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1 Cil metodiky

Dilgim cilem projektu QJ1530272 podporovaného Ministerstvem zemédélstvi Ceské
republiky bylo vyvinout metodu umoziujici kontrolu autenticity zelenych caju resp. ovéieni
geografického ptivodu zelenych ¢aji. Pro tento ucel byla zvolena strategie metabolomického
fingerprintingu  vyuzivajici moderni analytickou techniku ultra-u¢inné kapalinové

chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii.

Vypracovana metodika bude dale pfedana pracovnikiim kontrolnich laboratofi pro

mozné vyuziti pti laboratorni kontrole geografického ptiivodu vzorki zelenych ¢ajti.
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2 Teoreticky uvod

Zelené Caje jsou velmi populdrni napoje konzumované po celém svété nejen kvili jejich
senzorickym vlastnostem, ale také kvili jejich farmakologickym ucinkiim. Dolozena je vSak
fada ptipadu, kdy jsou tyto produkty falSovany s cilem doséhnout ekonomického profitu.
Proto je dulezitd kontrola autenticity téchto produktii, ke které se stile Castéji vyuziva
necilova analyza, tzv. metabolomicky fingerprinting.

Caj je v dnesni dobé hned po vodé druhym nejéastéji pozivanym napojem na svéts. Jeho
nutricni hodnoty jsou minimalni, avSak v lidské dieté tvoti dulezity zdroj antioxidantt, jelikoz
obsahuje vysoké mnozstvi fenolovych slouenin, zvlasté flavonoida'.

Botanicky se pravy caj, Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, dale d¢li na dvé variety:
ginskou (var. sinensis) a indickou (var. assamica). Cinska varieta je rostlina s malymi listky
piivodem z Ciny, ktera je péstovana na severovychodé Asie, kde panuje chladnéjsi klima.
Varieta indickd méa naopak vétsi listy, byla objevena v Indii v Assamu a roste spiSe v
subtropickych podminkach. Zatimco assamica se vyuziva spiSe pro produkci ¢erného cCaje,
vétiina variety sinensis se zpracovavé na &aj zeleny”.

Zeleny caj je konzumovan celosvétove, jakkoli nejvétsi oblibé se t&Si tradicné ve
vychodni Asii, zvlaité v Ciné a Japonsku, kde Gasto pievysuje spotfebu ¢aje &erného. V
zelenych €ajich neprobihd fermentace, coz znamena, ze sesbirané listy ¢ajovniku jsou thned
po sklizni zahtaty a srolovany tak, aby byly inaktivovany enzymy (polyfenol oxidazy)
oxidujici katechiny na theaflaviny a thearubiginy. Proto je zeleny ¢aj zdrojem nejkvalitnéjSich
katechintl, tedy flavan-3-oli, zatimco oxidaéni produkty katechint pak davaji charakteristické
aroma a zbarveni Gernym &ajim’.

Kromé¢ katechini obsahuji zelené ¢aje mnoho dal$ich fytochemickych latek (pies 2000).
Mezi tyto latky patii dal$i fenolové slouceniny, methylxantiny, uhlovodiky, proteiny, volné
aminokyseliny, L-askorbova kyselina a dal$i organické kyseliny, lipidy, karotenoidy,
chlorofyly, mineralni latky a stopové prvky”.

Nejvice zastoupenymi katechiny v zelenych cajich jsou epigalokatechingalat,
epikatechingalat, epigalokatechin atd., z cehoZ epigalokatechingalat je nejvice bioaktivni
spoustu pozitivnich G¢inkd na lidské zdravi, jako naptiklad: protirakovinny, protizanétlivy,
antibakterialni, antidiabeticky, proti kardiovaskularnim onemocnénim, proti starnuti, proti

obezité apod.>*.
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Antioxidacni Uc¢inek je definovan jako zabranéni oxidace lipidi, proteini, DNA a
dalsich molekul tak, ze zablokuji krok propagace v oxida¢nich fetézovych reakcich. Primarni
antioxidanty jsou schopné pfimo odstranovat volné radikaly, zatimco sekundarni antioxidanty
nepfimo zabranuji vzniku volnych radikdli tim, Ze zhasi singletovy kyslik, rozkladaji
peroxidy na neradikalové &astice, inhibuji oxidativni enzymy, absorbuji UV zateni apod. Caje
poskytuji oba zminéné druhy antioxidanti — naptiklad polyfenoly, flavonoidy, vitaminy E a C
&i pigmenty jako karotenoidy a anthokyany’*.

