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Hovézi maso

Nafizeni (EU) ¢. 1169/2011 o poskytovani informaci o potravinach spotfebitelim definuje
maso jako kosterni svalovinu savc( a ptak( (uznanych za vhodné k lidské spotfebé) s pfirozené
obsazenou nebo pfrilehlou tkani. Maso je zdrojem tzv. téméf plnohodnotnych bilkovin, tyto
bilkoviny jsou snadno dostupné pro lidsky organismus. Mezi neplnohodnotné bilkoviny patfi
napriklad rostlinné bilkoviny a bilkoviny ZivociSnych pojivovych tkani. Pro wyuziti
v potravinarském pramyslu se bilkoviny rozdéluji na nasledujici tfi skupiny:

1. Sarkoplasmatické bilkoviny béhem zahfevu denaturuji a pfispivaji ke zpevnéni
struktury vyrobku. Dale sem patfi hemova barviva (hemoglobin, myoglobin), které
zpUsobuji ¢ervené zbarveni masa a krve.

2. Myofibrilarni bilkoviny jsou bilkoviny, které se vyskytuji ve svalové tkani, a diky nim
probiha kontrakce svalu, nejvyznamnéjSimi zastupci jsou aktin a myosin.

3. Stromatické bilkoviny nebo také bilkoviny pojivovych tkani, vyskytuji se predeviim ve
vazivech, Slachach, kizZi a kostech. NejznaméjSim zastupcem je kolagen, jehoz
vlastnosti se vyuZiva pfi tvorbé Zelatiny.

Z vyzivového hlediska je maso vyznamnym zdrojem (kromé bilkovin) vitaminl (zejména

skupiny B: thiaminu, riboflavinu a vitaminu B12) a minerdlnich latek (hlavné Zeleza, vapniku a

zinku).

Metoda stanoveni masa

Maso se stanovi jako soucet tzv. tukuprostého masa a tuku ktery je soucasti svalQ a pfilehlych
tkani. Tukuprosté maso se stanovi z obsahu dusiku pochazejiciho z masa, coz je celkovych
dusik po odeétu dusiku z cizich zdroja a dusiku z nadbytecné pridané pojivové tkané. Pojivova
tkan je tvorena predevsim kolagenem, ktery obsahuje aminokyseliny 4-hydroxyprolin. Tato
specifickd aminokyselina je vyuZivana pro stanoveni kolagenu. Maximalni mnoZstvi tuku
v mase je limitovano a v pfipadé hovéziho masa je limit obsahu tuku 25 % podle nafizeni (EU)
¢. 1169/2011 o poskytovani informaci o potravinach spotiebitelGm. Pokud vzorek obsahuje
zdroj bilkovinného dusiku nepochazejiciho z masa, o ktery neni celkovy dusik korigovén, mize

byt konecny vysledek nadhodnocen.

Metodika odbéru

V pribéhu z4fi a Fijna byly postupné v 18 restauracich McDonald’s odebrany vzorky vyrobku

McRoyal 4:1 a Hamburger 10:1. Pro stanoveni masa byl odebran grilovany neosoleny vzorek



vzdy v mnozstvi 600 g a pro ovéreni plivodu masa byl vidy odebran syrovy zmrazeny vzorek

v mnozstvi 100 g.

Tabulka 1: Terminy odbért v jednotlivych restauracich McDonald’s

Restaurace Odbér dne
1 | Praha, Vodickova 15 27.09. 2018
2 | Véclavské namésti 9, Praha, Vaclavské nameésti 27.09. 2018
3 | Na Prikopé 10, Praha, Na Pfikopé (Savarin) 27.09. 2018
4 | Sokolovska 2080, Praha, Florenc 04. 10. 2018
5 | Ceskomoravska 2420/15a, Praha, Galerie Harfa 04.10. 2018
6 | Namésti Republiky 1078/1, Praha, Palladium 04.10. 2018
7 | Milady Hordkové 98, Praha, Sparta 04. 10. 2018
8 | Vaclavské nam. 812/59, Praha, Muzeum 23.10. 2018
9 | Na Pankrdci, Praha, Arkady Pankrac 23.10. 2018
10 | Budéjovické nam., Praha, Budéjovicka 23.10.2018
11 | Roztylskd 2321/19, Praha, Centrum Chodov 23.10. 2018
12 | Vysocanska 20/382, Praha, Billa Prosek 25.10. 2018
13 | Veselskd 663, Praha, OC Letfiany 25.10.2018
14 | Skuteckého 1395/1, Praha - ﬁepy 19. 10. 2018
15 | Revnicka ulice 121/1, Praha, Metropole Zli¢in 19.10. 2018
16 | Spalena 2121/22, Praha, OC Quadrio 25.10.2018
17 | Plzenska 4, Praha, Andél 19.10. 2018
18 | Plzenska 8, Praha, OC Novy Smichov 19.10. 2018
19 | Praha, Vodickova 15 23.09. 2019
20 | Vaclavské namésti 9, Praha, Vaclavské namésti 23.09. 2019
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Zaveér

