Uplné domestikované druhy. Nalez planého druhu proto neni spolehlivym

indikatorem, Ze se v dané oblasti neobjevovaly i domestikovanéj$i populace (a naopak).
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Vzhledem k tomu, Ze Slechténi probihalo v urcitych ¢asoprostorovych podminkach, kde se
vyskytovaly i1 plané druhy (oblast, ve které se kulturni druh zacal oddélovat od divokého,
se nazyva primarni kulturni centrum [13]), je pravdépodobné zpétné kiizeni s planymi
druhy, coz proces domestikace zpomalovalo. Naopak rychlejsi domestikaci umoziuje fakt,
ze ¢im mensi pocet gend ovliviiuje dany znak, tim krats$i dobu bude trvat pfi Slechténi na
dany znak jeho fixace — nékteré znaky lze zafixovat béhem par desitek generaci. Naptiklad
pro zménu teosinty (piedchiidce kukufice) v kukufici byly pravdépodobné zasadni pouze
dva geny, Th-1 a Tga-1. [14] Pokud je vSak domestika¢ni znak ovlivnhén mnoha geny
malého ucinku, bude selekce na tento znak probihat pomaleji. Rychlost domestikace také
ovliviiuje tzv. locus genu, tedy umisténi daného genu v genomu. Jsou-li zadouci
(domestikaci podporujici) geny umistény blizko sebe, je pravdépodobnéjsi jejich spoleny

ptenos do dalSich generaci. [14]

V pribéhu domestikace ¢asto doslo k polyploidii, totiz zmnozeni chromozomovych sad.
Bézny stav piedstavuji 2 chromozomové sady (jedna od matky, jedna od otce), u
domestikovanych plodin se vSak Casto naléza tetraploidie (4 sady, pf. brambory, pSenice
Spalda, zito) ¢i hexaploidie (6 sad, napf. pSenice seta, oves). Polyploidizace mlzZe byt
spojena se vzdalenou hybridizaci (mezidruhové ¢i mezirodové kiizeni) a zpétnym
kiizenim. [13, 14] Proces polyploidizace nastava u Poaceae ¢asto spontanné, asi 70 %
druhd je polyploidnich. [13] Muze byt vyhodna i z hlediska domestikace, diky vice sadam
muze rostlinnd bunika obsahovat také vice variant genl a tim vzniké prostor pro adaptaci a
Slechténi. [14] Bylo prokazano, ze mezirodové hybridy se daji vytvofit mezi rody Triticum,
Aegilops, Secale, Agropyron a také mezi dvojici Hordeum a Elymus; rod Triticum pak
tvofi mezidruhové hybridy (tj. kfizeni druhti vramci rodu Triticum). [13] Dobie
prozkoumana je polyploidizace spojena s mezirodovym kiiZenim u dne$ni pSenice. Doslo
ke zktizeni diploidni travy Triticum urartu (AA) s dalsi diploidni travou Aegilops sp. (BB).
KfiZzenec AB nebyl plodny, ale pfi souasném zdvojeni chromozomi na AABB vznikl
plodny kiizenec Triticum turgidum [15] (jinde se uvadi T. dicoccoides [13]). Nasledné
doslo k dalsimu kiizeni, tentokrat s diploidnim mnohostétem Aegilops tauschii (DD).
Kiizenec ABD opét nebyl plodny, ale pii zdvojeni vSech tfi chromozomovych sad
(AABBDD) vznikla plodné hexaploidni trava, ktera byla dale Slechténa na dnesni pSenici
setou (Triticum aestivum). [15] Kombinaci k¥izenim jinych druhti rodu Triticum vznikly

jiné dnesni druhy pSenice. [13]
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3.2 SLOZENI ROSTLINNE POTRAVY CLOVEKA

Clovék se naudil vyuzivat nékolik tisic druh@l rostlin, znichZ bylo ng&jaké formé
domestikace podrobeno asi 500 druhii rostlin. [14] Kvuli narokim na vSestrannou
intenzifikaci produkce a zvySeni ekonomické rentability se dnes k uzitku vyuziva jen
mensi ¢ast druhtl, nez byla vyuzivana v minulosti. Uvadi se, ze pouze 10—14 druht rostlin
zajistuje 90% lidské stravy, z ¢ehoz polovinu tvoii obiloviny. Dalsi druhy jsou z hlediska

celkové produkce mén¢ vyznamné, vyznamu nabyvaji spise lokalné. [12]

Rostliny byly $lechtény pro své vlastnosti v mnoha ohledech — vynos zrna, snadnost
sklizn¢ a zpracovani na vyuzitelné Casti, odolnost pii uchovavani [14] Vyuzitelné jsou
vSechny casti tél rostlin, pokud neobsahuji toxické slozky nebo vyznamné mnozstvi
inhibujicich latek. Nejvice jsou vyuzivany ty ¢asti, které jsou energeticky bohaté, fj.
rostlinné zasobni organy. Dilezity je obsah zdkladnich typd Zivin (sacharidy, proteiny,

tuky) ¢i zadanych sekundarnich metabolita (pf. pochutiny jako kava, kakao, ¢aj atd.). [12]

Uvadi se, Ze ze vSech bilkovin, které lidstvo pfijima, rostliny zajistuji 65 % veskerych
bilkovin (47 % ptipadd na obilniny). Z obilnin tvoii 43 % pSenice, ryze 39 %, kukufice
12 %. Aminokyselinové sloZeni rostlinné a zivoc¢isné potravy se 1isi, semena byvaji bohata
na kyselinu asparagovou a glutamovou, naopak je zde pro ¢lovéka limitujici mnozstvi
lysinu. [8] Obsah bilkovin se ptirozené 1isi u jednotlivych druhd, primérné (s ohledem na
meziodradové rozdily) pSenice obsahuje 12,1 %, zito 11,0 %, je¢men 11,6 %, oves 14,8 %,
ryze 6,5-7,7 %, kukutfice 11,0 %, proso 11,0 %, pohanka 13,3 % a laskavec (amarant)
13,6 % bilkovin [8]. V zavislosti na zdroji se tato ¢isla mohou lisit v fadu jednotek procent.
Vzhledem k tomu, Ze obalové vrstvy zrn obilovin obsahuji vyss§i podil proteinti, obsah
protein v mouce a pekarenskych vyrobkt zavisi na zpiisobu zpracovani (mleti celého zrna

do celozrnnych vyrobkil zajist'uje vyssi obsah proteintl).

Obsah jednotlivych Zivin zavisi na stavbé jednotlivych semen — u Poaceae obilek (viz

nize).
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Stavba obilky

Obilka (na obrazku 1) je nazka, tj. jednosemenny suchy plod, u lipnicovitych rostlin
(Poaceae). Obaly kvitku vytvaii na vrchni strané¢ pluchu, na spodni pluSku. Nékteré
plodiny maji po sklizni obilky nahé, tedy bez pluch a plusek (pSenice, zito, kukufice,
nékteré¢ jeCmeny a ovsy), jiné pluchaté (ryze, Cirok, proso, nékteré jeCmeny a ovsy).
Pluchaté obilky se pted mletim musi loupat, pii vyrobé Srotu se obilky neloupou a Srotuji
se celé. Na povrchu samotné obilky je nékolikavrstevné oplodi, osemeni pod nim je
jednovrstevné. Smérem dovnitf se dale nachdzi aleuronova vrstva, ve které jsou tzv.
aleurony — drobna kulata zrna, ve kterych jsou deponovany bilkovinné enzymy pfipravené
na aktivaci béhem kliceni, kdy §té€pi polysacharidy semene a zajist'uji tak vyzivu zarodku.
Do tmavych mouk se tato vrstva mele také, pti vyrobé€ bilych mouk se tato vrstva naopak
odstraniuje. Endosperm (téZ bilek) tvoti vétSinu objemu obilky a obsahuje zejména Skrob a
zasobni bilkoviny (prolaminy gliadiny a gluteininy), méné pak tuky a minerdlni latky.
Smérem dovnitt endospermu ubyva bilkovin zodpovédnych za organoleptické vlastnosti
mouky, stejné jako tukli, proto je velky rozdil v kvalit¢ mouk mletych z riznych casti

semene. Vyssi obsah bilkovin vykazuji obilky ozna¢ované podle vzhledu za sklovité. [12]
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Obrazek 1. Schéma stavby obilky. [16]
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a — oplodi

b — osemeni

C — aleuronova vrstva

d — endosperm

e — vrstva palisadovych bunék
f — Stitek

g — koleoptile

h — zaklad 1. pravého listu
ch — vzrostny vrchol

i — mezokotyl

J — zaklad kotinku

k — kotenova Cepicka



3.2.1 VYBRANE SKUPINY PROTEINU

ZASOBNI PROTEINY

Béhem zrani semene se v semenech tvofi a ukladaji zasobni proteiny. Ty maji za kol
fungovat jako depot aminokyselin pro nasledné kliceni semene a rany vzrust a zajistit tak
preziti v dobé, kdy jesté rostlina sama nesyntetizuje ziviny. Mnozstvi zasobnich proteinti
v semenech se 1i$i v zavislosti na typu plodiny a druhu, u obilnin se pohybuje okolo 10 %,
u lusténin muze dosahovat 40 % suSiny. [17] Bylo prokazano, ze kyselina abscisova hraje
jednu z kli¢ovych roli pti potlacovani pred¢asného kli¢eni semen a pti ukladani zasobnich

proteint. [18]

V rostlinach jsou proteiny historicky déleny podle chemickych vlastnosti na prolaminy,
gluteliny, globuliny a dalsi. [8, 19, 20]

Prolaminy

Tyto bilkoviny se vyznacuji vysokym obsahem aminokyselin prolinu a glutaminu.
Konkrétni ndzvy tyto proteiny nesou podle rodl rostlin, kde se vyskytuji — v pSenici jsou
obsazeny gliadiny, v zitu sekaliny, v jeémeni hordeiny, v ovsu aveniny, v kukufici zeiny a
v 1y7zi oryzeiny. Prolaminy s gluteniny tvofi gluten (tj. lepek). Zejména prolaminy pSenice,
jeCmene a zita mohou zpusobovat celiakii. [21] Prolaminy pSenice (gliadiny) tvoii 33 %
pSeni¢nych bilkovin, zhruba 45 % proteint Zita jsou prolaminy (23 % celku ptipada na

sekalin), u je¢mene tvoii 25 % bilkovin hordein, u kukutice 50 % zein. [8]
Gluteliny a gluteniny (Glutelins and glutenins)

Gluteliny tvoti hlavni soucast bilkovin celych 1 mletych zrn ryZe (v samotnych otrubach
prevazuji albuminy) [22], ryzové proteiny jsou z 80 % prave gluteliny. U kukufice se

gluteliny podili z 2045 % na celkovém mnozstvi kukutiénych bilkovin. [8, 20]

Gluteniny jsou podskupinou glutelind u obilnin a jsou jednémi z nejéastéji nalézanych
proteinti v obilnych surovinach. Spolu s prolaminy jsou soucasti lepku. Tyto proteiny jsou
tvotreny velkou a malou podjednotkou (v angli¢tiné oznaované jako high molecular mass
a low molecular mass), a jsou stabilizovany disulfidickymi mustky, hydrofobnimi
interakcemi a dalSimi nevazebnymi interakcemi. Gluteniny jsou dilezitou a sledovanou
soucasti mouky, protoze jsou zodpovédné za viskoelastické vlastnosti tésta. [23] V pSenici

tvofi gluteniny 46 % vsech proteind. [8]

20



Globuliny (Globulins)

Bilkoviny globularni struktury jsou ¢asto rozliSovany do frakci podle rychlosti sedimentace
(pismeno S zna¢i jednotku Svedberg). Tyto frakce byvaji specifické pro urcité
taxonomické skupiny. Cetnymi skupinami jsou 11S frakce (nejetnéjsi [24], napf.

leguminy), 7S frakce (vicilin, konvicilin), 12S frakce (obiloviny).
ENZYMY

Enzymy jsou nepostradatelné biokatalyzatory vétSinou bilkovinného pivodu. Urychluji
prubéh reakci v organismu a vétSina reakci se déje za jejich asistence. V buiikach mohou
tvofit az 90 % vsech bilkovin. [25] V nasledujicich odstavcich jsou zachyceny nékteré

skupiny enzymt vicenasobné nalezenych ve vzorcich.
B-Amylasy (Beta-amylases)

Enzymy B-amylasy patii mezi hydrolasy, konkrétnéji skrob stépici glykosidasy. Podileji se
na katabolismu sacharidi — §tépi vazby (1—4)-a-D glykosidické vazby v polysacharidech.
Z neredukujiciho konce fetézce polysacharidu odstépuji maltosové jednotky (2 glukosové

jednotky). [25-27]
rRNA N-glykosidasy (rRNA N-glycosidases)

Tyto proteiny maji katalytickou funkci, Géastni se jako enzymy endohydrolyzy N-
glykosidické vazby na adenosinu na 28S rRNA (ribozomalni RNA typické pro velkou
podjednotku ribozomit u eukaryotickych organismi). Ugastni se také obranné reakce
rostlinné buniky vyvolané pfitomnosti ciziho télesa nebo zranénim, tato reakce ma za kol
Hraji tlohu pfi inhibici translace, tedy té ¢asti exprese genu, kdy je na zakladé

komplementarity bazi pomoci RNA posléze formovan protein. [26]
Syntasy $krobu (Starch synthases)

Tento enzym ze skupiny transferas katalyzuje reakci, pfi niz jsou pfidavany jednotky
glukosy do molekuly $krobu. Schematicky lze vyjadiit jako UDP-glukosa + (1—4)-a-D-
-glukosyl (n) = UDP + (1—4)-a-D-glukosyl (n + 1). V buiice se nachazi v chloroplastech a

v amyloplastech — plastidech, v nichz je uskladiiovan Skrob. [26]
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Glukosa-1-fosfat adenylyltransferasy (Glucose-1-phosphate adenylyltransferases)

Enzymy se ucastni metabolismu Skrobu, katalyzuji proces, ktery se da vyjadfit schématem
ATP + a-D-glukosa-1-fosfat = difosfat + ADP-glukosa. [27] Tento enzym ma podobu
heterotetrameru (tedy struktury sloZzené z dvou nebo vice rtiznych monomert) slozeného ze
dvou velkych a dvou malych podjednotek. Bylo prokazano, ze geny kodujici malé
podjednotky téchto proteinid jsou u kukufice prakticky totozné v rliznych c¢astech rostliny.
Pomoci sekvenace genti kodujicich malou podjednotku tohoto enzymu byl sestaven

fylogeneticky strom vybranych uZzitkovych rostlin. [30]

SERPINY (Serpins)

Tato skupina proteintt pasobi jako inhibitory proteas, jejichz funkce je znemoznéna
zménou konformace. Serpiny i geny kodujici serpiny byly v pSenici objeveny v roce 1994,
do t¢ doby byly rostlinné serpiny a nékteré jejich kodujici geny prokdzany pouze u

je¢mene. [31]

3.3 SLOZENI MOUK A PECIVA

3.3.1 LEGISLATIVNI RAMEC A PLNENI V PRAXI

Ve snaze vysvétlit nezvykly pivod surovin ve vysledcich analyz (kapitola 5.4) a
polemizovat moznost ptidavani riznych surovin do vyrobki, byla zpracovana tato kapitola
jako pohled do legislativniho zdzemi tykajici se mouk a peCiva, a také do praktik

obchodnich fetézct.

Zakladem legislativy tykajici se mouk a peciva je zdkon 110/1997 Sb., ,,O potravinach a
tabdkovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakonl*, vyhlaska
333/1997 Sb. (aktudlné plati novelizujici vyhlaska 182/2012) a vyhlaska 113/2005 Sb

(novelizovana naposledy v roce 2011).
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3.3.2 KATEGORIZACE SLOZENI A ZNACENI VYROBKU

Jiz od roku 1997 vyhlaska ¢. 333/1997 Sb. [32] uklada povinnost oznaCovat u peciva
zafazeni do kategorii podle slozeni (pSenicné, Zzitné€, pSeni¢no zitné, Zitno pSenicné,
celozrnné, vicezrnné, specialni). Tyto kategorie maji stanovené mnozstvi jednotlivych
surovin. PSeni¢ny a zitny vyrobek musi obsahovat nejméné 90 % hmotnosti mlynskych
vyrobkl dané suroviny, pSeni¢no zitny pak alespoit 50 % pSenice a alespont 10 % Zita
(analogicky Zzitno pSeni¢ny). Celozrnné vyrobky musi obsahovat alespoit 80 % celozrnné
mouky ¢i jim odpovidajici mnozstvi upravenych oball obilky. Vicezrnné vyrobky jsou
klasifikovany jako vyrobky, do jejichz tésta jsou pfidany ,,mlynské vyrobky z jinych
obilovin nez z pSenice a Zita, luSténiny nebo olejniny v celkovém mnozstvi nejméné 5 %
z celkové hmotnosti“. [32] Specialni vyrobky obsahuji ,.kromé mlynskych vyrobka
Z pSenice a zita dalsi slozku, zejména obiloviny, olejniny, luSténiny, vldkninu, suché
skorapkové plody, zeleninu, mlécné vyrobky nebo brambory, v mnozstvi nejméné 10 %
z celkové hmotnosti“. [32] Procenta obsahu jsou vztazena k celkové hmotnosti mlynskych
vyrobku. Po zavedeni vyhlasky 182/2012 Sh. [33] nastala zména v klasifikaci bézného
peciva. Pivodni znéni: ,bé&Znym pefivem (se rozumi) tvarovany pekaisky vyrobek
vyrobeny z pSeni¢né nebo Zitné mouky, prisad a ptidatnych latek [32], bylo aktualizovano
na: ,,béznym pecivem (se rozumi) tvarovany pekaisky vyrobek z pSenicné nebo zitné
mouky anebo jinych mlynskych obilnych vyrobkd®. Mlynské obilné vyrobky jsou pak

definovany jako ,,vyrobky ziskané zpracovanim obili, pohanky a ryze*. [32, 33]

Vyhlaska 113/2005 Sb. [34] ,,O zplGsobu oznacovani potravin a tabakovych vyrobku‘
(naposledy novelizovana v roce 2011) v ptiloze 1 uklada povinnost spotiebitele informovat
o n¢kolika kategoriich alergenii, z vyrobkl testovanych v této praci jsou to obiloviny
obsahujici lepek, sojové boby a vyrobky z nich a sezam. [34] 13.12. 2014 vstoupilo
Vv platnost nafizeni 1169/2011, které uklada za povinnost oznacit alergeny i u nebalenych

potravin. [35]

V § 10 vyhlaska 113/2005 Sh. uklada povinnost oznamovat obsah aditiv vyrobku na obalu
potraviny. To se v8ak netyka nebalenych vyrobkd. [34] Také v zakoné 110/1997 Sh. se

hovoii o povinnosti znac¢eni kompletniho slozeni pouze balenych potravin. [36]
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3.3.3 SPOTREBITELSKE OMYLY

Spottebitelé Casto tdpou v ruznych slovech oznacujicich vyrobky. Mnohé vyrazy jsou i
legislativné oSetieny, ale legislativa nikdy nemtze dostihnout snahu fetézcti naldkat
zakaznika pfitazlivymi nazvy.

