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1 Cil metodiky

Jednim z dil¢ich cilu projektu QJ1530272 podporovaného Ministerstvem zemédélstvi
Ceské republiky bylo vyvinout, optimalizovat a validovat novy analyticky postup pro uréeni
obsahu &isté svalové bilkoviny (CSB) v masnych vyrobcich na zakladé stanoveni
diagnostického markeru 3-methylhistidinu a dalSich aminokyselin. Ke stanoveni
aminokyselin po kyselé hydrolyze bude wvyuZito techniky ultra-a¢inné kapalinové
chromatografie s hmotnostné¢ spektrometrickou detekci s analyzatorem typu kvadrupdl (U-
HPLC-MS).

Vyvinutd metodika ma umoznit - kromé kvantifikace CSB - také rozlideni ptivodu
bilkoviny (svalova vs. krevni nebo rostlinnd), coz patfi mezi hlavni limitace Kjeldahlovy
metody, kterd je v soucasné dobé jedinou kontrolni metodou pro stanoveni obsahu CSB.
Vyvinutd metodika je vyuzitelnd pro Gcely uréeni obsahu CSB v masnych vyrobcich.
Vysledky pfitom nejsou ovlivnény piidavkem jiné bilkovinné slozky, neZli je pravé svalova

bilkovina (bez kolagenu).
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2 Teoreticky Gvod

Potravinové podvody spojené s falSovanim potravin jsou celosvétovym problémem, ktery
posSkozuje povéest spolecnosti, naruSuje trhy a divéru spotiebiteld. Podvody tykajici se
falSovani masa jsou velmi Casté a obvykle se tykaji (i) pivodu masa a rezimu vykrmu zvifat;
(ii) zamény Zivo¢isného druhu masa, tkani, tuki nebo bilkovin, (iii) modifikace vyrobnich
postuptt masnych vyrobku a (iv) pfidani nedeklarovanych slozek, zejména piidatnych latek.

Navzdory existenci velkého mnozstvi pravnich predpisi a specifikaci, falSovani je
globalni problém, tykajici se nejen masa a masnych vyrobki, ale prakticky vSech druhi
potravin.! Mezi nejéast&jsi zpiisoby falSovani masnych vyrobkii patfi piidavek ,cizich®
a pokud je oznaceno Vv souladu s piislusnymi legislativnimi pravidly, zakdzané. Cizi bilkoviny
se do masnych produkta legalné piidavaji z technologickych divodt, protoze pomahaji
stabilizovat emulze a maji také pozitivni vliv na senzorické vlastnosti (zejména konzistenci
vyrobku) a jeho Gdrznost. Dalsim divodem je snizeni vyrobnich nakladud, jelikoz tyto
bilkoviny maji zpravidla podstatné niz8i cenu nezli bilkovina svalova. Nejcastéji se do
masnych vyrobku piidava sdjova bilkovina, krevni plasma, mlécné proteiny, proteiny
izolované z hrachu, apod.

Zavaznym pravnim piedpisem, ktery v Ceské republice definuje poZadavky na maso a
masné vyrobky je Vyhlaska ¢. 69/2016 Sb.

Jednou ze zékladnich metod hodnoceni kvality a autenticity masnych vyrobkl je
stanoveni CSB pomoci Kjeldahlovy metody. Dosavadni postup vyuZzivany pro ufedni
kontrolu uvadi podrobn& Véstnik Ministerstva zemé&délstvi z r. 2014.% P¥i stanoveni CSB je
tieba nejprve provést vysrazeni bilkovin taninem (v jinych zemich se vyuziva téZ srazeni
trichloroctovou kyselinou) a odstranit tak nebilkovinny dusik. Zjistény celkovy obsah dusiku
se vynasobi empirickym faktorem 6,25 (obsah dusiku v bilkovinach cca 16 %) a od tohoto
Cisla se odecte kolagen vyjadieny jako obsah 4-hydroxyprolinu (stanovi se
spektrofotometricky) vynasobeny koeficientem k=8. Jakkoli je v souc¢asné dobé tato metoda
bézn¢ pouzivana v kontrolni praxi, ma sva uskali a omezeni. Jednou z nevyhod tohoto
postupu je, Ze bilkoviny nemusi byt kvantitativné vysrdZzeny. Obdobné, v piipadé
fermentovanych vyrobki, je zjiStény obsah svalové bilkoviny niZsi, nezli odpovidd ptivodné
pfidanému mnozstvi masa pred zranim masného vyrobku. Touto metodou také neni mozné
zjistit puvod obsazené bilkoviny, ale pouze jeji celkovy obsah. Pro tcely autentikace je pak

potfeba provadét analyzu bilkovinnych sloZzek pomoci dal3ich analytickych postupt.®#
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Jednou z moznosti jak kategorizovat kvalitu masnych vyrobku je vyuziti pfimych metod,
které umoznuji stanovit pfimo latky specifické pro svalové bilkoviny, které se nevyskytuji v
jinych typech bilkovin. Typickym piikladem jsou 1- a 3-methylhistidin (1-MetHis, 3-
MetHis), které jsou markerem myofibrilarnich bilkovin myosinu a aktinu, vyskytujicich se v
piiéné pruhované svaloviné, a zaroven se nevyskytuji v jinych potravindch bohatych na
bilkoviny, jako jsou vejce, sOja, mléko, atd. Na zakladé poméru sumy 1- a 3-methylhistidinu a
ostatnich aminokyselin je tedy mozné prokazat vyskyt rostlinné bilkoviny v masnem vyrobku
nebo i zaménu druhu masa, nebot’ rizné druhy masa se obsahem aminokyselin i 1- a 3-
methylhisitidinu zna¢né 1isi.

Pii analyze aminokyselin je nejprve nezbytné bilkoviny hydrolyzovat, ¢imz dojde k
rozStépeni peptidovych vazeb a uvolnéni aminokyselin, které se nasledné¢ v hydrolyzatu
stanovi. Hydrolyza muze byt kysela, alkalicka ¢i enzymaticka. Pfi nejcastéji pouzivané kyselé
hydrolyze se zpravidla pouziva 6M kyselina chlorovodikova, vétsinou pii 110 °C po dobu 16
— 72 hodin.®
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3 Charakterizace metodiky
3.1 Pouzitelnost metody

Uréeni obsahu &isté svalové bilkoviny (CSB) v mase a masnych vyrobcich na zakladé
stanoveni diagnostického markeru 3-methylhistidinu (3-MetHis) a dalSich aminokyselin se
jevi jako exaktni a velmi perspektivni metoda. Poskytuje pravdivé informace o mnoZstvi
pouZité svalové bilkoviny i v ptipadech, kdy je do vyrobku pouZzita jina nez svalova bilkovina.
Je pouZzitelnd i pro fermentované masné vyrobky, kdy jinak dochézi k podhodnoceni nalezt
obsahu bilkovin z dtivodu ¢aste¢né proteolyzy bilkovin masa. Na zéakladé¢ zjisténych poznatkt

je tento certifikovany analyticky postup aplikovatelny pro:

1. Stanoveni CSB na zikladé obsahu 3-MetHis
2. Urceni plivodu masa (kuieci vs. vepiové) na zakladé poméru 1-MetHis k 3-MetHis
3. Stanoveni mnoZstvi pridané Kkolagenni bilkoviny na zikladé poméru 4-

hydroxyprolinu k 3-MetHis

1. Stanoveni CSB na zdakladé obsahu 3-MetHis

Na reprezentativnich souborech vzorkli autentickych druhii mas byla provedena
opakovana méfeni pro zjisténi obsahu 3-MetHis a ostatnich aminokyselin v ¢istém mase.
V Tabulce 1 jsou zobrazeny vysledky stanoveni obsahu aminokyselin v testovanych vzorcich

kufeciho (n=10), vepiového (n=16) a hovéziho (n=10) masa.