Pro stanoveni autenticity resp. ovéteni geografického ptivodu je mozné vyuzit nékolik
riznych analytickych pfistupti. Nejbéznéjsi je pravdépodobné vyuziti kapalinové
chromatografie (LC) s hmotnostn& spektrometrickou (MS) detekci’. Dale je viak mozné také
vyuzit plynovou chromatografii s MS detekei'®, nuklearni magnetickou rezonanci, vibraéni a
fluorescenéni spektroskopii, prvkové sloZeni, izotopové techniky ¢i senzorickou anal}'/zu“'13 .
V poslednich dvou dekadach se stidle vice pro ucely autentikace vzorkll vyuziva
metabolomicky fingerprinting, coz je v zasad¢ rychla analytickd metoda, kterd vychazi
z jednoduché a co nejméné diskriminativni ptipravy vzorku nasledované necilovou analyzou

-----

zpracovavana a vyhodnocena.
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3 Vlastni popis metodiky
3.1 Pouzitelnost metody

Aplikace metabolomického fingerprintingu pro ovéteni geografického ptvodu vzorkt
zelenych Caju se v této oblasti analyzy potravin jevi jako velmi perspektivni metoda, kdy se
pro vzajemné odliSeni vyuziva komplexni analyzy nizkomolekularnich slozek (,,fingerprint®)
dané komodity (suchého zeleného caje). Ziskany fingerprint slouzi k mozné diferenciaci
vzorkli a zéaroven je mozné pomoci téchto charakteristickych fingerprinti zhodnotit
autenticitu daného vzorku. Na zéklad¢ ziskanych primarnich dat z analyzy fingerprinti
souboru autentickych vzorki je sestaven model, vytvofeny pomocichemometrického
zpracovani dat, ktery je mozno pouzit pravé k ovefeni geografického pivodu. Aby model
odrazel co nejvétsi variabilitu vzorkti pochazejicich z urcitych lokalit, byly analyzovany rizné
odriidy zelenych &ajti pochazejicich z Ciny, Japonska a Koreje a zaroveti se jednalo o vzorky
¢aju ze dvou sklizni, jedna z roku 2016 a druha z roku 2017. Model by tak mél 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 geografického pivodu vzorkl zelenych ¢aji. Zarovenn bylo nalezeno nékolik latek
charakteristickych pro €aje z rizné zemé (markery). V pfipad€ ¢ajii se jedna spiSe o latky,
které jsou ve vzorcich z jednotlivych zemi pfitomny na rozdilnych koncentra¢nich hladinach,
nez ze by v jedné skupin¢ vzorki dominovaly a v dalsi skupiné nebyly viibec pfitomny.

Identifikace diagnostickych sloucenin hmotnostni spektrometrii probihala na zakladé
urceni presné hmotnosti iontu, odchylky od pfesné hmoty (Appm), izotopového zastoupeni a
fragmentacnich spekter. Tato hmotnostni spektra byla ziskdna za pouZiti kolizni rampy, ktera
v kolizni cele navySuje energii k rozStépeni iontih a vysledné spektrum je primérem takto
naméefenych dat. V tomto pfipadé byla aplikovana energie 10-30 V. Zaznamenané markery,
jejich fragmenty a sumarni vzorce jsou uvedeny v tabulkach I a II. Zaroven je u né€kterych
latek navrzena pravdépodobna identifikace, pfiCemz je zfejmé, ze nejvice k rozdé€leni do

skupin pfispivaji fosfolipidy, diacylglyceroly ¢i glykosidy kvercetinu.
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Tabulka I: Seznam markert v extraktu dichlormethan — methanol, pozitivni ionizace

