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1 Cil metodiky

Jednim z dil¢ich cilu projektu QJ1530272 podporovaného Ministerstvem zemédélstvi
Ceské republiky bylo vyvinout metodu umoziiujici autentikaci vin podel odriidy, ze které byla
vyrobena. Vychazelo se z piedpokladu, ze pro jednotlivé odrudy jsou charakteristické profily
fenolickych latek a dalSich stfedné polarnich metaboliti, a proto byly tyto izolovany ze vzorku
ethylacetatem. Zakoncentrované extrakty vzorku vina riznych odrid (tfi odridy bilého a tii
odridy cerveného) z rozdilnych lokalit a odlisSnych let sklizné byly nasledné analyzovany
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci tandemovou
hmotnostné-spektrometrickou detekci (U-HPLC-HRMS). Generovana primarni data, tj.
detekované slouceniny charakterizované retenénim c¢asem, piesnou hmotou, izotopovym
vzorem a intenzitou, byla poté vyuzita k vytvofeni chemometrickych modeld, jejiz kvalita je
dana rozpoznavaci a predik¢ni schopnosti. Chemometrické modely byly zaroven vyuZity pro

identifikaci charakteristickych markerti pro jednotlivé odrudy.

Vypracovana metodika je ur¢ena k vyuZivani v kontrolnich laboratofich dozorovych

organti pii laboratorni kontrole odridové autenticity vina.
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2 Teoreticky Gvod

V dnesni dob¢ predstavuje vino béznou soucast spotiebitelského kose. Poptavka po ném
dlouhodobé stoupa, ¢emuz odpovida i narust jeho celosvétové produkce za poslednich deset let
0 8,6 %. Dolozena je vsak fada piipadd, kdy je vino falSovano, s cilem dosahnout ekonomickeho
profitu. Jako piiklad falSovani lze uvést fedéni vina vodou, aromatizaci, barveni, nespravné
uvadéni geografického plivodu a v neposledni fad¢ existuji piipady, kdy je deklarovéana jina
odriida. Proto je dillezita kontrola autenticity téchto produkti, ke které se (mimo fady dalSich
»Zavedenych® analytickych metod) stale c¢astéji vyuziva dvou novych metabolomickych
piistupt, necilového metabolomického ,,fingerprintingu“ a metabolomického profilovani.'-

Vino piedstavuje komplexni smés latek. Jeho hlavnimi slozkami jsou voda, ethanol
a cukry, nicméné obsahuje i fadu dal$ich minoritné zastoupenych organickych a anorganickych
slozek. Kli¢ovou roli mezi témito latkami hraji polyfenoly. Jednd se o Sirokou skupinu
sekundarnich metaboliti bézné ptitomnych v rostlinach. Hrozny a vino obsahuji velké
mnozstvi téchto latek; Ize je délit do Ctyt hlavnich skupin: fenolické kyseliny a jejich derivaty,
flavonoidy, anthokyany a taniny. Polyfenoly maji vyznamny vliv na vysledné senzorické
vlastnosti vina (napf. barvu, chut’, hotkost a trpkost). Jejich koncentrace je zna¢né ovlivnéna
mnoha ruznymi faktory, napf. odridou hrozni, zralosti, klimatickymi podminkami,
geografickym pivodem hroznii, rokem sklizné ¢i technologickym procesem vyroby vina. 2°

Pti detekci falSovani vina je obvykle aplikovan jeden ze dvou pfistupt: bud’ je prokazana
pritomnost cizorodé latky (markeru), kterd v autentickém vzorku vina neni bézné ptitomna,
nebo je analyza zameéfena na nalezeni vyznamnych odchylek koncentraci ve viné se
vyskytujicich latek (oproti oéekavanym hodnotam). Druhy uvedeny zpisob je ¢asto realizovan
v kombinaci se statistickym zpracovanim dat, kde p#i vyznamné odchylce v koncentraci (nebo
Cast&ji kombinaci nékolika odchylek) jsou takovéto vzorky odlehlé od souboru vzorku
autentickych. V praxi jsou oba tyto piistupy bézné vyuzivany. &’

