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1 Cil metodiky
Jednim z dil¢ich cila projektu QK1720263 (PAPAVER - Diagnostické metody pro

laboratorni kontrolu pravosti méku setého) podporovaného Ministerstvem zemédélstvi Ceské
republiky, bylo vyvinout a nasledné¢ validovat analytickou metodu, kterd by kontrolnim
laboratofim dozorovych orgdnti umoznila soucasné ovéieni deklarovaného geografického
puvodu makovych semen a také zjisténi, zda tato semena byla tepelné oSetiena. Tento zakrok
se vyuziva pro ucely tzv. ‘termostabilizace” (deaktivace nativnich lipolytickych enzymu),
v nékterych piipadech ale muze byt cilem tepelné operace i sniZzeni obsahu opiovych
alkaloidii (vycet ktomuto tucelu vyuzitelnych postupi uvadi Doporuceni Komise

2014/662/EV).
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2 Soucasny stav problematiky

Maék sety (Papaver somniferum L.) je jednoleta rostlina, jejiz péstovani ma na nasem
tizemi dlouholetou tradici. Ceska republika je jiz fadu let pfednim svétovym producentem
makovych semen pouZzivanych hlavné v potravinaiském pramyslu. Pro jejich typickou chut’
jsou makova semena oblibenou surovinou pro fadu pekaiskych vyrobku, jako jsou makové
naplné do zavinl a kolacu ¢ijinych moucnikl, oblibu si ziskal 1 za studena lisovany olej
vyuzivany nejen pro potravinaiské, ale i kosmetické ucely. Naopak, makové tobolky neboli
makovice, jsou dilezitym zdrojem opiovych alkaloidi, které se vyuzivaji pro zpracovani ve

L2 3 7zatimco vCR registrované odrady péstované pro

farmaceutickém primyslu.
potravinaiské ucely obsahuji jen nizké hladiny opiovych alkaloidi (obsah morfinu by nemél
prekrocit 25 mg/kg - Vyhlaska ¢. 399/2013 Sb. § 12, odstavec 4), nepotravinarské technické
odrudy obsahuji obvykle vyznamné vys$si mnozZstvi téchto bioaktivnich latek. Zrala makova
semena vSak alkaloidy téméF neobsahuji, nebo pouze na stopovych hladinach; zvySené
koncentrace jsou dusledkem kontaminace, at’ jiz mlé¢nou $tavou (“latexem”) vytékajici
z nezralych makovic, anebo ulomky makovic, které se do semen dostavaji pii nespravné
vedené sklizni a nasledné nedokonalém piecisténi. Potravinaiské odridy maku se od

technickych odrad péstovanych pro farmaceutické ucely lisi nejen mnozstvim a zastoupenim

jednotlivych opiovych alkaloidi, ale i odlisnymi organoleptickymi vlastnostmi.

Jiz v roce 2012 zacala Statni zeméd¢€lska a potravinarska inspekce varovat pied piipady
falovani  kvalitniho  potravinaiského maku  vyslechténého v Ceské  republice
vyrazné levn&jsim, technickym makem, ktery je de facto odpadem farmaceutického pramyslu.
5 6 7 Bohuzel tento mak, ktery mize byt distribuovdn na trhu pod oznaenim ’pro
potravinaiské tcely’, Casto obsahuje vyssi hladiny alkaloid (pokud neproSel dekontaminaci)
a zaroven vykazuje nezadouci organoleptické vlastnosti.  Pracovni skupina EK pro

zemédelské kontaminanty.

N4

Zejmeéna vyssSi koncentrace opiovych alkaloidi ve vzorcich maku deklarovanych jako
‘potravinaiské” a jejich odliné (pro odriidy péstované v CR netypické) relativni zastoupeni
by mohly predstavovat voditko pro prikaz jejich falSovani, jako je napt. 'fedéni’
potravinaiského maku farmaceutickym. Problematika byla posléze feSena i Evropskou
Komisi, kterd na zékladé toxikologickych rizik hrozicich z konzumace opiovych alkaloidu,
vydala "Doporuceni Komise” o spravné praxi pro piedchédzeni a snizovani vyskytu opiovych

