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1 CIiL METODIKY

Jednim z dil¢ich cil projektu QJ1530272 podporovaného Ministerstvem zemédé€lstvi
Ceské republiky bylo vyvinout a nasledné validovat metodu pro necilovou analyzu
(fingerprinting) a metabolické profilovani slouzici pro odhaleni ptitomnosti klikvy velkoplodé
a brusnice brusinky ve vyrobcich. Extrakty rtznych odriid brusnice brusinky a klikvy
velkoplodé z rozdilnych lokalit a odlisnych let byly analyzovany metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostné-spektrometrickou
detekci (U-HPLC-HRMS/MS). Cilem bylo nalézt vhodné diagnostické markery, které jsou
selektivni pro dany druh ovoce. Déle byla vytvofena databdze hmotnostné-spektrometrickych
zaznamu vzorku, ktera poslouzila pro tvorbu chemometrickych modeld s vysokou predikéni a
rozpoznavaci schopnosti. Vyvinuta metodika byla kriticky porovnana s metodikou PCR.

Vypracovand metodika bude dale prfedana k vyuzivani pracovnikiim kontrolnich
laboratofi, pro mozné vyuziti pii laboratorni kontrole pfitomnosti brusnice brusinky a klikvy

velkoplodé v potravinatskych vyrobcich a v doplicich stravy.
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2 TEORETICKY UVOD

Plody rostlin brusnice brusinky (Vaccinium vitis-idaea L.) a tzv. americké brusinky, klikvy
velkoplodé (Vaccinium macrocarpon L.) jsou znamy a vyuzivany zejména k prevenci infekce
mocovych cest (UTI). Antibakteridlni a antioxidacni aktivitu téchto ploda zajist'uji piedevsim
fenolické latky a to konkrétné proanthokyanidiny, tedy oligomery (dimery a trimery)
katechinu a epikatechinu. Aktivita téchto latek spociva v zabranéni adheze bakterii
Escherichia coli na buniky epitelu mocovych cest. Pravé diky tomuto pozitivnimu ptsobeni
ptitomnych proanthokyanidinil jsou brusinky vyuzivany k vyrob€ doplitki stravy uréenych k

prevenci a 1écbé infekce mocovych cest [1, 2].

Brusnice brusinka a klikva velkoplodda se obecné 1i§i v obsahu anthokyand,
proanthokyanidini a dalsich fenolickych latek, jez tvofi vyznamnou c¢ast rozsahlého
metabolomu. Brusnice brusinka obsahuje zhruba 2,5krat vice celkovych anthokyanii nez
klikva velkoplodd. Zalezi vSak na lokalité péstovani. Zatimco divoce rostouci brusinky jsou
oproti klikvam bohat$i na obsah anthokyani, tak u brusinek vypéstovanych ve Skandinavii je
tomu naopak. Klikva obsahuje Sest typt anthokyant, a to galaktosidy, glukosidy a arabinosidy

kyanidin® a peonidinti. Brusinka osahuje pouze glykosidy kyanidint [3].

I kdyZ jsou brusinka a klikva morfologicky odlisné rostliny, ¢asto dochazi k jejich zdméné.
Nejen v Ceské republice, kde je ¢asto vyraz ,,cranberry* chybné prekladan jako brusinka, ale
také v anglicky mluvicich zemich, ve kterych jsou casto napt. dopliky stravy s extraktem
klikvy velkoplodé, jakozto Gi¢inné slozky, prodavany v obalech s ilustraci brusnice brusinky.
Velmi snadné zaménit klikvu velkoplodou za deklarovanou brusnici brusinku je specidlné ve
vyrobceich, ve kterych jsou plody brusinky rozmélnény, rozvafeny nebo maji podobu ovocné

Stavy [3, 4].

Autentikace potravin v poslednich letech zaznamenala nebyvaly rozvoj. Donedavna byly
k autentikaci potravin vyuzivany klasické techniky, jako jsou chromatografické metody
s konven¢nimi zplisoby detekce analytii, které monitorovaly konkrétni slozky potravin, tzv.
markery, ale neposkytovaly dostate¢né komplexni informace o sloZeni vzorku. Nyni jsou
k dispozici pokrocilé analytické strategie, techniky, které tuto schopnost maji a navic ji
kombinuji s chemometrickymi metodami zpracovani dat, ¢imZ poskytuji maximalni mnoZzstvi
informaci o analyzované potraviné. Mezi tyto moderni techniky patii metabolomika, ktera

napomaha komplexné¢ hodnotit kvalitu, bezpecnost a predev§im autenticitu potravin.
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Metabolomika se zamétfuje na komplexni a rychlou detekci malych molekul (obvykle do

1 500 Da) - metabolitii pfitomnych v biologickych systémech [5].

