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1 CIiL METODIKY

Jednim z dil¢ich cil projektu QJ1530272 podporovaného Ministerstvem zeméd¢Elstvi
Ceské republiky bylo vyvinout a nasledné validovat metodu pro necilovou analyzu
(fingerprinting) a metabolické profilovani slouzici pro urCeni biologického piivodu masa.
Metoda vyuzivda ambientni hmotnostni spektrometrie s ionizaci typu REIMS (Rapid
Evaporative Ionization Mass Spectrometry), kdy jsou vzorky svaloviny (masa) fezany
elektroskalpelem (electrosurgical knife) a uvolnény ,,kout* je analyzovan in situ hmotnostnim
spektrometrem. Byl splnén dalsi cil, byla vytvofena databaze hmotnostné-spektrometrickych
zaznamu vzorkl kufeciho a veprového masa, kterd poslouzila pro tvorbu chemometrického
modelu s vysokou predikéni a rozpozndvaci schopnosti. Statisticky model je zarovei piipraven
pro zahrnuti dalSich druhti masa.

Vypracovana metodika bude dale preddna pracovnikiim kontrolnich laboratofi,

pro mozné vyuziti pfi laboratorni kontrole biologického ptivodu masa.



2 TEORETICKY UVOD

Mezi Casté zpiisoby falSovani masnych vyrobki patii piidavek bilkovin z jinych
(levngjsich) zdrojt, jako je soja, syrovatka ¢i krevni plazma, aniz je spotiebitel o tomto faktu
nalezitym zplsobem informovan. DalSim ¢astym zpiisobem je vydavani méné hodnotného
druhu masa za hodnotnéjsi, pouzivani strojné oddéleného masa (separatu) v nepovolené miie
a v neposledni fadé¢ sem muzeme zafadit i nespravné oznacovani mista pivodu masa nebo

surovin pro vyrobu masnych vyrobkii.

Reakci na rizné zptisoby falSovani je neustaly rozvoj metod pro jejich odhalovani. Hlavni
metoda pouzivand pro druhové rozliSeni pouzitého masa je PCR, zalozena na analyze DNA.
Diky neustadlému rozvoji ,,-omics* technik, tzn. metabolomiky, proteomiky a lipidomiky se
do popfedi dostdvaji 1 jiné metody, hlavné chromatografické ve spojeni s hmotnostné-
spektrometrickou (MS) detekci. Tou prozatim nejuspésnéjsi je proteomicka analyza napf.
peptidt specifickych pro dany zivocisny druh [1]. Nevyhodou vSech téchto technik je ¢asova
narocnost z diivodu néro¢né piipravy vzorku nebo instrumentélni koncovky. Do poptedi se tak
dostavaji ambientni techniky hmotnostni spektrometrie [2], u nichZ je ptiprava vzorku zna¢né
redukovéna nebo dokonce eliminovana, pfitom maji potencial poskytovat spolehlivé vysledky.
Jednou z té€chto technik je ionizace vzorku metastabilnimi ¢asticemi helia, komeréné nazyvana
DART [3]. Neddvnym pokrokem v ambientnich hmotnostné-spektrometrickych technikéch je
spojeni elektroskalpelu jako iontového zdroje s hmotnostnim spektrometrem, které bylo
pivodné vyvinuto pro klinické ucely, zejména pfi chirurgii zhoubnych nadort [4], kdy je
potifeba béhem vykonu ziskat rychle potfebnou informaci o slozeni dané tkan€. Aplikace této
metody nachéazeji své misto 1 v oblasti analyzy potravin, kdy mohou slouzit napt. ke speciaci

masa at’ uz savcet [5] ¢iryb [6].



3 VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 POUZITELNOST METODY

Aplikace metabolomického fingerprintingu pomoci ambientni hmotnosti spektrometrie se
jevi jako perspektivni metoda, predevsim z diitvodu minimalni ndro¢nosti na ptipravu vzorku,
vysoké selektivity a moznosti ziskani informace o vzorku prakticky v readlném case. Klasifikace
neznamého vzorku se odviji od zhodnoceni namétenych dat pomoci chemometrického modelu
vytvofeného na zaklad€ primérnich dat ziskanych analyzou fingerprintii souboru autentickych
vzorkt. Pro klasifikaci vzorki do tiid jsou v tomo ptipad¢ dilezité pfedevsim profily (relativni

intenzity) anionickych fosfolipidi (napt. fosfatidylserintl).