alkaloidi v maku a makovych produktech 2014/662/EU. Dokument uvadi, Ze sniZeni obsahu
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alkaloida v semenech maku Ize, mimo jiné, dosahnout pomoci dukladného CiSténi, prani,
mleti a naslednym tepelnym oSetfenim (termostabilizaci). Predpokladda se, Ze téméf uplnou
eliminaci morfinu z kontaminovanych semen lze docilit kombinaci vice oSetieni s tepelnou
Upravou, pokud mozno nad 200 °C. Na druhou stranu ale tepelné oSetfeni muze indukovat
oxidaci lipidd, ktera se projevi zluklou chuti a viani a ztratou typickych senzorickych
vlastnosti maku. Také proces namaceni nebo prani maku muze vést ke sniZzeni kvality a

skladovatelnosti této komodity. 8

V Ceské republice se maky s vysokym obsahem morfinu pro potravinafsky préimysl
nepé¢stuji, lokalni producenti na trh dodavaji vyhradné¢ semena odrid maku o nizkych
hladinach morfinu, ale i dalsich opiovych alkaloidi. ° Naopak v zemich Jizni Evropy, a
piedevsim v tropickém a subtropickém pasu jinych kontinentii se mak péstuje hlavné pro
produkci technického maku pro farmaceutické Gcely. Kolem 60 % celkové svétové produkce
technického méaku pochazi z jihovychodni Asie. Mezi dalsi pfedni péstitele maku pro
farmaceutické Gigely patii Turecko, Indie, Cina, Austrélie a Pakistan. 4 %0

Pii detekci falsovani maku resp. nahradé potravinaiského maku technickym se obvykle
vyuZiva cilové stanoveni obsahu opiovych alkaloidi. V pfipadé tepelného oSetieni téchto
makovych semen ale jiz (vysoké) hodnoty obsahu opiovych alkaloid vyuZity jako dikaz byt
nemohou. Z tohoto diivodu se jevi jako vhodny nastroj pro ureni falSovani presnéji urCeni
autenticity ptivodu semen necilova analyza, metabolomicky fingerprinting. Tento zpisob je
casto realizovan v kombinaci se statistickym zpracovanim dat, kde pfi vyznamné odchylce
v koncentraci (signalech) nékterych metaboliti (nebo ¢astéji kombinaci odchylek nékolika
metabolitl) jsou takovéto vzorky odlehlé od souboru vzorki autentickych. 1!

(<1500 Da), metabolitt, pfitomnych v daném biologickém systému. Metabolomicka analyza
je dnes nejcastéji realizovand pomoci tandemové vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
(HRMS/MS) ve spojeni s ultra-t¢innou kapalinovou chromatografii (U-HPLC). Hmotnostni
detektory vybavené analyzatorem typu orbitrap nebo analyzatorem doby letu (TOF) umoziuji
identifikaci latek na zakladé piesné hmoty matetského iontu a izotopového vzoru, ze kterych
je mozno urcit elementarni slozeni dané latky. Tandemové usporadani (MS/MS) potom nabizi
moznost ziskat dalSi strukturni informace o detekovanych latkach diky fragmentaci
matefského iontu, coz umoziuje v fad¢ piipadl identifikaci latek bez pouziti analytickych
standardt, za ptfedpokladu, ze jsou k dispozici vhodné softwarové databaze (knihovny).

Vysoky diagnosticky potencidl této analytické platformy pro hodnoceni autenticity
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a odhalovani falSovani potravin byl demonstrovan v fadé védeckych publikaci a je pouzit

i v této metodice. 1#1°
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3 Charakterizace metodiky
3.1 Pouzitelnost zvolené analytické strategie

Necilovy screening, resp. metabolomicky ,.fingerprinting”, zde aplikovany pro
Klasifikaci semen maku, je v oblasti autentikace potravin a piirodnich produkti vysoce
perspektivni, genericky aplikovatelna strategie, reprezentujici svétovy trend. Data generovana
metodou metabolomického fingerprintingu“ jsou zpracovana s vyuZitim multivariaéni
analyzy, ziskané modely je poté moZno pouZit k ovéfeni (i) deklarovaného geografického
puvodu semen maku a (ii) k prukazu tepelného osetieni ("termostabilizace”) maku.

Pro vytvoreni klasifikaéniho modelu, umoznujiciho zjisténi zemé puvodu (geograficitu),
byly analyzovany vzorky semen méaku (n=70) z fady lokalit - z Ciny, Austréalie, Turecka,
Spanélska, Némecka, Slovenska, Rakouska a Ceské republiky, tak aby byla podchycena
variabilita metabolomu.