Tabulka 1: Primérny obsah a rozmezi zastoupeni aminokyselin v kufecim, vepfovém a
hovézim mase stanoveny technikou U-HPLC-MS po hydrolyze masa. Hodnoty jsou uvedeny
v g/100 g Cerstvého masa*.

. . Kufeci maso Hovézi maso Veprové maso
Aminokyselina* (9/100g masa) (9/100g masa) (9/100g masa)
rozmezi primér rozmezi primér rozmezi pramér
Ala 10-13 1,2 1,1-13 1,2 0,77-1,3 1,0
Arg 16-18 1,7 16-19 1,8 0,85-1,8 15
Asp + Asn 14-17 1,6 11-21 1,6 11-272 19
Cystin 0,25-0,32 0,28 0,23-0,34 0,27 0,10-0,46 0,28
Phe 0,22-0,62 0,35 0,25-0,37 0,30 0,43-0,90 0,73
Glu + GIn 3,2-3,6 3,4 32-41 3,6 18-58 3,7
Gly 0,39-0,46 0,42 0,44 - 0,56 0,48 041-11 0,76
His 0,71-11 0,97 0,68-1,2 1,0 10-1,2 11
5-hydroxylysin | 0,026 - 0,032 | 0,030 | 0,051-0,069 0,058 0,026 - 0,051 0,040
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. . Kufeci maso Hovézi maso Veprové maso
Aminokyselina* (9/100g masa) (9/100g masa) (9/100g masa)
rozmezi pramér rozmezi pramér rozmezi prumér
4-hydroxyprolin | 0,051-0,055 | 0,053 | 0,080 -0,13 0,10 0,025 - 0,094 0,068
Leu + lle 16-17 1,7 16-19 1,7 1,3-18 1,6
Lys 21-23 2,3 22-26 2,4 16-24 2,4
1-MetHis 0,22 - 0,69 0,47 | 0,034-0,072 | 0,048 0,013 - 0,022 0,017
3-MetHis 0,059-0,071 | 0,064 | 0,064-0,070 | 0,066 0,064 - 0,072 0,066
Met 0,055-0,11 0,088 0,17 -0,33 0,23 0,22-0,58 0,40
Pro 0,20 - 0,61 0,31 0,20 - 0,47 0,30 0,46 - 1,0 0,69
Ser 0,74-0,93 0,88 0,80-1,1 0,93 0,75-1,0 0,91
Thr 1,11-1,14 11 1,16 - 1,21 1,2 0,88-1,2 11
Tyr 0,90 - 0,95 0,93 097-11 1,0 0,76 - 1,0 0,92
Val 1,19 - 1,27 1,2 12-14 1,3 0,98-1,4 1,2

*Zkratky jednotlivych aminokyselin jsou vysvétleny v Tabulkach 5 a 6 na str. 13

Aminokyselina 3-MetHis, které je specifickd pouze pro svalovou bilkovinu, se ve vSech
druzich masa vyskytovala v priméru 0,064 g/100g v kufecim mase a 0,066 g/100g ve
vepfovém a hovézim mase. Stanovené obsahy odpovidaly i hodnotdm stanovenym ve studii
Steinfiihrer a kol.” S ohledem na skute¢nost, ze 3-MetHis se ve viech druzich masa vyskytuje
na konstantni hlading, je mozné jeho stanoveny obsah vyuzit ke kvantifikaci CSB. Pro
pfepoet na obsah CSB (%) byl vypoéten piepoéitavaci faktor F = 292 a obsah CSB se

stanovi podle vyrazu:
CSB (%) = 3-MetHis (%) x 292

Pro vypoéteni piepoéitivaciho faktoru byly pouzity hodnoty CSB stanovené konvenéni
metodou®. V Tabulce 2 je zobrazeno porovnani stanoveni CSB pies 3-MetHis a vyjadiené
jako suma vSech aminokyselin, ktera by po odecteni obsahu kolagenu méla také reflektovat

obsazenou CSB.

Tabulka 2: Porovnani vypoétené hodnoty CSB z obsahu 3-MetHis se sumou v3ech
aminokyselin po odecteni kolagenu.

Kufeci maso | Veprové maso | Hovézi maso
CSB (%) vypottem z 3-MethHis 18,7 19,3 19,3
CSB (%) (jako suma viech aminokyselin*) 18,6 19,8 18,8
*Suma aminokyselin po odeéteni obsazeného kolagenu (jako 4-hydroxyprolin x 8)
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2. Urleni puvodu masa (kuieci vs. vepiové) na zakladé poméru 1-MetHis k 3-MetHis.

V kufecim mase byl zjistén o fad vysSi obsah 1-methylhisitidinu nezli ve vzorcich masa
vepiového a hovéziho. Tuto skutenost je mozné vyuZit i pro uréeni nedeklarovaného
piidavku kufeciho masa do vepfového ¢i hovéziho masného vyrobku. Na Obrazku 1 je
graficky znazornéna zména pomérového zastoupeni 1-methylhistidinu ku 3-methylhistidinu
ve vepfovém mase s pridavkem masa kufeciho. Touto metodou je mozné rozlisit piidavek jiz
1,5 % kufeciho masa do veptfového vyrobku. Zjistené rozmezi hodnot pomért 1-

methylhistidinu ku 3-methylhistidinu pro jednotlivé druhy masa je uvedeno v Tabulce 3.

10 -
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Obrézek 1: Pomér zastoupeni aminokyselin 1-methylhistidinu ku 3-methylhistidinu v
analyzovanych smésich vepfového masa s rostoucim ptidavkem masa kuteciho.

Tabulka 3: Hodnoty poméru zastoupeni aminokyselin 1-methylhisitidin/3-methylhistidin v
analyzovanych druzich vepifového masa

Druh masa rozmezi | pramér
Kufeci maso 7,6-10 8,0
Hovézi maso 0,62-0,73 | 0,66

Vepiové maso 0,068-0,29| 0,24
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3. Stanoveni mnoZstvi piidané kolagenni bilkoviny na zakladé poméru 4-hydroxyprolin
k 3-MetHis.

DalSi moznosti, jak je mozné definovat ¢istou svalovou bilkovinu masa je na zakladé
specifickych pomérta aminokyselin k 3-methylhistidinu v jednotlivych druzich mas (Tabulka
4). Tyto poméry jsou specifické pro ¢istou svalovou bilkovinu Vv jednotlivych typech masa a

je mozné je vyuZit jako identifikator Cisté svalové bilkoviny.