Dnes je v dané oblasti dominantni metabolomicka analyza umoznujici ziskani fingerprinti,
kterd je realizovand pomoci vysokorozliSovaci tandemové hmotnostni spektrometrie ve
spojeni s kapalinovou chromatografii. Hmotnostni detektory vybavené analyzatorem typu
orbitrap nebo analyzatorem doby letu (TOF) umoziuji identifikaci latek na zéklad¢é piesné
hmoty matefského iontu, ze které je mozno urCit elementarni slozeni dané latky, resp.
komponenty. Tandemové uspotradani (MS/MS) potom nabizi moznost ziskat dalsi strukturni
informace o detekovanych latkach diky fragmentaci matetského iontu, coz umoziuje v fadé
ptipadt identifikaci latek bez pouziti analytickych standardii, za ptedpokladu, Ze jsou k
dispozici vhodné softwarové databdze. Vysoky diagnosticky potencidl této analytické
platformy pro hodnoceni autenticity a odhalovani falSovani potravin byl demonstrovan v fadé

védeckych publikaci [6, 7].
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3 VLASTNi POPIS METODIKY

3.1 POUZITELNOST METODY

Aplikace metabolomického fingerprintingu pro odliSeni klikvy velkoplodé a brusnice
brusinky se v této oblasti analyzy potravin jevi jako velmi perspektivni metoda, kdy se pro
vzajemné odliSeni vyuziva necilové analyzy zaméfené na detekci maximalniho mnozstvi
nizkomolekularnich slozek (,,fingerprint™) dané potraviny. Na zaklad¢ ziskanych primérnich
dat zanalyzy fingerprintd souboru autentickych vzorkil je sestaven model, vytvofeny
pomoci chemometrického zpracovani dat, ktery je poté mozno pouzit k identifikaci
charakteristickych markert jednotlivych druhti ovoce. Aby model odrdzel co nejvétsi
variabilitu vzorkl, byly analyzovany rizné odridy klikvy velkoplodé a brusnice brusinky,
pochazejici z riiznych lokalit a ze tfi riznych sklizni (rok 2015, 2016, 2017). Model by tak
m¢él zahrnovat jak variabilitu mezidruhovou, tak i meziro¢ni variabilitu v metabolomu vzorkd.
Vznikl tak velmi robustni statisticky model s dostate¢nou vypovidajici hodnotou potiebnou
pro spolehlivou kontrolu ptivodu vzorkii. Ziskany fingerprint slouzi k mozné diferenciaci
vzorkli a zaroven je mozné pomoci té€chto charakteristickych fingerprinti zhodnotit
autenticitu (pravost) dané¢ho vzorku. Dilezité markery pro odliSeni klikvy velkoplodé a
brusnice brusinky jsou shrnuty v Tab. I. U jednotlivych iontii je navrZena jejich identifikace

na zaklad¢ presné hmoty, izotopového profilu a charakteristickych MS/MS fragmentt.
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Tabulka I: Charakteristické markery ziskané U-HPLC-HRMS/MS technikou (ESI+)

Druh RT | Detekovany ion Sumarni .

ovoee | iy |y | e |wem Ldentiikace
ﬁﬁiﬂﬁi 9,6 780,5530 CouHiNOP | -1 PC 36:5
Eﬁ:ﬁﬁz 9.8 782,5698 CyuHgNOP | 0,5 PC 36:4
ﬁﬁiﬁﬁi 10,1 784,5840 CyuHuNOGP | -1,4 PC 36:3
Eﬁ:ﬂ;ﬁz 9,8 756,554 CyHNOP | 0,3 PC 343
Efuu:fnllfz 10,0 758,5713 CpHNOP | 2.5 PC 342
Veﬁgg w90 439,3546 ] ] ]
Velilci)l;l,(?dé 4,9 433,1121 C21H,004 -1,9 Peonidin 3-arabinosid
y eﬁlgg wl A7 463,1219 CpHynO, | -34 Peonidin 3-glukosid
Velilci)l}t()\l,(?dé 10,3 5224518 - - -
Veﬁgg | 103 736,6066 ] ] ]

