Chem. Listy 712, 207-214 (2018)

Referat

AKTUALNI METODY POUZiVANE PRO ODHALENI FALSOVANI MASA

A MASNYCH VYROBKU

DILIARA AKHATOVA™, KAMILA ZDENKOVA?,
MARTINA KONCOSOVA®™ a KATERINA
DEMNEROVA®

“ Ustav biochemie a mikrobiologie, Fakulta potravindrské
a biochemické technologie, Vysoka skola chemicko-
technologickad v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6,

b Vyzkumny vistav potravindisky Praha, v.v.i., Radiova
1285/7, 102 00 Praha 10

akhatovd@vscht.cz, zdenkovk@vscht.cz

Doslo 11.5.17, ptepracovano 6.11.17, ptijato 20.12.17.

Klicova slova: falSovani potravin, maso, proteiny, DNA,
polymerasova fetézova reakce

Obsah

1. Uvod

2. Oznacovani masnych vyrobki

3. Metody pouzivané pfii analyze masa
3.1. Metody zalozené na proteinové analyze
3.2. Proteomika a metabolomika
3.3. Metody zalozené na analyze DNA

4. Zavér

1. Uvod

Maso a masné vyrobky patii v soucasné dobé mezi
nejdrazsi potraviny, coz logicky podnécuje snahu nepocti-
vych vyrobcli masnych polotovari a uzenin k falSovéani
téchto komodit. Jednim z béznych zplsobt klamani zakaz-
niki je nadhrada jakostniho druhu masa masem méné hod-
notnym, ¢i uvadéni nespravného poméru obsahu daného
druhu masa na etiketé vyrobku. Takovéto nekalé praktiky
pak pfinéseji nepoctivym vyrobcim finanéni zisk na ukor
spokojenosti spotiebitele.

FalSovani masa je aktudlnim a zavaznym problémem
v celosvétovém méfitku. Dostupné statistické tidaje ukazu-
ji, ze ptiblizné u 19,4 % masnych vyrobkt v USA, 22 %
v Turecku, 15 % ve Svycarsku a 8 % ve Spojeném kralov-
stvi byly na etiketich uvedeny nespravné udaje"
V Evropé je nejznaméjsim piikladem podvodu tohoto typu
pfipad skonskym masem zroku 2013. Tehdy bylo
v hovézich masnych vyrobeich v trzni siti 16 statli Evrop-
ské unie detegovano koiiské maso. Do CR bylo dodano
témet 10 tun masa deklarovaného jako hovézi, pficemz se
jednalo o &istou koiiskou svalovinu®. Dalsi znamy piipad
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nespravného oznadovani masnych vyrobkd v CR souvisi
sbovinni spongiformni encefalopatii, znaméjsi jako
,hemoc $ilenych krav®. Od 8. ¢ervna roku 2001 se CR
zatadila mezi zemé, ve kterych byl zaznamenan vyskyt
této nemoci’. Diisledkem toho bylo sniZeni zajmu zikazni-
kt o hoveézi maso a vyrobky z néj, coz vedlo k falSovani
potravin obsahujicich tento druh masa a k nespravnému
oznacovani tohoto zbozi. V roce 2001 Statni zemédeélska
a potravinai'skd inspekce odhalila v celkem 65 testovanych
vzorcich 9, které byly nespravné oznaceny, na etiketé ne-
byl ve slozeni uveden obsah ptitomného hovéziho masa’.

2. Oznacovani masnych vyrobku

Spravné a srozumitelné oznaceni potravin, tudiz
i masnych vyrobkil, by mélo usnadnit spotfebitelim volbu
pii nakupu. Na etiketé musi byt uvedeny veskeré dilezité
informace, které pomohou zékaznikim pfi rozhodovani
o ptipadné koupi vyrobku.