Tabulka 4: Hodnoty pomért zastoupeni aminokyselina/3-MetHis v analyzovanych vzorcich
kuteciho, veptového a hovéziho masa

Am:rl\(j:gls_le ilslna/ Kufeci maso Hovézi maso Vepiové maso

rozmezi pramér rozmezi pramér rozmezi pramér

Ala 13-22 18 16 - 20 17 11-21 17

Arg 20-30 27 26 - 27 27 17 - 29 23

Asp + Asn 19-28 24 17-30 25 16 - 29 23

Cystin 29-54 4,4 35-49 4,1 2,1-51 3,5

Phe 3,2-4,3 3,7 3,8-5,7 4,6 11-16 12

Glu + GlIn 54 - 60 56 48 - 64 55 34-77 53

Gly 45-7,7 6,4 6,6 - 8,7 7,3 8-16 11

His 12-18 15 11-18 16 11-18 14

5-hydroxylysin | 0,30 - 0,54 0,46 0,77 - 0,98 0,56 0,35-0,71 0,6

4-hydroxyprolin | 0,92 -2,5 1,5 1,2-19 1,6 0,48-1,3 1,0

Leu + lle 20 - 28 26 25 - 27 26 23-33 27

Lys 26 - 39 35 34 -38 36 22 - 37 31

Met 12-19 1,7 2,5-49 3,5 2,9-51 4,2

Pro 25-35 3,1 3,0-6,9 4,5 6,0 -13 9,2

Ser 11-14 14 13-17 14 12-19 15

Thr 13-19 17 18-19 18 16 -21 18

Tyr 11,16 14 15-16 15 16 - 17 15

Val 15-21 19 18- 20 19 13-17 15

Pro ovéfeni praktického vyuziti specifickych poméra byly pro vepfové a kufeci maso
nasledné vytvofeny modelové smési masa a kolagenni bilkoviny. Obsah 4-hydroxyprolinu
vykazoval rostouci trend se zvySujicim se pfidavkem kolagenni bilkoviny, jak je zndzornéno
na Obrazcich 2 a 3. JelikozZ 4-hydroxyprolin je hojné zastoupen v kolagenni bilkoving, mize
byt pomér zastoupeni této aminokyseliny vuéi 3-MetHis indikatorem ptidavku kolagenni
bilkoviny do masného vyrobku. V pfipadé vepfového masa je mozné zjistit ptidavek 0,5 %

kolagenni bilkoviny a v pifipad¢ kufeciho masa ptidavek 1,5 % kolagenni bilkoviny.

10
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Obrézek 2: Pomér aminokyselin 4-hydroxyprolin/3-MetHis ve vzorcich vepifového masa s

riznym ptidavkem kolagenni bilkoviny.
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Obrézek 3: Pomér aminokyselin 4-hydroxyprolin/3-MetHis ve vzorcich kufeciho masa s

riznym pridavkem kolagenni bilkoviny.

11



VSCHT Praha Uplatnén4 certifikované metodika

3.2 Princip metody

Metoda je zaloZena na piimém stanoveni volnych aminokyselin (v3ech 20 kédovanych
aminokyselin a dale 4-hydroxyprolinu, 5-hydroxylysinu, cystinu, 1-methylhistidinu a 3-
methylhistidinu) ve vzorku masa ¢i masného vyrobku po kyselé hydrolyze v systému ultra-
uéinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostné-spektrometrickou detekci typu
kvadrupdl (U-HPLC-MS). Jednotlivé analyty jsou kvantifikovany pomoci metody externi
kalibrace (kalibra¢ni pfimka). Obsah CSB muZe byt naslednd definovan na zakladé
stanoveného obsahu 3-MetHis a charakterizovan na zakladé specifickych poméri

aminokyselina/3-MetHis.

3.3 Bezpecnost prace

Béhem ptipravy hydrolyzati je tfeba dodrzovat zdkladni pravidla bezpe€nosti prace v
laboratofi. Zvlastni opatieni je tfeba pro praci pod tlakem (hydrolyza v uzavieném systému).
Pfi manipulaci s kyselinami a zasadami je tfeba pracovat v digestofi a pii kontaktu s
pokozkou ¢i o€ima postizené misto okamzit¢ dikladné oplachnout vodou. Roztoky
aminokyselin mohou v pfipadé kontaktu s pokozkou ¢i ofima zpUsobit podrazdéni, proto je

nezbytné pracovat v rukavicich.
3.4 Chemikalie, analytické standardy a spoti‘ebni material

e Peroxid vodiku p.a., w (w/w) = 30 %, Lach-Ner
e Fenol p.a., Merck (77610)

e Disifi¢itan sodny p.a., Lach-Ner

e Hydroxid sodny p.a., Merck (30620-1KG-R)

e Kyselina chlorovodikova p.a., Merck (30721)

e Methanol, p.a. Penta

e Acetonitril, HPLC gradient, Merck (USA)

e Decionizovana voda (piecisténa z destilované vody pomoci zatizeni Milli-Q, Millipore,
Némecko)

e Octan amonny, Merck (USA)

e Kyselina octova p.a., Merck (USA)

e Kyselina mravenci p.a., Fluka Merck (USA)
e Dusik (99,994 %) - Technoplyn (CR)

e L-Cystein, L-Asparagin, L-Glutamin, L-Tryptofan, DL-5-hydroxylysin, L-4-
hydroxyprolin, 3-Methyl-L-histidin, 1-Methyl-L-histidin, L-cysteova kyselina,
methioninsulfon, Merck, Némecko (viz Tabulka 5)
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e Standardni roztok smési aminokyselin (,,Amino Acid Standard*), AAS18-5X5ML, Merck,

Némecko (viz Tabulka 6)

e Hydrolyzaéni zkumavka uzaviena, Ingos, (Ceska republika)
e Mikrofiltry (0,2 um), Alltech (USA)
e Plastové (PTFE) kyvety (50 ml; 15 ml)

Tabulka 5: Seznam pouzitych standardt dodanych v pevné forme

Aminokyselina Vyrobce Cistota (%); CAS
L-Cystein (Cys) Merck >98%; 7048-04-6
L-Asparagin (Asn) Merck >98%; 5794-13-8
L-Glutamin (GlIn) Merck >98%; 8063-07-8
L-Tryptofan (Trp) Merck >98%; 73-22-3
DL-5-hydroxylysin Merck >98%; 28902-93-4
L-4-hydroxyprolin Merck >98%; 51-35-4
?;Rﬁg;ﬂ{;{hlsndm Merck >98%; 368-16-1
%ifn“jtert‘ﬁl'i's'g'h's“d'” Merck >98%; 332-80-9
L-Cysteova kyselina Merck >99%; 23537-25-9
Methioninsulfon Merck neni uvedena 7314-32-1

Tabulka 6: SloZeni standardniho roztoku smési aminokyselin (v 0,1M kyseliné

chlorovodikové)

Aminokyselina M (g/mol) Molarni koncentrace
L-Alanin (Ala) 89,1 2,50
L-Arginin (Arg) 174,2 2,50
L-Asparagova (Asp) 1331 2,50
L-Cystin 240,3 1,25
L-Glutamové kyselina (Glu) 147,1 2,50
Glycin (Gly) 75,1 2,50
L-Histidin (His) 155,2 2,50
L-Isoleucin (lle) 131,2 2,50
L-Leucin (Leu) 131,2 2,50
L-Lysin (Lys) 146,2 2,50
L-Methionin (Met) 149,2 2,50
L-Fenylalanin (Phe) 165,2 2,50
L-Prolin (Pro) 1151 2,50
L-Serin (Ser) 105,1 2,50
L-Threonin (Thr) 119,1 2,50
L-Tyrosin (Tyr) 181,2 2,50
L-Valin (Val) 117,2 2,50
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3.5 Pristroje a zarizeni