PC (x:y): Fosfatidylcholin (pocet uhliki v navazanych
v navazanych fetézcich)

fetézcich:pocet dvojnych vazeb
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Tabulka II: Charakteristické markery ziskané U-HPLC-HRMS/MS technikou (ESI-)

Druh RT | Detekovany ion Sumarni .
DI (min) (m/z) vzorec [M-H]| Appm Identifikace
Veﬁglg‘l’s wl 95 447,3490 ] ] ]
Veﬁgg | 104 503,4115 ] ] ]
]t?;ussflnlliz 4,1 289,0729 CisHuOs | 3.9 Katechin
Veﬁﬁf w53 449,0733 CooHisOp | 1,7 Myricetin-3-arabinosid
Velilci)l;l,(?dé 5,9 447,0953 C21H001; 4,5 Petunidin-3-arabinosid
Vellil(ilgg da 4,9 461,1106 Cy,H,,014 3,6 Peonidin 3-glukosid
Veﬁi};‘l’j w3 325,0931 CisHiOs | 0.6 derivat kyseliny kumarové
Veﬁgg wl 99 475,3798 ] ] ]
v ellgci)l;/s da 5,7 477,1052 CH» 0y, 2,8 Petunidin 3-glukosid
Veﬁgﬁj w5 479,0849 CyHyO; | 3,7 Myricetin 3-glukosid
E;uu:f‘;lfz 5,6 193,0520 CioHi00: | 4.6 Ferulova kyselina

3.2 PRINCIP METODY

Metoda je ur€ena pro stanoveni profilu nizkomolekularnich organickych latek s
molekulovou hmotnosti mensi nez 1200 Da, ionizovatelnych v elektrospreji v pozitivnim
¢1 negativnim modu a detekovatelnych technikou ultra-u¢inné kapalinové chromatografie
ve spojeni s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem typu kvadrupol- analyzator
doby letu (U-HPLC-QTOF-MS), ve vodné-methanolickych extraktech ovoce a vyrobkl z
ovoce. Vystupem méfeni je chromatogram obsahujici hmotnostni spektra vzorku. Jedna se
o soubor odezev detekovanych iontd ve zvoleném rozmezi reten¢nich casti (RT) nebo
hodnot m/z (tzv. fingerprintova knihovna metabolomu). PouZita instrumentace umoZziuje
pfifadit vybranym iontim pravdépodobné prvkové (elementarni) sloZeni, slouzici jako

podklad pro potvrzeni jejich identity.
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3.2.1 Princip metody U-HPLC-QTOF-MS

Kapalny vzorek je pomoci autosampleru pienesen do nastiikového ventilu a LC
systémem unasen do iontového zdroje (elektrosprej, ESI), kde jsou analyty ionizovany a
transportovany do hmotnostniho spektrometru. lonizace, analyza a detekce probihaji
postupné po piedchozi separaci na chromatografické koloné. Specializované softwary
PeakView, MasterView a MarkerView (SCIEX, Némecko) umoznuji zpracovani
namétenych. Pomoci téchto programi l1ze, na zékladé méfeni pifesné hodnoty m/z, provést
uréeni pravdépodobného prvkového slozeni vybranych iontd (po zadani typu a mnozstvi
prvkti uvazovanych pro kalkulaci). Potvrzeni identifikace latky probihd na zéklade
porovndni naméfenych MS/MS fragmenti s dostupnymi MS/MS spektry v online

databazich ¢i odborné literatufe.

3.3 BEZPECNOST PRACE

Béhem manipulace s rozpoustédly a s extrakty plodi ovoce a ovocnych vyrobku je
tteba dodrzovat zakladni pravidla bezpecnosti prace v laboratofi. V piipadé kontaktu
s pokoZzkou ¢i o¢ima mohou organickd rozpoustédla a kyselina mravenci zpusobovat
podrazdéni. Proto je nezbytné pracovat v laboratornich rukavicich béhem celé ptipravy

vzorku.
3.3.1 Chemikalie a spotfebni material

Deionizovana voda (precisténd z destilované vody pomoci zatizeni Milli-Q, Millipore,
Neémecko)

Methanol, Merck (Némecko)