V odebranych vzorcich mrazenych a grilovanych hamburgeri byl z naméfenych hodnot
bilkovin, tuku, vody, 4-hydroxyprolinu a popela vypolten obsah masa. V syrovych
hamburgerech byl stanoven 100% podil masa a nebyl tudiz zjistén pfidavek vody nebo jinych
sloiek, které by mohly byt pouzity jako nahrada masa. Bylo potvrzeno, Ze pfi grilovani
odebranych vzork( mas (McRoyal 4:1 a Hamburger 10:1) dochazi k ztraté vody, v ddsledku
¢ehoi se snizuje celkova hmotnost jednotlivych kust. V grilovanych hamburgerech se proto
zvysuje podil svalovych tkani a mnozstvi masa nutné pro vyrobu 100 g tepelné opracovaného
hamburgeru tak odpovidd v priméru 130 g syrového masa. Tepelné opracovani je provedeno

zplsobem, diky kterému dochazi predevsim ke ztraté vody a nikoliv bilkovin nebo tukd.



Princip prikazu pivodu masa

Molekularné-biologické metody zaloZené na detekci deoxyribonukleové kyseliny (DNA) patfi
vzhledem ke své vysoké citlivosti a specifité mezi techniky pouzivané pfianalyze sloiek
potravin. DNA je univerzédlni molekula pfitomna ve vétsiné bunék Zivocidného organismu,
analyzy vzorkl rGznych Zivocisnych druh( i tkani Ize tedy provadét za stejnych podminek. DNA
je termostabilnéjsi nez proteiny, analyzy nukleovych kyselin mohou byt tudi pouZity
i pro rozbory vysoce tepelné opracovanych masnych vyrobkd. Pfi analyze slozek potravin byva
¢asto pouzivana polymerazova fetézova reakce PCR (angl. Polymerase chain reactin), ktera je
v soucasné dobé provérenou, rychlou a citlivou umoziujici sériové analyzy vzork( nukleovych
kyselin a je pouZivana i k autentizaci masa hovéziho, veprového, korského, jehnéciho,

kuteciho, kratiho, kachniho, ovciho, koziho, rybiho, jeleniho atd.

Ve vétsiné ZivoCiSnych bunék se DNA vyskytuje v jadfe a v mitochondriich, vyjimkou jsou
napfiklad zralé savéi €ervené krvinky. Zivocisné buriky mivaji zpravidla jedno jadro a mnoho
mitochondrii. Jaderna DNA je uvnitf eukaryotického bunécného jadra, je linearni a obsahuje
introny. Mitochondridlni DNA (mtDNA) se vyskytuje v mitochondriich bunék, je to kratka
kruhova molekula bez intron(, napf. lidska jaderna DNA je vice nez 180000krat delsi nez lidska
mtDNA. MtDNA je pfendSena po materské linii, jednotlivci maji tedy obvykle jen jednu alelu,
a proto je mozné vyhnout se sekven¢nim nejasnostem u heterozygotnich genotypu. Relativné
vysoka mira mutaci ve srovnani s jadernou DNA vede k akumulaci dostatecného mnozstvi
bodovych zmén, diky kterym lze rozliSit i blizce pfibuzné druhy. Pocet molekul mtDNA

v jednotlivych burikach ani tkanich neni konstantni, méni se béhem vyvoje organismu.

K pripravé masnych vyrobk( se vedle svaloviny pouZivaji i jiné ¢asti zvifete, jako tukova tkan,
kaze, Slachy a jedlé droby jako jsou jatra, srdce, ledviny atd. V zévislosti od druhu tkani se lisi
pocet bunék na hmotnostni jednotku tkané, a tim i mnoZstvi DNA. Nejvétsi mnozstvi DNA lze
izolovat z vnitinich organ(. PouZiti rGznych typu tkani pfi pfipravé masnych vyrobkl ovlivriuje
kvantitativni stanoveni podilu jednotlivych druht masa v ném, autentizace jednotlivych slozek
je vsak spolehlivd bez ohledu na ptivod analyzované tkané. Jednotlivé druhy masa z jednoho
zivoCisného druhu jako napf. pfedni nebo zadni maso analyzou DNA nelze rozlisit, protoze

DNA je stejna ve viech bunikach analyzovaného organismu.