5 Detekovany o )
Zemé RT ion Sumarni vzorec Aopm Hlavni fragmenty Identifikace
pGvodu | (min) [M+H]" PP m/z
m/z

1,12 | 1950888 | CSHIIN4O2 | 3,1 [138,0675; 110,0726 Kofein

426 | 518,3247 | C26H49NOTP | 0,0 |184,0744; 500,3141 FOSfa(ti(é-‘(;hOhn
Cima 534 | 1185541 | C5S1H85N4027| 0,7 593,2763 -

8,13 | 816,6546 | CAGHOONO10 | 0,1 [383,3690;401,2895 -

8,17 | 885.5532 | CSSH73N406 | 0,2 [607,2550; 547,2335 -

7,84 | 784.5850 | C44HS3NOSP | 0.8 184,0746 FOSfa(t;(é-‘(;hOhn
Korea | 830 | 5014306 | C33H5703 | 04 |147,0452;165,0559 -

8,54 | 5204622 | C35H6103 | 0,2 [147,0454; 165,0558 -

8,74 | 557.4937 | C37H6503 | 0,5 [147,0453;165,0556 -

6,80 | 856.5228 | C36H78N3019| 0,2 [335,2592; 613,4833 -

313,2745;
707 | 834.5387 | CATHTINSOS | 07 |3uo Seeim o co -
7,19 | 954.6143 | C64HSON304 | 0,6 |613,4830; 3352593 -
Japonsko| 743 | 792,5613 | C39H79NSO9P | 0,5 |613,4831;335,2594 -
591,4989;
7.56 | 9326307 | COZH8IN3O4 | 02 |32 2ol oo -
7,96 | 760,5858 | C42H83NOSP | 0.3 184,0745 F"Sfa(t;iﬂih(ﬂm

Tabulka II: Seznam markert v extraktu dichlormethan - negativni ionizace

it - Detekovany Sumami Hlavnife )
emé . umarni vzorec avni fragmenty .
pivodu | (min) 1ont [M-H] Appm /e Identifikace
m/z

1,01 | 289,0713 | CI5HI306 | 03 [245,0806;203,0708 i

1,08 | 915,1632 | C45H3IN4O18 | 0,1 [457.0753; 169,0135 -
Cina 441,0795; ]
Cina | 120 | 83,1735 | C4SH3INAO16 | 0.0 |,e9 603" c°0157

277,2159;

452 | 559312 | C28HATOLL | 04 |40 3002l 00 o ;

7.81 | 828,576 | C45HS3NOIOP | 1,0 |768,5524;281,2474 FOSf?;‘gd,yzl)se“n
Korea | 829 | 499.4151 | (C33H5503 0,0 ] -

8,52 | 527447 | C35H5903 1,1 i -

8,73 | 5554786 | C37H6303 1.6 - ]

092 | 611,1407 C22H33§2014P 0.0 305,0658 ]
s kol 113 | 337.0919 | CI6H1708 1.2 173,0453; 163,0399 -
<AROSXO ™ 14 | 8154987 | C52H67N206 | 1.5 i i

768 | 9515146 | C71H6702 | 0.5 ] Kumaroylchinova

kyselina
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3.2 Princip metody

Analyzou extraktu vzorku (dichlormethan-methanol, 1:1, v/v) pomoci ultra-G¢inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (U-
HPLC-HRMS) je =ziskan charakteristicky metabolomicky fingerprint. Takto ziskany
fingerprint, spolu s vyuzitim multifunkéni statistické analyzy, slouzi k mozné diferenciaci
vzorkl a zéroveil je mozné pomoci téchto charakteristickych fingerprint posoudit autenticitu
daného vzorku resp. ovéfit spravnost deklarovaného geografického piivodu. Na zékladé
méieni pfesné hmoty, znalosti sumarniho vzorce a informaci dostupnych z odborné literatury

je mozna identifikace vybranych ionti.
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3.3 Chemikalie, analytické standardy a spotiebni material

e Methanol, MS-grade (Merck, Némecko)

e Propan-2-ol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Dichlormethan (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Deionizovana voda (pfeciSténd z destilované vody pomoci zatizeni Milli-Q, Millipore,
Némecko)