Kyselina mravenci >95%, Sigma-Aldrich (Némecko)

Mravencan amonny 99 %, Sigma Aldrich (USA)

Technicky plyn: dusik (99,994 %), Technoplyn (CR)

Plastové (PTFE) kyvety o objemu 15 ml, Merci (CR)

Sklenéné vialky (2 ml), vicka a septa, Labicom (CR)

BéZné laboratorni sklo a vybaveni

10
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3.4 PRISTROJE A ZARIZENi

Stolni centrifuga Rotina 35R, HettichZentrifugen (Némecko)
Laboratorni homogenizator Ultra-Turrax® T 10 B (CR)

Vortex, Chromservis (CR)

Ptistroj na pfipravu deionizované vody, Milli-Q, Millipore (Némecko)
Automatické pipety, TraffLab-Transferpette® (Svycarsko)
Multipipeta, Eppendorf (Némecko)

U-HPLC—Q-TOF-MS systém:

- vysokou&inny kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate® 3000 RSLC, Thermo
Fisher Scientific (USA)

- analytickd kolona HSS T3 (2,1 mm x 100 mm; 1,8 pm), Waters (USA)

- hmotnostni spektrometr Q-TOF, TripleTOF 6600, SCIEX (Kanada)

3.5 PoOUZITY SOFTWARE

Sada Microsoft Office — programy MS Word a MS Excel, Microsoft Corporation,
USA

Analyst® verze 1.6 TF, SCIEX, Kanada

PeakView '™ verze 2.2, SCIEX, Kanada

MarkerView " verze 1.2.1, SCIEX, Kanada

LipidView™ verze 1.2, SCIEX, Kanada

SIMCA verze 13.0, UMETRICS, Svédsko

Chromeleon™ verze 7.1, ThermoFischer SCIENTIFIC, USA

Pozndamka: pristroje a zarizeni uvedenych dodavatelii, které jsou zde uvedeny, Ize pouzit i od
alternativnich dodavateli, pokud je to pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi byt
dokumentovana pri implementaci metody v konkrétnich podminkdch.

3.6 PRACOVNI POSTUP

3.6.1 Priprava extraktu ovoce

1 g homogenizovan¢ho vzorku se navazi do 15ml plastové centrifugacni kyvety. K

mrazenym plodim se pfida 5 ml methanolu. Obsah kazdé kyvety je po dobu 1 minuty

homogenizovan pomoci ultraturraxu. Vzorky jsou nasledné odsttedény v centrifuze pfi

10 000 min™ a teplot& 5 °C po dobu 5 minut. Po odstfedéni je extrakt odebran do vialek a tim

11
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pfipraven k analyze. Déle byly piipraveny vzorky pro kontrolu kvality (QC) méfenych dat,
které slouzi k ovéfeni, ze méfeni v prubéhu cel¢ meéfici sekvence probchla za stejnych
podminek a ziskana data jsou konzistentni (reten¢ni Cas, intenzita signalu). V tomto piipadé se
jednalo o smésny vzorek vsech analyzovanych vzorki, z jejichz extraktli bylo odebrano do
vialky 50 pl. Tento vzorek je nastfikovan minimalné desetkrat na zacatku sekvence a dale

kazdych 5-10 vzorkl v pritb¢hu celé sekvence.
3.6.2 U-HPLC-QTOF-MS analyza

Metoda pro stanoveni profilu latek ve vzorku je realizovana technikou U-HPLC—
QTOF-MS. Iontovy zdroj elektrosprej (ESI) umoznuje pracovat v pozitivnim a negativnim
modu, pficemz kazdy z nich je v mnoha ptipadech vhodny pro ionizaci jinych skupin latek,
resp. ziskdni odlisSnych (navzdjem komplementédrnich) latkovych profili. Z tohoto divodu je
vzorek analyzovan vzdy jak v pozitivnim, tak i1 negativnim moddu ionizace. Dulezitym
parametrem, ktery muZze ovliviiovat latkovy profil ziskany technikou LC-MS, je vybér
stacionarni fadze chromatografické kolony. Ta je rozhodujici pro efektivni detekci latek
s rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, pfedev§im polaritou. Pro separaci stfedné
polarnich latek obsazenych ve vodné-methanolickém extraktu je pouzita chromatograficka
separace v systému s reverzni fazi. Detaily popisujici podminky U-HPLC separace a QTOF-

MS detekce jsou uvedeny nize.
3.6.2.1 Chromatografie v reverzni fazi

Kolona: HSS T3 (2,1 x 100 mm, 1,8 um) Waters (USA), teplota kolony: 45 °C,
mobilni f4ze: 5 mM mravencan amonny ve vodé (A) a 5 mM mravencan amonny v methanolu
(B), gradient: pocatek s 5 % (B), linearni vzrast ke 100 % (B) v 8 min, 100 % (B) az do 14
min, v 14,1 min zména k5 % (B), ekvilibrace kolony 3 min pfed dalSim nastfikem.