Metoda PCR umoinuje enzymatickou amplifikaci vybrané sekvence DNA v cyklické reakci

o tfech teplotnich fazich. Prvni faze probiha pfi teplotach vysSich nez 90°C a dochazi



k denaturaci templatu, kterym je nejcastéji dvousroubovicova DNA. Nasleduje sniZeni teploty
na 50 — 65 °C, coz umozni nasednuti syntetickych oligonukleotidl (primery). Primery jsou
prodluZovany enzymem DNA-polymerdzou, nejcastéji pfi 72 °C. Tyto tfi teplotné odliSené
cykly se stfidaji, poCet stfidani je zpravidla 35 az 50, reakce probiha vétSinou do 3 hodin.
Ve zkumavce obsahujici reakéni smés a vzorek nukleové kyseliny dochdzi k syntéze mnoha
kopii useku definovaného primery, které tvofi hlavni produkt reakce. Reakce probiha
vtermocykleru ménicim teplotu v poZadovanych intervalech. Kseparaci, purifikaci
a identifikaci stejné dlouhych Gsekd DNA, tzv. amplikond, je nej¢astéji pouzivana elektroforéza
v agardzovém nebo polyakrylamidovém gelu rozdélujicim amplikony na zakladé jejich délky.
Tradi¢ni PCR s jednim parem primerl umoznuje analyzu jedné sekvence, pfidani nasobného
mnozstvi pard primerd do reakéni smési umozZniuje analyzu vice parametrd v jedné
mikrozkumavce, napf. simultanni autentizaci hovéziho, veprového, kureciho a koriského

masa. Tato modifikace je nazyvana multiplexni (mnohonasobna) PCR (angl. multiplex PCR).

PCR s fluorescentni detekci vredlném case (qPCR) dovoluje monitoring reakce v jejim
prabéhu, tzn. v jednotlivych teplotnich cyklech. Toho je docileno pridanim fluoroforu
doreakéni smési, nejéastéji byvaji pouZivany fluorescencné znacené syntetické
oligonukleotidy komplementarni k interni ¢asti amplifikovaného Gseku (sonda). Pfi qPCR je
tedy amplifikace kombinovana s emisi fluorescentniho signalu. Pristroj generuje graf zavislosti
hodnoty fluorescence na poradi teplotniho cyklu, ktery mulZe byt pouZit pro kvalitativni
i kvantitativni analyzy. V pribéhu PCR vzristd mnoistvi DNA teoreticky exponencialné, pfi
kazdém dalSim teplotnim cyklu tedy dochazi k zdvojnasobeni mnozstvi DNA. Znalost poltu
probéhlych cykli reakce a mnozstvi amplikon( v jednotlivych cyklech, umérné namérené

hodnoté fluorescence, umoziuje vypocitat pocdtecni mnozstvi DNA ve vzorku.

Analyza DNA v potravinach pomoci PCR je komplexnim viceparametrovym postupem, ktery je
nejcastéji slozen z téchto navazujicich krokl: odbér a priprava vzorku; homogenizace a vazeni
laboratorniho vzorku; izolace DNA, odhad kvality a kvantity DNA, fedéni na poZadovanou

koncentraci; PCR a/nebo qPCR a vyhodnoceni ziskanych vysledkud (Obrazek 2).
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Obrazek 2: Metodika PCR pro autentikaci plvodu masa a masnych vyrobku

Analyza byla provedena v akreditované laboratofi ZL UBM 1316.3 certifikovanou zkouskou:
Zderikova K., Demnerova K., Akhatova D., Fialova E., Krupa O., Kubica L., Lencova S.: VyuZiti
polymerazové fetézové reakce pro autentizaci hovéziho, veprového, kureciho a konského
masa, Praha, ¢ervenec 2017. ISBN 978-80-7592-005-8. Cilové useky amplifikace jsou shrnuty
v Tabulka 5.