S pojmem ,,cerealie” reklamni kampané spojuji snidan¢ ve form¢ lupinkt a susenek jako
nezdravéjs$iho zacatku dne. Hojné propagované slovo ,,ceredlni* vSak pouze znamena, ze je
vyrobek vyroben z obilovin. Tento zprofanovany vyraz neinformuje o zddném zdravotnim
benefitu. Je lhostejné, jestli se jedna o vyrobek z lupinkii nebo pecivo, ,,cerealie” oznacuje

obilovinu a analogicky vyrobek pochazejici z obilovin. [37]

Slovo ,,vicezrnny* znamena pfitomnost 1 jiné suroviny nez hlavni mouky, vyrobek vSak

nemusi pochazet z mouky celozrnné. [37]

Vseobecné se uvadi pouzivani celozrnnych variant peciva jako zdravéjsi. Celozrnné
mouky jsou namlety z celych obilek i s jejich obalovymi vrstvami, které jsou bohaté na
vlakninu, vitaminy i mineralni latky, ¢imZ poskytuji skuteéné zdravotni benefity. Zitna
mouka je oproti pSeni¢né tmavsi a ma vySsi podil rozpustné i nerozpustné vlakniny, ktera
ma kladny vliv na kondici stiev. [37] Spotiebitelé Casto predpokladaji, ze tmavé pecivo je
synonymem k celozrnnému pecivu a pecivo celozrnné je dietnéjsi, ani jedno ale neni
pravda. [37, 38] Téchto omyld se ¢asto vyuziva pii barveni peciva (viz kapitola 3.3.4),
které ale nema zadny zlepSujici vliv na pecivo ani po strance technologické, ani po strance

zdravotni. [37]

3.3.4 DOBARVOVANI PECIVA

Jak upozornil v roce 2011 dTest [39], mnoho druht bézného peciva v obchodnich fetézcich
ma navzajem dost podobné slozeni — zdklady na mouky jsou tvofeny béznou pSeni¢nou
moukou a riizné druhy pegiva se z ného tvoii piidanim kofeni, sladu, karamelu apod. V CR
je zakdzano dobarvovat pecivo umélymi ptisadami, ale dobarvovani jako takové ani u
béznych pekaiskych vyrobkii zakazano neni. Dobarvuje se bud karamelem, nebo
prazenym zitnym, je€menem, piipadné prazenym sladem. U cukrafskych vyrobki je
dobarvovani pochopitelné, u pekaiskych je jeho vyznam diskutabilni — k dekoraci u

béznych kaiserek nebo housek jisté neslouzi. Podle dTestu a Fora zdravé vyzivy se vyuziva
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obecného povédomi o zdravotnich benefitech celozrnného peciva, jejichz barva je tmavsi.
[38, 39] Sedohn&da barva piitomna v mnoha typech vyrobkd, je oviem typicka pravé pro

dobarvované pecivo [40], dobarvované pecivo neni vyzivove ptiznivéjsi, meéni se jen jeho
vzhled. [37]

Ze lze sladidel s tmavou barvou vyuZit jako marketingového tahu, ukézal fetézec Billa,
ktery nedavno (2016) uvedl na pulty zitno pSeni¢ny chléb Darken s prazenym je¢menem.
Je moZné polemizovat o tom, zda si je béZny spotiebitel védom, Ze jeCny slad je kromé
lehce nasladlé chuti zdrojem nezvykle tmavé barvy, nebo plvod barvy pfisuzuje
celozrnnosti. Tento vyrobek ukazuje jesté jednu rovinu, ve které Ize uvazovat — az pii takto
tmavém zbarveni je teprve citit lehce sladka chut’ sladu v pecivu. K obarveni bézného
peciva, aby vypadalo tmavsi, sta¢i mnohem méné sladu — barva je pfikraslena a na chuti se

nic neméni. Na snimku (obrazek 2) vV porovnani s Zitno peniénym chlebem Zitan (83 %

zita) z fetézce Norma.

Obrazek 2. Chleby Zitan (Norma) a Darken (Billa).

3.3.5 MRAZENI PECIVA

Ve snaze uSetfit za suroviny (=zvysit zisk), a zaroveil zakaznikovi nabidnout pocit dobré
koupé za stejnou cenu, se zacal pred nékolika lety Sifit trend dopékaného peciva. Pekarna
Vv takovém piipad¢ vyrobek pouze zapece a poté vSechny procesy v ném zastavi mrazenim.

Tento polotovar se pievazi a dopékd na prodejnach obchodnika. Vyhod je pro fetézec
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mnoho, polotovary vydrzi i nékolik mésicti, na prodejnach je mozné pouzivat pouze malé
picky, pecivo po dopeceni voni a ldk4d na misté¢ ke koupi. Pro zdkaznika ovSem vyhod
mnoho shledat nelze, vyzivové vlastnosti zistavaji sice stejné [38], ale po vychladnuti je
chut' a viiné¢ peciva jina nez pii klasickém postupu, a utrpi tim vyznamné trvanlivost.
Pivod peciva bez oznaceni ale nelze poznat jinak nez podle riznych ukazatelti pfi
rozkrojeni, jak upozornila spotifebitelska organizace dTest. [39] V srpnu 2012 proto vesla
Vv platnost vyhlaska 182/2012 Sb., ktera zavedla povinnost jasné oznacit, zda je pecivo
Cerstvé, rozmrazované, nebo ze zmrazeného polotovaru. [33] V roce 2011, kdy trend
nastupoval, se v Ceské republice dopékalo 15 % peéiva. [39] V roce 2012 to bylo jiz
v USA se dopékaji tfi Ctvrtiny peéiva [39] a cela polovina peciva v Evropé prosla
mrazenim [41], 1ze pfedpokladat ¢islo vyssi nez posledni ziskané. Nékteré typy peciva se
pecou do své vysledné podoby v pekarnach, kde se také zamrazi, a na prodejnach se pouze
nechaji rozmrazit a nijak se jiz tepeln¢ neupravuji. Toto pecivo musi byt oznaceno jako

,,fozmrazované*. [33]

Zajimavou a dualezitou informaci je i to, Ze dopékané a rozmrazované pecivo obsahuje jina
a Cetnéjsi aditiva, aby si pfitazlivy vzhled uchovalo i po Sokovém zmrazeni na —35 °C,

dlouhém skladovani a opétovném rozmrazeni. [41]

3.3.6 PRESNE SLOZENI NEBALENYCH VYROBKU

Ani dnes nemohou spotiebitelé snadno a ptehledné v obchodé zjistit pfesné sloZeni
nebaleného vyrobku vcetné vSech aditiv, jako je tomu naptiklad v Némecku. Zakon
110/1997 Sb. a jeho provadéci vyhlasky davaji za povinnost oznaCovani riznych
informaci, pfesné slozeni nebalenych vyrobkii mezi nimi neni. [36] Snaha ziskat ptesné
slozeni se nesetkdva s Uspéchem, protoze persondl fetézce jej neznd, prodejny mivaji
seznam vypracovany, ale nebyva roky aktualizovany a nejsou tak evidovany ani vSechny
druhy prodavanych peciv, natoz jejich slozeni, jak upozornil pofad ADost! [40]

Spotiebitel se také nemd Sanci dozvédét (jedingé, kdyZz o tom informuje sam
vyrobce/prodejce), jestli ke kypteni peciva byl pouzit kvasek nebo levnéjsi drozdi.
Regulace je zavedena pouze u vyrobkl pouzivajicich slova ,tradi¢ni®, ,,staroesky*, témito

slovy je mozné oznacit pouze vyrobky, které nebyly dokypiovany, kvaseni zajistuje vitalni
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zitny kvas s vice nez 70 % zitné mouky. [32, 33] Ostatni vyrobky mohou byt kypieny
drozdim i riznymi aditivy. [41]

DTest také upozornil na vyssi obsah vody v pecivu v poslednich letech — vazani vody se

opét dociluje pomoci aditiv. [41]

3.3.7 POZNAMKY K VYBRANYM SUROVINAM A PRODUKTUM

BRAMBORY — Bramborovy Skrob se v potravinafstvi pouzivd velmi casto. Mnoha
bezlepkova peciva maji za hlavni surovinu prav€é brambory v podobé bramborového
Skrobu. Ptidavani brambor do peciva na ukor obilné mouky zminuje také dTest. [41]
VyhlaSka 113/2005 Sb. zminuje, Ze ve Skrobech je nutné uvadét lepek, pokud neni mozné
jeho piitomnost vylou¢it. [34] Lepek se netyka brambor, ale z této formulace vyhlasky lze
vyvodit, ze ve skrobech se zbytkové proteiny mohou vyskytovat, a proto je moznost, ze

budou nalezeny brambory, pokud byl pfidan bramborovy $krob.

RYZE — Podle § 4 vyhlagky 333/1997 Sb. neni povoleno skupiny ryzi (ve smyslu velikosti
zrna a piitomnosti oballl) misit, povoleny podil jiné skupiny je maximalné 10 %, o druhu
puvodu se nehovoii, v § 1 je zminéna ryze setd a jeji odridy. V ryzi je povoleno

maximalné 1,0 % jinych semen. [32]
JAHLY — Mohou obsahovat maximalné 0,2% podil jinych semen neZ prosa. [32]

SOJA — Dnes se soja jako alergen uvadi u vyrobki ¢asto. Nékdy byva skuteéné do pediva
piidavana (i kdyz jeji pouzivani jako zlepSujici latky bylo castéjsi diive [37], jindy je
vyrobcem uvadéna spiSe preventivné, protoze pii zpracovani vyrobkli miuize dojit ke

kontaminaci s6jou zpracovavanou v témze zavodu.

Podle § 8 odst. 6 vyhlasky 113/2005 Sb. neni nutné oznacovat jednoslozkové potraviny

slozenim, pokud je shodné s nazvem vyrobku. [34]

V § 8 je také uvedeno, ze oznaCeni potraviny upozornénim na alergen ,,neni povinné,
pokud nazev, pod kterym je potravina prodavana, jednozna¢né odkazuje na tuto alergenni

slozku®. [34]

Podle 182/2012 Sb. se jako kndckebrot oznacuje vyrobek ,,vyrobek kiehké konzistence
z mlynskych obilnych vyrobkli a dalSich surovin obvykle ve tvaru obdélniku vyrobeny

tepelnou upravou*. [33]
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3.4 ANALYTICKE METODY

3.4.1 PRINCIP ANALYTICKYCH METOD LC/ESI-Q-TOF

LC/ESI-Q-TOF (Liquid Chromatography/Electrospray lonisation-Quadrupole-Time Of
Flight) je usporfadani metod, ve kterém jsou analyty separovany kapalinovou
chromatografii (LC) a poté ionizovany a analyzovany kvadrupolovym a nésledné

priletovym analyzatorem.
Kapalinova chromatografie (LC, Liquid Chromatography)

Chromatografie dnes ptedstavuje jednu z nejpouzivanéj$ich separacnich metod, kdy je
vzorek (smés latek) rozd€lovan mezi dvé faze — staciondrni (nepohyblivou) a mobilni
(pohyblivou). Analyt je unaSen kapalnou mobilni fazi pies stacionarni fazi umisténou
Vv kolon¢ a jeho jednotlivé slozky na zaklad¢ svych vlastnosti riznou mérou interaguji se
staciondrni fazi. Tim jsou slozky vzorku riznou mérou zpozd'ovany a dochazi

k separaci. [42]
Hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometry)

Hmotnostni spektrometrie je v dne$ni dobé jednou z nejcastéji pouZivanych analytickych
metod. Poskytuje tidaje o hmotnosti ionizovanych atomt, molekul ¢i jejich ¢asti, diky
¢emuz je mozné zkoumat struktury anorganické 1 organické, a to nizkomolekularni i
vysokomolekularni. Nejprve je nutné vzorek pifevést na plynnou fazi (vypafenim) do
vakua, ionizovat jej pomoci iontového zdroje a poté detekovat. Vysledek analyzy je

zobrazen jako hmotnostni spektrum iontil ptitomnych ve vzorku. [43-45]
lonizace elektrosprejem (ESI, ElectroSpray lonisation)

Iontové zdroje pouzivané v hmotnostni spektrometrii se 1i$i energii dodavanou analytu za
ucelem jej ionizovat. Mekké zdroje dodavaji analytu energii dostate¢nou k ionizaci, ne
vSak tak vysokou, aby doSlo k jeho fragmentaci. Pro organické latky se prahové hodnoty
ioniza¢nich energii pohybuji od 7 do 16 eV. [43, 44] Pouzitim tvrdych zdroji, které
vyrazn¢ prekracuji ionizacni energie latek, dochazi k eliminaci nadbytku vibracné-rotacni

energie fragmentaci iontu. [44]

ESI, ionizace elektrosprejem, je metoda mékké ionizace, ktera je jako jedna z nemnoha
vhodna i pro analyzu biomakromolekul jako jsou proteiny, protoze nedochazi k jejich

fragmentaci. Chromatografii rozseparované latky postupné ptichdzeji na usti kovové
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sprejovaci kapilary, kde je pomoci vlozené¢ho vysokého elektrického napéti a zmlzujiciho
plynu vzorek v rozpoustédle rozprasen na kapicky. Vzniklé kapicky na svém povrchu
nesou naboj, jehoz hustota se na povrchu vyparovanim rozpoustédla zvysuje. V momentg,
kdy repulzni sily mezi néboji piekroci silu povrchového napéti, ktera udrzovala kapicku
pohromadé, dochazi ke Coulombické explozi. Pivodni ndboj je tak distribuovan mezi jeste
mensi utvary. Samotné ionty jsou bud’ z kapicky vytrhavany, nebo vznikaji po vypateni
zbytku rozpoustédla. Po uvolnéni iontli jsou tyto transportovany do vakuované Casti a

hmotnostniho analyzatoru. [46]
Kvadrupélovy analyzator (Q, Quadrupole)

Kvadrupol se sklada ze ctyt kovovych ty¢i kruhového nebo hyperbolického priufezu. Ty
jsou pfipojeny ke zdrojim stejnosmérného a stfidavého vysokofrekvenéniho napéti. Ionty,
které se dostanou mezi tyCe, zacinaji vlivem stfidavého elektrického pole oscilovat. [44]
Tento analyzator umoznuje nastaveni podminek elektrického pole tak, aby k detektoru
prochazely ionty o urCité hodnoté m/z, kde m piedstavuje hmotnost a z naboj Castice.
Ostatni ionty pro svou nestabilni dréhu k detektoru neprojdou. Vklddané napéti lze
regulovat, takZe je mozné timto filtrem nechat postupné projit ionty celého intervalu
hodnot m/z. [42] Vyhodou kvadrupdlového analyzatoru je rychlost snimani spekter a

snadnost udrzby a obsluhy. [45]
Priletovy analyzator (TOF, Time Of Flight)

TOF analyzator je v principu tvofen dutou trubici, ve které jsou ionty urychlovany silnym
elektrickym polem. lonty se i1 pfes stejnou dodanou energii pohybuji riznou rychlosti,
rychlost letu je totiz zavisla na hmotnosti ¢astic — leh¢i ionty se pohybuji rychleji, t€zsi
pomaleji. Vzdalenost, kterou ionty musi urazit od vstupu do analyzatoru k detektoru, je pro
dany analyzator konstantni. V priibéhu letu se ionty rozfazuji a méfi se Cas, za ktery dorazi
k detektoru. Diky tomu je mozné zjistit molekulovou hmotnost iontu, resp. pomér m/z. [44,
45] V zavislosti na citlivosti pfistroje je mozné od sebe odlisit ionty, jejichz doba pruletu se
1isi o rizny Casovy usek (v fadech nanosekund [47]). Detektor poskytuje signal, ktery je po

digitalizaci ptevedeny do pocitace, kde je zpracovan do podoby hmotnostnich spekter.

29



3.4.2 IDENTIFIKACE  PROTEINU POMOCI METODY
PEPTIDOVEHO MAPOVANI

Metoda proteinového mapovani umoznuje identifikovat jednotlivé bilkoviny. Protein je
preveden do roztoku, kde je rozstépen pomoci specifickych proteas — enzymu, které Stépi
peptidové vazby ve znamém misté. NejpouzivangjSimi proteasami pro tento ucel jsou
trypsin a chymotrypsin. V préci byl jako proteasa pouzity trypsin (EC 3.4.21.4), ktery
fetézec proteinu Sté€pi za bazickymi aminokyselinami lysinem (Lys) a argininem (Arg).
Vznikla smés peptidovych §tépl se precisti a pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) jsou
ziskany hodnoty m/z odpovidajici podilu molekulovych hmotnosti a naboje jednotlivych
$tépl. Srovnani ziskanych hodnot jednotlivych §tépa s databazemi umoziuje identifikovat

jednotlivé proteiny. [25, 48]

Limity metody

Spravna identifikace proteinu vzorku je zavisla na pfitomnosti St€épu v databazi —
identifikovat se tedy daji jen vzorky, jejichZz aminokyselinové sekvence jiz byly popsany.
Velmi piibuzné organismy maji zna¢nou ¢ast genomu (a tedy proteomu) spole¢nou, pfi
vyzkumu muze byt identifikovan Stép, ktery je témto organismim spolecny a miiZze dojit
K jeho pfifazeni ptibuznému organismu. Jsou-li n€které proteiny velmi rozsitené v Siroké
skupin€¢ organisml (zajiStuji zdkladni funkce) a jejich diverzita je 1 mezi relativné

vvvvv

taxonu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITE CHEMIKALIE

acetonitril (ACN) — Lach-Ner

kyselina mravenc¢i (HCOOH) — Fluka

trypsin — Promega Corporation

trifluoroctova kyselina (TFA) — Sigma-Aldrich
uhli¢itan amonny (NH4HCO3) — Fluka

ZipTip C18 spicky — Millipore Corporation

destilovana voda H>O

4.2 POUZITE VYROBKY

K ziskani vzorkid bylo pouzito 6 druhi mouk a stiidka z 9 druht peciva (viz tabulka 1).
SloZeni je pro piehlednost uvedeno také v kapitole 5.4 u kazdého vyrobku zvlast' spolu

s o¢ekavanymi druhy rostlin. Diskuse nad sloZenim peciva je uvedena v kapitole 5.5.

Tabulka 1. SloZeni vSech analyzovanych vyrobk.

Vyrobce

. ‘robk o
Nazev vyrobku (distribuce)

Dostupné informace o sloZeni

M1 Mouka $paldova Natural Spaldova mouka
celozrnnd hladka Jihlava

M2 Mouka hrachova Extrudo zluty hrach
nativni Becice

M3 Kukuti¢néd mouka Natural zadné **
polohrubé Jihlava JK

M4 PSeni¢na mouka hruba  Ramill potravinatska pSenice
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Nazev vyrobku

Vyrobce
(distribuce)

Dostupné informace o sloZeni

M5

M6

P1
P2

P3

P4
P5

P6
P7

P8
P9

Jahelna mouka hladka

Krupicka bezlepkova
ryzova jemna

Rohlik sojovy

Kaiserka s pohankou

Spaldové tyinky se
Sezamem

Rajcatova bulka

Knickebrot Roggen
Vollkorn

Zitna placka

Rustikalni bageta z
pohanky

Rhombing bageta svétla

Chlebicky ryzové
S amarantem

Natural
Jihlava JK

Extrudo
Bedice

Albert

Billa

Biolinie

Billa

Edeka

Albert

Tesco

Albert

Racio

jahelna mouka

ryze

Cerstvé bézné pecivo

vicezrnné pecivo, A: lepek, soja,
mléko, SO2

Spaldova mouka celozrnna (44 %),
pSeni¢na mouka celozrnna, sezam
(19 %), palmovy tuk, drozdi, jedla
sl s jodem, mize obsahovat
stopy soji

Zadné

55 % celozrnna zitna mouka, 35
% zitna mouka, drozdi, 4 % zitné
otruby, zitny kvasek, stl, kyselina
mlécna, strouhanka (pSeni¢na
mouka, cukr, rostlinny olej,
drozdi, stl), sezamova seminka

bézné pecivo zitné

zadné

bézné pecivo vicezrnné

ryze 95,25 %, amarant 4 %,
moiska sil 0,75 %

* potadi mouk (M) a peciv (P)

** yyrobce V tomto piipadé neporusuje zadné nafizeni, viz kapitola 3.7.7.
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4.3 ZPRACOVANI VZORKU

4.3.1 STEPENI TRYPSINEM

Vzorky byly nejprve vystaveny ptisobeni trypsinu (15 ul trypsinu o koncentraci 2 ug/ul ve
100 pl roztoku 50 mmol/I NHsHCO3) po dobu dvou hodin za laboratorni teploty.

