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ABSTRAKT

Predkladana diplomova prace se vénuje proteomické identifikaci vybranych skotapkovych
plodii na piikladu svate¢niho cukrovi. Za ucelem identifikace pfitomnych plodi ve vzorcich
byly vyuzity dva typy hmotnostni spektrometrie, jejichz vysledky mohou nabidnout vzajemné
doplnéni i srovnani. Teoretickd ¢ast se v pocatku zamétuje na nutriéni specifika skofapkovych
plodii. Jeji vyznamny dil se poté zabyva Sirokou otazkou falSovani a autentizace potravin, kdy
je duraz kladen na skotféapkové plody. Teoretickou ¢ast zakoncuje pohled na odbornost tématu

didaktickou optikou a jeho pfipadné moznosti zatazeni do vyuky chemie ¢i dalSich obort.

Predmétem analyzy bylo jedenact druhi skotapkovych plodl po vystaveni teplot, simulujici
peceni cukrovi, a sedm druht vano¢niho cukrovi (Sest komerénich vyrobkll a jeden druh
»heznamého* cukrovi, kde nebylo dopfedu zndmo, zjakého skotapkového plodu bylo
pripraveno). Vyuzita byla hmotnostni spektrometrie typu MALDI-TOF s naslednym
vyhodnocenim pomoci objektové-relaéniho databazového systému PostgreSQL, a to s cilem
ziskat charakteristické hodnoty m/z pro kazdy plod po teplotnim oSetfeni a nasledné porovnat
s hodnotami m/z nalezenymi ve vzorcich vano¢niho cukrovi. Pomoci nalezenych hodnot bylo
cilem identifikovat pfitomnost deklarovanych plodi a ur¢it, jaky plod byl pouZit v ,,neznamém*
cukrovi. Jejich identifikace v cukrovi byla potvrzena s rizné€ vysokou uspésnosti u Ctyt ze Sesti
vzorkll komer¢nich vyrobkil, mira Gispésnosti je vZdy zavisla na po€tech nalezenych unikatnich
hodnot m/z deklarovaného plodu. U ,,nezndmého* vzorku se podatilo spravné odhalit vyuZzity

skotapkovy plod na zaklad¢ ptitomnosti jedné tietiny unikéatnich hodnot m/z pro dany plod.

Dalsi vyuzitou metodou pro analyzu proteinové slozky vzorkl byla hmotnostni spektrometrie
typu LC-ESI-Q-TOF (pouze pro vzorky véano¢niho cukrovi), jeZ poskytuje detailnéjsi
informace o pfitomnych peptidech vcetné aminokyselinovych sekvenci. Touto metodou
ziskané hodnoty m/z byly porovnavany s unikatnimi hodnotami m/z, které byly ziskany
méfenim z MALDI-TOF MS. Zjistovany piekryv nalezenych hodnot je ale pomérné nizky.
Momentalné se tedy ukazuje postup, pfi némz byla vyuzita metoda MALDI-TOF MS jako
mozné. Ptesto 1ze s ohledem na vyss$i presnost a citlivost metody LC-ESI-Q-TOF MS oc¢ekavat

jeji znaény potencial ¢i dokonce moznost prekonat tspésnost méteni z MALDI-TOF MS.

KLICOVA SLOVA

autentizace potravin, hmotnostni spektrometrie, skofapkové plody, cukrovi, proteomika



ABSTRACT

This diploma thesis is devoted to the proteomic identification of selected nuts in festive cookies.
Two types of mass spectrometry were used for the nut identification; their outcomes allow for
comparison and completeness of the data. The theoretical part provides a comprehensive
overview of the nutritional values of nuts and the issues of food fraud and authenticity.
It concludes with a didactic view and potential applications in chemistry lessons and other

school subjects.

The experimental part analysed eleven different nuts, submitted to high temperatures, which
simulated baking and seven different types of festive cookies (six mass-produced cookies and
one type of cookie with priorly unknown content of nuts). Mass spectrometry MALDI-TOF
was used with subsequent evaluation using relational database system PostgreSQL to obtain
characteristic m/z values for each of the eleven heat-subjected nuts. These values were then
compared to the m/z values of the festive cookies to identify declared nuts and nuts used in the
"unknown" sample. This identification was proved with various success rates in four of six
mass-produced samples. The success rate was derived from the number of unique m/z values
found in each of the nuts. The "unknown" sample was correctly identified based on the presence

of one third of unique m/z values characteristic of the nuts.

Furthermore, an additional method used to analyse the protein components of the festive
cookies samples was mass spectrometry LC-ESI-Q-TOF, which provided more detailed
information about the present peptides and the amino acid sequences. The m/z values obtained
from this method were compared to the unique values from MALDI-TOF MS; however, the
data overlap was relatively low. This result suggests that the MALDI-TOF MS method is more

accurate; nevertheless, a relevant comparison of both methods is ambiguous for now.

Nonetheless, considering the higher accuracy and sensitivity of the LC-ESI-Q-TOF MS
method, it is to be expected its wider use and even the possibility of surpassing the success

of measurements from MALDI-TOF MS.
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Uvod

Skorapkové plody, lidové ofechy, do stravy ¢lovéka patii jiz odnepaméti, ackoli jsou to
zpravidla drobnd semena ¢i plody rostlin, jsou velmi cennou komponentou lidského
jidelnicku. Toto tvrzeni podporuje mimo jiné napt. akéni ramec pro rozvoj a implementaci
vefejnych zakdzek na potraviny a sluzeb pro zdravou vyzivu piedstaveny Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) z roku 2021. WHO nejen skrze tento rdmec zafazuje
ofechy mezi zdravi prospé$né potraviny. Tradi¢ni konzumaci vlaSskych nebo liskovych
ofechii v Ceské republice jiz dopliuji i dalsi ,.exotiét&jsi druhy skofapkovych plodi,
pficemz v soucasnosti u nds neni takovy problém zakoupit i nase nepiivodni ofechy.
K dispozici jsou nejen jakoZzto samotné plody, ale také ve smésich ¢i doplnéné o dalsi slozky
(napf. suSené¢ ovoce). Stale castéji jsou spotiebiteli ofechy s ohledem na svou vyssi
potizovaci cenu vyhledavany i v riiznych zpracovanych produktech, tj. v pecivu, cerealiich,

tyCinkach a dalSich potravinach.

Zajem o produkty obsahujici ofechy souvisi také s aktudlné rostoucim trendem konzumace
nizkosacharidovych produkti, tedy potravin bohatych na tuky a bilkoviny, ¢emuz ofechy
v naprosté vétSiné dokonale odpovidaji. U zpracovanych produktl jiz mize byt vizualné
Oftechy tak ve zpracované podobé mohou byt pravé s ohledem na vyssi pofizovaci ceny
vyznamné vice vzajemné zaménovany ¢i jinak falSovany. FalSovani v potravinafstvi nemusi
z nich (v souvislosti se skofapkovymi plody) patii rizika projevy alergie na pfitomné slozky,
jez nebyly deklarovany vyrobcem. Ve spojitosti s neustalymi riziky klamavého jednani viici
spotiebiteli jsou pochopitelné snahy vyvijet co mozna nejvice piesné, rychlé a financné méné
nakladné zpusoby, jak takova jednani odhalit. Autentizace potravin vyuZiva nejriizngjsi
analytické metody (nejcastéji na bazi analyzy DNA ¢i proteini) k ziskani pravosti informaci

deklarované vyrobcem o dané potraving.

Rovnéz tato préce si klade za cil potvrdit pravost informaci uvadéné vyrobcem v souvislosti
se skorapkovymi plody. Tato diplomova prace navazuje na bakalarskou praci autorky, kde
bylo cilem rozliSeni jedenacti druhli skotfédpkovych plodii mezi sebou na zakladé

proteomického slozeni. Jiz v rdmci bakalarské prace bylo potvrzeno, Ze rozliSeni vSech



jedendcti plodl je od sebe navziajem mozny. Vzorky byly v ramci pfedchozi prace stépené
enzymem trypsinem, a poté méfeny pomoci techniky hmotnostni spektrometrie, konkrétné
metodou MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry). Cennymi vysledky z bakalaiské prace jsou charakteristické hodnoty m/z, jez
determinuji kazdy zjedenacti druht skotapkovych plodi v této porovnavané skupiné.
Ziskané vysledky a odpovédi na otazky obvykle budi dalsi otazky, ani nyni tomu nebylo

jinak a na tyto otazky se pokusi pfinést odpovédi pravé nasledujici diplomova prace.

Cilem ptedkladané diplomové prace je podpofit vyuzitelnost metody MALDI-TOF MS 1 pii
analyze realnych produktii, v jejichz slozeni jsou pravé nékteré ze skotapkovych ploda
deklarovany. Pro ucely naplnéni tohoto cile byly modelové zvoleny vzorky vanoc¢niho
cukrovi, jez obsahuji vybrané skotdpkové plody. Ponévadz pecivo a cukrovi obvykle
prochazi vradmci své pfipravy pecenim, podpofilo to vznik dal$i otdzky, respektive
v preneseném vyznamu cile prace, a sice, zda jednotlivé skorapkové plody budou poskytovat
stale stejné ¢i odlisSné charakteristické hodnoty m/z. Prvotnim cilem se tedy stalo zjistit, jaké
jsou unikatni hodnoty m/z pro pecené varianty jiz diive rozliSenych skotfapkovych ploda
s potencialni moZnosti identifikovat vystaveni teploty u analyzovanych plodi. Nasledné je
cilem aplikovat stejny postup pro analyzu realnych vzorkli vano¢niho cukrovi se snahou

verifikovat metodu MALDI-TOF MS pro identifikaci ptitomnych skotapkovych plodi.

Ponévadz data ziskand méfenim MALDI-TOF MS v kone¢ném pohledu poskytuji ,,pouze®
hmotnostni spektra s identifikovanymi charakteristickymi hodnotami m/z bez dalsi
konkretizace identifikovaného peptidu jako je jeho plivod ¢i aminokyselinova sekvence. Lze
ocekavat, Ze ve vzorcich jako je vadnocni cukrovi budou identifikovany peptidy 1 z dalSich
ingredienci, které se v hmotnostnim spektru rovnéz projevi signdlem, tento signal muize byt
siln€j$i, a tedy prekryt ¢i zabradnit projevu ostatnich méné zastoupenych slozek, tj.
1 pfitomnym skofdpkovym plodim. Na zakladé toho je cilem vyuzit 1 dal§i metodu,
konkrétné LC-ESI-Q-TOF MS (liquid chromatography electrospray ionization quadrupole
time-of-flight mass spectrometry) pro ziskani detailnich informaci o nalezenych peptidech.
Pro celkové hodnoceni mohou byt zasadni, jak shody, tak ale i rozdily ve vysledcich obou
metod. Klicovym cilem je zhodnoceni vyuzitych postupli s ohledem na jejich mozné

uplatnéni pii identifikaci pfitomnosti skofapkovych ploda v produktech.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Suché skorapkové plody

Za skotapkové plody jsou a priori povazovany ofechy (Hlavatd, 2015). Neni ale zcela
vhodné davat mezi tato zdanliva synonyma rovnitko. Biologie, respektive botanika, dokaze
jednotlivé skotapkové plody velmi dobie roz¢lenit, pficemz se ne vzdy musi jednat o plody
jako takové. Kategorie pravych ofecht piislusi pouze nékterym ze skupiny skotapkovych
plodi, a to konkrétné tém, jez botanicky odpovidaji suchym nepukavym plodim. Mezi né¢
patii napftiklad ofechy liskové nebo makadamové (Valicek, 2002). Skupinu skofapkovych
plodl nelze tak pfili§ snadno generalizovat, poné¢vadz se nejednd jen o ofechy, nybrz takeé
o semena, jadra semen ¢i Casti plodi rostlin péstovanych ptedev§im v tropickych ¢i
subtropickych oblastech (Vali¢ek, 2002). Oznaceni suché skorapkové plody prameni
z povahy plodu jako takovych. Oproti , klasickym® duznatym plodiim jsou skotapkové plody
tvrdé a skutecné i relativné suché, prestoze jsou velmi bohaté na tuky (Dostalova & Kadlec,

2014).

1.1.1 Charakteristika a spotrebitelské zarazeni

Z potravinaiského pohledu skotfapkoveé plody patii mezi ovoce (Dostalova & Kadlec, 2014),
jedna se ale o velmi specidlni, ovSem neméné dileZitou skupinu. Dalo by se polemizovat
nad tim, Ze do zékladniho pojeti ovoce tyto plody pfili§ nezapadaji, nicméné je to jen prvotni
zdani. A¢ skotapkové plody neobsahuji vysoké procento vody, jako je tomu u vétSiny
dostupného ovoce (Hlavatd, 2015), tak jejich podobnost s klasickym ovocem tkvi ve
vyznamném podilu nutricné cennych latek, jako jsou vitaminy, mineraly a tzv. bioaktivni
latky (Hlavata, 2015; Velisek, 2002b). Dostalova a Kadlec (2014) uvadi, ze se ovoce dale
¢leni nejen do zakladnich skupin, ale ptidavaji naptiklad tropické ovoce, hrozny a dalsi.
Skotapkové plody svou vlastni kategorii maji také, nazyva se skorapkové ovoce, a 1ze tam
veskeré ,,ofechy* bez obav zafadit. Obecné jsou skotfdpkové plody povazovéany za velmi
heterogenni skupinu zahrnujici nejen ofechy a semena, ale také se k nim ptidruzuji naptiklad
arasidy (Brufau et al., 2006), jeZ maji zvlastni postaveni. Jejich specifikum je dano tim, Ze
botanicky patii spiSe k luSténindm nikoli k ovoci. Jejich spojeni s dal§imi skofapkovymi

plody tak ¢isté vychazi z nutri¢éniho sloZeni.
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Arasidy nejsou jedinym piikladem' piidruzeni ke skofdpkovym plodim, dalii takovou
ukazkou mohou byt kuptikladu jedl¢é kastany (Sathe et al., 2008a). Jejich ptidruzeni prameni
z podobnosti ve smyslu nasledné konzumace a eventualnich uprav na dalsi potravinaiské
produkty (Kadlec et al., 2012). Vyzivovy potencidl ¢i botanické hledisko je ale jiz vice
odlisné od zékladni skupiny skofapkovych plodu (Sathe et al., 2008a). Logicky vétsi vyznam
ma pfifazeni naptiklad tzv. alaburek neboli sdjovych ,,ofiski*. Jedna se o prazené sdjové
boby, siln¢ pfipominajici vzhledem i chuti arasidy (Bonku & Yu, 2020). Objevuji se piipady,
kdy vyrobci k témto ,,ofiSkim* pfidavaji v malém zastoupeni také arasidy, coZ spotiebitel
mnohdy ani nemusi poznat (Zdravi z ptirody, n.d.). Dokonce i vyzivové hodnoty na prvni
pohled mohou odpovidat nékterym skotapkovym plodim (Bonku & Yu, 2020), prazené
sojové boby tvoii ptiblizné€ z jedné tietiny bilkoviny (Zdravi z pfirody, n.d.), coZ naznacuje
podobnost naptiklad k prav€ zminovanym ara$idim. Obsah lipidd jiz ale neni tak vysoky,
proto mohou byt tedy spiSe alternativnim zdrojem rostlinnych bilkovin nikoli tukt

(Bonku & Yu, 2020; Zdravi z ptirody, n.d.).

Prehled vesSkerych ofechtli, semen a plodl pattici do skupiny skofapkovych ploda je
specifikovan vyhlaskou ¢. 397/2021 Sb., §11. Kromé jiz zminénych arasidi, jedlych kastanti
¢i liskovych ofechti zahrnuje dale klasicky: keSu, kokos, mandle, makadamové otfechy, para
ofechy, pekanové ofechy, piniové ofisky, pistacie a vlasské ofechy. Mimo zakladni skupinu
skotapkovych plodl taktéZ vySe uvedend vyhlaSka charakterizuje mozné formy a podoby
prodévanych plodi. Tzn., zdali se jedna o ofechy ve skotapce, pouze jako jadra, piipadné
v prazené ¢i solené formé. Charakterizovany jsou zde téZ nezbytné ndroky na fyzikalni,
chemické a jakostni vlastnosti plodii véetné pozadavkli na ofechové produkty, jako jsou

napiiklad rizné ofechové pasty ¢i mouky.

1.1.2 Biochemické sloZeni a latkova charakteristika skorapkovych plodi
Biochemicke sloZeni skotfapkovych plodi z primarniho hlediska zahrnuje vSechny zakladni

makroziviny, tj. proteiny, lipidy a sacharidy. V nékterych piipadech se jesté k makroZivindm

! Kromé jiz zminénych ptidruzenych ,,skofapkovych plodi“ (arasidy, jedlé kastany, alaburky) Ize v tomto
kontextu pfipomenout rovnéz piniové ofiSKky, jez jsou seminka pochazejici ze SiStic borovice pinie (Hieke,
2008), a tak také mezi ostatni skofapkové plody chceme-li ,,ofechy* stoprocentné nezapadaji.
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uvadi i podil vody. Ackoli voda nedodava télu energii jako ziviny, je nedilnou soucasti lidské
potravy (Péanek, 2002). Jiz vySe bylo zminéno, ze procentudlni zastoupeni vody
u skotapkovych ploda neni pfili§ vysoké (Hlavata, 2015), ¢imz se znacné lisi od ostatniho
ovoce eventualné plodi rostlin v§eobecné. Zakladni pomér makrozivin u jednotlivych druhti
skotapkovych plodt je pfirozené dan konkrétnim druhem, ale také kvalitou pidy, naslednou
sklizni, zpracovanim a uchovavanim (Kadlec et al., 2012). Skoiapkové plody jsou
z makrozivinového hlediska zajimavé pro sviij obvykle velmi vysoky podil lipidi, jez
v drtivé vétSiné zahrnuji vyS$§i mnozstvi zdravych nenasycenych mastnych kyselin
(Bonku & Yu, 2020). Nicméné nékteré ze skotapkovych plodl jsou rovnéz povazovany za
vhodny zdroj bilkovin (Sa et al., 2020). I ptfestoze lze bohatost proteinového slozeni
porovnavat s zivociSnymi bilkovinami jen obtizné (Velisek, 2002a), stile maji své
pomérné zasadni misto mezi rostlinnymi proteiny lidské stravy (Péanek, 2002). Podil
sacharidi je v ramci slozeni skotapkovych plodi velmi variabilni a celkové neni pfilis

vyznamny v porovnani s vysokym podilem lipidi (Bonku & Yu, 2020).

Latkové slozeni skotfapkovych plodi samoziejmé nekonci zdkladnimi makrozivinami,
obsahuje neméné dilezité dalsi, pfesto vSak minoritni sloZzky, jeZ jsou oznacovany jako
mikroziviny. Patfi sem vitaminy, mineralni latky a tzv. bioaktivni slou€eniny zahrnujici

predevsim latky s antioxida¢nimi G€inky (Panek, 2002; Velisek, 2002b).
Vyznamnym makro i mikronutrientiim jsou vénovany nasledujici ¢asti této podkapitoly.

Makronutrienty

Jako prvnim nutrientem se nabizi voda, tfebaZze méné vyznamna ve sloZeni skofapkovych
plodi, tak je klicovou soucasti potravy clovéka. Piestoze se ne vzdy hovofi o Ziviné jako
takové, je vhodné ji pii obecném slozeni pfipomenout, jelikoz mé svou nezastupitelnou
ulohu v organismu podobné jako ostatni ziviny (Kleiner, 1999; Panek, 2002). MnozZstvi vody
ve skotapkovych plodech byva zavislé na lokalité¢ a dob¢ sklizn€, ptipadné i na nasledné
manipulaci s plody (Kadlec ef al., 2012; Sathe et al., 2008a). Obecné je zddouci nizsi obsah
vody (respektive vlhkosti), ponévadZ plody nepodléhaji tak snadno zkéze ¢i nechténym
biologickym a chemickym zméndm (Sathe et al., 2008a). Ptipustné mnozstvi vody je

v Ceské republice definovano vyhlaskou &. 397/2021 Sb., ve znéni pozd&jsich piedpisi.
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Obvyklé zastoupeni vlhkosti v celych plodech (tzn. i se skofapkou) se pohybuje okolo 10 %
(uvedeno v hmotnostnich procentech). Jedinou vyjimkou mezi plody je kokosovy oiech,
jenz ve své podstaté predstavuje duznaty plod chranény skotrdpkou. Ovoce a duznaté plody
jsou charakterizovany pfirozen¢ vyssim podilem vody, a v pfipad¢ kokosu je limit obsahu

vody stanoven na hodnotu 47 % (uvedeno v hmotnostnich procentech).

Prvni klasickou makrozivinou jsou tedy az sacharidy, jez jsou pro skotapkové plody téz
méné vyznamné. Zastoupeni sacharidi se pohybuje v rozpéti cca 10 g sacharidii na 100 g
plodl az 30 g sacharidli na 100 g plodl. Nejvyssi zastoupeni vykazuji keSu ofechy a pistacie
(v obou ptipadech je zastoupeni sacharidli kolem 30 g na 100 g plodti), v ostatnich ptipadech
lze hovotit o primémé hodnoté kolem 15 g na 100 g plodid (Bonku & Yu, 2020;
Brufau et al., 2006), hodnota je pfirozen¢ variabilni i dle podminek pfi sklizni vcetné
nasledného zachazeni s plody (Kadlec et al., 2012; Sathe et al., 2008a). Skotapkové plody
z hlediska sacharidového zastoupeni obsahuji zejména sacharosu, monosacharidy témér
neobsahuji (Sathe et al., 2008a), coz vykazuje znac¢ny rozdil v porovnani s plody klasického

ovoce, které je v riiznych mnoZzstvich bohaté na ovocny cukr (fruktosu).

Skotapkové plody jsou rovnéz dobrym zdrojem vlakniny, coz je specifickd sacharidova
slozka potravy, kterd je pro Clov€ka nestravitelna, ale pozitivné plisobi na lidské zdravi
(Panek, 2002). V ptipadé¢ skotapkovych plodii se nejedna o adekvatni ndhradu ovoce ¢i
zeleniny, nybrz jde spiSe o dopln€k z hlediska zatazeni dalSiho zdroje vlakniny do potravy
(Bonku & Yu, 2020). Vldknina celkové podporuje normalni funkci gastrointestinalniho
traktu a ma pozitivni uc¢inek na udrZovani télesné hmotnosti, udrZzovani hladiny glukosy
a hladiny cholesterolu v krvi, ¢imz souhrnn€ kladn€¢ ptisobi na kardiovaskuldrni soustavu

¢loveéka (Bonku & Yu, 2020; Panek, 2012).

Dal8imi velmi podstatnymi makronutrienty jsou bilkoviny, ptestoZze i mnozstvi bilkovin je
napftic skofapkovymi plody taktéZ velmi variabilni, tak se jiZ jednd o pomérné zasadni nikoli
zanedbatelné mnozstvi (Sathe et al., 2008a). Vyjimkou je zde opét Cerstvy kokosovy ofech,
u n&z je mnozstvi proteind relativné nizké, a sice 3,0 g na 100 g plodu
(Agyemang-Yeboah, 2011). Skotapkové plody predstavuji pomérné dobry zdroj bilkovin se
zohlednénim na to, Ze se jedna o potravinu rostlinného ptivodu. U potravin zivocisSného

puvodu (zejména u masa) lze samoziejmé hovofit o aminokyselinoveé bohatsi straveé a naproti
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tomu je jednostrannd rostlinna strava vzdy obvykle chudsi na kvalitni bilkovinné zdroje
(Velisek, 2002a). V porovnani s bilkovinami zivocisného pivodu maji pifirozen¢ odlisné
aminokyselinové slozeni a cast esencialnich aminokyselin v nich ani neni prakticky
zastoupena (Venkatachalam & Sathe, 2006). V ptfipadé skorapkovych plodl je obecné
limitujici az chybé&jici aminokyselinou threonin (Brufau et al., 2006; Venkatachalam
& Sathe, 2006), dale pak v naprosté vétsin€ skotapkovych plodia (vyjma pistécii) je to
aminokyselina lysin (Sathe et al., 2008a). Obecné¢ jsou ale skofapkové plody hodnoceny jako
méné kvalitni zdroj bilkovin s ohledem na mensSi zastoupeni nékterych esencidlnich
aminokyselin (Velisek, 2002a). Dalsi limity jsou spiSe zavislé na konkrétnich druzich, jako
napiiklad mandle maji své charakteristice limitujici aminokyseliny cystein a methionin
(Sathe et al., 2008a; Venkatachalam & Sathe, 2006). Nejlépe aminokyselinové vybavené
jsou para otechy, které maji pestiejsi zastoupeni esencialnich aminokyselin proti ostatnim
plodim (Sathe et al., 2008a), nicmén¢ jejich konzumace by neméla byt zvysSena, nybrz spise

naopak kvuli velmi vysokému obsahu selenu (Sathe ef al., 2008a; Silva et al., 2019).

Mezi nejvice zastoupené makroZiviny napii¢ skofapkovymi plody patii lipidy. Obsah tukt
je fakticky u vSech skotfapkovych plodi nejvyssi ze vSech dostupnych Zivin, a je tedy
v rozpéti hodnot ptiblizn¢ 33,5 g lipidi na 100 g plodi v ptipad¢ Cerstvého kokosu
(Agyemang-Yeboah, 2011) az po cca 75,8 g lipidi na 100 g plodt v pripadé¢ makadamovych
ofechli (Brufau et al., 2006). Primérné skofapkové plody tedy obsahuji alespoini z poloviny
své hmotnosti tuky. MnoZstvi tukii je podobné jako u ostatnich Zivin samoziejmé variabilni
s ohledem na konkrétni druh ale 1 lokalitu, kde jsou skofapkové plody péstovany

(Brufau et al., 2006; Sathe ef al., 2008a).

Skotapkové plody maji velice ptiznivé lipidové sloZeni, pon&€vadZ v naprosté vétSiné
pfevazuji nenasycené mastné kyseliny nad nasycenymi, a to pomérné vyrazné. Vyjimku
mezi zkoumanymi plody tvofi pouze kokosovy ofech, jehoZ lipidova charakteristika
vyjadfuje presny opak, tzn. vyrazné¢ dominuji nasycené mastné kyseliny. Z tohoto divodu
kokos neni pftili§ vhodnym zdrojem zdravych tukl ve stravé ¢lovéka (Agyemang-Yeboah,

2011; Sathe et al., 2008a).

Obrazové vyjadfeni podilu nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin u vybranych

jedenacti skotapkovych plodi je vyjadieno graficky na nasledujici strané€ (graf 1).
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Zastoupeni nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin ve
vybranych skorapkovych plodech

Arasidy

Kesu

Kokos

Liskové orfechy
Makadamové ofechy
Mandle

Para ofechy

Pekany

Piniové ofisky
Pistacie

Vlasské orechy

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
g/100 g
H Nasycené mastné kyseliny B Nenasycené mastné kyseliny

Graf 1: Zastoupeni nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin ve vybranych jedenacti druzich
skofapkovych ploda (zdroj dat: Sathe et al., 2008a, s. 16).

Vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin ptedstavuje urcité zdravotni benefity, ma
napfiiklad vliv na snizovani mnozstvi nizkodenzitnich lipoproteinovych ¢astic (LDL) v krvi
¢i obecné pozitivni vliv na zdravi kardiovaskularniho systému ¢loveka (Sathe ef al., 2008a).
I pfes tyto pfiznivé zdravotni benefity neni vhodnd nadmérna konzumace skotapkovych
plodi. Uvadi se obvykla porce kolem 25 g na den, pfipadné 100 az 150 g na tyden, vZdy ale

s ohledem na ostatni energeticky pfijem jedince (Hlavata, 2015).

Mikronutrienty

Vzhledem k tomu, Ze maji skotdpkové plody ve svém slozeni nejvetsi podil tukt, tak v jejich
sloZeni dominuji vitaminy rozpustné v tucich, zejména pak tokoferol (vitamin E). Tokoferol
je pfitomny v nutricnim sloZeni vSech skofapkovych plodl a jeho vliv na organismus je
velice pozitivni (Sathe et al., 2008a; Svacina et al., 2008). Nejveétsi mnozstvi se ho nachazi
v mandlich, nejméné naopak v kokosovém ofechu (Sathe et al., 2008a). Vitamin E vykazuje

antioxidacni ucinky a spolecné se zdravymi tuky piiznivé plsobi na kardiovaskuldrni



soustavu ¢loveka (Svacina et al., 2008). Dale dominuji vitaminy fady B (Sathe et al., 2008a).
Oftechy predstavuji velice vhodny zdroj vitamint skupiny B, zvlasté pak thiaminu (B1),
niacinu (B3), kyseliny pantothenové (Bs) a pyridoxinu (Be), dalsi vitaminy z fady B jsou jisté
ve skotapkovych plodech taktéz obsazeny, ale jiz je tieba vice zohlednit konkrétni druh, jenz
je za timto Gcelem konzumovan. Ve slozeni nekterych ofecht se vyskytuje také vitamin
A, C nebo K, tyto vitaminy se jiz nevyskytuji napiic celym spektrem skotéapkovych ploda
(Sathe et al., 2008a). Piitomnost vitaminti v potrave je pro spravné fungovani téla naprosto
nezbytna, proto Ize z tohoto hlediska skotapkové plody fadit na tirovent ovoce ¢i zeleniny.
Vyskytuje se dokonce oznacéeni tzv. superpotraviny, jez skotfapkovym plodim piislusi diky

své nutri¢ni bohatosti vzhledem k potfebnému mnozstvi na porci (Hlavata, 2015).

Skotapkové plody déle obsahuji mineralni latky?, kdy vétSina plodd obsahuje piedevsim
Ca, K, Mg, P, coZ jsou majoritni prvky, které se v ofeSich nachazi. Déle jsou velmi Casto
pritomny tzv. minoritni prvky a pro skotapkové plody jsou typické tyto nasledujici tii: Fe,
Mn, Zn. Tieti skupinu pak tvoti tzv. stopové prvky a mezi n¢ se fadi Cu a Se, které jsou pro
nekteré ofechy téz charakteristické (Sathe er al., 2008a; Velisek, 2002b). Rozdéleni
jednotlivych prvki do tfech zminénych kategorii kopiruje jejich zastoupeni ve 100 g plodi;
majoritni — stovky mg/100 g, minoritni — desitky mg/100 g, stopové — jednotky a méné
mg/100 g (Velisek, 2002b). Presné zastoupeni vSech pfitomnych minerdlnich latek je
pfirozené opét vazané nejen na konkrétni druh, eventudlné jeho odriidu, ale rovnéZ na

zemépisnou lokalitu péstovani respektive i na kvalitu pidy (Sathe et al., 2008a).

Mineralnimi latkami sloZeni ale nekonci, skotfapkové plody dale obsahuji tzv. bioaktivni
latky. Jedna se o latky, které nemaji pfimo vyzivovou funkei, ale slouZi jako urcita podpora
pro vstiebavani nékterych zivin, pfipadné maji ochrannou funkci (Sathe ef al., 2008a). Tyto
latky maji Casto charakter antioxidantu a v pfipadé skotfapkovych ploda se jednd o latky
piibuzné fenolu (fenolické kyseliny, flavonoidy a dalSi) ¢i sterolu, tzv. fytosteroly
(Alasalvar & Shahidi, 2008). Latky s antioxida¢nim charakterem pojmou volny radikal
achrani organismus napiiklad pfed vznikem nadorového onemocnéni, rozvojem

atherosklerosy ¢i dalSich civiliza¢nich nemoci. Jedna se tedy o skupinu latek, jez je velmi

2 Pfestoze jsou mineralni latky v celé praci vyjadfovany jako jednotlivé chemické prvky, jedna se pouze o zéapis
umoznujici snazsi orientaci v textu; veskeré prvky se v potravé i téle clovéka vyskytuji jako odpovidajici ionty.
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vyhodna pro prevenci pied celou fadou onemocnéni. Piestoze jsou latky fenolické povahy
napfi¢ skordpkovymi plody hojné obsazeny, jen velmi malou c¢ast Cloveék skutecné
zkonzumuje. Dlivodem je fakt, Ze nejvétsi koncentrace antioxidantii se nachazi ve slupce ¢i
tésné pod ni. Pokud se pied konzumaci jadra této slupky zbavi, jsou pak ofechy pochopitelné
o antioxidac¢ni u¢inky chudsi (Sathe et al., 2008a). Co se antioxida¢niho ucinku tedy tyce, je
vyhodné konzumovat plody se slupkou, jako jsou naptiklad bézné konzumovany vlasské
ofechy. Antioxidacni potencidl sice plody odstranénim slupky ztraci, nicméné naprosta
vétSina znich si svilj antioxidacni potenciadl ponechavéd naptiklad i1 skrze pfitomnost
tokoferolu, jehoz zastoupeni je, s ohledem na jeho rozpustnost v tucich a velké mnozstvi

tukti ve skotrapkovych plodech, velmi vyznamné (Sathe et al., 2008a; Svacina et al., 2008).