Tabulka 5: Prehled cilovy useki pouZitych pro autentizaci hovéziho, veprového,

kufeciho a koniského masa PCR technikou

Zivo&isny druh Amplifikovany usek Specifikace

Kur domaci (Gallus gallus f. domestica) a
Krocan domaci (Meleagris gallopavo cytochrom b (mtDNA) mPCR; 169 bp
f. domestica)

Tur domaci (Bos primigenius f. taurus) cytochrom b (mtDNA) mPCR; 274 bp
Prase domaci (Sus scrofa domesticus) cytochrom b (mtDNA) mPCR; 398 bp
K{n domaci (Equus ferus caballus) cytochrom b (mtDNA) mPCR; 439 bp

cGMP fosfodiesterasa| mgPCR; znaceni 5'TexasRed

Tur domaci (Bos primigenius f. taurus) (8DNA) a 3' BHQ-2; 104 bp

mqPCR; znaceni 5' HEX

Prase domaci (Sus scrofa domesticus) beta-aktin (gDNA) 2 3' BHQ-1; 107 bp

interleukin 2 (II-2, | mqPCR; znageni 5' TAMRA

Kur domdci (Gallus gallus f. domestica)
gDNA) a 3' BHQ-2, 135 bp

mqPCR; znaceni 5' FAM

Savci a dribez Myostatin (gDNA) a3'BHQ-1; 97 bp

Pozn.: mtDNA: mitochondridini DNA; gDNA: genomovd (chromozomdaini) DNA; mPCR: multiplexni PCR; mgPCR: multiplexni
PCR s fluorescencni detekci v redIném case.

Mez detekce byla stanovena vypoctem z 10 technickych replikatd (95 %), jak je popsano
v ovéreni testl analytickych metod pro geneticky modifikované organismy. Detekéni limity
kvadruplex PCR byly 0,01 ng kufete, 0,01 ng hovéziho masa, 0,05 ng koné a 0,03 ng vepfové
DNA. gPCR umozZnilo detekci 30 kopii genomu haploidniho prasete, 26 kopii genomu

haploidniho skotu a = 11 kopii haploidniho genomu kurete ve vzorku.

Homogenizace vzorkd hamburgeri byla provedena v mlynku IKA A 10 (WERKE, DEU).
Navazeno bylo 200 mg homogenizovaného vzorku, z tohoto mnozstvi byla provedena izolace
DNA metodou pouZivajici detergent CTAB. Po izolaci DNA byla jeji kvalita a kvantita zmérena
spektrofotometricky a prostfednictvim horizontalni agardzové elektroforézy, ukazka vysledk(
je uvedena na Obrazek 3. Poté byla izolované DNA ziedéna na pozadovanou koncentraci
prostrednictvim vody zbavené nukleas. S takto pfipravenymi vzorky byly provedeny PCR

a qPCR. Prostfednictvim PCR byly amplifikovany useky mitochondrialni DNA Ctyr hospodarsky



vyznamnych druht zvitat a to skotu, prasete, koné a driibeze (kufe a krocan), ukazka ziskanych
vysledkd je uvedena na Obrazek 4. Prostfednictvim qPCR byla amplifikovany useky jaderné
DNA specifické pro tfi hospodafsky vyznamna zvifata a to skot, prase a kur domaci. Mimo tyto
useky byl amplifikovan rovnéz usek kddujici myostatin, ktery je univerzalni referencni sekvenci
pro amplifikaci DNA savcl a dribezZe, ukdzka ziskanych vysledki je uvedena na Obrazek 5.
Pfehled ziskanych vysledkl PCR mitochondrialni DNA je uveden na Obrazek 6, vysledkd gPCR
jaderné DNA pak na Obrazek 5.
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Obrazek 3: Elektroforeogram izolované DNA v 1% agarézovém gelu, 90 V, 90 minut. Drahy:

Mr = marker Lambda/Hindlll, 11a aZ 17a vzorky
H D; K

4 1
274bp 439bp
398 bp 169 bp

Obrazek 4: Ukazka vysledkii PCR analyzy. Drahy: M = marker (100 bp), Nt = beztemplatova
kontrola, 1 aZ 8 = rlizné vzorky, pozitivni kontroly V: vepfova DNA, H: hovézi DNA, D: kureci

DNA a K: konska DNA
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Obrazek 5: Ukdzka vysledki gPCR analyzované softwarem v2.0.6

Elektroforeogram
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Obrazek 6: Shrnuti vysledk( vzorkl analyzovanych prostiednictvim PCR, termocyklér T
Gradient (Whatman Biometra, DEU). Vzorek a je McRoyal 4:1 a vzorek b je Hamburger
10:1.
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Obrazek 7: Shrnuti vysledk( vzorki analyzovanych prostfednictvim qPCR, Termocyklér s
fluorescencnim detektorem ABI 7500 (Applied Biosystems, USA), vyhodnoceno softwarem

v2.0.6. Vzorek a je McRoyal 4:1 a vzorek b je Hamburger 10:1.

Zavér: Prostrednictvim analyz mitochondridlni i jaderné DNA bylo ve vsech analyzovanych

vzorcich prokazano DNA hovézi, zadné jiné druhy masa (koriské, vepirové, dribezi) nebyly

detekovany.
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