Pro vytvoreni klasifikaéniho modelu, ktery bude slouZit k prikazu tepelného oSetieni
méaku, byly analyzovany vzorky autentickych semen, tepelné neoSetienych (n=16) a
v laboratornich podminkach termostabilizovanych (n=16). Jednalo se 0 komplementarni sady
vzorku, kdy semena daného maku byla analyzovana vzdy pied a po termostabilizaci. Ziskany

tak byly velmi robustni modely s dostate¢nou vypovidajici hodnotou.

3.2 Princip analytické metody

Ethanolové extrakty cerstvé pomletych makovych semen byly analyzovany metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostné-
spektrometrickou detekci (U-HPLC-HRMS/MS, analyzétor doby letu s kvadrupélem, QTOF).
Cilem bylo zaznamenat charakteristické “fingerprinty” metabolitd (slou¢eniny s molekulovou
hmotnosti < 1200 Da) makovych semen rtizného ptivodu a termostabilizovanych semen.
V ptipadé prikazu termostabilizace makovych semen bylo dal$im (dopliujicim) cilem popsat
vliv tepelného oSetieni na pribéh zmény chemického sloZeni po rozemleti makovych semen.
Na zaklad¢ naméfenych dat byla vytvofena databaze hmotnostné-spektrometrickych zdznamu
vzorki, kterd poslouzila pro tvorbu chemometrickych modelt (multivariacni analyza) s
vysokou rozpoznavaci a predik¢ni schopnosti.

Na zakladé méteni presné hmoty, znalosti sumarniho vzorce (elementarniho sloZeni) a
informaci dostupnych z odborné literatury je moznéa piedbézna identifikace vybranych iont —

markertd pro profilovani.
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3.3 Chemikalie a spotiebni material

methanol, Merck (Némecko)
deionizovand voda (zatizeni Milli-Q, Millipore, Némecko)

propan-2-ol (Sigma-Aldrich, Némecko)
ethanol (Merck, Némecko)
mravenéan amonny, Cistota 99,9 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)

kyselina mravenci, for masss spectrometry - 98 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)
kalibra¢ni roztok APCI Calibration Solution (SCIEX, Kanada)
technicky plyn: dusik (99,994 %), Technoplyn (CR)

plastové (PTFE) kyvety o objemu 15 ml, Merci (CR)
vialky, septa, vi¢ka a dal3i p¥islusenstvi, (Labicom s.r.o., Ceska republika)

bézné laboratorni sklo a vybaveni

3.4 Pristroje a zarizeni

Piiprava vzorku:

e centrifuga Rotina 35R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

e pfistroj na pfipravu deionizované vody Milli-Q (Merck Millipore, Némecko)
e automatické pipety (TraffLab-Transferpette®, Svycarsko)

e nerezovy mlynek KM-2270, Tristar

e analytické vahy (e=1 mg, d=0,01/0,1 mg)

e tiepacka HS 250 basic (IKA Labortechnik, IKA Werk, Némecko)

Instrumentalni systém U-HPLC-HRMS:

e kapalinovy chromatograf U-HPLC DionexUltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific,USA)
e hmotnostni spektrometr TripleTOFTM 6600 (SCIEX, Kanada)

e analyticka kolona BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um) (Waters, USA)

3.5 Pouzity software

e Analyst® verze 1.6 TF, SCIEX, Kanada
e PeakViewTM verze 2.2, SCIEX, Kanada
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e MarkerViewTM verze 1.2.1, SCIEX, Kanada
e SIMCA verze 13.0, UMETRICS, Svédsko
e ChromeleonTM verze 7.1, ThermoFischer SCIENTIFIC, USA

Poznamka: Kromé pristroje a zaiizeni uvedenych dodavatelii, které byly pouzity pro tuto metodiku, lze
pouZit instrumentaci i od alternativnich dodavatelii, pokud jsou pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi
byt dokumentovana pri implementaci metody v konkrétnich podminkach.