3.2 PRINCIP METODY

Metoda je uréena pro analyzu profilu anionickych fosfolipidi s molekulovou
hmotnosti mezi 600 a 950 Da, ionizovatelnych pomoci elektrochirurgického skalpelu, ktery
slouzi jako ioniza¢ni zdroj pro vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr typu kvadrupol-
analyzator doby letu (Q-TOF). Metoda je aplikovatelna na pevné matrice s obsahem vlhkosti
do cca 80 % (vzorky musi vykazovat dostateCnou vodivost). Vystupem analyzy je
hmotnostni spektrum vzorku (histogram cetnosti detekovanych iontti o urc¢ité hodnoté m/z).
Pouzitd technika umoZznuje pfifadit vybranym iontim identitu na zéklad¢ pfesné hmoty,

pro klasifikaci vzorkd to vSak neni zasadni.
3.2.1 Princip metody REIMS

Principem metody je ionizace tkanovych lipidi béhem fezu elektrochirurgickym
skalpelem a nésledné chemickd analyza generovaného koute v hmotnostnim spektrometru.
Elektroskalpel je napdjen generatorem, ktery mu dodava proménny proud o frekvenci
550 kHz. Vzorek je polozen na kovovou podlozku, kterd je rovné€Z spojena s generatorem
proudu. Pti fezu elektroskalpelem do masa/tkané€ dojde k uzavteni elektrického obvodu, kde
vzorek masa diky svému slozeni tvoti elektricky odpor. Nasledné se na ¢epeli noze generuje
vysoka teplota, kterda umoznuje termodestrukci tkdné v bezprostiednim okoli cepele.
Pfi tomto procesu se do okolni atmosféry uvolituje kout obsahujici slozky tkané€. Tento kout
je nasledné pomoci Venturiho zafizeni nasavan do hmotnostniho spektrometru, kde jsou

pritomné ionty deklastrovany na vyhtivané civce a analyzovany v detektoru.
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Obrazek €. 1: schematické zndzornéni iontového zdroje REIMS.

V programu Abstract model builder (Waters) je od ziskaného hmotnostniho spektra
vzorku odecteno pozadi, je korigovano na piesnou hmotu LeuEnk (m/z 554,2615) a plochy
pikd iontd v rovhomérné rozdélenych usecich (0,5 m/z) hmotnostni osy jsou zprimérovany
(Data binning). Tim je docileno nizsi komplexity a normalizace dat. Z takto zpracovanych
dat je vytvofen pomoci daného softwaru statisticky model pomoci line4rni diskriminaéni
analyzy (LDA). Tento model je naften navazujicim softwarem AMX recognition, ktery
slouzi ke klasifikaci spekter z neznamych vzorkt a to 1 ve chvili, kdy jsou zaznamenavana

pfimo na méticim piistroji (tzv. online modu).

3.3 BEzPEGNOST PRACE

Pti ptipravé pfistroje k méfeni je tfeba dodrzovat zakladni pravidla bezpecnosti prace
v laboratofi. V pfipad¢ kontaktu s pokozkou ¢i ofima mohou organicka rozpoustédla
zpusobovat podrazdéni. Proto je nezbytné pracovat v laboratornich rukavicich béhem celé
piipravy vzorkd. Samotné fezdni vzorkl je nutné provadet v digestofi z divodu toxicity

produkovaného koufe.
3.3.1 Chemikalie a spotrebni material

2-propanol, Merck (Némecko)
Technicky plyn: dusik (99,994 %), Technoplyn (CR)
Leucine-Enkephaline, Waters (USA)



3.4 PRISTROJE A ZARIZENI

Automatické pipety, TraffLab-Transferpette® (Svycarsko)
REIMS systém:

- REIMS iontovy zdroj, Waters (USA)