Posledni podstatnou skupinou latek ve slozeni skotdpkovych plodi jsou fytosteroly, jez se
daji téz pftifadit k bioaktivnim latkam, jelikoZ nemaji a priori nutritivni funkci. Jednd se
o latky pfibuzné cholesterolu a pro rostlinu maji velmi dilezitou strukturni funkci. Pro
¢lovéka v potraveé nesou tyto latky zna¢ny benefit v souvislosti se vstiebavanim cholesterolu

a s regulaci jeho hladiny v krvi (Sathe et al., 2008a).

Obecné¢ vzato jsou skotfapkové plody pomérné nutricn€ bohatou potravinou, pokud vezmeme
v potaz doporucenou denni porci (cca 25 g), kdy jsou plody velice kvalitnim zdrojem tukd,
dopliiuji je bilkoviny a jsou bohaté na celou fadu minerdlnich latek a vitaminQ
(Hlavata, 2015). Bohatost je samoziejm¢ véc prvni, schopnost poté vyuzit takovy potencial
v téle Cloveéka je jiz véc druhd. Mnoho nutrienti mé vyznamny potencial, ktery musi byt
podpofen vhodnou kombinaci dal$i nutrienti — typicky pfitomnost tukd s vitaminy
rozpustnych v tucich, anebo pomérové zastoupeni konkrétnich prvkid, velmi casto se
sklofiuje pomér Ca a P. Toto samoziejmé nejsou jedind uskali, ale zaleZi i na individualité
kazdého cloveka, respektive jeho traviciho traktu, ne vzdy je potravinu mozné plnohodnotné

vyuzit, prestoze je ,,papirové” velmi hodnotna (Sathe et al., 2008a).

Kazdy druh skofapkového plodu se pochopitelné vyznacuje svym konkrétnim slozenim,
pfesto v§ak mohou byt v obsahu jednotlivych makroZivin i mikroZzivin rozdily souvisejici
s celkovymi podminkami péstovani a sklizn€. Stru¢nd charakteristika nutrientli vSech
jedenacti zkoumanych ploda, véetné piehledovych tabulek vyzivovych hodnot, je uvedena

v nasledujici podkapitole 1.1.3 Nutri¢ni specifika zvolenych skotapkovych plodi.
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1.1.3 Nutri¢ni specifika zvolenych skorapkovych plodu

AraSidy

Arasidy jsou pridruzenym predstavitelem skofapkovych plodi, jelikoz by se formalné tadily
mezi luSténiny. Primémé z poloviny své hmotnosti obsahuji tuky, pfiblizné ze Ctvrtiny
hmotnosti jsou obsazeny bilkoviny (Brufau et al., 2006) a zbylé mnozstvi patfi samoziejmée
sacharidim, vldknin¢ a mikrozivindm. Z mikrozivin jsou pomérné bohaté na vitaminy
fady B, vitamin E a déle také zejména na K, Mg a P (Mingrou ef al., 2022). Detailni pohled

na pramérny vyzivovy profil klicovych nutrientli u arasidi je zpracovan v tab. 1.

Tabulka 1: Primérné zastoupeni makronutrienti a vybranych mikronutrientti u arasida.

AraSidy (mnoZstvi makroZivin a klicovych mikroZivin, energeticka hodnota: 567 kcal/100 g)

Voda Vit. B Vit. E Fe
(g/100 g) 6,5 (mg/100 g) 0,64 (mg/100 g) 8,33 (mg/100 g) 4,580
Sacharidy Vit B: Ca Mn
(g/100 g) 7.6 (mg/100 g) 0,14 (mg/100 g) 92,00 (mg/100 g) 1,930
Vlaknina Vit. B3 K Zn
(g/100 g) 8,5 (mg/100 g) 12,06 (mg/100 g) 705,00 (mg/100 g) 3,270
Bilkoviny Vit. Bs Mg Cu
(g/100 g) 25,8 (mg/100 g) L7 (mg/100 g) 168,00 (mg/100 g) 1,140
Tuky Vit. Be P Se
(g/100 g) 49,2 (mg/100 g) 0,35 (mg/100 g) 376,00 (mg/100 g) 0,007

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

KeSu

Oftechy kesu jsou ptirozené bohaté na tuky (tvoii témét polovinu hmotnosti) a proteiny, jichz
ve slozeni primérné nalezneme kolem pétiny jejich hmotnosti (Brufau et al., 2006).
Z hlediska mikrozivin jsou zde dominujici vitaminy skupiny B, zejména pak Bj;, dale
vitaminy E a K. Z minerélnich latek stoji za zminku K, Mg a P, stopov¢ jsou zdrojem rovnéz
Fe a Zn (Sathe et al., 2008a). Piehled nutrienti keSu ofechii (pro mozné cely srovnani

s ostatnimi plody) je zpracovan v tab. 2.
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Tabulka 2: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrient u kesu ofechu.

Kesu ofechy (mnoZstvi makrozivin a klicovych mikroZivin, energeticka hodnota: 553 kcal/100 g)

Voda Vit. B1 Vit. E Fe
(g/100 g) 32 (mg/100 g) 0,42 (mg/100 g) 0,90 (mg/100 g) 6,680
Sacharidy Vit B Ca Mn
(g/100 g) 26,9 (mg/100 g) 0,06 (mg/100 g) 37,00 (mg/100 g) 1,660
Vlaknina Vit. B3 K Zn
(g/100 g) 3,3 (mg/100 g) 1,06 (mg/100 g) 660,00 (mg/100 g) 5,780
Bilkoviny Vit. Bs Mg Cu
(g/100 g) 18,2 (mg/100 g) 0,86 (mg/100 g) 292,00 (mg/100 g) 2,220
Tuky Vit. Be P Se
(g/100 g) 43,8 (mg/100 g) 0,42 (mg/100 g) 593,00 (mg/100 g) 0,019

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

Kokos

Kokos se lehce odliSuje tim, ze v Cerstvé podobé obsahuje nemaly podil vody. Proteiny
dosahuji 3 % hmotnosti a cca jeji tfetinu tvoti nepftili§ kvalitni tuky. Na Ziviny je chudsi nez
ostatni skotfdpkové plody, dominuji vitaminy skupiny B, zprvkll predev§im K

(Agyemang-Yeboah, 2011). V tab. 3 je zpracovan Zivinovy piehled primérného kokosu.

Tabulka 3: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrientl u ¢erstvého kokosu.

Cerstvy kokos (mnoistvi makroZivin a kli¢ovych mikroZivin, energeticka hodnota: 354 kcal/100 g)

@100 0 mging O gty O* mging 24
wien 2 wien O mgig 40 gy 0
@i 0 @iy O gy 00 mgineg IO
@on P ey OO0 pioen 20 ging 04
@ivg P gy 0% @iy 30 gy OO0

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.
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Liskové orechy

Liskové ofiSky jsou velmi hodnotné, ve svém slozeni obsahuji pies 60 % tukli a dominuji
zde esencialni nenasycené mastné kyseliny, jez pozitivné pusobi na zdravi lidského
organismu (Sathe et al, 2008a). Mnozstvi bilkovin sice nedosahuje maxima mezi
skotapkovymi plody, ale jejich zastoupeni neni zanedbatelné (kolem 15 %). Mikrozivinové
slozeni je taktéz ptivétivé, obsahuji vitaminy B a vitamin E, navic obsahuji dilezité prvky
jako je Ca, K a stopové i Fe a Zn (Alphan et al., 1996). Celkovy piehled nutrientii je opét

zpracovan v tabulce nize (tab. 4).

Tabulka 4: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrientt u liskovych ofechu.

Liskové ofechy (mnozZstvi makrozivin a klicovych mikrozZivin, energeticka hodnota: 628 kcal/100 g)

Voda Vit. B1 Vit. E Fe
(g/100 g) >3 (mg/100 g) 0,64 (mg/100 g) 13,00 (mg/100 g) 4,700
Sacharidy Vit B Ca Mn
(g/100 g) 7.0 (mg/100 g) 0,11 (mg/100 g) 114,00 (mg/100 g) 6,180
Vlaknina Vit. B3 K Zn
(g/100 g) %7 (mg/100 g) 0,18 (mg/100 g) 680,00 (mg/100 g) 2,450
Bilkoviny Vit. Bs Mg Cu
(g/100 g) 15,0 (mg/100 g) 0,92 (mg/100 g) 163,00 (mg/100 g) 1,720
Tuky Vit. Bs P Se
(g/100 g) 60,8 (mg/100 g) 0,56 (mg/100 g) 290,00 (mg/100 g) 0,002

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

Makadamové ofechy

Makadamové ofechy vévodi mezi vSemi vybranymi skotapkovymi plody z hlediska obsahu
tukt (cca 75 % hmotnosti). Ve slozeni pievazuji nenasycené mastné kyseliny nad
nasycenymi a lze je tak povazovat za zdroj kvalitnich tukti (Brufau et al., 2006). MnoZstvi
proteinli je vzhledem k vysokému podilu tukli pochopitelné nizsi (cca 8 g na 100 g
hmotnosti). Zastoupeni vitaminti je v zasadé¢ obdobné jako u jiz vySe zminénych plodi,
z prvka jsou obsazeny Ca, K, Mg, P, stopové¢ dale také Cu nebo Fe (Brufau et al., 2006,
Sathe et al., 2008a). Zivinova tabulka makadamovych plodd je zpracovana obdobné jako

v ptechozich ptipadech (viz tab. 5).
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Tabulka 5: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrient u makadamovych ofecha.

Makadamové ofechy (mnoZstvi makrozZivin a klicovych mikrozZivin, energeticka hodnota: 718 kcal/100 g)

Voda
@100 g) b4
Sacharidy 59
(g/100 ) ’
Vlaknina 3.6
(g/100 g) ’
Bilkoviny
(g/100 g) 7.9
Tuky
@100 g) 8

Vit. B:
(mg/100 g)

Vit B
(mg/100 g)

Vit. B3
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

1,20

0,16

2,47

0,76

0,28

Vit. E
(mg/100 g)

Ca
(mg/100 g)

K
(mg/100 g)

Mg
(mg/100 g)

P
(mg/100 g)

0,54

85,00

368,00

130,00

188,00

Fe
(mg/100 g)

Mn
(mg/100 g)

Zn
(mg/100 g)

Cu
(mg/100 g)

Se
(mg/100 g)

3,690

4,130

1,300

0,756

0,004

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

Mandle

Mandle maji velmi pfiznivé sloZeni, asi 50 % hmotnosti tvoii zdravé tuky, cca Ctvrtina je

tvofena proteiny. Zastoupené vitaminy do jisté miry kopiruji ostatni ofechy (piedné vitaminy

fady B a E), prvkové slozeni nevykazuje pfilisné odchylky vici dalSim plodim, navic jsou

ale bohat$i na antioxidanty (Sathe et al., 2008a). Kompletni piehled Zivin je uveden v tab. 6.

Tabulka 6: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrienti u mandli.

Mandle (mnoZstvi makroZivin a klicovych mikrozZivin, energeticka hodnota: 579 kcal/100 g)

(ng(:l((ilag) 44
oy e
W
i ST
(gyll:ll;yg) 9.9

Vit. B;
(mg/100 g)

Vit B2
(mg/100 g)

Vit. B3
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

0,21

1,14

3,62

0,47

0,14

Vit. E
(mg/100 g)

Ca
(mg/100 g)

K
(mg/100 g)

Mg
(mg/100 g)

P
(mg/100 g)

25,60

269,00

733,00

270,00

481,00

Fe
(mg/100 g)

Mn
(mg/100 g)

Zn
(mg/100 g)

Cu
(mg/100 g)

Se
(mg/100 g)

3,710

2,180

3,120

1,030

0,004

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.
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Para orechy

Para ofechy svym slozenim takiikajic Slapou na paty makadamovym ofechiim, ponévadz
témet 70 % jejich hmotnosti tvofi tuky. Podil bilkovin je o malicko vyssi (cca 15 %).
Minoritné, ale vyznamné jsou zastoupeny vitaminy B (nejvice thiamin), déle vit. E a z prvkl
se objevuje klasické zastoupeni Ca, Mg, K, P (Sathe ef al., 2008a; Silva et al., 2019). Veliké
specifikum para ofecht je v obsahu selenu, jehoz mnozstvi v jedné porci ofecht (cca 20 g)
predstavuje vice nez desetindsobek doporuceného mnozstvi selenu pro zdravého dospélého
clovéka (Silva et al., 2019; Svacina et al., 2008). Zatazeni do jidelnicku ma sva pozitiva, ale

pouze v minimalnim mnozstvi. Tabulkovy ptehled zivin para ofecht je uveden v tab. 7.

Tabulka 7: Primérné zastoupeni makronutrientll a vybranych mikronutrientl u para ofechd.

Para ofechy (mnoZstvi makroZivin a kli¢ovych mikroZivin, energeticka hodnota: 659 kcal/100 g)

Voda Vit. B1 Vit. E Fe

(g/100 g) 34 (mg/100 g) 0.62 (mg/100 g) >70 mgnoog >0
e | 2 mginy % mgitey 100 (mgineg 1220
it B mginy %0 mging OO0 (mgiong 400
@iog 43 oy O it T mgiey
ging T mging "0 g 50 mging O

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

Pekanové orechy

Pekany patii mezi tucnéjsi skotapkové plody a daly by se fadit na pomyslné druhé misto za
makadamové ofechy. Obsah tuki je opét v pfiblizné vysi 70 % hmotnosti, mnoZstvi proteinti
dosahuje pfiblizn€ jedné desetiny hmotnosti (Sathe et al., 2008a). Obsahuji podobné& jako
ostatni plody vitaminy skupiny B, tokoferol, ale navic naptiklad vitamin C (v pfiblizném
zastoupeni 1,1 mg/100 g). Z hlediska zastoupenych mineralnich latek nejsou pozorovany
zadné vyznamné odchylky od ostatnich plodl (Sathe et al., 2008a; U.S. Department of
Agriculture, 2022). Vyzivovy profil pekanil je zobrazen v nasledujici tabulce (tab. 8).
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Tabulka 8: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrient u pekanovych ofecht.

Pekanové ofechy (mnoZstvi makroZivin a kli¢ovych mikroZivin, energeticka hodnota: 691 kcal/100 g)

Voda
(g/100 g)

Sacharidy
(g/100 g)

Vlaknina
(g/100 g)

Bilkoviny
(g/100 g)

Tuky
(g/100 g)

3,5

13,9

9,6

9,7

72,0

Vit. B:
(mg/100 g)

Vit B
(mg/100 g)

Vit. B3
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

0,66

0,13

0,86

0,21

Vit. E
(mg/100 g)

Ca
(mg/100 g)

K
(mg/100 g)

Mg
(mg/100 g)

P
(mg/100 g)

1,40

70,00

410,00

121,00

277,00

Fe
(mg/100 g)

Mn
(mg/100 g)

Zn
(mg/100 g)

Cu
(mg/100 g)

Se
(mg/100 g)

2,530

4,500

4,530

1,200

0,004

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

Piniové ofiSky

Piniové ofisky se mnohdy piipodobiiuji k araSidiim, obsahové v nich taktéz prevladaji tuky

(ptes 60 %), bilkoviny dosahuji ale jen cca jedné desetiny z celkové hmotnosti. Z vitamint

dominuji opét vitaminy skupiny B a E. Mineralni sloZeni se nijak dramaticky neodchyluje

od ostatnich ofechti (Sathe et al., 2008a). Nutri¢ni ptehled pinii je zpracovan v tab. 9.

Tabulka 9: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrientl u piniovych ofisku.

Piniové ofiSky (mnoZstvi makrozivin a kli¢ovych mikroZivin, energeticka hodnota: 673 kcal/100 g)

Voda
(g/100 g)

Sacharidy
(/100 g)

Vlaknina
(g/100 g)

Bilkoviny
(/100 g)

Tuky
(/100 g)

2,3

13,1

3,7

13,7

68.4

Vit. B;
(mg/100 g)

Vit B2
(mg/100 g)

Vit. B3
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

Vit. Bs
(mg/100 g)

0,36

0,23

4,39

0,31

0,09

Vit. E
(mg/100 g)

Ca
(mg/100 g)

K
(mg/100 g)

Mg
(mg/100 g)

P
(mg/100 g)

9,30

16,00

597,00

251,00

575,00

Fe
(mg/100 g)

Mn
(mg/100 g)

Zn
(mg/100 g)

Cu
(mg/100 g)

Se
(mg/100 g)

5,530

8,800

6,450

1,320

0,001

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.
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Pistacie

Pistaciové ofechy jsou jedny z téch proteinové hodnotnéjsSich, ponévadz obsah bilkovin
dosahuje 20 % celkové hmotnosti (Sathe ef al., 2008a). Podil tukl je samoziejmé vyssi, jak
tomu u ofechd byva, nicméné v porovnani s ostatnimi plody se jedna spiSe o mén¢ tucny
druh mezi skofapkovymi plody. Z vitamind pievlada vit. C a E, obvyklé zastoupeni vykazuji
ale 1 vitaminy fady B, zprvkll maximaln¢ pievazuje draslik. Pistacie vykazuji svou
jedinecnost v tom, Ze obsahuji nejvice bioaktivni latek (fytosteroll a sloucenin podobajici
se fenolu), ¢imZ ze sebe Cini potravinu s vyznamnymi antioxidativnimi G¢inky (Sathe et al.,
2008a; U.S. Department of Agriculture, 2022). Vyzivovy piehled pistacii je, v obdobé jiz

drive predstavovanych skorapkovych plodi, uveden nize pod timto textem (tab. 10).

Tabulka 10: Primérné zastoupeni makronutrientii a vybranych mikronutrientti u pistacii.

Pistacie (mnoZstvi makrozivin a klicovych mikrozZivin, energeticka hodnota: 560 kcal/100 g)

@100 B mging OV giny 20 mgig O
S(agiilggi:)y 272 (m‘;;(ﬁlz 2 0:16 (mgﬁgﬂ g 10300 (mg%:’l" g 1200
@op 0 aginy 0 oy 00 gineg 220
@on 07 mginy O giry 0 giongy 10
@ing 5 mgionn 0 mgiong 00 gy OO

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

Vlasské orechy

Vla$ské ofechy neptedstavuji vyjimku mezi skofapkovymi plody, jsou siln€ bohaté na tuky
(a to kolem 65 % své hmotnosti). V jejich zavesu se nachazi proteiny, jejichz podil dosahuje
mezi 15 az 25 % hmotnosti a fadi se tak mezi skotfapkové plody, jez jsou nejvice bohaté na
bilkoviny. V tomto ptipad€ se autofi lehce rozchdzi a velmi zélezi na konkrétni lokalité
péstovanych ofesaktl (Brufau et al, 2006; Sathe et al., 2008a). Obsahuji samoziejmée

vitaminy, a to pfedevs§im vitaminy skupiny B a tokoferol, z prvkii dominuje opét draslik.
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U vlasskych otfechli stoji za zminku také piitomnost bioaktivnich latek (flavonoidy
a fenolické slouceniny), jez clovék konzumaci vlasskych ofechl ziskava snaz, ponévadz se
tyto ofechy obvykle konzumuji se slupkou. Ve slupce vlasskych ofechl je zastoupeno
nejveétsi procento bioaktivnich latek (Sathe et al., 2008a). Ani u vlasskych ofechti nechybi

vyzivovy piehled, a to nize pod timto textem v tab. 11.

Tabulka 11: Primérné zastoupeni makronutrientl a vybranych mikronutrientl u vlasskych ofecht.

Vlasské ofechy (mnoZstvi makrozivin a klicovych mikroZivin, energeticka hodnota: 654 kcal/100 g)

@100 M mging O agioy %0 gy 200
wioen Y wien O mgieg B0 gy 0
@iy 7 mgieg M2 mginy 0 giong 200
@on 57 giny O glory 0 giongy
i B2 gty O mgiwn 0 gy 000

Pozn. zdroj dat: U.S. Department of Agriculture, 2022.

1.2 Produkce, spotieba a zpracovani skorapkovych plodi

Skotapkové plody, stejné jako ostatni zemédélské plodiny, jsou statisticky sledovany
s ohledem na svou produkci a také poptavku spotiebitele (INC International Nuts & Dried
Fruit, 2020). Vzrastajici poptavka spottebitelit miize mit pfimo pusobici efekt na zvySujici
se trend produkce dané¢ komodity. Otfechy za posledni desetileti ziskavaji silnou pozici na
potravinaiském trhu. Jedné se tedy o komoditu, jez je ¢im dal vice oblibena napfi¢ celym
spotiebitelskym svétem ajeji produkce mé tak skutecné zvySujici se tendence
(Asci & Devadoss, 2021; FAOSTAT, 2021). Celkovy objem vyprodukovanych ofechii neni
samoziejmé zavisly jen na spotiebitelském chovani, ale pfedevsim také na politické situaci
v péstitelskych velmocich a financich, tzn. na nakladech spojenych se sklizni, distribuci

pfipadné dal§im zpracovavanim (Adamova, 2021).
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Na druhé strané je zavislost produkce dana také klimatickymi podminkami a nové i celkovou
udrzitelnosti péstovani konkrétni komodity, v tomto piipadé tedy skorapkovych plodia
(Asci & Devadoss, 2021). Mnoho druhti skotapkovych plodt v poslednich letech ,,zaziva*
vEtsi zajem ze strany bézného spotiebitele (Spherical Insights, 2023). Zajem o skotapkové
plody roste pfirozen¢ sezonné, zvlasté pak v obdobi vanocnich ¢i velikono¢nich svatk,
které jsou u nas typicky spojené s peCenim svatecniho peciva a cukrovi, v némz samoziejme
ofechy nemohou chybét (Herynek, 2010). Nicméné i mimo tuto ,,hlavni sezonu® jsou stale
oblibengj$imi, a to diky vétsi popularizaci nejen v klasické reklamé, ale predevsim skrze
socialni sité (Sheth, 2021). Produkty obsahujici skotapkové plody si ¢asto nesou oznaceni
Lprotein* nebo ,, low carb “, diky ¢emuz jsou ofechy mnohem vice konzumovany v riznych
podobach (Fernan ef al., 2018; Jagdale ef al., 2021). Nemusi se jednat jen o proteinové nebo
nizkosacharidové tyCinky, ale také ofechova masla, krémy nebo napoje, nékdy neptesné
oznacovany jako rostlinnd mléka (Ningtyas, 2023; Reyes-Jurado et al., 2023). Ta se
v soucasnosti t&si taktéz velké oblibé nejen u osob, které ze zdravotnich divodi béznou
variantu konzumovat nemohou, ale 1iu ostatnich spotiebiteli zejména diky tématu

udrzitelnosti (Aschemann-Witzel et al., 2021; Asci & Devadoss, 2021).

1.2.1 Celosvétova produkce skoirapkovych plodi

Objem produkce skotapkovych plodli obecné zavisi nejen na poptavce, ale také na trodnosti
pudy, v niz jsou tyto uZitkové rostliny péstovany (Asci & Devadoss, 2021). V piipadé
skotapkovych plodl se jedna zejména o rostliny tropického ¢i subtropického pasu, pouze
nekteré z nich lze péstovat 1 v nasich zeméepisnych Sitkach, coz se tyka predevsim vlasskych
a liskovych ofecht (Valicek, 2002). Ostatni skofapkové plody k nam byvaji zpravidla
dovazeny, jelikoz jejich péstovani vyzaduje klima a podminky, které je mozné zajistit
napiiklad jen péstovanim ve skleniku, coz se v pfipadé vétsi produkce jiz nevyplati
(Rada & Steinbach, 1997; Valicek, 2002).

Na produkei skofapkovych plodi jako takovou je moZzné pohliZet spiSe celosvétovym
méftitkem. Mezi nejvetsi producenty patii asijské staty, USA piipadné nckteré africké staty

a praveé tyto zemé¢ vyvazi plody do celého svéta (INC International Nuts & Dried Fruit,

2020).
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Mezi nejvice produkované skotapkové plody patii arasidy (FAOSTAT, 2021; INC
International Nuts & Dried Fruit, 2020), které se objevuji v mnohych potravinach. Burské
ofisky jsou celosvétove produkovany v obrovskych mnozstvich a jen za rok 2021 organizace
FAOSTAT uvadi mnozstvi pievysujici 50 mil. tun arasidt. V t€sném zavésu stoji kokosové
ofechy, jez se vyuzivaji taktézZ v mnoha potravinach, pficemz kokosovy tuk se ptidava ale
tteba 1 do kosmetiky (Patil & Benjakul, 2018). Svétova produkce kokosu v roce 2021 Cinila
obdobné mnozstvi, a sice cca 49 mil. tun (FAOSTAT, 2021).

Podobné enormni produkce u dalSich skotfapkovych plodl jizZ pozorovany nejsou, na
pomyslné tieti piicce stoji vlaSské ofechy, které maji svou tradici v Evropgé, ale velice hojné
jsou péstovany po celém svét¢ (FAOSTAT, 2021; Rada & Steinbach, 1997). Nicmén¢ dle
FAOSTAT v roce 2021 bylo vyprodukovano necelych 3,5 mil. tun ofechil, a proto nelze
jejich mnozstvi srovnavat s araSidy ¢i kokosem. Obdobné mnozstvi, tzn. cca 3,5 mil. tun,
bylo v roce 2021 vyprodukovano i keSu ofechi. Pfestoze se keSu ofechy produkuji zejména
v asijskych statech, jsou pomérné oblibené i u nas. DalSimi plody, jez piekracuji hranici
produkce 3 mil. tun, jsou mandle, které jsou v naprosté vétSin¢ produkovany pouze

Spojenymi staty americkymi (FAOSTAT, 2021).

Ostatni skotfapkoveé plody jiz nejsou produkovany v takovych mnozstvich, kolem jednoho
milionu tun se jest¢ vyprodukuje liskovych ofechli nebo pistacii (FAOSTAT, 2021).
Zbyvajici skotapkové plody lze zatadit do souhrnné skupiny, kdy jejich produkce dosahuje
spiSe jen desitek tisic tun; do této kategorie patii brazilské (para) ofechy, makadamoveé,
pekanové a piniové ofechy (FAOSTAT, 2021). Ani dle INC International Nuts & Dried Fruit
(2020) se jiz nejedna o tak hojné produkované a konzumované plody. VéEtSinou jsou tyto
druhy skotépkovych plodl fazeny mezi draz$i, a ne zcela jednoduSe péstované plody,
piniové ofisky se naptiklad sklizi v ttiletych cyklech (Hieke, 2008). Ze statistického hlediska
nejsou v kategorii ,,ostatni jedlé skotapkové plody* jen vySe uvedené, ale zahrnovany jsou
1méné¢ bézné ofechy jako napiiklad tygii ofechy piipadné dal$i plody, které jsou ke
skotapkovym plodim pfidruzovany. Obecné mezi nejvetsi producenty i u ostatnich

skotapkovych plodii ziistavaji stale zemé jako je Cina nebo USA.

27



1.2.2 Spotieba a konzumace surovych i zpracovanych skoirapkovych plodu

Produkce je samoziejmé dulezity udaj, nicméné realna spotfeba dané potraviny ¢i produkt
jen malokdy odpovida stoprocentni produkci. Nekteré ofechy jsou v tomto sméru velmi
unikatni a spotfebovavany jsou téméf v celém rozsahu své produkce, zejména ofechy, které
nejsou produkovany v enormnich mnozstvich, jako naptiklad piniové ofiSky nebo
makadamové ofechy (INC International Nuts & Dried Fruit, 2020). V priuméru se ale u vSech
skotapkovych plodl spotiebuje piiblizné 90 % celosveétové produkce. Pomineme-li arasidy
a kokosové ofechy, jez jsou statisticky dle Mezinarodni rady ofechtli a suSeného ovoce (2020)
zpracovavany samostatné. Nejveétsi podil zkonzumovanych ofechl tak zaujimaji mandle
(cca tietina) a nasleduji je vlasské ofechy (cca pétina). Oba dva tyto skofapkové plody jsou
velmi oblibené nejen pro pifimou konzumaci, ale také pro zpracovani na dalsi primyslové
pfipadné i domaci produkty, véetné jiz zmiflovaného cukrovi nebo peciva. Spotieby vSech
vybranych skotapkovych plodi odpovidaji poméroveé produkovanému mnozstvi a neni tedy
spatfovan vyznamny nesoulad mezi spotiebou a produkei, produkce navic dle dostupnych

udajii skute¢né odrazi i spotiebitelské preference a poptavku po jednotlivych plodech.

Procentudlni podily zkonzumovanych ofechll jsou vyobrazeny nize v grafickém provedeni

(graf 2).

Spotieba ofechti v r. 2018 (procentualné)

Mandle

M VlIasské otechy
Kesu

| Pistacie

M Liskové orechy
Pekany

B Ostatni

Graf 2: Procentudlni zastoupeni zkonzumovanych ofechi v roce 2018, pozn. kategorie ostatni zahrnuje
makadamové (1 %), para (1 %) a piniové ofechy (1 %); uvedeno bez arasidii a kokosu (zdroj dat: INC
International Nuts & Dried Fruit, 2020).
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Vseobecné nejveétsim konzumentem skotdpkovych plodi jsou Evropané, ktefi zkonzumuji
vice nez ctvrtinu veSkeré produkce, v tésném zavésu jsou Ameri¢ané, jejichz konzumace
dosahuje piiblizné 23 % vSech spotfebovanych skotapkovych plodi. V poslednich deseti
letech navic dochazi ke stabilnimu, témét az linedrnimu nérdstu produkce a v navaznosti na
to 1 spotiebé¢ skotapkovych plodii v populaci (tento idaj je vztazen na celosvétovou populaci,
nikoli pouze na konkrétni kontinent ¢i zemi). Mirné vykyvy lze pozorovat u piniovych
ofechtl, pistacii a para ofechil, coz patrné souvisi s naroky na péstovani v danych lokalitach
(FAOSTAT, 2021; INC International Nuts & Dried Fruit, 2020). Celkové nejen produkce
a spotieba ale i zpracovani, tzn. vyroba produkti zahrnujici ofechy, se rozrustd. Tento
zvysujici se trend s nejveétsi pravdépodobnosti bude pretrvavat s ohledem na moderni sméry
stravovani a pohled na vyzivu i nadéle (Jagdale et al., 2021; Spherical Insights, 2023). Dalsi
divod tohoto trendu muiize souviset také s klimatickymi zménami nasledovanymi nutnosti
ménit budouci zeméd¢€lské a hospodarské chovani clovéka (Aschemann-Witzel et al., 2021;

Asci & Devadoss, 2021).

1.3 Vyuziti a pozice skorapkovych plodii (nejen) ve vyzivé

Analogicky k dal$im potravinam ¢1 potravinarskym produktim maji 1 skofapkové plody
svou tradici sahajici aZ k historii clovéka samotného (Beranova, 2005). Otfechy byly soucasti
lidského jidelni¢ku jiz od nepaméti, a to nejen jako soucast tehdejsi potravy, ale 1 ve smyslu
Agustench et al., 2011). Tyto zmifiované moZnosti vyuziti jsou prakticky zachovany dodnes.
Vyuziti za ucelem konzumace zastava ale stale na prvnim misté, kdy 1 dle prazkumu trhu
Spherical Insights (2023) lze pozorovat vyrazné vyssi zdjem o naprostou vétSinu druhti
skotrapkovych plodu ze strany béznych spottebitelii. Hnacim motorem trhu s témito produkty
je mimo jiné samoziejme stale se zvySujici zdjem o zdravé stravovani, vyvazeny piijem
makrozivin, eventualné nizkosacharidovéa strava a sportovni komplexni vyziva. Evropa
celému svétu v této oblasti vévodi a dle Spherical Insights (2023) bude mit i nadale
celosvétoveé nejvetsi podil na vyrobé produktil, v nichz se budou zpracované skofapkové

plody nachazet.
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Svétova zdravotnicka organizace (WHO) dokonce skotapkové plody fadi mezi zakladni
potraviny, jez je potieba propagovat a zvysovat jejich konzumaci. V roce 2021 WHO nejen
v souvislosti s postupujicimi zdravotnimi problémy v populaci za ¢asu pandemie covid-19
predstavila novy akéni rdmec pro rozvoj a implementaci vefejnych zakazek na potraviny
asluzeb pro zdravou vyzivu. Znamena to, ze ve vSech vefejnych institucich, vcetné
Skolskych zatizeni, by méla byt propagovana zdravejsi varianta stravovani plna celozrnnych
vyrobki, lusténin, ofechil, zeleniny a ovoce. To vSe s jasnym cilem, a sice zmirnit nartistajici
mnozstvi pacientt, kteti v diisledku konzumace nezdravych jidel, zatézuji zdravotni systémy
a pfedcasné umiraji s kardiovaskularnimi ¢i dal§imi zdravotnimi problémy (WHO, 2021).
Dle tohoto ramce je zcela jisté patrné, Ze idealni je konzumovat ofechy v syrovém stavu, kdy
obsahuji ve vétSiné€ piipadl jen zdravé nenasycené mastné tuky, minimalni mnozstvi cukrii
a bilkoviny dle konkrétniho druhu skotédpkového plodu. Konzumace prazenych, solenych ¢i
slazenych ofechi jiz doporu¢ovana neni pravé pro svij nepiiliS zdravy potencial
v souvislosti s rozvojem celé fady civilizaénich nemoci tykajici se nejen onemocnéni srdce,

ale také mozného rozvoje obezity ¢i diabetu (Malik & Hu, 2012).