V piipadé masnych vyrobki je zakladnim idajem pro
rozliSeni jejich kvality obsah masa. Vyhlaska ¢. 69/2016
Sb. uvadi nasledujici definici: za maso se povazuji poziva-
telné cCasti jateCnych zvifat, které slouzi k lidské vyzive,
zejména svalovina, ale také Slachy, kosti, nékteré vnitfnos-
ti, klize a tuk. Tyto suroviny musi byt Gfedné prohlaseny
za vhodné k lidské spotieb&’. Tato definice viak neodpovi-
da tomu, co si spotiebitel bézn¢ pod pojmem ,,maso* pred-
stavi. S cilem zajisténi informovanosti spotiebitelt o sku-
teéné povaze masnych vyrobkd byla pfijata specificka
definice ,,masa“, pouzivana vyhradné pro oznacovani ob-
sahu masa v masnych vyrobcich, kde je jako maso defino-
vana kosterni svalovina s pfirozené¢ obsazenym tukem
(sadlem nebo lojem) a pojivovymi tkdnémi (vazivem, kte-
ré je soucasti svalové struktury). K jednotlivym druhdm
masa jsou pfifazeny horni limity pro obsah tuku a pojivo-
vych tkani. Pokud jsou tyto limity ve vyrobni suroviné
prekroceny, musi byt deklarovany udaj o obsahu masa v
daném vyrobku adekvatng snizen’. Vzhledem k tomu, Ze
se pfi uvadéni podilu masa ve vyrobku za maso povazuje
jen svalovina, je mnozstvi skute¢né pouzitého vyrobniho
mnozstvi masa Casto vysSi. Do uvadéného podilu masa
neni zapo¢itavan ani separat, neboli maso strojné oddélené
od kosti®. Na tuto skuteénost by mél byt bran zietel pfi
vytvareni metody kvantifikace masa v masnych vyrobcich.

3. Metody pouZivané pii analyze masa

Metody analyzy masa a masnych vyrobkli miiZeme
rozdélit do tii skupin. Pfehled téchto metod je zndzornén
na obr. 1.
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Obr. 1. Pfehled metod pouZivanych p¥i analyze masa

3.1. Metody zaloZené na proteinové analyze

Imunologické metody

Imunologické metody jsou zaloZené na specifické
interakci mezi antigenem a protilatkou. Tyto metody jsou
zaméfené na identifikaci druhové specifickych proteino-
vych komponent, a tudiz mohou byt vyuzity i pro stanove-
ni konkrétniho druhu masa v potravinach. ELISA (Enzyme
-Linked Immuno Sorbent Assay) je velice rozsifena tech-
nika pouzivana pro autentizaci slozek potravin pro svou
citlivost, specifitu a jednoduchost provedeni’.

Prvni analyzy vénujici se kvalitativnimu urceni druht
masa ve vyrobcich byly provedeny uzitim polyklonalnich
protilatek proti sérovym proteinim. V roce 1983 popsal
Whittaker a spol.'” experiment, ve kterém bylo pouZito
specifické antisérum pro detekci koiiského, hovéziho, sko-
pového, klokaniho, vepifového a velbloudiho masa. Pii-
tomnost dvou druhii masa byla prokdzana pfi mnoZzstvi
jednoho z nich niz8im nez 10 %. Sendvicova ELISA byla
pouzita napf. ve studii Martin a spol.'" pro kvantifikaci
definovaného mnozstvi konského masa v masovych smé-
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sich, které nebyly termicky zpracovany. Pfi aplikaci této
metody byla pouzita protilatka znacend enzymem kieno-
vou peroxidasou (H,O,-oxidoreduktasa, EC 1.11.1.7).
Nasledna enzymova konverze substratu prokézala jasné
rozdily pfi testovani smési mletého hovéziho a veptového
masa, jez obsahovaly navic riizné mnozstvi koniského ma-
sa. Vroce 1988 byla ve studii Berger a spol.'” pouzita
sendvi¢ova ELISA s polyklonalnimi protilatkami pro de-
tekei 1 % kufeciho a vepfového masa v tepeln¢ opracova-
nych hovézich frankfurtskych parcich. Testy byly zaloZeny
na interakci druhové specifickych polyklonalnich protila-
tek s termorezistentnimi antigeny. Pouzivané polyklonalni
protilatky nabizeji fadu vyhod, jako je rozpoznani smési
vicero antigentl, vétsi toleranci k malym zménam v povaze
antigenu ¢i polymeraci nebo mirné denaturaci. Z téchto
divodu jsou proto preferovanou volbou pro detekci dena-
turovanych bilkovin'?. Vyuziti polyklonalnich protilatek
vSak na druhou stranu ztéZuje proménlivost jejich spekter
béhem  imunitni  odpovédi, coz mlze  ovliv-
nit reprodukovatelnost vysledkt. Dal§i nevyhodou muze
byt pozadavek na rozsahlé Cistici kroky pii odstraovani
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nespecifické reaktivity'.

Mimo polyklonalni protilatky se dale pozornost vy-
zkumnych pracoviSt' soustfedila na identifikaci masa po-
moci monoklonalnich protilatek, které na rozdil od poly-
klonalnich cili pouze na jeden epitop. Metody vyuZzivajici
monoklonalni protilatky maji obvykle velmi vysokou
specifitu a reprodukovatelnost. Martin a spol."* popsal
kvalitativni a kvantitativni stanoveni pfimési kufeciho
masa v tepelné neopracované smési hovéziho a veptrového
masa. Nevyhodou monoklonalnich protilatek je naro¢na
piiprava a vyssi cena'.