- Elektrochirurgicka jednotka VIO 50c, ERBE (Némecko)

- hmotnostni spektrometr Xevo G2-XS Q-TOF, Waters (USA)

3.5 POUZITY SOFTWARE
Mass Lynx, Waters (USA)
Abstract model builder, Waters (USA)
AMX Recognition, Waters (USA)

3.6 PRACOVNIi POSTUP
3.6.1 Priprava pristroje k méreni

Pro zajisténi kvality dat je pfed méfenim a béhem kazdych cca 2-3 hodin méteni tieba
rozebrat Venturiho zafizeni, mechanicky ocistit vnitini prostory jemnym kartacem a jednotlivé
komponenty sonikovat na ultrazvuku po dobu 5 minut v roztoku 2-propanolu. Pfed samotnym
meéfenim je nutné piistroj kalibrovat pomoci roztoku mravencanu sodného o koncentraci
1000 ng/mL a to pomoci fluidiky hmotnostniho spektrometru. Kalibrace probihd automaticky
pomoci algoritmu zabudovaného v méficim softwaru. Po kalibraci je roztok mravencanu
sodného vyménén za roztok LeuEnk a tento nasavdn do Venturiho zafizeni pritokem
0,1 mL/min béhem celého méfeni. Pro dosazeni dostatecné opakovatelnosti méfeni je treba
nechat takto pfipraveny pfistroj nejprve stabilizovat cca 30 minut. Potfebnd nastaveni

hmotnostniho spektrometru popisuje Tabulka L.

3.6.2 Priprava vzorku

Pfed samotnym méfenim vzorku se nejprve polozi papirova utérka na kovovou
podlozku v digestofi, jez je soucasti REIMS zdroje, a tato utérka je navlh¢ena deionizovanou
vodou. Vzorek (cca 15 g) mletého masa ¢i homogenatu se zformuje do Utvaru o rozmérech
pfiblizn€ 5 x 5 x 0,5 cm, poloZi na navlh¢enou utérku a navlhéi se deionizovanou vodou

ze stiicky.



3.6.3 REIMS analyza

Na pfipraveném vzorku je provedeno nékolik fezii elektroskalpelem na nastaveni
Autocut (40 W). Nezalezi na sméru fezu, je vSak nutné provést vétsi pocet fezli z divodu

pfipadné nehomogenity vzorku (viz Obr. 2).

Tabulka I: Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru a podminky detekce

Ionizaéni technika REIMS -
Vykon noZe pri AutoCut 40 W
modu
Teplota vyhFivané civky 800 °C
Rozsah hodnot m/z 100 - 1200
Potencial na vstupu 40V
Potencial na vyhrivané civce 80V
Mod rozliSeni Sensitivity (FWHM cca 15000 pii m/z 600)

Kalibrace hmotnostniho spektra na pfesnou hmotu probihda v rdmci uprav spektra
v programu Abstract Model Builder a kalibraéni hodnotou je signal Leucin-Enkephalinu
o m/z 554,2615.

Obrazek ¢. 2: Priklad fezli homogenatu kufeciho masa elektroskalpelem.
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3.7 TVORBA MODELU A KLASIFIKACE NEZNAMYCH VZORKU

3.7.1 Vytvoreni statistického modelu

K vytvofteni statistického modelu dochézi v softwaru Abstract Model Builder (AMX).
V ném dochdazi nejprve k preduprave dat, tzv. binningu. Takto upravend spektra jsou pouzita
pro vytvoreni statistického modelu pomoci linearni diskriminacni analyzy (LDA), nastaveni
tohoto modelu jsou uvedena v Tabulce I'V. Spektra jsou automaticky korigovana na referencni

hmotu, normalizovana a je z nich odec¢teno pozadi.
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Obrazek ¢. 3: Priklady REIMS spekter oblasti anionickych fosfolipidt ziskanych pro A) kuteci

maso, B) vepfové maso
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Obrazek ¢. 4: Priklad ziskaného PCA-DA modelu pro rozliSeni kutfeciho (Cervend)

a vepfového (akvamarinova) masa; kazdy bod odpovida jedmnomu fezu

Obrizek ¢. 5: LDA model vytvoteny pro klasifikaci veprového (akvamarinova) a kufeciho