Neznamend to ovSem, Ze by konzumace skotdpkovych plodd, jez jsou tepelné ¢i jinak
zpracované a soucasti nejriznéjsich produktl, byla v kazdém piipadé nevhodna. Vzdy je
tteba v konzumaci 1 ,,mén¢ zdravych® potravin dodrzet ur¢itou rovnovahu. Neni vhodné
rozliSovat potraviny na zdravé ¢i nezdravé, zvlasteé pak u déti a mladistvych (Ruskova,
2011). Kazda potravina muze byt koneckonci nezdravou, pokud je to jediné, co se
v jidelnicku daného ¢loveéka nachazi. Z hlediska vyvoje déti a mladistvych je ale dobré
hovofit o tom, jakou by mél mit jidelnicek skladbu, které zdroje Zivin upfednostiiovat
a myslet také na druhou stranu, tzn. na zafazovani pravidelného pohybu a Zit tak vyvazené
jak z hlediska pfijmu, tak vydeje energie (Hlavata, 2018; Ruskova, 2011). Toto téma je
zvlasté dilezité v obdobi mladsiho skolniho véku, kdy je idedlni ho nenucené zatazovat do
vyuky a vychovy zaki, coz nakonec potvrzuje naptiiklad realizovany program Pohyb

a vyziva v letech 2013-2016 (NUV, 2016).

Vyuziti ofechll v gastronomii velmi Gzce souvisi s jejich pozici ve vyzivé ¢loveka, nicméné
ma své Cestné misto souvisejici predevSim s piipravou svateCniho peciva a cukrovi

(Herynek, 2010). Obvykle se syrové plody, ovoce, zelenina nebo 1 maso tepelné zpracovava

30



pro svou lepsi stravitelnost (Kadlec et al., 2012). V ptipad¢ ofechli tomu nebyva jinak,
coz je z hlediska peceni sladkého peciva a cukrovi zadouci. Tim obecné vylepsuji senzorické
vlastnosti pokrmu jako celku. V syrovém stavu mohou byt soucasti naptiklad salatl, po
tepelné upraveé jsou nejcastéji soucasti peciva nebo omacek (Towell, 2009). Vyuziti
skotapkovych plodli samoziejmé ale nema hranic a mohou byt vyuzivany i mén¢ tradi¢né.

V Ceské republice maji ofechy zatim svou nejvétsi tradici pravé v pekarenské a cukratské
klicova kvalita ofechtl a zejména jejich skladovani, aby nepodléhaly nechténym chemickym
zméndm spojenych s oxidaci (zluknutim) tukd, vtakovém piipadé by chut peciva
nezvyraznily ani nevylepSily (Dostalova & Kadlec, 2014; Kadlec et al., 2012). V ceské
pekaiské a cukrafské vyrobé se vyuzivaji hlavné otfechy, které se tradicné v naSich
zemépisnych podminkach péstovaly a také konzumovaly i historicky, tzn. vlasské ofechy,
liskové ofechy (Rada & Steinbach, 1997) a déle pak ofechy, které se k nam diive dovazely,

a to napiiklad mandle, kokos nebo pistacie.

Dalsi skotapkové plody u nas nemaji tak dlouholetou tradici, nicméné se samoziejme
setkdvame 1 nyni s pe¢ivem nebo cukrovim obsahujici ofechy kesu, pekanové ofechy a dalsi
1997). Mezi obvyklé pecivo obsahujici skofapkové plody u nés tradicné patii vanocni
cukrovi jako vanilkové rohli¢ky, staroCeské pracny, kokosky, sadlové kolacky nebo
ofechové susenky na riizné zpusoby. Jedna se o bézné cukrovi, jejichz tradice je zachovana
dodnes a v riiznych podobach jsou ptipravovany kazdoro¢né€ v obdobi adventu snad témét

v kazdé rodin¢, piipadné jsou k dispozici v obchodech v komer¢ni varianté (Herynek, 2010).

Vyuziti ofechli napfi¢ svétem je ale mnohem pestiejsi a rozhodné nekon¢i u pekarenskych
vyrobki, ve Sttedomoti byvaji n€které z nich naptiklad soucasti omacek, dresinkli nebo past
spoleéné s rozmixovanou zeleninou a kofenim (Norman, 1993). Pistacie jsou ale napiiklad
vyuzivany vyhradné spiSe do cukrovinek, zmrzlin a také pro svou nezameénitelnou barvu.
Naopak araSidy maji pomérné Siroké vyuziti, zejména v asijské kuchyni jsou pfidavany do
obrovského mnozstvi pokrmt, v nasich pomérech to neni tak Casté, nicméné se jedna

o levnéj$i variantu ,,ofecht’, které maji obdobné¢ vlastnosti jako jiné u nds tradicné
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vyuzivané ofechy. Kokosové ofechy maji své vyuziti taktéz v asijské kuchyni, vyuziva se
z nich kokosové mléko pro zahust'ovani a dochucovani, hojné se vyuziva také kokosovy
olej, jenzZ neni vyzivove zcela optimalni a neni doporuc¢eno na ném napft. smazit s ohledem

na znac¢né zastoupeni nasycenych mastnych kyselin (Norman, 1993; Sathe et al., 2008a).

Ve smyslu moderniho vyuziti jsou skofapkové plody dnes velmi ¢asto soucasti nejriznéjSich
ty¢inek, kdy maji mnohdy zdanlivé vylepSené a obohacené vyzivové slozeni (Fernan ef al.,
2018). Oznacovani proteinové a nizkosacharidové byva samoziejmé v kontextu obsahu
ofechil a dalSich zdroji bilkovin opravnéné. Nicméné takovych produkt je nabizeno Siroké
spektrum, coz odpovida i nemalému cenovému rozpéti a rozdilim mezi produkty.
Nékteré z nich se skute¢né¢ mohou srovnévat s nutriéné bohatym hlavnim jidlem a je mozno
jim ponechat oznaceni ,,zdravého* produktu. Nicméné se v dneSni dobé lze rovnéz setkat
s tzv. halé efektem, kdy potravina s pojmenovanim ,protein nebo ,,low carb* evokuje
v ¢loveéku domnéle zdravéjsi volbu (Fernan ef al., 2018), a to i pfestoze se slozenim nemusi
nijak vyrazné odchylovat od ,,neproteinovych® produkti, ba co hiife mohou byt plné
cukrii ¢i umélych sladidel, coZz rozhodné nelze za nutricné bohaté nebo zdravé povaZovat

(dTest, 2017; Fernan et al., 2018).

Jak bylo lehce v tivodu této kapitoly nastinéno, obsah tukli v ofeSich neni prospésny jen
vyzivove, nybrz ma také pozitivni u€inky 1 v pfipadé€ vnéjSiho podani na pokozku (Kamal-
Eldin & Moreau, 2009). Oleje extrahované z otfechli, jako je napiiklad mandlovy,
makadamovy a dalsi oleje, jsou €asto pouzivany v kosmetickych ptipravcich, konkrétné do
pletovych krémii, kosmetiky uréené na vlasy i1 ostatni ¢asti téla. Tyto oleje piisobi
hydrata¢nim a regenera¢nim ucinkem na plet’, pokozku i vlasy (Belsito et al., 2011; Kamal-

Eldin & Moreau, 2009).

Pouzivat se nemusi jen jadra, ale také mohou byt vyuzity naptiklad i skotapky, které byvaji
vyuzivany pro dekorativni a umélecké ucely, ptipadné i1 funkéné€ v ramci zahrad. Nekteré
skotapky, naptiklad ty od arasida a kokosu, se pouzivaji i pfi €iSténi vody. Maji schopnost
absorbovat necistoty a chemikélie z vody, diky ¢emuz mohou byt pouzity jako filtra¢ni

médium (Loh et al., 2021).

Z4sadni misto maji ale skofapkove plody stale ve svété vyzivy a pro svilj vyzivovy potencial

jsou pravi vazovany za ,,su vinu“ v lidském ji icku.
sou pravem povazovany za ,,superpotravinu‘ v lidském jidelnick
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1.4 Vliv na zdravi ¢lovéka jako kliCovy aspekt konzumace

Dilezitym tématem je samoziejm¢ zdravi, které je s vyzivou ¢lovéka piimo spjaté. Jiz od
détstvi je vhodné se zajimat o svou potravu a ctit jeji vyvazenost ve smyslu pfijmu zivin
a vydeje pohybovou aktivitou. Pro utvareni zdravého vztahu k potravé a pohybu je klicové
pusobeni na déti v mladsim véku, zejména pak v obdobi navstévovani zakladni Skoly
(NUV, 2016; Ruskova, 2011). V predchozi kapitole bylo jiz zminéno, Ze skotapkové plody
zvlaste v syrovém stavu jsou WHO podporovany jako duilezitd potravina zdravé vyzivy. Na
zaklad¢ této vetejné podpory by méla i nadale produkce skotapkovych plodi do budoucna

rust a mély by se tak stavat stale vice soucasti bézné (zdravé) stravy ¢lovéka (WHO, 2021).

Skotapkové plody podobné jako jakéakoliv jind zdkladni potravina ma pfirozené své pozitivni
ale 1 negativni vlivy na zdravi ¢lovéka. Piestoze maji skotapkové plody velikou podporu
WHO, tak nejsou jako bézna potravina vzdy vhodna pro kazdého (vice viz podkapitola

1.4.2 Negativni vliv konzumace skotfapkovych ploda na zdravi ¢loveka).

1.4.1 Pozitivni vliv konzumace skorapkovych plodi na zdravi ¢lovéka

V pozitivnim smyslu se uvadi, Ze konzumace ofechii vzhledem k jejich pestrému sloZeni
ovliviiuje nejednu organovou soustavu ¢lovéka a mnohdy ptsobi i preventivné viici rozvoji
celé fady onemocnéni. Tyka se to zejména civilizacnich nemoci, jez jsou spojené s urcitou
chronicitou (Ternus et al., 2008). V mnoha piipadech se ale zatim protektivni charakter
konzumace skotfapkovych plod viici nékterym nemocem spise jen diskutuje, naptiklad
s ohledem na diabetes mellitus 2. typu je jejich vliv stale nejednoznacny, proto je i nadale
pfedmétem zkoumani. Ternus et al. (2008) uvadi, Ze konzumace skofapkovych plodil
u pacientll s diabetem ma pozitivni vliv minimalné v tom, Ze ofechy piisobi na ostatni
potraviny obsahujici sacharidy a zabraiuji tak velikym skokim glykémie, ¢imZ snizuji
1 celkovou glykemickou zatéZz na organismus bez ohledu na ostatni pfijimanou potravu
(Ternus et al., 2008). Jedna znovéjSich metaanalyz se soustfedila na shromazdéni
potvrzujicich dikazl tohoto plsobeni a jeji vysledek spolehlivé potvrzuje zatim jen, Ze
konzumace pistacii po dobu tiech mésict znateln€ snizuje hladiny triglyceridi i glykémie
v krvi. U ostatnich ofechil nejsou vysledky klinicky vyznamné, vliv na glykémii ve spojitosti

s konzumaci ofechi bude tedy i nadale predmétem vyzkumu (Muley et al., 2021).
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Podobné¢ jako u vlivu konzumace ofecht vici diabetu, tak i vi¢i neurodegenerativnim
onemocnénim neni jednoznacna odpovéd. Existuji studie, kde se naptiklad potvrzuje
souvislost se snizenim rizika projevu neurodegenerativnich chorob a diskutuje se i o t¢incich
na rozvoj epilepsie (Hayes et al., 2016). Nicmén¢ kolektiv Nishi et al. (2023) tento
jednoznaéné pozitivni vliv v soucasné dobé& nepotvrzuje, piestoze uvadi, ze je velmi
pravdépodobny vliv pravidelné konzumace ofechti po cely Zivot na mentalni a kognitivni
zdravi jedince ve starSi dospélosti. I tato oblast tedy vyzaduje pokracujici vyzkum do

budoucna (Nishi et al., 2023).

Analogicky je stale zkouman vliv na rozvoj nadorovych onemocnéni a prozatim taktéz
zcela nepotvrzen. Diivodem jeho nepotvrzeni je to, ze rozvoj nadorového onemocnéni
nesouvisi jen se stravou, ale mnohdy ptfevazuji dal$i neovlivnitelné faktory souvisejici se
zivotem konkrétniho jedince. Nicméné ukazuje se, ze strava do jist¢ miry mize byt
rozhodujici v souvislosti s rozvojem nadorovych onemocnéni (Sathe et al., 2008a). Kolektiv
Ternus et al. (2008) uvadi, ze je zde potencial ve snizeni rizik rozvoje rakoviny pfi
konzumaci skotfdpkovych plodli sohledem na pfitomnost antioxidantii a schopnosti
odbouravat tzv. oxidativni stres, coz bylo naptiklad pozorovano u makadamovych ofechti

(Garg et al., 2007).

Diskutovéan je i vliv na pfiméfenou a zdravou hmotnost ¢lovéka. I v odborné vetejnosti se
objevuji domnénky, Ze pfi pravidelné konzumaci ofechli mize byt riziko rozvoje nadvahy
¢i obezity vyssi. Tento fakt ale nebyl potvrzen, pfibyvani na hmotnosti je ddn zejména
dalSimi faktory anejvice pak nepomérem mezi energetickym piijmem a pohybovym

vydejem. Kolektiv autor Ternus et al. (2008) poklada za mylnou informaci to, Ze by ofechy

vvvvv

-----

nez osoby, co ofechy konzumuji jen ojedin€le (Jackson & Hu, 2014; Ternus et al., 2008).
Ptesto je tato oblast stile pfedmétem zkoumdni a nelze vyjadrit stoprocentné jednoznacné
stanovisko. V roce 2019 kolektiv Eslami ef al. podpofil spojitost pravidelné konzumace
ofechli (cca dvé porce tydn€) se snizenym rizikem nadvéhy, pfipadné obezity. Nicméné
1 nadéle uvadi, ze je stale nedostatecné mnozstvi vyzkumi a informaci, které by tento vliv

dostate¢né potvrzovaly (Eslami et al., 2019).
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Vliv na zdravi kardiovaskuldarni soustavy v souvislosti s konzumaci ofechi byl téz
mnohokrat predmétem celé fady klinickych studii (Azadmard-Damirchi et al., 2011,
Ternus et al., 2008). Nicméné v tomto piipade byl pozitivni u¢inek hned vicekrat potvrzen.
Kolektiv autortt Ternus et al. (2008) uvadi, ze pacienti konzumujici porci skotfapkovych
plodu alespon ¢tyrikrat tydng, vykazovali méné problémii s kardiovaskularnim systémem
nez pacienti, ktefi je pravidelné nekonzumuji. Tento pozitivni G¢inek byl potvrzen bez
ohledu na pohlavi, vék, zdravotni anamnézu nebo zivotni styl pacienta (Ternus et al., 2008).
Naptiklad i pracovni skupina Silva et al. (2019) uvadi ptehled nékolika vyzkumnych studii,
kde se taktéz potvrzuje pozitivni ucinek pravidelné konzumace ofechti se zaméfenim na para
ofechy vuci zdravi srdce a cév. Déle se potvrdil pfiznivy vliv i u dalSich plodd (napft.
u pistacii) na rozvoj atherosklerosy. Stabilni konzumace nékterych skotapkovych plodl
s uritou pravidelnosti m4 navic vliv na snizeni LDL hladiny v krvi (Baer et al., 2012;

Silva et al., 2019).

1.4.2 Negativni vliv konzumace skoirapkovych plodi na zdravi ¢lovéka

Konzumace jakychkoliv potravin si s sebou nese pochopitelné 1 sva negativa, kdy se uvadi
zejména rizikova kontaminace ofechii vlaknitymi houbami (Tournas ef al., 2015). Pii
nevhodném skladovani je dalsim moznym rizikem i zluknuti obsazenych tukd, u néhoz se
sice primarn€ nejedna o Zivot ohrozujici zalezZitost, ale spiSe ,,jen* o zhorSeni senzorickych
vlastnosti potravin obsahujici ofechy, i pfesto neni ale konzumace takto zavadnych produktt

doporucovana (Dostalova & Kadlec, 2014; Velisek, 2002a).

Za kliCovy negativni aspekt konzumace skofdpkovych plodii jsou v souvislosti 1 s feSenym
tématem této diplomové prace rizika rozvoje silné alergické reakce, a to velmi Casto i bez

ptedchozi pozitivni reaktivity na ofechy (Roux et al., 2003).

Detailngj$i pohled na témata rizikové toxicity u kontaminovanych plodi a rozvoj
alergickych reakci v souvislosti s konzumaci ofechli je rozpracovan na nasledujicich

stranach v ramci této podkapitoly.
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Rizikova toxicita u kontaminovanych skorapkovych plodii

Ofechy mohou byt ve vyjimecnych ptipadech kontaminovany sporami vlaknitych hub
(mikromycet), ¢imz mohou byt v plodech pfitomny jejich sekundarni metabolity. Tyto
metabolity jsou obvykle oznaCovany jako mykotoxiny, mezi jejichz typické zastupce
v souvislosti s ofechy patii predevSim aflatoxin nebo ochratoxin (Tournas et al., 2015).
Lidské zdravi je konzumaci takovych plodli samoziejmée ohrozené, ponévadz mykotoxiny
pusobi toxicky wviac¢i vnitinim organtim c¢loveka, vykazuji zejména hepatotoxicitu,
nefrotoxicitu ale také i celkovou neurotoxicitu (Molyneux et al., 2008; Coronel et al., 2012).
Toto riziko se ale vsoucasné dobé maximalné¢ snizuje nastavenim prisnych limiti
v prodavanych a distribuovanych plodech nebo potravinach, v jejichz slozeni se skotapkové
plody nachdzi. Limity jsou stanoveny odpovidajicim natizenim EU, a sice Natizeni Komise
pojeti povazovat rozvoj alergické reakce, ktery mize byt hitfe predvidatelny. Pfitomnost
mykotoxind podléhé velmi pfisnym kontrolam a toto riziko je tak mnohem vice legislativné

pod kontrolou (Natizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006).

Alergické reakce

Alergicka reakce v souvislosti s jakoukoliv potravinou je povazovéana za urcité riziko jeji
konzumace. Potravinové alergie jsou pomérné Casté a alergie na skotapkové plody je jednou
z téch CetngjSich spolecné s alergiemi na plody mofte, obiloviny ¢i mléko (Drnkova, 2019;
Towell, 2009). Skotapkové plody dokéazi zpiisobit velmi akutni stav alergické reakce az Zivot
ohroZujici stav anafylaxe, kdy dochazi k velmi silné alergické reakci téla hned v nékolika
orgadnovych soustavach najednou. Tento stav je natolik silny, Ze vyzaduje odbornou
1ékatskou pomoc (Drnkova, 2019). Prestoze je prevalence alergii v populaci vii¢i ofechiim
a ara$idiim v jednotkéch procent, tak se nejednd o vyjimecné ptipady (McWilliam et al.,
2015). Zaroven také nelze projevy alergie na ofechy srovnavat s béznou alergii na pyly, které
se projevuji naptiklad jen sennou rymou. Alergie na skotdpkové plody se Casto projevuje
velmi siln€ a je doprovazena nejen koznimi potiZemi, ale také problémy s dychanim, otoky

v duting ustni ¢i gastrointestinalnimi projevy (Drnkova, 2019; McWilliam et al., 2015).
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Dominujici alergenni potravinou z této skupiny jsou arasSidy, ptestoze se k ofechiim jen
piifazuji a ofechy to ze své podstaty ani nejsou (Crespo et al., 2006). V Evropé je za
nejcastéjsi alergenni ofech povazovan liskovy ofisek, v souvislosti s nim se hovoii i o tzv.
zktizené alergenicité. Jedinec, ktery je alergicky jiz na urCity alergen, jenz ma
charakteristicky antigenni determinant, s nejvétsi pravdépodobnosti bude alergicky i vuci
jinému alergenu, jez ma shodny charakteristicky antigenni determinant (Dreskin et al., 2021;
McWilliam et al., 2015). Tento determinant se oznacuje jako tzv. epitop a jedna se o kratky
peptidovy usek v molekule alergenu (sekvence maximalné osmi aminokyselin), kam se
vazou protilatky (viz obr. 1). Molekula alergenu ma obvykle vice takovych mist a nékteré
alergeny mohou vykazovat mezi sebou napfi¢ shodnost ¢i podobnost v tomto typickém
determinantu, kam se pak protilatka navaze. Ve své podstaté to znamen4, ze pokud je jedinec
alergicky naptiklad na pyl rostliny z urcité celedi, mtize byt pak alergicky i na konzumovany
plod jiné rostliny ze stejné nebo i ptibuzné Celedi. Prave z tohoto diivodu mtze byt alergie
na skofapkové plody potencialn€ nebezpecna, navic projev takové alergie miize byt nebyvale

silny s moznym rizikem anafylaxe (Drnkové, 2019; Fuchs, 2013).

Charakteristicky determinant alergenu 1 Charakteristicky determinant alergenu 2

Antigen (alergen) 1 %

Protilatka 1

Antigen (alergen) 2

Charakteristicky determinant alergenu 1 a 2

Protilatka 2

Obriazek 1: Schématické vyobrazeni charakteristickych determinantli v pfipadé zkfizené reaktivity, kdy
charakteristicky determinant alergenu 1 a 2, tzn. spolecny determinant obou alergenti, je zodpovédny za
zktizenou reaktivitu protilatky 1 (vytvofeno pomoci online softwaru Mind the Graph, 2023).

Prozatim se v ptipad¢ pozitivni reaktivity na jakykoliv skofapkovy plod doporucuje vytazeni
veskerych skotapkovych ploda ze svého jidelni¢ku, pfitom ne vSechny skotapkové plody

predstavuji velmi silnou alergenni potravinu, a ne vSechny mezi sebou navzajem vykazuji
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potencidlné¢ moznou zkiizenou alergenicitu. Je to samoziejm¢ problematické i vzhledem
k tomu, Ze je téma alergii a imunologie v souvislosti se skofdpkovymi plody nedostatecné
probadano (Dreskin et al., 2021; McWilliam et al., 2020). Vzhledem k tzv. zkiizené
reaktivité¢ pozorujeme napiiklad souvislost alergie na bfizovité rostliny a potravinovou
alergii na liskové ofisky (Roux et al., 2003). Zaroven je pfitomnd imunologicka reaktivita
mezi reakci na arasidy a vétSinou ostatnich ofechti (Dreskin et al., 2021). Jsou ale mezi nimi
ofechy, které nevykazuji tak silny alergenni potencial, jako jsou naptiklad kesu ofechy nebo

kokos, ptestoze se alergie na n¢ vyskytuji taktéz (Roux ef al., 2003).

Ackoli je tato oblast stale nepftili§ probadanou, predstavuje urcitou védeckou vyzvu nejen
pro oblast zdravotnictvi ale i potravinatstvi. Do budoucna je zcela jisté vhodné prozkoumat
moznosti 1écby alergii ¢i jejimu predchazeni (McWilliam et al., 2015, McWilliam ef al.,
2020). Jedna se minimaln€ o Zivot omezujici stav, ale leckdy to miize znamenat az Zivot
ohrozujici stav, kdy zpfehnané reakce imunitniho systému clovéka na cizi element
(alergen), ktery télu nikterak neublizuje, se mize stat i boj o zivot (Drnkova, 2019). Ptitom
by zdravy jedinec takto reagovat nemé&l. Podobné jako je diabetes, vysoky krevni tlak nebo

nadvaéha, jsou i alergie dnes povaZovany za tzv. civilizaéni onemocnéni (Sathe et al., 2008b).

Pravé v souvislosti s tim, Ze se jednd o velmi se ,,rozSifujici trend®, jde do popiedi rozvoj
imunologie a technologii podporujici odhaleni ¢i 1é¢eni alergickych projevii. Dlouhodobé se
spiSe dafi potlacovat projevy alergie, nez nasazovat vhodnou lécbu (Drnkova, 2019).
V tomto piipadé¢ miZe byt ndpomocna i1 proteomika, jeZ se zabyva proteiny, od jejich
identifikace, urceni struktury az po jejich funkce. Tim by mohlo byt mozné 1 lépe urcit
charakteristicky determinant alergenu s moZnosti nasazeni adekvatni 1é€by. Prozatim bylo

vyuzito kvantitativni proteomiky na piikladu pacientt s celiakii (Zhang et al., 2021).

Ponévadz jsou alergické reakce v souvislosti s pozienim nékterych skotapkovych plodii
povazovany v naprosté vét§iné piipadi za velmi silné, existuje jiz od roku 2011 povinnost
uvadét pfitomnost alergent na obalech potravin. Dle odpovidajiciho Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 1169/2011 jsou vy€lenény zvlast' pouze araSidy a ostatni
skotrapkové plody dale rozdé€leny nejsou. Tim se samoziejmé znevyhodiuji jedinci, ktefi
nejsou alergi¢ti na vice druht skotapkovych ploda. S timto nafizenim velmi tizce souvisi

kontrola a bezpec¢nost potravin, ¢emuz se také vénuje nésledujici kapitola 1.5.
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1.5 FalSovani potravin se zaméienim na skorapkové plody

Termin falSovani pochazi z latinského falsum ¢ili pad€lani nebo napodobeni. FalSovani
potravin zahrnuje tedy veskeré imysIné snahy o napodobeni ¢i piedlozeni méné hodnotné
potraviny spotiebiteli, aniz by o tom védél (Cizkova, 2019). FalSovani potravin ale
i naptiklad veterinarnich ¢i dalSich produkti je ptiblizné posledni dekddu nad miru
skloniované téma. S ohledem na falSovani potravin, které konzumuje clovek, je zajem o tuto
problematiku pochopitelné vyssi 1 z fad Siroké vetejnosti, nez pokud jde o falSovani produkti
z jakéhokoliv jiného odvétvi (Statni zemédélskda a potravinaiska inspekce, 2015a).
V souvislosti s touto problematikou a intenzivnim feSenim tématu tzv. dvoji kvality potravin
na trovni Evropské unie (Storzer, 2022), je vhodné definovat pojem kvalita potravin. Kvalita
neboli jakost piedstavuje ve své podstaté vlastnost, kterd potravinu (piipadné i jiny vyrobek)
charakterizuje v jeho komplexnosti. Pokud tedy posuzujeme kvalitu potraviny, tak by se
meélo jednat o souhrn vlastnosti, jez splituje patficné pozadavky na konkrétni produkt,

respektive potravinu (Statni zemé&delska a potravinatska inspekce, 2015a).

Co se kvality skotfdpkovych plodl tyce, tak jakostni poZzadavky jsou upraveny v jiz
zminované vyhlasce ¢. 397/2021 Sb., §11. Tato vyhlaska v pfilohadch €. 11-13 uvadi
pfipustné hmotnostni odchylky pro balené skotapkové plody na konkrétni celkové mnozstvi.
Déle jsou zde uvedeny pro konkrétni druhy (piipadné i1 pro jejich zpracovanou podobu)
pozadavky na vzhled. Uvedeny je zde popis barvy, chuti, viin€ a nakonec procentudlni

tolerance vad ¢i povoleni odchylek v hmotnostnich procentech.

Konkrétni pozadavky na jakost jsou zdkonem specifikovany 1 pro ostatni potravinaiské ¢i
veterinarni produkty a potraviny (Statni zeméd¢€lskd a potravinaiska inspekce, 2000).
Pravdivé oznacovani a zdkaz klamani spotiebitele v Sirokém slova smyslu (nejen
nepravdivost informaci ale také informace nelplné, nejasné, nepfesné ¢i informace
vyjadiujici dvojsmyslnost atp.) je upraveno zakonem ¢. 634/1992 Sb., o ochrané
spotiebitele, ve znéni pozdé¢jSich piedpisi. Ochrana spotiebitele a kontrola potravin je
zaititéna Ceskou zemédélskou a potravinaiskou inspekci, jez vykonava dozor ze statni
pozice dle zékona ¢. 110/1997 Sb. Kontrola a ovéfovani pravosti potravin je proces, ktery
lze jednim slovem pojmenovat jako autentizace. Pii procesu autentizace je ovéfovana

potravina v souladu s informacemi na obalu, jeZ vyrobce deklaruje (Danezis et al., 2016).
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Prabézné a namatkové kontroly tak pfispivaji ke zlepseni dodrzovani legislativy souvisejici
s falsovanim potravin, klamanim spotiebitele a bezpe¢nosti potravin na trhu (Cizkova,
2019). Pokud vyrobce ¢i distributor zadny ze zékonii neporusSuje a spotiebitele nijak
neklame, pak je jiz vyzadovana kvalita vazdna na naroc¢nost spotiebitele. Spotiebitel majici
své vlastni naroky a pozadavky na danou potravinu rozhoduje o tom, zda je pro ného
potravina kvalitni, a tedy si ji zakoupi ¢i nikoliv (Statni zeméd¢€lska a potravinaiska

inspekce, 2015a).

1.5.1 Divody falSovani

Historie falSovani sahd témét do historie lidstva samotného, respektive sahd do obdobi
rozvoje obchodu. Clovék prakticky od nepaméti vyrabi riizné vyrobky a velmi zahy objevil
kouzlo v jejich prodeji, at’ jiz v tzv. vyménném obchodu, tak pozd¢ji i v prodeji za G¢elem
pen&zniho zisku (Cizkova, 2019). V soudasnosti ma falsovani prakticky stale stejny hlavni
motiv onoho padé€lani potraviny ¢i potravinafského vyrobku, a tim je samoziejme vyssi
ekonomicky zisk vyrobce eventualné prodejce (Cizkova, 2019; Gallagher & Thomas, 2010).
Mezi dalsi divody falSovani potravin obecné patii vysoké cena potraviny, a dale napiiklad
nedostatkovost konkrétni komodity a vzriistajici poptavka u spotiebitele (Cizkova, 2019).
Za rizikové v tomto ohledu lze povazovat napiiklad piniové ofisky, respektive produkty
vyrabéné z nich, jako jsou piniova pesta nebo masla. Piniové ofiSky jsou velmi specifické
skotapkové plody, jejichZ vyznamnou charakteristikou je, zZe dozravaji vzdy v Casovém
horizontu ti1 let (Hieke, 2008). Zejména z téchto diivodl se jedna prakticky o nejdrazsi druh

skorapkovych plodi, ¢imZ mlZe aspirovat na cil ptipadného ,,falSovatele®.

Ofechy obecné patfi mezi draz§i komoditu, ¢imz ze sebe ¢ini potencidlné rizikovou
potravinu z hlediska onoho falSovani. MoZznym falSovdnim jsou ohroZeny ptedevSim
produkty, které jsou z nich vyrdbény, ptipadné se do nich skotfdpkové plody v riizném
mnozstvi pfidavaji. Mize se jednat napiiklad o ofechova masla, rostlinné napoje, které jsou
alternativou mléka, dale pak pesta, omacky, pekarenské vyrobky, cukrovi nebo miisli

ty€inky s ofechy (Ding ef al., 2020; Ito et al., 2018).
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1.5.2 Druhy falSovani

Historicky mélo falSovani velmi jednoduchou a prozaickou podobu — nastavovani tésta
piskem, fedéni mléka i alkoholickych népoji vodou apod. (Gallagher & Thomas, 2010).
I v soucasnosti se 1ze samoziejmé setkat s podobnym typem falSovanim, ale takov¢ falSovani
neni s dneSnimi moZznostmi analyzy tak tézké odhalit. V této dobé se obvykle jedna
o podstatn¢ sofistikovanéjsi zpusoby, které si vice pohravaji se skulinami v legislativé
(Statni zeméd¢lska a potravinaiska inspekce, 2015b), ale jejich cilem je stale stejné oklamani
spotiebitele. Samoziejmée 1 technologické pokroky rovnéZz napomahaji k rozvoji novych
zpisobi, kterymi lze klamat. Pro jejich odhaleni jsou pak zapotiebi ¢im dal vice pokrocilejsi
analytické postupy a metody vykazujici mj. naptiklad vyssi citlivost. Vyvoj analytickych
metod a postuptl tak svadi pomyslny zavod s vyrobci, jez se snazi klamat a vydélavat, aniz

by byli odhaleni.