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

e Mravencan amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Leucin-Eukefalin (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Krimplovaci vialky 2 ml (Gilson, USA)

e Injekéni stitkacky 5 ml (Braun, Némecko)

e Stifkackové PTFE filtry 0,22 um (Labicom, CR)

e Plastové (PTFE) kyvety (50 ml; 15 ml)

3.4 Pristroje a zarizeni

e Homogenizator Grindomix GM 200 (Retsch, Némecko)

e Vahy AND GF-1200 (AND, Japonsko)

e (Odsttedivka Rotina 35R (Hettich, Némecko)

e Zafizeni na vyrobu deionizované vody Milli Q (Millipore, USA)

e Automatickd pipeta 1 a 10 ml (Thermo Fischer Scientific, Finsko)

Zavizeni pro metabolomicky fingerprinting vzorki
e Kapalinovy chromatograf Acquity UPLC (Waters, USA)
e ESliontovy zdroj (Waters, USA)
e Hmotnostni spektrometr typu QTOF SYNAPT® G2 MS (Waters, USA)
e Kolona: Acquity UPLC® BEH C138 (2.1x100 mm, 1,7 pm) (Waters, USA)

Poznamka: pfistroje a zarizeni uvedenych dodavatell, které jsou zde uvedeny, Ize pouZit i od
alternativnich dodavatel(i, pokud je to pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi byt dokumentovdna pri
implementaci metody v konkrétnich podminkdch.

10
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3.5 Pracovni postup
3.5.1 Priprava vzorku

U vsech vzorkl byla nejprve provedena homogenizace celého vzorku. Pokud byly
vzorky zelenych Caji porcovany v nalevovych saécich, byly vSechny sacky rozstfizeny a
jejich obsah nasledné homogenizovan.

Do 15-ml kyvety se navazi 0,5 g vzorku a pfidd 4 ml smési dichlormethan-methanol
(1:1, vv). Kyveta se intenzivné tiepe 2 minuty a poté odstfeduje pfi 10000 otackach za
minutu, pii 20 °C po dobu 5 minut. Z horni vrstvy se stiikackou odebere ¢ast supernatantu,

ktera se prefiltruje pies mikrofiltr (0,22 um) a ptevede do 2-ml vialky k analyze.

3.5.2 Kontrola kvality

Kromé vzorkl zelenych ¢aju se pfipravi kontrolni vzorky pro fizeni kvality méfenych
dat, které slouzi k ovéteni, Ze méteni v pribchu celé méfici sekvence probéhla za stejnych
podminek a ziskana data jsou konzistentni. V ptipad¢ metabolomickych studii se jedna o smés
analyzovanych vzorkli, ve které by mély byt obsazeny ionty pfitomné ve vSech
analyzovanych vzorcich. V ptipad¢ vzorkl zelenych ¢aji bylo pro kontrolu ndhodné vybrano
5 riiznych zastupctl viech i skupin (Gaje z Ciny, Japonska a Koreje), z jejichz extraktii bylo
odebrano 100 pl a rovnéZ smichano do jedné vialky (QC vzorek). Takto pfipravené vialky

slouzily jako QC vzorky a byly analyzovéany spolu se vzorky v priibéhu sekvence.

3.6 Podminky porizeni fingerprintii pomoci U-HPLC-HRMS

Pro pofizeni fingerprintu se vyuziva ultra vysokoucinnd kapalinova chromatografie ve
spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii s hybridnim analyzatorem kvadrupol —

analyzator doby letu ¢astic (HR-QTOFMS).

Podminky méfeni extrakti zelenych cajii jsou uvedeny v tabulce III pro kapalinovou

chromatografii a v tabulce I'V pro hmotnostni spektrometrii.