Vyse zminéna metabolomicka analyza se zabyva jak cilovou, tak necilovou analyzou.
Zamétuje se na komplexni a rychlou detekci malych molekul (< 1500 Da) — metaboliti
pritomnych v biologickych systémech. Metabolomickd analyza je realizovana pomoci
vysokorozliSovaci tandemové hmotnostni spektrometrie (HRMS/MS) ve spojeni s ultra-
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (U-HPLC). Hmotnostni detektory vybavené
analyzatorem typu orbitrap nebo analyzatorem doby letu (TOF) umoznuji identifikaci latek na
zakladé ptresné hmoty matetského iontu a izotopového vzoru, ze kterych je mozno urdit

elementarni sloZeni dané latky. Tandemové uspoiadani (MS/MS) potom nabizi moznost ziskat
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dalsi strukturni informace o detekovanych latkach diky fragmentaci matetského iontu, coz
umoziuje v fad¢ ptipadl identifikaci latek bez pouziti analytickych standardi, za prfedpokladu,
Ze jsou k dispozici vhodné softwarové databaze. Vysoky diagnosticky potencial této analyticke
platformy pro hodnoceni autenticity a odhalovani falSovani potravin byl demonstrovan v fadé

v&deckych publikaci a je pouZit i v této metodice. +281*
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3 Vlastni popis metodiky
3.1 Pouzitelnost metody

Aplikace metabolomického ,fingerprintingu® pro autentikaci vin na zaklad¢ odrudy révy
vinné se v této oblasti analyzy potravin jevi jako velmi perspektivni metoda, kdy se pro
vzajemné odliSeni vyuziva komplexni analyzy metaboliti vyextrahovanych do ethylacetatu.
Ziskany zaznam/,,fingerprint* slouzi k mozné diferenciaci vzorki a zaroven je mozné s jeho
pomoci stanovit autenticitu (odridovou pravost) daneho vzorku. Na zakladé dat ziskanych
metodou metabolomického ,.fingerprintingu“ byly prostfednictvim chemometrického
zpracovani sestaveny modely, které je mozno pouzit pravé k ovéieni deklarované odrady
vzorkll vina. Analyzovany byly vzorky cerveného vina (41) odrad Rulandské modré,
Svatovaviinecké a Modry Portugal a vzorky bilého vina (44) odrid Ryzlink rynsky, Rulandské
Sedé a Tramin Cerveny. Jednalo se o ro¢niky 2009-2016. Nejhojnéji byl zastoupen ro¢nik 2015.
Vysledkem tak byly velmi robustni modely s dostate¢nou vypovidajici hodnotou, pouzitelné
pro rychlou a spolehlivou autentikaci vina na zakladé rozpoznani pouzité odridy révy vinné.
Samoziejmé, Ze v praxi, pfi rozSifeni strategie na dal§i odridy a dalsi typy vzorki by se

postupovalo genericky.
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3.2 Princip metody

Metoda je urCena pro stanoveni profilu nizkomolekuldrnich organickych latek
s molekulovou hmotnosti mensi nez 1200 Da, ionizovatelnych v elektrospreji v pozitivnim
modu a detekovatelnych technikou ultra-a¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem typu kvadrupdl - analyzator doby letu (U-
HPLC-QTOF-MS), v ethylacetdtovych extraktech vzork vina. Vzhledem k selektivnimu
postupu extrakce se jedna piedevsim o fenolické latky. S vyuZitim multivariacni statistické
analyzy slouzi ziskany ,,fingerprint” k mozné diferenciaci vzorku a stanoveni jeho autenticity
resp. ovéfeni pravosti deklarované odridy. Na zakladé meéfeni presné hmoty, znalosti
sumarniho vzorce a informaci dostupnych z odborné literatury je mozné predbézna identifikace

vybranych iontd.

3.2.1 U-HPLC-QTOF-MS

e Kapalny vzorek je nejprve pomoci autosampleru pifenesen do nastiikového ventilu
anasledn¢ LC systémem unaSen na chromatografickou kolonu, kde probihd separace
analytd. Nasledné jsou analyty podrobeny ionizaci (elektrosprej, ESI) a vzniklé ionty
transportovany do hmotnostniho spektrometru. Vystupem méfeni je chromatogram
obsahujici hmotnostni spektra vzorku. Zpracovani namétenych dat je realizovano ve
specializovanych softwarech PeakView, MarkeView, MasterView (SCIEX, Némecko)
a SIMCA (UMETRICS, Svédsko).