Priméarni motiv fal3ovani je samoziejmé vyssi zisk (Cizkova, 2019). Zptisob, jakym vyrobci
mohou spotiebitele oklamat, zdaleka ale neni jen jeden (Cizkova et al., 2012). Takovych
zpusobl existuje celd fada a do budoucna lze predpokladat, Ze se mohou objevit dalsi
Linovativngjsi‘.

V soucasnosti se setkavame zejména s nasledujicimi zpiisoby:

e zameéna deklarované potraviny za levnéjsi;

e nastavovani deklarované slozky potraviny za levnéjsi slozku;

e pfitomnost slozek, jez nejsou deklarovany;

e nastavovani a falSovani potraviny za u¢elem vylepSeni konkrétni jakostni vlastnosti;
e nedodrzeni deklarovaného technologického postupu;

e uvadéni vyssiho obsahu slozky, nez je deklarovano;

e neuvedeni pravdivého geografického ptivodu €1 zptisobu produkce;

e neopravnéné vyuziti znamé znacky nebo nazvu (Cizkova et al., 2012).

V kontextu vyrobkli ze skotédpkovych plodia jsou samoziejmé mozné vSechny zpisoby
falSovani, pfi¢emz nejcastéji se patrné setkdme se zameénou deklarované slozky, respektive
jeji nastaveni. Typicky mohou byt drazsi ofechy zaménény piipadné nastaveny za levné&jsi

arasidy nebo soju. Systém spravni pomoci a spoluprace (AACS) ve své posledni zvefejnéné
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vyro¢ni zpravé (2022) uvadi, Ze ofechy a vyrobky znich jsou vyznamné ohrozZeny
odhalenim pfitomnosti aflatoxint ¢i mikroorganismii. FalSovani skordpkovych plodi se tyka
zejména produktii, v nichZ jsou odpovidajici plody obsazeny. Zpracovavané skotapkové
plody zasahuji hned do nékolika kategorii, a to vyzivové dopliiky, potraviny urcené pro
ruzné typy diet, pekarenské vyrobky, ceredlie a samoziejm¢ produkty z ofechi a semen

rostlin.

Nejnovéjsi vyrocni zprava Systému spravni pomoci a spoluprace odhaluje nejcastéjsi
prohtesky tykajici se falSovani potravin v Evropé (AACS, 2022). Témét v poloviné ptipadii
je mozn¢é hovorit o nedodrzeni deklarovaného postupu ¢i oSetieni. Na druhém misté je pak
nepravdivé uvadéni informaci (respektive oznaceni) na etiketé produktu. Proti situaci
z minulych let je ale mozné pozorovat zlepSujici se trend v oblasti oznacovani potravin, kdy
se naptiklad jesté v roce 2018 tento prohiesek tykal stale témet 50 % ptipadi podezielych
potravin (AACS, 2018). Udaje z let 2018 a 2022 (pro Evropu) jsou k dispozici niZe.

Pro vizualni porovnani idajti z obou vyro¢nich zprav je uvedeno grafické vyjadieni (graf 3).

Zpuisoby falSovani dle AACS (srovnani let 2018 a 2022)
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Graf 3: Procentualni zastoupeni typu falSovani v Evrop¢; celkovy pocet podezielych potravin pro rok 2018 Cini
234 a pro rok 2022 se jedna o 224 podezielych potravin (zdroj dat: AACS, 2018; AACS, 2022).
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Z grafu 3 lze pozorovat velky vzestup v kategorii falSovani, kterd je oznacovana jako
nedodrzeni schvalenych postupti a oSetfeni, coz zahrnuje i neopravnénou manipulaci
s produktem a vyuziti nedeklarovanych postupti, jako naptiklad oSetieni pesticidy ¢i vyuziti
genetickych modifikaci (AACS, 2018; AACS, 2022). Nové se navic v posledni zprave
AACS odd¢lila samostatna kategorie tzv. Sedy trh, jez zahrnuje paSovani, nelegalni drzeni
zvitat, rostlin, pfipravkl pro zeméd¢€lské ucely nebo doplikl stravy. Procentualni zastoupeni

této kategorie neni zanedbatelné, Cini pfiblizn¢ jednu Sestinu ptipadt (AACS, 2022).

1.5.3 Dopady falSovani na kvalitu a bezpecnost potravin

Piestoze zakladnim motivem fal3ovani potravin je ekonomicky zisk (Cizkova, 2019), jeho
dopady mohou byt podstatné vétsi nez jen na penézenky spotiebiteli. V nékterych ptipadech
se sice skute¢n¢ jednd ,,jen* o klamani spottebitele ve smyslu méné kvalitniho produktu, za
ktery zbytecné preplaci, ale na stran¢ druhé miize oklamani spotiebitele vést az k ohrozeni

¢i poskozeni zdravi spotiebitele (Statni zemédélska a potravinatska inspekce, 2015b).

Podvodu, které nejsou a priori spojené s ohrozenim zdravi spotiebiteld, je samoziejmé vice,
coz se tyka napiiklad fedéni ovocnych dzusii nebo §tav vodou s cukrem, snizovani podilu
ovoce v dZemech, doslazovani medl apod. (Statni zeméd¢lskd a potravinaiska inspekce,
2015b). Situace, kdy je ale jiz ohrozené zdravi spotiebitele, nastava ve chvili, kdy je levna
nahrazka v produktu jedovata ¢i zptisobuje projevy nejriiznéjSich onemocnéni u déti nebo
dospélych. Prikladem ohroZzujiciho falSovani je napiiklad methanolova kauza z roku 2012,
kdy nemalé mnozstvi lihovin bylo fedéno methanolem (Cizkova et al., 2012; Statni
zemédélska a potravinaiskd inspekce, 2015b). Objektivné méné zdvazna je oblast falSovani
tykajici se nedodrZzovani data spotteby a trvanlivosti vyrobkd, 1 to ale rozhodné miize ohrozit
¢lovéka na zivoté, zvlasté pak tehdy, pokud je produkt mikrobidlné kontaminovan (Statni

zemédelska a potravinaiskd inspekce, 2015b; Velisek, 2002c¢).

Ve vztahu ke skotdpkovym plodiim je falSovani zaméfeno zejména na nahradu vybranych
drazsich ofechi za levnéjsi a snadno dostupnou variantu, kterymi jsou arasidy. Toto plati
prakticky u vSech vyrobkil ze skotfapkovych plodi, co se tykéa ofechovych napoji, jakozto
alternativ k mléku, tak je v tomto ohledu rovnéz vyznamné zaménovani za sdju ¢i sojové

produkty (Ding et al., 2020). Jedna se o obdobny zpiisob jako pii nahrazovani ovoce cukrem
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apod., s tim rozdilem, Ze arasidy ¢i sdja v porovnani s ostatnimi skofapkovymi plody jsou
podstatné silngjSimi alergeny. Piitomnost alergenu v potravinach, jeZ neni uveden na obale
je tak pochopiteln¢ vazny prohiesek vyrobce v kontextu legislativy zohlediujici nejen
klamani spotiebitele, ale také Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1169/2011,
které uvadi povinnost opatfovat potraviny c¢iselnym oznacenim piitomného alergenu.
Takova néhrazka neni tak ,,pouhym* snizenim kvality potraviny, ale také pfedstavuje

nebezpeci pro alergika ¢i potencialniho alergika.

Kromé ptipadnych alergickych projevl je rizikové pouziti skotdpkovych plodd, jez jsou
nevhodné skladovany a podléhaji napiiklad Zluknuti ¢i jsou kontaminovany mikromycetami
(Tournas et al., 2015). Rizika konzumace plodli nebo potravin obsahujici kontaminované
skotapkové plody jsou zminéna jiz v kapitole 1.4, konkrétné v podkapitole 1.4.2 Negativni

vliv konzumace skofapkovych plodi na zdravi ¢loveka.

Nepravdivé oznaceni geografického piivodu péstovanych skotdpkovych plodu je jisté téz
povazovéano za falSovani, ponévadz z mist charakteristickych na chudé ptidy mohou mit
plody odlisné vyzivové hodnoty. Ackoli je to stale jeden ze zminiovanych prohieski, nelze
jej vnimat jako zivot ohrozujici spotiebitele. Riziko by mohlo nastat dejme tomu
v okamziku, kdy by vypéstované plody pochazely z oblasti, které byly napiiklad zasazené
radioaktivni havarii anebo z oblasti, kde se vyuZivaji u nas nedovolené latky a pesticidy pro
svou prokazatelnou karcinogenitu pfipadné dalsi rizika (Lizakowski & Krampichowski,

2019).

1.6 Analytické metody zamérené na identifikaci a autentizaci potravin

V obecném pojeti je autentizace potravin, piipadné identifikace konkrétnich slozek
v potravinach a potravinarskych produktech, velmi Siroky obor. ZaleZi na sloZeni a povaze
produktu a na jejim zékladé¢ je nasledné volena 1 adekvatni metoda pro odhaleni
deklarovaného sloZeni potraviny (Danezis et al., 2016). Zakladnim voditkem pro stanoveni
metody muze byt povaha vzorku tzn., zda se jednd o rostlinny ¢i Zivoc¢iSny produkt,
eventudlné mohou pomoci i dalsi blizsi charakteristiky dané potraviny (Wadood et al.,

2020). Zasadni je nejen ptredpokladané zastoupeni a mnozstvi Zivin (lipidy, proteiny,
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sacharidy pfipadn€ voda) v potraving, ale také heterogenita smeési, na jejiz bazi se mohou
volit techniky s riiznou citlivosti a separacni schopnosti (Campmajé & Nuifiez, 2021).
Vzhledem k tomu, Ze falSovani potravin je stale aktualni téma a vyrobci byvaji ¢asto o krok
¢i dokonce nekolik krokl napied, zpiisoby oveéfovani kvality a autenticity potravin také
podléhaji pfirozenému vyvoji (Medina et al., 2019). Nepochybné je vhodné kombinovat vice

metod, jez se pii ovefovani pravosti potravin vzajemné mohou doplnit (Danezis et al., 2016).

V soucasnosti existuje stale jen malo pfesvédcivych dikazl o tom, kterd analytickd metoda
¢1 postup pifi zpracovani potraviny za ucelem zjiSténi jeji autenticity, je nejlepsi
(Medina et al., 2019). Hlavni kritéria volby je zcela jisté ¢asové a finan¢ni hledisko analyzy.
Zalezi ale také na mnoha vlastnostech analyzovaného produktu ¢i dalSich faktorech postupu
provadéné analyzy (Danezis et al., 2016). Pfiprava vzorku je prvnim a velmi zdsadnim
krokem pfi zji§tovani autenticity produktu, proto i této ¢asti postupu by méla byt vénovéana
dostate¢na pozornost. Priprava vzorku by méla byt v souladu s vyuzivanou metodou,
¢imz mize byt ipomysln€¢ zvySena uCinnost konkrétni zvolené analytické metody
(Campmajé & Nufiez, 2021; Mansour & Khairy, 2017). Zpracovani vzorku zahrnuje
v pocatku obvykle jeho homogenizaci, dale se pokracuje postupy, které typicky umoziuji
extrakci jednotlivych fazi a konkrétnich chemickych slou¢enin (jako jsou napftiklad lipidy
nebo proteiny v produktu). Volba extrakénich technik je zavisla na mnoZstvi potfebnych
finan¢nich prostfedk, to souvisi se spotfebou extrak¢nich ¢inidel i jednorazovych pomucek
(Campmajé & Nuiez, 2021). Nyni se ale také vice dba na Setrnost vyuZivanych technik
a vybaveni vi¢i Zivotnimu prostfedi, cemuz je mozné jit vice naproti napiiklad vyuZitim

vyznamn¢ mensich objemt extrak¢nich ¢inidel (Gomez-Rios ef al., 2017).

Pro ucely zjiStovani autenticity potravin jsou skute¢né hojn€ vyuZzivany veskeré
spektroskopické a spektrometrické metody (Campmajé & Nufiez, 2021; Cubero-Leon ef al.,
2018). Naprosta vétSina vyuzivanych metod v potravinaistvi si dava za cil ziskat tzv. otisk
prstu ptipadné ,, fingerprint ““ dané potraviny, respektive jeji slozky. Jak oznaceni napovida,
jedna se o paralelu k lidskému otisku prstu, jeZ v tomto pifipadé predstavuje jedinecnou
charakteristiku dané potraviny ¢i jeji slozky aje mozné ji vyuzit za Ucelem certifikace

pravosti potraviny (Medina et al., 2019).

45



Z hlediska ovétovani pravosti a kvality skotfapkovych plodi ¢i dalSich semen se Siroce
vyuzivaji metody zaloZzené na chromatografii, tzn. kapalinova (LC, liquid chromatography)
nebo plynova chromatografie (GC, gas chromatography). Kapalinova chromatografie je
obvykle vyuzivana ve spojeni s hmotnostni detekci (hmotnostni spektrometrie). Hmotnostni
spektrometrie (MS, mass spectrometry) nemusi byt jen detekéni soucasti metody, ale rovnéz
muze fungovat jako samostatnd analytickd metoda (Campmajo & Nufez, 2021).
K autentizaci potravin je dale mozné vyuzivat naptiklad 1imunochemické metody
(napt. ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay), které funguji na zaklad¢ interakce
antigen a protilatka. Pfestoze se jedna spiSe o metody spadajici do zdravotnictvi
(imunologie), své vyuziti maji také v potravinarstvi, zvlasté pii identifikaci specifickych
proteind u masnych a mléénych produktl. Vyuzivaji se také pti odhaleni pfitomnosti toxina

nebo nékterych bakteridlnich kontaminaci v potravinach (Danezis et al., 2016).

Skotapkové plody, respektive ofechy, semena a nékteré jim podobné plody rostlin
predstavuji specifickou potravinarskou kategorii. V produktech se jednd o velmi slozité
smési, které obsahuji velké mnoZstvi sloucenin a pohlizi se na né jako na tzv. komplexni
matrice. Kromé zékladnich makroZivin (lipidy, sacharidy, proteiny), obsahuji také
slouceniny, které¢ jsou odvozené od specifickych uprav pti svém potravinaiském zpracovani
(Campmajé & Nuifiez, 2021). Pro sviij komplexni obsah jsou analyticky dulezité pokrocilé
metody s velkou separacni schopnosti. V souvislosti stim se vyuzivaji vétSinou
chromatografické metody. Kapalinova chromatografie (LC) nabizi Siroky analyticky rozsah,
je mozné analyzovat, jak polarni, tak nepolarni latky o rtizné molekulové hmotnosti
(Campmajo et al., 2020; Campmajo & Nufiez, 2021). Analyza se provadi u latek rozpustnych
v kapalné fazi, pro ucely separace se vyuziva bud’ normalni anebo reversni faze. Pro detekci
se vyuzivaji UV detektory, fluorescencni detektory anebo nejcastéji vyuzivané hmotnostni
detektory (MS) majici vysoké rozliSeni (Campmajé & Nuiiez, 2021; Wadood et al., 2020).
Plynové chromatografie (GC) je naopak vice specificky vyuzivana pro identifikaci latek
s niz§i molekulovou hmotnosti a spiSe slouceniny t€kavého charakteru. Jako detektory jsou
u plynové chromatografie opét vyuzivany hmotnostni detektory (MS) anebo napiiklad
tzv. plamenoioniza¢ni detektor (FID, flame ionization detector), coz je obvykla soucast

plynového chromatografu (Campmajo & Nuiez, 2021).
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Vyuzita analytickd metoda, podobné¢ jako ptiprava vzorku, je jednim z dil¢ich krokt vedouci
k odhaleni pravosti konkrétni potraviny. Poslednim dualezitym krokem analyzy je
matematické Ci statistické zpracovani namefenych dat (Medina ef al., 2019). Mezi nejcastéji
vyuzivané matematicko-statistické ¢ili chemometrické metody patii vyuziti analyzy
hlavnich komponent (PCA, principal component analysis), shlukové (klastrové) analyzy
(CA, cluster analysis) nebo hierarchické shlukové analyzy (HCA, hierarchical cluster
analysis). VSechny tyto analyzy zpracovavaji data tak, ze se zpracovavaji podobnosti
a odliSnosti mezi métenymi vzorky zaroven a na zakladé toho se dané¢ vzorky ve skupiné
identifikuji (Campmajo6 & Nuiez, 2021; Zhao et al., 2013). Kromé¢ toho se vyuzivaji rovnéz
pocitacova zpracovani na bazi linearni diskriminaéni analyzy (LDA, linear discriminant
analysis) €1 analyzy na zakladu parcidlni regrese (PLS, partial least squares), ptipadné
mohou byt jednotlivé statistické metody také rtizné kombinovany (Campmajo & Nuifiez,
2021). Linearni diskriminacni analyza vyuziva linearni kombinace vektord, respektive
sttednich hodnot téchto vektort s cilem najit rozdily mezi jiz znamymi identifikovanymi

kategoriemi (Campmaj6 & Nufiez, 2021; Rahmani & Mani-Varnosfaderani, 2022).

Na analytické metody lze hledét také z hlediska analyzy konkrétnich sloucenin. Mezi
pomérné vyuzivané metody patii genomické a proteomické analyzy, coz jsou molekularni
analyzy postavené na identifikaci DNA (genomika) nebo na identifikaci specifickych
proteind ptipadné peptidl (proteomika) v analyzovaném vzorku (Danezis ef al., 2016). Lze
také provadét analyzy na zaklad€ identifikace specifickych lipidovych slozek ve vzorku,
¢imz se zabyva lipidomika (Jardim et al., 2023). Mezi komplexni vyuZivané metody se
dostavaji také metabolomické pfistupy, které jsou postavené na identifikaci metabolitd.
Metabolomické analyzy zahrnuji identifikaci celého spektra slouc¢enin, coZ znamena nejen
proteind/peptidi ¢i nukleotidli, ale také lipidl, sacharidl, steroidnich latek a dalSich
slou€enin. Z ¢ehoZ vyplyva, Ze se jedna prakticky o analyticky pfistup, jeZ je nadfazen
genomice nebo proteomice (Rubert et al., 2015; Zhao et al., 2023). Je analyzovan cely
metabolom, ale s ohledem na velikou rozmanitost zkoumanych latek je prakticky nemozné
jej identifikovat komplexné, podle konkrétnich zaméru se tak pfipravuji vzorky a metabolom
je identifikovan jen v urcité oblasti a tedy ¢aste¢né (Rubert et al., 2015). 1 pfes pomérné
vysoké finan¢ni naklady se také jako vhodna metoda pro autentizaci potravin vyuZziva

nuklearni magneticka resonance (NMR). Jeji velkou vyhodou je moznost provedeni analyzy
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iu velmi malého mnozstvi vzorku, ktery miize navic predstavovat i vysoce heterogenni smés
(Danezis et al., 2016). Dalsi vyuzivanou metodou je naptiklad i senzoricka analyza, ktera je
specifickou metodou, jak ohodnotit kvalitu a autenticitu potraviny. Vyrobek by mé¢l hodnotit
zkuSeny konzument, hodnoti se nejen chut,, ale rovnéz také vzhled, viiné a konzistence ¢i
textura potraviny. Vnimani cloveka je ale do jisté miry ptirozene ovlivnéno a je povazovano
za subjektivni. Na zékladé toho seivramci senzorické analyzy vyuziva vice
instrumentalnich metod, jako jsou ,elektronické smyslové organy* (Tan & Xu, 2020;

Wadood et al., 2020).

Campmajo & Nuniez (2021) uvadi, ze prestoze chromatografické metody s vyuzitim
hmotnostni detekce jsou pomérné uspokojivé z hlediska identifikace konkrétnich sloucenin
deklarujicich pfislusnost k danému skotfdpkovému plodu, tak jsou vramci analyz
identifikovany spiSe latky lipidické povahy. V rdmci analyz vyuZivajicich zejména LC nebo
GC jsou semena a ofechy identifikovany vétSinou jen na zaklad¢é stanoveni mastnych

kyselin, sloucenin fenolické povahy a sloucenin ptibuznych vitaminu E (tokoferolu).

1.6.1 Identifikace skorapkovych plodi na zakladé lipidového obsahu

Lipidomické ptistupy predstavuji pro potraviny velmi bohaté na tuky a oleje pfirozenou
cestu k jejich detailni analyze a identifikaci. Lipidomika pfindsi ptileZitost pro zkoumani
lipidovych profili konkrétnich potravin, eventualné nalézt tzv. ,.fingerprint pro nejriznéjsi
druhy tuki, olejnin, ofechil, semen a dalSich potravin (Jardim et al., 2023; Song et al., 2018).
Analyzy pracujici s lipidickou slozkou analyzovaného vzorku vyuZivaji podobné
technologie jako proteomika a dal$i molekulérni analyzy, obvykle vyuzivané metody jsou
v zakladu kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (Jardim et al., 2023). Analyza
ziskanych dat je 1 v soucasnosti stale vice manuélni praci, navic zatim neni zcela jednotné
déano, jak pracovat s nékterymi velmi malymi (nejcastéji polarnimi) lipidy, které prakticky
predstavuji neznamé slouceniny, tzn. latky bez stanoveného standardu (Jardim et al., 2023;
Song et al., 2018). Ackoli jsou nékteré skorapkové plody bohaté na polarni lipidy (napt. kesu
nebo pistacie), tak se ne vzdy jednd o vhodny analyticky postup vedouci k jejich spolehlivé
identifikaci (Song et al., 2018). Pravé tento kolektiv Song et al. (2018) se v Ciné zabyval

moznosti fosfolipidové identifikace Sesti druhti skotfapkovych plodi (arasidy, kesu, mandle,

48



pekany, pistacie, vlasské ofechy) za pomoci specifické kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (HILIC-ESI-IT-TOF-MS, hydrophilic liquid chromatography-
electrospray ionization-ion trap-time of flight-mass spectrometry). Vysledky prace ukazuji,
ze lipidova identifikace neni natolik spolehliva, aby se pro vSechny ofechy (napi. mandle
nebo pekany) dala lipidomicka cesta vyuzit jako analytickd volba c¢islo jedna. Presto ale
nekolik vyzkumnych skupin potvrzuje, ze lipidové markery v urcité podobé mohou slouzit
ke sledovani autenticity nékterych ofechii a oleji. Naptiklad dvojice autorti Tas & Gokmen
(2015) uvedla, ze lipidomickd analyza muze byt spolehliva pii identifikaci konkrétniho
druhu ¢i variety u liskovych ofecht, kdy extrahované triacylglyceroly, mastné kyseliny
a tokoferoly byly identifikovany za pomoci tfech riiznych chromatografickych systému
(HPLC, high-pressure liquid chromatography; GC, gas chromatography; LC-ESI-Q-TOF,
liquid chromatography-electrospray ionization-quadrupole-time of flight) s potencidlem
odlisit mezi sebou jednotlivé variety liskovych ofechti na zakladé¢ procentudlniho zastoupeni
jednotlivych lipidickych slozek. Obdobnou analyzu provedl o tfi roky diive portugalsky
triacylglycerolt (TAG, triacylglyceroles) s naslednou analyzou rozptylu (ANOVA, analysis
of variance) a linearni diskrimina¢ni analyzou (LDA), kdy byly identifikovany TAG
parametry pro rozliSeni zkoumanych kultivard mandli v Portugalsku. Lipidomické analyzy
se vyuzivaji zejména také pti identifikaci Cistych oleji, kolektiv Dong ef al. (2015) naptiklad
analyzoval dvandct araSidovych oleji, kdy ¢ast z nich byla modelové znehodnocena, tzn.
»ZfalSovana®. Této vyzkumné skupiné se podafilo za pomoci dvoudimenzionalni kapalinové
chromatografie ve spojeni s APCI-MS (atmospheric pressure chemical ionization mass
spectrometry) ukéazat jasné rozliSeni mezi analyzovanym normalnim a modelové
falSovanym araSidovym olejem na zdkladé hodnoceni parametri TAG za pomoci

chemometrického ptistupu vyuzivajici analyzu hlavnich komponent (PCA).

Ptestoze tyto techniky vykazuji vyznamny potencial pro odhaleni falSovani slozek v ramci
otfechovych produkttl, jedna se spise o identifikaci na zdkladé deklarovaného geografického
ptuvodu ¢i odhaleni konkrétniho kultivaru a variety. Postupy lipidomické analyzy mohou tak
vhodné dopliovat dal$i molekularni pfistupy, které si kladou za cil odhalit pravost

konkrétnich potravinaiskych produktl (Danezis et al., 2016; Jardim et al., 2023).
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1.6.2 Identifikace skoirapkovych plodi na zakladé proteinového obsahu

Ackoli jsou lipidy majoritni slozkou ofechi, mnoho znich je pomérné bohatych ina
proteiny, coz piirozen¢ nabizi i dalSi moznost zaméfeni jejich analyzy. Prozatim byly
skorapkové plody jednotlivymi vyzkumnymi skupinami zabyvajici se proteomikou potravin
analyzovany spiSe jednotlivé se zaméfenim na identifikaci alergend, tzn. specifickych
peptidi danych plodt (Li ef al., 2016; Polenta et al., 2012; Sagu et al., 2021). Rovnéz
proteomicky zaméiené analyzy vyuzivaji kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci,
neni to tedy jen doménou lipidomickych analyz (Campmajoé & Nuifiez, 2021; Sagu et al.,

2021).

RozliSovaci analyza v ramci skupiny ve smyslu SirSiho celku skotapkovych plodii byla
predmétem bakalaiské prace, ktera této praci predchazi (Kadetabkova, 2022). V ramci
ptedchozi prace se ukazalo, ze od sebe Ize odlisit jedenact druhti skotfapkovych plodi, a to
na zaklad¢ provedeného méfeni pomoci MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser
desorption/ionization — time-of-flight mass spectrometry) s naslednym vyhodnocenim za
pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA). Na zékladé tohoto zjiSténi bylo hodnoceni
podrobeno detailnéjsi analyze namétenych pikil v softwaru mMass. Vysledkem prace jsou
ziskané unikatni hodnoty peptidi (m/z) pro jedenact zékladnich skotapkovych plodi
(Kadetabkova, 2022). V nasledujicim roce italsky kolektiv Luparelli et al. (2023) si dal za
cil detekovat specifické alergeny u péti druht skotdpkovych ploda (kesu, liskové ofechy,
mandle, pistacie a vlaSské ofechy) a arasidli v ramci pekarenskych vyrobki, u nichZ mohou
byt alergeny detekovany na zaklad¢ kontaminace pii vyrobé. Jednalo se o vlastni pekaiské
vyrobky, u nichZ autofi znali pfesné sloZeni doptedu. V rdmci proteomického piistupu bylo
vyuzito taktéz enzymatické St€peni vzorku trypsinem (Kadetabkova, 2022; Luparelli ef al.,
2023), jemuz ale navic ptedchéazela extrakce, kdy byly pfidany nésledujici chemikalie:
Tris-HCI (tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloridu) pufr (o pH 9,2) a mocovina.
Extrakce probihala v orbitalni tfepacce po dobu 30 minut. Pied S§tépenim byly vzorky
ponechany v ultrazvukové 1azni a podrobeny centrifugaci. Po odstranéni pfebytku mocoviny
byla provedena denaturace pfitomnych proteind pii 95 °C, nasledovand redukci
dithiotreitolem a alkylaci jodacetamidem. Poté bylo pfistoupeno k 16hodinovému Sté€peni
trypsinem pii zvySené teploté (37 °C) a za stalého michani (Luparelli ef al., 2023). Méteni

pak probéhlo za pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci, konkrétné
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LC-ESI-MS. Vysledky piindsi pozitivni zjisténi tykajici se rozliSeni alergennich markert
vSech Sesti zkoumanych druhti v pekdrenskych produktech i s ohledem na to, zda se jedna
o syrovou ¢i prazenou variantu. Analyza touto kapalinovou chromatografii predstavuje
pomérné rychlou a spolehlivou metodu, jak analyzovat alergeny vcetn¢ i1 téch tzv.
»skrytych®, jelikoz ofechy nejsou primarné soucasti produktu, ale mohou se v ném ptesto
vyskytovat na zakladé¢ kontaminace pii vyrobé. Ukézalo se, Ze je zde potencial
implementovat tuto metodu do kontroly kvality na priimyslové irovni, coz by mohlo vyustit
v ovétenéjsi uvadéni, zda potravina obsahuje stopy skotfapkovych plodi a arasidi ¢i nikoliv.
Mnoho potravin je totiz takto ozna¢ovano preventivng, titebaze obsah skotapkovych plodii
a ara$idi nakonec v produktu neni detekovan (Luparelli et al., 2023). Prestoze kolektiv
autor Luparelli et al. (2023) uvadi, ze jejich ptedkladany postup je jednoduchym,
z Casového hlediska rychlym a vyhodnym. V préci, jez pfedchéazi této diplomové praci
(Kaderabkova, 2022) byl postup zahrnujici S$té€peni analyzovanych vzorkll vyznamné
jednodussi a nevyzadoval 16hodinové enzymatické Stépeni za zvySené teploty, nybrz jen
4hodinové Stépeni za laboratorni teploty. Po Stépeni nasledovalo pouhé ptecisténi vzorki
apoté jiz mohlo byt pfistoupeno k instrumentdlnimu méfeni na MALDI-TOF MS ¢i
LC-ESI-Q-TOF MS (Kadetabkova, 2022; Luparelli et al., 2023). Vysledky této prace
nasvédcuji tomu, Ze vyuzity jednodus$i postup ma rovnéz potencial pro identifikaci
konkrétniho druhu skofapkového plodu vramci potravinaiskych produktd, coZ je

pfedmétem experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Metoda MALDI-TOF nebyla v souvislosti s proteomickou analyzou skotapkovych plodi
vyuzita takto poprvé, napt. kolektivem Huang et al. (2016) byl za pomoci této metody tvoien
proteomicky profil kokosu a soucasné s tim tvotena jest¢ dvoudimenzionalni proteomicka
mapa s vyuzitim 2D elektroforézy. Kolektiv Li et al. (2020) vyuzil MALDI-TOF MS pro
proteomickou analyzu aras$idi s ohledem na podzemni vyvoj semene, analyza probihala
v sedmi fazich a ukazala, Ze proteomické hodnoceni v pribéhu vyvoje semene je velmi
komplikovanou disciplinou. Nalezené specifické proteiny souvisely s transportem
sacharidd, lipidi ¢i konkrétnich aminokyselin, coz ukazuje na jejich klicové postaveni
z hlediska metabolismu a vyvoje semene (v tomto piipadé arasidi). Krom¢ MALDI-TOF,
byla analyza doplnéna taktéZz o 2D elektroforézu a o PCR (polymerase chain reaction)

metodu v redlném cCase, na zéklad¢ vSech tii analyz bylo odhaleno, ze proteom byl pti vyvoji
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semene znacné dynamicky. V ranych fazich (tzn. do ¢tvrté faze) nebyl vyskyt alergennich ¢i
potencialné alergennich peptidii prakticky detekovan, ve stadiu pét a Sest byly detekovany
peptidy s nejvétsim moznym rozvojem zavazné alergie, v poslednim, tzn. sedmém stadiu
bylo detekovano maximalné polovi¢ni nebo dokonce niz§i mnozstvi alergennich peptidl nez
v patém a Sestém stadiu (Li ez al., 2020). Vyplyva z toho opét fakt, ze doplnéni jednotlivych
molekularnich pfistupli navzajem je v této discipliné velmi diilezité. Je tedy vhodné na to
pohlizet ve vétsi §ifi, jako naptiklad sleduje jiz zminéna metabolomika (Rubert ez al., 2015).
Vysledky této studie ukazaly, Ze z hlediska hodnoceni pfitomnosti alergentl, tj. specifickych
peptidi ve vzorku, miize hrat roli také zralost semen. Ze studie tedy vzeslo, Ze arasidy s nizsi
zralosti mohou byt rizikovéjsi pro citlivéjsi osoby, tzn. alergiky anebo potencialni alergiky.
Tato informace miize tak pfispét k tomu, v jaké fazi budou semena ¢i skotédpkové plody
sklizena a nésledné vyuzivana ke konzumaci pfimo nebo v potravindiskych produktech
(Liet al., 2020). V obou zminénych piipadech se ale jednalo vzdy o analyzu jen jednoho

plodu, nikoli o rozliSovaci analyzu v rdmci skupiny zahrnujici i dal$i skotapkové plody.