4.3.2 PRECISTENI A ZAKONCENTROVANI PEPTIDOVYCH STEPU
NA REVERZNI FAZI

K ptecisténi a zakoncentrovani peptidovych $tépl byla pouzita mikrokolona ZipTip C18.

Byly pfipraveny tfi promyvaci roztoky: aktivaéni (W), ekvilibra¢ni (EQ), elu¢ni (EL).
W: 50% ACN v H.0

EQ: 0,2% TFA v H.0O

EL: 50% ACN + 0,1% TFA v H20

Postup:

1. Aktivace reverzni faze ve Spi¢ce promytim 10 pl aktiva¢niho roztoku (W). (10x)

2. Ekvilibrace peptidti promytim 10 pl ekvilibra¢niho roztoku (EQ). (10x)

3. Navazani peptidi promyvanim 10 pl vzorku. (10x)

4. Odsoleni navazanych peptidi promytim 10 pl ekvilibraéniho roztoku (EQ). (10x)

5. Eluce peptidi opétovnym promytim 8 pl elu¢niho roztoku (EL). (10x nasati a vypusténi
téhoz roztoku)

6. Eluce zbyvajicich peptidi k procisténi $picky 10 pl eluéniho roztoku (EL). (10x)

4.3.3 IDENTIFIKACE PROTEINU POMOCI LC/ESI-Q-TOF

Vzorky byly méfeny pomoci UHPLC Dionex Ultimate 3000 RSLC nano (Dionex)
zapojeného s hmotnostnim spektrometrem ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker Daltonics).
Vzorky byly rozpustény ve smési H2O:ACN:HCOOH v poméru 97:3:0,1 a naneseny na

zachytavaci kolonu Acclaim PepMap 100 C18 — 100 pm x 2 cm s ¢asticemi reverzni faze o
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velikosti 5 um (Dionex); prutok 5 pl/min po dobu péti minut. Nasledna chromatografie na
reverzni fazi byla provedena na koloné Acclaim PepMap RSLC C18 — 75 pl x 250 mm
s Casticemi reverzni faze o velikosti 2 pl (Dionex), prutok 0,3 ul/min. Byla provedena
gradientova eluce se slozenim fazi A: 0,1% HCOOH v H20, B: 0,1% HCOOH v ACN.
Zvoleny gradient mél vzhledem k B nasledujici pribéh: 0 min — 3 % B, 5 min — 3 % B,
85 min — 50 % B, 86 min — 90 % B, 95 min — 90% B, 96 min — 3 % B, 110 min — 3 % B.

Mg¢feni bylo provedeno s vybérem prekurzoru v rozsahu 400-2200 Da.

Peaklisty byly extrahovany ze zméfenych dat pomoci programu Data Analysis 4.1 (Bruker
Daltonics). Proteiny byly identifikovany za pomoci softwaru Mascot 2.2.04 (Matrix
Science), vyhledavano bylo v proteinové databazi Uniprot (verze 2010-2012) s parametry:
hydroxylace prolinu a oxidovany methionin jako variabilni modifikace, MS/MS piesnost

pfifazeni hmotnosti §tépt 0,05 Da a piesnost v MS modu 50 ppm.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 SLOZENI VYROBKU

V ptipadu Spaldovych ty¢inek se sezamem (PECIVO 3), Knickebrot Roggen Vollkorn
(PECIVO 5) a Chlebicki ryzovych s amarantem (PECIVO 9) se jednalo o vyrobky balené,

proto je dostupné slozeni podrobnéjsi (viz kapitola 3.3).

Ostatni pecivo bylo prodavano jako nebalené zbozi urCené k okamzité spotiebé a tyto
vyrobky nemusely mit v dobé nakupu (konec roku 2014), ani dnes, vyznacené celé sloZeni.
U nékterych nebalenych vyrobkii tak kromé ndzvu nebyla k dispozici Z&dna dalsi

informace (PECIVO 4 a 7).

V dobé nakupu vyrobktl také neplatilo nafizeni 1169/2011 (v platnost vstoupilo
13.12.2014), podle kterého musi mit 1 nebalené vyrobky oznaené obsazené
alergeny. [35] N¢kteti prodejci jiz alergeny uvadéli pied zahajenim této povinnosti (soja
u kaiserky s pohankou — PECIVO 2), vjinych piipadech alergeny uvadény nebyly
(paradoxné napf. sojovy rohlik — PECIVO 1).

Zbarveni stiidky u rajéatové bulky (PECIVO 4) nemuselo korespondovat s obsahem rajéat
(ktera ale byla zjevné na povrchu), mohlo byt vysledkem barviv, z podoby peciva lze
usuzovat na b&zné pseniéné pecivo. V piipadu rustikalni bagety z pohanky (PECIVO 7) na
prvni pohled I1ze pochybovat o Cisté pravdivosti nazvu ,,z pohanky*, spise lze pfedpokladat,
7e by skute¢nosti 1épe odpovidal nazev ,,s pohankou”. U Spaldovych tydinek se sezamem
(PECIVO 3) byly tyéinky sezamem posypané, ve stiidce nebyl sezam pozorovatelny (mohl

byt ovSem namlety).
Kaiserka s pohankou (PECIVO 2), Rhombing bageta (PECIVO 8) byly klasifikovany jako

vicezrnné, ostatni jako bézné pecivo, pokud byla informace dostupna.

U vyrobku rustikalni bagety z pohanky (PECIVO 7) a rajéatova bulka (PECIVO 4) nebylo
dodrzeno povinné oznaceni, zda je vyrobek Cerstvy, rozmrazovany nebo ze zmrazeného

polotovaru, ani jeho klasifikace mezi pseni¢no/zitné vyrobky (viz kapitola 3.3).

Zadny z pekarenskych vyrobkil nebyl oznacen slovem ,,tradi¢ni nebo ,,starocesky*, které

by mélo znacit absenci kypftidel a zaru¢ovat obsah zita.
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5.2 METODIKA INTERPRETACE ZISKANYCH DAT

Celkem bylo testovano 15 vzorki, 6 mouk a 9 pecivarenskych vyrobkii. U kazdého vzorku
byly provedeny 3 opakovani analyzy. Za spolehlivé identifikované proteiny lze povazovat
takové, u kterych byly nalezeny alespon 2 rtzné peptidy (bez ohledu na pocet jejich
opakovani). V potaz byly brany pouze proteiny, u nichz byl dany protein identifikovan ve
vSech tfech opakovanich analyzy, a zaroven u kazdé znich ptekrocil hodnotu dvou
ruznych shodnych peptidovych ¢asti fetézce proteinu. Cilem prace, i vzhledem k jejimu
rozsahu, neni podat plny encyklopedicky ptfehled vSech informaci o vSech téchto
proteinech — u kazdého vzorku bylo vybrano a podrobnéji popsano 10 proteini s nejvyssim
ukazatelem tzv. ,,scores (u ostatnich proteinti je okomentovan pouze ptivod, je-li néim
zajimavy). Ukazatel ,scores”, podle kterého jsou proteiny fazeny, se pocita z mnoha
faktorit — napft. z poctu identifikovanych rtiznych peptidii v proteinovém fetézci, Cetnosti
jednotlivych nalezenych proteint, atd. Je tedy v poradku, Ze v tabulkach prvnich deseti
(nebo mén¢, nebylo-li nalezeno deset) nejspolehlivéji urenych proteinti nejsou tyto
proteiny uspotfadany podle poctu nalezenych peptidt, nebot’ to je pouze jeden z ukazateld,
znéhoZz bylo celkové potadi pocitano. Pocet shodnych peptidii byl vypocitan jako
aritmeticky primér z 0daji vSech tfech analyz zaokrouhleny na celé ¢islo, v zavorce je
uvedena smérodatnd odchylka zaokrouhlend na celé ¢islo. Kazdy protein byl podle svého
unikatniho kodu ,,gi“ (Genlnfo Identifier) vyhledan v databazich NCBI [49] a nasledné
UniprotkKB [26], piipadné Expasy [27], odkud byly ¢erpany informace o funkci, vyskytu
V buiice nebo rostlinném téle. Zde byly také nalezeny informace o rostlinach, v nichz byl
dany protein nalezen. Anglicky nazev proteinli (pokud neni uvedeno jinak) byl prevzat
z databaze UniprotiKB. Néazvy proteini byly ponechdny v anglicting, v piipadé
podrobnégjsiho komentafe jsou uzivany Ceské ekvivalenty. Vybrané skupiny nalezenych
proteinti byly popsany pro piehlednost v kapitole 3.2.1, ve vysledcich je k témto obecnym
charakteristikdm pouze odkazano. V ptipadé, Ze byly nalezeny totozné proteiny ve vice
vzorcich, jsou vSechny nasledujici odkazany k prvnimu popsanému. Srovnani vysledkt
bylo vzhledem krozsahu prace provadéno pouze s rostlinnymi databazemi, a byly
testovany pouze proteiny, jiné informace proto z naSich dat nelze ziskat — nelze tedy
posoudit pfitomnost piisad zivo¢isného produktu, nebo napt. umélych barviv. Mozné

limity identifikace konkrétnich rostlinnych druhii ¢i vySSich taxont (z riznych hledisek)
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byly pojednany také v kapitolach 3.1.3, 3.4.2 a dale 5.3.1 a shrnuty v kapitole 5.5. Uplna

data vSech zjisténych udajt jsou uvedena na piilozeném CD.

5.3 ROSTLINY PUVODU IDENTIFIKOVANYCH PROTEINU

Tabulka 2. Pichled nalezenych rostlinnych druht.

Latinsky nazev rostliny

Cesky nazev rostliny

Taxonomické

zarazeni (Celed’)

Aegilops tauschii

Amaranthus hypochondriacus,
Brachypodium distachyon
Cicer arietinum

Citrus sinensis

Cyrtococcum patens
Dasypyrum villosum

Digitaria sanguinalis
Fagopyrum esculentum

Glycine max

Helianthus annuus

Hordeum vulgare

Hordeum vulgare var. distichon
Hordeum vulgare subsp. vulgare
Iberis amara

Lophopyrum elongatum **
Oryza sativa

Panicum miliaceum

mnohostét Tauschiiv
laskavec Cervenoklasy
r. valecka *

cizrna berani
pomerancovnik ¢insky
r. proso *

kosmac hunaty
rosicka krvava
pohanka obecna

sOja lustinata
slunecnice ro¢ni
jeCmen sety

je¢men dvourady
je€men sety dvourady
iberka hotka

r. pyrovnik *

ryze seta

proso seté

Poaceae
Amaranthaceae
Poaceae
Fabaceae
Rutaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Polygonaceae
Fabaceae
Asteraceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Brassicaceae
Poaceae
Poaceae

Poaceae
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Latinsky nazev rostliny

Cesky nazev rostliny

Taxonomické

zarazeni (Celed’)

Pisum sativum
Psathyrostachys juncea
Robinia pseudoacacia
Secale cereale

Secale strictum subsp. africanum
Setaria italica

Solanum melongena
Solanum lycopersicum
Sorghum bicolor
Spartina alterniflora
Thinopyrum ponticum
Triticum aestivum
Triticum dicoccoides
Triticum macha
Triticum turgidum
Triticum spelta

Triticum timopheevii subsp.

armeniacum

Triticum turgidum subsp. durum
Triticum urartu

Vicia faba

Zea mays

hrach sety

trnovnik akat
Zito seté

r. zito *

bér italsky

lilek vejcoplody
lilek rajce

¢irok obecny

r. spartina *

r. pyrovnik *
pSenice seta

r. pSenice *
pSenice macha
pSenice nadufela

pSenice seta Spalda

pSenice Timofejevova

pSenice naduiela prava
r. pSenice *
bob obecny

kukufice seta

Fabaceae
Poaceae
Fabaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Solanaceae
Solanaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae

Poaceae

Poaceae

Poaceae
Poaceae
Fabaceae

Poaceae

* 1. je zkratka pro taxon rodu, nebylo mozné urcit ¢esky druhovy nazev, viz nize

** Lophopyrum elongatum = Thinopyrum ponticum, podrobnéji viz nize
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5.3.1 VYSVETLENI TAXONOMICKYCH VZTAHU

Tato kapitola ma za cil poukazat na problematiku nazvoslovi a vztahi mezi jednotlivymi
taxony a vyjasnit uzivané pojmy (viz tabulka 2). Latinské ndzvy rostlin jsou pfevzaty
z databazi UniProtkB [26] a NCBI [49], ze kterych byly sbirany udaje o proteinech. Ceské
nazvy byly piejaty z biolib.cz [50], aby byl zajistén jednotny pfistup k nazvoslovi.
V piipadé absence celého Ceského nazvu (pfedevsim druhu) bude uzivan cesky rod, ¢i cely
latinsky nazev v momentech, kdy by cesky rod mohl byt zavadéjici. Nomenklaturni
diskuze  byla  obohacena  udaji  zdatabaze @ KEW  [51]  (mezinarodni
taxonomicky/nomenklaturni vyhledava¢ provozovany Royal Botanic Gardens). N¢kolik
nazvl téze rostliny, které vznikly nejen vicenasobnym popsanim, ale ménily se také na
zaklad¢ ptehodnocovani taxonomickych vztahii a byly uzivany podle preferenci riiznych
autort, jasn¢ ukazuje, Ze vztahy v ramci Poaceae jsou velmi uzké a spletité. Zejména
napadna je zmét mezi rody Elymus, Lophophyrum, Thinopyrum a Triticum. Diky
modernim genetickym metodam je mozné, Ze se budou tyto taxonomické jednotky

V budoucnu znovu preusporadavat.

Konkrétni taxonomické poznamky

Cestina zna pouze rod Brachypodium jako rod valetka, druhovy nizev rostliny

Brachypodium distachyon nenabizi.

Cyrtococcum patens nema cesky ekvivalent. Podle KEW: Royal botanic gardens je
ptipustné jesté synonymum Panicum patens, rod Panicum se do Cestiny pieklada jako

proso.

Pohanka obecna Fagopyrum esculentum byla urCena také jako Fagopyrum esculentum

subsp. esculentum, v ¢estiné se poddruh jiz dale neoznacuje.

Nalezeny je¢cmen Hordeum vulgare subsp. vulgare je podle biolib.cz piipustny nazvem

pouze jako convar. vulgare, tedy je¢men sety dvourady.

Nazev Hordeum vulgare var. distichon byl v databazi UniProt zaneseny jako Hordeum
vulgare var. distichum, nicméné podle biolib.cz i KEW slovo distichum neexistuje ani jako

synonymum, piipustna je pouze varianta distichon. Zajimavé je, Ze UniProt zna i variantu

39



distichon, uznava ji jako synonymum, u nékterych proteint ji i uvadi, ale vétSina proteind

je oznacena jinde neuznavanym distichum.

Lophopyrum elongatum je podle biolib.cz i KEW synonymum k Thinopyrum elongatum,

tedy téz ke zminénému Thinopyrum ponticum.

Podle databaze proteini byla rostlina pivodu nékterych proteinii oznacena jako Oryza
sativa subsp. japonica, Oryza sativa subsp. indica, Oryza sativa japonica group. Biolib.cz
ptipousti pouze Oryza sativa, KEW pfipousti prvni dvé varianty jako synonyma k Oryza
sativa. Oryza sativa japonica (resp. indica) group je oznaceni pouzivané pouze v databazi
NCBI, patrné mysleno jako synonymum Oryza sativa subsp. japonica (resp. indica) nebo

poddruhy velmi podobné tomuto.

Psathyrostachys juncea se do CeStiny nepteklada, zajimavy je pohled ke starSim dnes
nepouzivanym, ale uznavanym synonymum. Prvni synonymickym vyrazem je Elymus
junceus, jehoz rod Elymus je v cestiné zanesen jako pyrovnik, jiné synonymum zni

Triticum juncellum — poukazuje na blizkou pfibuznost s pSenici.

Zito Secale cereale subsp. ancestrale, které se ve vysledcich objevilo, je podle KEW malo
uzivané synonymum k Secale cereale (na biolib.cz neni uvedeno ani jako Secale cereale

subsp. ancestrale, ani Secale ancestrale, pouze jako Secale cereale).

Secale strictum subsp. africanum ¢eské nazvoslovi nezna, ani varianty S. strictum nebo

S. africanum mozné podle KEW. Mozné je pouze drzet se rodu Zito.

Setaria italica sice CeStina zna jako bér italsky nebo také vlassky, je vSak dobré poukazat
také na pfipustné synonymum Panicum italicum (proso italské nebo vlasské), které ukazuje

na piibuznost s drunem Panicum miliaceum.

Cely nazev Spartina alterniflora ¢eStina nezna. Samotny rod Spartina se pieklada podle
biolib.cz stejnojmenné: spartina. Podle KEW je mozné k celému ndzvu téz pouzit
synonymum Sporobolus alterniflorus, pricemz rod Sporobolus se do ¢estiny pieklada jako

opadavec.

V piipadé Thinopyrum ponticum je mozné ptelozit pouze rod jako pyrovnik. Cely nazev
Thinopyrum ponticum, ani jeho uznavany ekvivalent Thinopyrum elongatum ¢i Elymus

elongatus subsp. ponticus databaze biolib.cz v ¢estiné nezna.
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Triticum aestivum — dneSni pSenice setd, se nejcastéji v literatufe oznacuje jako pSenice
obecna, v této praci byl z divodu konzistence pouzit vyraz z biolib.cz pSenice seta.
Triticum dicoccoides podle biolib.cz nema Cesky ekvivalent, je nutno se tedy v ¢estiné
pridrzet pouze rodu pSenice.

V piipadu pSenice Timofejevovy je v ¢eském nazvoslovi k dispozici pouze nazev Triticum
timopheevii, Triticum timopheevii subsp. armeniacum neni podle biolib.cz mozné, i kdyz

KEW pfipousti 1 delsi variantu jako synonymum.

Triticum urartu je druh pSenice, ktery se do CeStiny nepieklada. Podle KEW lze
synonymicky oznacit jako Crithodium urartu, ale ani zde cestina nenabizi vice nez

Crithodium jako synonimum Triticum, tedy pSenice.
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5.4 ANALYZOVANE VYROBKY

5.41 MOUKA1

Ve vzorku MOUKA 1 o slozeni uvedeném v tabulce 3 bylo podrobné&ji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteind (tabulka 4). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.
1iep yeh p jejieh p Jjep

Tabulka 3. Slozeni vyrobku MOUKA 1.

Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy

Nazev vyrobku )
rostlin

distribuce) informace o sloZeni

$paldova mouka pSenice seta Spalda

hladka

Mouka Spaldova

celozrnna hladka Natural Jihlava

(Triticum spelta)

Tabulka 4. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteind nalezenych ve vzorku MOUKA 1.