3.6 Pracovni postup
3.6.1 Piiprava vzorku

0,5 g homogenizovaného reprezentativniho vzorku makovych semen se navazi do
15 ml plastové centrifugaéni kyvety. Do kyvety se ptida 15 ml ethanolu. Obsah kazde kyvety
je intenzivné tfepan po dobu 30 minut (210 min?). Vzorky jsou nasledné odstfedény
v centrifuze pii 10 000 min™ a teploté 5 °C po dobu 5 minut. Po odsttedéni je extrakt odebran
do vialek a tim pfipraven k analyze. Dale se ptipravi vzorky pro kontrolu kvality (QC)
méfenych dat, které slouzi k ovéteni, Ze méteni v priubéhu celé sekvence probéhla za stejnych
podminek, a tak ziskana data jsou konzistentni. V pfipadé metabolomickych studii se jedna
0 smés analyzovanych vzorka ("pool”), ve které by mély byt obsazeny ionty pfitomné ve
vSech analyzovanych vzorcich. QC vzorek je nastiikovan minimalné desetkrat na zacatku
sekvence adéle je zafazen po kazdych 5-10 vzorki v priub&hu celé sekvence. V piipadé

spravné funkce zatizeni, PCA analyza namétenych dat ukaze jejich t€sné seskupeni.

3.7 Podminky pofizeni metabolomickych ,,fingerprinti“ pomoci U-HPLC-
HRMS

Pro pofizeni metabolomického ,fingerprintu“ je wvyuzita ultra-G¢inna kapalinova
chromatografie (UHPLC) ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni
spektrometrii s hybridnim analyzatorem kvadrupdl — analyzator doby letu castic (HR-
QTOFMS).

Podminky méfeni extraktd semen méaku jsou uvedeny v Tabulkdch 1 a 2 pro

kapalinovou chromatografii a v Tabulce 3 pro hmotnostni spektrometrii.

Tabulka 1: Podminky UHPLC separace

LC

Teplota kolony 60 °C

10
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1ul

5°C

BEH C18 (2,1x100 mm, 1,7 pm)

A - 5 mM mraven¢an amonny ve smési vody a methanolu (95/5, v/v) + 0,1 %
kyselina mravenci

B - 5 mM mravencan amonny ve smési vody, methanolu a propan-2-olu
(5/30/65, viviv) + 0,1 % kyselina mravenci

Tabulka 2: Gradient mobilni faze (pfi ionizaci ESI+)

0 04 90 10
1 04 50 50
5 04 20 80
11 04 0 100
19 0,5 0 100
20 0,5 90 10
22 04 90 10

Tabulka 3: Podminky MS detekce

Duo SprayTM s odd€lenymi EST a APCI iontovymi zdroji

ESI +

480 °C

+5000 V

100-1200

35+£15eV

50 psi (345 kPa)

50 psi (345 kPa)

FWHM > 31000 (m/z 321,0192)

3.8 Detekce a konfirmace specifickych markeri
3.8.1 U-HPLC-HRMS analyza

Extrakty vzorkd jsou za vySe uvedenych podminek vySetfeny v pozitivnim modu
ionizace (ESI+). Ziskané ,.fingerprinty“ ethanolovych extrakti makovych semen rizného
pivodu jsou bohaté, vizuilné vsak nelze rozdily hodnotit (Obrazek 1). Rada slozek

metabolomu neni totiz chromatograficky separovana, separovany jsou az spektralng,

11
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dekonvoluci. Pii klasifikaci exportovanych dat chemometrickymi metodami jsou potom
zohlednény poméry normalizovanych relativnich intenzit jednotlivych ionti/latek (viz nize).
Stejny ptipad je i v ptipadé termostabilizovanych a tepelné neosetfenych maku (Obrézek 2).
Ziskanad data jsou zpracovana pomoci statistickych chemometrickych analyz v programu
SIMCA, jejichZ vysledky jsou ukazany nize (Obréazky 3-8).

12
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A

Intensity

Intensity

15 16 7 12 15 20 i

Time, min
12178

Intensity

Time, min

Obrazek 1: Ukadzka U-HPLC-ESI-HRMS ,base peak“ chromatogramu (BPC) vzorkt makovych
semen rtizného pivodu (A — Cina; B — Spanélsko; C — Ceska republika), mé&fenych v pozitivnim médu
ionizace

13
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10e8
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Time, min
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Obrézek 2: Ukazka U-HPLC-ESI-HRMS ,base peak” chromatogramu (BPC) vzorkii makovych
semen (A — termostabilizovand; B — neoSetfend), méfenych v pozitivnim maédu ionizace

3.8.2 Vicerozmérna 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 vyuZzije
metody multivariaéni chemometrické analyzy, nejcastéji analyzy hlavnich komponent
(Principal Component Analysis, PCA). Tato statistickdi metoda umozZiiuje prozkoumat
strukturu komplexnich dat. Pfi tvorbé statistickych modeli pro klasifikaci neznamych vzorkl
lze pak uplatnit naptiklad diskrimina¢ni analyzu nejmensich ¢tverct (partial least squares
discriminant analysis, PLS-DA).