1.6.3 Identifikace skorapkovych plodi pomoci DNA (genomické) analyzy

Kromé& molekuldrnich analyz postavenych na identifikaci lipidl a proteinil se v souvislosti
s identifikaci skotapkovych plodl 1ze rovnéz setkat s genomickou analyzou, tzn. analyzou,
v niz hlavni roli hraje deoxyribonukleova kyselina (Torricelli et al., 2020). Pro urceni
skotapkového plodu se vyuziva extrahovani DNA s vyuzitim PCR metody v nékolika
podobach, bud’ jako multiplex nebo simplex PCR (Ding et al., 2020; Ito et al., 2018;
Torricelli et al., 2020). Multiplexni PCR umoziuje z0zit identifikaci v rdmci skupiny, coz
je vyhodné v ptipad€ smésného vzorku, tzn. pfi analyze vzorku obsahujici vice nez jeden
skorapkovy plod z téze skupiny (Ito et al., 2018). Simplexni PCR umoziuje identifikaci se
zaméfenim na jeden konkrétni plod, coZ samoziejmé piindsi vyssi citlivost a celkové vyssi
presnost ziskanych vysledki. Spolehlivost genomickych analyz je pomérné vysoka, jak se

naptiklad ukéazalo z hlediska autentizace ofechovych mlék v Asii, kde se objevuji podvody

typu nahrazovani nékterych drazsich ofechtl za arasidy ¢i s6jové boby (Ding et al., 2020).

PrestoZe se jedna o pomé&rné spolehlivé metody v oblasti autentizace potravin, je vhodné mit

dalsi doplnujici metody, které mohou ziskany vysledek podpofit ¢i vyvratit (Danezis et al.,
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2016). Proto se mizeme setkat i s novou védni disciplinou, jez se zabyva molekularnimi
analyzami potravin a nazyva se velmi obdobné jako ostatni dil¢i molekularni analyzy, tzn.
foodomika, respektive v anglickém oznaceni ,,foodomics*. Tato disciplina zahrnuje vSechny
zminéné dil¢i analyzy, jako je genomika, transkriptomika, proteomika, lipidomika ¢i jim
nadfazena metabolomika. Cilem foodomiky je studium potravin a vyvoj technologii, které
podpofi oveéfovani pravosti potravin a s tim souvisejici ochranu spottebitele. Zakladem
vyuzivanych technologii jsou molekularni analytické postupy, jejichz vysledky se
porovnavaji na zaklad¢ celé fady faktort, tj. finan¢ni ndklady, Setrnost k Zivotnimu prostiedi,

¢as nebo spolehlivost konkrétni metody (Herrero ef al., 2012).

1.7 Didakticky pohled na vyuku odborného tématu ve vyuce (chemie)

Zatazovani odbornych témat, jako nabizi tato diplomova prace, do vyuky chemie pro
sekundarni vzdélavani® se na prvni pohled p#ili§ nemusi hodit. Déivodem je nejen nesoulad
s pozadavky na tGrovni statniho kurikula (MSMT, 2021), ale také to, Ze chemie je sama
0 sob& povazovana za pomérn€ naroc¢ny a abstraktni obor jiZ ve svych zékladech (Johnstone,
1991). Jiz Johnstone (1982) uvadi, Ze chemie, ptipadné véda obecné, je pro Zaky a studenty
velmi naro¢na na predstavy 1 pochopeni. Chemie prezentuje velmi abstraktni védu
a predpokladem jejiho zvladnuti je prokazat schopnost pohybovat se ve tfech tzv. urovnich
chemickych souvislosti (Johnstone, 1991). Tti trovné, které uvadi Johnstone (1991) souvisi

1 s tim, jak by mohlo (mélo) byt ve vyuce abstraktni védy postupovano.

Prvnim krokem (naptiklad u nového tématu) by mélo byt zobrazeni Grovné ,, makro “, tedy
néco snadno piedstavitelného, zndmého z béZného Zivota. Nasledovat by ji méla Groven
,mikro“, vnémz je klicové dostat se do zakladnich , mikro“ ptedstav, tj. prakticky do
¢asticové chemie. Po zorientovani se v obou téchto Grovnich je mozné teprve pfistoupit ke
treti Urovni, kterou je ,,symbolika*“, a sice oblast vzorcl eventudlné dalSich symbold, jez

chemicky znédzorfiuji tutéZz strukturu z mikrosvéta. Pohled na tfiaroviiovy systém

reprezentaci podle Johnstone (1991) na piikladu tématu proteiny je zobrazen na obr. 2.

3 Sekundérni vzd&lavani je dle mezinarodni klasifikace ptredstavovano dvéma stupni, tj. ISCED 2, ISCED 3
(Eurydice, 2023a; Eurydice, 2023b).
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Mikro reprezentace
Symbolicka

reprezentace

Obrazek 2: Tti urovné reprezentaci (makro, mikro, symbolika) na ptikladu tématu proteiny (vytvoreno pomoci
online softwaru Mind the Graph, 2023 podle: Johnstone, 1991).

r~r

Johnstone (1991) jiz ve 20. stoleti pfinasi pohled, ze by chemie mohla byt vyucovana od
zivotné€ blizSich témat, nikoli ,,tradicné* od ¢asticového slozeni, coz déle rozpracovava ve
své dalsi praci (Johnstone, 2010). V této préaci navrhuje pfizplisobit vyuku chemie tak, aby
byla vice vyhovujici psychologickym potfebam zaku a studentli. Samoziejmé to neznamena,
ze by byla vyuka chemie dosud pojiména nevhodné, jen je tfeba jeji podobu lehce
pfehodnotit a umoZnit urcité zmeény v tradicni vyuce sohledem na moderni dobu.
Chemie ale 1 dalsi pfirodovédné obory by mohly byt prezentovany vice v souladu
s psychologickymi poznatky o uceni, paméti, ale také udrZeni z4jmu Zakt (Johnstone, 2010).
Dillezity je samoziejmé smysl aktivit, kdy by cilem nemélo byt jen pamétné uceni, nybrz
1 vytvafeni hodnot, postoji, rozvijeni kompetenci a celého spektra dovednosti skrze
vzdélavaci obsah (MSMT, 2020). Takto lze pohliZet i na odborna témata, jejich zafazeni
tedy nemusi byt nutné nehodici se. Pokud bude vyuzito se smysluplnym cilem a adekvatné
s ohledem na ve€k €1 schopnosti Zakll, nemusime jiz hovofit o nevhodném odborném tématu

ve vyuce.

54



Zmény ve vzdélavani jsou samoziejmé zavislé na statni vzdélavaci politice ale také na
schopnostech a kompetencich jednotlivych pedagogii (MSMT, 2020). Doba, v niz se nyni
vzdélavaji dalsi generace, se velmi proménila a bude se ménit 1 nadale. Cilem vzdélavani by
i dle Strategie 2030+ do budoucna mélo byt mnohem vice, nez bylo doposud, a to ziskavat
arozvijet kompetence, orientovat se v novodobém svété, vhodné vyuzivat technologie,
informace, nikoli tedy jen a pouze vzdélavaci obsah (MSMT, 2021). I v sou¢asnosti hlavni
kurikularni dokumenty, tzn. ramcové vzdélavaci programy (RVP) sméfuji timto smérem.
U¢ivo na urovni RVP pro zékladni vzdélavani (RVP ZV) je jen doporuc¢ené¢ a mnozstvi
i formulace vystupt v jednotlivych vzdélavacich oborech pedagogy pfili§ nesvazuje, spise
naopak. Svazujici mize byt pak nevhodné sestaveny $kolni vzdélavaci program (SVP), ktery
by z RVP mél vychazet, ale jeho podoba je Cisté v gesci Skoly a idedlné vSech pedagogi,
poté se jiz jedna o zaleZitost konkrétni skoly (MSMT, 2021).

Téma, které nabizi tato diplomova prace, by mohlo byt v urcité podobé soucasti vyuky
chemie &i obecné obortl vzdélavaci oblasti Clovék a piiroda, eventualné také vzdélavaci
oblasti Clovék a zdravi (MSMT, 2021). Kli¢ové oviem je, jakym zptisobem a s jakym cilem
je takové téma pojato. Pro zafazeni do vyuky chemie na zakladni Skole je moZné vychazet
z teoretickych zakladi této prace, vyuka tak muze byt vice vyzivové a zdravotné
motivovana. Vyuka navic v tomto sméru poskytuje vhodné podminky pro uplathovani
meziptedmétovych vazeb (Hudecova, 2004), a to s ohledem na mozné vyuziti v rdmci celé
fady ocekévanych vystupd nejen v chemii (napi. v rdmci chemie a spolecnost), ale také
vychove ke zdravi (ve smyslu zdravého zplsobu Zivota a péce o zdravi), ptipadné v ramci

piirodopisu na p¥ikladu biologie ¢lovéka (MSMT, 2021).

Na stfedoskolské trovni by jiz bylo moZzné otevfit téma i1 s ohledem na svou skutecné
»odbornou* ¢ast z hlediska proteomiky jako védy, jez je mozné uplatnit pfi zjiStovani
pravosti potravin. Teoretické seznameni Zakidl s vyuZivanymi metodami a cili jejich
pouzivani v analyze by mohlo pfedchazet naptiklad také exkurzi na pracovisté, kde jsou
pfislusnou pfistrojovou technikou vybaveni. Exkurze mohou byt velmi vhodnou organiza¢ni
formou vyuky (Skalkové, 1999), Petty (2013) uvadi, ze exkurze jsou velice dulezité
z hlediska budovani vztahii mezi ucitelem a zaky a zaroven je to forma vyuky, z niz si zéci

obvykle odnasi vice nez jen zapamatované védomosti. Skalkova (1999) téz uvadi, Ze se
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exkurzemi podporuje véEtSi ndzornost a prohlubuji se znalosti ve vSech oblastech
(tj. védomosti, dovednosti, hodnoty a postoje). Pokud je exkurze vhodn€ naplanovana, mize

zaky motivovat i uvédomeéni si souvislosti daného tématu s redlnym svétem (Petty, 2013).

Bez ohledu na typ zafazovaného tématu a jeho zvolené formy ve vyuce, je velmi klicova
prace s novymi pojmy. Novych pojmil na vyucovaci jednotku nemutize byt veliké mnozstvi,
vyuka pak pozbyva efektivity i celkového smyslu (Cowan, 2001; Miller, 1956). Chemie
navic sama o sob¢ bojuje s fenoménem, ktery do jisté miry pfedstavuji i cizi jazyky, v ramci
oboru chemie se od samého zacatku Zéci setkavaji s velikym mnoZzstvim pojmd, které jsou
nezbytné nutné pro ovladani ,.chemického jazyka*“ (Monch & Markic, 2022). Je tieba
jednotlivé pojmy a ,,slovi¢ka“ zatazovat vhodné¢ a postupné, zasazovat vhodné do kontextu
a ctit minimaln¢ tzv. Millerovo magické Cislo, které pracuje se 72 novymi pojmy v ramci
vyucovaci jednotky (Miller, 1956). Nicméné€ Z4ci neptijimaji jen pojmy, ale zpravidla s nimi
musi néjak pracovat a tyto myslenkové operace rovnéz kapacitu pracovni paméti z Casti
zabiraji, proto naptiklad Cowan (2001) uvadi jen Ctyfi nové pojmy na vyucovaci jednotku.
Pedagog by tak mé¢l vhodné vybirat nejen téma, ale i pojmy, respektive jejich postupné
vyuzivani ve vyucovacich jednotkach tak, aby ,,neplytval® kapacitou pracovni paméti zZakl

na zbyte¢né pojmy, ¢imz by na ty kli¢ové ona kapacita jiZ nemusela zbyvat.

V kontextu tématu této diplomové prace, jak bylo zminéno 1 vySe — pro chemii na zakladni
Skole, neni stézejni detailn€ predstavit proteomické postupy jako ptistupy, které jsou vhodné
pfi moZné autentizaci potravin, ale spiSe zvolit cestu seznameni s tim, Ze existuji proteiny,
co to je, pro¢ jsou dulezité z vyzivového nebo zdravotniho hlediska. S ohledem na povahu
ttidniho kolektivu je ale urcit€ moZné se zaméfit 1 na oblast ovéfovani pravosti potravin
s pfesahem do vzdé&lavaci oblasti Clovék a jeho svét, napiiklad se zaméfenim na ochranu

spotiebitele a prolnout to s béznym Zivotem kolem nas (MSMT, 2020; MSMT, 2021).

Na gymnazialni, respektive stiedoskolské tirovni, je téma samoziejméeé mozné lehce rozsifit,
piesto by se ale stile mél pedagog drzet onoho mnozstvi novych pojml na vyucovaci
jednotku (Cowan, 2001; Miller, 1956), a to 1 kdyZ se jedna jiz o star$i zaky. Stale je vhodné
se zamétovat vice na kazdodenni véci nez zachazet do pfilisnych sloZitosti, aby Zaci nebyli
od studia chemie pfedCasné odrazeni jeji slozitosti (Chalupa & Nesmeérak, 2014). VEtsi

vyznam zatazovat takové téma do hloubky ma tedy naptiklad az u zaki, kteti by se chtéli
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chemii ¢i obecné pfirodnim védam vénovat. Mohou to byt naptiklad Zéci, kteti navstévuji
vybérovy seminaf s chemickym zaméienim. Témto zakiim by se takovym tématem mohlo

otevfit vétsi povédomi o tom, co vSechno se v ramci chemie dé studovat.

Odborna témata jsou zcela jist¢ vyzvou pro kazdy obor, pokud se ale zvoli jeho vhodna
didakticka transformace (Shulman, 1986), je mozné ho ve své podstaté predat i t€m
nejmladSim zakam. Dulezité je uvédoméni si jeho obtiznosti vi¢i veéku, zdjmu ale
1 s ohledem na schopnosti zakli a podle toho s danym tématem a Zaky pracovat. Hlavni
zalezitosti by vSak mél byt cil zvolené aktivity a v idedlnim ptipad¢€, aby cile nebyly jen
kognitivni, ale rovnéz afektivni a psychomotorické. Zvolena forma ¢i metoda vyuky je pak

jiz zavisla na konkrétnich vychovné-vzdélavacich cilech.

Odborné téma je také mozné rozvijet v ramci neformalniho, konkrétné spiSe zdjmového
vzdélavani zakl napiiklad skrze ptirodovédné orientované krouzky, tdbory ¢i dalsi akce
nabizené a potadané skrze nejriznéjsi organizace poskytujici volnocasové aktivity (napf.
DDM hl. m. Prahy, 2024). Moznosti, jak s takovym tématem ve svém plném rozsahu
seznamit zaka, je napiiklad spoluprace vysokych skol, disponujici timto vybavenim, se
sttednimi §kolami. Zéci, ktefi by jevili o tuto problematiku zjem, by si mohli praci sami
vyzkousSet a Gi¢astnit se projekti, jako je napt. Sttedoskolska odborna ¢innost, Oteviena véda
a dalsi (AV CR, 2024; NPI, 2024). Tyto projekty do uréité miry oteviraji zajemctim dvefe
do svéta veédy, pfipadné na plidu vysoké Skoly, kam toto téma v celém svém rozsahu

(. z hlediska své odbornosti) bez pochyby patii mnohem vice.
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2 Experimentalni ¢ast

Nasledujici kapitola se vénuje celkovému popisu experimentalni ¢asti této diplomové prace
s ohledem na vSechny laboratorni ¢innosti, které byly realizovany v Laboratofi aplikované
proteomiky na Ustavu biochemie a mikrobiologie (VSCHT Praha). Na tomto pracovisti byla
uskutecnéna komplexni prace navazujici na jiz probéhlou experimentalni ¢innost v radmci
zpracovavani bakalarské prace autorky (Kadetadbkova, 2022), kde bylo cilem od sebe

vybrané skorapkové plody proteomicky odlisit.

Mezi hlavni cile této diplomové prace patii zjistit, jaké jsou unikéatni hodnoty m/z pro pecené
varianty jiz diive rozliSenych skofapkovych plodi, s potencidlni moznosti rozsifit databézi
charakteristickych hodnot m/z, pfipadné i identifikovat rozdily mezi obéma variantami.
Nasledné je cilem ovéfit moznost autentizace redlnych potravinaiskych produktti (vano¢niho
cukrovi) na zéklad¢ aplikace shodného postupu jako u plodii samotnych se snahou zjistit,
zda je touto cestou mozna identifikace skotapkovych plodi. Cilem je rovnéZ porovnat data

dvou hmotnostné spektrometrickych technik (MALDI-TOF MS vs. LC-ESI-Q-TOF MS).

Experimentalni prace zahrnovala jako v predchozi praci autorky (Kadetabkova, 2022)
obdobny sled krokt, a sice ptipravu a zpracovani referencnich materiald, ptipravu vzork,
vazeni, ptipravu potirebnych roztok. Déle Stépeni vzorkli pomoci enzymu trypsinu,
precisténi vzorki, pfipravu na méfeni a vlastni méteni. Po méfeni samoziejmé nasledovalo

softwarové zpracovani vyslednych dat a jejich vyhodnoceni.

2.1 Pouzité chemikalie a vybaveni
Pro pribéh experimentalni prace byly vyuzity nize uvedené chemikalie a zasobni roztoky,

stejné tak je uvedeno vyuzité vybaveni.

Chemikalie a zasobni roztoky
e Acetonitril; ACN (Sigma — Aldrich)
e 2 5-dihydroxybenzoova kyselina; DHB (Sigma — Aldrich)
e Destilovana voda; H>O
e Hydrogenuhli¢itan amonny; NH4HCOs3 (Fluka)
e Kyselina mravenc¢i; HCOOH (Penta Chemicals)
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e Kyselina trifluoroctova; TFA (Sigma — Aldrich)
e Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonics)
e Trypsin; lyofilizat (Sigma — Aldrich)

Konkrétni vyuziti chemikalii a zasobnich roztokii je uvedeno v nasledujicich kapitolach,

zejména pak v kapitole 2.2 Pfiprava pracovnich roztokd.

Vybaveni

e Analytické vahy ABT 120-5DM (Kern)

e Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF MS — Autoflex Speed (Bruker Daltonics)

e Kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 RSLC nano (Dionex) sdruzeny
s hmotnostnim spektrometrem ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker Daltonic)

e Laboratorni vahy (A&D Instruments Ltd.)

e Vortexovaci zafizeni WIZARD Advanced IR Vortex Mixer (VELP Scientifica cont.
Sencor)

e Zip-Tip mikrokolony ($pi¢ky) obsahujici reversni fazi C1s® (Millipore Corporation)

2.2 Priprava pracovnich roztoku

Piiprava roztoku trypsinu ke Stépeni

Enzym trypsin, ktery byl vyuZit ke §tépeni proteint ve vSech analyzovanych vzorcich, byl
pfipraven nasledujicim zplsobem: lyofilizat trypsinu smichany s trypsin buffer (pufrem)
dava vzniknout trypsinu o koncentraci 1 pg-pl™!. Takto koncentrovany trypsin byl dale
ziedén S0mM NH4HCOs3 v objemovém poméru 1:50, pti¢emz vznikly roztok trypsinu ma

koncentraci 0,02 pg-pl™.

Priprava roztoki urcenych pro preciStovani

Precistovani je dalsim dulezitym krokem po St€peni vzorkli enzymem trypsinem, v ramci
tohoto postupu se vyuzivaji tzv. ZipTip Spicky, kdy dochazi k precisténi na reversni fazi. Pro
precisténi jsou vyuzivany tfi zdkladni pracovni roztoky, a to aktivacni neboli vlh¢ici roztok
(wetting solution — W), ekvilibracni neboli stabilizacni roztok (equilibration solution — Eq)

a vymyvaci neboli elu¢ni roztok (elution solution — El). Vznik homogennich roztokt byl
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dokoncen diky vyuziti vortexovaciho zatizeni WIZARD Advanced IR Vortex Mixer.
Vsechny pracovni roztoky urcené k precistovani byly vyuzivany opakované (kapitola 2.6

Precisténi pomoci reversni faze).
Konkrétni ptiprava roztoku:

e Aktivacni roztok (W) byl pfipraven jako 100% acetonitril.

e Stabiliza¢ni roztok (Eq) byl pfipraven jako 0,2% roztok kyseliny trifluoroctové.

e Vymyvaciroztok (El) byl pfipraven jako roztok ¢istého acetonitrilu a ekvilibraéniho
roztoku v objemovém poméru 1:1. Pfipadné jej lze pfipravit jako 100% ACN; H2O;
10% TFA v objemovém poméru 50:49:1.

Piiprava roztoku matrice

V nasledujicim kroku, tj. v kroku po precisténi a zakoncentrovani peptidil na reversni fazi
byla pro ¢ast vzorki, jez byla méfena pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF MS,
pfipravena matrice. Roztok matrice se nasledné michd v konkrétnim poméru se vzorky tak,
aby doslo k vykrystalizovani peptidi ve vzorku spolu s matrici. Matrice byla pfipravena
nasledovné: na laboratornich vahach bylo odvazeno 8,5+0,5 mg 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB). K tomuto mnozstvi bylo pfidano 150 pl 100% acetonitrilu, 345 pl
destilované vody a 5 pl 10% kyseliny trifluoroctové. VyuZiti této matrice obsahujici DHB
bylo zvoleno na zaklad¢ jiz provedené prace (Kaderabkova, 2022), ale také na zakladé

vlastnosti samotné DHB, kdy vykazuje vysokou odolnost vii¢i ptipadnému znecisténi.

Pracovni roztoky pro LC-ESI-Q-TOF MS
e Roztok pro resuspendaci: HO; ACN; HCOOH v objemovém poméru 96,9:3:0,1
e Mobilni faze A: 0,1% roztok HCOOH v H,O
e Mobilni faze B: 0,1% roztok HCOOH v ACN

2.3 Referencni materialy

Tepelné neoSetiené vzorky skoirapkovych plodi
Pro analyzu byly v prvni fazi vyuzity stejné referen¢ni materialy jako pfi rozliSovaci analyze

skotapkovych plodli v mé bakalarské praci (Kadetabkova, 2022). Jednalo se o jedenact typt
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skorapkovych plodii (arasidy, kesu ofechy, kokos, liskové ofechy, makadamové ofechy,
mandle, para ofechy, pekanové ofechy, pinové ofechy, pistacie a vlasské ofechy) v jemné
mleté podobé (obr. 3). Téméf vSechny plody byly zakoupeny jako jadra (Mixit.cz) a ru¢né
namlety pomoci kuchyniského mlynku, vyjma kokosu, jez byl zakoupen ptimo jako mleta
kokosovd dient (Nature’s Promise, Albert). Vzorky byly v mezidobi jednotlivych

experimentalnich ¢innosti uchovany v uzavienych saccich v mrazaku (pfi teploté -18 °C).

Obrazek 3: Mleté skofapkové plody v neupeceném stavu (puivodni); ¢iselné oznaceni odpovida nasledovneé:
1: vlasské ofechy, 2: keSu ofechy, 3: liskové ofechy, 4: mandle, 5: pistacie, 6: arasidy, 7: para ofechy,
8: pekanové ofechy, 9: makadamové ofechy, 10: piniové ofechy, 11: kokos (foto: archiv autorky).

Tepelné oSetfené vzorky skorapkovych plodia

Pro druhou fézi laboratorni prace byly pfipraveny skotapkové plody po vystaveni teplot, kdy
byly simulovany podminky jako pfi peceni peciva, suSenek ¢i cukrovi. Od kazdého druhu
skotapkového plodu bylo odebrano mnozstvi cca jedné Cajové 1zicky a zabaleno do alobalu.
Toto mnozstvi ptivodniho materialu bylo vlozeno na pecici plech a peceno v horkovzdusné

troubé na 180 °C po dobu 10 minut. Po vyndani z trouby a vychladnuti byly upecené plody
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prevedeny do novych zip sackt (obr. 4). Ptipravené upecené vzorky byly rovnéz pred

samotnou analyzou uchovany v mrazaku pfi -18 °C.

Obrizek 4: Mleté skotfapkové plody po upeceni (¢as: 10 min; na 180 °C; v alobalu); oznaceni je nasledujici:
1T: vlasské ofechy, 2T: kesSu ofechy, 3T: liskové ofechy, 4T: mandle, 5T: pistacie, 6T: arasidy, 7T: para ofechy,
8T: pekanové ofechy, 9T: makadamové ofechy, 10T: piniové ofechy, 11T: kokos (foto: archiv autorky).

Realné vzorky vanoéniho cukrovi

Pro treti fazi experimentalni ¢asti byly pfipraveny vzorky potravin obsahujici skotapkové
plody tak, jak jsou béZn¢ konzumovany. Pro tyto ti€ely a s ohledem na velikost bylo zvoleno
pro analyzu vanocni cukrovi. Cukrovi (obr. 5) bylo zakoupeno v prodejné pekarna Kabat
(vyrobce: Pekarna Kabat s. r. 0.) a za ucelem analyzy bylo vyuzito celkem Sest druht
zakoupeného peciva (vanilkové rohlicky, skoficové pracny, kokoska, kavové zrno, kulicka
v kokosu, vaflové rybicky) a jeden vzorek byl pfipraven jako domaci ,,neznamy* vzorek
(ofechova susenka obsahujici vlasské ofechy, krystalovy cukr a vejce; poméry na davku:

100 g ofechti, 100 g cukru a jedno vejce). Slozeni ,,neznamého* vzorku bylo sdéleno az po

urceni jeho ofechového slozeni. Slozeni cukrovi, které uvadi vyrobce, je k dispozici jako
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tabulkovy ptehled v ramci pfiloh této prace (Ptiloha €. 1). Samoziejmé i vzorky cukrovi byly

uchovany ptred zahajenim experimentalni prace v mrazaku, taktéz pii teploté -18 °C.

c1 CZ

CUKROVI PRO ANALYZU (*zakoupeno 12/2022) i
€1 - VANILKOVE ROHLICKY*
€2 - SKORICOVE PRACNY*
€3 - KOKOSKA*
C4 - KAVOVE ZRNO*
€5~ KULICKA V KOKOSU* ‘

€6 — VAFLOVA RYBICKA®
€7 - DOMAC( ORECHOVA SUSENKA (pfipraveno rovnéi 12/2022)

Obrazek 5: Analyzované vanocni cukrovi; oznaceno nasledujicim zpisobem: C1: vanilkovy rohlicek,
C2: skoficova pracna, C3: kokoska, C4: kavové zrno, C5: kulicka v kokosu, C6: vaflova rybicka,
C7: ,,neznama“ domaci ofechova susenka (foto: archiv autorky).

2.4 Vazeni vzorkiu

Jednotlivé vzorky plvodnich i1 pefenych druhii skotédpkovych plodi byly véazeny na
analytickych vahach. Vyse navazky byla ponechédna stejné jako tomu bylo v experimentalni
¢asti mé bakalarské prace, tzn. 0,25+0,05 mg (Kadetdbkova, 2022). Nepecené plody byly
nepecenych plodl byly pfipraveny ve tfech technickych opakovanich. Pecené plody pak
byly odvazovany po kazdé trikrat (tab. 13), aby byl vytvofen adekvatni pocet méteni
k méfenim nepecenych plodii. Samostatné plody byly tedy ptipraveny v poctech 22 vzorki

nepecenych plodl (tab. 12) a 33 vzorkl upecenych skotapkovych plodi (tab. 13).
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Tabulka 12: Navazky nepecenych skorapkovych plodt (uvedeno v mg na kazdy vzorek).

Oznaceni — nazev plodu Vzorek (a) Vzorek (b)
1 — vlasské ofechy 0,277 0,20°
2 — kesu ofechy 0,30" 0,217
3 — liskové ofechy 0,24" 0,26
4 — mandle 0,30 0,237
5 — pistacie 0,20" 0,227
6 — araSidy 0,29" 0,30"
7 — para ofechy 0,25" 0,27"
8 — pekanové ofechy 0,217 0,29"
9 — makadamové ofechy 0,30" 0,227
10 — piniové ofisky 0,20" 0,23"
11 — kokos 0,29% 0,20"

 Takto oznagené navazky vzorkl byly pfipraveny pouze na méfeni pomoci LC-ESI-Q-TOF MS, z technickych
didvodu ale méteni nebylo dokonéeno.

Tabulka 13: Navazky pecenych skofapkovych ploda (uvedeno v mg na kazdy vzorek).

Oznaceni — nazev plodu Vzorek (a) Vzorek (b) Vzorek (c)
1T — vlasské ofechy 0,30 0,20f 0,267
2T — ke$u ofechy 0,247 0,29f 0,267
3T — liskové ofechy 0,291 0,28" 0,307
4T — mandle 0,29% 0.21% 0,22%
5T — pistacie 0,25% 0,21% 0,217
6T — arasidy 0,28" 0,297 0,30f
7T — para ofechy 0,27f 0,23% 0,297
8T — pekanové ofechy 0,28F 0,247 0,25f
9T — makadamové ofechy 0,26% 0,27f 0,307
10T — piniové ofisky 0,25 0,30f 0,307
11T — kokos 0,291 0,28" 0,267

¥ Takto oznadené navazky vzorkt byly pfipraveny na obé techniky méfeni, nicméné z technickych diivodi nebyly
zméfeny pomoci LC-ESI-Q-TOF MS, tzn., Ze byly podrobeny jen analyze za pomoci MALDI-TOF MS.
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Navazka vanocniho peciva byla oproti referenénim vzorklim skotapkovych ploda zvysena.
Rozhodnuti o upravé vychazi ze zcela ptirozenych divoda, kterymi jsou nizsi podil
skotapkovych plodii ve vzorku, pfitomnost mouky a dalSich ingredienci. Navazka byla

stanovena na 1,5+0,5 mg a kazdy vzorek cukrovi byl odvazovan dvakrat (tab. 14).

Tabulka 14: Navazky vanoc¢niho cukrovi (uvedeno v mg na kazdy vzorek).

Oznaceni — nazev cukrovi Vzorek (a) Vzorek (b)
C1 — vanilkové rohli¢ky 1,15 1,93
C2 — skoficové pracny 1,99 1,87
C3 — kokoska 1,69 1,86
C4 — kavové zrmo 1,24 1,72
C5A — kulicka v kokosu (tésto) 1,25 1,39
C5B - kulicka v kokosu (tésto s obalenim) 1,64 2,00
C6 — vaflové rybicky 1,94 1,88
C7 — domaéci ofechova susenka (neznama) 1,98 1,41

2.5 Enzymatické Stépeni vzorki

Veskeré pfipravené vzorky (tj. nepecené i pecené skotfapkoveé plody a cukrovi) byly pfidany
do mikrozkumavek a pfichystdny na $tépeni. Enzymatické Stépeni spocivalo v piidani
zfedéneho pracovniho roztoku trypsinu (viz kapitola 2.2 Ptiprava pracovnich roztoki). Ke
vzorkiim samostatnych plodi (at’ pecenych, tak nepecenych) bylo ptidano 10 pl roztoku
trypsinu o koncentraci 0,02 pg-ul!. Ke vzorkim peciva (cukrovi) bylo piidano 15 ul
pracovniho roztoku trypsinu (o koncentraci 0,02 pg-pl'). Diivodem zvyseni objemu
pfidavaného roztoku trypsinu je navySena navazka téchto vzorka (1,5+0,5 mg) a povaha
vzorki, u kterych se oCekavalo, ze ¢ast roztoku absorbuji. Dalsim diivodem bylo vyssi
zastoupeni proteintl, respektive peptidi pochézejici naptiklad z mouky nebo vajec. U vSech
vzorki plati, Ze byly podrobeny 4hodinovému Stépeni (v uzavienych mikrozkumavkach) za
laboratornich podminek. Po ¢tyfech hodinach bylo Stépeni zastaveno piidavkem 1 pl 10%

roztoku TFA u kazdého vzorku.
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2.6 Precisténi pomoci reversni faze

K pfecistovani vzorki byla vyuzivana specificka Spicka (nesouci komercni nazev ZipTip
Cis® od spol. Millipore Corporation). Tato $picka, respektive mikrokolona, se nasadi na
klasickou automatickou mikropipetu o odpovidajicim objemu a vyuziva se tak k precisténi
vzorkl. PieciStovani funguje na principu rozd€lovaci chromatografie s reversni fazi, kdy
stacionarni fazi predstavuje nepolarni ¢ast mikrokolony obsahujici uhlovodikové fetézce
Cis. Za ucelem precisténi jsou vyuzivany tii roztoky (aktivaéni — W, ekvilibracni — Eq,

elucni — El), jejichz pfiprava je uvedena v kapitole 2.2 Ptiprava pracovnich roztokd.

Pracovni postup je schematicky zndzornén na nasledujicich obrazcich (obr. 6 a 7).

1. aktivace 2. ekvilibrace
. NN
S - S N -
Al S\ AT R\
[ el [ | P DY

r' 10krat > m r 10krat >
| \ |

S LW oD r S Eq o r
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- \ - I/

—_— odpad — odpad
3. promyti vzorkem 4. ekvilibrace
If yil |‘ \\\
. oy A

10krat

r 10krat 2
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S Vzorek (10 pl) r

X{\? \_/ N

Obriazek 6: Schématické znazornéni postupu precisténi — 1. ¢ast; W = aktivacni roztok, Eq = ekvilibra¢ni
roztok (vytvofeno pomoci online softwaru Mind the Graph, 2023).
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5. eluce 6. eluce peptidi
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Obrazek 7: Schématické znazornéni postupu piecisténi — 2. ¢ast; El = eluéni roztok, W = aktiva¢ni roztok
(vytvotfeno pomoci online softwaru Mind the Graph, 2023).