Poradi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptidi
1 21 (3) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
2 14 (0) 0i|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
3 15 (2) 0i|475612819 Protein disulfide- Aegilops tauschii
isomerase
4 14 (1) gi|475588764 Globulin-1 S allele Aegilops tauschii
5 12 (0) gi|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
6 10 (2) 0i|148508784  Glyceraldehyde-3- Triticum
phosphate aestivum
dehydrogenase
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Poradi Pocet

Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaédeni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
7 10 (1) 0i|253783729 Glyceraldehyde-3- Triticum
phosphate aestivum
dehydrogenase
8 6 (2) 0i|109452233 High-molecular-weight  Triticum
glutenin subunit Bx17  aestivum
9 8 (1) gi|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
10 7(1) gi|474407060 Uncharacterized Triticum urartu

protein, Hypothetical
protein TRIUR3_08536

protein 1 (Globulin-3A)

V buiice ma tato globularni bilkovina nékolik funkci, jednak slouzi k uskladiiovani Zivin,
jednak se tucastni odpovédi na cytokininy. [26] Tento protein je jednim z proteint
zpusobujici celiakii (glutenova enteropatie, autoimunitni onemocnéni stiev zplsobené
odpovédi organismu na lepek), souvisi vSak pravdépodobné i s né&kterymi piipady
onemocnéni diabetem prvniho typu. PSeni¢né proteiny funguji pro organismus jako
antigen, imunitni odpovéd’ organismu pak u nékterych jedinct pravdépodobné zpusobuje i

zaniceni a poskozeni bun¢k Langerhansovych ostrivki ve slinivee. [52]

protein 2 (Beta-amylase)

Tento enzym ma stejnou charakteristiku jako jiné B-amylasy (viz kapitola 3.2.1). [26]
protein 3 (Protein disulfide-isomerase)

Identifikovany protein napomaha pieskupeni disulfidickych vazeb v proteinech. Obsahuje
jedno aktivni centrum s thioredoxiny — dulezité enzymy obsahujici siru schopné redoxnich

reakci. [26]
protein 4 (Globulin-1 S allele)

Zminény protein slouzi k uchovavani zivin. [26]
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protein 5 (Beta-amylase)

Nalezeny enzym ma stejnou charakteristiku jako ostatni B-amylasy (vice v kapitole 3.2.1).
[26]

protein 6 (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

Tento enzym se uplatituje v metabolismu glukosy pfti oxida¢né-redukénich reakcich, kde

aldehydicka nebo oxo skupina ptisobi jako donor vodiku nebo elektronu, a NAD nebo

NADP jako akceptor. Kodovan je genem GAPC. [26]
protein 7 (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

Nalezeny protein je charakterizovan stejn¢ jako predchozi, vznika prepisem genu GA3PD.

[26]
protein 8 (High-molecular-weight glutenin subunit Bx17)

Protein je soucasti vétsi podjednotky molekuly gluteninu. Slouzi jako rezervoar zivin. [26]

Podrobnosti o gluteninu v kapitole 3.2.1.
protein 9 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin [49])

Tento enzym se i¢astni obranné reakce rostlinné buiiky. Hraje dileZitou tlohu pfi inhibici

translace. [26] Podrobnéji popsano v kapitole 3.2.1.
protein 10 (Uncharacterized protein [26], Hypothetical protein TRIUR3_08536 [49])

Funkce tohoto proteinu prozatim neni objasnéna.

INTERPRETACE

Vsech 10 identifikovanych a popsanych proteinii vzorku MOUKA 1 ndlezi do celedi
Poaceae (lipnicovité). Sedm je mozné ptifadit rodu Triticum, tfi druhu Aegilops tauschii.
Druhy Aegilops tauschii a Triticum urartu lze povaZovat za soucast pSenice seté, jejich
genom se vV minulosti inkorporoval do genetické informace dnesni pSenice, jak je uvedeno
v kapitole 3.1.3. Celkem bylo nalezeno 43 proteind, které byly pfitomny ve vSech
opakovanich analyzy a byly prokazany alespon dvéma peptidy. Celkové nalezelo rodu
Triticum 27 identifikovanych proteint a Aegilops tauschii 10 proteint (tzn. u 37 proteind je
mozné jejich ptivod povazovat za pSeni¢ny). Dalsi nalezené rostliny: Hordeum vulgare

(Poaceae, celkem 3x); Spartina alterniflora (Poaceae), Dasypyrum villosum (Poaceae),
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Solanum melongena (Solanaceae) byly detekovany vzdy pouze jednim proteinem.
Poaceae a jejich slozité taxonomické vztahy byly diskutovany vyse v kapitole 5.3.1, a jsou
dale shrnuty v kapitole 5.5. Zamérné ptidavani dalSich surovin do jednodruhové mouky
s deklarovanym slozenim na obalu je nepravdépodobné, spise se jedna o nerozliSitelnost
ptili§ pribuznych rostlin. Rod Solanum (druh v ramci diskutability) by u peciva mohl ve
vzorku pochazet z pridavku bramborového Skrobu — nicméné u mouky pro ného neni
vysvétleni. Mohlo tedy dojit ke kontaminaci mouky b&hem Zivota vyrobku. Zadny
Z proteinli neodpovidé deklarovanému a hledanému druhu pSenice seté Spaldy. Zaroven
neni mozné popftit, ze nenalezeni hledané rostliny skutecné znamena jeji neptitomnost ve

vzorku (viz kapitola 3.4.2).

5.4.2 MOUKA 2

Ve vzorku MOUKA 2 o sloZzeni uvedeném v tabulce 5 bylo podrobnéji popsano devét

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 6). Diskuze o jejich puvodu je provedena nize.

Tabulka 5. Slozeni vyrobku MOUKA 2.

Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o ]
distribuce) informace o sloZeni rostlin
Mouka hrachova . hrach sety (Pisum
O.u 2,1 rachova Extrudo Becice zluty hrach rach 5 y(
nativni sativum)

Tabulka 6. Prvnich 9 nejrelevantnéjsich proteint nalezenych ve vzorku MOUKA 2.

Poradi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptidi
1 13 (4) gi|75102461  Seed biotin-containing Pisum sativum
protein SBP65
2 10 (6) 0i|7339551 Convicilin Pisum sativum
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Poradi Pocet

Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
3 10 (4) 0i|126405 Seed linoleate 9S- Pisum sativum
lipoxygenase-3
4 6 (0) gi|493730 Seed linoleate 9S- Pisum sativum
lipoxygenase-2
5 5(2) gi|l137579 Provicilin Pisum sativum
6 7(2) 0i|3122053 Elongation factor 1-alpha Pisum sativum
7 2 (0) 0i|282925 Legumin K Pisum sativum
8 2 (0) 0i|502146614 PREDICTED: 1-Cys Cicer arietinum
peroxiredoxin-like
9 2 (0) gi|1754979 Em protein Robinia

pseudoacacia

protein 1 (Seed biotin-containing protein SBP65)

Tento polypeptid mize slouzit jako zdroj vazaného biotinu (téZ vitamin B7 nebo vitamin
H) pro nékteré enzymy ovliviujici rist semen rostliny a jejich spravné zrani. Az 90 %
biotinu vazaného na proteiny muze byt v hrachu vazano timto hydrofobnim polypeptidem,
pravdépodobné pies lysin. Biotinyla¢ni (tj. vazajici biotin) doména je znacné odlisna od

ostatnich znamych enzymu, jez také vazou biotin. [53]
protein 2 (Convicilin)

O konvicilinu se hovoii jako o jednom z nejsilnéjSich alergent u lidi s alergii na hrach.
[54] Specifické protilatky tfidy IgE ze séra pacientii prokazaly reakci ve vice nez 50 %
ptipadech takto postizenych osob. [55] Pomoci konvicilinu z hrachu byla studovéana
exprese genll v semenech u transgenniho tabdku. Tabak dokazal konvicilin exprimovat a
ukladat taktéZ v semenech, nicméné molekula se po translaci rozpadala na mensi
polypeptidy. [56] V semenu se konvilicin uplatituje jako zasobni protein patfici do skupiny

7S globulint [26], které tvofi trimerni struktury. [17]
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protein 3 (Seed linoleate 9S-lipoxygenase-3)

Lipoxygenasy, fazené mezi oxidoreduktasy, jsou V rostlinach b&zné enzymy. Ucastni se
celé fady procesii — ristu a vyvoje rostliny a jejiho starnuti, pfi obrané proti Skiidcim a
vV odpovédi na zranéni. Tento enzym obsahuje kationt Zeleza a v bunce se naléza
V cytoplazmé. Substratem pro lipoxygenasy jsou mastné kyseliny obsahujici cis,cis-1,4-
-pentadienovou strukturu. Tento enzym zpracovava kyselinu linolovou (kyselina Ccis,Cis-
-oktadeka-9,12-dienova), reakci s kyslikem (O2) vznika (9S,10E,12Z)-9-hydroperoxy-
-10,12-oktadekadienova kyselina. [26]

protein 4 (Seed linoleate 9S-lipoxygenase-2)
Charakteristika tohoto proteinu je totozna s predchozim. [26]
protein 5 (Provicilin)

Bylo zjisténo, Ze provicilin je nejprve syntetizovan jako preprovicilin s naslednym
odstranénim signalniho peptidu a C-konce peptidu a je dale upravovan. Zminény protein je
deponovan v tzv. aleuronové vrstvé. Tato vrstva vznikd tak, ze prekurzory bilkovin
prochazi z cytoplazmy do vakuol a formuji se ve vrstvu na vnéj8i strané¢ endospermu.
Proteiny z aleuronové vrstvy slouzi jako dulezity depot pro procesy v nasledném kliceni

semene, a jsou dilezitym zdrojem zivin i pro organizmy zivici se semeny rostlin. [26]
protein 6 (Elongation factor 1-alpha)

Pisobi jako elongacni faktor — pomaha fidit elongaci (=prodluzovani) polypeptidového
fetézce vznikajici bilkoviny. Pomoci tohoto elongacniho faktoru a energie uvolnéné z GTP
je aminoacyl-tRNA zafazena na A misto na ribozomu. Nachazi se v cytoplazmé na

ribozomech. [26]
protein 7 (Legumin K)

Leguminy jsou proteiny typické pro bobovité rostliny (Fabaceae, diive nazyvané také
leguminodzy). Tyto proteiny jsou znamy jiz dlouho a od sedmdesatych let byla podrobné
prozkoumana i jejich struktura a vlastnosti, exprese byla zkoumana v fad¢ studii zejména u
tolice rodu Medicago truncatula a u dalsich rostlin. Sekvence jednoho z genti kodujiciho
legumin byla zjisténa jiz v roce 1984. [57] Pro svoji podobnost mléénému proteinu kaseinu
jsou leguminy nazyvany rostlinnym kaseinem. Leguminy nalezi mezi 11S globuldrni

proteiny se zasobni funkci. Ke vzniku leguminu je nutna kaskéda déja. Nejprve vznika pre-
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prolegumin, ktery se dostavd do lumen endoplasmatického retikula, ptfes disulfidicky
mustek se spojuji a (vétsi, hydrofilni) a f (mensi, hydrofobni) fetézce a vzniké prolegumin.
Proleguminy se spojuji v trimery, které jsou pomoci vesikulli dopraveny do zasobni
vakuoly, kde se tvoii legumin. [17, 58] Z hlediska kvarterni struktury tvoii legumin
hexamer z Sesti part podjednotek (alfa + beta). Uvadi se, ze je v potravé zdrojem
aminokyselin obsahujicich siru. [26] Legumin nebyva pti¢inou alergii u osob citlivych na

hrach. [54]
protein 8 (PREDICTED: 1-Cys peroxiredoxin-like)

Peroxiredoxiny jsou enzymy, které¢ jsou pro organismus dulezité pii odstranovani H2O,. Pti
redukci peroxidu se uplatituje —SH skupina cysteinu, ktera je oxidovana na skupinu —SOH.
Piedpoklada se, ze tento protein bude nalezet do skupiny 1-Cys, tedy mezi peroxiredoxiny

s jednou cysteinovou skupinou v aktivnim misté enzymu. [59]
protein 9 (Em protein)

Em (Early-methionine-labeled) proteiny jsou spojeny s embryogenezi — zranim zarodKku.
Osmoticky stres a kyselina abscisova ovliviiuji expresi gentt kodujicich Em proteiny a
pusobi tak na zrani semen. Bylo prokazano, ze tyto proteiny jsou u akatu kédovany jednim
nebo nékolika za sebou sefazenymi geny. Srovnanim aminokyselinové sekvence bylo
vyvozeno, ze tyto proteiny z akdtu jsou homologni k proteinim jinych rostlin, a Ze

Vv rtiznych rostlinnych druzich zastavaji podobnou funkci. [60]

INTERPRETACE

7 79 nalezenych proteint tohoto vzorku bylo pfifazeno rodu Pisum sativum, hrachu
setému, z n¢hoz vyrobce mouku deklaroval. Je mozné s jistotou tedy vyvodit, ze mouka
skutecné obsahovala slibeny hrach. Dale byly nalezeny druhy Cicer arietinum a Robinia
pseudoacacia, ob& bobovité rostliny (kazda urCena jednim proteinem). Pfitomnost
trnovniku akatu Robinia pseudoacacia je nepravdépodobna, ackoli jeho kvéty maji
potravinaiské vyuziti, nikoli vSak v CR, pravdépodobngjsi se jevi vysvétleni v podobé
falesného pfifazeni na zakladé piibuznosti rostlin. Pfitomnost cizrny Cicer arietinum je
pravdépodobnéjsi, 1 vzhledem k vyuziti plodiny na mouku, nicméné piibuzensky vztah
cizrny a hrachu je natolik té€sny, Ze nelze spolehlivé prohlasit, Ze by ve vzorku byla

pfitomna i cizrna (vice o limitu metody piibuznosti rostlin v kapitole 3.4.2 a v diskuzi 5.5).
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Celkové bylo nalezeno pouze 9 proteinti spliujici kritéria vSech 3 opakovani a dvou a vice

shodnych peptida.

5.4.3 MOUKA 3

Ve vzorku MOUKA 3 o slozeni uvedeném v tabulce 7 bylo podrobné&ji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 8). Diskuze o jejich puvodu je provedena nize.

Tabulka 7. Slozeni vyrobku MOUKA 3.

Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o )

distribuce) informace o sloZzeni rostlin
Kukufién’é mouka Natural Jinlava JK kukufice seta (Zea
polohruba mays)

Tabulka 8. Prvnich 10 nejrelevantnéjSich proteint nalezenych ve vzorku MOUKA 3.

Poradi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznadeni Nazev proteinu .
) rostlina

proteinu peptida

1 16 (3) 0i|162461970 Glucose-1-phosphate Zea mays
adenylyltransferase

2 16 (5) gi|73747074  Glucose-1-phosphate Zea mays
adenylyltransferase

3 16 (5) 0i|16305144  Legumin 1 Zea mays

4 18 (6) gi|62738111  Pyruvate Phosphate Zea Mays
Dikinase From Maize

5 16 (3) 0i|413952473 Putative translation Zea mays
elongation factor family
protein

6 10 (2) 0i|226504732 Sorbitol dehydrogenase Zea mays
homolog 1
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Poradi Pocet

Identifikovana
nalezeného shodnych Oznacdeni Nazev proteinu )
. rostlina

proteinu peptida

7 13 (4) 0i|226509797 Phosphoglycerate Zea mays
Kinase

8 12 (2) 0i|224030527 Uncharacterized protein  Zea mays

9 8 (2) 0i|194690156 Fructose-bisphosphate  Zea mays
aldolase

10 14 (5) 0i|145666464 Protein disulfide- Zea mays
isomerase

protein 1 (Glucose-1-phosphate adenylyltransferase)

Tento protein se jako jeden z mnoha Géastni syntézy skrobu (viz kapitola 3.2.1). [26] Tento
enzym je kodovan dvéma paralognimi geny Bt2 a L2 — situace vznikla jako vysledek
tetraploidizace genomu kukufice; v pribéhu evoluce se kazdy gen zacal uplatiiovat na
jiném misté, Bt2 v cytosolu endospermu a L2 v listech rostliny. [61] Tento protein byl

kodovan genem Bt2 na 4. chromozomu. [49]
protein 2 (Glucose-1-phosphate adenylyltransferase)

Tento protein taktéZ pochadzi z malé podjednotky t¢hoZ enzymu jako v ptipadé predchoziho

proteinu (podrobngji kapitole 3.2.1). [26]
protein 3 (Legumin 1)

Leguminy byly pavodné identifikovany v leguminézach (Fabaceae), pozdéji byly
nalezeny také v ostatnich rostlindich — v¢etné jednodéloznych, kam je fazena i1 kukufice.
Jako ostatni leguminy slouzi tento globularni protein jako depot zivin. [26] V analyze
z roku 2001, kde byla srovndvana cetnost piepisi mRNA v kukufici odridy B73, byla u
[62] V jiné analyze bylo zjisténo, Ze tento protein na rozdil od homolognich proteint
Vv jinych rostlinach nepodléhd St€peni na mensi ¢asti, ale ziistava pfitomen ve velikosti 51

kDa. V divoké odrude kukufice je tento protein pocetnéjsi nez v jinych odridach. [63]
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protein 4 (Pyruvate Phosphate Dikinase From Maize [49])

Kukufice patii mezi C4 rostliny, které zachycuji CO2 na fosfoenolpyruvat za vzniku
Ctyfuhlikatého oxalacetatu. Dé&je odlisné od klasické C3 fotosyntézy vyzaduji také
odpovidajici  enzymatickou  vybavu. Detekovany enzym  katalyzuje = vznik
fosfoenolpyruvatu, coz je mozné popsat schématem: ATP + pyruvat + fosfat = AMP +
fosfoenolpyruvat + difosfat. Tento protein je fazen mezi metaloproteiny, jako ligand se

uplatiiuje hot¢ik. [26]
protein 5 (Putative translation elongation factor family protein)

Predpoklada se, ze tento protein se uplatiuje jako elongaéni faktor, tedy napoméha
biosyntéze proteint. [26]

protein 6 (Sorbitol dehydrogenase homolog 1)

Tento enzym katalyzuje d&j vyjadieny schématem: L-iditol + NAD* = L-sorbosa + NADH

+ H*. Protein byl nalezen v plasmodesmatech, cytosolu. Jako kofaktor se uplatiuje

zine¢naty iont Zn?*. [26]
protein 7 (Phosphoglycerate kinase)

Enzym byl nalezen v mnoha buné¢nych komponentech: v jadie, plasmatické membrang,
vakuoldrni membrané€, plasmosesmatech, stromatu chloroplastu a dalSich. Katalyzuje d¢&;
ATP + 3-fosfoglycerat = ADP + 1,3-bisfosfoglycerat. [27] Tento enzym pochazi

z kukutice, enzymy se stejnou funkci byly nalezeny i v mnoha jinych organismech. [26]
protein 8 (Uncharacterized protein)

Ackoliv je gen tohoto proteinu kompletné osekvenovan, o funkci proteinu je zndmo pouze,
ze slouzi jako rezervoar zivin. [26]

protein 9 (Fructose-bisphosphate aldolase)

Tento enzym patfici do tfidy lyas je UcCastny ve 4. kroku glykolyzy, katalyzuje rozklad
Sestiuhlikatého substratu dva tfiuhlikaté fragmenty: fruktosa-1,6-bisfosfat = glyceraldehyd-

-3-fosfat + dihydroxyaceton-fosfat. [27] Enzym také Kkatalyzuje opacny proces
v glukoneogenezi. [25] Jako kofaktor se uplatiiuje zine¢naty iont Zn?*. [27]
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protein 10 (Protein disulfide-isomerase)

Katalyzuje pteskupeni disulfidickych —S—S— vazeb v proteinech. Ke své ¢innosti potiebuje
tento enzym redukcni c¢inidlo. Disulfidickd vazba je pii pfeskupovani redukovéna na
thiolové —~S—H vazby, a reoxidaci se pak uskupuji nové —S-S— vazby. V bunkach tento
enzym pomaha udrzovat redox rovnovahu bunky nebo organely, nalezen byl

v endoplasmatickém retikulu. [26]

INTERPRETACE

Vzorek MOUKA 3 byl vureni rostlin poskytujicich nalezené proteiny mimotadné
homogenni. VsSech 10 nejspolehlivéji urenych proteini bylo pfifazeno ploding
deklarované vyrobcem — kukufici seté (Zea mays). Celkem bylo ve vSech 3 opakovanich
analyzy identifikovano 39 proteint s vice nez 2 shodnymi peptidy. U vSech 39 proteint
byla jako rostlina pivodu pfifazena kukufice. Na zakladé téchto vysledkii je mozné
potvrdit, ze mouka byla skute¢né vyrobena pouze z kukufice. Zaroven se v tomto piipadé

dobfie osvéddila zvolena metodika.