Nekteré spolecnosti jako je Strategic Diagnostics, Inc.
(USA), Tepnel (Spojené kralovstvi), Neogen Corporation
(USA), Eurofins (Némecko) a ELISA Technologies, Inc.
(USA) vyvinuly testovaci soupravy, které deteguji a iden-
tifikuji pfitomnost uritych zivocisnych druhl v syrovém
i tepeln€ opracovaném mase, v masnych vyrobcich a krmi-
vech. Tyto metody jsou $iroce pouzivané, protoze nevyuZzi-
vaji nakladna pfistrojova zafizeni, jako napf. hmotnostni
spektrometr nebo termocykler s fluorescencnim detekto-
rem. Dalsi vyhodou je podstatné zkraceni doby potiebné
pro analyzu a vhodnost jejich pouziti pro rutinni analyzy
velkého po&tu vzorki'®. ELISA metodika ma viak i své
limity. Ziskané vysledky mohou byt ovlivnéné riznymi
parametry, jako je napiiklad obsah tuku ve vzorku, uroven
tepelného zpracovani, ptivod svaloviny a stupen zralosti

masa9’17’18.

Spektroskopické techniky

Spektroskopie je obor, ktery se zabyva studiem inter-
akcei latek s elektromagnetickym zafenim. V dnesni dobé
existuje velké mmnozstvi technik, které se vyuZivaji
k identifikaci chemickych sloucenin, stanovuji jejich ele-
mentérni sloZeni ¢i objasiiuji chemické struktury molekul.

Principem blizké infraervené spektroskopie (Near-
Infrared Spectroscopy, NIRS) je absorpce infracerveného
zateni (800-2500 nm) pfi pruchodu vzorkem, kdy dochazi
ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavii mole-
kul v zavislosti na zméné dipélového momentu. Pomoci
NIRS jsou vytvarena spektra typickd pro svalové tkané
zivo€icht ve viditelné a blizké infracervené oblasti. Identi-
fikace druhu masa je zalozena na analyze pigmentt a né-
kterych slozek svalu, jako jsou napf. intramuskularni tuk
a mastné kyseliny. Namétena data jsou nésledné vyhodno-
covana statistickou diskrimina¢ni analyzou'’. Existuje fada
praci, ve kterych byla pomoci blizké infracervené spektro-
skopie provedena identifikace syrovych mas (napt. hovézi-
ho, veptového, kufeciho a jehné¢iho'), &i rozliseni a kvan-
tifikace jednotlivych druhti masa (napft. ve smési jehnééiho
a hovéziho™). Restaino a spol.’' pouzili NIRS spolu
s chemometrii a postupnou linearni  diskriminac-
ni analyzou k rozliSeni druhu masa v pastikach. Nicméné
100% uspésnost byla ziskana pouze pfi analyze vyrobki
obsahujicich jenom hovézi, nebo vepfové maso. Pastiky
obsahujici smés obou druhii masa byly spravné klasifiko-
vany pouze v 72 % piipadu.

V praci publikované autory Sowoidnich a Kronfeldt*
byla pro rozliSeni Cerstvého hovéziho, veprového, kuteci-
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ho a kriutiho masa aplikovana Ramanova spektroskopie
v provedeni SERDS (/n-Situ Shifted Excitation Raman
Difference Spectroscopy). Pro vyhodnoceni spektralnich
dat ziskanych pii dvou excitacnich vinovych délkach byla
pouzita analyza hlavnich komponent, coz umoznilo jasné
rozliSeni téchto zivociSnych druhi.

Stiedni infracervena oblast elektromagnetického
spektra lezi mezi 2500 a 25 000 nm, spektra obsahuji pie-
vazné signaly odpovidajici normalnim (fundamentalnim)
vibracim. Stfedni infracervena spektrometrie
s Fourierovou transformaci (Fourier Transform-Middle
Infrared Spectrometry, FT-MIR) ma velky potencial ve
forenznim vySetfovani falSovani masnych vyrobku.
S pouzitim této metody lze rozlisit 100% hovézi maso od
smési obsahujicich hoveézi maso a 20 % riznych potencial-
nich nezadoucich pfimési, jako jsou napf. srdce, predza-
ludky, ledviny &i jatra®>*.