Centrifuga Rotina 35R, Hettich (Némecko)

Centrifuga Eppendorf 5430, Eppendorf (Némecko)

Ptistroj pro ptipravu deionizované vody Milli-Q, Millipore (Némecko)

Susarna ULE 500 Memmert, AtmoSAFE (Némecko)

pH metr Cyberscan 510, Thermo Scientific (USA)

Homogenizator CHS Vortex, Chromservis (Ceské republika)

Automatické pipety 0,5 - 5 ml a 10 ml, TreffLab (Svycarsko)

Automatické mikropipety 100 - 1000 ul a 20 - 200 ul, Biohit (Finsko)
Hydrolyzaéni blok HB 016, Ingos, (Ceska republika)

LC-MS instrumentace:

o Ultra-a¢inny kapalinovy chromatograf ACQUITY UPLC SYSTEM, Waters (USA)
o LC kolona Acquity UPLC BEH Amide (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters (USA)
o Hmotnostni spektrometr ACQUITY QDa, Waters (USA)

3.6 Pracovni postup

3.6.1 Priprava zasobnich roztoki standardii

Roztok 17-ti zékladnich aminokyselin (zasobni roztok 1) je dodavan od vyrobce v

kapalne formé ve zifedéné HCI. (Tabulka 7)

Aminokyseliny L-cystein, L-asparagin, glutamin, 4-hydroxyprolin, 5-hydroxylysin, 3-

methyl-L-histidin, 1-methyl-L-histidin, L-cysteova kyselina a methioninsulfon, které jako

standardy existuji v pevné formé, se rozpusti zvlast v destilované vodé (20 mg* do 10 ml),

¢imz vznikne zédkladni roztok o koncentraci 2 mg/ml*. Odebranim 1 ml z kazdého z téchto

zéakladnich roztokti do 10 ml odmérné baiiky a doplnénim vodou po rysku vznikne zasobni

roztok Il aminokyselin o koncentraci 200 mg/I*. (Tabulka 8)
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Tabulka 7 — Zasobni roztok | — slozeni aminokyselin, molekularni ionty a pfepocet molarni
koncentrace na hmotnostni (2,5 umol/ml in 0.1 N HCI (s vyjimkou L-cysteinu — jen 1,25
umol/ml).

M m/z (M+H)+ | Hmotnostni koncentrace (mg/l)
Ala C3H7NO2 90,05496 223
Arg C16H14N402 | 175,11895 435
Asp C4H7NO4 134,04478 333
Cystin C6H12N204S2| 241,03112 300
Glu C5HINO4 148,06043 368
Gly C2H5NO2 76,0393 188
His C6HIN302 156,07675 388
Leu C6H13NO2 132,10191 328
lle C6H13NO2 132,10191 328
Lys C6H14N202 147,1128 365
Met C5H11NO2S 150,05833 373
Phe C9H11INO2 166,08626 413
Pro C5HINO2 116,07061 288
Ser C3H7NO3 106,04987 263
Thr C4HINO3 120,06552 298
Tyr C9H11NO3 182,08117 453
Val C5H11NO2S 118,08626 293

Tabulka 8 — Zasobni roztok 11 - sloZeni aminokyselin, molekularni ionty, hmotnostni

koncentrace.

Sumarni vzorec | m/z (M+H)+ | Hmotnostni koncentrace (mg/l)*
Cys C3H7NO2S 122,02703 200
Asn C4H8N203 133,06077 200
GIn C5H10N203 147,07642 200
Trp C11H12N202 205,09720 200
4-hydroxyprolin C5HINO3 132,06552 200
5-hydroxylysin C6H14N203 163,10772 200
3-MetHis C7H11NsO2 170.09240 200
1-MetHis C7H11NsO2 170.09240 200
Cysteova kyselina| C3H7NO5S 169.00394 200
Methioninsulfon C5H11NOA4S 181.04033 200

* hmotnostni koncentrace jednotlivych aminokyselin v zdsobnim roztoku II se miize mirné lisit
V zavislosti na navazce aminokyseliny pri pripravé zdkladnich roztokit aminokyselin. Napr-.
pokud je navazeno 20,5 mg Cys, pak je jeho koncentrace v zakladnim roztoku 2,05 mg/ml a
koncentrace Vv zdasobnim roztoku II pak 205 mg/L. Presné koncentrace aminokyselin
V aktudlné pouzivaném zdsobnim roztoku II jsou uvedeny v laboratornim deniku a v popisku
zasobni odmérné bariky.
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3.6.2 Stabilita standardit aminokyselin

Zasobni roztoky standardl cysteinu a tryptofanu je nutné ptipravovat vzdy nejdéle
jednou za mésic, ostatni roztoky aminokyselin pfipravujeme nejdéle po 6 mésicich.
Kalibracni fada se ptipravuje také vzdy jednou za mésic. Zasobi roztoky a roztoky kalibracni

fady se skladuji pii teploté nizsi nez -4°C.
3.6.3 Priiprava kalibracnich roztokit standardit

Redéni se provadi 80% roztokem methanolu. Ve vialce se smisi 100 pl zasobniho
roztoku 1, 100 ul zéasobniho roztoku Il a 800 pul methanolu, coZ odpovida kalibra¢nimu
bodu A. Dale se odebere 100 pl z kalibra¢niho roztoku A a ziedi 100 pl 80% methanolu, ¢imz
vznika kalibra¢ni bod B. Nasledné se odebere 50 ul kalibra¢niho roztoku A a ziedi 150
80% methanolu, coZ odpovida kalibra¢nimu bodu C. DalSim ,,desitkovym* fedénim z bodu A
se piipravi kalibraéni bod D. Z tohoto kalibra¢niho bodu se odebere 100 ul a ziedi 100 pl
80% methanolu (kalibra¢ni bod E). Odebranim 50 pl kalibraéniho roztoku D a jeho zfedénim
150 pl 80% methanolu se piipravi kalibra¢ni roztok F. Stejnym zptisobem Se pfipravi
kalibra¢ni standardy G, H, 1, J, K, L a M. Koncentrace aminokyselin v jednotlivych bodech

kalibra¢ni fady jsou uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Koncentrace aminokyselin v bodech kalibra¢ni fady

Ziedény |Zredény |Ziedény |Zriedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény

roztok A | roztok | roztok | roztok | roztok | roztok | roztok | roztok |roztok I |roztok J| roztok | roztok |roztok M