5.44 MOUKA 4

Ve vzorku MOUKA 4 o sloZzeni uvedeném v tabulce 9 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 10). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.

Tabulka 9. Slozeni vyrobku MOUKA 4.

] Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o ) oo )
distribuce) informace o sloZeni rostlin
PSeni¢nd mouka Ramill potravinarska pSenice seta
hruba pSenice (Triticum aestivum)
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Tabulka 10. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteint nalezenych ve vzorku MOUKA 4.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 16 (4) Qi|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
2 14 (2) 0i|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
3 18 (3) 0i|475612819 Protein disulfide- Aegilops tauschii
isomerase
4 13 (2) 0i|326514918 Sucrose synthase Hordeum vulgare
var. distichum
5 93 gi|253783729 Glyceraldehyde-3- Triticum
phosphate aestivum
dehydrogenase
6 9(2) 0i|224589266 Serpin 1 Triticum
aestivum
7 7(1) 0i|109452233 High-molecular-weight  Triticum
glutenin subunit Bx17  aestivum
8 93 0i|148508784 Glyceraldehyde-3- Triticum
phosphate aestivum
dehydrogenase
9 9(2) 0i|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
10 8 (1) 0i|475608251 12S seed storage Aegilops tauschii
globulin 1

protein 1 (Beta-amylase)

Tentyz protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).
protein 2 (Beta-amylase)

Nalezeny protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 5).
protein 3 (Protein disulfide-isomerase)

Tentyz protein byl popsan u vzorku MOUKA 1 jako protein 3.
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protein 4 (Sucrose synthase)

Tento enzym hraje vyznamnou roli v metabolismu sacharosy. [26] D¢j, ktery katalyzuje,
1ze vyjadtit schématem: NDP-glukosa + D-fruktosa = NDP + sacharosa, kde N vyjadiuje
dusikatou bazi. Z nukleotida je preferovan uridindifosfat (UDP), nicmén¢ reakce se muize
ucastnit také adenosindifosfat (ADP). Tento enzym se uplatiuje jednak v produkci UDP-
glukosy dulezité pro bunééné stény a biosyntézu glykoproteintl, jednak v tvorbé ADP-

glukosy podstatné v biosyntéze Skrobu. [27]

protein 5 (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
Tento enzym byl nalezen také u vzorku MOUKA 1 (protein 7).
protein 6 (Serpin 1)

Tento serpin je lokalizovan v mezibunééném prostoru. Slouzi jako inhibitor serinovych

proteas. [26]

protein 7 (High-molecular-weight glutenin subunit Bx17)

Tento protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, popsan je jako protein 8.
protein 8 (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

TentyZ protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 1 (protein 6).

protein 9 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin [49])

Tento protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.
protein 10 (12S seed storage globulin 1)

Protein globularni struktury, ktery se uplatituje v uchovavani zivin. [26]

INTERPRETACE

Z popsanych deseti proteinti (tabulka 10) pét proteinii pochdzi piimo z pSenice seté,
Triticum aestivum, z niz se mouka podle vyrobce ma skladat. V jednom ptipadé byl
nalezen druh pSenice Triticum urartu, u tfech proteint byl jako rostlina pivodu oznaéen
mnohostét Tauschiv Aegilops tauschii, oboje pravdépodobné jako odkaz na soucast
genomu psenice (viz kapitola 3.1.3). Z popsanych proteini byl jeden protein ptisouzen
je¢meni Hordeum vulgare. Celkem bylo identifikovano 30 proteinid, které splnily

podminky nalezeni ve vSech tfech analyzach a zaroven vykazaly dva a vice
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identifikovanych peptidi. Z celkovych 30 proteini 19 nalezelo nékterému z druhd psenice
Triticum a 7 druhu Aegilops tauschii (tedy 26 proteinti ukazuje na pfitomnost pSenice). Ve
vysledcich se dale objevily rostliny pSenice naduiela Triticum turgidum (1x), Dasypyrum
villosum (1x) a je¢cmen Hordeum vulgare (celkem 3x) — vSechny rostliny nalezici stejné
jako hledana pSenice seta do lipnicovitych (Poaceae). Ve vsech tfech piipadech lze
pfitomnost vysvétlit piibuznosti organismi. U jeCmene je piipustnd také moznost

kontaminace pii zpracovani.

U jednodruhové mouky (=baleny vyrobek) je nepravdépodobné, ze by vyrobce piridaval
jiné rostliny jako zamér. Jako pravdépodobnéjsi se jevi vysvétleni, ze zde metoda
proteinového mapovani naléza své limity a nedokdze dostatecné rozlisit velmi ptibuzné
druhy s podobnym a v nékterych ¢astech shodnym genomem (vice v kapitole 3.4.2 a

nasledne v diskuzi v kapitole 5.5).

5.45 MOUKA5

Ve vzorku MOUKA 5 o sloZzeni uvedeném v tabulce 11 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 12). Diskuze o jejich piivodu je provedena nize.

Tabulka 11. Slozeni vyrobku MOUKA 5.

Vyrobce (pFip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o .
distribuce) informace o sloZeni rostlin
Jaheln4 k . : t¢ (Panicum
ane Ifa fmouka Natural Jinlava JK  jahelna mouka pr.o.so seté (
hladka miliaceum)

Tabulka 12. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteint nalezenych ve vzorku MOUKA 5.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
1 19 (5) 0i|281333923 Starch synthase Panicum
miliaceum
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Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznacdeni Nazev proteinu )
. rostlina

proteinu peptida

2 19 (5) 0i|545292629 Starch synthase Setaria italica

3 21 (4) 0i|380691810 Pyruvate orthophosphate ~ Cyrtococcum
dikinase patens

4 19 (5) 0i|380691806 Pyruvate orthophosphate  Digitaria
dikinase sanguinalis

5 15 (4) 0i|514813846 PREDICTED: alpha-1,4  Setaria italica
glucan phosphorylase L
isozyme,
chloroplastic/amyloplastic

6 15 (3) gi|514750542 PREDICTED: pyruvate,  Setaria italica
phosphate dikinase 2

7 16 (3) 0i|413952824 Sucrose synthase Zea mays

8 9(2) 0i|514795259 Glucose-1-phosphate Setaria italica
adenylyltransferase

9 15 (4) gi|514712923 1,4-alpha-glucan- Setaria italica
branching enzyme 2,
chloroplastic/amyloplastic

10 14 (2) 0i|514820490 PREDICTED: protein Setaria italica

TOCT75, chloroplastic

protein 1 (Starch synthase, chloroplastic/amyloplastic [26], S-type granule bound
starch synthase 1 [49])

Tato glykosyltransferasa je pfitomna v metabolismu $krobu. Na subcelularni Grovni je

tento protein piitomen v chloroplastech a amyloplastech. [26] Podrobné&jsi informace

v kapitole 3.2.1.

protein 2 (Starch synthase, chloroplastic/amyloplastic)

Protein vykazuje stejnou funkci jako ptedchozi popsany. [26]
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protein 3 (Pyruvate orthophosphate dikinase)

Tento metaloprotein vazici hofe¢naté ionty Mg?* se uplatiuje jako kinasa v metabolickém
cyklu zahrnujicim pyruvat. Katalyzovanou reakci je mozno shrnout schématem: ATP +

fosfat + pyruvat = AMP + difosfat + 2 H* + fosfoenolpyruvat. [26]
protein 4 (Pyruvate orthophosphate dikinase)
Funkci tohoto proteinu lze popsat stejné jako u piedchoziho proteinu 3 tohoto vzorku. [26]

protein 5 (PREDICTED: alpha-1,4 glucan phosphorylase L  isozyme,
chloroplastic/amyloplastic [49])

Fosforylasy, enzymy ze tiidy transferas, odstépuji glukosové jednotky z delsiho fetézce
glukanu a vazi je s fosfatovym zbytkem. D¢j I1ze shrnout jako 1,4-a-D-glukan(n) + fosfat =
1,4-0-D-glukan(n-1) + a-D-glukosa-1-fosfat. Substrat je specificky pro dany enzym a

konkrétni a-D-glukan u tohoto enzymu zatim neni znam. [27]
protein 6 (PREDICTED: pyruvate, phosphate dikinase 2 [49])

Bér italsky (také vlassky) patii mezi C4 rostliny, pro které je tento enzym typicky.
Umoznuje vznik fosfoenolpyruvatu pii nésledujicim déji: ATP + pyruvat + fosfat = AMP +
fosfoenolpyruvat + difosfat. [26]

protein 7 (Sucrose synthase)

Tento enzym je ucastny biosyntézy sacharosy, kdy reaguje NDP-glukosa + D-fruktosa a
vznika NDP + sacharosa. [27] V opacném procesu ze sacharosy vznika UDP-glukosa a

fruktosa, které mohou byt dale vyuzity k dal§im déjum. [26]
protein 8 (Glucose-1-phosphate adenylyltransferase)

Tato transferasa je ucCastna pii metabolismu Skrobu (podrobnéji kapitola 3.2.1). Na

subcelularni Grovni byla nalezena v chloroplastech. [26]
protein 9 (1,4-alpha-glucan-branching enzyme 2, chloroplastic/amyloplastic [49])

Nalezeny protein se uplatiiuje v metabolismu Skrobu. Katalyzuje pienos ¢asti fetézce 1,4-
-a-D-glukanu a jeji napojeni na hydroxylovou skupinu na jiném misté. Ve druhém sméru
reakce katalyzuje hydrolyzu O-glykosidické vazby. Interaguje nekovalentni vazbou s
kationtem. [26]
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protein 10 (PREDICTED: protein TOC75, chloroplastic [49])

Podle endosymbiotické teorie chloroplasty (stejné jako mitochondrie) vznikly
Z prokaryotického organismu pohlceného jinym organismem. Kdédovani mnoha proteina
pieslo ze semiautonomnich organel do jadra, funkce vSak témto organelam zustala, proto
do nich musi byt mnohé proteiny dopraveny. K transportu proteinii z jadra do téchto
organel slouzi translokony. Identifikovany protein patii mezi TOC (Translocon of the outer
membrane of chloroplast), proteiny nachdzejici se na vnéjSi membrané chloroplastu.

TOC75 tvoti kanal, jimz proteiny dopravované do chloroplastu prochazeji. [64]

INTERPRETACE

Z 10 popsanych proteini vzorku MOUKA 5 Sest proteinti pochazi z béru italského (Setaria
italica), jehoz piipustnym synonymem je proso italské (Panicum italicum) — podrobngéji
v kapitole 5.3.1. Piibuzné proso seté (Panicum miliaceum) bylo prokazano v jednom
piipadé, stejné jako Cyrtococcum patens, nalezici taktéz k rodu proso (taktéz kapitola
5.3.1). Rod proso tedy vyhovél v 8 z 10 proteind. Dale byly nalezeny rostliny rosnicka
krvava (Digitaria sanguinalis) a kukufice seta (Zea mays), obé vzdalenéjsi lipnicovité
(Poaceae). Ve vzorku bylo nalezeno (ve vSech tiech opakovanich a spolehlivé prokazano
alespon 2 peptidy) celkem 53 proteind, z nichz ptevazuje rod proso (celkem 31 proteind).
Cast&ji se opakovala jiz zminéna kukufice (celkem 11x), &tyfikrat byl nalezen &irok
obecny Sorghum bicolor, jednou pak ryze Oryza sativa japonica, pSenice Triticum urartu a
jeémen Hordeum vulgare. VSechny jmenované jsou fazeny do celedi lipnicovitych
(Poaceae). Vyjimku tvofi nalezeny laskavec ¢ervenoklasy (Amaranthus hypochondriacus,

Amaranthaceae), jenz byl identifikovan v jednom piipad¢.

Ptifazeni pivodu riznych lipnicovitych rostlin tomuto vzorku mize vzniknout nasledkem
ptibuznosti mezi lipnicovitymi, mohla by tak byt vysvétlena vétsina odchylek v tomto
vzorku. Zejména kukufice, jejiz jméno bylo u proteint v souvislosti s jejich pivodem
uvadéno jako druhé nejcastéjsi, je modelovym organismem, tedy dobie probadanou
rostlinou. Proteiny spole¢né s ni by tedy mohly byt pfifazeny ji, protoZe u ni byly popsany
drive, ackoli pochazi z prosa. Proso naopak nebyvé Casto predmétem z4jmu, coz by mohlo
vysvétlovat, proc¢ se kukufice objevuje ve vysledku prosa a ne tieba U také ¢asto studované
pSenice (napt. vzoreck MOUKA 1 nebo MOUKA 4), ackoli jsou vSechny zminéné
lipnicovité rostliny piibuzné. Vysvétleni pfitomnosti Ciroku by mohlo byt podobné.
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Zajimava je pritomnost méné piibuzného laskavce, Snimz je vzhledem k jiné celedi
zaména mén¢ pravdépodobnd nez s jinymi lipnicovitymi, ne vSak nemozna. Vyloucit nelze
také kontaminaci, avSak pridavani dalSich rostlin do jednodruhové mouky neni

pravdépodobné.

V ptipad¢ tohoto vzorku je mozné jasn€¢ prokazat pritomnost prosa, zaroven ale
roztfisténost dalsich vysledkt nalezenych rostlin dava znat, ze metodiku u tohoto vzorku

nelze aplikovat bezvyhradné.

5.4.6 MOUKA 6

Ve vzorku MOUKA 6 o slozeni uvedeném v tabulce 13 bylo podrobnéji popsano pét

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 14). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.

Tabulka 13. Slozeni vyrobku MOUKA 6.

Vyrobce (pFip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o .

distribuce) informace o sloZeni rostlin
Krupicka

. yze setd (Oryza

bezlepkova ryzova  Extrudo Beclice ryze ryz_e seta (Ory
. . sativa)
jemna

Tabulka 14. Prvnich 5 nejrelevantnéjsich proteind nalezenych ve vzorku MOUKA 6.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
1 13 (7) 0i|115476014 PREDICTED: glucose-1-  Oryza sativa
* phosphate Japonica Group
adenylyltransferase small
subunit,
chloroplastic/amyloplastic
2 13 (8) gi|222622792 Uncharacterized protein Oryza sativa

subsp. japonica
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Poradi Pocet

Identifikovana
nalezeného shodnych Oznacdeni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
3 13 (7) 0i|531874316 Glutelin Oryza sativa
subsp. indica
4 9(4) 0i|115444481 PREDICTED: Oryza sativa
* phosphoglycerate kinase, Japonica Group
cytosolic
5 3(0) 0i|115461693 PREDICTED: outer Oryza sativa
*

envelope pore protein 16,  Japonica Group
chloroplastic

* u téchto proteinii nebylo mozné nalézt je pod pivodnim koédem z diivodu zastaralosti
zaznamu (ktery muze znamenat pouze restrukturalizaci databaze v ramci inovace, ¢teni
genomu), po presmérovani na novej§i zaznamy byl vybran protein s nejlepsi shodou

aminokyselin (rostlina, tedy ryze, se vzdy shodovala v piivodnim i ndhradnim zaznamu)

protein 1 (PREDICTED: glucose-1-phosphate adenylyltransferase small subunit,
chloroplastic/amyloplastic [49])

Tento protein se s proteinem pod pivodnim kédem shoduje v sekvenci 479 aminokyselin.

[49] Vykazuje stejnou funkci jako ostatni enzymy tohoto typu (viz kapitola 3.2.1).
protein 2 (Uncharacterized protein)

U daného proteinu je znamo, ze se uplatiuje jako zasobni protein. [26]

protein 3 (Glutelin)

Gluteliny a jejich tloha v rostlinné buiice byly popsany v kapitole 3.2.1.

protein 4 (PREDICTED: phosphoglycerate kinase, cytosolic [49])

Popisovany protein Vvykazuje s proteinem pod puvodnim kodem shodu v 402
aminokyselinach. [49] Katalyzuje d& ATP + 3-fosfoglycerat = ADP + 1,3-

-bisfosfoglycerat. Na subcelularni arovni je ptitomen v cytosolu. [27]
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protein 5 (PREDICTED: outer envelope pore protein 16, chloroplastic [49])

Zminény protein se s proteinem pod plvodnim kdédem shoduje v sekvenci 146
aminokyselin. [49] Uplatiuje se jako transmembranovy proteinovy kanal, jeho funkci je
import proteinti do chloroplastového stromatu a mitochondrialni matrix. V jeho struktuie

byly nalezeny helixové struktury. [26]

INTERPRETACE

U tohoto vzorku bylo identifikovdno pouze 5 proteinli, které by vyhovély podmince
minimalni shody dvou peptidi pti vSech opakovani analyzy. U vSech péti byla jako rostlina
puvodu urcena ryze seta (Oryza sativa). Ackoli byly nalezeny oba dva poddruhy (japonica,
indica), rozliSeni poddruhi je patrné pod moznosti této metody kvili piilisné shodé

genomu tak piibuznych druht (viz dale v kapitole 5.5).

U tohoto vzorku je mozné jednoznacn¢ potvrdit piitomnost ryze seté.

5.4.7 PECIVO 1

Ve vzorku PECIVO 1 o sloZeni uvedeném v tabulce 15 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 16). Diskuze o jejich piivodu je provedena nize.

Tabulka 15. Slozeni vyrobku PECIVO 1.

Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o )
distribuce) informace o sloZeni rostlin
., bé€zné Cerstvé Senice seta, soja
Rohlik sojovy Albert .. P e, )
pecivo lustinata
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Tabulka 16. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteint nalezenych ve vzorku PECIVO 1.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 16 (2) 0i|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
2 16 (2) Qi|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
3 17 (3) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
4 12 (1) 0i|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
5 12 (3) gi|224589270 Serpin 3 Triticum
aestivum
6 12 (3) gi|475588764 Globulin-1 S allele Aegilops tauschii
7 14 (3) gi|475608251 12S seed storage globulin  Aegilops tauschii
1
8 7(2) gi|121449 Glutenin, high molecular ~ Triticum
weight subunit DY10 aestivum
9 14 (0) 0i|9967357 Alpha subunit of beta Glycine max
conglycinin
10 9(2) 0i|75282265  Serpin-Z1A Triticum
aestivum

protein 1 (Beta-amylase)
TentyZ protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 5).
protein 2 (Beta-amylase)

Tento protein plni stejnou funkci jako pfedchozi identifikovany. TentyZ protein byl popsan

také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).
protein 3 (Globulin-3A)

Identifikovany protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 1, a popsan jako protein 1.
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protein 4 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin [49])
Zjistény protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.
protein 5 (Serpin 3)

Serpiny se uplatiiuji jako inhibitory serinovych proteas (kapitola 3.2.1). Tento protein je

ptitomen v mezibunécném prostoru. [26]

protein 6 (Globulin-1 S allele)

Tentyz protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, kde byl popsan jako protein 4.
protein 7 (12S seed storage globulin 1)

Tento protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 4, jako protein 10.

protein 8 (Glutenin, high molecular weight subunit DY 10)

Nalezeny protein tvoii velkou podjednotku glutenin (podrobnéji kapitola 3.2.1) a uplatiiuje
se jako depot zivin v semeni pSenice. [26] Gen kodujici tento protein byl osekvenovan

v roce 1989. [65]
protein 9 (Alpha subunit of beta conglycinin)

Indetifikovany B-conglycinin je jednim z hlavnich zasobnich proteint séji. B-conglycinin
mize vyvolavat alergické reakce. [54] Bylo zjisténo, ze strava bohata na [-conglycinin
mize mit ateroprotektivni efekt (tj. redukuje ateroskler6zu) a snizuje hladinu cholesterolu

V jatrech a séru. [66, 67]
protein 10 (Serpin-Z1A)

Tento serpin (inhibitor serinovych proteinas, viz kapitola 3.2.1) inhibuje chymotrypsin a
katepsin G. Mezi karboxylovou skupinou serpinu a hydroxylovou skupinou serinu proteasy
vznika kovalentni vazba, produkt je stabilni a funkce proteasy je tak blokovana. Tento

serpin je pfitomen v mezibunééném prostoru. [68]

INTERPRETACE

U 6 z 10 popsanych proteinii tohoto vzorku byla jako zdrojova rostlina oznacena pSenice

Triticum — 5x pSenice seta T. aestivum a 1x T. urartu. Podobné jako v jinych vzorcich
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jinych obilnin byl pfitomen mnohostét Tauschiv (Aegilops tauschii), v tomto ptipade ve 3

proteinech. Nalezen byl také protein pochazejici ze soji lustinaté (Glycine max).