(Cervend) masa

Tabulka II: Piiklad optimélniho nastaveni statistického modelu v programu Abstract Model
Builder



Algoritmus diskrimina¢ni

analyzy LDA
Rozsah hodnot m/z 600 - 900
Sirka binu 0,5 m/z

Typ binningu advanced
Pocet PCA rozméru 5
Pocet LDA rozméri 1 (pocet tiid -1)

Intenzitni limit 10°
Referen¢ni hmota LeuEnk; m/z 554.2615

3.7.2 Kilasifikace neznamych vzorki
Pro klasifikaci neznamych vzorkd slouzi software AMX Recognition, ktery nacte
vytvoreny statisticky model a poté jej aplikuje na:

1. soubory zdfivéjSich méfeni nezndmych vzorklt po jejich nacteni do tohoto
programu

2. spektra pravé métena

Piiklad takové klasifikace je na Obr. 3. V programu AMX Recognition se zobrazi

barevny kruh se tfidou prave analyzovaného vzorku spolu s pravdépodobnosti pfifazeni.

12
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Obrazek ¢. 6: Priklad spravné klasifikace vzorku vepfového masa pomoci softwaru AMX

Recognition

3.8 PRACOVNIi CHARAKTERISTIKY METODY

3.8.1 Opakovatelnost metody

Tento parametr je zahrnut v algoritmu pro vytvoreni statistického modelu. Je podminén
stavem méficiho systému a za vyhovujici je opakovatelnost povazovana, pokud za danych

podminek dojde ke spravné klasifikaci kontrolnich (QC) vzorkl masa.
3.8.2 Selektivita metody

Selektivita metody se odviji od statistického modelu sestrojeného ke klasifikaci masa.
V ptipadé¢ modelu pro klasifikaci veprového a kufeciho masa je predikéni schopnost témér
100 %. Pfi rozsitovani modelu o dalsi druhy masa je nutné posoudit, zda nejsou nékteré druhy
mas ve statistickém modelu pfili§ blizko, pro zieteln&jsi klasifikace je vhodné vytvofit binarni

model schopny rozlisit tyto dva druhy.
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3.8.3 Robustnost metody

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

s instrumentalni koncovkou.

= Pfed vlastni analyzou vzorkl je nutné rozebrat Venturiho zafizeni, procistit ho jemnym
kartacem a jednotlivé ¢asti zafizeni sonikovat v roztoku 2-propanolu po dobu cca. 5 minut.
Toto je potieba opakovat po cca 2-3 hodinach méteni.

* Pro zajisténi presného méfreni hmotnostnim detektorem typu Q-TOF v prubéhu celého
méfeni je nutné detektor pred zacitkem analyzy kalibrovat a zajistit prutok LeuEnk

do Venturiho zafizeni v pritbéhu méteni.

14



4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predkladand metodika umozituje provést rychlou a ucinnou analyzu vhodnou
k autentikaci biologického plvodu masa. Unikéatnost vyvinutého postupu analyzy
metabolomického fingerprintingu tkvi ve zpiisobu vystieni vzorku, pii kterém dochézi
k ionizaci lipidi v tkanich pomoci elektroskalpelu a jejich nasledné detekce vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrii. Dosavadni publikované metody chemické analyzy pro autentikaci
masa spoléhaji v soucasné dob¢ na proteomickou analyzu s vyuzitim LC-MS/MS, ktera je ale
pomérné zdlouhava a finanéné i odborné velice naro¢na. Velkou ¢asovou a finan¢ni naro¢nosti
se vyznacuji také metody zaloZené na PCR. Tato inovativni metodika analyzy tkanovych lipidd,
kterd nepotiebuje prakticky Zzadnou ptipravu vzorku, poskytuje moznost ,,online” urceni
biologického plivodu masa, coz zadnd z vySe zminénych konvencnich metod s takovouto
prasaznosti a jednoduchosti (pii dostatecné spolehlivosti) neumoznuje. V rutinni kontrole
potravin se metoda zaloZend na principu elektroskalpelu ve spojeni s vysokorozliSovaci QTOF-

MS zatim ve sv&t€ nerozsifila, a tato aplikace je tedy zcela originalni.