(mg/l) B (mg/l) | C (mg/l) | D (mg/l) | E (mg/l) | F (mg/l) |G (mg/l) |[H (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) |K(mg/l)|L (mg/l)| (mg/l)
Ala 22,3 11,15 5,575 2,230 1,115 0,558 0,223 | 0,1115 | 0,05575 | 0,0223 | 0,01115 | 0,00558 | 0,00223
Arg 43,5 21,75 | 10,875 | 4,350 2,175 1,088 0,435 | 0,2175 | 0,10875 | 0,0435 | 0,02175 | 0,01088 | 0,00435
Asp 33,3 16,65 8,325 3,330 1,665 0,833 0,333 | 0,1665 | 0,08325 | 0,0333 | 0,01665 | 0,00833 | 0,00333
Cystine 30,0 15,00 7,500 3,000 1,500 0,750 0,300 | 0,1500 | 0,07500 | 0,0300 | 0,01500 | 0,00750 | 0,00300
Glu 36,8 18,40 9,200 3,680 1,840 0,920 0,368 | 0,1840 | 0,09200 | 0,0368 | 0,01840 | 0,00920 | 0,00368
Gly 18,8 9,40 4,700 1,880 0,940 0,470 0,188 | 0,0940 | 0,04700 | 0,0188 | 0,00940 | 0,00470 | 0,00188
His 38,8 19,40 9,700 3,880 1,940 0,970 0,388 | 0,1940 | 0,09700 | 0,0388 | 0,01940 | 0,00970 | 0,00388
Leu 32,8 16,40 8,200 3,280 1,640 0,820 0,328 | 0,1640 | 0,08200 | 0,0328 | 0,01640 | 0,00820 | 0,00328
lle 32,8 16,40 8,200 3,280 1,640 0,820 0,328 | 0,1640 | 0,08200 | 0,0328 | 0,01640 | 0,00820 | 0,00328
Lys 36,5 18,25 9,125 3,650 1,825 0,913 0,365 | 0,1825 | 0,09125 | 0,0365 | 0,01825 | 0,00913 | 0,00365
Met 37,3 18,65 9,325 3,730 1,865 0,933 0,373 | 0,1865 | 0,09325 | 0,0373 | 0,01865 | 0,00933 | 0,00373
Phe 41,3 20,65 | 10,325 | 4,130 2,065 1,033 0,413 | 0,2065 | 0,10325 | 0,0413 | 0,02650 | 0,01033 | 0,00413
Pro 28,8 14,40 7,200 2,880 1,440 0,720 0,288 | 0,1440 | 0,07200 | 0,0288 | 0,01440 | 0,00720 | 0,00288
Ser 26,3 13,15 6,575 2,630 1,315 0,658 0,263 | 0,1315 | 0,06575 | 0,0263 | 0,01315 | 0,00658 | 0,00263
Thr 29,8 14,90 7,450 2,980 1,490 0,745 0,298 | 0,1490 | 0,07450 | 0,0298 | 0,01490 | 0,00745 | 0,00298
Tyr 45,3 22,65 | 11,325 | 4,530 2,265 1,133 0,453 | 0,2265 | 0,11325 | 0,0453 | 0,02265 | 0,01133 | 0,00453
Val 29,3 14,65 7,325 2,930 1,465 0,733 0,293 | 0,1465 | 0,07325 | 0,0293 | 0,01465 | 0,00733 | 0,00293
Cys* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
Asn* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
GIn* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
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Ziedény |Zredény |Zredény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Ziedény | Zredény | Ziedény | Ziredény | Ziedény | Ziredény | Ziedény

roztok A | roztok | roztok | roztok | roztok | roztok | roztok | roztok |roztok I |roztok J| roztok | roztok |roztok M

(mg/l) B (mg/l) | C (mg/l) | D (mg/l) | E (mg/l) | F (mg/l) |G (mg/l) |[H (mg/l)| (mg/l) | (mg/l) |K(mg/l)|L (mg/l)| (mg/l)
Trp* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
4-hydroxyprolin* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
5-hydroxylysin* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
3-MetHis* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
1-MetHis* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,01000 | 0,00500 | 0,00200
Eg;;ﬁ%\;a* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,0100 | 0,00500 | 0,00200
Methioninsulfon* 20,0 10,00 5,000 2,000 1,000 0,500 0,200 | 0,1000 | 0,05000 | 0,0200 | 0,0100 | 0,00500 | 0,00200

* hmotnostni koncentrace jednotlivych aminokyselin v bodech kalibracni kifivky se mohou mirné lisit v zdvislosti na navdzce aminokyselin pri
priprave zakladnich roztokii aminokyselin, viz poznamka (*). Presné koncentrace aminokyselin v aktualné pouzivané kalibracni radé jsou
uvedeny v laboratornim deniku.
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3.6.4 Priprava vzorki k analyze

3.6.4.1 Priprava pracovnich roztokii

3.6.4.1.1 Roztok kyseliny mravenci a fenolu

Roztok mravenci kyseliny a fenolu se pfipravi smichanim 889 g mravenci kyseliny se

111 g vody a 4,73 g fenolu.

3.6.4.1.2 Oxidacni smés (peroxymetanovd kyselina - fenol)

Tuto smés je tfeba pfipravit bezprostiedné pied pouzitim. V poméru 1:9 se smicha
peroxid vodiku s roztokem mravenc¢i kyseliny a fenolu (6.1.2). Vznikla smés se ponecha
60 minut pii laboratorni teploté, aby se vytvofila permravenc¢i kyselina. Pred pridanim

oxida¢ni smési ke vzorku je téeba ji ochladit (15 min v ledové vodni 1azni).

3.6.4.1.3 Hydrolyzacni smés

Hydrolyza¢ni smés tvofi roztok 6 M HCl s piidavkem fenolu. Do 492 ml koncentrované

HCl se ptida 1 g fenolu a smés se doplni deionizovanou vodou na 1 litr do odmérné banky.

3.6.4.2 Hydrolyza vzorku

Pfed samotnou analyzou musi byt bilkovina masa hydrolyzovdna na volné
aminokyseliny. Pfiprava hydrolyzatu masa se sklada ze tii kroku: extrakce dipeptida anserinu

a baleninu, oxidace a kysela hydrolyza v uzavieném systému.

3.6.4.2.1 Extrakce dipeptidii anserinu a baleninu

Z diivodu mozného navyseni obsahu 1- a 3-methylhistidinu v Cisté svalové bilkoviné je
potieba odstranit B-alanylhistidinové dipeptidy balenin (B-Alanyl-3-methylhistidin) a anserin
(B-Alanyl-1-methylhistidin). Do 50 ml centrifuga¢ni kyvety se navazi 1 g dokonale
homogenizovaného vzorku, ke kterému se ptida 30 ml 80% ethanolu. Kyveta se nasledné
intenzivné tfepe 1 minutu na tfepadce vortex a po odstiedéni (5 min, 10 000 min?) se
etanolovy extrakt odebere. Vzorek je timto postupem extrahovan celkem 3x. Nasleduje
vysusSeni vzorku v susarné¢ (100 °C, 2 hod), tak aby obsahoval méné nez asi 10% vody. Po
vysuSeni je veskery vzorek pieveden do nadoby, ve které bude probihat oxidace a hydrolyza

(hydrolyzaéni zkumavka uzaviena). V piipadé stanoveni CSB ve fermentovanych mastnych
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vyrobcich se stejnym zplUsobem jako v ptfipadé¢ hydrolyzati stanovi obsah volnych

aminokyselin v extraktu a ten se poté pficte k obsahu aminokyselin obsazenych v proteinech.