11
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Tabulka III: Podminky UHPLC analyzy pro extrakty (dichlormethan-methanol) zelenych

caju.
Pristroj ACQUITY UPLC™, Waters
Kolona ACQUITY, BEH C18 (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters
A: voda-methanol (95:5, v») + 0,1% mravenci kyseliny +
Mobilni fize 5 mM mravenc¢an amonny

B: propan-2-ol-methanol-voda (65:30:5, v/v/v) + 0,1 % mravenci
kyseliny + 5 mM mravencan amonny

Cas Prutok A B "
(min) | (ml/min.) (%) (%) Kfivka®
pocatecni 0,4 95 5 pocatecni
Gradientova eluce 0,5 0,4 95 5 6
8 0,4 0 100 6
10,3 0,4 0 100 1
13 0,4 95 5 1
Objem nastiiku 2 ul (ESI+) resp. 5 ul (ESI -)
Teplota kolony 65 °C
Teplota autosampleru 20 °C

* 6=linearni zména; 1=skokova zména

Tabulka I'V: Parametry iontového zdroje, MS systému.

Pristroj QTOF SYNAPT® G2 MS, Waters
Ionizaéni mod ESI +/-

Napéti na kapilare +/-1kV

Teplota iontového zdroje 120 °C
Desolvatacni teplota 350 °C

Prutok desolvata¢niho plynu 800 I/h

Rozliseni 20000 FWHM

Rozsah m/z 50-1200

12
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3.7 Detekce a konfirmace specifickych markeri
3.7.1 U-HPLC-HRMS analyza

Ptipravené vzorky jsou za vySe zminovanych podminek vysetfeny jak v pozitivnim tak i
v negativnim moédu ionizace. Ziskané fingerprinty extraktii zelenych ¢ajl, z riznych zemi
puvodu métfené v jednom ionizaénim moddu, se na prvni pohled od sebe pfili§ nelisi, proto je
nutno vzit do uvahy poméry normalizovanych relativnich intenzit jednotlivych iontl/latek,
které vykazuji znamky odliSnosti, a jsou tak kliCové pro odliSeni vzorkd. Na Obrazku 1 je
ukazan chromatograficky zaznam (fingerprint) vzorku zeleného Caje ziskany pomoci techniky
U-HPLC-HRMS v pozitivhim 1 negativnim ionizaénim moédu. Chromatografické zdznamy
ziskané touto technikou za vySe popsanych podminek v pozitivnim i negativnim médu jsou
pomérné bohaté. Oba ziskané chromatografické zaznamy kompletuji informace o vzorcich
zeleného Caje a je mozno tato data kombinovat a ziskat tak komplexni udaj o sloZeni vzorku.
Identifikace a rozbor dilezitych latek je popsan nize. Ziskana data jsou zpracovdna pomoci

statistickych chemometrickych analyz, jejichz vysledky jsou ukazany nize (Obrazek 2-5).

2.25 BPI
100+
] 10.69 A 2.75ed

7.71

e

10.37 11.60 13.33
] 1.86| 239 676746 || &7 1363, 1o
1 M\( 6.34. 8.58 944 ’ .
e L L A B N A R S s R RS B s e el 1115
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00
- 2.09 BP|
100_ 530 B 557ed
] 1.94
. 7.057.40 10791123
] 8.5 7N oo | [ 1192 13.06
] 391 516997 785 g 40 ' 92 13043 79
0- Time
2.00 4.00 5.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Obrazek 1. Ukazka U-HPLC-ESI-HRMS TIC chromatogramu vzorku zeleného ¢aje meétené¢ho
v pozitivnim moédu ionizace (A), v negativnim modu ionizace (B).