Nasttikovy objem: 4 pl, pritok 0.400 ml/min.

Tabulka III: Parametry hmotnostniho spektrometru a podminky detekce

Duo Spray' " s oddélenym ESI

lontovy zdroj iontovym zdrojem a APCI iontovym zdrojem

Ionizacni technika ESI+/ESI-
Napéti na kapilare +5000 V/-4500 V
Teplota iontového zdroje 480 °C

12
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Rozsah hodnot m/z 100 — 1200
Kolizni energie 35+£15eV
Tlak nebuliza¢niho plynu 55 psi (344,74 kPa)
Tlak suSiciho plynu 55 psi (344,74 kPa)
Deklasteracni potencial 80V
FWHM > 31000 (m/z 321,0192) v obou

Dosazené rozliSeni .
polaritach

Automaticka kalibrace m/z byla realizovana kalibracnim davkovacim systémem (CDS)
po kazdych 10 zmétenych vzorcich pomoci kalibraéniho roztoku. Ke kontrole pifesnosti
hmoty a posunu retencniho ¢asu béhem celé sekvence méfeni byl pouzit kontrolni vzorek

(QC) obsahujici smes vsech extraktli vzorkd.

3.7 DETEKCE A KONFIRMACE SPECIFICKYCH MARKERU

3.7.1 U-HPLC-HRMS analyza

Piipravené vzorky jsou za vySe zminovanych podminek vySetfeny jak v pozitivnim,
tak 1 vnegativnim moddu ionizace. Na Obrazku 1 jsou =znazornény piiklady
chromatografickych zdznamt (fingerprinti) vzorkd klikvy velkoplodé a brusnice brusinky
ziskané pomoci techniky U-HPLC-HRMS v pozitivhim 1 negativnim ionizaénim modu.
Chromatografické zéznamy ziskané touto technikou za vySe popsanych podminek
v pozitivnim i negativnim médu jsou pomérné bohaté (az tisice latek). Ziskana data jsou dale
zpracovana pomoci statistickych chemometrickych analyz, jejichz vysledky jsou shrnuty nize

(Obrazek 2-3).

13
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Obrazek €. 1: Priklady chromatografickych zdznamt ziskanych technikou U-HPLC-HRMS.
A: Brusnice brusinka (ESI+); B: Klikva velkoplod4 (ESI+); C: Brusnice brusinka (ESI-); D:
Klikva velkoploda (ESI-)

3.7.2 Multivariac¢ni statisticka analyza metabolomickych dat

Data ziskana z analyzy vzorkd obou druhli ovoce pomoci U-HPLC-HRMS je déale nutné
statisticky zpracovat. Ke zpracovani a interpretaci vicerozmérnych dat ziskanych béhem
metabolomickych analyz se vyuZije metody multivariaéni statistické analyzy, v prvnim kroku
nejCastéji netizend analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCA). Tato
statistickd metoda umoziuje prvni pohled na strukturu komplexnich dat. V dal$im kroku se
pii tvorbé matematickych modelti pro klasifikaci nezndmych vzorkl uplatiuji predevSim
fizené analyzy: linedrni diskrimina¢ni analyza (linear discriminant analysis, LDA) nebo
diskriminacni analyza castecnych nejmensich ctverct (partial least squares discriminant
analysis, PLS-DA).

Data z jednotlivych métfeni pomoci vySe zminovanych technik jsou zpracovdna pomoci
multivariacnich chemometrickych analyz PCA a PLS-DA. Obrazek 2 ukazuje ziskané
vysledky provedenych statistickych analyz z namétenych dat pro oba ionizacni méddy. Na

Obrazku 3 je dale ukézan ptiklad VIP plotu, ktery zobrazuje markery nejvice zodpovédné za
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rozde€leni vzorkll do skupin. VSechny tyto nejdilezitéjsi ionty, tzv. markery, jsou shrnuty v

tabulce I a II, kap. 3.1.