3.6.4.2.2 Oxidace vzorku
Pfed hydrolyzou vzorku je tifeba z duvodu sniZeni ztrat nékterych aminokyselin
(cystein, methionin) zafadit krok oxidace vzorku (0 © C, smés kyseliny permravenci a fenolu).
Cystein se oxiduje na cysteovou kyselinu a methionin na methionin sulfoxid. Barka se
vzorkem se umisti do ledové 1azné¢, prida se 5 ml oxidacni smési (3.6.4.1.2), uzaviena se vlozi
do ledové 1azn¢€ a v lednici se ponecha oxidovat 16 hodin. Po ukonceni oxidace se pfebytecné

oxidac¢ni Cinidlo odstrani pfidanim 0,84 g disifi¢itanu sodného. Oxidaci vzorku lze v pripade,

Ze neni tireba zjistit presny obsah methioninu a cysteinu, zZ postupu vynechat. Vzorek masa je

V tomto piipad¢ po extrakci a vysuseni ptimo pieveden do hydrolyza¢ni banky.
3.6.4.2.3 Uzavrend hydrolyza

Po oxidaci se ke vzorku pfida 30 ml hydrolyza¢ni smési (3.6.4.1.3). Doporucovany
pomér HCI k mnozstvi vzorku je 2 ml/mg dusiku. Piedpoklada se, Ze bilkoviny obsahuji
zhruba 16 % dusiku, pomér pro bilkoviny potom bude 0,32 ml/g bilkoviny. Pies otevieny
ventil uzaviené hydrolyzaéni zkumavky (Obrézek 4) se prostréi kapilara pod hladinu smési
pro hydrolyzaci. Kapilarou se ptivede inertni plyn (N2) otevienym kohoutkem a necha se 20 -
40 s probublat (v zavislosti na rychlosti pratoku plynu). Za stalého ptivodu inertniho plynu se
kapilara vysune z hydrolyza¢ni zkumavky a ventil zkumavky se uzavie co nejrychleji tak, aby
se zabranilo zpétnému vniknuti vzduchu. Zkumavka se nasledné vlozi do hydrolyza¢niho
bloku, kde se nastavi pracovni program na teplotu 110 °C a doba hydrolyzy na 23 hod. Po
ukonceni hydrolyzy se obsah hydrolyza¢ni banky prevede kvantitativné vodou pies filtr do
100 ml odmérné banky, kterd je poté je doplnéna deionizovanou vodou. Nasledné se 6 ml
filtratu prevede do 10ml odmérné banky a provede se neutralizace pomoci 1,5M roztoku
uhli¢itanu sodného na pH 6-8 (ovéii se pomoci indikatorového pH papirku) a barka je poté

doplnéna deionizovanou vodou.

Obréazek 4: Hydrolyzaéni zkumavka uzaviena
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3.6.4.2.4 Priprava hydrolyzdtii pro stanoveni aminokyselin

Neutralizované hydrolyzaty se natedi roztokem methanol - voda (80 : 20, v/v). Vzorky
jsou postupné fedény v poméru 1:9, tj. 10x, 100x a 1 000x. Z dtivodu rozdilnych koncentraci
jednotlivych aminokyselin jsou k U-HPLC-MS analyze podrobeny vSechny ziedéné vzorky.
Pro vypocet koncentrace bude pouzit vzorek, ktery plochami analytii nejlépe odpovida

linedrnimu rozsahu kalibra¢ni kiivky.

3.7 Separace a detekce
3.7.1 Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Pro kvantitativni stanoveni cilovych analyti je vyuzito instrumentace sestavajici z ultra-
u¢inného kapalinového chromatografu s hmotnostnim analyzatorem typu kvadrupol (U-
HPLC-MS). Hmotnostné¢ spektrometricka detekce je provadéna s ionizaci elektrosprejem v
pozitivnim modu (ESI+). Charakteristiky kapalinové chromatografie, gradient mobilni faze a

hmotnostné-spektrometrické podminky méfeni jsou shrnuty v Tabulkach 10-12.

Tabulka 10: Parametry kapalinové chromatografie (U-HPLC)

Systém ACQUITY UPLCTM SYSTEM, Waters (USA)
Kolona Acquity UPLC BEH Amide (100 x 2,1 mm; 1,7 um), Waters
Teplota kolony 40 °C
Teplota 10 °C
Priitok mobilni faze | 0,35 ml/min
Objem nastriku 3ul
Mobilni faze A: 0,2% octova kyselina + SmM octan amonny ve vodé
B: acetonitril
Délka metody 11 min
Gradient mobilni viz. Tab. 10

Tabulka 11: Gradient mobilni faze pro U-HPLC-(ESI+)-MS

t[min] | A [%] | B [%]
0 25 75

0,5 25 75
5 40 60
7 50 50

7,1 25 75

11 25 75

21



VSCHT Praha Uplatnén4 certifikované metodika

Tabulka 12: Hmotnostné-spektrometrické podminky analyz

Hmotnostni spektrometr ACQUITY QDa, Waters (USA)
lonizace ESI +

Akvizi¢ni méd SIR

Vyparovaci teplota 600 °C

Napéti na elektrospreji 0,8 kV

Napéti na vstupnim kuzelu 15V

3.7.2 ldentifikace a kvantitativni vyhodnoceni analytit

Stanovované analyty jsou identifikovany na zakladé naméfenych hmot (m/z) a
porovnanim reten¢nich Casti s piislusnymi standardy. Ke zpracovani primarnich dat se
pouziva program MassLynx (Waters, USA). Aminokyseliny leucin a isoleucin se
chromatograficky neseparuji, jejich stanoveni je provadéno v sumé (pro vypocet se uvazuje
suma jejich koncentraci). Cystin a cystein jsou pfed hydrolyzou oxidovany a stanovuji se jako
cysteova kyselina, ktera je zpétné stechiometricky pfepocCitdvana na cystein. Stejné tak je
oxidovan methionin, ktery se stanovuje jako methioninsulfon a zpétnym stechiometrickym
pfepoCtem je uren obsah methioninu. Asparagin je béhem hydrolyzy prfeveden na
asparagovou kyselinu, stanovuje se tedy pouze suma asparaginu a asparagové kyseliny. Stejné
tak je hydrolyzovan glutamin na glutamovou kyselinu a jejich stanoveni je provadéno v sumé.
Aminokyselina tryptofan béhem kyselé hydrolyzy zcela degraduje. Soubor stanovovanych
analytl je uveden v Tabulce 13.