13
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3.7.2 Multivariacni statisticka analyza metabolomickych dat

Data ziskana z analyzy vzorkl zelenych ¢aji pomoci U-HPLC-HRMS je déale nutné
statisticky zpracovat. Ke zpracovani a interpretaci vicerozmérnych dat ziskanych b&hem
metabolomickych analyz se vyuzije metody multivariacni statistick¢ analyzy, nejcastéji
analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCA). Tato statistickd metoda
umoziuje prozkoumat strukturu komplexnich dat. Pfi tvorbé matematickych modelt pro
klasifikaci neznamych vzorkl se uplatiiuje predev§im linearni diskriminacni analyza (linear
discriminant analysis, LDA) nebo diskriminacni analyza caste¢nych nejmenSich c¢tverct
(partial  least squares discriminant analysis, PLS-DA) pifipadné nejvhodné;si
chemometrickou analyzu pro odliSeni dvou skupin vzorkll tj. ortogonalni diskriminacni
analyza nejmensich ¢tverct (orthogonal partial least squares discriminant analysis, OPLS-
DA).

Data z jednotlivych méfeni pomoci vySe zmitlovanych technik jsou zpracovdna pomoci
multivariacnich chemometrickych analyz PCA a (O)PLS-DA. Obrazky 2-4 ukazuji ziskané
vysledky provedenych statistickych analyz z naméfenych dat pro oba ionizacni mody. Na
Obrazku 5 je ukazan piiklad S-plotu, ktery ukazuje rozloZeni jednotlivych iontd, které jsou
pouzity pro statistické hodnoceni. Na opaénych koncich, nejvzdéalenéjsi ionty, jsou ionty
s nejvetsi vahou na oddéleni vzorkl. VSechny tyto nejdilezitéjsi ionty, tzv. markery, jsou

shrnuty v tabulce I a I, kap. 3.1.

V ptipadé techniky U-HPLC-HRMS je zpracovani dat provadéno automaticky pomoci
dostupného softwaru MassLynx, ktery obsahuje podprogramy (komponenty) pro zpracovani
dat 1 pokrocilé statistické zpracovani. Vybér vhodnych ionti, dle zvolenych parametrt (rozsah
retencnich Casil, rozsah namétfenych hodnot m/z a dalsi), normalizace intenzit vcetné¢ a
nasledné statistického predzpracovani je provedeno pomoci programu MarkerLynx. Data jsou
posléze prenesena do softwaru SIMCA, ktery pak umoziuje rozsahlejsi zpracovani velkych

souboril dat a prfehlednou vizualizaci findlnich vysledki.
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Obrizek 2: PCA analyza dat z fingerprintil extrakti zelenych &ajii (z roku 2016 a 2017) z Ciny
(modra barva), Koreje (¢ervena barva) a Japonska (zZlutd barva), (A) pozitivni ionizace, (B) negativni

ionizace, zelena barva — kontrolni vzorky (QC).
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Obrizek 3. PLS-DA analyza dat z fingerprint{i extraktii zelenych ¢ajti (z roku 2016 a 2017) z Ciny
(modra barva), Koreje (¢ervena barva) a Japonska (Zluta barva), (A) pozitivni ionizace, (B) negativni

ionizace.

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

byly zjiStény rozpoznavaci a predikéni schopnosti. Rozpozndvaci schopnost znazoriuje

procentudlni Usp&Snost spravné zatazenych vzorkidl analyzovaného souboru do pfiislusné

skupiny. Predik¢éni schopnost udava procentudlni

testovaného vzorku. Tedy snaha je, aby ob& schopnosti vykazovaly co nejvyss

uspesnosti.

Rozpoznavaci

uspéSnost spravného zatrazeni nové

vV

1 procento

schopnost pro PLS-DA model sestaveny zdat méfenych

v pozitivnim modu ionizace dosahovala 93,2 % a predik¢éni schopnost 61,4 %. V ptipadé

PLS-DA modelu pro data z negativniho modu ionizace vysla rozpoznavaci schopnost 93,7 %

a predik¢éni schopnost 71,5 %. Modely sestrojené ze tii riznych skupin maji obecné horsi ob¢

dvé schopnosti, proto byly v nasledném kroku modely sestrojeny vZdy pouze pro kombinaci

dvou skupin vzorkl, tedy vzorky zelenych ¢aji pochdzejicich ze dvou riiznych zemi ptivodu.