3.3 Chemikalie, analytické standardy a spoti‘ebni material

e methanol, gradient grade for LC (Merck KgaA, Némecko)

e deionizovana voda (zatizeni Milli-Q, Millipore, Némecko)

e ethylacetat, gradient grade for LC (Fluka Analytical, Svycarsko)

e mravencan amonny, ¢istota 99,9 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)

e kyselina mravenci, for masss spectrometry - 98 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)
e kalibra¢ni roztok APCI Calibration Solution (SCIEX, Kanada)

e technicky plyn: dusik (99,994 %), Technoplyn (CR)

e 15 ml plastové centrifugaéni zkumavky PP, (Merci, Ceska republika)

e vialky, septa, vicka a dal3i p¥islusenstvi, (Labicom s.r.0., Ceska republika)

e bézné laboratorni sklo a vybaveni
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e 3picky Finntip, (Analytika, Ceska republika)
e indikatorové papirky (Erba Lachema s.r.o., Ceska republika)

3.4 Pristroje a zarizeni

Piiprava vzorku:

e automatické pipety (TraffLab-Transferpette®, Svycarsko)

e centrifuga Rotina 35R (HettichZentrifugen, Némecko)

e pfistroj na pfipravu deionizované vody Milli-Q (Merck Millipore, Némecko)

e suchy termostat pro odpafovani rozpoustédel ze vzorkli Digital Dry Bath (Benchmark
Scientific, USA)

Instrumentalni stanoveni systémem U-HPLC-HRMS:

e kapalinovy chromatograf U-HPLC DionexUltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific,USA)

e hmotnostni spektrometr TripleTOFTM 6600 (SCIEX, Kanada)

e analytickd kolona HSS T3 (2,1x100 mm, 1,8 pm), (Waters, USA)

3.5 Pouzity software

e sada Microsoft Office — programy MS Word a MS Excel, Microsoft Corporation, USA
e Analyst® verze 1.6 TF, SCIEX, Kanada

e PeakViewTM verze 2.2, SCIEX, Kanada

e MarkerViewTM verze 1.2.1, SCIEX, Kanada

e SIMCA verze 13.0, UMETRICS, Svédsko

e ChromeleonTM verze 7.1, ThermoFischer SCIENTIFIC, USA

Pozndmka: pristroje a zaiizeni uvedenych dodavatelii, které byly pouZity pro tuto metodu, lze pouzit i 0d
alternativnich dodavatelii, pokud jsou pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi byt dokumentovana pri
implementaci metody v konkrétnich podminkéach.

3.6 Pracovni postup
3.6.1 Piiprava vzorku

Pouzity extrakéni postup, zaméfeny predevsim na fenolické latky, ptedstavuje
modifikovanou variantu extraéniho postupu dfive vyvinutého na Ustavu analyzy potravin
avyzivy.2 4 ml vzorku jsou odebrany do 15 ml plastové centrifuga¢ni kyvety. Nasledné se
piidaji 4 ml okyselené vody (deionizovana voda s kys. mravenci, pH = 2) a 4 ml ethylacetatu.

Obsah kaZdé kyvety je po dobu 3 minut tiepan a nasledné odstfedén centrifugou (5 °C, 5 min,
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10 000 min). Po odstiedéni jsou odebrany 3 ml organické faze, prevedeny do 4ml tmavych
vialek a vysuSeny mirnym proudem dusiku. Odparek je dale rozpustén v 500 ul rozpoustédla
(smés methanolu a vody v poméru 50:50 (v/v)). Vysledny extrakt je pieveden do 2 ml tmavé
vialky a tim piipraven k analyze. Cely proces piipravy vzorku se odehrava ve tmé (vzorky jsou

v kazdém kroku extrakce zakryty hlinikovou folii).

3.6.2 Kontrola kvality

Kromé vzorku vina je nutné pfipravit vzorky pro kontrolu kvality méfenych dat (quality
control, QC), které slouZi k ovéteni, Ze méfeni v prubéhu celé sekvence probéhla za stejnych
podminek a zda jsou tedy ziskana data konzistentni. V piipadé metabolomickych studii se jedna
o smés analyzovanych vzorkl, ve které by mély byt obsazeny ionty pifitomné ve vSech
analyzovanych vzorcich. V piipadé vzorku vina je z kaZzdého vzorku odebréno 20 pl extraktu
a pfevedeno do jedné 2 ml tmavé vialky (zvlast' pro Cervena a bild vina). Takto pfipravené

vialky slouzi jako QC vzorky a jsou analyzovany spolu se vzorky vina v pribéhu sekvence.