Chromatografické techniky

Chromatografické metody, napf. plynova nebo kapali-
nova chromatografie, mohou byt také pouzity k rozliseni
zivociSnych druhfl ve vzorcich masa. Karnosin a jeho me-
thylované analogy ansein a balenin jsou dipeptidy pfitom-
né ve vysokych koncentracich v kosternim svalstvu mnoha
savcl. Relativni koncentrace vSech tfi dipeptidt je charak-
teristicka pro kazdy savcéi druh a muze byt tudiz vyuzita
v kvalitativni analyze masa'’. Tinbergen a Slump® ve
svém vyzkumu stanovili jednotlivé poméry anserinu (a)
a karnosinu (k) charakteristické pro hovézi, veprové
a kufeci maso. Pomér a’k u hovéziho masa se pohybuje
mezi 0,06-0,2, u vepfového masa mezi 0,02-0,1 a u kute-
ciho mtize dosahovat i poméru 2,2-5,5. Vysoky pomér a’k
pro kufeci maso se ukazal jako dostatecny k detekci této
slozky na urovni 5 % u vafenych vyrobkl z veptového
masa.

3.2. Proteomika a metabolomika

Proteomika je povazovana za Gcinny nastroj pro ove-
fovani kvality potravin a pro odhalovéni jejich falsovani®®.
Jako biomarkery pro identifikaci piivodu masa se pouzivaji
peptidové sekvence specifické pro ur€ity druh zvifat. Pro-
stfednictvim metod identifikace peptidii hmotnostni spek-
trometrii 1ze rozlisit rizné tkané stejného zvifeciho dru-
hu'®. Balizse a spol.”” byli schopni na zékladé identifikace
druhové specifickych peptidii odvozenych od osteokalcinu
detegovat v mase pfitomnou kostni moucku a rozliSit jeji
ptvod (hovézi nebo veprova). Buckley a spol.?® popisuje
robustni metodu analyzy rodové specifickych kolageno-
vych peptidii s vyuzitim hmotnostni spektrometrie s matri-
ci asistovanou laserovou desorpci s pruletovym analyzato-
rem MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization Time of Flight Mass Spectrometry) po piedcho-
zi purifikaci extraktu kapalinovou chromatografii. Analy-
zou kolagenu z 32 riiznych druht savct bylo mozné urcit
celkem 92 peptidovych markerd, které by mohly byt pou-
zity k identifikaci zivocisnych druhi ve zpracovanych
potravindch a krmivech. Ortea a spol.”” a Montowska
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a Pospiech® pii analyzach syrového i tepeln& opracované-
ho masa a masnych vyrobkt s vyuzitim dvoudimenzional-
ni elektroforézy (Two-dimensional gel electrophoresis,
2-DE) zjistili mezidruhové rozdily v 2-DE proteinovych
spektrech skotu, vepre, kufete, kriity, kachny a husy. Né&-
které z té€chto proteinti byly stabilni v pribéhu zrani masa
a byly odolné proti tepelnému opracovani. Cast z téchto
proteint byla dokonce identifikovana i v primyslové zpra-
covanych produktech, jako jsou fermentované uzeniny.

Proteomicky pfistup ma velky potencial z hlediska
robustnosti a spolehlivosti pfi analyze zpracovaného masa.
Moderni hmotnostni spektrometry maji vysokou presnost
acitlivost, kterd vyznamné pfispiva k detekci malého
mnozstvi kontaminujiciho masa a/nebo jinych piimési
nedeklarovanych na etiket¢ masnych vyrobki. Nicméné
existuji i urcitd omezeni, jakymi jsou vysoké naklady na
moderni MS zafizeni a nezbytnost vyhodnocovani prove-
dené analyzy kvalifikovanymi pracovniky'®.