V piipadé techniky U-HPLC-HRMS je zpracovani dat provadéno automaticky pomoci

dostupného softwaru MarkerView (Sciex, Kanada), ktery obsahuje podprogramy
(komponenty) pro zpracovani dat i pokrocilé statistické zpracovani. Vybér vhodnych iontt,
dle zvolenych parametri (rozsah retencnich Casli, rozsah namétfenych hodnot m/z a dalsi),
normalizace intenzit v¢etné nasledného statistického ptedzpracovani je provedeno pomoci
programu MarkerView. Data jsou posléze ptenesena do softwaru SIMCA (UMETRICS,
Svédsko), ktery pak umoziuje rozséhleji zpracovani velkych souborti dat a pichlednou

vizualizaci finalnich vysledka.
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Obrazek €. 2: Grafy komponentniho skore vzorkil brusnice brusinky (¢ervend barva) a klikvy
velkoplodé (modra barva). A: PCA (ESI+);, B: PCA (ESI-); C: PLS-DA (ESI+); D: PLS-DA
(ESI-)

Po ziskani uvedenych PLS-DA modell byla provedena jejich validace. Validaci modelt byly

zjiStény rozpoznavaci a predikéni schopnosti. Rozpoznavaci schopnost znazoriuje
procentudlni uspéSnost spravné zafazenych vzorkli analyzovaného souboru do pfislusné
skupiny. Predikéni schopnost udava procentudlni uspésSnost spravného zatazeni nové

testovan¢ho vzorku. Tedy snaha je, aby ob& schopnosti vykazovaly co nejvyssi procento
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uspésnosti. Rozpoznévaci schopnost pro PLS-DA model sestaveny zdat méfenych
v pozitivnim modu ionizace dosahovala 100 % a predikéni schopnost také 100 %. V piipadé
PLS-DA modelu pro data z negativniho mddu ionizace vysla rozpoznévaci schopnost 100 % a
predikéni schopnost opét 100 %. Sestrojené modely tedy vykazovaly maximalni rozpoznavaci

1 predikéni schopnost.

3.7.3 Identifikace charakteristickych markert

Dale byly pomoci VIP plotu nalezeny markery, které nejvice ovliviiuji rozdéleni vzorkt
do skupin dle druhu ovoce (viz Obrazek €. 3) a jsou bud vyluéné, nebo ve statisticky
vyznamné¢ vys$i mife pfitomny v jedné za skupin ovoce. Identifikace markerti se provadi na
zéklad¢ inspekce hmotnostnich spekter v chromatogramu. Vytipované analyty jsou
identifikovany na zakladé hmotnostnich spekter pomoci vypoctu elementarniho slozeni.
Pokrocily software, jimz je vybaven méfici systém, je na zéklad¢ piesné hmoty a izotopového
profilu schopen navrhnout pravdépodobny sumdérni vzorec hledané latky. Podle navrzeného
sumarniho vzorce ¢i naméfrené hmoty m/z jsou latky vyhledavany v chemickych databazich,
jako jsou napt. ChemSpider nebo Metlin. Jako maximalni mozna odchylka namétené od
teoretické hmoty je akceptovana hodnota 5 ppm (parts per million). Konfirmace identity
nalezenych latek probiha na zakladé€ ptfitomnosti specifickych molekulovych fragmentt, tedy
miry shody naméfenych MS/MS fragmentl s teoretickymi nebo v databazi nalezenymi
MS/MS fragmenty konkrétnich molekul.