V piipadé této metodiky bylo zpracovani dat provadéno automaticky pomoci softwara
MarkerView a SIMCA, které obsahuji podprogramy (komponenty) pro zpracovani dat
i statistické zpracovani. Proces zpracovani dat sestaval z nékolika dil¢ich kroki: vyhledani
pikii pomoci automatického algoritmu; ,,alignment resp. mezivzorkové sjednoceni retencnich
Cast a presnych hmot detekovanych latek; odstranéni izotopickych hmot a odecteni latek
ptitomnych ve slepych vzorcich. Takto je ziskana matice dat, obsahujici seznam naméfenych
iontll, charakterizovanych retenénim casem, piesnou hmotou, intenzitou a ,,ndbojovym

stavem* (monoizotopicky ¢i izotopicky). V ptipadé zpracovani dat pro rozliSeni zem¢& piivodu

14
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bylo detekovano 1218 iont a v ptipadé¢ dat pro prikaz termostabilizace maku 1023 iontd. Pro
procesovani byla data normalizovana na celkovou sumu ploch. Nasledné bylo pouZito
Paretovo odstupiiovani (Pareto scaling) a provedena analyza hlavnich komponent (Obrézek 3
a 4). Takto byly ziskany grafy komponentnich vah a grafy komponentniho skore.

V dalSim kroku byla data podrobena diskrimina¢ni analyze nejmens$ich ¢tverct (PLS-
DA). Vytvoieny byly tii PLS-DA modely (obréazek 5-8). Kvalita modeld byla hodnocena na
zakladé hodnot komponentnich vektorti RZX (podil variability proménnych X vysvétlenych
v modelu), R?Y (podil variability proménnych Y vysvétlenych v modelu) a Q? (parametr
prediktivni schopnosti). Obecné plati, Zze hodnota Q? vy3§i nez 0,5 naznacuje dobrou kvalitu
modelu a hodnota Q? vy33i nez 0,9 pak excelentni model. Hodnoty parametri R2X, R%Y a Q?
vytvofenych PLS-DA modelt jsou shrnuty v Tabulce 4.

Po ziskani uvedenych PLS-DA modelu byla provedena jejich validace. Jednalo se
o interni validaci, tzv. cross-validaci, ktera byla provedena v sedmi cyklech. Validaci modelt
byly zjiStény rozpoznavaci a predikéni schopnosti. Rozpoznavaci schopnost zndzoriuje
procentudlni uspéSnost spravné zafazenych vzorkl analyzovaného souboru do pfislusné
skupiny. Predik¢éni schopnost udava procentudlni uspéSnost spravného zatrazeni nové
testovaného vzorku. V optimalnim pfipadé by obé tyto hodnoty mély dosahovat 100 %. Obé
zminéné schopnosti by tedy mély byt co nejvyssi. Hodnoty rozpoznéavacich a predikénich

schopnosti tii vytvorenych PLS-DA modeld jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Obrazek 3: PCA analyza dat z metabolomického ,fingerprintingu“ ethanolovych extrakti semen
maku pavodem z Australie (tmavé modra barva), Ciny (Servena barva), Turecka (Zlutd barva),
Spanélska (svétle modra barva) a piivodem souhrnné ze zemi Stiedni Evropy — Slovensko, Némecko,
Rakousko a Ceska republika (zelena barva), pozitivni mod ionizace (ESI+).
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Obréazek 4: PCA analyza dat z metabolomického fingerprintingu* ethanolovych extrakta

termostabilizovanych tmavé modra barva a neoSetfenych (Cervena barva) semen maku, pozitivni mod
ionizace (ESI+).
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Obréazek 5: PLS-DA analyza dat z metabolomického ,fingerprintingu® ethanolovych extraktt semen
maku piivodem z Australie (tmavé modra barva), Ciny (Servena barva), Turecka (Zlutd barva),
Spanélska (svétle modra barva) a piivodem souhrnné ze zemi Stiedni Evropy — Slovensko, Némecko,
Rakousko a Ceska republika (zelena barva) — model A, pozitivni mad ionizace (ESI+).
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Obréazek 6: PLS-DA analyzy dat z metabolomického ,,fingerprintingu® ethanolovych extraktt semen
maku ptivodem z Rakouska (modré barva), Némecka (Servena barva), Slovenska (zluta barva) a Ceské
republiky (zelena barva) — model B, pozitivni mdd ionizace (ESI+).
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Obréazek 7: PLS-DA analyzy dat z metabolomického ,fingerprintingu® ethanolovych extraktii semen
méku puvodem z Némecka (modra barva) a Rakouska (zelend barva) — model C, pozitivni mdd