15



5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Uvedena metodika umoziuje rychlou speciaci mezi kufecim a veprovym masem, je
vsak vhodné k odliSeni i dal$ich druhi masa. Metoda byla primarn¢ vyvinuta pro tcely projektu
QJ1530272 — Komplexni strategie pro efektivni odhalovani falSovani potravin v Fetézci
(prvo)vyroba — spotiebitel (2015-2018, MZE/QJ). Aplikace metody v ramci tohoto projektu
vyznamng¢ prispéje k urychleni urceni biologického pivodu masa, coz je Casto ¢asove narocny

proces.

Smluvnim uzivatelem metodiky je Statni zemé&d¢€lska a potravinaiska inspekce (SZPI).
Certifikovanou metodiku bude vyuzivat pti podezieni na nespravny ptivod masa. S ohledem
nato, ze provozni laboratofe (SZPI) nedisponuji potfebnym analytickym vybavenim,
predpokladd se pro analytickou &ast metodiky spoluprace s VSCHT & instrumentalnd
odpovidajicim zplisobem vybavenymi komerénimi laboratofemi formou sluzby. Uvedenou
metodiku je vzhledem k jednoduchosti a rychlosti postupu také mozné aplikovat v dalSich

statnich 1 soukromych laboratofich a vyzkumnych centrech.

16



6 EKONOMICKE ASPEKTY

Ptredpokladané ekonomické a dalsi pfinosy jsou obsazeny v moznosti provadét rychly
cilovy i necilovy screening velkého poctu vzorkli. Ekonomicky pfinos spocivd zejména
v uspofte ¢asu na pripravu vzorku (postup ptipravy je obvykle velmi jednoduchy a rychly) a tedy
1 nakladl na provedeni chemické analyzy vzorku.

Metoda vyuziva ambientni hmotnostni spektrometrie s ionizaci typu REIMS, kdy jsou
vzorky masné tkané fezany elektroskalpelem a uvolnény kouf je analyzovan in situ
hmotnostnim spektrometrem. Bereme-li v uvahu néklady na piipravu vzorku, kalibraci
a pristrojovy Cas (nejvyssi polozka), cena za vySetfeni jednoho vzorku €ini asi 1200-1500 K¢&.
Pro soucasné stanoveni a identifikaci charakteristickych proteinil v potravinach proteomickou
analyzou s vyuzitim LC-MS/MS je podle Vyhlasky ¢.132/2015 stanovena cena 3.495 K¢, coz
je o 2.295 K¢ vice. Pii rutinnim vysetfeni 1000 vzorkid rocné by tuspora Cinila pfiblizné 2 -
2,2 mil. K¢. Cena elektroskalpelu véetné¢ Venturiho pumpy s pfipojenim na vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometr typu Q-TOF ¢&ini asi 150 tis. K¢, cena instalace, zprovoznéni
a verifikace celého systému, véetné¢ meéteni referencnich na kontrolnich vzorkli se odhaduje
ptiblizné do 80 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). Provozni naklady
na zde navrZzenou metodu REIMS by nemély piekrocit 1 500 K¢, coZ znamena usporu nejméné

3 500 K¢ na analyzu. Pti zpracovani 1000 vzorki rocné je ispora 2,5 mil. K¢&.

Diky velice jednoduchému a spolehlivému méfteni s extrémné rychlou odezvou bude
nejvyznamngéj$im piinosem zvysSeni u¢innosti kontroly dodrzovéni natizeni (ES) ¢. 1169/2011
a nafizeni (ES) ¢.178/2002 a potazmo snizeni podilu falSovanych masnych vyrobkt v trzni siti,
véetn€ podnikli vefejn¢ho stravovani. Zde vSak financni pfinos nelze dostatecné piesné

odhadnout.
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8 SEZNAM PUBLIKACi 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 vysledkti v odborném casopise je v pifiprave.
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