3.7 Podminky poiizeni metabolomickych ,,fingerprinta*“ pomoci U-HPLC-
HRMS

Pro potizeni metabolomického ,,fingerprintu* je vyuZita ultra-vysokou¢inna kapalinova
chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii
s hybridnim analyzatorem kvadrupdl — analyzator doby letu ¢astic (HR-QTOFMS).

Podminky méfeni extraktd vina jsou uvedeny v tabulkach | a Il pro kapalinovou

chromatografii a v tabulce 111 pro hmotnostni spektrometrii.

Tab. I: Podminky LC separace

LC

Teplota kolony 45 °C

Objem nastiiku 4 ul

Teplota autosampleru 5°C

Kolona HSS T3 (2,1x100 mm, 1,8 um)

o A - 5 mM mravencan amonny ve vod¢ + 0,1 % kys. mravenci

Mobilni faze < - o

B - 5 mM mravenc¢an amonny v methanolu + 0,1 % kys. mravenci

10
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Tab. II: Gradient mobilni faze (ESI+)

Cas Priitok A B
[min] | [ml/min] [%0] [%0]
0,4 95 5
0,4 95 5
11 0,55 0 100
12 0,6 0 100
12,1 0,4 95 5
14 0,4 95 5

Tab. I11: Podminky MS detekce

MS

lontovy zdroj Duo SprayTM s oddélenymi ESI a APCI iontovymi zdroji
Ionizac¢ni technika ESI +

Teplota iontového zdroje 480 °C

Napéti na kapilare +5000 V

Rozsah snimanych hmot (m/z) 100 - 1200

Kolizni energie 35+15eV

Tlak nebuliza¢niho plynu 50 psi (345 kPa)

Tlak susiciho plynu 50 psi (345 kPa)

Dosazené rozliseni FWHM > 31000 (m/z 321,0192)

Pro kontrolu stability podminek systému (intenzita pikd, retencni ¢asy a pfesnost hmoty)
je nutné vzdy na zacatku kazdého setu méfeni zanalyzovan vzorek pro kontrolu kvality (QC)
v 15 opakovanich, a dale pak v 1 opakovani po kazdych deseti vzorcich. Automaticka kalibrace
m/z je provadéna kalibraénimi roztoky vzdy po zméfeni 10 vzorkd pomoci kalibra¢niho

davkovaciho systému (CDS).

11
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3.8 Detekce a konfirmace specifickych markeri

3.8.1 U-HPLC-HRMS analyza

Extrakty vzork jsou za vySe uvedenych podminek vySetieny v pozitivnim modu
ionizace. Ziskané ,.fingerprinty* ethylacetatovych extrakti riznych odrud vina jsou bohaté,
avsak na prvni pohled se od sebe pf#ili$ nelisi (viz Obrazek 1), proto je nutno vzit do Uvahy
poméry normalizovanych relativnich intenzit jednotlivych iontt/latek, které vykazuji znamky
odlisnosti, a jsou tak klicové pro odliseni vzorku. Ziskana data jsou zpracovana pomoci
statistickych chemometrickych analyz, jejichZz vysledky jsou ukazany nize (Obrazek 2-5).

Identifikace a rozbor dulezitych latek je rovnéz popsan nize (kapitola 3.8.3).
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Obr. 1: Ukéazka U-HPLC-ESI-HRMS ,,base peak* chromatogramu (BPC) dvou vzorki vina (A — oblast
Cechy, podoblast Litomé&ficka, roénik 2013; B - oblast Morava, podoblast Slovacka, ro¢nik 2014)
odridy Rulandské modré, méteného v pozitivnim médu ionizace

3.8.2 Multivariacni statisticka analyza metabolomickych dat

Data ziskand U-HPLC-HRMS analyzou je dale nutné zpracovat. Ke zpracovani
a interpretaci vicerozmérnych dat ziskanych béhem metabolomickych analyz se vyuzije
metody multivariaéni chemometrické analyzy, nejéastéji analyzy hlavnich komponent
(principal component analysis, PCA). Tato statisticka metoda umoznuje prozkoumat strukturu
komplexnich dat. Pfi tvorbé statistickych modelt pro klasifikaci neznamych vzorka lze pak
uplatnit napfiklad diskrimina¢ni analyzu nejmensich ¢tverca (partial least squares discriminant
analysis, PLS-DA).