3.7.3 Kvantifikace cisté svalové bilkoviny

Obsah ¢isté svalové bilkoviny v analyzovaném vzorku se vypocte pomoci vzorce:

CSB (%) = 3-MetHis (%) x 292

Rozsifena nejistota se pak vyjadii jako 14 % z hodnoty vysledku.
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Tabulka 13: Sledované ionty aminokyselin

Aminokyselina Sumarni M (g/mol) m/z Retenéni ¢as (Min)
Ala C3H/NO2 89,1 90,1 2,20
Arg C16H14N1O> 174,1 175,1 5,03
Asp C4H7NO4 133,0 134,1 2,50

Cystin CesH12N204S2 240,0 241,0 4,79
Glu CsH9NO4 147,1 148,1 2,38
Gly C2HsNO2 75,0 76,0 2,45
His CeHoN3O2 155,1 156,1 4,91
Leu CeHi13NO2 131,1 132,1 1,55
lle CeHi13NO2 131,1 132,1 1,55
Lys CeH14N202 146,1 1471 5,19
Met CsH11NO,S 149,1 150,1 1,68
Phe CoH11NO2 165,1 166,1 1,44
Pro CsHoNO2 115,1 116,1 1,80
Ser C3H7NO3 105,0 106,1 2,75
Thr C4HoNO3 119,1 120,1 2,42
Tyr CyH11NOs3 181,1 182,1 1,82
Val CsH11NO2S 1171 118,1 1,76
Cys C3H7NO>S 121,0 122,0 2,01
Asn C4HsN203 132,1 133,1 2,87
Gln CsH10N203 146,1 147,1 2,71
Trp CuH12N20, 204,1 205,1 1,45

H-Pro CsH9NOs 131,1 132,1 2,35

H-Lys CeH14N203 162,1 163,1 5,73

3-Met-His C7H11N302 169,1 170,1 4,50
1-Me-His C7H11N302 169,1 170,1 4,78
Cysteova C3H7NO5S 169,0 170,1 1,05
Methioninsulfo | C5H11NO4S 181.0 182,1 1,62

516
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Obrézek 5: Ptiklad chromatografické separace isobarickych analytt 1- a 3- methyl-L-histidinu
ve smésném standardu na hladiné 2 mg/I.
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3.8 Pracovni charakteristiky metody
3.8.1 Pravdivost metody

V soucéasné dobé neni komeréné dostupny certifikovany referenéni material obsahujici
celé spektrum sledovanych aminokyselin. Pravdivost metody (zejména u¢innost hydrolyzy) je
tedy pravidelné ovéfovana analyzou vhodné zvoleného referenéniho materidlu (BioCell
collagen), kde deklarované hodnoty jsou uvazovany jako 100 %. Praimérné vytéznosti metody
jsou uvedeny v Tabulce 14. Pii nésledné analyze bilkovinnych hydrolyzati by k ovlivnéni
vytéznosti (ztratam analytl b&hem pftipravy vzorku) mohlo dochédzet pouze nespravnou

manipulaci pfi fedéni vzorka.

Tabulka 14: Vytéznost metody stanovend pomoci interniho referenéniho materialu

Aminokyseliny Vytéznost (%)
Ala 116
Arg 79
Asp+Asn 116
Cys n.d.
Glu+GlIn 108
Gly 87
His 117
lle+Leu 81
Lys 85
Met 86
Phe 93
Pro 114
Ser 103
Thr 82
Trp 101
Tyr 110
Val 94
4-hydroxyprolin 88
5-hydroxylysin 89

3.8.2 Rozsah metody a linearita

Vzhledem k tomu, Ze se sledované analyty mohou vyskytovat v realnych vzorcich
hydrolyzatu masnych vyrobku v Sirokém rozsahu hladin, je nutné volit pro kalibraci rozsah
koncentraci standardi v dostatecné Sirokém rozmezi, odpovidajicim redlnym ndlezim.
Jestlize jsou nalezy hladin analyti vyssi nez odpovidajici kalibra¢ni rozsah, je nutné vzorky

pied samotnou U-HPLC-MS analyzou natedit v pfislusném poméru.
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V pouzivaném kalibra¢nim rozsahu A — E je odezva detektoru za podminek metody pro
vétSinu analytd linearni. Linearita kalibrace se kontroluje vynesenim odezev jednotlivych
analyti do grafu vii¢i koncentraci a pomoci koeficientu determinace (R?), ktery je uveden
v Tabulce 15.

ovv s

3.8.3 Mez stanovitelnosti a nejnizZsi kalibracéni uroveri (LCL = lowest calibration level)

Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejmensi mnozstvi stanovované latky (analytu) ve
vzorku (Cerstvé maso), které muze byt kvantitativné stanoveno s pfedem definovanou

pfesnosti. VétSinou se stanovuje jako trojnasobek meze detekce. Pro uvazované aplikace je

cvwr

v v

matrice (Cerstvé maso) jsou uvedeny v Tabulce 15.

3.8.4 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody lze charakterizovat relativni smérodatnou odchylkou (RSDry,
CV\), ktera se ziska z nejméné Sesti opakovanych analyz téhoZ vzorku. Pro koncentrace okolo
0,001 mg/g by hodnota RSDr neméla piekrocit 15 % a pii koncentracich okolo 1 mg/g by
m¢éla byt hodnota RSDr < 7 %; Uvedené porovnavaci hodnoty jsou odvozeny z modifikované
(zptisnéné) Horwitzovy rovnice. Hodnoty RSD; (%) ziskané opakovanou hydrolyzou vzorku

vepiového masa (n=7) jsou uvedeny v Tabulce 15.
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Tabulka 15: Pracovni charakteristiky metody U-HPLC-MS pro stanoveni aminokyselin
v mase. Hodnoty opakovatelnosti jako RSD byly vypocteny po opakované hydrolyze vzorku

veprového masa.

Aminokyselina (rl;lgllé) lin. rozsah (mg/g) | koeficient det. R? | RSD (%0)

Ala 0,0037 0,0037 - 0,1858 0,9994 4,5

Arg 0,0182 0,0182 - 0,7250 0,9882 12,3

Asp* 0,0013 0,0013 - 1,3875 0,9989 7,9
Asn* 0,0005 0,0005 - 0,5000 0,9989 -

Cys** 0,0015 0,0015 - 0,1533 0,9987 14,6
Cystine** 0,0032 0,0032 - 0,0783 0,9882 -

Glu* 0,0065 0,0065 - 0,6467 0,9945 6,0
GlIn* 0,0013 0,0013 - 0,0547 0,9972 -

Gly 0,0152 0,0152 - 0,6083 0,9938 7,9

His 0,0007 0,0007 - 0,1555 0,9929 6,5

Leu + lle 0,0007 0,0007 - 0,0688 0,9962 55

Lys 0,0005 0,0005 - 0,0480 0,988 8,4

Met** 0,0043 0,0043 - 0,2192 0,9953 5,9

Phe 0,0012 0,0012 - 0,1242 0,9922 8,0

Pro 0,0008 0,0008 - 0,1888 0,9971 55

Ser 0,0012 0,0012 - 0,0488 0,9989 5,8

Thr 0,0003 0,0003 - 0,3333 0,9956 6,8

Tyr 0,0167 0,0167 - 0,8333 0,996 9,0

Val 0,0017 0,0017 - 0,8333 0,9963 4,5
Trp*** 0,0017 0,0017 - 0,3333 0,9961 -

4-hydroxyprolin| 0,0037 0,0037 - 0,1858 0,9986 13,5

5-hydroxylysin | 0,0182 0,0182 - 0,7250 0,9966 14,2

3-MetHis 0,0013 0,0013 - 1,3875 0,9915 6,9

1-MetHis 0,0005 0,0005 - 0,5000 0,9923 8,9

* Asparagin je béhem hydrolyzy pfeveden na asparagovou kyselinu, stejné tak je hydrolyzovan glutamin na
glutamovou kyselinu, jejich hodnoty RSD byly stanoveny pro sumu Asp+Asn a Glu+GlIn.