Metabolomika je védni disciplina, kterd se zabyva
analyzou metabolomu, ¢ili analyzou kompletniho souboru
metabolith pfitomnych v daném case v buiice, tkdni nebo
jiném biologickém systému. Obecnou strategii metabolo-
mickych analytickych metod pouzivanych pro analyzu
masa je identifikace maximalniho poctu nizkomolekular-
nich sloucenin, které mohou byt uzitecné k rozliSeni mezi
jednotlivymi vzorky. Desorpéni ioniza¢ni technika pfimé
analyzy v realném case (Direct Analysis in Real Time,
DART), které se pouZivé ve spojeni s priiletovym analyza-
torem TOF-MS, vyuziva k ionizaci slozek vzorku plasmou
excitované atomy helia a komponenty atmosféry. DART-
MS ve spojeni s multivariatnimi statistickymi metodami
umoziiuje rychlé a elegantni ovéfeni autenticity potravin®'.
V roce 2013 Cajka a spol.* popsali novou strategii vyuzi-
vajici postup DART-TOF-MS k rozliSeni masa pochazeji-
ciho z kufat vykrmovanych kufeci kostni mouckou. Véacla-
vik a spol.*® dile pouzili kombinaci DART-TOF-MS
a chemometrie pro ovéfovani plivodu zivocisnych tukd
(sadlo a hovézi 1dj). Tyto techniky byly pouzité pro profilova-
ni triacylglyceroli apolarnich sloucenin pfitomnych
v tukovych vzorcich a jejich smési. Pouzitim DART-TOF-MS
je mozné detegovat pridani 10 % vepfového tuku
k hovézimu a naopak. Gonzalez-Dominguez a spol.** pu-
blikovali studii, kde popisuji rychlou a uéinnou strategii
k posouzeni pravosti Jamona ibérico, specidlniho druhu
Spanélské suSené Sunky vyrabéné z cernych iberskych
prasat. K analyze byla pouzita tandemova hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s kvadrupdlovym priletovym
analyzitorem. Za pouZiti tohoto pfistroje byly ziskany
charakteristické intramuskularni profily tuku v zavislosti
na typu krmeni. Jamon ibérico je typicky produkt nékte-
rych oblasti Spanélska vyhlaseny diky své vysoké kvalits.
Autentizace vyrobkl je otazkou vysokého ekonomického
dopadu a tudiz neni pfekvapivé, Ze pouZziti metabolomic-
kych pfistupt se v této oblasti rychle vyviji. To plati také
pro jiné masné vyrobky, které maji chranéné oznaceni
pivodu po celém svéts'®,
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3.3. Metody zaloZené na analyze DNA

Metody vyuzivajici analyzu DNA maji urcité vyhody
oproti metoddm zaloZenym na proteinové analyze.
K témto predevSim patii vyssi termostabilita molekuly
DNA oproti proteinlim, coz z ni déld vhodné&j$i marker pro
rozbory tepeln& opracovanych vyrobki™. Diky piitomnosti
konzervativnich a variabilnich oblasti je mozné rozliSovat
i velmi blizké Zivo&igné druhy’®.

Hybridizacni metody

Metody zalozené na hybridizaci DNA se sondou byly
popsané v nékolika védeckych publikacich®>® zabyvaji-
cich se zkoumanim neopracovanych a tepelné opracova-
nych masnych vyrobku. Kvalitativni studie vyuzivajici
hybridizaci DNA pro detekci riznych druhit masa pouzi-
vaji relativné jednoduché postupy, kdy je genomova DNA
extrahovana, purifikovana, imobilizovana na nylonovou
membranu a nésledné hybridizovana se znacenou sondou.
Ebbehoj a spol.*” popsali zptisob kvantifikace piimési vep-
fového masa ve smési s hovézim pomoci hybridiza¢ni
metody. Detekeni limit byl stanoven pfiblizné na 0,1 %
pfimési vepfového masa v tepeln€é neopracovanych smeé-
sich, zatimco pro tepelné oSetfené vzorky byl limit detekce
stanoven pfiblizn€ na 0,5 % pfimési vepfového masa
v hovézim.

Metody zalozené na polymerasové retezové reakci

Analyza DNA je vS8ak nejcastéji provadéna prostied-
nictvim polymerasové fetézové reakce (Polymerase Chain
Reaction, PCR), jez umoziuje cilené namnozeni definova-
nych Gsekd DNA.

PCR-RFLP mitochondrialni DNA. Vhodnou strategii
pro identifikaci mnoha Zzivoc¢isnych druht je tzv. PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), ne-
boli analyza polymorfismu délky restrikénich fragmentt
amplifikovanych pomoci PCR. Tato technika vyuZziva spe-
cifické enzymy — restrikéni endonukleasy, které specificky
$tépi DNA, pokud DNA obsahuje misto s piesné definova-
nou sekvenci nukleotidi. Mutace, delece, inzerce a jedno-
nukleotidové polymorfismy jsou Casto spojené se vznikem
nebo naopak zrusenim tdchto restrikénich mist*.

Jednou z prvnich publikaci popisujicich vyuziti meto-
dy PCR-RFLP k rozliseni zivocisnych druhii byla studie
autorti Meyer a spol.*!, ve které byl amplifikovan fragment
mitochondrialniho genu cytochromoxidasy b. Ziskany
amplikon byl nésledné Stépen restrikénimi enzymy Rsal,
Taql, Alul, Hinfl. Doslo k Gspé$nému rozliseni prasete
domaciho a divokého, skotu, buvola, ovce, kozy, koné,
kufete a kraty. PCR-RFLP analyza mitochondrialni
12S rRNA byla pouzita také pro identifikaci hovéziho,
buvoliho, skopového a koziho masa ve studii Girish
a spol.*2. Zde byly analyzovany tepeln& opracované vzor-
ky, pfi¢emZ bylo zjiSténo, Ze intenzita signalu se sniZzovala
u vzorku zahfivaného na 120 °C po dobu 30 min.