V piipad¢ této metodiky bylo zpracovani dat provadéno automaticky pomoci

dostupneho softwaru MarkerView, ktery obsahuje podprogramy (komponenty) pro zpracovani

12
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dat i statistické zpracovani. Proces zpracovani dat sestaval z nékolika dil¢ich kroka: vyhledani
pikii pomoci automatického algoritmu; ,,alignment resp. mezivzorkové sjednoceni retencnich
Cast a presnych hmot detekovanych latek; odstranéni izotopickych hmot a odecteni latkek
piitomnych ve slepych vzorcich. Takto je ziskdna matice dat, obsahujici seznam naméfenych
iontl, charakterizovanych retenénim ¢asem, piesnou hmotou, intenzitou a ,,nabojovym stavem*
(monoizotopicky ¢i izotopicky). V ptipadé¢ bilych vin bylo detekovéno 657 iontl a Vv piipadé
¢ervenych vin 1023 iontd. Nasledné bylo pouZito Paretovo odstuptiovani (Pareto scaling)
a provedena analyza hlavnich komponent (PCA). Po zprocesovani byla data normalizovana na
celkovou sumu ploch. Takto byly ziskany grafy komponentnich vah a grafy komponentniho
skore.

Data byla dale podrobena t-testu, prostfednictvim kterého bylo zjisténo, jak vyznamné
se kazda proménna (resp. iont) podili na rozliSeni zkoumanych skupin (resp. odrud vina). Tento
parametr je vyjadien jako hodnota p (p-value). Cim niZsi tato hodnota je, tim vyznamnéji se
dana proménna podili na diferenciaci zkoumanych skupin. Pro dal3i praci s vysledky byly
vybrany ionty s hodnotou p < 0,05. Zbyl¢ ionty, které pro rozdéleni jednotlivych skupin nebyly
statisticky vyznamné (s p > 0,05), byly odstranény. Mnozstvi statisticky vyznamnych ionti se
Vv piipadé¢ bilych vin pohybovalo v rozmezi 45-58 ionti a v ptipadé ¢ervenych vin v rozmezi
55-108 ionti (v zavislosti na porovnavané dvojici odrid).

Statisticky vyznamné ionty byly dale exportovany do softwaru SIMCA, ktery umoziuje
lep$i zpracovani dat a vizualizaci vysledku. Zde byla provedena diskriminac¢ni analyzu
nejmensich ¢tverct (PLS-DA). Vytvoieno bylo celkem Sest PLS-DA modelt, tii pro bila
(obrazek 3) a tii pro Cervena vina (obrézek 4). Kvalita modeld byla hodnocena na zakladé
hodnot komponentnich vektorti R?X (podil variability proménnych X vysvétlenych v modelu),
R2Y (podil variability proménnych Y vysvétlenych v modelu) a Q? (parametr prediktivni
schopnosti). Obecné plati, Ze hodnota QY? vysi nez 0,5 naznaéuje dobrou kavlitu modelu
a hodnota QY? vysi nez 0,9 pak excelentni model. Hodnota RY? by méla byt vzdy vyssi, nez
hodnota QY?2. Hodnoty parametri R2X, R?Y a Q? vytvofenych PLS-DA modeli jsou uvedeny
v tabulce 1V.

Po ziskani uvedenych PLS-DA modela byla provedena jejich validace. Po ziskani
uvedenych PLS-DA modela byla provedena jejich validace. Jednalo se o interni validaci, tzv.
cross-validaci, ktera byla provedena v péti cyklech. Validaci modelt byly zjistény rozpoznavaci
a predikéni schopnosti. Rozpoznavaci schopnost znazoriiuje procentudlni uspesSnost spravné
zafazenych vzorki analyzovaného souboru do pfislusné skupiny. Predikéni schopnost udava

procentudlni uspeésnost spravného zatazeni nove testovaného vzorku. V optimélnim ptipad¢ by
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obé¢ tyto hodnoty mély dosahovat 100%. Obé zminéné schopnosti by tedy mély byt co nejvyssi.
Hodnoty rozpoznavacich a predikénich schopnosti vytvofenych PLS-DA modell jsou uvedeny
v tabulce V.