ionizace (ESI+).
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Obréazek 8: PLS-DA analyza dat z metabolomického ,.fingerprintingu® ethanolovych extrakta
termostabilizovanych tmavé modra barva a neoSetienych (Cervena barva) semen maku — model D,

pozitivni mod ionizace (ESI+).
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Tabulka 4: Hodnoty parametri R?X, R?Y a Q? vytvofenych PLS-DA modelt

Model R2X R2Y Q2

Model A 0,892 0,978 0,915
Model B 0,751 0,933 0,577
Model C 0,869 0,997 0,974
Model D 0,652 0,882 0,870

Tabulka 5: Hodnoty rozpoznavacich a predikénich schopnosti vytvoifenych PLS-DA modelt

Model Rozpoznavaci schopnost [%6] Predikéni schopnost [%6]
Model A 97 80
Model B 100 96
Model C 100 100
Model D 100 100

3.8.3 [Identifikace charakteristickych markerii

Markery, t.j. metabolity které nejvice ovlivituji rozdéleni vzorka do skupin, byly uréeny
pomoci tzv. VIP (variable importance plot) plotd, které jsou pro klasifikaci dle geografického
ptavodu znazornény na Obréazku 9 a dle tepelného osetieni na Obrazku 10. Jde o latky, které
jsou ve statisticky vyznamné vys$i mife pritomny v jedné ze skupin. ldentifikace markert
byla realizovana pomoci pokrocilych softwarti, jimiz je vybaven méfici systém. Na zakladé
pfesné hmoty a izotopového vzoru jsou schopny navrhnout pravdépodobny sumarni
(elementarni) vzorec hledané latky. Spolu s ptfesnou hmotou je tato informace pouzita pfi
vyhledavani v chemickych databazich jako jsou, napt. ChemSpider nebo Metlin. Jako
maximalni mozna odchylka naméiené hmoty od teoretické hmoty je akceptovana hodnota & 5
ppm (parts per million). Pfi nizké intenzit¢ zkoumané latky lze ve vyjimeénych piipadech
pracovat s hodnotou do = 10 ppm. Konfirmace identity nalezenych latek probiha na zakladé
pritomnosti specifickych molekulovych fragmenta¢nich iontd, tedy miry shody naméfenych
MS/MS fragmentu s teoretickymi (in silico) nebo v databazi nalezenymi MS/MS fragmenty
konkrétnich molekul. Dilezité markery pro odliSeni geografického pivodu jsou uvedeny
v Tabulce 6. V Tabulce 7 jsou uvedeny markery pro odliseni termostabilizovaného a
neosetieného maku. Zaroven je u nékterych latek uvedena navrzena identifikace. Je nutné
zdiraznit, Ze pro ucely autentikace /klasifikace je dostacujici znalost hodnot m/z ptislusného

diagnostického iontu.
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Obréazek 9: VIP plot prezentujici vysledky PLS-DA analyzy souboru vzorkli mak

geografického puvody v pozitivnim modu ionizace.
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Obréazek 10: VIP plot prezentujici vysledky PLS-DA analyzy souboru termostabilizovanych

s neoSetienych vzorki maku v pozitivnim modu ionizace.
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Tabulka 6: Identifikované markery geografického ptivodu maku

BT - Qdchylka od y ) )
(min) m/z Sumarni vzorec pres(n;(;) lr:]l;loty adukt Identifikace Pilivod maku
1,60 526,3394 | C29H47N2NaO5 0,54 [M+H]+ - Turecko
4,41 | 520,3417 | C26H50NO7P -1,92 [M+H]+ LPC 18:2 Australie, Cina
4,68 | 496,3417 | C24H50NO7P 3,83 [M+H]+ LPC 16:0 Némecko
485 | 522,3478 | C26H52NO7P 4,60 [M+H]+ LPC 18:1 Australie, Cina
7,94 | 714,5096 C39H6908P 3,92 [M+NH4]+ PA 36:4 Slovensko
8,11 | 365,3423 C24H4402 2,46 [M+H]+ - Spanélsko
8,31 | 716,5242 | C39H74NOS8P 2,37 [M+H]+ 1-Palmitoyl-2-linoleoyl PE Slovensko
9,58 601,5210 - - - - Rakousko, Némecko
11,17 | 912,7687 C57H9807 3,94 [M+NH4]+ 22:1-Glc-Stigmasterol Rakousko
11,39 | 888,7693 C55H9807 4,73 [M+NH4]+ 20:0-Glc-Sitosterol Ceska republika
11,72 | 916,8003 C57H10207 4,25 [M+NH4]+ 22:0-Glc-Sitosterol Cina
12,73 | 896,7716 C57H9806 1,56 [M+NH4]+ TG 54:6 Slovensko