** Cystin a cystein jsou pied hydrolyzou oxidovany a stanovi se jako cysteova kyselina, ktera je zpétné
stechiometricky pfepocitavana na cystein. Methionin se po oxidaci stanovuje jako methioninsulfon a zpétnym
stechiometrickym pfepoétem je uréen obsah methioninu.

*** Tryptofan béhem se kyselé hydrolyzy rozklada

3.8.5 Negjistota kvantifikace CSB
Relativni standardni nejistota ureni faktoru byla vypoctena z pfirozené variability
obsahu 3-MetHis v mase (jako relativni smérodatna odchylka pramérné koncentrace analytu v

testovacim souboru a pro vSechny tii druhy masa) a z mezilehlé preciznosti analytického

stanoveni 3-MetHis.
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Kombinovana relativni standardni nejistota uc = 7,2 % z hodnoty vysledku, coz

odpovida rozsitené nejistot¢ U = 14 %o.

Priklad vyjadreni vysledku: CSB =150+ 1,1 %
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4 Srovnani novosti postupu

Piedkladana metodika umoziuje ptimé stanoveni volnych aminokyselin ve vzorku po
kyselé oxidativni hydrolyze v systému ultra-u¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s
hmotnostné-spektrometrickou detekci typu kvadrupdl (U-HPLC-MS). Na zakladé obsahu 3-
Methis &i poméra specifickych aminokyselin vi¢i 3-MetHis je nasledné uréen obsah CSB

popiipad¢ pridavek kolagenni bilkoviny.

V bézné praxi se k hodnoceni kvality a autenticity masnych vyrobku vyuZiva pro
stanoveni Cisté svalové bilkoviny Kjeldahlova metoda. Jedna se o nepfimou metodu
stanovujici obsah dusiku. Pii stanoveni Cisté svalové bilkoviny je tieba nejprve provést
vysrazeni bilkovin (zpravidla taninem nebo trichloroctovou kyselinou) a odstranit tak
nebilkovinny dusik. Nevyhodou sréZeni je, Ze bilkoviny nemusi byt kvantitativné vysrazeny,
coZ muze negativné ovlivnit vysledky. Od zjisténého celkového obsahu bilkovin se odeéte
kolagen stanoveny jako 4-hydroxyprolin (stanovi se spektrofotometricky). Zna¢nou limitaci
této metody je vSak nespecifita zminéné Kjehldalovy metody, tj. nemoznost rozliSeni pivodu

bilkoviny (svalova, krevni nebo rostlinna).

Popsand metodika ptedstavuje druhou moznost, a to je vyuziti pifimych metod, které
jsou schopny stanovit piimo latky typické a specifické pro svalové bilkoviny, nevyskytujici se
v jinych typech bilkovin, jako jsou naptiklad aminokyseliny 1- a 3-methylhistidin. Jelikoz
jsou aminokyseliny polarni latky, pfi separaci na reverzni fazi nevykazuji dostateCnou retenci,
a proto pro né neni tento zpuisob separace piili§ vhodny. Popsana U-HPLC-MS metodika
vyuziva typ analytické kolony HILIC, kterd vtomto ptipadé separuje aminokyseliny na
polarni stacionarni fazi na bazi amidu. Pouziti MS detekce umoziuje analyzovat volné
aminokyseliny pfimo bez nutnosti derivatizace analytii, kterd je pii vyuziti konvencnich

detektorti (UV/VIS/FLD) jinak nutnd.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Uvedena metoda umozituje stanoveni obsahu ¢isté svalové bilkoviny (CSB) v masnych
vyrobcich na zakladé diagnostického markeru 1- a 3-methylhistidinu a dalSich aminokyselin.
Metodika 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 piisp&e ke zmapovani
falsovanych masnych vyrobku, které jsou dostupné na ceském trhu. Vyvinutd metodika
umozni kromé kvantifikace CSB také rozligeni pavodu bilkoviny (svalova vs. krevni nebo
rostlinnd), coz patfi mezi hlavni limitace Kjehldalovy metody, kterd je v soucasné dobé
jedinou kontrolni metodou pro stanoveni obsahu CSB. Metodiku je mozné vyuZivat jak ve

statnich, tak v soukromych laboratoiich a vyzkumnych centrech.

Smluvnim uzZivatelem metodiky je Statni zemé&délska a potravinaiska inspekce (SZPI) a

certifikovanou metodiku bude vyuzivat pfi stanoveni obsahu ¢isté svalové bilkoviny.
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6 Ekonomické aspekty

Pii bilanci ekonomickych aspekti bylo ptfedpokladéno, ze laboratof, ktera chce
uvedenou metodu zaveést, jiZ ma zkuSenosti s analyzou na systémech LC-MS a vlastni tak
kapalinovy chromatograf s hmotnostnim  spektrometrem.  Ultra-G¢inny  kapalinovy
chromatograf (UHPLC) umozni laboratofi usporu jak ¢asu, tak i pouzitych chemikalii a
rozpoustédel. To je vyhodné jak z ekonomického (cena za 1 litr acetonitrilu se pohybuje
kolem 4 000 K¢), tak i z ekologického hlediska sniZzenim mnozstvi odpadi. Déle je k
samotnému provedeni analyzy potiebné bézné vybaveni laboratote, viz kapitola 3.4 a 3.5,
dalsi investice do vybaveni nejsou zapotiebi.

Vyuziti hmotnostné spektrometrické detekce umozniuje pfimé stanoveni aminokyselin
bez nutnosti pouziti zdlouhavych postupti, jako napt. derivatizace v ptipad¢ stanoveni pomoci
HPLC-UV nebo GC-MS (néklady na ndkup a pouziti derivatizacnich c¢inidel se pohybuji
radove ve stovkach K¢/vzorek).

Implementace metody zahrnuje zjisténi analytickych standardi aminokyselin a dale pak
zjisténi aktualnich pracovnich charakteristik, zejména zjisténi limith kvantifikace, linearity,
ale také verifikaci metody pomoci opakované analyzy vhodné zvoleného referen¢niho
materidlu (napf. n=6). Seznam standardu je uveden v Tabulkach 5 a 6 a pofizovaci ceny jsou
uvedeny v Tabulce 16. Za ptedpokladu, ze by bylo provedeno 20 verifikacnich a kontrolnich
analyz, ptiCemz provozni naklady na jednu analyzu by byly 3 505 K¢, celkové naklady na
implementaci by se rovnaly 70,1 tis. K& Pokud laboratof UHPLC-MS zafizeni nevlastni

pohybuji se celkové naklady na zavedeni vySe uvedené metody ve vysi 3,1 mil K¢.
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Tabulka 15: Cena jednotlivych standardi aminokyselin

Analyt Cena (K¢) MnoZstvi
Standardni roztok smési aminokyselin 2 033 5mi
L-Asparagin 753 259
L-Glutamin 2033 100 g
L-Tryptofan 572 59
L-Cystein 698 25¢
DL-5-hydroxylysin 1663 100 mg
L-4-hydroxyprolin 3478 100 mg
3-methyl-L-histidin 4 358 100 mg
1-methyl-L-histidin 2 942 50 mg
L-Cysteova kyselina 3052 109
Methioninsulfon 1564 19
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