Druhové specifické PCR primery. Tradi¢ni PCR
s jednim parem primerti umoziuje analyzu jedné sekven-



Chem. Listy 712, 207-214 (2018)

ce. Pridani nasobného mnozstvi par primerd do reakéni
smési umoziuje analyzu vice parametrd najednou, napf.
simultanni autentizaci hovéziho, vepfového, kufeciho
a koniského masa. Tato modifikace je nazyvana multiplex
PCR a je vsoucasné dobé casto pouZivana pfi analyze
potravin nejen k autentizaci jejich slozek, ale také napf.
pfi detekci geneticky modifikovanych organismi. S ohle-
dem na velky pocet znamych volné dostupnych genomo-
vych sekvenci a softwarovych programi je proces navrhu
druhové specifickych primertit v soucasné dobé pomérné
jednoduchy a zavedeni vhodné metodiky je tim do znacné
miry usnadnéno®. Prvni multiplexni PCR pro identifikaci
druhu masa byla publikovana v roce 1999 autory Mat-
sunaga a spol.**, ktefi provedli simultanni identifikaci esti
druhtt masa (hovéziho, vepiového, driibeziho, ovciho,
koziho a konského) s detekénim limitem 0,25 ng DNA.
Pro analyzu byl zvolen gen pro mitochondridlni cy-
tochrom b. V experimentu byl pouzit jeden tzv. ,,forward*
primer spole¢ny vSem testovanym ZzivociSnym druhlim
spolu s riznymi druhové specifickymi reverznimi primery.
S cilem ovéfit pouzitelnost protokolu i pro tepelné opraco-
vané masné vyrobky byla multiplexni PCR tsp&sné prove-
dena se vzorky tepelné zpracovanymi (120 °C). Dalsi pou-
ziti multiplexni PCR popsali napf. Dalmassoa spol.*.
Ve své publikaci autofi navrhli druhové specifické primery
komplementarni k riznym oblastem mitochondrialni DNA
(12S ribozomalni RNA (rRNA), transferova RNA pienase-
jici valin (tRNA-Val) a 16S rRNA). Metoda umoznila
detegovat hovézi, dribezi, rybi a vepfovou DNA ve smési
s detekénim limitem 0,004 % pro ryby a 0,002 %
pro ostatni analyzované druhy. V multiplex usporadani
zalozeném na  amplifikaci  cytochromub  doslo
k uspésnému rozliseni masa 18 béznych druht evropskych
savcu (jezevec, kocka, krava, pes, osel, liSka, koza, morce,
mys, jezek, kin, ¢lovek, prase, kralik, potkan, jelen a ovce)
#_ Také Hou a spol.”” vyvinuli metodu pro simultdnni de-
tekcei kufeci, kachni a husi DNA ve vyrobcich z hovéziho,
veprového, skopového a kiepel¢iho masa.

Nejcastéji vyuzivané mitochondrialni markery pro
urCeni druhové specifity zvifat jsou cytochrom b,
12S rRNA, 16S rRNA, tRNA-Val, ND5, ND2, a ATPasy
6/ATPasy 8. Nejcastéji pouzivané jaderné markery jsou
18S rRNA, kratké rozptylené jaderné elementy (short inter-
spersed nuclear elements, SINE) a dlouhé rozptylené jaderné
elementy (long interspersed nuclear elements, LINE)™

Kvantitativni PCR s fluorescencni detekci v redalném
case (qPCR). Systém gqPCR umoziuje sledovani reakce
v jejim prubehu — v redlném Case. Reakce je kombinovana
s emisi fluorescence, ktera je na zacatku amplifikace ptimo
umérna mnozstvi produkti PCR vznikajicich v jed-
notlivych cyklech probihajici reakce®. V priibdhu PCR
teoreticky vzriistd mnozstvi amplikonti exponencialné, tzn.
ze pii kazdém dalSim cyklu dojde ke zdvojnéasobeni jejich
poctu. Proto je mozné s vyuzitim informaci o poctu pro-
behlych cykli reakce a porovndnim mnozstvi vzniklych
produktii se standardem (vzorkem o zndmém mnoZzstvi
DNA) vypocitat poc¢atecni mnozstvi DNA ptidané do reak-
ce, coz umoznuje provadét kvantitativni analyzy nukleo-
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vych kyselin.