Oba parametry by se tak mély zlepSit a modely by mély 1épe vzorky klasifikovat a to i1
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v pfipadé analyzy néasledné vySetrovaného vzorku pro Gcel potvrzeni deklarace geografického

ptvodu vzorku.
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Obrizek 4. OPLS-DA analyza dat z fingerprintii extraktii zelenych ¢ajti (z roku 2016 a 2017) z Ciny
(modra barva), Koreje (¢ervena barva) a Japonska (Zlutd barva), (A,B,C) pozitivni ionizace, (D,E,F)

negativni ionizace.

Uvedené statistické modely byly podrobeny opét validaci. Ze zjisténych hodnot vyplyva,

ze mirn€ horsi ob€ schopnosti poskytuji modely sestrojené z dat métenych v pozitivnim modu

ionizace, tudiz jako obecné lepSi modely s lepSimi validaénimi parametry vychazi ty, které

jsou zaloZeny na datech méfenych v negativnim modu ionizace. Konkrétni hodnoty jsou

uvedeny v nésledujici Tabulce V. Predikéni schopnosti jsou v tomto piipadé velmi

uspokojivé a dostacujici pro dany ucel.

Tabulka V: Rozpoznavaci a predikéni schopnosti uvedenych OPLS-DA modela.

model ionizacni rozpoznavaci predikéni
mod schopnost (%) schopnost (%)
A pozitivni 98,9 85,2
B pozitivni 98,7 86,6
C pozitivni 95,7 86,6
D negativni 99.6 87,7
E negativni 96,2 91,4
F negativni 99,3 93,2
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Obrazek 5: Priklad S-plotu prezentujici vysledky se statistické analyzy OPLS-DA, graf

rozlozeni vahy jednotlivych iontii/latek tzv. markert (zakrouzkovany).

Dale byly ze statistické analyzy nalezeny markery, které nejvice ovlivituji rozdéleni
vzorkd do skupin dle zem¢ ptvodu, pficemz nékteré z nich byly identifikovany. Mezi tyto
markery nejvice ptispivajici k oddé€leni skupin patii rtizné typy fosfolipidi, diacylglyceroly ¢i

glykosidy kvercetinu.

Validita analytického a matematicko-statistického postupu je prokdzana pro vzorky
pochazejici z Ciny, Koreje a Japonska, aviak metodu je mozno genericky vyuZit i pro ovéfeni
autenticity vzorku pochazejiciho z jiné zemé, pokud by byl k dispozici dostatecny soubor

autentickych vzorki, z néhoz by bylo mozné sestrojit statisticky model.
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Pracovni charakteristiky metody
3.7.3 Selektivita metody

Technika U-HPLC-HRMS umoziuje u¢innou ionizaci, separaci a detekci Sirokého spektra
latek. Selektivita metody je urcena rozliSovaci schopnosti (RP) hmotnostniho spektrometru,
kterd se u hmotnostnich analyzatori umoziujicich méteni pii vysoké rozliSovaci schopnosti

méni s hodnotou m/z iontd.

3.7.4 Robustnost metody

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

koncovkou. Pro omezeni nezddoucich vlivi je doporuceno respektovat nasledujici opatieni:

U-HPLC-HRMS:

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

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

Provadét opakované analyzy QC vzorku v prubéhu celé sekvence — kontrola kvality,
stability ziskdvanych dat

Provadét opakované analyzy blanku pro kontrolu ptipadného (ne)pfenosu latek z jednoho

nastfiku do druhého
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4 Srovnani novosti postupu