Na obr. 6 je patrnd prvni ¢ast postupu, kterd zahrnuje opakované promyti ZipTip Spicky
aktivacnim roztokem o objemu 10 pl. Poté byla provedena rovnéz opakovana ekvilibrace,
respektive stabilizace ekvilibracnim roztokem (objem 10 pl). Ve tfetim kroku byla Spicka
promyvana opakovan¢ vzorkem (objem 10 pl), vyznam této faze tkvi v zachyceni
naStépenych peptidi na reversni fazi. Vzapéti je opét opakovan krok ekvilibrace
(objem 10 pl), jejiz Gcel je odsoleni a odstranéni polarnich necistot, které mohou byt
zachyceny na fazi. Dal$i kroky postupu jsou znazornény na obr. 7, kdy nasledujici klicovy
krok (krok €. 5) zahrnuje nasati elu¢niho roztoku a eluci peptidii do ¢isté mikrozkumavky
(objem 10 pl). Dulezitym dalS$im krokem je opakované nasavani a vypousténi eluovanych
peptidi v mikrozkumavce, kdy je cilem pterusit hydrofobni vazby a uvolnit co mozna

nejvetsi mnozstvi peptidi zreversni faze. Nakonec je potfeba Spicku zbavit necistot
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a pripadn¢ zbyvajicich peptidii pro moznost dalsiho pouziti, elu¢ni roztok byl vyuzit pro
vymyti $pi¢ky opakované (desetkrat objem 10 pl). Spicka v takovém stavu mize byt opét
vyuzita. Dal$im krokem je opakované vymyvani vlh¢icim roztokem a cely cyklus postupu

se miize opakovat stejnym zptsobem pro novy vzorek.

Timto zpisobem popsany postup preciStovani byl proveden u vSech 71 vzorkl. Takto
precisténé vzorky byly uchovany v mrazéku (-18 °C) po dobu dvou dnii, kdy bylo zahdjeno
meéteni. Dal$i manipulace se vzorky probihala az tésné pied méfenim. Nepecené vzorky byly
odesilany pouze na métfeni pomoci LC-ESI-Q-TOF MS. Mcéfeni nepecenych vzorki
skotapkovych plodt za pomoci MALDI-TOF MS bylo provedeno a nasledn¢ vyhodnoceno
v ramci bakaléatské prace, na niz je touto praci navazovano (Kaderabkova, 2022). Proto byly
tyto vzorky v celém svém objemu ponechdny vysusit pod archem Ccistého papiru. Ostatni
vzorky (tj. tfi série pecenych vzorkl skotfdpkovych plodii a dvé série vzorki vanocniho
peciva) mély byt méfeny dvojim zptisobem, v prvnim ptipadé MALDI-TOF MS, kdy pro
toto méfeni byl vzdy odebran alikvotni podil o objemu 2 pl precisténého vzorku. A v druhém
ptipad¢ se jednalo o odeslani na méfeni pomoci LC-ESI-Q-TOF MS, pro n¢hoz zistalo

zbyvajicich 8 pl a taktéZ bylo ponechdno susit pod ¢istym listem papiru.

2.7 Provedeni méfeni za pomoci MALDI-TOF MS

Pied méfenim

Ptipravené precisténé a zakoncentrované vzorky obsahujici peptidy (10 pl) byly rozd€leny
na méfeni pomoci jednotlivych pfistrojovych technik (viz kapitola 2.6 Pfecisténi pomoci
reversni faze). Pred méfenim na MALDI-TOF MS byl kazdy ptecistény vzorek smichan
s matrici v poméru 1:3, coZ je pomér experimentalné stanoveny a ovéteny jiz v mé predchozi
praci (Kadetabkova, 2022). Vzdy 2 ul purifikovaného vzorku byly smichany se 6 pl Cerstvé
pfipravenym roztokem matrice obsahujici 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu (viz kapitola

2.2 Ptiprava pracovnich roztoki).

Smichany alikvotni podil pfecisténého vzorku a roztoku matrice byl pomoci vortexovaciho
zafizeni na niz§i otacky promichan. V dalS§im kroku byla smés obsazend v kazdé

mikrozkumavce pipetovana na specidlni nerezovy nosic typu MTP 384 target plate polished
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steel, uréeny predev§$im pro analyzu vzorkl rozpusténych v organickych rozpoustédlech
(Bruker, 2023). Pro vSechny vzorky plati, ze byly rozpipetovany do péti spoti, na spot bylo
pipetovano vzdy 1,5 ul piipravené smési. Na kazdou mikrozkumavku tim padem ptipadalo
pét rovnocennych spotl, pfiCemz jeden plod mél vzdy zastoupeni po tiech
mikrozkumavkdéch a stejny druh peciva zastoupeni po dvou mikrozkumavkach. Od kazdého
druhu plodu bylo pfipraveno na meéteni celkem po patnécti spotech, od kazdého vzorku
vano¢niho peciva bylo piipraveno po deseti spotech. Vzapéti nanaSeni smeési vzorkl
a matri¢niho roztoku na nosi¢ byly veskeré nanesené spoty ponechany schnout po dobu cca
45 minut. V kone¢ném poctu bylo piipraveno celkem tedy 245 spotti a z kazdého spotu bylo

nasledné ziskano hmotnostni spektrum.

Pted samotnym méfenim byly piipraveny spoty urcené pro prvotni ale i prubézné kalibrace
stroje. Standardy pro méfeni byly pfipraveny jako smés Peptide Calibration Standard II
(smés standardnich peptidi o znamé hodnoté m/z) a Cerstvé pripraveného matri¢niho roztoku
v poméru 1:5. Na ocelovy nosi¢ bylo naneseno desetkrat po 1 ul pfipraveného standardu,
tzn. vzniklo celkem Sest spotil ur¢enych pro kalibraci (v pfipadé méfeni spotl ptipadajici na
pecené skotapkové plody). Vzorky cukrovi byly méteny s ¢asovym odstupem, rovnéz i pii

jejich méfeni byly obdobné ptipraveny spoty urcené pro jednotlivé kalibrace.

Samotné méreni (MALDI-TOF MS)

Nerezovy nosi¢ byl po naneseni vSech spotl vlozen do zatizeni MALDI-TOF MS Autoflex
Speed od spole¢nosti Bruker Daltonics. Métfeni bylo mozné zah4jit po vytvoreni potfebnych
podminek uvnitf hmotnostniho spektrometru (zejména tvorba vakua v letové trubici
MALDI-TOF). Nasledn¢ byla zvolena metoda méfeni RP 900-4500 Da 2022, coz
odpovida reflektorovému pozitivnimu méddu a rozsahu méfeni 9004500 m/z. Po ptiprave
zafizeni bylo mozné pfistoupit k prvotni kalibraci a zahajit méfeni pfipravenych spotd,
pravidelna kalibrace byla provadéna opakované vzdy po cca 28 méfenich.

Realizované méteni probihalo v pozitivnim reflektronovém moédu s vyuZitim laseru o vinové
délce 355 nm. Data, 1épe feceno piislusna hmotnostni spektra, byla ziskavana postupnym

sbérem jednotlivych pulst (shotl) laseru. U naprosté vétSiny vzorkli bylo spektrum

vytvoreno jako suma odpovidajici 5000 laserovych pulsi. Vyjimku tvoti kesu ofechy (plod
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¢. 2), kdy byla spektra ziskdvana jako suma 10 000 laserovych pulsi. Déle pak jsou
vyjimkou makadamové ofechy (plod €. 9) a liskové ofechy (plod €. 3), kdy byla spektra
ziskavana jako suma 20 000 laserovych pulst, toto rozhodnuti bylo ucinéno z povahy
ziskavanych spekter odpovidajici 5000 pulst, ponévadz poskytovaly méné vyrazné piky
a vys$i intenzity Sumu. Vyssi pocet laserovych pulsi umoznil ziskat v téchto ptipadech

kvalitnéjsi spektra pro dalsi hodnoceni.

2.8 Provedeni méreni za pomoci LC-ESI-Q-TOF MS

Jak bylo zminéno dfive v kapitole 2.6, tak eluovany objem obsahujici ptecistény obsah
s nastépenymi peptidy odpovidajiciho vzorku byl v pfipadé nepecenych vzorkl
skotapkovych plodi ponechan rovnou suSit, u ostatnich vzorkit bylo vzdy 8 pl
koncentrovaného eluatu ponechano susit za dalSim t¢elem analyzy pomoci LC-ESI-Q-TOF.
Vysuseny eluat byl ponechan v mrazaku az do doby mozného méteni touto metodou. Pozdéji

byly jednotlivé vzorky resuspendovany a podrobeny analyze LC-ESI-Q-TOF MS.

Nasledkem technickych problémii se nepodarilo méreni u viech skorapkovych plodii provést,
a tedy tato data nyni k dispozici nejsou, coz je jiz uvedeno u navazek, kterych se to tykad.
Podarilo se ziskat jen data z méreni vzorkii vanocniho cukrovi, za coz patii mé podékovani

panu Ing. Jifimu Santrickovi, Ph.D.

Vysledna hmotnostni spektra byla ziskdna za pomoci metody kapalinové chromatografie
Dionex Ultimate 3000 RSLC nano (Dionex) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker Daltonic). VysuSené vzorky byly pied samotnou realizaci
méieni rozpuStény v 10 pl rozpoustédla zahrnujici vodu, acetonitril a kyselinu mravenci
v objemovém pomeéru 96,9:3:0,1. Objem nastiiku pii analyze €inil 1ul a byly vyuzity dva
druhy mobilni faze, a sice mobilni faze A tvofena 0,1% kyselinou mravenc¢i ve vode
amobilni faze B tvofena 0,1% kyselinou mravenci v acetonitrilu. V prvni fadé byly
jednotlivé vzorky naneseny na zachytavaci kolonu Acclaim PepMap 100 Cig
(100 pm x 2 cm, Dionex) s prutokem 5 pl/min faze A v délce trvani 10 minut. Peptidy byly
eluovdny za pomoci chromatografické kolony Acceraling PepMap RSLC Cig

(75 um x 150 mm, Dionex) s vyuzitim mobilni fiaze B za nasledujiciho gradientu:
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0-10 minut 3% B, 10-40 minut 3-35% B, 42 minut 90% B, 55 minut 3% B, 55-65 minut
3% B. Peptidy byly eluovany ptimo k ESI zdroji Captive Spray (Bruker Daltonics). Méfeni
byla provadéna v Data-dependent analysis médu a pro nésledny vybér prekurzora v rozsahu
400-1400 m/z. Hmotnostni spektra byla shromazd’ovana v ¢asovém intervalu kazdych
3 sekund, preferovany naboj u prekurzorti byl stanoven na 2-5. Identifikované peptidy byly
kolizi fragmentovany a na zaklad¢ analyzy vzniklych fragmentti pomoci analyzatoru doby
letu (TOF) byly zaznamenany jednotlivé odpovidajici aminokyselinové sekvence v rozsahu

50-2200 m/z.

2.9 Softwarové zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat

Ziskana data po provedeném méteni na MALDI-TOF MS byla dale ru¢né¢ hodnocena
v softwaru mMass (verze programu 5.5.0). Program mMass umoziuje zobrazit kazdou sumu
laserovych pulsti pro dané méteni v podobé sumarniho spektra, s nimz je mozné nasledné
detailné pracovat v tomto softwarovém prostredi. Klicové pro dalsi hodnoceni spekter je
oznaceni ptitomnych pikd o konkrétni hodnoté m/z a intenzit€¢ v daném spektru. VSechna
naméfend spektra byla podrobena tomuto ru¢nimu vyhodnoceni a ziskan z nich ,,balicek*
hodnot m/z, jez se v konkrétnim spektru vyskytly (jedno sumarni spektrum odpovida
jednomu spotu dané¢ho vzorku). Nésledné byly ziskané hodnoty pro vSechna naméfena
spektra ptreneseny do prostiedi MS Excel, kde byly tyto ,,balicky* hodnot m/z pfipraveny
jako seznamy hodnot m/z pro kazdy skotapkovy plod pfipadné druh zkoumaného cukrovi
oddé€lené. Veskeré tyto seznamy hodnot m/z byly vkladany do systému PostgreSQL, coz je
databazovy systém pracujici v jazyce SQL, kdy tato zkratka znaci uzivani tzv. rela¢niho
databazového modelu pii zpracovavani dat. Jednotlivé seznamy byly zpracovany
v programu pgAdmin (verze programu databazového systému PostgreSQL 14.2) dle
interniho nédvodu pro nalezeni unikatnich hodnot m/z (Kirg & Kuckova, 2022). Jednotlivé
seznamy hodnot byly postupné vkladany do systému a nasledné¢ porovnavany mezi sebou
tak, aby byly ziskany unikatni hodnoty na zdklad¢ stanovenych kritérii, tzn. cetnost
pfitomnych hodnot, postupné byly ziskavany unikéatni hodnoty vyskytujici se minimalné
v 10 z 15 az po hodnoty vyskytujici se v 15 z 15 spekter (u nepecenych plodit), pri¢emz pfi

porovnavani hodnot v rdmci seznamu a samoziejme 1 napfi¢ seznamy jednotlivych hodnot
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byla stanovena tolerance +0,3 m/z. Tato tolerance vychazi z jiz zpracovavanych hodnot pfi
hledani unikatnich hodnot u nepecCenych, tzn. ,syrovych® skotapkovych ploda
(Kadetabkova, 2022). Porovnani dat bylo provedeno nejen napti¢ peCenymi plody, ale také
byla zjisStovana moznost identifikovatelnosti plodi, zda se jedna o plody vystavené teploté
¢i nikoliv, byly porovnévany tedy seznamy hodnot pec¢enych a nepecenych vzorkli daného
plodu mezi sebou, ¢imz by méla byt podpofena moznost charakterizace plodu tykajici se
jeho tepelného zpracovani. Obdobnému hodnoceni byly podrobeny i seznamy vytipovanych
hodnot m/z z namétenych spekter pro zkoumané cukrovi obsahujici skofapkové plody s tim
rozdilem, ze byly hledany vzdy unikatni charakteristické hodnoty pouze v ramci daného
druhu cukrovi (tj. v rdmei 10 naméfenych spekter). Vyhledavany byly hodnoty postupné
s minimalnim vyskytem 7 z 10 az po 10 z 10 hodnot v ramci namétenych spekter pro
konkrétni druh cukrovi. Pokud by bylo provadéno hodnoceni napii¢ v§emi druhy cukrovi,
pochopitelné by bylo znacné mnozstvi vyskytujicich hodnot odstranéno, jelikoz nékteré
druhy cukrovi obsahuji shodné konkrétni druh skotapkového plodu ¢i plodii. Rovnéz budou
shodné obsahovat charakteristické hodnoty pro pSeni¢nou mouku, vejce ¢i dalsi spole¢né
ingredience. Ziskané charakteristické hodnoty pro naméfena spektra cukrovi byly dale
porovnavany s unikatnimi hodnotami pro pecené i1 nepecené plody a ziskadvany tak
informace ohledné¢ moznosti identifikovat pfitomnost deklarovaného plodu vyrobcem ¢i

nikoliv.

Co se tyce ziskanych dat z mé&feni za pomoci LC-ESI-Q-TOF MS byly jednotlivé peaklisty
extrahovany prostiednictvim softwaru DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics) a nahrany do
Proteinscape 4.2 (vyuzivaného programu pro spravu proteomickych dat). Identifikace byla
mozna za pomoci Mascot serveru 2.4 (Matrix Science) a porovnavani bylo provedeno vici
rostlinné databazi proteind, jeZ byla staZzena z webové databaze https://www.uniprot.org
(datum stazeni a porovnavani viic¢i databazi: 15. 3. 2024). Vychozi tolerance pro pfifazovani

jednotlivych prekurzori byla stanovena na 10 ppm a u fragmentti na 0,05 Da.

Identifikované ptitomné peptidy ve vzorcich o zndmych hodnotich m/z s pfifazenymi
aminokyselinovymi sekvencemi byly nésledné jiz ,jen” porovnavany vaci ziskanym
hodnotdm m/z zméfeni za pomoci MALDI-TOF MS v prosttedi MS Excel, jelikoz

technickymi problémy nebyla ziskdna data pro referencni materialy, tj. pro jednotlivé druhy
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skorapkovych plodi, nebylo mozné jiz provést obdobné vyhodnoceni v prostfedi objektove-
relatniho databazového systému PostgreSQL s moznosti identifikace daného druhu ve
vzorcich vano¢niho cukrovi na zakladé pfitomnosti peptidii o znamych aminokyselinovych

sekvencich.
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3 Vysledky

Tato kapitola se vénuje vysledkiim ziskanych z méfeni za pomoci MALDI-TOF MS
anasledn¢ i1 vyslednym datim z méfeni na LC-ESI-Q-TOF MS, a to v nasledujicich
samostatnych podkapitolach (3.1 Vysledna data ziskand z méfeni pomoci MALDI-TOF MS;
3.2 Vysledna data ziskana z méfeni pomoci LC-ESI-Q-TOF MS). Ponévadz se nyni jedna
o navazujici praci, kdy v té predchozi byla schopnost od sebe rozliSit vSech jedenact
zvolenych skofapkovych plodi pomoci MALDI-TOF MS jiz potvrzena (Kadetabkova,
2022), tak nynéjsim cilem bylo doplnit a porovnat ,,databazi* unikatnich hodnot m/z pro
kazdy skotapkovy plod nejen v syrovém ale také i v peceném stavu. To vSe s dalSim cilem,
a sice aplikovat stejny postup na analyzu realnych produktii a s pomoci zjisténych
charakteristickych hodnot m/z se pokusit identifikovat piitomnost deklarovaného
skorapkového plodu, jak uvadi vyrobce na etiketé. Druhd metoda (tj. méfeni za pomoci
potfebného Casu ale i ndsledného vyhodnocovani. Na druhou stranu by méla ptedstavovat
citlivéj$i metodu, u niz lze predpokladat, ze vyznamné a detailnéji doplni data z MALDI-
TOF MS. Pivodné bylo cilem ob¢ techniky porovnat a pro ucely identifikace plodu
v realnych produktech (vtomto pifipadé na vzorcich vétSinové kupovaného vano€niho
cukrovi) zhodnotit GspéSnost jednotlivych vyuzZitych metod, coz nakonec nemohlo byt

vlivem technickych problémt spolehlivé ucinéno.

3.1 Vysledna data ziskana z méreni pomoci MALDI-TOF MS

3.1.1 Peptidové markery pro skorapkové plody v syrovém a peceném stavu

Pomoci MALDI-TOF MS byla ziskdna hmotnostni spektra, kterd vyzadovala dalsi
hodnoceni. Toto hodnoceni spocivalo ve vyhledavani tzv. peptidovych markerd, respektive
unikétnich hodnot m/z pro kazdy skotapkovy plod ve svém peeném stavu. V syrovém stavu
jsou vysledky jiz znamy, ptfi¢emz postup pro ziskavani charakteristickych hodnot se nelisil
od ziské&vani téchto hodnot i pro plody v peceném stavu (Kadetabkové, 2022). Postupné byly
manuélné v programu mMass oznaCovany piky v naméfenych hmotnostnich spektrech.

Oznaceny byly vSechny piky, jejichzZ intenzita signalu byla alespon cca tiikrat vyssi, nez byla
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intenzita Sumu. Nésledné byly pfipravené hodnoty zpracovavany systémem PostgreSQL, jak
jiz bylo uvedeno v kapitole 2.9 Softwarové zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat.
Vyhledavani unikatnich hodnot m/z bylo postavené na hledéani specifickych hodnot v rdmci
jednoho plodu, tzn. naptiklad vlaSskych ofecht tak, ze byl v systému zadan piikaz, jez
vyhledaval shody v ramci jednoho plodu, ale zaroven nulovy opakujici se vyskyt shodnych
hodnot v celé skupiné skotapkovych plodi. V tomto ptipadé bylo pro kazdy plod vzdy
ziskano 15 hmotnostnich spekter pro mozné porovnavani, kazdy vzorek plodu byl ptipraven
ve trech technickych opakovanich a kazdé ztéchto opakovani zaujimalo pét spotii na
nerezovém nosici, jenz se vklada pifimo do piistroje MALDI-TOF MS. Pro hledani
unikatnich hodnot musela byt vyjadiena cetnost vyskytu, pochopiteln¢ se nabizi nejptisné;si
kritérium, a sice vyskyt v 15 z 15 hmotnostnich spekter. Pfestoze pro nckteré skotfapkoveé
plody bylo i s timto kritériem nalezeno pomérné vysoké mnoZstvi unikéatnich hodnot m/z
(naptiklad 23 charakteristickych hodnot pro kokos), tak pro nékteré jiné plody byly nalezeny
charakteristické hodnoty jen dvé (napf. mandle nebo vlasské ofechy). Nalezeni dvou
unikatnich hodnot je ale povazovano za nedostate¢né a minimalni pocet unikatnich hodnot
byl podobné jako u syrovych plodii (Kadefabkova, 2022) stanoven na tii hodnoty. Cetnost
opakovani byla tedy i pfi hledani unikatnich hodnot pe¢enych ploda stanovena stejné jako

u syrovych na 13 z 15 hmotnostnich spekter (tj. v ramci jednoho skotapkového plodu).

Na zakladé nastavenych kritérii byly ziskany seznamy unikatnich hodnot m/z patfici
specifickym peptidim, jeZ se vyskytly v rdmci vzorku po enzymatickém Stépeni trypsinem.
O téchto specifickych hodnotéach lze hovofit jako o druhové charakteristickych markerech,
jez jsou piredstavovany prisluSnymi peptidy (respektive peptidovymi fragmenty). Veskeré
unikatni hodnoty pro pec¢ené vzorky skotapkovych plodl jsou uvedeny v tab. 15. Jedna se
0 ,,seznam‘ unikatnich hodnot m/z pro pec¢ené vzorky vSech skotéapkovych plodd, jez byly
porovnavany v celé skupiné skotapkovych plodi. Lze soucasné oCekavat, ze prestoze se
bude jednat o unikatni hodnoty pro pecené vzorky, mohou byt v ramci nich schovany rovnéz
1 pivodni charakteristické hodnoty m/z pro nepecené vzorky odpovidajicich skotrapkovych

plodu, coz je taktéz zvyraznéno a doplnéno v tab. 15.
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Tabulka 15: Peptidové markery (hodnoty m/z) pro jednotlivé pecené skotapkové plody; modie jsou vyznaceny hodnoty, jez vykazuji shodu s charakteristickymi
hodnotami pro dany plod pfed pe¢enim (£0,3 m/z), zelen€ jsou vyznaceny mozné shodné hodnoty s primérné€ vyssi odchylkou +0,6 m/z (cfr. Kadetabkova, 2022).

Skorapkovy plod Unikatni hodnoty m/z (pFipustna odchylka 0,3 m/z)

Aragidy 1129.3 11423 1185,3 1256,5 [1288,3 12983 1380,5 1472,7 15425 15615 1623,5 1639.7 1731,7
1739.8 1895.8

Kesu ofechy 1001,8 1063.8 1088.8 1112,8 1120,8 1159,8 1182,8 1214.8 1377,8 1468,9 14939 1564,9 1659.1
1851,1 2119,3

Kokos 947,8 962,77 9657 10169 [1018,9 1031,8 1050.8 1058,9 1062,8 12559 1293,9 1340,1 13959
14259 14949 1525,1 15549 15972 1627,1 1636,2 1713,3 1831,3 18574 1873,3 1971,4 19974

Liskové ofechy 919,8 956,7 990,8 [1189,9 13059 1438,2 16154

Makadamové ofechy 9549 1010,9 1073,9 1211,2 1251,2 1299,2 13084 13443 1520,4 1537,5 1732,6 [1734,6 1804,8
1997,9

Mandle 1006,9 1387,2 1722,5 1935.7

Para of'echy 9179 9639 999,9 10029 10559 1176,9 1230,3 1309,2 15084 1792,7 1976,8

Pekanové ofechy 937,9 1003,9 1009,9 1014,9 1036,9 1135,1 1235,1 13153 13834 15194 1603,6 1630,6 1744,7
1749,8 1860.8 1929,9

Piniové ofechy 909,8 944,8 949.8 1032,8 1057,8 1332,9 1358,9 1472,0 1489,2 1546,2 1600,1 1614,1 17023
1770,2 18424

Pistacie 1019,9 11779 12119 14324 1491,2 15054 15494 1723,4 [1885,6

Vlasské oiechy 1256,9 1449,1 1577,2 1749,2 17534 19754

Podtrzené hodnoty identifikuji druh plodu (bez ohledu na peceni), piestoZze se neprojevily (vliv zaokrouhleni a stanovenych kritérii) u syrovych ploda
(cfr. Kadetabkova, 2022).
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U zkoumanych skotapkovych plodi byly nalezeny a identifikovany vySe uvedené
charakteristické markery, které rozliSuji plody na bazi peptidii mezi sebou i po vystaveni
vysoké teploté (tzn. po simulaci peCeni peciva). V tab. 15 je vidét celkovy pohled na vSechny
identifikované specifické hodnoty m/z pro pecené verze skotapkovych plodi. Celkové lze
shrnout, Ze pecené plody poskytuji vy$si mnozstvi charakteristickych hodnot peptidd, jez Ize
povazovat za specifické markery, nez tomu bylo u hodnot m/z pro syrové plody
(cfr. Kadetabkova, 2022). Primérne¢ se jedna o ziskani o vice nez dvakrat vice specifickych
hodnot, nez tomu bylo u nepecenych plodl, nicméné v nekterych ptipadech zlstava pocet
unikatnich hodnot m/z ptiblizn¢ shodny (max. + jedna hodnota u liskovych ofechti, mandli,

para ofechti nebo vlasskych otfecht).

Z tab. 15 je dale patrné, Ze n€které charakteristické hodnoty m/z pro pe€ené plody se shoduji
s unikatnimi hodnotami m/z pro syrové plody (modré podbarveni v tab. 15 znaci tolerovanou
pramérnou odchylku #0,3 m/z). Vyhodnocovani v rdmci systému PostgreSQL bylo
nastaveno pro praci jen s touto dovolenou odchylkou, nicméné v ramci vysledkil byly
pozorovany 1 velmi blizké hodnoty s primérné lehce vyssi odchylkou. Potencialni shoda je
tak vytipovana i u dalSich hodnot, kde byla primérnd odchylka vys$si nez +0,3 m/z, tedy
odchylkou, s niz se v ramci hodnoceni spekter pracovalo (zelené podbarveni v tab. 15 znaci
pramérnou odchylku +0,6 m/z). U mnoha skotapkovych plodi jiz z t€chto hodnot dochézi
ke 100% piekryti specifickych hodnot (respektujici odchylku +0,3 m/z, v tab. 15 modre)

v syrovém stavu s unikatnimi hodnotami ve stavu peceném.

Z tohoto poznatku vyplyva dalsi mozny pohled na vysledky, a sice vyhodnotit zavislost
tepelného zpracovani skotapkovych plodu a jejich identifikaci pomoci specifickych hodnot
m/z v rdmci kazdého plodu samostatné. U nékterych plodi je toto rozliSeni patrné na zaklade
vysledkli uvedenych v tab. 15 malo pravdépodobné, u jinych naopak mulzZe byt objeveni
determinace zpracovani plodu mozné. Ziskana data tedy v soucasnosti potvrzuji determinaci
syrové a pecené varianty (tzn. rozliSovani v ramci jednoho druhu plodu) jen u nékterych
skotrapkovych plodu, jak ukazuji nasledujici tabulky: tab. 16 a tab. 17. Rozhodujici kritérium
pti hodnoceni bylo opét objeveni se dané hodnoty alespoii ve 13 z 15 spekter daného tepelné
(ne)zpracovaného skotapkového plodu, porovnavaci celek ¢ital tedy jen 30 spekter, nebot’

bylo srovnavano 15 plus 15 spekter (pro nepecenou a pecenou variantu) t€hoz druhu plodu.
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Tabulka 16: Peptidové markery (hodnoty m/z) pro jednotlivé skotdpkové plody s ohledem na rozliSeni tepelného zpracovani, zde pro pecené varianty; -
jsou vyznaceny skofapkové plody, u nichz je mozné rozliSeni tepelného zpracovani v ramci jednoho plodu, Zluté jsou vyznaceny plody, u nichZ je rozliSeni mozné
omezeng, rozlisujici pocet hodnot je roven bud’ jedné, maximalné dvéma (tolerance +0,3 m/z).

Skorapkovy plod Unikatni hodnoty m/z (pfipustna odchylka +0,3 m/z)

AraSidy ' 1731,7

KeSu ofechy ' 1001,8 77048 1112,8 11208 13779 15649 1851,1 2119,3

Kokos T 962,7 1062,8 [I41,9 12559 1293,9 14259 1597,2 1636,2 18733 19714 19974
Liskové ofechy " 1076,9

Makadamové ofechy™ 1010,9 10739 /7872 1251,2 1299,2 1308,3 13443 1537,5 1804,8 1997,9
1186,9 1387,2 17225

Mandle '
Para ofechy ' 1309,2 15084 1792,7 1936,6 1976,8

Pekanové ofechy T 937,9 1009,9 10149 1036,9 11351 12351 13153 15194 1630,6 1744,7 1749,8 19299
Piniové oi‘echy T 909.8 1057,8 17306,9 1332,9 1358,9 1472,1 1614,1 1702,3 18424

Pistacie T 1019,9 /3782 1491,2 17234 1936,6

Vlasské ofechy T 1975,4

T odpovida oznaceni vzorkil vystavenych teploté (pecené varianty vSech zkoumanych skofapkovych plodi).
Hodnoty tu¢né se shoduji s unikatnimi hodnotami v tab. 15.

Hodnoty kurzivou jsou naopak navic (vyznamné pouze pro ucely identifikace teplotniho zpracovani v rdmci daného druhu) — nejde o shodu s tab. 15.
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Tabulka 17: Peptidové markery (hodnoty m/z) pro jednotlivé skotapkové plody s ohledem na rozliSeni tepelného zpracovani, zde pro nepecené varianty; pro
doplnéni informaci z tab. 16, jsou vyznaceny skofapkové plody, u nichz je mozné rozliSeni tepelné zpracovani v ramci jednoho plodu, zluté jsou vyznaceny
plody, u nichz je rozliSeni mozné omezeng, rozlisujici pocet hodnot je roven bud’ jedné, maximalné dvéma (tolerance +0,3 m/z).

Skorapkovy plod Unikatni hodnoty m/z (pfipustna odchylka +0,3 m/z)
AraSidy ° 13062 13161 13441

KeSu ofechy S 1222,9 1540,9 1846,7

Kokos § -

Liskové oFechy S 1481,1 15612

Makadamové oi‘echy S -

Mandle ¥ 1095,6 12252 14915 18438

Para ofechy 12033 13204 13225 16157 1651,7 1662,8 16658 1996,4

Pekanové ofechy S 1098,2  1385,5

Piniové oiechy S 1767,2

Pistacie 1120,9 14352

Vlasské ofechy S 10058 1014,8 1064,9 10678 1128,9 13209 14322 15492 1569,2 16304

S odpovida oznadeni vzorkll syrovych plodii (nepecené varianty viech zkoumanych skofapkovych plodit)
Hodnoty tuc¢né se shoduji s unikatnimi hodnotami jen pro syrové plody v ramci celé skupiny skotfapkovych ploda (cfi. Kaderabkova, 2022).

Hodnoty kurzivou jsou navic (pouze pro identifikaci nevystaveni teploty v rdmci jednoho druhu) — nejedna se o shodu (cfi. Kaderabkova, 2022).
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Rozlisitelnost typu zpracovani je mozné jen u nékterych skotapkovych plodd, jak vyplyva
z ptedchozich dvou tabulek, tj. tab. 16 a tab. 17. Pohled na unikatnost a rozliSitelnost mize
byt ovlivnéna tim, co a s ¢im se porovnava. Samoziejmé lze ocekdvat, ze pokud jsou
srovnavana pouze namétena spektra v ramci jednoho druhu, tak pocet unikatnich hodnot m/z
s ohledem na identifikaci tepelného zpracovéani, mize byt velmi nizky. Z tab. 16 a 17
vyplyva, Ze u dvou druhti (kokos a makadamové ofechy) neni mozné rozlisit, zda byl plod
tepelné zpracovan ¢i nikoliv, a to ani na zaklad¢ pfitomnosti jedné specifické hodnoty m/z.
U Sesti z jedenacti plodi (arasidy, liskové ofechy, pekany, pinie, pistacie, vlasské ofechy) je
rozliSitelnost mozna omezené, jelikoz je postavena jen na jedné ¢i dvou unikatnich
hodnotach determinujici zpracovani plodu. Divodem omezené rozlisitelnosti je taktéz to, ze
napiiklad u vlaSskych ofecht nebyly ony unikitni hodnoty soucésti vSech 15z 15
hmotnostnich spekter, pokud by bylo nastaveno ono nejptisnégj$i kritérium, tak by
u nékterych ploda z této pétice nebyla ziskana ani jedna unikdtni hodnota pro nepecené
plody (arasidy a vlasské ofechy). V ptipadé liskovych ofechil, pekani, pinii a pistacii by byla
nejméné jedna az dvé unikatni hodnoty stale pfitomny, u nich lze rozliSitelnost tepelného
postaveni rozliSitelnosti na jedné az dvou hodnotach spiSe nedostacujici a nelze ji tak

povazovat za stoprocentni.