Na Obréazku 5 je ukazan piiklad grafu komponentnich vah. Tento graf ukazuje, které
latky jsou odpovédné za pozorované rozdéleni vzorkl. Obecné plati, Ze ¢im je marker odlehlejsi

od stfedu, tim je vyznamnéj$i a ma vétsi podil na oddéleni vzorkid. VSechny tyto nejdulezitéjsi

ionty tzv. markery jsou shrnuty v tabulce VI a V11 (kapitola 3.8.3).
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Obrazek 2: PCA analyza dat z metabolomického ,fingerprintingu® ethylacetatovych extrakti: (A)
bilého vina odrad Ryzlink rynsky (modra barva), Rulandské Sedé (Gervena barva) a Tramin Cerveny
(zelend barva), (B) ¢erveného vina odrid Svatovaviinecké (modra barva), Rulandské modré (Cervena
barva) a Modry Portugal (zelena barva), pozitivni mod ionizace (ESI+).
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Obrazek 3: PLS-DA analyza dat z metabolomického ,fingerprintingu“ ethylacetatovych extrakti
bilého vina odrad Ryzlink rynsky (modra barva), Rulandské Sedé (Cervena barva) a Tramin Cerveny
(zelena barva), pozitivni méd ionizace (ESI+).
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Obrazek 4: PLS-DA analyza dat z metabolomického ,,fingerprintingu” ethylacetatovych extrakta
¢erveného vina odrad Svatovaviinecké (modra barva), Rulandské modré (Cervena barva) a Modry
Portugal (zelena barva), pozitivni mod ionizace (ESI+).
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Obrazek 5: Piiklad loading scatter plot prezentujici vysledky ze statistické analyzy PLS-DA (bila
vina, Ryzlink rynsky a Rulandské Sedé), graf rozloZeni vahy jednotlivych iontt/latek tzv. markert.

Tab. 1V: Hodnoty parametri R2X, R?Y a Q? vytvofenych PLS-DA modelt

Odrudy vina R2X R2Y Q?
Ryzlink rynsky x Rulandské Sedé 0,45 0,89 0,81
Tramin ¢erveny x Ryzlink rynsky 0,48 0,91 0,79
Tramin ¢erveny X Rulandské Sedé 0,68 0,88 0,78
Modry Portugal x Rulandské modré 0,49 0,81 0,67
Svatovaviinecké x Modry Portugal 0,48 0,86 0,65
Svatovaviinecké x Rulandské modré 0,40 0,79 0,51

Tab. V: Hodnoty rozpoznavacich a predik¢nich schopnosti vytvorenych PLS-DA modela

Odrudy vina Rozpoznévaci schopnost [%] | Predikéni schopnost [%0]
Ryzlink rynsky x Rulandské Sedé 100 96,7
Tramin ¢erveny X Ryzlink rynsky 100 93,3
Tramin ¢erveny X Rulandské Sedé 95,2 93,3
Modry Portugal x Rulandské modré 100 93,3
Svatovaviinecké x Modry Portugal 100 92,0
Svatovaviinecké x Rulandské modré 100 76,7
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3.8.3 Identifikace charakteristickych markeri

Body v grafu komponentnich vah, které byly vyhodnoceny jako potencialni markery
vinnych odrud, byly dale zkoumany. Byl sledovan profil jejich odezvy v jednotlivych vzorcich.
Latky, jejichz odezva byla zavisla na zafazeni vzorku do skupiny, byly dale identifikovany.
Identifikace latek byla realizovana pomoci pokroc¢ilych softwart, jimiz je vybaven méfici
systém. Na zakladé piesné hmoty a izotopoveho vzoru jsou schopny navrhnout pravdépodobny
sumarni vzorec hledané latky. Spolu sptesnou hmotou je tato informace pouzita pfi
vyhledavani v chemickych databazich jako jsou, napt. ChemSpider nebo Metlin. Jako
maximalni mozna odchylka naméfené hmoty od teoretické hmoty je akceptovana hodnota + 5
ppm (parts per million). Pfi nizké intenzit¢ zkoumané latky Ize ve vyjimeénych ptipadech
pracovat s hodnotou do + 10 ppm. Konfirmace identity nalezenych latek probiha na zakladé
pritomnosti specifickych molekulovych fragmenti, tedy miry shody naméfenych MS/MS
fragmentt s teoretickymi nebo v databazi nalezenymi MS/MS fragmenty konkrétnich molekul.
Dulezité markery pro odliseni zkoumanych odriid vina a jejich sumarni vzorce jsou vypsany

v tabulkach V1 a VII. Zaroven je u nékterych latek uvedena navrzena identifikace.
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Tab. VI: Identifikované markery jednotlivych odrid vinné révy (bila vina)