Jak jiz bylo feceno, pro stanoveni autenticity vzorku je mozno vyuzit n€kolik riznych
pristupt a analytickych technik, které jsou vétSinou zaméieny na cilenou analyzu vybranych
latek. Modern¢jsi zpusob v posledni dobé vychazi ztzv. metabolomiky resp. strategie
metabolomického fingerprintingu, tedy vyuziti necilové analyzy. Tento pfistup je vyuzit také
v této metodice. Pro ucel ziskani metabolomického fingerprintu byla vyvinuta pomérné rychla
a efektivni metoda U-HPLC-HRMS, kterd nevyzaduje ndkladnou a zdlouhavou upravu
vzorku, poskytuje v jediné analyze komplexni a spolehlivou kvalitativni 1 kvantitativni
informaci a je pfitom pomérné robustni. V porovnani s polymerazovou fetézovou reakci
(PCR), ktera je v soucasné dob¢ velmi Casto vyuzivana pro hodnoceni autenticity vzorku na
zaklad¢ hodnoceni DNA fingerprintu, je tato metoda rychlejsi (velky pocet vzorkl za
jednotku casu), méné pracnd a umoziiuje komplexnéj$i charakterizaci vzorki 1 z hlediska
spotiebitelské kvality Caje. Jakkoli metoda PCR poskytuje rovnéZz spolehlivé vysledky, U-
HPLC-HRMS technika je pro analyzu potravin daleko univerzalnéji vyuzitelna. Z hlediska
dostupnosti je v kontrolnich laboratotich jiz bézné pouzivanou instrumentaci a do budoucna
se pro metabolomické analyzy s cilem potvrzeni autenticity vzorku jevi jako velmi
perspektivni. Sou€asné je moZno vyuZit separace a pokro€ilé MS instrumentace nejen

k identifikaci specifickych latek/markert, ale i nékterych biologicky uc¢innych latek.
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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 o autenticité
zeleného Caje resp. ovefeni geografického pavodu zeleného cCaje.

Metodika byla vyvinuta pro ucely projektu QI1530272 ,,Komplexni strategie pro
efektivni odhalovani falSovani potravin v Fetézci (prvo)vyroba-spotiebitel“. Aplikace
metody vramci tohoto projektu vyznamné pfispéje k objektivnimu posouzeni pravosti
produktii, coz byva dosud vétSinou obtizny ukol. V nékterych pripadech se jedna o velmi
uzitecny nastroj pro nezavislé potvrzeni vysledkt ziskanych PCR anebo podezieni zalozené
na riznych analytickych parametrech.

Smluvni uzivatel metodiky (SZPI) bude moci certifikovanou metodiku vyuZzivat pfi
kontrolnich ¢innostech a rozhodovani.

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 Ekonomické aspekty

Vyhoda vySe popsané metodiky piimé analyzy extraktu zeleného caje metodou U-
HPLC-HRMS spociva predev§im v jednoduché piipravé vzorku bez nutnosti pouziti
zdlouhavych postupt.

Dalsi nespornou vyhodou je vyuziti ultra-u¢inné kapalinové chromatografie, kterd ma
oproti konvenéni HPLC vys§i separani potencidl, umoziiuje vyznamné zkraceni doby
analyzy, ale 1 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 odpadi.

Pti bilanci ekonomickych aspektt bylo predpokladano, 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 aktudlnich pracovnich charakteristik, zejména
zjisténi citlivosti a opakovatelnosti metody. Za piedpokladu, ze by bylo provedeno 20
verifikacnich a kontrolnich analyz, pti¢emz rezijni provozni naklady na jednu analyzu by byly
1 400 K¢, celkové ndklady na implementaci by se rovnaly 28 tis. K¢&.

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 naklady
na zde navrzenou metodu by nemély ptekrocit 2 500 K¢, coz znamend usporu nejméné 2 500
K¢ na analyzu. Pfi zpracovani 100 vzorkl ro¢né je uspora 250 tis. K¢&. Jak ale jiz bylo

uvedeno, informacni (diagnostickd) hodnota vysledk je v ptipadé¢ U-HPLC-HRMS vyssi.
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8 Seznam publikaci predchazejicich metodice

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

postupy ani vysledky. Pivodni publikace vysledkl v odborném Casopise je v ptiprave.
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