A
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Obrazek €. 3: VIP plot prezentujici vysledky PLS-DA analyzy souboru vzorki v pozitivnim

modu ionizace.
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3.8 PRACOVNiI CHARAKTERISTIKY METODY

3.8.1 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody byla stanovena jako relativni smérodatna odchylka (RSD)
odezev detekovanych iontli charakteristickych markert, ziskanych z opakovanych analyz

(n=6). Hodnoty RSD se pro vSechny ionty pohybovaly v rozmezi 2-10 %.
3.8.2 Selektivita metody

Technika U-HPLC-HRMS umoZiiuje G€innou separaci, ionizaci a detekci Sirokého
spektra latek. Vyjimku tvofi slouc¢eniny s molekuldrni hmotnosti vyssi nez ptiblizné 1200 Da
a nckteré vysoce polarni nebo naopak nepolarni latky. Selektivita metody je urcena
rozliSovaci schopnosti (RP) hmotnostniho spektrometru, kterd se u hmotnostnich analyzatorii
umoziujicich méteni pii vysoké rozliSovaci schopnosti méni s hodnotou m/z iontl. V ptipadé
hmotnostniho analyzatoru typu kvadrupoél-analyzator doby letu (Q-TOF), se RP snizuje
s rostouci hodnotou m/z. Pro m/z 321 RP odpovida FWHM > 31000 v obou polaritach.

3.8.3 Robustnost metody

Béhem zavadéni metody byly identifikovany takové faze pracovniho postupu, které
mohou vyrazné ovlivnit vysledek stanoveni. Jednd se piedev§Sim o operace souvisejici

s instrumentalni koncovkou.

= Pfed vlastni analyzou vzorkli nechat promyt analytickou kolonu a vyckat na dosazeni
pozadovanych parametru (teplota, tlak, pratok, sloZzeni mobilni faze) systému, cca 30 min.

= Analyzu zahdjit opakovanym nastfikem téhoz vzorku (min. tfikrat), prvni nastiik slouzi
k provozni verifikaci systému.

=V piipad€ mefeni metodou U-HPLC-Q-TOF-MS je vhodné pouZzivat tzv. kontrolni vzorek
(smé&sny vzorek extrakti vSech analyzovanych vzorkll) a jeho analyzu provadét
opakované¢ na zacatku sekvence, béhem sekvence (v pravidelnych intervalech) a na konci
sekvence = kontrola stability podminek béhem meéfeni vzorkl (retencni Cas, intenzita
jednotlivych latek, pfesnost hmoty).

= Pro zajisténi presného meéteni hmotnostnim detektorem typu Q-TOF v pribéhu celé
sekvence je nutné detektor pfed zacatkem analyzy kalibrovat a kalibraci automaticky

opakovat podle potteby kazdych 5-10 vzork.
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4 SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predkladand metodika umoziiuje provést rychlou a citlivou analyzu vhodnou
k autentikaci brusnice brusinky a vyrobkl z ni ptfipravenych. Unikatnost vyvinutého postupu
analyzy metabolomického fingerprintu tkvi ve zpusobu detekce pomoci vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrie. Dosavadni publikované metody pro extrakci a analyzu biologicky
aktivnich latek v rostlinnych matricich jsou vétSinou zaméfeny na kvantitativni extrakci a
analyzu jednotlivych skupin latek (sacharidy / polyfenoly / karotenoidy / steroly / mastné
kyseliny / atd.), kdy je vyuzivan specificky zptusob ptipravy vzorku (extrakce, derivatizace,
precisténi, atd.). Pro detekci jsou Casto vyuzivany konvencni typy detektort (UV, DAD, FID,
aj.) [3, 4, 8].

Vyhoda metodiky komplexniho necilového fingerprintingu frakci extrakti metodou U-
HPLC-HRMS a nasledna identifikace z&ymovych latek spociva piedev§im v mnoZstvi
informaci obsazenych v hmotnostnich spektrech (veskeré ionizovatelné slouceniny v oblasti
molekulovych hmot od 50 do 1200 Da). Vyvinutd metodika pfinasi novy zptsob analyzy
pomoci ,fingerprintingu“ celkového metabolomu s vyuzitim ultra-0¢inné kapalinové
chromatografie spojené s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (U-HPLC-HRMS)
s ionizaci elektrosprejem. Tato inovativni metodika analyzy metabolomu ovoce poskytuje
také moZnost zpétného prohledavani dat a dodatecné identifikace plivodné necilené

slouceniny, coZ zadna z vySe zminénych konvenénich metod neumoziiuje.
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5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Uvedena metodika umoznuje rychlé vysetieni komplexniho metabolomu brusnice
brusinky a klikvy velkoplodé¢, ale je aplikovatelna i na jiné matrice, napf. ostatni bobulovité
ovoce a vyrobky z néj. Metoda byla primarné vyvinuta pro ucely projektu QJ1530272 —
Komplexni strategie pro efektivni odhalovani falSovani potravin v Fetézci (prvo)vyroba
— spotiebitel (2015-2018, MZE/QJ). Aplikace metody v ramci tohoto projektu vyznamné
ptispé€je k odliSeni brusnice brusinky od klikvy velkoplodé, coz byva, pfedevsim ve stdvach a

jinych vyrobcich, kde se plody nezanechavaji v celku, ¢asto nelehky tkol.