Za ucelem identifikace a kvantifikace druhu masa
obsazen¢ho v potravinach bylo provedeno nékolik experi-
mentl zalozenych na qPCR s pouzitim interkala¢niho bar-
viva SYBR® Green. Walker a spol.* pouzili gPCR pro
amplifikaci kratkych rozptylenych prvkil pro specifickou
detekci a kvantifikaci DNA skotu, ovce, jelena, prasete
a dribeze. Koppel a spol.>® navrhli heptaplex qPCR s vyu-
zitim fluorescenéné znacenych hybridizaénich sond pro
simultanni identifikaci a kvantifikaci DNA skotu, prasete,
kufete, krity, koné, ovce a kozy. Vroce 2015 Iwobi
a spol.”' Gsp&ing kvantifikovali pomér hovéziho a vepfto-
vého v mletém mase. Duplex qPCR byla pouzita také pro
simultanni stanoveni obsahu srn¢iho a jeleniho masa ve
vyrobeich ze zvéfiny™.

Celoevropska zalezitost tykajici se nehlaSené pritom-
nosti konského masa v produktech z hovéziho masa v roce
2013 zduraznila potiebu vypracovani presnych analytic-
kych ptistupt kvantitativni detekce falSovani masa. Jednim
z nich je metoda qPCR pro kvantifikaci koiiské DNA
v poméru k celkovému mnozstvi DNA savcd v syrovém
mase, kterd byla vyvinuta ve Spojeném kralovstvi v ramci
feSeni projektu financovaného Ministerstvem pro Zzivotni
prostiedi, potraviny a venkov (Department for Environ-
ment, Food and Rural Affairs, DEFRA)53. Komer¢ni firmy
veénuji velkou pozornost identifikaci i jinych ZivociSnych
druht. V soucasné dobé existuje velké mnozstvi kiti, které
jiz obsahuji vSechny potfebné chemikalie a pozitivni kon-
troly, napf. firma Pacific Image Electronics Co., Ltd.
(Némecko) vyvinula Chipron Meat 5.0 LCD Kit pro rych-
lou identifikaci 24 druht masa.

Ostatni pouzivané metody

LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) je
technikou pro amplifikaci zvoleného tseku DNA, ktera se
provadi za konstantni teploty (60—65 °C) pfi pouziti dvou
nebo tii sad primerti a polymerasy s vysokou procesivitou.
Pozitivni amplifikace byva detegovana srazeci reakci nebo
fluorescenéné za pomoci interkala¢niho barviva. Jedna se
o rychlou, citlivou, specifickou a cenové dostupnou meto-
du, kterd je vhodna pro kvalitativni analyzy pfitomnosti
vybraného tseku DNA ve vzorku.

Technika byla pouzita pro rozliSeni osmi druhti masa:
hovéziho, veptového, konského, koziho, ovEiho, kuteciho,
kachniho a kratiho™. Takté byl publikovan protokol de-
tekce veptfové DNA v halal potravinach. Analyticka citli-
vost LAMP testu pro detekci vepfové DNA byla stanovena
na 0,5 pg, pricemz vysledky nebyly ovlivnény teplotou
opracovani>.

Digitalni PCR (dPCR) vyuziva rozdéleni analyzova-
ného vzorku do velkého poctu separitnich reakénich
»komor®, a to bud na ¢ipu (dPCR) nebo prostiednictvim
emulgacni reakce digital droplet PCR (ddPCR), kterych
byva nékolik tisic v amplifikacni reakci. Pfitomnost cilo-
vého useku DNA je méfena pfimo, coz znamena, ze neni
potfeba porovnini se standardni kiivkou sestrojenou
z referen¢niho materialu a vysledky jsou tudiz jen mini-
maln€ ovlivnény. Metoda dPCR je vhodna i pro kvantifi-
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kaci velmi nizké koncentrace cilového useku ve vysokém
mnozstvi doprovodné nukleové kyseliny. Relativni kvanti-
fikace byvd urcena pomérem absolutnich kvantifikaci
dvou cilovych tseki. C. Floren a spol.”® vroce 2015 po-
psali experiment pro identifikaci a kvantifikaci 14 druhil
masa v tepelné upravenych masnych vyrobcich metodou
ddPCR s vyuzitim jaderné DNA. Spole¢nost Thermo-
Fisher vyvinula metodu pro kvantifikaci koniské DNA ve
smési s hovézi.