LPC - lysofosfatidylcholin, PA — fosfatidova kyselina, TG — triacylglycerol, x:y = poéet uhlikii v navazanych fetézcich : pocet dvojnych vazeb v havazanych

fetézcich)
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Tabulka 7: Identifikované markery termostabilizovaného a tepelné neoSetieného maku

RT - Qdchylka od » ) ,
(min) m/z Sumarni vzorec | presné hmoty | adukt Identifikace Pilivod maku
(ppm)

0,59 381,0778 - - - - Neosetieny mak
0,60 | 365,1062 C12H22011 2,2 [M+Na]+ Disacharid Neosetieny mak
0,61 325,1124 C12H20010 -1,5 [M+H]+ - NeoSetfeny mak
5,12 355,2839 C21H3804 -1,1 [M+H]+ MG 18:2 Neosetieny mak
540 | 353,2562 C19H3804 0,0 [M+Na]+ MG 16:0 Neosetieny mak
6,10 | 381,2964 C21H4204 -3,2 [M+Na]+ MG 18:0 Neosetieny mak
10,55 | 949,6868 C51H96015 -4,8 [M+H]+ DGDG 36:0 Termostabilizovany mak
10,57 | 933,7102 - - - - Termostabilizovany mak
10,81 | 904,7577 C55H9808 -1,5 [M+NH4]+ TG 52:4;2 Termostabilizovany mak

MG- monoacylglycerol, TG - triacylglycerol, DGDG - digalactosyldiacylglycerol x:y;z = pocet uhlikii v navazanych fetézcich : pocéet dvojnych vazeb

V navazanych fetézcich; stupen oxidace
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3.9 Pracovni charakteristiky metody
3.9.1 Selektivita metody

Technika U-HPLC-HRMS umoziuje, diky chromatografické a spektralni separaci,
u¢innou detekci Sirokého spektra slozek metabolomu (uvazovany slouc¢eniny do 1200 D).
Selektivita metody je uréena rozliSovaci schopnosti (resolution power, RP) hmotnostniho
spektrometru, kterda se u hmotnostnich analyzatord umoziujicich méfeni pii vysoké
rozlisovaci schopnosti méni s hodnotou m/z iontt. V ptipadé hmotnostniho analyzatoru typu

kvadrupol-analyzator doby letu (Q-TOF), se RP sniZuje s rostouci hodnotou m/z.

3.9.2 Robustnost metody

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

koncovkou. Pro omezeni nezadoucich vlivii je doporuceno respektovat nasledujici opatieni:

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

e Analyzu zahgjit 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 vS§ech analyzovanych vzorki) a jeho analyzu provadét opakované
na zacatku sekvence, béhem sekvence (v pravidelnych intervalech) a na konci sekvence —
kontrola stability podminek béhem méteni vzorkil (retencni Cas, intenzita jednotlivych
latek, presnost hmoty).

e Pro zajisténi presného meéfeni hmotnostnim detektorem typu Q-TOF v pribéhu celé
sekvence, je nutné detektor pied zacatkem analyzy kalibrovat a kalibraci automaticky

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

Vétsinu  zptisobu falSovani maku, tj. michani (fedéni) kvalitni suroviny -—
potravinaiského maku makem technickym ¢i jeji Uplné nahrazeni, je mozné odhalit
vhodnymi rutinnimi analytickymi postupy, kdy se stanovuje profil opiovych alkaloidi. Pokud
jsou viak tato semena technického maku tepelné oSetfena, hodnoty obsahu opiovych
alkaloidu jiz nejsou ukazateli falSovaného maku. Za téchto podminek se autentikace ptuvodu
makovych semen stava obtiznou, nebot’ dosud spolehlivd laboratorni metodika nebyla
K dispozici, zfejmé i proto, ze problém resp. pozadavek na odhaleni tohoto typu falSovani je
specificky pouze pro nékolik stiedoevropskych zemi, které péstuji potravinarsky mak. Dosud
publikované studie zaméfené na mak feSily piedevsim kvantitativni extrakci a analyzu
jednotlivych skupin latek jako jsou opiové alkaloidy / steroly / mastné kyseliny.