Smluvnim uzivatelem metodiky je Statni zeméd¢€lska a potravinaiska inspekce (SZPI).
Certifikovanou metodiku bude vyuzivat pii screeningu vyrobki s deklarovanym obsahem
klikvy velkoplodé a brusnice brusinky. S ohledem na to, Ze provozni laboratofe (SZPI)
nedisponuji potfebnym analytickym vybavenim, ptedpokldda se pro analytickou Ccast
metodiky spoluprace s VSCHT ¢&i instrumentalné odpovidajicim zptisobem vybavenymi
komerénimi laboratofemi formou sluzby. Uvedenou metodiku je vzhledem k jednoduchosti a
rychlosti postupu také mozné aplikovat v dalSich statnich i soukromych laboratofich a

vyzkumnych centrech.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Vyhoda vySe popsané metodiky pifimé analyzy extraktu cerveného bobulového ovoce
metodou U-HPLC-HRMS spociva predevsim v jednoduché piipravé vzorku bez nutnosti
pouziti zdlouhavych postupti. Dalsi nespornou vyhodou je vyuziti ultra-a¢inné kapalinové
chromatografie, kterd ma oproti konvenéni HPLC vys$i separac¢ni potencial, umoziuje
vyznamné zkraceni doby analyzy, ale i sniZzeni spotfeby rozpoustédel (methanol). To je
vyhodné jak z ekonomického (cena za 1 litr methanolu se pohybuje kolem 2 500 K¢), tak i
z ekologického hlediska sniZenim mnoZstvi odpadl. Pfi bilanci ekonomickych aspekti bylo
predpokladéno, ze laboratof, kterd chce uvedenou metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s
analyzou v systémech U-HPLC-HRMS a vlastni jiz také kapalinovy chromatograf s
vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. Implementace metody zahrnuje zjisténi
aktualnich pracovnich charakteristik, zejména zji$téni citlivosti a opakovatelnosti metody. Za
predpokladu, ze by bylo provedeno 20 verifika¢nich a kontrolnich analyz, pficemz rezijni
provozni naklady na jednu analyzu by byly 1 400 K¢, celkové naklady na implementaci by se
rovnaly 28 tis. K¢.

vewr

prvni fazi stanoveni je zapotiebi izolace a €iSténi DNA), jsou nezbytna specialni rozpoustédla,
jejichz spotieba je vyS$i. Zaroven je tieba specidlniho sterilniho materidlu. Podle ceniku
zkusebni laboratofe pro identifikaci GMO a DNA fingerprinting (VURV Praha v.v.i.) se ceny
analyzy pohybuji mezi 5 000 — 15 000 K¢ (bez DPH). Celkové néklady na zde navrZenou
metodu by nemély ptekrocit 2 500 K¢, coZ znamena Gsporu nejméné 2 500 K¢ na analyzu. Pfi
zpracovani 100 vzorkid rocné je uspora 250 tis. K¢. Jak ale jiz bylo uvedeno, informacni

(diagnostickd) hodnota vysledki je v ptipadé U-HPLC-HRMS vyssi.

Ekonomicky vyznamnym ptinosem je podstatné zvySeni G€innosti kontroly dodrZovéani
natizeni (ES) ¢. 1169/2011 a nafizeni (ES) ¢.178/2002. Dal§im ptfinosem je zvySeni duvéry
vefejnosti k potravindm a doplikim stravy, které obsahuji biologicky ucinné latky pochdzejici
z jednoznacné deklarovanych bobulovin. Ekonomické piinosy ocekavané v této oblasti nelze vSak

pfesné kvantifikovat.
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8 SEZNAM PUBLIKACIi PREDCHAZEJICICH METODICE

Vzhledem k novosti postupu vyuzitého v této metodice nebyly zatim feSitelskym
pracovistém Ustavu analyzy potravin a vyzivy publikovany na dané téma zde popsané

postupy ani vysledky. Pivodni publikace vysledkli v odborném casopise je v piiprave.
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