RT sumarni odchylka od . -
. m/z presné hmoty adukt identifikace odrida

[min] vzorec [ppm]

3,60 313,0547 | Ci3H1,09 -2,3 [M+H]+ kyselina kaftarova Ryzlink rynsky a Rulandskeé Sedé
4,46 349,0520 | Ci14H1409 -2,9 [M+Na]+ kyselina fertarova Ryzlink rynsky

4,81 | 349,0898 [ CisH150s 1,2 [M+Na]+ glukosid kyseliny p-kumarové Ryzlink rynsky

593 | 363,0670 [ CisHi609 -3,2 [M+Na]+ NI Ryzlink rynsky

6,26 451,1210 | Co1H2»011 -5,5%* [M+H]+ dihydroquercetin 3-rhamnosid Rulandské Sedé¢ a Tramin Cerveny
6,59 | 229,0868 | Ci4H1205 3,8 [M+H]+ resveratrol Ryzlink rynsky

7,52 455,2235 [ C21H3609 -3,6 [M+Na]+ NI Tramin erveny

7,80 485,1973 | CasH300s 7,9* [M+Na]+ NI Tramin erveny

8,02 353,1554 | Ci6H2507 -4.7 [M+Na]+ NI Tramin ¢erveny

8,37 339,1761 | Ci6H2506 -5,0 [M+Na]+ NI Tramin éerveny

* |atky s chybou hmoty vys§i nez 5 ppm, zptisobeno nizkou intenzitou ionti; NI - neidentifikovano

Tab. VII: Identifikované markery jednotlivych odrid vinné révy (Cervena vina)

RT sumarni odchylka od
. m/z presné hmoty adukt identifikace odrida
[min] vzorec
[PPm]

5,01 |349,0884| CisHig0s -2,8 [M+Na]+ glukosid kyseliny p-kumaroveé Modry Portugal
559 [453,2069( CxHz409 -5,7* [M+Na]+ NI Modry Portugal
6,01 [213,0730 CgH140s -1,6 [M+Na]+ NI Svatovaviinecké
6,27 |479,0807| C21H15013 -2,8 [M+H]+ guercetin 3-O-glukuronid Modry Portugal
6,27 |451,1225( CuiH2011 -2,2 [M+H]+ dihydroquercetin 3-rhamnosid Rulandské modré a Svatovaviinecké
6,80 [319,0440( CisH100s -2,6 [M+H]+ myricetin Modry Portugal
6,90 |[727,2201| CszsH33016 -4,3 [M+H]+ NI Modry Portugal

* latky s chybou hmoty vysSi nez 5 ppm, zpisobeno nizkou intenzitou iontti; NI - neidentifikovano
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3.9 Pracovni charakteristiky metody

3.9.1 Opakovatelnost metody

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

(n=5). Hodnoty RSD se pro vSechny ionty pohybovaly v rozmezi 2-10 %

3.9.2 Selektivita metody

Technika U-HPLC-HRMS umoziiuje G¢innou separaci, ionizaci a detekci Sirokého
spektra latek. Vyjimku tvoii slouc¢eniny s molekularni hmotnosti vy$si nez piiblizné 1200 Da,
a n¢které vysoce polarni nebo naopak nepolarni latky. Selektivita metody je ur¢ena rozliSovaci
schopnosti (RP) hmotnostniho spektrometru, ktera se u hmotnostnich analyzatorti umoznujicich
méfeni pii vysoké rozliSovaci schopnosti méni s hodnotou m/z iontd. V piipadé hmotnostniho
analyzatoru typu kvadrupol-analyzator doby letu (Q-TOF), se RP sniZuje s rostouci hodnotou
m/z. Pro m/z 321 RP odpovida FWHM > 31000 v obou polaritach.

3.9.3 Robustnost metody

Béhem zavadéni metody byly identifikovany takové faze pracovniho postupu, které
mohou vyrazné ovlivnit vysledek stanoveni. Jedna se o operace souvisejici s instrumentalni

koncovkou.

e Pted vlastni analyzou vzorkd nechat promyt analytickou kolonu a vyckat na dosazeni
pozadovanych parametrt (teplota, tlak pritok, slozeni mobilni faze) systému, cca 30 min.