Piedkladana metodika vychazi z tzv. metabolomiky resp. strategie metabolomického
fingerprintingu, tedy vyuZiti necilové analyzy, ktera umoziuje provést rychlou analyzu
vhodnou k autentikaci geografického pivodu a k prikazu termostabilizace maku. Vyvinuta
metodika pfinasi novy zplsob analyzy pomoci ,fingerprintingu“ celkového metabolomu
s vyuzitim ultra-u¢inné kapalinové chromatografie spojené s vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrii (U-HPLC-HRMS) s ionizaci elektrosprejem. Tento pfistup je zcela unikatni
a nebyl doposud publikovan. Je ale tfeba zdiraznit potfebu dal§iho zvySovani robustnosti
chemometrickych modeli pomoci rozsifovani poétu analyzovanych autentickych vzorki
maku pouZzivanych Kk jejich konstrukci.

Prednosti komplexniho necilového fingerprintingu frakei extraktd metodou UHPLC-
HRMS je pfedev§im mnozstvi informaci obsazenych v hmotnostnich spektrech detekovanych
metabolitli (vesSkeré ionizovatelné slouceniny v oblasti molekulovych hmot od 100 do 1200
Da). Metodika poskytuje spolehlivou kvalitativni i kvantitativni informaci a je robustni. Tato
inovativni metodika analyzy metabolomu méaku umoZiuje také retrospektivni prohledavani
dat a dodate¢nou identifikaci piivodné necilené slouceniny, c0Z konvenéni rutinni metody

cilové analyzy neumoziuji.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky
Parametry a pracovni charakteristiky uvedené analytické metody, kterd je zaloZena

na principu U-HPLC-HRMS, jsou vhodné pro ziskani rychlé kvalitativni informace
0 autenticit¢ makovych semen (ovéfeni geografického plivodu makovych semen, prikaz
tepelného oSetieni).

Metodika byla vyvinuta pro ucely projektu QK172026311530272 — ,,Diagnosticke
metody pro laboratorni kontrolu pravosti maku setého*. Aplikace metody v ramci tohoto
projektu vyznamné ptispéje k potvrzeni ptvodu makovych semen a zaroven k popsani
chemickych zmén, které probihaji béhem termostabilizace maku.

Smluvnim uzivatelem metodiky je Statni zemé&d¢lska a potravinaiska inspekce (SZPI).
Uvedenou metodiku je vzhledem k jednoduchosti a rychlosti postupu mozné aplikovat ve

smluvnich statnich i soukromych laboratotich a vyzkumnych centrech.
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6 Ekonomickeé aspekty

Vyhodou vyse popsané metodiky analyzy méku je vyuZiti ultra-vysokoté¢inné kapalinové
chromatografie, ktera ma oproti konvenéni HPLC vyS$§i separacni potencidl, umoZiiuje
vyznamné zkraceni doby analyzy, ale i1 snizeni spotfeby rozpoustédel (methanol). To
je vyhodné jak z ekonomického (cena za 1 litr methanolu se pohybuje kolem 2 500 K¢&), tak
i Z ekologického hlediska snizenim mnozZstvi odpadu. Pii bilanci ekonomickych aspekti bylo
ptedpokladano, Ze laboratof, kterd chce uvedenou metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s
analyzou v systémech U-HPLC-HRMS a vlastni jiz také kapalinovy chromatograf s
vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. Implementace metody zahrnuje zjiSténi
aktualnich pracovnich charakteristik, zejména zji$téni citlivosti a opakovatelnosti metody. Za
ptedpokladu, ze by bylo provedeno 20 verifikacnich a kontrolnich analyz, pti¢emz provozni
naklady na jednu analyzu by byly 1400 K¢&, celkové naklady na implementaci by se rovnaly
28 tis. K¢.

Ekonomicky vyznamnym piinosem je podstatné zvysSeni ucinnosti kontroly dodrzovani
nafizeni (ES) ¢. 1169/2011 a nafizeni (ES) €. 178/2002. DalSim pfinosem je zvySeni diveéry
vefejnosti k potravindm. Ekonomické piinosy ofekavané v této oblasti nelze vSak presné

kvantifikovat.
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