Tabulka 16 pfi detailnim pohledu poskytuje informaci ohledné toho, které unikéatni hodnoty
stanovené v ramci celé skupiny pecenych plodl jsou soucasné unikatni hodnoty urcujici
skute¢né jen pecenou variantu daného druhu, tyto unikéatni hodnoty jsou v tab. 16 vyznaceny
tuéné. Zbyvajici hodnoty jsou zvyrazneny kurzivou a ptinasi informaci, Ze v ramei pe¢ené
a nepecené¢ varianty byly nalezeny dal$i rozdily, které 1ze vyuzit jen za Gc¢elem uréeni, zda
byl znamy skotapkovy plod podroben peceni ¢i nikoliv. Tyto hodnoty ale nejsou relevantni
pro piipadné porovndvani mezi vSemi jedenacti druhy, hodnoty nejsou totiz unikatni pro
dany druh napfi¢ celou skupinou skotfdpkovych plodi, a proto pii identifikaci nezndmého

vzorku skotfapkového plodu jsou nevyuzitelné.

Tabulka 17 poskytuje obdobny nahled do vysledkd, s tim rozdilem, Ze se jedna o jiz dfive
nameétend data tykajici se ,,syrovych® respektive nepecenych plodt. V tab. 17 jsou rovnéz

zvyraznény tuéné hodnoty, které urcuji nepecenou variantu daného druhu a jsou to soucasné
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hodnoty, které jiz byly jako unikéatni hodnoty daného skotfapkového plodu identifikovany
(cfr. Kaderabkova, 2022). Ostatni vyjadiené hodnoty jsou opét zvyraznény kurzivou
a poskytuji moznost rozliSeni mezi pecenou a nepeCenou variantou, pokud by byl
analyzovany skotapkovy plod povazovan za jiz znamy. Podobné jako u téchto hodnot

v tab. 16 1 zde nejsou tyto unikatni hodnoty relevantni pro identifikaci neznamého plodu.

Ackoli se tedy miize zdat, ze tabulky 16 a 17 poskytuji ¢astecné odlisné hodnoty, tyka se to
pouze hodnot vyznacenych kurzivou a nalezeni téchto hodnot je pfirozené ddno zadanym
kritériem pfi hodnoceni dat v PostgreSQL. Hledéani a srovnavani bylo vyznamné omezeno
vzdy na jeden konkrétni druh. Ocekdvanym vysledkem tohoto ptikazu v programu byly
rozdily mezi pecenou a nepecenou variantou vzorku. VétSina tab. 16 nicméné koreluje
s celkovymi vysledky, které vyjadiuji unikatni hodnoty jiz v tab. 15. V tab. 17 pfiblizné
40 % nalezenych hodnot odpovida taktéZ zndmym hodnotam (cfr. Kadefabkova, 2022).
Niz8i pocet hodnot je dan piirozen¢ tim, ze mnoho jiz zjiSténych unikatnich hodnot

nedeterminuje jen (ne)zpracovani, ale pfimo druh jako takovy.

Nalezeni unikatnich hodnot, které charakterizuji dany skotapkovy plod bez ohledu na jeho
vystaveni teplotou v ramci peceni, se nabidlo jako dalsi pohled na ziskan4 data a z toho
vyplyvajici vysledky. Ponévadz se jiz v ramci ptfedchozich zjisténi ukazalo, Ze mnoho
nalezenych unikétnich hodnot m/z pro pecené plody nalezi i nepecenym plodiim téhoz druhu.
Porovnavano nyni bylo vZdy 30 spekter od kazdého druhu vii¢i celé skupiné skotfapkovych
plodl zahrnujici vSech jedendct skotfapkovych plodl vzdy v pecené a nepecené varianté, tzn.
kazdych 30 spekter bylo porovnavéano s hodnotami dalSich 300 hmotnostnich spekter, jez
byly ziskdny pro ostatni druhy. Kritérium pro ziskani unikéatnich hodnot bylo dano vyskytem
alespoil ve 27 hmotnostnich spektrech ze 30, toto kritérium by meélo poskytnout dostate¢né
prikazné unikatni hodnoty, jez identifikuji konkrétni skotédpkovy plod. Zaroven vysledky
tohoto porovnavani poskytly vzdy alespon tfi unikatni hodnoty pro kazdy skotapkovy plod,

jez lze povazovat za dostatecné mnozstvi pro spolehlivou identifikaci.

Specifické markery potvrzujici konkrétni druh (tzn. markery nalezené pro pecenou
a nepecenou variantu soucasn¢) byly nalezeny u vSech plodii, coz je naznaceno i v tab. 15,

finalni piehled unikétnich hodnot pro kazdy skotapkovy plod je v tab. 18 na dalsi stran¢.

81



Tabulka 18: Peptidové markery (hodnoty m/z) pro jednotlivé skotapkové plody determinujici konkrétni druh skofdpkového plodu, uvedené hodnoty jsou spolecné
pro pecenou i nepecenou variantu piisluSené¢ho druhu skotfapkového plodu (tolerance £0,3 m/z).

Skorapkovy plod Unikatni hodnoty m/z (pfipustna odchylka +0,3 m/z)

ArasSidy 11289 1141,9 11849 1256,3 1288,3 1298,2 1380,5 1472,5 15424 15614 16234 1639,6 1739.7
1895,8

Kesu ofechy 1063,8 1088,9 1159,9 1182,9 12149 1468,9 14942 1659,2

Kokos 9479 9659 1017,1 1019,1 1032,1 1036,1 1059,1 [1105,1

Liskové ofechy 919,7  956,7 990,8 1189,9 1305,9 14382 16152

Makadamové ofechy 954,8 1211,2  1520,5 1732,6 1734,6

Mandle 1006,9 14053 1935,7

Para oi‘echy 917,8  963,9 999,9 10029 10559 1077,2 11382 1177,2 12304

Pekanové ofechy 1003,9 1383,5 1603,6 1860,9

Piniové oiechy 9449 9499 10329

Pistacie 1178,1 1211,9 14322 1505,3 1549,3 1885,6

Vlasské oi‘echy 1256,9 1449,1 1577,2 1749,2 17534

Svétle ervené oznacené hodnoty identifikuji konkrétni skotapkovy plod (kokos, mandle, para ofechy), prestoze nebyly identifikovany jako unikatni hodnoty

m/z pro pecené varianty plodi (tab. 15), jejich vyskyt byl totiz ve 12 z 15 hmotnostnich spekter. Kritérium, tj. vyskyt hodnot min. ve 27 z 30, bylo spInéno.
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V celkovém pojeti naméfend hmotnostni spektra pecenych skotfapkovych plodi byla bohatsi
na pocet piki, pusobeni teploty mél tak vliv na rozsiteni ,,databaze* unikatnich hodnot m/z,
coz je demonstrovano na nékolika vybranych zastupcich skofapkovych ploda

prostiednictvim ukazky jejich hmotnostnich spekter.

Za jedny z nejbohatsich namétenych spekter 1ze povazovat hmotnostni spektra pro kokosovy
ofech, ten jiz v nepeCeném stavu poskytoval 15 unikdtnich hodnot m/z, v peCeném stavu
s ohledem na vySe stanovend kritéria se tento pocet rozrostl na 26 charakteristickych
hodnot m/z (tab. 15 na str. 76), v piipadé¢ kokosu lze hovofit skute¢n¢ jen o rozsifeni

databaze (cfr. Kadetabkova, 2022), jak je téz patrné z obrazového porovnani nize na obr. 8.

Kokos (teplotné oZetieny) ¢
90 + Kokos {teplotné neoSetifeny) ¢

r.int. (%)

60

304

-30 4

-60 4

-90 4

T T T
900 1200 1500 1800
m/z

Obrizek 8: Porovnani hmotnostnich spekter pro vzorky teplotné osetieného a neosetien¢ho kokosu; data byla
exportovana z mMass (verze programu 5.5.0).
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Na obr. 8 je vizualné¢ mozné pozorovat nartst poctu piki pro vzorek teplotné oSetfené¢ho
kokosu, objevené mnozstvi zaznamenanych signall rozsifuje jiz nalezené piky u teplotné
neoSetien¢ho vzorku kokosu pfiblizné dvojnasobné, coz taktéz koreluje s ptiblizné

dvojnasobnym mnozstvim unikatnich hodnot m/z pro teplotné oSetienou variantu kokosu.

Za pomyslné ,,nejvétsiho skokana® je mozné povazovat makadamové ofechy, jez ve své
puvodni nepecené verzi poskytly velmi ,,chudé” hmotnostni spektrum a pocet unikatnich
hodnot byl roven ctyfem hodnotam. Po teplotnim oSetfeni jsou hmotnostni spektra
vyznamné bohatsi a poskytuji vice nez tfikrat vice unikatnich hodnot m/z pro tyto plody
(tab. 15 na str. 76; cfr. Kaderabkova, 2022), jejichz spektra v obou variantdch jsou pro

porovnani vyobrazena nize na obr. 9, 1 v ptipadé makadamovych ofechti se jedna o rozsiteni

puvodnich unikatnich hodnot (Kaderabkova, 2022).

Makadamove afechy (teplotné oZetieng) +
90 + Makadamové ofechy (teplotné neoZetiené) ¢

r.int. (%)

60

30 1

U_hﬁ__ ﬁ l.mli lLL " ! L].I.i Shi Lo l. N ..J._..d e

-30 4

-60 4

=90 4

T T T
900 1200 1500 1800
m/iz

Obrazek 9: Porovnani hmotnostnich spekter pro vzorky teplotné€ oSetfenych a neosSetfenych makadamovych
ofecht; data byla exportovana z mMass (verze programu 5.5.0).
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Co se tyce dalSich, zejména u nés hojné péstovanych druhti, jako naptiklad liskovych ofechii
¢1 vlasskych ofechtl, tak tam co do poctu ziskanych unikatnich hodnot m/z nejsou tak
znatelné zmény. Liskové ofechy nejen Ciselné ale rovnéz vizudln€ poskytuji téméi shodna
hmotnostni spektra, samoziejmé s lehkymi odchylkami, jak je uvedeno v ramci tab. 16
atab. 17, diky nimz je omezené mozné nalézt rozdil mezi peenou a nepecenou variantou
liskové ofechu. S ohledem na shodné hodnoty jsou patrné rozdily v intenzitach nalezenych

pikl. Porovnani obou variant je k dispozici na obr. 10.

g Liskave ofechy (teplotné oZetiene) ¢

€ 90+ Liskove ofechy (teplotné neoZetiene) ¢
60
304
U -
304
60 -
-804

T T T
900 1200 1500 1800
m/z

Obrazek 10: Porovnani hmotnostnich spekter pro vzorky teplotné oSetfenych a neoSetienych liskovych
ofecht; data byla exportovana z mMass (verze programu 5.5.0).

U vla$skych ofechti 1ze pozorovat obdobny fenomén s tim, Ze je opct databaze unikatnich
hodnot spiSe rozSifovana proti pivodnim hodnotam charakterizujici vlaSské otfechy
v nepeceném stavu. Objevuji se hodnoty charakteristické pro pecenou variantu, vymezeni
teplotn€ neoSetfenych vlasskych ofechu vii¢i oSetfenym je mozné na zaklad¢é nékolika malo

hodnot az pii detailné¢j$im hodnoceni, tj. ptiblizeni jednotlivych ¢asti hmotnostnich spekter.

85



Tyto mozné hodnoty jsou uvedeny jiz v tab. 16 a tab. 17. Porovnani pecené a nepecené

varianty vlasskych ofechti je uvedeno nize na obr. 11.

g VlaZske ofechy (teplotné oZetfené) ¢

£ 904 Wlagske orechy (teplotné necetfeng) +
60
30+

0 ok L s M | i | 1 il L L

T T r 4 ¥ T T
304
504
90 4
T T T
900 1200 1500 1800
m/z

Obrazek 11: Porovnani hmotnostnich spekter pro vzorky teplotné oSetfenych a neoSetfenych vlasskych
ofechii; data byla exportovana z mMass (verze programu 5.5.0).

S ohledem na vys$S§i mnozstvi unikatnich hodnot m/z nejsou pro celkovou piehlednost
charakteristické hodnoty soucdsti obrazk. Konkrétni hodnoty pro pecenou variantu
pfislusného skotapkového plodu jsou k dispozici v tabulkovém piehledu (tab. 15) na str. 76,
pro nepecenou variantu konkrétniho plodu jsou hodnoty k dispozici v bakalaiské préci, jez

této diplomové praci predchazi (Kadetabkova, 2022).

Samostatnd hmotnostni spektra vSech teplotné oSetienych skofapkovych plodi jsou

k nahlédnuti v rdmci ptiloh této prace (Pfiloha ¢. 2).
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3.1.2 Identifikace skorapkovych plodi ve vano¢nim cukrovi

Realné vzorky vanoc¢niho cukrovi byly podrobeny stejné analyze jako vzorky samotnych
skotapkovych plodi. Pomoci MALDI-TOF MS byla ziskana hmotnostni spektra, jez se dale
hodnotila v prostiedi softwaru mMass. Hodnoceni v tomto prostiedi stejn€ jako u samotnych
skotapkovych plodi spocivalo ve vyhledavani unikatnich hodnot m/z. Opét byla spektra
postupné manualné oznacovana, respektive nalezené piky v nich. Kli¢em pro vybér pik
byla trojnasobna intenzita signalu vii¢i intenzité¢ ptitomného Sumu v hmotnostnim spektru.
Vytipované hodnoty na ony specifické m/z byly nasledné zpracovavany opét databazovym
systémem PostgreSQL, pouze ale vzdy s omezenim na konkrétni druh vano¢niho cukrovi,
jelikoz se ve vice znich objevily naptiklad vlasské ofechy tak, aby nebyly ocekavané
unikatni hodnoty m/z eliminovany. Pro hledané unikatni hodnoty musela byt rovnéz
vyjadiena cCetnost vyskytu téchto hodnot, stanoveno bylo kritérium vyskytu alespoii
v 7 hmotnostnich spektrech z 10. Ziskané vytipované unikdtni hodnoty m/z byly
porovnavany se vzniklou databazi charakteristickych hodnot m/z pro jednotlivé skotapkové
plody v pe¢eném stavu, ale obdobné také 1 s hodnotami v nepe€eném stavu (Kadetabkova,
2022). Porovnani bylo provedeno v prostfedi MS Excel, kde byly porovnavany unikatni
hodnoty nalezené¢ v hmotnostnich spektrech pro jednotlivé druhy vano¢niho cukrovi viici
unikatnim hodnotam referencnich materidld, tj. jednotlivych skofapkovych plodl, jak

v peceném, tak i nepeceném stavu.

U nékterych druht se po méteni na MALDI-TOF MS s naslednym zpracovanim v mMass
a vyhodnocenim v PostgreSQL podafilo nalézt shody s unikatnimi hodnotami m/z
oc¢ekavanych skorapkovych plodi, u nékterych druhi byly detekovany shody
1 s nedeklarovanymi skotfdpkovymi plody, ale tyto detekce nebyly vyhodnoceny jako
potvrzujici pfitomnost daného druhu, jelikoz se jednalo o vyskyt vzdy jen jedné hodnoty, jezZ
se projevila shodou s nedeklarovanym plodem. Je samoziejmé mozné uvazovat nad
kontaminaci detekovanym druhem, s ohledem ale na detekce méné vyuzivanych plodu je

24

postupem nepodatilo detekovat vyrobcem deklarované skotapkové plody ani jednou shodou.

Nalezené shody unikétnich hodnot m/z skotapkovych plodii v analyzovaném cukrovi jsou

uvedeny v tab. 19, konkrétni hodnoty u identifikovanych plodii poté v tab. 20.
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Tabulka 19: Identifikované/neidentifikované skotapkové plody v analyzovanych vzorcich cukrovi na zakladé provedené analyzy pomoci MALDI-TOF MS.

Domaci Kulicka Kulicka Skoficové Vaflové Vanilkové
Kavové zrno Kokoska
suSenka v kokosu (A) v kokosu (B) pracny rybicky rohlicky

Arasidy

Kesu ofFechy

Kokos

Liskové ofechy
Makadamové ofechy
Mandle

Para orechy
Pekanové oiechy
Piniové oiechy
Pistacie

Vlasské oiechy

I nalezeni dostate¢né shody, jez umoznila identifikaci daného skofapkového plodu ve vzorku cukrovi.
X nenalezeni shody, v ramci vytipovanych hodnot nebyla nalezena jedina shoda pro dany skotapkovy plod ve vzorku cukrovi.

o nalezeni shody v jedné hodnotg, nelze povaZzovat za dostate¢né pro identifikovani daného skotapkového plodu ve vzorku cukrovi.

Pozn. U druhu cukrovi s nazvem kulic¢ka v kokosu: (A) znaci pouze analyzované tésto; (B) znaci analyzované tésto i s (kokosovym) obalenim kulicky.
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Tabulka 20: Porovnani konkrétnich nalezenych unikatnich hodnot m/z, jez je mozné povazovat za shodné s unikatnimi hodnotami m/z ptislusnych skotapkovych
plodu (tyka se jen Casti vzorkti vano¢niho cukrovi, u néhoz byla dostatecné pritkazna identifikace dané¢ho skorapkového plodu).

Skorapkovy plod Unikatni hodnoty m/z (pfipustna odchylka +0,3 m/z)

Kokos " 947,8  962,7  965,7 1016,9 10189 1031,8 1050,8 1058,9 1062,8 12559 12939 1340,1 13959
1425,9 14949 1525,1 15549 1597,2 1627,1 1636,2 1713,3 1831,3 1857,4 1873,3 1971,4 19974
948,1 9752 1019,1 1032,1 11054 1340,6 1396,7 1495,6 1525,7 1555,7 15658 1627,8 17139

Kokos $
1832,2  1858,2
Mandle " 1006,9 1387,2 1722,5 1935,7 Mandle $ 1007,0 1095,5 12252 14054 1843,8
Vlasské ofechy " 1256,9 1449,1 15772 17492 17534 19754
Vlasské ofechy 1064,9 12572 14493 15773 17492 17534
Vano¢ni cukrovi Unikatni hodnoty m/z vykazujici shodu s referenénimi skoiapkovymi plody (pFripustna odchylka +£0,3 m/z)
Domaci suSenka 1256,8 1975,2
Kokoska 9474 9653 10165 10195 10324 10585 10624 11054 12556 12934 13406 1396,5 14255
1525,6  1555,6 1627,6 16356
Kulitka v kokosu (A) 0653 0165 0309 0585 0624 2935 [3396 (4255 5246 [5546 [6266 6357 18727
Kulitka v kokosu () D476 D655 0166 [0316 {10586 [0625 (2556 (12935 (33006 [8056 (42506 (4946 15246
Skoficové pracny 1064,9 1257,1 14492 15773 17493 17535
Vaflové rybi¢ky 00618 1064,7 10955 12252 1256,9 14489 17492 17529 1974,9

T odpovida oznageni vzorki plodii vystavenych teploté. S odpovida oznadeni vzorkii syrovych plodi.
Barevné podbarveni u nalezenych hodnot odpovida podbarveni daného skotfapkového plodu v horni ¢asti tabulky.

Kurzivou jsou zvyraznény hodnoty, u nichZ je tolerance rozsitena +0,6 m/z (z divodu provadéného servisu).

Pozn. U druhu cukrovi s nazvem kulicka v kokosu: (A) znaci pouze analyzované tésto; (B) znaci analyzované tésto i s (kokosovym) obalenim kulicky.
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Tab. 19 zobrazuje pohled na identifikovani jednotlivych skotfdpkovych plodi v ramci
analyzovanych realnych vzorkii vanoc¢niho cukrovi. U dvou druhii vanoc¢niho cukrovi
(k&vové zrno a vanilkové rohlicky) se nepodafilo za pomoci vyse uvedeného postupu pii
vyuziti analyzy za pomoci MALDI-TOF MS a dalSim softwarovym vyhodnocovanim
zejména v druzich, kde byl ve slozeni ofekavan kokos (kokoska a kulicka v kokosu).
U kulicky v kokosu timto postupem bylo ziskdno v podobé€ A (tzn. jen z tésta) 13 unikatnich
hodnot m/z s rozsifenou toleranci odchylky na +0,6 m/z, to odpovida nalezeni poloviny
charakteristickych hodnot determinujici kokos (tab. 20). V podob¢ B (tzn. nejen z tésta ale
i s (kokosovym) obalenim) bylo ziskano 18 unikatnich hodnot m/z s rozsifenou toleranci
odchylky na +0,6 m/z, coz odpovida témét 70 % nalezenych hodnot urcujici kokos jako druh
skotapkového plodu. Toto cukrovi soucasné mélo dle vyrobce obsahovat rovnéz vlasské
ofechy, ty nebyly spolehlivé detekovany, nalezena byla pouze jedna shoda u kulicky
v podobé A navic s rozsifenou toleranci +0,6 m/z. Vyhodnoceni nalezenych hodnot pro
kokosku ptineslo vysledky, u nichZ jsou kombinovany hodnoty pro teplotné neoSetfenou
1 oSetfenou variantu kokosu, jelikoz si hodnoty obou variant kokosu odpovidaji s ohledem
na rozs§itenou ptipustnou odchylku +0,6 m/z 1ze tak povaZovat, Ze bylo nalezeno celkem
17 charakteristickych hodnot m/z urcujici kokos ve sloZeni kokosky, coZ odpovida ptiblizné

65 % nalezenych hodnot pro kokos samostatné ve skupiné skotapkovych ploda.

U doméci suSenky, jez byla ve fazi analyzy nezndmym vzorkem, byl identifikovan
ocekavany druh, a sice vlasské otfechy ve dvou hodnotach m/z, to odpovida nalezeni tetiny
unikatnich hodnot m/z determinujici vlasské ofechy. Nejuspésnéjsi identifikace vlasskych
ofechi byla ve slozeni skoficovych pracen, kde bylo identifikovano hned 100 % unikétnich
hodnot (Sest ze Sesti hodnot) vlasskych ofechli bez teplotniho oSetfeni, jelikoz u teplotné
oSetfenych 1 neoSetienych lze pozorovat piekryv hodnot, tak ani uspéSnost nalezeni

unikatnich hodnot pro pecenou variantu neni nizkd, ¢ini cca 83 % (tj. pét ze Sesti hodnot).

Posledni uvadéné cukrovi nesouci nazev vaflové rybicky jako jediné potvrdily odhaleni dvou
o¢ekavanych plodl ve svém slozeni, a to vlasské ofechy s 83% uspésnosti, jak pro teplotné
oSetfené, tak pro teplotné neoSetfené vlaSské ofechy (ve dvou pfipadech s rozsifenou

tolerovanou odchylkou +0,6 m/z). Druhymi odhalenymi plody byly mandle, jeZ se potvrdily

90



celkem tfemi hodnotami determinujici syrové mandle, Gspésnost je tedy ptfiblizné 60 %
(potvrzeni tfi hodnot z péti). Nejen u rybi¢ek méla byt pfitomnost dvou skotfédpkovych
plodii — rovnéz u kulicky v kokosu jsou vyrobcem deklarovany vlasské ofechy a kokos,
dostatecné identifikovan byl ale pouze kokos. Také u vanilkovych rohlicki mély byt
detekovany dva druhy, a sice vlasské a liskové ofechy, s vyuzitim daného postupu a kritérii
se nepodarilo dostatecné spolehlivé detekovat ani jeden vyrobcem uvedeny skofapkovy
plod. Stejné tak u cukrovi, jez neslo oznaceni kavové zrno, nebyla potvrzena piitomnost

zadnych skotapkovych plodd, ani ocekdvanych mandli dle uvedeného sloZeni od vyrobce.

Veskeré vytipované hodnoty ziskané vyhodnocenim za pomoci systému PostgreSQL
u analyzovanych druhti cukrovi jsou k dispozici v ptilohdch této prace (Ptiloha ¢&. 3).
Za velmi uspésné lze povazovat potvrzeni pfitomnosti kokosu v realném vzorku kokosky.
S ohledem na minimum pfimési je vhodné 1 vizualni doplnéni identifikace kokosu pfimo na
ukézce odpovidajicich hmotnostnich spekter (obr. 12). Vzhledem k vysokému poctu hodnot

m/z, nejsou tyto hodnoty souc¢asti obrazku, pro doplnéni jsou hodnoty uvedeny v tab. 20.

Kokoska +
a0 - Kokog (teplotné oSetfeny) &

r.int. (%)

60
30

T e

=30

80 -

=90

T T
800 1200 1500 1800
m'z

Obriazek 12: Porovnani hmotnostniho spektra kokosky a teplotné oSetfeného kokosu; Cervené casti oznacuji
vyznamné shody s unikatnimi hodnotami m/z kokosu; data byla exportovana z mMass (verze programu 5.5.0).
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3.2 Vysledna data ziskana z méfeni pomoci LC-ESI-Q-TOF MS

Pomoci LC-ESI-Q-TOF MS byla ziskana data o nalezenych peptidech, respektive
peptidovych fragmentech vcetn¢ detaili zahrnujici jejich hodnotu m/z; relativni
molekulovou hmotnost, aminokyselinovou sekvenci, délku peptidového fragmentu a jeho
odhadovany ptivod. Souc¢asti namétenych dat je 1 kvantifikovany ptehled nalezenych peptida
k odpovidajicimu proteinu. Data z méfeni byla v rdmci softwaru pro spravu proteomickych
dat a za pomoci Mascot serveru 2.4 porovnavana vici rostlinné databazi proteinit Uniprot.
Vlivem technickych problémt nebyla ziskana data od vSech pfipravenych vzorki, proto
pfedmétem dalSiho hodnoceni nebyly tedy vSechny vzorky, nybrz jen vzorky véno¢niho
cukrovi. Vtomto pifipadé nebylo mozné porovnavat ziskana data od referenc¢nich
skotapkovych plodi a data pochdzejici z méfeni vzorkli vano¢niho cukrovi. Pfistoupeno
bylo tedy k porovnavani unikéatnich hodnot m/z (se stanovenou rozsifenou toleranci
+0,6 m/z) pro skotapkové plody z MALDI-TOF MS a ziskanych hodnot Mr peptidovych
fragmentli nalezenych ve vano¢nim cukrovi za pomoci metody LC-ESI-Q-TOF MS. JelikoZ
ale u dat z MALDI-TOF MS piislusi peptidim hodnota m/z, kdy se jedna vzdy o jednotny
jednotkovy naboj a zaroven pii méfeni vznikaji H' ionty, hodnoty m/z jsou o tento naboj
sniZeny a porovnavany s molekulovou hmotnosti ptisluSnych peptidi z LC-ESI-Q-TOF MS.

Toto porovnavani bylo uskute¢néno v prostiedi MS Excel.

Vyuzitd metoda hmotnostni spektrometrie vykazuje vyssi citlivost a piesnost, proto je mozné
pritadit 1 pravdépodobny piivod proteinu odpovidajici nalezenému peptidovému fragmentu.
Ptifazeny ptivod je v soucasné dobé zatim spiSe jen pifedpokladany s ohledem na to, Ze jsou
k dané sekvenci ptifazeny proteiny pivodu rostliny, jez je nejlépe protemicky popsana.
Nekteré proteiny mohou mit rostliny pochopitelné navzdjem spolecné a je to ptirozené
naptiklad 1 pro zivoc¢iSnou fi$i. Rostliny, jejichz semena ¢i plody jsou v této praci feSené
skotrapkové plody, nejsou prozatim mezi t€émi nejlépe popsanymi. Vliv technickych
v soucasnosti nemohlo dojit, a tedy referen¢ni méteni pro dalsi porovnavani neni k dispozici.
Vyhledavani sekvenci probehlo jen oproti rostlinné databazi a z tohoto divodu vysledky

neobsahuji 1 oCekavané Zivocisné proteiny (pochazejici naptiklad z vajec).
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Nicméné i tak bylo touto metodou ziskdno nemalé mnozstvi dat k vzorklim vano¢niho
cukrovi, zjistované shody mezi unikatnimi hodnotami m/z pochdzejici z méfeni
MALDI-TOF MS a nalezenymi hodnotami z LC-ESI-Q-TOF MS byly minimalni,
maximaln¢ byly nalezeny dvé shodujici se hodnoty s unikatnimi hodnotami m/z pro
deklarované plody ve vzorku, v nékterych piipadech nebyla nalezena zadné shoda. Potvrzuje
to fakt, Ze pro dostatecn¢ prukazné vyhodnoceni je zapotiebi mit k dispozici detailnéjsi
proteomicky popis odpovidajici skorapkovym plodim (respektive pfislusSnym rostlinam).
Na druhou stranu byla velmi spolehlivé potvrzena ptitomnost peptidii pochézejici z pSenice
seté (Triticum aestivum), tzn. z mouky u vSech vzorkl, u nichz ji ve slozeni vyrobce
deklaroval, naopak u ostatnich jeji pfitomnost byla vyvracena dle ptedpokladu (plati jak pro

komeréni vzorky cukrovi, tak pro toho ¢asu nezndmy vzorek cukrovi).

V ramci této kapitoly jsou vybrany a blize specifikovany jen potencialn€ mozné shody mezi
obéma metodami, jez byly dohledany. Celkovy ptehled nalezenych peptidi pro kazdy

vzorek vanocniho cukrovi je soucasti priloh této prace (Ptiloha ¢. 4).

Vanilkové rohlicky (oznaceni vzorkt: Cla, C1b)

V obou vzorcich vanilkovych rohlickii byla velmi v hojném zastoupeni potvrzena
pfitomnost peptidovych fragmentii pochézejici z pSenice seté, v obou vzorcich se podatilo
shodné nalézt shodu pro vlasské otfechy, pouze v jednom ze vzorkl (konkrétné v C1b) byly
nalezeny dva peptidy o hodnotach m/z odpovidajici toleranci +0,6 m/z patiici liskovym

ofechlim dle métfeni za pomoci MALDI-TOF MS (viz tab. 21 a Ptiloha ¢. 4).

Skoricové pracny (oznaceni vzorkl: C2a, C2b)

Ve dvou vzorcich skoficovych pracen byla rovnéZ potvrzena piitomnost peptidovych
fragmentl pochazejici z pSenice seté, v jednom ze vzorkl (konkrétné v C2b) byl nalezen
peptidovy fragment o hodnoté m/z s odpovidajici toleranci +0,6 m/z patfici vla§skym

ofechlim dle méfeni za pomoci MALDI-TOF MS (viz tab. 21 a Pfiloha ¢. 4).

Kokoska (oznaceni vzorkl: C3a, C3b)

Ve vzorcich kokosky byla spravné potvrzena nepfitomnost peptidovych fragmentt

pochazejici z pSenice seté, vyrobce v uvedeném slozeni jeji pfitomnost neuvadi. Hledana
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shoda hodnot, jez by dle méteni z MALDI-TOF MS mé¢la odpovidat kokosu, byla objevena

v obou vzorcich opakovang, ale jen v jedné Ciselné hodnoté (viz tab. 21 a Ptiloha €. 4).

Kavové zrno (oznaceni vzorkli: C4a, C4b)

Ve vzorcich vyrobku nesouci oznaceni jako kavové zrno byla opét potvrzena pfitomnost
deklarované pSenice seté, nicméné ocekdvané mandle se na zakladé porovnani unikatnich
hodnot zjisténé¢ meétenim z MALDI-TOF MS nepodafilo touto cestou potvrdit
(viz Ptiloha ¢. 4).

Kulic¢ka v kokosu (oznaceni vzorka: C5a, C5b, C5c, C5d)

Tento druh cukrovi byl analyzovan ve ¢tyfech vzorcich, dva z nich odpovidaly vnitini ¢asti
(tzn. téstu) cukrovi a dals$i dva znich vnéjsi (tzn. Cast tésta vcetné jeho vizudlné
identifikovatelného obaleni v kokosu). V prvnich tfech vzorcich byla identifikovana
pfitomnost peptidovych fragmentli pochéazejici z pSenice seté, jez byla vyrobcem
deklarovana, ve ¢tvrtém vzorku potvrzena nebyla, je potfeba dodat, Zze odebirdna byla jen
vnéjsi Cast, proto nemusela byt pfitomnost mouky detekovéana. Ve vSech ctyfech vzorcich
tohoto druhu cukrovi byla nalezena odpovidajici shoda v jedné unikétni hodnoté m/z pro
kokos. Pro vlasské ofechy, které vyrobce rovnéZz deklaruje, vytipovana shoda nalezena

nebyla (viz tab. 21 a Pfiloha ¢. 4).