Vysvétleni ptitomnosti Aegilops tauschii a Triticum urartu bylo provedeno v kapitole

3.1.3, dany protein je kddovan casti genomu, kterou si dnesni pSenice nese z téchto predk.

Celkem bylo nalezeno 61 proteinli vyhovujicich podminkdm opakovéani ve vSech
provedenych analyzach a zaroven s dvéma a vice identifikovanymi peptidy. V ramci rodu
Triticum (bez ohledu na rod) bylo nalezeno 31 proteind, Aegilops tauschii byl nalezen v 16
ptipadech — pSenice (s ohledem na kapitolu 3.1.3) byla tedy identifikovdna 47x. Krom¢ jiz
zminénych rostlin byly proteiny pfifazeny také nasledujicim rostlindm: valecka
Brachypodium distachyon (2x), je¢cmen Hordeum vulgare (2x), Psathyrostachys juncea
(1x) — synonymum k rodu Elymus, tedy pyrovnik, dale Lophopyrum elongatum (1x) — opé&t
synonymum k rodu Elymus, Dasypyrum villosum (1x). VSechny jmenované jsou fazeny
mezi rostliny lipnicovité (Poaceae), diskuze ohledné zaménnosti velmi piibuznych rostlin
je nabidnuto dale v kapitole 5.5. Je nutné brat také v potaz, ze rostlin uréenych jako
zdrojovych bylo popsano vice, nicméné nalezeny byly pouze jednou az dvakrat, a také

pocet shodnych peptidil byl u nékterych na hrané spolehlivosti.
Soja Glycine max (Fabaceae) byla v celém souboru pfitomna 7x.

Rostlina pivodu jednoho proteinu byla oznacena jako Solanum melongena, mohlo se
jednat o bramborovy Skrob ptidavany do peciva (s ohledem na to, ze by pravdépodobné
tento Skrob pochazel zrodu Solanum tuberosum — otazka ur¢eni druhu je ponékud
diskutabilni).

Nalezeni pfevazné vétSiny psSeni¢nych proteinti a také Opakovani proteinti shodnych se
vzorkem MOUKA 1 a MOUKA 4 dokazuje, ze pecivo je mozné piifadit pSeni¢né mouce, a
proteiny lze identifikovat i piesto, ze prosly dal§imi procesy pii vyrobé peciva. V pecivu

byla potvrzena piitomnost s¢ji zminéné v nazvu vyrobku.

5.4.8 PECIVO 2

Ve vzorku PECIVO 2 o slozeni uvedeném v tabulce 17 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 18). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.
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Tabulka 17. Slozeni vyrobku PECIVO 2.

Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o )
distribuce) informace o sloZeni rostlin
. vicezrnné pecivo, . ,
Kaiserka . p pSenice seta,
Billa A: lepek, soja, ,
s pohankou pohanka obecna

mléko, SO2

Tabulka 18. Prvnich 10 nejrelevantngjsich proteint nalezenych ve vzorku PECIVO 2.

Poradi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 14 (1) 0i|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
2 13 (1) gi|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
3 16 (2) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
4 12 (2) gi|475588764 Globulin-1 S allele Aegilops tauschii
5 12 (1) gi|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
6 7(2) 0i|109452233 High-molecular-weight Triticum
glutenin subunit Bx17 aestivum
7 8 (2) 0i|75282265  Serpin-Z1A Triticum
aestivum
8 8 (2) 0i|110341796 High-molecular-weight Triticum
glutenin By8 aestivum
9 8 (1) Qi|l473793747 Serpin-Z2B Triticum urartu
10 10 (2) 0i|409924368 Major allergenic storage  Fagopyrum
protein esculentum
subsp.
esculentum
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protein 1 (Beta-amylase)

Tentyz protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 5).

protein 2 (Beta-amylase)

Zjistény protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).

protein 3 (Globulin-3A)

Identifikovany protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 1 a popsan jako protein 1.
protein 4 (Globulin-1 S allele)

Tentyz protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, kde byl popsan jako protein 4.
protein 5 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin [49])

Protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.

protein 6 (High-molecular-weight glutenin subunit Bx17)

Tento protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, popsan je zde jako protein 8.
protein 7 (Serpin-Z1A)

Totozny protein byl identifikovan ve vzorku PECIVO 1 (protein 10).

protein 8 (High-molecular-weight glutenin By8)

Identifikovany protein ma vyznam v uchovavani zivin. [26] Vice v kapitole 3.2.1.

protein 9 (Serpin-Z2B)

Bylo zjisténo, Ze tento protein hraje roli v odpovédi na stres zplisobeny suchem, exprese

genu kodujici tento protein je v piipadé sucha zvysSena. [69] Béhem riznych vyvojovych

stadii rostliny se pocetnost tohoto proteinu méni. [70] Vice o serpinech v kapitole 3.2.1.

protein 10 (Major allergenic storage protein)

Tento protein ma v semenech pohanky zasobni funkci [26], je vSak pro ¢loveéka silnym

alergenem. Alergickd reakce se muze projevovat riznymi zpusoby, od podrazdéni

traviciho traktu, ptes kozni problémy, az k anafylaktickym staviim a smrti. U postiZzenych

jsou popsany vysoké hladiny odpovédnich IgE imunoglobulinti, ale ptesny mechanismus

ucinku na organismus a jeho imunitni odpovédi nejsou dosud znamy. [71, 72]
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INTERPRETACE

Stejné jako u predchoziho vyrobku, pSeniéného peciva, byly U tohoto vyrobku nejcastéji
nalezeny rostliny Aegilops tauschii, Triticum urartu, Triticum aestivum. Vysvétleni pavodu
proteinti z T. urartu a A. tauschii bylo nabidnuto v kapitole 3.1.3 V popsanych proteinech

byla nalezena také vyrobcem deklarovana pohanka obecna Fagopyrum esculentum.

Celkem bylo nalezeno 47 proteinti, které spliiovaly pfitomnost pii vSech opakovani
analyzy a zaroven byly potvrzeny dvéma a vice peptidy. Z celkového mnozstvi bylo
uréeno 26 proteinti nalezicich rodu Triticum, a 12 mnohos$tétu Aegilops, tedy 38 z 47
proteinl je mozno piisoudit pSenici (s ohledem na kapitolu 3.1.3). Kromé zminénych
rostlin z prvnich deseti popsanych proteinti byly podobné jako v jinych obilnych vyrobcich
ureny i dalsi rostliny. Dva proteiny byly ptisouzeny je¢meni Hordeum vulgare, po jednom
proteinu pak rostlinam Spartina alterniflora, Dasypyrum villosum, Brachypodium
distachyon, Thinopyrum ponticum, Setaria italica, pSenice macha Triticum macha.
Vsechny tyto rostliny nalezi do Celedi lipnicovité (Poaceae), a i kdyz je pekatska praxe
riznd, je pravdépodobné, zZe rostliny byly oznaceny spisSe diky totoznym usekiim genetické
informace kodujici stejné proteiny (kapitola 3.4.2 a dale 5.5). Kromé Poaceae byl nalezen
jeden protein z rostliny Solanum melongena piislusejici do Celedi lilkovité (Solanaceae),
jehoz ptitomnost mize byt vysvétlena ptridavanim bramborového Skrobu do peciva (.
Solanum) — stejné& jako u vzorku PECIVO 1 a PECIVO 7 (viz kapitola 5.4.7 a dale kapitola
5.4.13). Vyrobcem slibena pohanka Fagopyrum esculentum byla zastoupena celkem

dvéma proteiny.

Ptitomnost vétSiny proteini pochazejicich z pSenice a vyrazna podobnost se vzorkem
MOUKA 1 a 4, indikuje stejné jako v ptipadé vzorku PECIVO 1, Ze tento vyrobek
skutecné pochézel z pSenicné mouky. Také tvrzeni vyrobce o pfitomnosti pohanky bylo
oveéteno. Oznaceni ,,vicezrnné pecivo™ (Kapitola 3.3) mize naznaCovat pfitomnost nejen
deklarované pohanky, ale i1 pfipadné michani dalSich mouk — napf. z nalezené¢ho jeCmene.
Zda se jedna o limit metodiky nebo tento postup, neni mozné takto prokazat — ke splnéni
klasifikace vicezrnného pe€iva mohla postacit pravé pohanka. Zda jeji obsah ptesahl
pozadovanych 5 %, neni mozné touto metodou ovétit. Sdja uvedend jako alergen nalezena
nebyla, pravdépodobné se jednalo o preventivni varovani, které vyrobci uvadeji, pokud se

VvV zavodu pracuje se sojou.
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5.4.9 PECIVO 3

Ve vzorku PECIVO 3 o sloZeni uvedeném v tabulce 19 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 20). Diskuze o jejich pavodu je provedena nize.

Tabulka 19. Slozeni vyrobku PECIVO 3.

Vyrobce (prip. Dostupné informace o Ocekavané druhy
Nazev vyrobku = )
distribuce) sloZeni rostlin

Spaldovéa mouka celozrnna
(44 %), pSeni¢na mouka

Spaldové Senice seta Spalda,
pw o celozrnna, sezam (19 %) pv ; , P
ty¢inky se Biolinie , .., . .. pSenice seta, sezam
palmovy tuk, drozdi, jedla =~ .=, "
sezamem indicky, s6ja lustinata

stl s jodem, mize
obsahovat stopy s6ji

Tabulka 20. Prvnich 10 nejrelevantngjsich proteinti nalezenych ve vzorku PECIVO 3.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznadeni Nazev proteinu .
) rostlina
proteinu peptidii
1 15 (0) 0i|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
2 16 (0) 0i|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
3 16 (0) 0i|137582 Vicilin Pisum sativum
4 16 (1) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
5 10 (0) Qi|482677643 Beta-amylase Brachypodium
distachyon
6 10 (0) 0i|94315069 1Dy high molecular Thinopyrum
weight glutenin subunit ponticum X
Triticum
aestivum
7 14 (1) 0i|475608251 12S seed storage globulin  Aegilops tauschii

1

68



Poradi Pocet

Identifikovana
nalezeného shodnych Oznacdeni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
8 8 (0) 0i|22090 HMW glutenin subunit Triticum
1By9 aestivum
9 11 (1) 0i|474323981 Globulin-1 S allele Triticum urartu
10 8 (0) 0i|126161 Legumin A2 Pisum sativum

protein 1 (Beta-amylase)

Tentyz protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).
protein 2 (Beta-amylase)

Totozny protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 5).

protein 3 (Vicilin)

Vicilin slouzi jako zasobni protein hrachu, spolu s konvicilinem tvoii 7S globulinovou
frakci. Je jednim z nejvyznamnéjSich alergeni u lidi alergickych na hrach. [54, 55] Byla
prokazana zkiizena reaktivita mezi hrachem a jinymi bobovitymi rostlinami (Fabaceae),

zpusobena reakci na podobné proteiny globulinové frakce 11S a 7S. [73, 74] Tento protein

se naléza v aleuronové vrstve. [26]

protein 4 (Globulin-3A)

Identifikovany protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 1, kde byl popsan jako

protein 1.

protein 5 (Beta-amylase)

Nalezeny enzym ma stejnou charakteristiku jako ostatni B-amylasy (viz kapitola 3.2.1).

[26]

protein 6 (1Dy high molecular weight glutenin subunit)

Tento protein byl identifikovan jako soucast velké podjednotky gluteninu (podrobnéji

kapitola 3.2.1), v rostliné se podili na uchovavani zivin. [26]
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protein 7 (12S seed storage globulin 1)

Tentyz protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 4 (protein 10).

protein 8 (HMW glutenin subunit 1By9)

Nalezeny protein slouzi jako depot zivin. [26] Podrobnosti o gluteninu v kapitole 3.2.1.
protein 9 (Globulin-1 S allele)

Tento protein se stejné jako predchozi uplatiiuje v uskladnovani zivin. [26]

protein 10 (Legumin A2)

Stejné jako ostatni leguminy, 1 tento protein se v bunice vyskytuje v hexamerni struktute,
kde jsou jednotlivé fetézce spojeny disulfidickymi mistky. Nalezi do 11S globularni frakce

a plni funkci zasobniho proteinu. [26]

INTERPRETACE

Ve vzorku bylo oc¢ekavano nékolik rostlin, vysledek analyzy byl vS§ak mnohem pestiejsi.
V popsanych 10 proteinech se objevily zejména rostlin z ¢eledi lipnicovitych (Aegilops
tauschii, Triticum aestivum, Thinopyrum ponticum, Triticum urartu). Ve dvou z deseti
popsanych proteint se objevil hrach sety Pisum sativum z jiné celedi (bobovité —

Fabaceae).

Celkem bylo nalezeno 69 proteini potvrzenych pii vSech tfech opakovanich analyzy a
zaroven specifikovanych dvéma a vice peptidy. Mimo jiz zminéné druhy byly nalezeny
proteiny, u nichz byly uréeny rostliny ptvodu: obilniny - pSenice Triticum dicoccoides
(3%), je¢men Hordeum vulgare (3x), jednim proteinem pak zito Secale cereale, Secale
strictum subsp. africanum, dal$i druhy pSenice Triticum turgidum, Triticum durum,
Triticum spelta a dalsi lipnicovita Spartina alterniflora. Celkem bylo rodu Triticum
pfifazeno 42 proteint, druhu Aegilops tauschii pak 12 proteinti — celkem 54 proteinim tedy
lze pfisoudit pSeniény plivod (s ohledem na kapitolu 3.1.3). Zjinych celedi nez
deklarované Poaceae, byl za bobovité (Fabaceae) nalezen jiz vySe zminény hrach sety
jesté 4x, a dale 1x bob obecny Vicia faba. Jeden protein byl urcen jako pochazejici z Iberis

amara (brukvovité, Brassicaceae).
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Ptitomnost cetnych riiznych Poaceae stejn¢ jako Vv jinych obilnych vzorcich by se dala
vysvétlit vzdjemnou zdménnosti vzhledem k podobnosti genetické informace a tudiz
totoznym proteinim (viz kapitola 3.4.2). U jinych celedi, kde je zadménnost
s deklarovanymi lipnicovitymi méné¢ vérohodnd, 1 kdyz vibec ne nemozna, se nabizi
zejména vysvétleni kontaminaci. Zamérné ptidavani vyrobek je nepravdépodobné
vzhledem Kk tomu, Ze se jednalo o baleny vyrobek. Pfitomnost hrachu a bobu by mohla také
vysvétlit zaménnost v ramci Celedi se sojou lustinatou, kterd ovSem byla uvedena jako
potencialni stopova slozka (nejspise jako preventivni informace o mozném alergenu), sama

vSak nalezena nebyla.

Psenice seta Spalda, ktera méla byt ve vyrobku obsazena ze 44 %, byla urena pouze
jednim proteinem. Nicméné na piikladu tohoto vzorku 1 jinych v této praci je ukazano, ze
miniméln¢ taxon druhu nelze u lipnicovitych deklarovat, a ¢asto je sporné i urceni rodu
vramci této Celedi — jako zde, kdy byly uréeny vSemozné rostliny puvodu a jejich
pfitomnost je zna¢né nepravdépodobna. Vysvétleni je nabidnuto také v kapitole 5.5.
Ptitomnost totoznych proteinti jako v pfipad¢ vzorku MOUKA 1 a 4 potvrzuje, Ze pecivo
je vyrobeno z pseni¢éné mouky. Zvlastné pusobi nékolikera piitomnost nepiibuzného
hrachu (ev. bobu) — nelze ovSsem prokazat, zda do vyrobku byl n&jak ptidavan hrach, §lo o
kontaminaci, nebo hrach jako dobie prozkoumany organismus dokaZe prostupovat i do
interpretace vysledki jinych ¢eledi. Sezam indicky byl nejspiSe pfitomen pouze na povrchu

vyrobku (makroskopicky patrné), ne Vv testované sttidce.

5.4.10 PECIVO 4

Ve vzorku PECIVO 4 o slozeni uvedeném v tabulce 21 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 22). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.

Tabulka 21. Slozeni vyrobku PECIVO 4.

Vyrobce (prip. Dostupné Ocekavané druhy
Nazev vyrobku o )

distribuce) informace o sloZeni rostlin
raj¢atova bulka Billa zadné pSenice seta, rajce
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Tabulka 22. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteinti nalezenych ve vzorku PECIVO 4.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 16 (3) 0i|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
2 19 (6) 0i|474393599 Sucrose synthase Triticum urartu
3 14 (2) 0i|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
4 15 (3) 0i|475608251 12S seed storage globulin  Aegilops tauschii
1
5 16 (2) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
6 11 (2) gi|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
7 14 (3) gi|474246751 S seed storage globulin 1 Triticum urartu
8 11 (1) 0i|4588609 Starch synthase, Triticum
chloroplastic/amyloplastic  aestivum
9 12 (3) 0i|224589270 Serpin 3 Triticum
aestivum
10 9 (0) 0i|94315069 1Dy high molecular Thinopyrum
weight glutenin subunit ponticum X
Triticum
aestivum

protein 1 (Beta-amylase)
Tentyz protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 5).
protein 2 (Sucrose synthase)

Nalezeny enzym ma tlohu v metabolismu sacharosy. Katalyzovany d¢j 1ze vyjadiit: NDP-

glukosa + D-fruktosa = NDP + sacharosa, kde N vyjadiuje dusikatou bazi. [26]
protein 3 (Beta-amylase)

Tento protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).
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protein 4 (12S seed storage globulin 1)

Identifikovany protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 4, jako protein 10.
protein 5 (Globulin-3A)

Protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 1, a popsan zde jako protein 1.
protein 6 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin [49])

Tento protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.
protein 7 (S seed storage globulin 1)

Zjistény protein plni funkci rezervoaru zivin. [26]

protein 8 (Starch synthase, chloroplastic/amyloplastic)

Tato transferasa sehrava tulohu v metabolismu Skrobu. V bunce je lokalizovana

v chloroplastech, amyloplastech. [26] Vice o tomto typu enzymu v kapitole 3.2.1.
protein 9 (Serpin 3)

Totozny protein byl popséan také u vzorku PECIVO 1 jako protein 5.

protein 10 (1Dy high molecular weight glutenin subunit)

Nalezeny protein byl identifikovan také u vzorku PECIVO 3 (protein 8).

INTERPRETACE

Mezi 10 popsanymi proteiny byly ve vzorku PECIVO 3 piitomny pouze lipnicovité
(Poaceae), pievazné psenice seta Triticum aestivum (5x), dale pSenice Triticum urartu
(3x) a mnohostét Tauschiv Aegilops tauschii (2x), a zminén je i pyrovnik Thinopyrum

ponticum.