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

e V ptipadé¢ méfeni metodou U-HPLC—Q-TOF-MS je vhodné pouzivat tzv. kontrolni vzorek
(smésny vzorek extraktli vSech analyzovanych vzorki) a jeho analyzu provadét opakované
na zacatku sekvence, béhem sekvence (v pravidelnych intervalech) a na konci
sekvence — kontrola stability podminek béhem meéteni vzorkl (retencni Cas, intenzita
jednotlivych latek, pfesnost hmoty).

e Pro zajisténi presného meéfeni hmotnostnim detektorem typu Q-TOF v prubéhu celé
sekvence, je nutné detektor pfed zaCatkem analyzy kalibrovat a kalibraci automaticky

opakovat podle potieby kazdych 5-10 vzorkd.
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4 Srovnani novosti postupu

Vétsinu zplsobii falSovani vina je dnes mozno jednozna¢né odhalit vhodnymi
analytickymi postupy, mnohdy i rutinnimi. V ptipad¢ autentikace odridy vina vSak zatim
spolehlivy postup neni k dispozici.

Piedkladana metodika optimalizuje postupu difve vyvinuty na Ustavu analyzy potravin
a vyzivy.® Tento postup umoziiuje provést rychlou a citlivou analyzu vhodnou k autentikaci
vina na zadklad¢ pouzité odrady hroznli. Vyuziva selektivni extrakce zamétené predevsim na
fenolické latky ve spojeni s U-HPLC-HRMS analyzou.

U-HPLC-HRMS technika je z hlediska dostupnosti bézné pouzivanou instrumentaci
v laboratofich. Je velmi perspektivni pro metabolomické analyzy s cilem potvrzeni autenticity
vzorku. Soucasné je mozno vyuzit separace a pokro¢ilé MS instrumentace Kk identifikaci
specifickych latek/markert.

Vyhoda vyvinuté metodiky spociva piedev§im v mnozstvi informaci obsaZenych
v hmotnostnich spektrech (veskeré ionizovatelné slouceniny v oblasti molekulovych hmot od
100 do 1200 Da). Metodika poskytuje spolehlivou kvalitativni i kvantitativni informaci
a je robustni. Také umoznuje zpétné prohledavani dat a dodate¢nou identifikaci ptivodné

necilené slouceniny.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Parametry a pracovni charakteristiky uvedené analytické metody, ktera je zaloZena
na principu U-HPLC-HRMS, jsou vhodné pro ziskani rychlé kvalitativni informace
0 autenticité vina resp. jeho autentikaci na zaklad¢ odrtdy révy vinné.

Metodika byla primarné vyvinuta pro Gcely projektu Q11530272 - Komplexni strategie
pro efektivni odhalovani fal§ovani potravin v Fetézci (prvo)vyroba-spotiebitel (2015-2018,
MZE/QJ). Aplikace metody v ramci tohoto projektu vyznamné piispé&je k potvrzeni pravosti
produktu, coz byva ¢asto nelehky tkol.

Smluvnim uzivatelem metodiky je Statni zemédélska a potravinaiska inspekce (SZPI).
Certifikovanou metodiku bude vyuZzivat pti autentikaci vina na zakladé odrudy révy vinné.
S ohledem na to, ze provozni laboratofe (SZPI) nedisponuji potiebnym analytickym
vybavenim, predpoklada se pro analytickou ¢ast metodiky spoluprace s VSCHT
¢1 instrumentalné odpovidajicim zplisobem 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 Ekonomickeé aspekty

Vyhodou vySe popsané metodiky analyzy vina je vyuZiti ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie, ktera ma oproti konven¢ni HPLC vyS8i separa¢ni potencial, umoziuje
vyznamné zkraceni doby analyzy, ale i sniZeni spotieby 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 odpaduti. Pfi bilanci ekonomickych aspektii bylo
predpokladéano, ze laboratot, ktera 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 zjisténi citlivosti a opakovatelnosti metody. Za predpokladu, Ze by bylo
provedeno 20 verifikacnich a kontrolnich analyz, pfi¢emz provozni néklady na jednu analyzu
by byly 1400 K¢, celkové nédklady na implementaci by se rovnaly 28 tis. K¢.

Ekonomicky vyznamnym piinosem je podstatné zvySeni tcinnosti kontroly dodrzovani
nafizeni (ES) ¢. 1169/2011 a natizeni (ES) ¢. 178/2002. Dalsim pifinosem je zvySeni duvéry
vefejnosti k potravindm. Ekonomické pfinosy ofekavané v této oblasti nelze vSak presné

kvantifikovat.
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