Vaflové rybi¢ky (oznaceni vzorkli: Céa, Cob)

Na piikladu druhu cukrovi pojmenované jako vaflové rybicky byla pomérné ve velkém
zastoupeni potvrzena ptitomnost peptidovych fragmentii patiici pSenici seté, nicméné pro
deklarované ptitomné plody vyrobcem (mandle, vlasské ofechy) se nepodatilo hodnoty m/z

ve shod¢ s meéfenim z MALDI-TOF MS nalézt (viz Ptiloha €. 4).

Domaci orechova susSenka — ,,neznamy vzorek“ (oznaceni vzorki: C7a, C7b)

U tohoto druhu, jenz byl toho ¢asu pfi provadéni analyzy nezndmym vzorkem, byla spravné
potvrzena nepfitomnost peptidovych fragmentii pochazejici z mouky, nicméné nebyla ani
potvrzena ptitomnost vlasskych ofechti ve smyslu shody v unikatnich hodnotich m/z

pochézejici z méteni MALDI-TOF MS (viz Ptiloha ¢. 4).
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Tabulka 21: Nalezené shody v hodnotdch Mr (LC-ESI-Q-TOF MS) s unikatnimi hodnotami m/z" (MALDI-TOF MS) pro deklarované plody (tolerance £0,6 m/z).
Oznaceni vzorkii odpovida nasledovné: Cla, Clb: vanilkové rohlicky (vzorek a, b); C2b: skoficové pracny (vzorek b); C3a, C3b: kokoska (vzorek a, b);
C5a, C5b: kulicka v kokosu (A) — pouze vnitini ¢ast (vzorek a, b); C5c, C5d: kulicka v kokosu (B) — vnéjsi ¢ast (vzorek c, d).

*

Oznaceni Mr m/z Usek sekvence
Nazev proteinu Aminokyselinova sekvence
vzorku (LO) (MALDI) aminokyselin
Cla 1751,9 1752.,4 Beta-amylase 419433 R.LSNQLVEGQNY VNFK.T
Clb 1304,6 1304,9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 129-140 K.DAPMFVVGVNEK.E
Clb 1614,8 1614,2 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial 167-181 K.LSVETTANQDPLVTK.G
Clb 1751,9 1752,4 Beta-amylase 419433 R.LSNQLVEGQNY VNFK.T
C2b 1448,7 1448,1 Aminopeptidase M1-A 138-150 K.NMAVTQFEPADAR.R
C3a 1015,6 10159 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 121-129 R.TGKVEILEK.M
C3b 1015,6 1015,9 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 121-129 R.TGKVEILEK.M
C3b 1015,6 1015,9 NAC domain-containing protein 6 1-9 -.MKILPVGSR.F
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Oznaeni Mr m/z Nazev proteinu I'Jsek sekven-ce Aminokyselinova sekvence
vzorku (LO) (MALDI) aminokyselin
C5a 1015,6 1015,9 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 121-129 R.TGKVEILEK.M
C5a 1015,6 1015.,9 NAC domain-containing protein 6 1-9 -.MKILPVGSR.F
C5b 1015,6 1015.,9 NAC domain-containing protein 6 1-9 -.MKILPVGSR.F
CSc 1015,6 1015,9 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 121-129 R.TGKVEILEK.M
CSc 1015,6 10159 NAC domain-containing protein 6 1-9 - MKILPVGSR.F
C5d 1015,6 1015,9 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 121-129 R.TGKVEILEK.M

* hodnoty m/z (MALDI-TOF MS) sniZené o hodnotu 1 m/z. JelikoZ pfi mé&feni vznikaji H* ionty, pro moZné porovnani se m/z o hodnotu tohoto naboje snizuje.

Zelené podbarveni oznaduje nalezené shody Mr v hodnotach LC-ESI-Q-TOF MS) s unikatnimi hodnotami m/z* pro vla$ské ofechy (MALDI-TOF MS).

Svétle éervené podbarveni oznacuje nalezenou shodu Mr v hodnotach (LC-ESI-Q-TOF MS) s unikatni hodnotou m/z" pro liskové ofechy (MALDI-TOF MS).
Modré podbarveni oznacuje nalezené shody Mr v hodnotach (LC-ESI-Q-TOF MS) s unikatnimi hodnotami m/z" pro kokos (MALDI-TOF MS).

Pozn. Rostlinny ptivod neodpovida ptislusnym skotapkovym plodim (viz Ptiloha 4), prozatim neni databaze jejich proteomd, s nimiz by porovnani bylo mozné.
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Jak jiz bylo zminéno, tak rostlinny piivod neodpovidé konkrétnim skofdpkovym plodim,
v tab. 21 je navic patrné, Ze naprosto stejné hodnoty m/z mohou patfit riznym peptidovym

fragmentiim, jez ptislusi jinym proteinim.

Vzhledem k tomu, Ze shod se nepodatilo ziskat mnoho, byly ke v§em ptifazenym proteinim
dohledany informace v databazi UniProt. U vSech proteint lze fici, Ze jsou b&znymi
rostlinnymi proteiny vyskytujici se napfi¢ rostlinnou fisi s riznymi funkcemi. Prvnim
v tab. 21 uvedenym je beta-amylase majici katalytickou funkci, je to mj. protein typicky pro
jiz zminovanou pSenici setou. Dal§i nalezeny protein glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, cytosolic, kdy se jedna se o enzym zéasadni pro prab¢h glykolyzy, konkrétné
pro jeji zahajeni. Tento nalezeny protein je klicovy zejména ve vyvoji rostliny (UniProt,

2024).

Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial, jako dal§i z nalezenych shod, nici superoxidové
radikaly, které jsou bézné produkovany v buiikach, zde byl tento protein identifikovan
s pivodem patiici ryzi, nicméné urcitd podoba tohoto proteinu se nachdzi naptiklad
1 v Zivo¢isnych bunkach. Nicméné v tomto ptipadé pro lisku v soucasné dobé neni protein
popsan. Aminopeptidase M1-A je opét protein, jez je charakteristicky pro rostliny v§eobecné,
podobné jako v predchozim piipadé byl ptivod pfifazen ryzi, jez je jednim ze zastupci
s nejlépe popsanym proteomem. V tomto piipadé uvedend hodnota m/z odpovida unikétni
hodnoté m/z z MALDI-TOF MS pro vlaSské ofechy, tento protein, jak z nazvu napovida,
zpusobuje Sté€peni peptidl na kratsi peptidové tseky (UniProt, 2024).

S velmi ¢etnym opakovanim u nékolika vzorki (s vytipovanou shodou pro kokosovy ofech)
byly dohledany nasledujici dva proteiny, a sice glutaminyl-peptide cyclotransferase, ktery
ma katalytickou funkci v rdmci posttranslacnich tprav a NAC domain-containing protein 6
majici vazbu na transkripci DNA, v obou piipadech se tedy taktéZ jedna o proteiny dilezité

pro rostliny, pfipadné Zivé organismy vSeobecné (UniProt, 2024).
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4 Diskuse

V ramci této diplomové prace bylo v SirSim pohledu feseno téma zabyvajici se moznostmi
autentizace potravin, na konkrétnim ptikladu identifikace skotapkovych plodii ve vybranych
vzorcich vanocniho cukrovi. Vzhledem k tomu, Ze se jiz v pfedchozi praci autorky podatilo
rozlisit jednotlivé skorapkové plody pti vyuziti metody MALDI-TOF MS, tak hlavnim cilem
této diplomové prace bylo podpoiit vyuzitelnost metody MALDI-TOF MS i pii analyze
realnych produkti, v jejichz slozeni jsou pravé nékteré ze skorapkovych plodii deklarovany.
Vyuzita byla rovnéz i druhd metoda hmotnostni spektrometrie (LC-ESI-Q-TOF) se stejnym
cilem, a sice zjistit ptitomnost deklarovanych plodi v produktech. Z technickych divodu ale
nebyla provedena prozatim veskera potiebna méteni a na zaklade€ toho nelze tak tuto metodu
v soucasné dob¢ povazovat za (ne)ispésnou. Nicméné podle ziskanych dat z MALDI-TOF
MS lze konstatovat, Ze jeji vyuziti v souvislosti s nastinénymi postupy je v urcité podobé
zcela jist€ mozné.

Diskuse na nasledujicich stranach celkové sumarizuje a interpretuje zasadni vysledky této
prace, dale rozebira pfinosy 1 limity prace a uvadi vyplyvajici implikace pro dalsi vyzkumny

zamger, eventualné pro praxi.

Prvni klicové vysledky vyplyvajici z experimentalni ¢asti této diplomové prace se vénuji
zisku charakteristickych hodnot m/z pro pecené varianty skotdpkovych plodii; stanovené
tj. 13 z 15 hmotnostnich spekter (Kadetdbkova, 2022). Toto kritérium poskytuje vzdy
minimaln¢ c¢tyfi unikdtni hodnoty m/z (u mandli), maximalné¢ bylo ziskdno az
26 charakteristickych hodnot m/z (u kokosového ofechu). V porovnani se ziskanymi
unikatnimi  hodnotami m/z pro syrové varianty shodné¢ zvolenych ploda
(Kadetabkova, 2022) Ize shledat, Ze teplotn¢€ oSetfené vzorky naprosté vétSiny skofapkovych
plodii poskytly vétsi mnozstvi charakteristickych hodnot m/z. Toto zjiSténi nejspiSe souvisi
s tim, Ze vlivem tepelné denaturace proteinti pravdépodobné doslo k umoznéni lepsi
dostupnosti proteinu pfi St€peni enzymem trypsinem. Vystaveni teplotou zptsobilo vyskyt
novych hodnot m/z, které byly v nékterych ptipadech 1 intenzivnéj$i v porovnani s jiz
pfedtim pfitomnymi peptidovymi markery. U vyznamné cCasti skofdpkovych plodl lze

pozorovat 100% ¢i az téméf 100% piekryv pivodnich unikatnich hodnot m/z pro plody
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v syrovém stavu a pro plody po vystaveni vysoké teploté, s ¢imz souvisi jejich potvrzeni
jako druhové specifickych. V takovém ptipadé by se mély pii vyuziti daného postupu
projevit v naméfeném hmotnostnim spektru bez ohledu na jejich tepelné zpracovani.
Zdénlivé to mize pisobit tak, Ze pokud je absolutni pfekryv mezi hodnotami, pak neni
mozné urcit, zda dany plod (ne)byl peceni vystaven. Avsak s ohledem na povahu vétSiny
hmotnostnich spekter lze toto tvrzeni c¢asteCné vyvratit. Pii podezieni piitomnosti
konkrétniho druhu Ize pozorovat obvykle projeveni vyssiho mnozstvi signalti (u teplotné
oSetfenych) ¢i nizsiho poctu signalid (u syrovych) pattici unikétnim peptidovym fragmentiim

o ptislusné hodnot¢ m/z.

Problematické muze byt akceptovani urcité hodnoty odchylky hledanych charakteristickych
hodnot m/z, podobné¢ jako v pfedchozi praci (Kadetdbkova, 2022) bylo v naprosté vétSing
pracovano s odchylkou +0,3 m/z. Pfi realizaci experimentdlni prace doslo k okolnostem,
které dovedly k rozhodnuti tolerovanou odchylku zvysit. Vlivem méfeni za odliSnych
podminek ve smyslu rozdilného stavu kondice ptistrojového vybaveni MALDI-TOF MS,
kdy naprosta vétSina vzorkl pecenych skotapkovych plodii byla méfena za odliSné intenzity
laseru (100 %), a ani tak kvalita hmotnostnich spekter se zcela nevyrovnavala kvalité
ziskanych hmotnostnich spekter v pfedchozi praci autorky (Kadetdbkova, 2022).
Pfi porovnavani jiz difive naméefenych spekter byl odhalen primérny posun 0,6 m/z, s ¢imZ
bylo pfi zpracovavani vysledkii operovano i naddle. Tento posun u nekterych unikatnich
hodnot (nikoli u vSech) o obvykle maximalni hodnoté¢ 0,6 m/z se navic projevuje i pfi
nasledném hodnoceni u vytipovanych hodnot ve vzorcich cukrovi. Nicméné napiiklad
u hodnot pro kokos, pro néhoz je toto zjisténi patrné nejvice signifikantni se ukazuje, ze se
nakonec o tak veliky posun vétSinoveé nejednd. Naptiklad hledané unikatni hodnoty m/z pro
kokos v kokosce jsou vétSinove posunuty jen o 0,4 m/z, a to pouze jednim smérem, obvykle
+0,4 m/z, kdy lze 1 tuto hodnotu povazovat za modus, jelikoZ v porovnavaném souboru se
jedna o nejcastéji vyskytovanou hodnotu zminovaného posunu. I tento fakt potvrzuje
skuteCnost, ze zjiStény posun hodnot m/z, chceme-li nesoulad mezi charakteristickymi
hodnotami, vznikl nésledkem rozdilnych podminek méteni pted a po servisu pfistrojového
vybaveni MALDI-TOF MS; namétfena hmotnostni spektra pro vzorky cukrovi jiz probihala
ve shodném rezimu jako tomu bylo u pfedchozi prace autorky u referen¢nich vzorkt

syrovych skotapkovych plodi (Kadetabkova, 2022).
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Shodny postup (pouze s drobnymi Gpravami jako je vyse navazky ¢i vyssi pridavany objem
pracovniho roztoku trypsinu) byl aplikovan i na vzorky sedmi druhti cukrovi, z ¢ehoz jeden
z nich predstavoval pii provadéné analyze zcela neznamy vzorek. U Ctyf vzorkl ze Sesti se
podarila potvrdit pfitomnost deklarovanych plodi, a to s riznou uspesnosti, jez se vaze na
mnozstvi ziskanych unikatnich hodnot m/z pro konkrétni druh. Za nejlepsi vysledek lze
povazovat odhaleni 100 % unikatnich hodnot m/z pro vlasské ofechy (srovnano s hodnotami
v syrovém stavu) ve vzorku skoficovych pracen, jelikoZ je znany piekryv mezi unikatnimi
hodnotami, tak v porovnani s vla§skymi ofechy v pec¢eném stavu se jedna o 83% UspéSnost
(nalezeni péti ze Sesti hodnot). Za velmi Gspésné lze povazovat i detekovani dvou druhti
skorapkovych plodu ve vzorku cukrovi nesouci nazev vaflové rybicky, kdy se jednalo o 83%
uspé&snost detekce vlasskych ofechli a o 60% uspésnost detekce deklarovanych mandli.
U vzorkt cukrovi obsahujici kokos byla Gispé$nost rovnéz pomérné vysok4, a sice v rozmezi
50-70 %, coz lze sohledem na skutecnost, ze kokosovy ofech je charakterizovan
26 unikatnimi hodnotami m/z, povazovat skute¢né¢ za uspésné, jelikoz bylo vzdy nalezeno

minimalné 13 z 26 hodnot m/z.

U dvou zakoupenych druhli (kdvové zrno a vanilkové rohlicky) nebyla detekce
deklarovanych plodii jednozna¢né potvrzena, u vanilkovych rohlickii bylo ru¢né dohledano
nékolik objevujicich se hodnot pattici liskovym ofechiim, nicméné Cetnost vyskytu téchto
hodnot byla velmi nizka (jen c¢tyfi hodnoty v rdmci deseti porovnavanych hmotnostnich
spekter), obdobné byly dohledavany hodnoty deklarovanych vlasskych ofechi, které byly
nalezeny jen v poloviné hmotnostnich spekter, coz nelze povaZovat za dostate€né
presveédcivé. Zde se 1 nabizi konfrontace s uvddénymi informacemi od vyrobce, kdy sdm
vyrobce deklaruje pfitomnost dvou druhli ofechil a umist'uje je na prvnim misté ve sloZeni
(cfr. Ptiloha €. 1). Vysledky nenaznacuji, Ze by obsah, at’ uz vlaSskych ¢i liskovych ofechil,
byl pomérové vySs§i vic¢i ostatnim ingrediencim. Navic ani nedoSlo k dostatenému
projeveni ptitomnych ofechli na zaklad¢€ vyuzitého postupu pii analyze, Ize tak usuzovat, ze
jejich pomér vici ostatnim ingrediencim je naopak niz$i. Pofadi ingredienci tedy vyrobce
uvadi nevhodné az mozna zbyte¢né matoucim dojmem, Ze je obsah ofechll vyznamnéjsi nez

napftiklad u ostatnich druh cukrovi.
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U vzorku cukrovi, toho ¢asu s nezndmym slozenim, byl identifikovan jen jeden piitomny
skotapkovy plod, a sice vlasské ofechy ve dvou charakteristickych hodnotach ze Sesti,
piestoze se muze zdat uspéSnost jakkoliv nizkd, vysledek lze povazovat za uspokojivy.
Dtivodem nalezeni niz§iho poctu unikdtnich hodnot m/z muze byt pfitomnost vétsiho
mnozstvi vajec ve vzorku, jez mohla zptsobit potlaceni dalSich projevil charakteristickych
peptidovych fragmentii pro vlasské ofechy. Vysledkem je tedy spravné odhaleni pfitomného
plodu, i pfestoze se prokéazalo niz§im poctem charakteristickych hodnot m/z. Pii hledani
potvrzeni pfitomnosti deklarovanych plodl ve vzorcich vano¢niho cukrovi byla u kazdého
druhu potvrzena (v nékterych ptipadech vicekrat, nicméné vzdy vuci jinému plodu) i tzv.
nahodna shoda s n¢jakym dalsim (nedeklarovanym) skotapkovym plodem. Jednalo se vzdy
o objeveni pouze jediné hodnoty, nikoli vice, proto lze tyto hodnoty klasifikovat skute¢né
jako jen ndhodné (ptipadné jako faleSné€ pozitivni) s eventualni mozZnosti, Ze hodnota m/z se
shoduje s projevenym peptidovym fragmentem patfici jiné ingredienci (napf. vejci, mouce,
mléku ¢i dal$im slozkam). Pfitomnost ostatnich ingredienci muze, jak jiz bylo zminéno vyse,

zpisobovat neprojeveni veskerych pfitomnych peptidii o znamé (unikétni) hodnoté m/z.

Vysledna data ziskana z méfeni LC-ESI-Q-TOF MS prozatim neukazuji jasné vysledky,
které by se relevantné daly diskutovat, respektive 1 porovnavat s vysledky z MALDI-TOF
MS. Ukazalo se, ze ziskané informace o zaznamenanych peptidovych fragmentech nelze
ptiliS dobte porovnévat s druhou vyuzitou metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF,
kdy se i uvadi jejich vzajemné shody v nizsich desitkach procent, coz vychazi ze zkusSenosti
Laboratofe aplikované proteomiky na VSCHT Praha (Kuckova et al., 2023), ale také i ze
zkuSenosti jiného pracovniho kolektivu (Kuzyk et al., 2009), k cemuz je ale zapottebi dodat,
ze vobou ptipadech byl pfedmétem analyzy jiny materidl (Kuckova et al., 2023;
Kuzyk et al., 2009). Za jednozna¢ny limit tohoto postupu lze povaZovat momentalni
nemoznost ziskat data pro referencni skotapkové plody, ponévadz pti vytvoreni zakladnich
(porovnavacich) databazi charakteristickych hodnot m/z a aminokyselinovych sekvenci pro
referencni skotfapkové plody (respektive odpovidajici rostliny) pomoci LC-ESI-Q-TOF MS
by mohlo byt mozné porovnavat hodnoty a namétend data v ramci jedné metody s mnohem

vys$$i piesnosti.
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Snaha verifikovat ob& vyuzit¢ metody nebyla stoprocentné naplnéna kvili technickym
obtizim na pracovisti, nicmén¢ urcité¢ limity prace nabizi samoziejmée potencialni moznost
zlepSeni celkového pohledu na vysledky, at' jiz ve smyslu obou metod jednotlivé ¢i
s budouci moznosti jejich porovnani. Obecné vzato by pro ,,lepsi* vysledky mohla pomoci
uprava postupu pied st€penim vzorkl, a sice pristoupeni napiiklad k extrakci pfipravenych
vzorkl, jak uvadi mimo jiné 1 kolektiv Luparelli et al. (2023). Rovnéz mize pomoci
prodlouzeni délky doby enzymatického Sté€peni ¢i zvyseni teploty (Luparelli et al., 2023),
coz ale na druhou stranu jiz mize lehce komplikovat navrhovany postup pfi potencialnim
vyuziti feknéme u rutinniho testovani dokazujici pfitomnost konkrétnich skotéapkovych

plodu ve vzorku ur€ité potraviny.

Z hlediska méteni za pomoci LC-ESI-Q-TOF MS je aktualng limitujici, Ze nebyla ziskana
potfebnd data pro referencni material, neni tedy zcela zfejmé, zdali by tato data vyznamné
zménila pohled na implikace vychdzejici z experimentalni Casti této prace. Z hlediska
budouciho vyzkumného zaméru je tedy sméfovani v tomto ohledu prozatim patrné, a sice
vytvofit proteomické databaze pro referen¢ni rostliny (respektive analyzované skotapkové
plody) tak, aby bylo s ¢im porovndvat data ziskand touto metodou u realnych vzorkd,
v jejichz obsahu mohou byt analyzované skotfdpkové plody nalezeny. Samoziejmé, Ze
upravy v postupu predchézejici samotnému $tépeni, které by mohly vést k ,,lepSim* datim
jsou taktéz ptipoustény. Navic s potencidlem ziskat vys$Si mnozstvi charakteristickych
hodnot m/z zejména u plodl, u nichZz se aktudln€ uplathovanym postupem ,rovnou
provadeného Stépeni trypsinem ziskalo niz§i pocet unikatnich hodnot m/z. Nicméné¢ 1 bez
predchozi extrakce v postupu pied samotnym Stépenim se ukazuje postup na piikladu
potravin, 1kdyZ zivo¢iSného plvodu, jako vhodny a funkéni (Kuckova et al., 2019;
Kuckova et al., 2023). Tento pohled navic podporuje jiz vySe uvedené stanovisko, takovy
postup totiz celkové muize pak znesnadiiovat moznost implementovat postup do kontroly
kvality na primyslové trovni, pfi¢emz moZna vyuZitelnost v praxi je samoziejmé dilezita

stejné tak jako védecky zamér, jez byl vySe na této strané rovnéz nastinén.

PrestoZze se miize na prvni pohled zdat, Ze cile bylo dosazeno s vysledky nevykazujici
vysokou miru uspéSnosti pouzitych metod, tato prace poskytuje veliké mnozstvi dat, které

jsou nadale vyuzitelné pro navazujici vyzkumnou praci s ohledem na potencialni moznost
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rychlého odhaleni pfitomnosti skofapkovych plodli v komeréné dostupnych produktech jako
je pecivo, tyCinky ¢i jiné sladkosti a dalsi vyrobky. Takové uplatnéni je pro tyto potraviny
velmi vhodné s ohledem na to, ze skotfdpkové plody patii mezi vyznamné alergeny
v potravinach, jez se kromé rozliSeni na arasidy a dalsi skotfapkové plody prozatim nijak dale

nerozlisuji.
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Zavér
V této diplomové praci bylo feSeno téma vénujici se moznostem proteomické identifikace

skotrapkovych plodid v redlnych produktech, coz bylo experimentdlné realizovdno na

ptikladu vanoc¢niho cukrovi.

V prvni tfadé byla analyza realizovana za pomoci MALDI-TOF MS s naslednym
zpracovanim dat v programu mMass a v objektové-relacnim databazovém systému
PostgreSQL. Prvotn¢ bylo cilem ziskat charakteristické markery (hodnoty m/z) pro jedenact
skorapkovych plodu po teplotnim osetieni, které mohou slouzit pro dal$i hodnoceni realnych
produktii. Za pomoci tohoto postupu se podafilo ziskat celkové dostatené mnozstvi
unikatnich hodnot m/z, které by spolehlivé prokazovaly piitomnost konkrétniho druhu
skotapkového plodu. V porovnéni se ziskanymi unikdtnimi hodnotami m/z pro skotfapkové
plody v syrovém stavu lze konstatovat, ze vystaveni plodu teploté, simulujici pe¢eni cukrovi
¢1 peciva obecné, vétSinoveé zajistilo bohat§i hmotnostni spektra, z nichz bylo ziskano
vétSinou 1 o néco vice charakteristickych hodnot m/z. VyuZity postup aplikovany i na realné
produkty vano¢niho cukrovi se ukdzal uspésny u Ctyt ze Sesti komerénich vzorkt, spravné
byla identifikovana 1 pfitomnost vlasskych ofecht u nezndmého (toho ¢asu pii analyze)
vzorku domaciho cukrovi. Piestoze se pfi hodnoceni objevovaly opakované u vSech druht
cukrovi 1 ndhodné shody s charakteristickymi hodnotami m/z pro nedeklarované plody,
jednalo se vzdy pouze o jedinou shodu s danym plodem, coz nelze povazovat za potvrzeni

pritomnosti daného skotapkového plodu ve vzorku.

Ne vzdy se za pomoci vySe uvedeného postupu podafilo identifikovat veskeré unikatni
hodnoty m/z ve vzorku, coZ je pfirozené dano tim, Ze ve vzorcich nejsou skotapkové plody
majoritni slozkou a vzorky cukrovi obvykle obsahuji i dalsi na proteiny bohaté slozky jako
je naptiklad vejce nebo mouka. Proto nasledovala jesté druhd ¢ast analyzy provedena pomoci
LC-ESI-Q-TOF MS, nicmén¢ vlivem technickych problému byla namétena data pouze pro
vzorky cukrovi. Tato data poskytuji veliké mnozstvi detailnich informaci o nalezenych
peptidech, potazmo i ndsledné proteinech, ale pfece nemohla byt vyuZzita tak, jaky byl jejich
pivodni zdmér. Dlvodem toho je v soucasné dobé& absentujici proteomicky popis
skotapkovych plodi, s nimiz by bylo mozné namétena data porovnavat, mezi velmi dobte

popsané rostliny patfi naptiklad pSenice setd, jez se také projevila ve vzorcich, v nichz byla
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vyrobcem deklarovana, ale rostliny odpovidajici analyzovanym skotapkovym plodim

nikoli.

Data z LC-ESI-Q-TOF MS byla vyuzita jesté pro porovnani s charakteristickymi hodnotami
m/z, které byly ziskany z MALDI-TOF MS. Hledany ptekryv hodnot dopadl dle ocekavani,
a sice bylo nalezeno jen nékolik hodnot, které by si navzajem mohly odpovidat. S ohledem
na pozorované zvétSeni odchylky mezi hodnotami jiz pti hodnoceni dat z MALDI-TOF MS,
byly 1 vpfipadé porovnavani hleddny hodnoty s primémé vyssi odchylkou. Mezi
potencidlné moznymi shodami byly nalezeny proteiny spiSe enzymatického charakteru,

které plni (nejen) v rostlinném téle celou fadu funkei na bunééné tirovni.

Ackoli se da zavérem konstatovat, ze vysledky této diplomové prace neptfinasi stoprocentné
prokazatelnd data dokazujici jednozna¢nou moznost vyuziti jedné, druhé ¢i obou metod
hmotnostni spektrometrie. Postup, u néjz bylo vyuzito MALDI-TOF MS ukazuje moZnost
vyuziti pfi kontrole kvality v praxi, jelikoz se jedna o relativné rychly a ekonomicky méné
naro¢ny postup, ktery jiz na pomérné¢ malém poctu vzorkd ukazuje nemalou UspéSnost
detekce. Druhy (prozatim) nedokonceny postup nelze v souCasné dobé s vysledky
z MALDI-TOF MS relevantné porovnavat, nicméné ma patrné vyssi potencial pro svou

postup pii zavadéni, feknéme do primyslovych podminek.

Na samotny zavér je nutné dodat, Ze pfedkladand diplomovéa prace piindsi vysledky
a informace, které momentalné pfispivaji k potifebé dalSiho vyzkumu v této oblasti.
Naptiklad rozsifeni mnozstvi analyzovanych (redlnych ale i modelovych) vzork by mohlo
byt klicem, jak mnohem 1épe zhodnotit GspéSnost vyuzitého postupu i1 konkrétni metody
s podstatné vyssi vypovidajici hodnotou pro praktické vyuziti pii kontrole kvality potravin.
Dalsi (navazujici) vyzkum navic nemusi zistavat pouze u samotnych skotrapkovych plodii
ale mize zahrnovat idal$i rostlinné slozky potravy, které jsou podobné jako ofechy

vyznamnymi alergeny.
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Seznam pouzitych zkratek

2D

AACS

ACN
ANOVA

APCI-MS

AV CR
BMI
CA
DDM
DHB
DNA

ELISA

El
Eq
ES
EU

FAOSTAT

FID
GC

HCA

dvoudimenzionalni (two-dimensional)

Systém spravni pomoci a spoluprace

(Administrative assistance and cooperation system)
acetonitril (acetonitrile)
analyza rozptylu (analysis of variance)

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

(atmospheric pressure chemical ionization mass spektrometry)
Akademie véd Ceské republiky (Czech Academy of Sciences)
index télesné hmotnosti (body mass index)

klastrova analyza (cluster analysis)

dam déti a mladeze (youth centre)

2,5-dihydroxybenzoova kyselina (2,5-dihydroxybenzoic acid)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

enzymova imunoanalyza na imunosorbentech

(enzyme-linked immunosorbent sssays)
elucni roztok (elution solution)
ekvilibra¢ni roztok (equilibration solution)
Evropska komise (European Commission)
Evropska unie (European Union)

Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi - statistickd databaze

(Food and agriculture organization corporate statistical database)

plamenoionizac¢ni detektor (flame ionization detector)
plynova chromatografie (gas chromatography)

hierarchické shlukova analyza (hierarchical cluster analysis)
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HILIC-ESI-IT-TOF

HPLC

INC

LC

LC-ESI

LC-ESI-Q-TOF

LDA

LDL

MALDI-TOF

m/z

NMR
NPI

NUV

hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie s elektrosprejovou
ionizaci, dobou zachyceni iontii a analyzatorem doby letu
(hydrophilic liquid chromatography electrospray ionization ion trap

time-of-flight)

vysokoucinna kapalinova chromatografie

(high-pressure liquid chromatography)

Mezinarodni rada ofechu a suSeného ovoce

(International nut & dried fruit council)
kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci

(liquid chromatography electrospray ionization)

kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci,
kvadrupélem a analyzatorem doby letu (liquid chromatography

electrospray ionization quadrupole time-of-flight)
linedrni diskrimina¢ni analyza (linear discriminant analysis)
nizkodenzitni lipoproteinové ¢astice (low density lipoprotein)

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s analyzatorem doby

letu (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight)
pomér hmotnosti iontu ku néboji (mass-to-charge ratio)
relativni molekulova hmotnost (relative molecular mass)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovychovy

(Ministry of education, youth and sports)
nukledrni magnetickd resonance (nuclear magnetic resonance)
Narodni pedagogicky institut (National pedagogical institute)

Narodni ustav pro vzdélavani (National institute for education)
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PCA
PCR
PLS

RVP

RVP ZV

SQL

TAG
TFA
USA

Uuv

WHO

analyza hlavnich komponent (principle component analysis)
polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
parcialni regrese nejmensich ¢tverct (partial least squares)

Rémcovy vzdélavaci program

(Framework educational programme)

Ramcovy vzdélavaci program pro zakladni vzdélavani
(Framework educational programme for primary and lower

secondary education)

strukturovany dotazovaci jazyk (structured query language)
Skolni vzdélavaci program (School educational programme)
triacylglyceroly (triacylglyceroles)

kyselina trifluoroctova (trifluoroacetic acid)

Spojené staty americké (United States of America)
ultrafialové zateni (ultraviolet radiation)

vlhéici roztok (wetting solution)

Svétova zdravotnicka organizace (World health organization)
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Seznam priloh
Ptiloha 1: Slozeni zakoupeného vano¢niho cukrovi (uvadéné vyrobcem).
Ptiloha 2: Hmotnostni spektra pro vSech jedenact skotfapkovych plodi (teplotné oSetienych).

Ptiloha 3: Vytipované hodnoty m/z pro jednotlivé vzorky analyzovaného vano¢niho cukrovi,

jez slouzily k porovnani s unikatnimi hodnotami m/z pro referencni skorapkové plody.

Ptiloha 4: Kompletni ptfehled dat ziskanych z métfeni LC-ESI-Q-TOF MS po srovnani

s rostlinnou databazi proteinti (UniProt).
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