Celkem bylo identifikovano 55 proteinit vyhovujici podmince nalezu ve vSech 3
opakovanich analyzy a zarovenl se 2 a vice potvrzenymi peptidy. | v dalSich proteinech
jasné¢ dominovala pfitomnost proteini ze zminénych pSenic a mnohostétu, pricemz T.
urartu a A. tauschii lze povazovat za dikaz pSenice seté diky spolecnému genomu
(vysvétleni v kapitole 3.1.3). Celkové bylo rodu Triticum pfifazeno 36 proteind a 15 pak
Aegilops tauschii — dnesni psenici seté tedy lze piitknout 51 proteint. Z dalsich nalezenych

rostlin piivodu Ize zminit vzdy jeden nalezeny protein rostlin: Zea mays, Hordeum vulgare,
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Dasypyrum villosum, Triticum durum — vSechny nalezi do Poaceae a jejich nalez lze pricist
podobné genetické, a tedy i proteinové, vybavé deklarovanych a téchto uréenych rostlin
(komentat dale v kapitole 5.5). Jeden protein byl pfifazen slibovanému rajéeti Solanum

lycopersicum (Solanaceae).

U tohoto vyrobku byly nalezeny popsané proteiny shodné s proteiny vzorkit MOUKA 1 a 4
(pSeni¢né mouky) a PECIVO 1 a 3 (p3eni¢néd pediva), jasné lze tedy i na zakladé tohoto
faktu poukdzat na pritomnost pSenice. Vyrobcem zminéné raj¢e bylo identifikovano pouze
jednim proteinem. Pfi¢inu lze hledat v pfitomnosti rajéete zejména na povrchu vyrobku a
mén¢ ve stiidce, odkud byl bran vzorek k analyze; k ur¢eni podilu jednotlivych surovin

vsak nelze tuto metodu jednoduse pouzit.

5.4.11 PECIVO 5

Ve vzorku PECIVO 5 o slozeni uvedeném v tabulce 23 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 24). Diskuze o jejich ptivodu je provedena nize.

Tabulka 23. Slozeni vyrobku PECIVO 5.

Nazev Vyrobce (prip. Ocekavané
o Dostupné informace o sloZeni .
vyrobku distribuce) druhy rostlin

55 % celozrnna zitnd mouka, 35
% zitna mouka, drozdi, 4 %

Knickebrot zitné otruby, zitny kvasek, stl, Zito seté, pSenice
Roggen Edeka kyselina mlé¢na, strouhanka setd, sezam
Vollkorn (pSeni¢na mouka, cukr, rostlinny indicky

olej, drozdi, stl), sezamova
seminka
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Tabulka 24. Prvnich 10 nejrelevantnéjiich proteinti nalezenych ve vzorku PECIVO 5.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 8(2) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
2 8 (2) gi|167004 Embryo globulin Hordeum vulgare
3 7(0) gi|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
4 6 (3) 0i|334086816 Starch synthase, Triticum spelta
chloroplastic/amyloplastic
5 6 (1) gi|75279910  Serpin-Z1B Triticum
aestivum
6 5(2) gi|7594647 Early-methionine-labelled Secale cereale
polypeptide
7 5(2) 0i|14329739  High molecular weight Secale cereale
glutenin subunit x
8 6 (1) 0i|474323981 Globulin-1 S allele Triticum urartu
9 5(1) 0i|231540 Beta-amylase Secale cereale
10 5(0) 0i|62548385 HMW glutenin subunit Triticum
aestivum

protein 1 (Globulin-3A)

Tento protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1 a popsan jako protein 1.

protein 2 (Embryo globulin)

Tato globularni bilkovina se ti¢astni skladovani zivin. [26]

protein 3 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin [49])

Tento protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.
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protein 4 (Starch synthase, chloroplastic/amyloplastic)

Tento enzym se ucastni metabolismu Skrobu (kapitola 3.2.1). V buiice se nachazi

v organelach amyloplastech. [26]
protein 5 (Serpin-Z1B)

V organismu se nachdzi v mezibunééném prostoru. [26] Bylo zjisténo, ze tento serpin
pusobi jako substratovy inhibitor chymotrypsinu (serinova proteasa) a katepsinu G
(cysteinova proteasa). Neinhibuje v§ak proteasu subtilisin rodu bakterii Bacillus, serinovou
proteasu trypsin vieckovytrusé houby Fusarium, ani hordolisin, serinovou proteasu

Z je¢mene (lat. Hordeum). [68]
protein 6 (Early-methionine-labelled polypeptide)

Tento polypeptid je jeden z nejéetnéjSich polypeptidii nachazejici se v cytosolu zralych
bunék zarodku. [26]

protein 7 (High molecular weight glutenin subunit x)

Tento protein je soucasti vétsi podjednotky molekuly gluteninu (vice v kapitole 3.2.1).
GLU-R1 gen, kodujici tento protein, a jeho alely jsou podrobné zkoumény, protoZe je

mozné je vyuzit ve Slechténi ekonomicky vyhodnéjsich variant rostlin. [75]
protein 8 (Globulin-1 S allele)

Tento protein byl popsan jiz u vzorku PECIVO 3 jako protein 9.

protein 9 (Beta-amylase)

Identifikovany protein ma stejnou charakteristiku jako ostatni B-amylasy (viz kapitola
3.2.1). [26]

protein 10 (HMW glutenin subunit)

Protein je soucasti velké podjednotky gluteninu (podrobnéji kapitola 3.2.1), stejné jako

protein 7. V buice slouzi k uskladnéni zivin. [26]
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INTERPRETACE

Z10 popsanych proteinil S nejvy$sim ukazatelem ,scores“ bylo vtomto vyrobku
deklarované Zito seté Secale cereale piitomno 3x. Sest proteinti bylo pfitazeno taktéz

deklarované pSenici seté Triticum aestivum a jeden je¢meni Hordeum vulgare.

Ve vzorku bylo identifikovano celkem 19 proteind vyhovujici podminkam pfitomnosti pfi
vSech opakovanich analyzy a zaroveil s miniméaln¢ dvéma nalezenymi peptidy. V dalSich
podrobné€ji nepopsanych proteinech byly pfitomny jiz zminéné rostliny, navic také
mnohostét Aegilops tauschii, jeden protein byl piifazen pSenici Triticum urartu (Poaceae)
a cizrn¢ Cicer arietinum (Fabaceae). Deklarované zito se objevilo jesté 2x (dohromady

tedy v péti pfipadech), jeCmen byl nalezen celkem 2x.

Mnohostét Aegilops a Triticum urartu provazi vétSinu pSeniénych vzorku, protoze jejich
geny (a tedy i proteiny) jsou obsazeny i v dne$nich pSenicich (kapitola 3.1.3). Celkem bylo
z pSenice Triticum nalezeno 7 proteini a z mnohostétu 4 proteiny (za pSenicné tedy lze
povazovat 11 proteinl). Vyskyt cizrny lze zdménnosti kvili pfibuznosti vysvétlit hife,
nicméné jedna se o jediny protein, ktery ve vSech 3 analyzach vykézal 2 spole¢né peptidy,
tedy na hranici spolehlivosti. Neni mozné vyloucit ani ptidavani jiné suroviny do vyrobku
(ackoli to u balené¢ho vyrobku, navic plivodem z Némecka, neni pftili§ pravdépodobné),

nebo pozdégjsi kontaminaci.

Vyrobce deklaruje minimalné 94% podil zita setého a do 6 % pSenice seté (ostatni
ingredience nemaji uveden procentualni obsah), obé& tyto plodiny byly dle vysledku
analyzy ve vyrobku zastoupeny. Cetnost vyskytu proteinii z Zita (5) a pSenice (11)
neodpovidad procentualnimu zastoupeni deklarovanych plodin, ov§em touto metodou neni
mozné urcovat podil obsahu jednotlivych sloZek. Senzoricky vyrobek (chutové i vini)
odpovidal skute¢né zitu. Sezam indicky nalezen nebyl, ackoli vyrobek nebyl sezamem
sypany — jeho povrch a stfidka byly homogenni. Senzoricky vyrobek odpovidal také

legislativné definovanému oznaceni ,,knédckebrot* (viz kapitola 3.3.7).

5.4.12 PECIVO 6

Ve vzorku PECIVO 6 o slozeni uvedeném v tabulce 25 byly podrobngji popsany tii nejlépe
identifikované proteiny (tabulka 26). Diskuze o jejich ptiivodu je provedena nize.
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Tabulka 25. Slozeni vyrobku PECIVO 6.

Nazev Vyrobce (prip. Dostupné informace o Ocekavané druhy

vyrobku distribuce) sloZeni rostlin

pSenice seta, zito

7Zitna placka Albert bézné pecivo zitné t’
seté

Tabulka 26. Prvni 3 nejrelevantngjsi proteiny nalezené ve vzorku PECIVO 6.

Poradi Pocet
Identifikovana

nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu ]

. rostlina
proteinu peptida
1 4 (1) gi|7594647 Early-methionine-labelled Secale cereale
polypeptide

2 3(0) gi|475542024 Globulin-1 S allele Aegilops tauschii

3 2 (0) 0i|12247762  1-Cys peroxiredoxin Triticum
turgidum subsp.
durum

protein 1 (Early-methionine-labelled polypeptide)

Tentyz protein byl popsan jiz jako protein 6 u vzorku PECIVO 5.
protein 2 (Globulin-1 S allele)

Nalezeny protein slouzi v rostlin€ jako depot zivin. [26]

protein 3 (1-Cys peroxiredoxin)

Tento protein jakozto peroxiredoxin katalyzuje reakci, kterou Ize postihnout schématem: 2

R'-SH + ROOH = R'-S-S-R' + H,0 + ROH. [76]
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INTERPRETACE

V tomto vzorku se podatilo identifikovat pouze 3 proteiny pii vSech opakovanich analyzy,
ve kterych byly nalezeny alespon 2 potvrzujici peptidy. Bylo nalezeno deklarované zito
Secale cereale. Jeden protein byl pfifazen mnohostétu Aegilops tauschii, pfitomném ve
vSech naSich vysledcich obilnych peciv (pravdépodobné jako soucast genomu psenice);
jeden pSenici nadufelé pravé Triticum turgidum subsp. durum (poddruh je otazka

spekulaci) — ob¢ stejné jako zito Poaceae.

O tomto vyrobku je i vzhledem k nizkému mnozstvi ziskanych proteinli mozné fici, Ze
pochazi z obilnych surovin. Formulace ,,bézné pecivo zitné™ znamend alespon 90 % podil
zita ve vyrobku, ale neomezuje vyrobce striktné na pouziti pouze zita. Vysledky naznacuji,
ze by do peciva mohla byt pfiddna i pSenice (Cisté¢ zitné pecivo se vyrabi madlokdy),
nicmén¢ presnéjsi specifikace uz narazi na limity metody. PtiliSna ptibuznost lipnicovitych
rostlin pravdépodobné zatim neumoziuje rozlisit Uplné spolehlivé ani rody v ramci

Poaceae (viz diskuze v kapitole 5.5).

5.4.13 PECIVO 7

Ve vzorku PECIVO 7 o sloZeni uvedeném v tabulce 27 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 28). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.

Tabulka 27. Slozeni vyrobku PECIVO 7.

Nazev Vyrobce (prip. Dostupné informace o Ocekavané druhy

vyrobku distribuce) sloZeni rostlin

Rustikilni Senice seta

bageta z Tesco zadné p .
pohanka obecna

pohanky

79



Tabulka 28. Prvnich 10 nejrelevantngjsich proteinti nalezenych ve vzorku PECIVO 7.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 13 (2) Qi|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
2 13 (2) 0i|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
3 16 (3) 0i|475608251 12S seed storage globulin  Aegilops tauschii
1
4 16 (2) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
5 14 (2) Qi|474246751 S seed storage globulin 1 Triticum urartu
6 14 (2) gi|475588764 Globulin-1 S allele Aegilops tauschii
7 11 (2) 0i|75282265  Serpin-Z1A Triticum
aestivum
8 11 (0) gi|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
9 11 (2) 0i|310619512 Starch synthase, Triticum spelta
chloroplastic/amyloplastic
10 11 (4) 0i|475612819 Protein disulfide- Aegilops tauschii

isomerase

protein 1 (Beta-amylase)

Tentyz protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).

protein 2 (Beta-amylase)

Nalezeny protein byl popséan také u vzorku MOUKA 1 jako protein 5.
protein 3 (12S seed storage globulin 1)

Zjistény protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 4, jako protein 10.

protein 4 (Globulin-3A)

Tento protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1 a popsan jako protein 1.
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protein 5 (S seed storage globulin 1)

Zminény protein byl identifikovan také u vzorku PECIVO 4 jako protein 7.

protein 6 (Globulin-1 S allele)

Tentyz protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, kde byl popsén jako protein 4.
protein 7 (Serpin-Z1A)

Protein byl jiz identifikovan ve vzorku PECIVO 1 (protein 10).

protein 8 (rRNA N-glycosidase [26], Tritin[49])

Tento protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.
protein 9 (Starch synthase, chloroplastic/amyloplastic)

Identifikovany protein Glohu v metabolismu $krobu (kapitola 3.2.1). V bunce se naléza

v chloroplastech a amyloplastech. [26]
protein 10 (Protein disulfide-isomerase)

Totozny protein byl popsan u vzorku MOUKA 1 jako protein 3.

INTERPRETACE

V prvnich 10 popsanych proteinech byly ve vzorku PECTVO 7 nalezeny tii druhy psenice -
Triticum urartu, aestivum a spelta, a mnohos$tét Tauschiv Aegilops tauschii. Vyskyt
mnohostétu a T. urartu je stejné jako v ostatnich vyrobcich nejspis zptisobeny historickym

vyvojem dnes$ni pSenice (viz kapitola 3.1.3).

Celkem bylo pii vSech opakovanich analyzy nalezeno 54 proteinl potvrzenych alespoii 2
peptidy. Krom¢ jiz zminénych rostlin byla nalezena dvakrat pohanka Fagopyrum
esculentum s praimérnym pocétem shodnych peptidi 9 a 5. Dale byly nalezeny lipnicovité
rostliny je¢cmen Hordeum vulgare subsp. vulgare, dalsi dva druhy pSenice (Triticum
dicoccoides a durum), Spartina alterniflora, Lophopyrum elongatum, Brachypodium
distachyon, Dasypyrum villosum. Rod psenice Triticum byl celkové nalezen 30%, Aegilops
tauschii pak 16x — pSenici je tak mozno povazovat za potvrzenou v 46 proteinech
(vysvétleni v kapitole 3.1.3). Skutecna piitomnost jeCmene a jinych druhl pSenice v pecivu
je mozna, i kdyz vzhledem k nakladim méné pravdépodobnd, stejné jako u ostatnich

zminénych identifikovanych druhi predpokladame spiSe zaménnost zplisobenou jiz
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diskutovanou pfibuznosti lipnicovitych rostlin a nerovnomérnou mérou vyzkumu
nékterych organismi (viz kapitola 3.4.2). Nalez jednoho proteinu ze Solanum melongena

muze byt zpisoben ptidavanim bramborového Skrobu (Solanum tuberosum) do vyrobku.

v

Nazev vyrobce ,rustikdlni bageta™ netfikd o slozeni vibec nic, podrobnéjsi informace
dostupné nebyly (ptfedpoklad je tedy bézné levné pSeni¢né pecivo, to odpovida i
senzorickym vlastnostem vyrobku), jedinym voditkem slozeni je Vnazvu zminéna
pohanka. Pohanka se urcité¢ vyskytovala na povrchu vyrobku, kde se nachazely kiupavé
krupicky (nejspiSe pochazejici z drcené pohanky) a jeji pfitomnost byla potvrzena i ve
stiidce. O tomto vyrobku je mozné s jistotou fici, ze obsahoval pSenici. Toto tvrzeni jeste
podporuje skute¢nost, ze 9 z 10 prvnich popsanych proteini bylo nalezeno také

Vv piedchozich vzorcich pSeni¢nych mouk a peciv.

5.4.14 PECIVO 8

Ve vzorku PECIVO 8 o slozeni uvedeném v tabulce 29 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 30). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.

Tabulka 29. Slozeni vyrobku PECIVO 8.

Nazev Vyrobce (prip. Dostupné informace o Ocekavané druhy
vyrobku distribuce) sloZeni rostlin
Rhombin . .

g Albert bézné pecivo vicezrnné pSenice seta

bageta svétla

Tabulka 30. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteint nalezenych ve vzorku PECIVO 8.

Poiadi Pocet
) Identifikovana
nalezeného shodnych Oznadeni Nazev proteinu .
. rostlina
proteinu peptida
1 12 (2) Qi|475523854 Beta-amylase Aegilops tauschii
2 12 (2) Qi|474451266 Beta-amylase Triticum urartu
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Poiadi Pocet
) Identifikovana
nalezeného shodnych Oznacdeni Nazev proteinu )
. rostlina
proteinu peptida
3 18 (2) gi|390979705 Globulin-3A Triticum
aestivum
4 14 (2) 0i|475608251 12S seed storage globulin  Aegilops tauschii
1
5 10 (1) 0i|121449 Glutenin, high molecular ~ Triticum
weight subunit DY10 aestivum
6 10 (2) gi|391929 rRNA N-glycosidase, Triticum
Tritin aestivum
7 12 (3) gi|474246751 S seed storage globulin 1 Triticum urartu
8 14 (3) gi|475588764 Globulin-1 S allele Aegilops tauschii
9 11 (2) 0i|310619512 Starch synthase, Triticum spelta
chloroplastic/amyloplastic
10 8(1) 0i|109452233 High-molecular-weight Triticum
glutenin subunit Bx17 aestivum

protein 1 (Beta-amylase)

Tentyz protein byl popsan také u vzorku MOUKA 1 (protein 5).

protein 2 (Beta-amylase

Nalezeny protein byl popséan také u vzorku MOUKA 1 (protein 2).

protein 3 (Globulin-3A)

Protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 1, a popsan jako protein 1.

protein 4 (12S seed storage globulin 1)

Identicky protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 4, jako protein 10.

protein 5 (Glutenin, high molecular weight subunit DY10)

Tyz protein byl nalezen také ve vzorku PECIVO 1 a popsan jako protein 8.
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protein 6 (rRNA N-glycosidase[26], Tritin [49])

Tento protein je totozny s identifikovanym proteinem 9 u vzorku MOUKA 1.
protein 7 (S seed storage globulin 1)

Zjistény protein byl identifikovan také u vzorku PECIVO 4 jako protein 7.

protein 8 (Globulin-1 S allele)

TentyZz protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, kde byl popsén jako protein 4.
protein 9 (Starch synthase, chloroplastic/amyloplastic)

Nalezeny protein byl identifikovan také u vzorku PECIVO 7 (protein 9).

protein 10 (High-molecular-weight glutenin subunit Bx17)

Protein byl nalezen také u vzorku MOUKA 1, popséan je jako protein 8.

INTERPRETACE

Mezi 10 popsanymi proteiny byly v tomto vzorku nejcastéji za rostlinu pivodu oznaceny
pSenice druhti Triticum aestivum, urartu a spelta a dale mnohostét Aegilops tauschii.
Celkem bylo identifikovano v§emi opakovanimi a minimalné¢ dvéma shodnymi peptidy 44
proteind, pievazovaly jiz zminéné druhy. Nasledujici rostliny byly urceny jako ptvodci
vzdy jednoho proteinu: lipnicovité — zZito Secale cereale, oves Avena sativa, psenice druhti
Trtiticum timopheevii subsp. armeniacum, turgidum a durum, dale a Spartina alterniflora.
Ve vzorku byla oznaCena jako piitomna také brukvovita rostlina iberka hoika (lberis
amara). Jeden protein oznacil pfitomnost slune¢nice ro¢ni Helianthus annuus. Souhrnné
byl nalezen rod Triticum 26x, Aegilops tauschii pak 12 — v ramci vysvétleni z kapitoly

3.1.3 Ize tedy pSenici povazovat za potvrzenou 38 proteiny.

Pecivo bylo vyrobcem klasifikovano jako pSeni¢né vicezrnné, mélo by tedy obsahovat vice
jak 5 % jiné suroviny nez pSenice. Ve vyrobku byla patrna seminka, nejspisSe slunecnicova,
vicezrnnost tedy patrné zajiStovala pravé ona, stfidka se jevi jako jednodruhové pSenicna (i
sohledem na ostatni vysledky — diskuze v kapitole 5.5). Ackoli byla testovana pouze
sttidka, pravdépodobné se do testovaného zlomku sttidky dostal protein ze slunecnicového

seminka.
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Pritomnost celkem 6 druht pSenice nelze u bézného peciva povazovat za pravdépodobnou.
Stejn¢ tak pfitomnost dalSich lipnicovitych rostlin se zdd byt spiSe vysledkem
nerozliSitelnosti piili§ piibuznych druht touto metodou. Brukvovita rostlina iberka byla
nalezena také u vzorku PECIVO 3 a uspokojivé vysvétleni kromé kontaminace nabizi
pouze limitni moznost metody rozlisit totozné sekvence v proteinech nékterych rostlin, byt’
mén¢ pribuznych. Je mozna také kontaminace néjakou brukvovitou rostlinou ptfibuznou

iberce.