PCR sekvenovani muze byt téz velkym piinosem pro
identifikaci riznych Zivoc¢isnych druhti. Informace ziskané
timto zptisobem mohou byt pouzity pro identifikaci masa
ze zvifecich druht, které jsou jinak v Evropé povazovany
za exotické (napf. velryba, krokodyl, delfin a pstros emu)
738 Obvykle je sekvenovan uréity usek genomu, ktery je
nasledné porovnan se znamymi sekvencemi v databazich.
Ve srovnani s rutinnimi technikami je sekvenace draZzsi,
nost oddéleni smiSenych vzorki a fakt, Zze ne vzdy je moz-
né ze vzorku izolovat DNA zadané kvality a kvantity pro
sekvenaci®”®.

4. Zavér

V dnes$ni dobé¢ existuje mnoho metod, které umoziuji
kvalitativni ureni zivoc¢isnych druhi v potravinach. Tyto
pristupy se lisi ve své robustnosti, spolehlivosti, citlivosti,
cené analyzy €i pofizovaci cené potiebného pristrojového
vybaveni. Techniky zalozené na analyze proteinl nejsou
s ohledem na denaturaci bilkovin vhodné pro identifikaci
druhti masa v tepelné opracovanych vyrobcich. Tento pro-
blém obchazeji techniky zalozené na analyze DNA, ktera
je teplotné stabilné€jsi nez proteiny. Detekce nedeklarova-
ného druhu masa v potravinach je dnes relativné jednodu-
chou zalezitosti, avSak kvantifikace jednotlivych druha
masa ve smésich ¢i masnych vyrobcich zlstava stale kom-
plexni problematikou.

Tato prace vznikla z podpory grantu MZe (NAZV)
0J1530272: Komplexni strategie pro efektivni odhalovanit
falsovani potravin v Fetézci (prvo)vyroba — spotrebitel
a také z financnich prostiredkii MZe RO0317.

Seznam pouzitych zkratek

DART Direct Analysis in Real Time, desorpcni
ioniza¢ni technika pifimé analyzy v realném
Case

DEFRA Department for Environment, Food and
Rural Affairs, Ministerstvo pro Zivotni pro-
stiedi, potraviny a venkov

2-DE Two-dimensional gel electrophoresis, dvou-
dimenzionalni gelova elektroforéza

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay,
enzymovy imunosorbentni test

FT-MIR Fourier Transform-Middle Infrared Spectro-

metry, stfedni infraCervena spektrometrie
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s Fourierovou transformaci

Loop-Mediated Isothermal Amplification,
izotermalni amplifikace zprostfedkované
smyckou

long interspersed nuclear elements,
rozptylené jaderné elementy

LAMP

LINE dlouhé
MALDI-TOF
-MS/MS Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization Time of Flight mass spektrome-
try, hmotnostni spektrometrie s matrici
asistovanou laserovou desorpci s pruleto-
vym analyzatorem

Near-Infrared Spectroscopy, blizkd infra-
Cervena spektroskopie

Polymerase Chain Reaction, polymerasova
fetézova reakce

digital Polymerase Chain Reaction, digital-
ni polymerasova fetézova reakce

droplet digital Polymerase Chain Reaction,
kapkovéa digitdlni polymerasova fetézova
reakce

quantitative Polymerase Chain Reaction,
kvantitativni polymerasova fetézova reakce
Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism, analyza
polymorfismu délky restrikénich fragmenti
amplifikovanych pomoci PCR

In-Situ Shifted Excitation Raman Differen-
ce Spectroscopy, diferencni Ramanova
spektroskopie s posunutymi excita¢nimi
zdroji

short interspersed nuclear elements, krat-
ké rozptylené jaderné elementy

NIRS
PCR
dPCR

ddPCR

qPCR

PCR-RFLP
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D. Akhatova™®, K. Zdeiikova®, M. Konco$ova®, and
K. Demnerova® (“ Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Prague,
b Food Research Institute Prague): The Current Methods
Used for Disclosure of Meat and Meat Products Adul-
teration

Meat and meat products belong to the group of the
most expensive foods and, consequently, they are the most
frequently counterfeited products. One of the most com-
mon ways to deceive the customers is to replace the meat
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of high quality by low quality ones. Another problem is
giving misleading information concerning the meat con-
tent on the product label. Nowadays, there is a possibility
to use many methods for meat recognition. Our paper
gives an overview on current methods used for meat analy-
sis including examples of their use. They are divided ac-
cording to the detected analyte, such as proteins, metabo-
lites and DNA. Presently, the authentification of meat
origin is a simple task. On the other hand, the quantifica-
tion of varying origin of meat or meat products in a mix-
ture still represents a complex and difficult issue.