U tohoto vyrobku je mozné potvrdit, Ze v ném byla obsazena pSenice — i vzhledem ke
shodé popsanych proteint s pfedchozimi popsanymi pSeni¢nymi vyrobky. Nelze potvrdit,
zda vyrobek dostal tvrzeni o vicezrnnosti — nelze kvantitativné urcit, zda byl podil jiného

zrna pozadovanych 5 %, pro vicezrnnost v§ak hovoii makroskopicka pfitomnost seminek a

nalezeni slune¢nicového proteinu.

5.4.15 PECIVO 9

Ve vzorku PECIVO 9 o slozeni uvedeném v tabulce 31 bylo podrobnéji popsano deset

nejlépe identifikovanych proteint (tabulka 32). Diskuze o jejich pivodu je provedena nize.

Tabulka 31. Slozeni vyrobku PECIVO 9.

Nazev Vyrobce (prip. Dostupné informace o Ocekavané druhy
vyrobku distribuce) sloZeni rostlin
Chlebicky

ryZe 95,25 %, amarant 4

S OVE Racio
ryzové %, moiska stl 0,75 %

S amarantem

ryZe setd, laskavec
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Tabulka 32. Prvnich 10 nejrelevantnéjsich proteint nalezenych ve vzorku PECIVO 9.

Poiadi Pocet
Identifikovana
nalezeného shodnych Oznaceni Nazev proteinu )
) rostlina
proteinu peptida
1 22 (2) 0i|115445465 Glutelin type-B 5 Oryza sativa
* Japonica Group
2 23 (2) 0i|119394866 Glutelin Oryza sativa subsp.
japonica
3 22 (1) 0i|1222622530 Uncharacterized Oryza sativa subsp.
protein japonica
4 23 (2) gi|531874316 Glutelin Oryza sativa subsp.
indica
5 20 (0) 0i|115453625 Glutelintype-A3  Oryza sativa
* Japonica Group
6 20 (0) 0i|222622792 Uncharacterized Oryza sativa subsp.
protein japonica
7 22 (1) 0i|222622532 Uncharacterized Oryza sativa subsp.
protein japonica
8 19 (1) 0i|403071895 Chain A, Crystal Oryza sativa
Structure Of Rice  Japonica Group
Granule Bound
Starch Synthase |
Catalytic Domain
9 14 (2) Qi|218196777 Putative Oryza sativa subsp.
uncharacterized indica
protein
10 16 (2) 0i|428674406 Glutelin Oryza sativa subsp.

japonica

* u téchto proteinii nebylo mozné nalézt je pod pivodnim koédem z diivodu zastaralosti
zdznamu (ktery muze znamenat pouze restrukturalizaci databaze v ramci inovace, Cteni
genomu), po presmérovani na nov€js$i zdznamy byl vybran protein s nejlepsi shodou

aminokyselin (rostlina, tedy ryze, se vzdy shodovala v ptivodnim i ndhradnim zaznamu).
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protein 1 (Glutelin type-B 5)

U nahradniho zaznamu byla shoda s pivodnim zdznamem 500 aminokyselin. [49] Tento
protein hraje roli v uchovavani zivin v semeni a v obranné reakci buiky. Lokalizovan je na

vnéjs$i membrané buiky. [26] Vice v kapitole 3.2.1.
protein 2 (Glutelin)

Tento zésobni protein ndlezi k 11S globulinové frakci a tvoii hexamerni strukturu

stabilizovanou disulfidickymi mustky. [26] Zafazeni glutelint viz kapitola 3.2.1.
protein 3 (Uncharacterized protein)

Identifikovany protein hraje roli vuchovavani zivin. Tvoii hexamer, v némz jsou

jednotlivé podjednotky spojeny disulfidickymi mustky. [26]

protein 4 (Glutelin)

Nalezeny protein byl nalezen také ve vzorku MOUKA 6 jako protein 3.
protein 5 (Glutelin type-A 3)

Popisovany protein s proteinem pod puvodnim koédem vykazuje shodu v 496

aminokyselinach. [49] V buiice funguje jako zasobni protein. [26] Vice v kapitole 3.2.1.
protein 6 (Uncharacterized protein)

Ackoli je tento protein plné osekvenovan, o jeho funkci je zndmo pouze, ze slouzi jako

depot zivin. [26]
protein 7 (Uncharacterized protein)

Tento protein se uplatituje jako rezervoar zivin. Je fazen do 11S globularni frakce a ve své

hexamerni struktufe obsahuje disulfidické mustky. [26]

protein 8 (Chain A, Crystal Structure Of Rice Granule Bound Starch Synthase |
Catalytic Domain [49])

Tento protein se Gcastni syntézy skrobu. [26] Struktura utvaru byla zkoumana v roce 2012

a byla objasnéna ptitomnost disulfidickych mustkt spojujici jednotlivé domény. [77]
protein 9 (Putative uncharacterized protein)
Jako kofaktor tohoto proteinu se uplatiiuji hofe¢naté ionty Mg?*. Protein se ucastni

metabolismu pyruvatu a katalyzuje transfer fosfatové skupiny z ATP na donor. [26]
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protein 10 (Glutelin)

Protein nélezi do 11S globularni frakce, uplatituje se jako rezervoar zivin. V hexamerni

struktufe hraji roli disulfidické mastky. [26] Zafazeni glutelinu v kapitole 3.2.1.

INTERPRETACE

Vsech 10 popsanych proteind tohoto vzorku pochazi z ryze seté (Oryza sativa). Uréeni
poddruhu indica nebo japonica je pravdépodobné pod rozliSovaci schopnosti pouzité
metody vzhledem ke znacné piibuznosti rostlin. Pfi vSech opakovanich analyzy a
minimalné se 2 shodnymi peptidy bylo nalezeno celkem 33 proteinil, z nichz 32 bylo
piisouzeno ryzi Oryza sativa. V jednom piipad¢ byl nalezen Citrus sinensis — vysvétleni by
mohla poskytnout pfitomnost citronu (Citrus limon) jako konzerva¢niho prostiedku.
Vyrobcee jej ale ve slozeni neuvadi, vyrobek senzoricky kysely nebyl, vzhledem k cené se
dnes pouziva spise kyselina citrénova a vyrobek je konzervovan vysuSenim potraviny,
proto toto vysvétleni nelze povazovat za diveéryhodné. Pro pfitomnost této rostliny (byt
reprezentované jedinym proteinem), ve vzorku nebylo nalezeno jiné vysvétleni nez
kontaminace nebo totozna sekvence iseku daného proteinu a proteinu jiné méné piibuzné

rostliny.

S urcitosti je mozné potvrdit skuteCnou pfitomnost ryze ve vzorku. Z deklarovaného
laskavce nebyl nalezen Zadny protein. Tato metodika byla vyhodnocena jako vhodna pro

ryzové vzorky.

5.5 SOUHRNNA DISKUZE

TYPY PROTEINU

Byly o¢ekavany piedev§im zasobni proteiny z endospermu semen a enzymy z aleuronové
vrstvy. Tyto dvé skupiny byly skute¢né ve vysledcich dominantni. Z vysledk vyplyva
prekvapiveé Casta pritomnost B-amylas ve vzorcich. V semenech by se mély vyskytovat
Vv aleuronové vrstvé, tedy zaujimat mensi podil neZ zasobni proteiny, a navic vzorky byly
prevazné z bilych mouk, do kterych se aleuronovéa vrstva nesmyla. Miize se jednat o

nedokonalé odstranéni aleuronové vrstvy pii mleti mouky, obsah B-amylas v endospermu,
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a je mozné, ze tyto enzymy lépe reaguji na zvolenou metodiku. Je tfeba vzit také v potaz,

ze ke zjistovani koncentrace se tato metoda neda pouzit.

ROSTLINY PUVODU A POUZITA METODIKA

Vzorek z kukutice (MOUKA 2) byl vyhodnocen jako zcela homogenni, ryzové vzorky
(MOUKA 6, PECIVO 9) jako téméF homogenni, stejn& jako hrach (MOUKA 2). Ve viech
obilnych vzorcich bylo nalezeno nékolik rostlin (v ostatnich plodindch méné), které by
podle dostupného sloZeni pfitomny byt nemély. Vysvétleni se nabizi dvoji: a) tyto rostliny
ve vzorku pfitomny nebyly a pravé zde se ukazuje limit pouzité metodiky, b) rostliny

ptitomny byly jako zamérny piidavek nebo jako kontaminace.
Ad a)

Na velice slozité a dosud nejspi$ ne s konecnou platnosti taxonomické usporadani uvnitf
Poaceae bylo upozornéno jiz v kapitole 5.3.1. Interpretaci ztézuje také neptibuzné kiiZeni
druhd a vznik polyploidnich rostlin (vysvétleni v kapitole 3.1.3). Pfitomnost proteinil z
mnohostétu Tauschova Aegilops tauschii (v kazdém z obilnych vzorkd) a Triticum urartu
(v kazdém obilném vzorku kromé PECIVA 6) je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobena

piitomnosti genomu téchto rostlin v dnesni hexaploidni pSenici. [15]

Uz jen fakt, ze bylo jako rostlin pivodu uréeno celkem 8 druhii rodu pSenice (Triticum),
z &ehoz dokonce 6 najednou se objevilo ve vzorku PECIVO 3 a PECIVO 6, dava tusit, ze
analyza v ramci obilnin na urovni poddruht a druhti nejspise selhava. Nejistou se zda byt i
spolehlivost v ramci rodd. Piestoze vétSina vyrobkll (aZ na dva vicezrnné) byla
deklarovana jako bézné jednodruhové pecivo, v Zadném z obilnych vzorka se nepodatilo
nalézt pouze jeden rod rostlin. Ve dvou vzorcich (MOUKA 5, PECIVO 2) bylo nalezeno
10 latinskych rodi rostlin, ve dvou vzorcich (PECIVO 3 a PECIVO 7) 9 rodd, v ostatnich

vzorcich méné.

Domnénku o limitu metody navic podporuje i mnohonédsobny vyskyt druht (byt
potvrzenych jen minimalnim poctem proteini), jejichZz skute¢na ptfitomnost je krajné
nepravdépodobna (pf. Dasypyrum villosum, Brachypodium distachon, Thinopyrum
ponticum = Lophophyrum elongatum, Spartina alterniflora). Lze ptedpokladat, ze hlavni
orientace vyrobce sméfuje na vydélek, tedy i na ndklady spojené se surovinami a

jednoduchosti vyrobniho procesu. Nelze ocekavat, ze by vyrobce do vyrobku ptidaval
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drazsi suroviny, aniZ by na to alespon v nazvu nebo slozeni upozornil. Piidavek rostlin,
které se u nas nevyskytuji a nezpracovavaji, potazmo ani nemaji Ceské jméno, tedy
povazujeme za znacn¢ nepravdépodobny, i kdyby mél byt zplisobeny jen kontaminaci. Za
mnohem  pravdépodobnéjsi  povazujeme, ze tyto rostliny byly  vybrany
K podrobnému vyzkumu, ke ¢teni genomu, jsou dobfe prostudované, dané geny a proteiny
u nich byly popsany jako u prvnich a pii vyhledavani v databazi se vysledek shodného
proteinu kK nim pfifadi, aniz by protein skute¢né musel pochazet z této rostliny. Limity
metody V této oblasti (urCeni ¢asti spoleéného genomu vice rostlin) byly zminény

v kapitole 3.4.2.

Pro tuto variantu hovoii i fakt, ze i ve vzorcich baleného peciva (z obilnin pochéazejicich
vzorkl PECIVO 3 a 5), které by mély mit oznaéené viechny piisady, i ve vzorcich mouk,

které mély byt jednodruhové, byly nalezeny také jiné nez deklarované rostliny.
Ad 2)

Jak bylo uvedeno v kapitole 3.3, jednodruhové pecivo (zitné, pSeni¢né) ma spodni limit
obsahu mlynského vyrobku 90 %. Cim jej u nebaleného bé&Zného peéiva vyrobee doplni do
100 %, pokud se nejednd o alergeny a neptesdhne hranici 5 % (jiz kategorie vicezrnné
pecivo), uvadét nikde nemusi. Byl proto predpoklad, ze se v nebaleném pecivu objevi 1 jiné

nez deklarované plodiny.

Neni mozné vyloucit ani kontaminace proteiny zpracovavanymi v daném zavodé vyrobce,
aniz by byly pfidavany do peciva zamérné. Koncentrace poméra slozek ve vzorku touto

metodou uréovat nelze.

V nékolika piipadech byly jako rostliny plivodu oznaceny rostliny jiné celedi, nez
deklarované plodiny (nejcastéji Fabaceae, Solanaceae, Brassicaceae, Amaranthaceae).
V téchto piipadech je kostrbatéjsi vysvétleni 1) a je nutné uvazovat, Ze by se ve vzorku
skute&né objevit mohly. V piipadé r. Solanum ve tiech vzorcich pegiva (PECIVO 1,2 a 7)

se nabizi vysvétleni pfidanim bramborového Skrobu.

U jinych nez deklarovanych vyrobkli nebyla objevena so6ja, u které jako u zlepSujiciho
ptipravku byl ptedpoklad, ze bude ptfitomna i v ostatnich vyrobcich. Také pohanka byla

nalezena pouze v deklarovanych vyrobcich.
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Ve vzorcich nebyl nalezen shodny pocet proteint, lze predpokladat, ze pfi vySSim poctu

proteinll by se rozsifoval také pocet nalezenych rostlin.

Vzhledem kuvedenym skute¢nostem, posoudit poctivost vyrobce touto metodou neni
ptilis spolehlivé. Pro jisté konstatovani, zda v nékterych ptipadech se jedna o Sizeni nebo o
neuptimnost v uvadéném slozeni nebalenych vyrobk, by bylo tieba vzorky otestovat jeste

jinou, pro dany tcel standardizovanou metodou — napt. imunochemickou metodou.
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6. ZAVER

Na zékladé provedené analyzy je mozné konstatovat, ze nepiibuzné taxony (na Urovni
Celedi) je mozné touto metodou relativné spolehlivé odliSit. S niz§imi taxony se
spolehlivost urc¢eni konkrétniho druhu snizuje, na Grovni druhti je jiz diskutabilni a v ramci
rozliSeni nizSich taxoni nez druhu (poddruhli, variet apod.) jiz nelze tuto metodu

povazovat za spolehlivou.

U obilnin (Celed’ lipnicovité, Poaceae), ve vzorcich nejcastéji zastoupenych, jsou
pravdépodobné pftili§ uzké a spletité piibuzenské vztahy, posilené zpétnym nakfiZzovanim a
polyploidizaci genetické informace, spolehlivost tedy neni zarucena jiz na urovni druhu.
Podobné vysledky vzorku prosa (Poaceae) byly roztiistény mezi vice rostlin. Pfitomnost
mnohostétu Tauschova (Aegilops tauschii) ve vSech a Triticum urartu ve vétsiné vzorka z
pSenice byla vysvétlena v kapitole 3.1.3 — tyto rostliny se historicky staly soucasti genomu
dne$ni pSenice. Neé&kolikrat byly nalezeny lipnicovité rostliny Spartina alterniflora,
Dasypyrum villosum, Brachypodium distachyon, Lophopyrum elongatum = Thinopyrum
ponticum, jejichz vyskyt je v nasich podminkach nepravdépodobny. Nejspise zde zvolenou
metodiku limituji jeji mozZnosti, pravdépodobné jsou tyto druhy natolik ptibuzné jinym
lipnicovitym rostlindim, Ze maji mnohé proteiny nejen homologni, ale zcela totoZzné
aminokyselinové sekvence v nalezenych S$tépech. Program pfipisuje ndlez proteinu
rostlin€, u které byl popsan jako prvni, ackoli by bylo mozné jej nalézt i u jinych rostlin.

Roli hraje 1 fakt, ze n¢které organismy jsou zmapovany mnohem Iépe.

Vzhledem k témto vysledkim neni mozné s jistotou konstatovat, zda napf. pecivarensky
vyrobek deklarovanou pSenici setou Spaldu obsahoval ¢i nikoli — neni mozné odlisit, zda
vyrobce Setfil na suroving a nahradil Spaldu levnéjsi pSenici setou, nebo tato metoda nardzi
pravé zde na svij limit a databaze pfitazuji protein jinému druhu. Z hlediska determinace
ptitomnosti jednotlivych obilnin tedy byla tato metoda vyhodnocena jako méné vhodna.
Pro ovéfeni ¢i vyvraceni pfitomnosti riznych druht a poddruhii rostlin by bylo nutné

pouzit jesté jiné analytické postupy.

Velmi dobré vysledky byly naopak ziskany ve vzorcich z kukufice (Zea mays) a ryze
(Oryza sativa). V pripadé¢ kukufice vzorek obsahoval pouze kukufi¢né proteiny, u ryze byl
ve dvou vzorcich nalezen pouze 1 protein zjiné rostliny. U mouky z hrachu (Pisum

sativum) nalezely pouze 2 proteiny jinym, a to velmi pfibuznym rostlinam (v ramci
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Fabaceae). V piipadech vyrobki z té€chto rostlin se ukazala pouzita metodika jako vhodna

a spolehliva.

Nejcastéji byly identifikovany skupiny proteini: enzymy (raznych tfid a funkci, napf.
B-amylasy, rRNA N-glykosidasy, syntasy Skrobu a sacharosy), zasobni proteiny
(globuliny, gluteniny, gliadiny), serpiny a dalsi. Zasobni proteiny by mély dle skladby
semen pochazet z endospermu semen, enzymy piedevsim z aleuronové vrstvy. Casteénym
prekvapenim bylo Casté zjiSténi piitomnosti B-amylas, které byly ocekavany v menSim
mnozstvi — je vSak tfeba vzit v potaz, Ze tyto enzymy mohou 1épe reagovat na zvolenou

metodiku a tato metoda se neda jednoduse pouzit pro zjistovani koncentraci slozek.

Nebyl zjistén podstatny rozdil v kvalité ziskanych dat mezi moukami z dané suroviny a
pekarenskych vyrobku, u obou typtl je analyza stejné dobfe moznd. U vzorki ze shodné
suroviny bylo mozné porovnat piitomnost proteini v obou typech vyrobkl. V Cetnych

ptipadech byly nalezeny totozné proteiny v nékolika vzorcich mouk i peciv najednou.

Pro ovétovani slozeni vyrobki z kukufice, ryze a hrachu se tato metoda dd oznacit za
vhodnou, pro obilniny vSak nelze zcela doporuéit pro nespolehlivé rozlisovani nizsich

taxonu.
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K praci byly pfilozeny na CD pfilohy s Gplnymi daty ziskanymi z jednotlivych analyz.
Kazdy vzorek ma vytvorenou slozku (napf. MOUKA 1, PECIVO 1), ve které se nachazi

soubory s vysledky ze vSech tiech analyz.

105



