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1. UVOD (anotace)

Cilem je wvytvofit navrh schématu metrologické navaznosti metod zaloZenych na
metabolomickém fingerprintu a dale politiku (strategii) standardizace téchto inovativnich
vySetfovacich postupt od zpracovani vzorku pres ziskani a vyhodnoceni spektrometrickych
zaznaml aZ po chemometrické zpracovani a interpretaci vysledkd. Ukol byl zadan jako
soucast Programu rozvoje metrologie na rok 2017. Zavére¢na zprava zahrnuje a dopliuje i
dil&i zpravu ze srpna 2017.

2. POPIS RESENIi UKOLU

Dilci cil A:

Ziskani a vyhodnoceni metabolomickych fingerprint G / profil & nejméné 3 potravin
razného druhu (duben — €éervenec 2017)

Pro méfeni metabolomickych fingerprintd /profild bude primarné vyuZzita technika ultrau€inné
kapalinové chromatografie U-HPLC, pfipadné superkriticka fluidni chromatografie (SFC), ve
spojeni s hmotnostnim detektorem typu kvadrupdl-analyzator doby letu QqTOF. Jako
metabolom oznadujeme soubor vSech nizkomolekularnich (cca do 1500 Da) sloucenin
(slozek vzorku) detekovanych v rdmci necilového screeningu, jako metabolomicky profil pak
soubor vybranych slou€enin s ur€itym spoleénym charakteristickych znakem (napf. strukturni
podobnost).

Cokolada: problémem byva zejména neshoda sloZeni s deklarovanou kategorii vyrobku,
napf. snizeny obsah kakaového masla, pfidavek rostlinnych tukd nad hranici apod.

Rostlinné oleje: panenské, za studena lisované: u tohoto typu vyrobku se lze setkat
s pfidavkem levnéjSich rostlinnych oleji, zaména suroviny. Kritické mdze byt i kvalita oleje
(Zluklost)

Kofeni: v Uvahu, zejména u drazSich druh( (napf. Safran, pepf, chilli paprika), pfipada
pFidavek ¢i zaména levné&jSim rostlinnym materidlem, pfibarvovani apod.
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Dil&i cil B:

Navrh pilotni zkuSebni metody ,Stanoveni latkového profilu / metabolomu metodou
hmotnostni spektrometrie* ( éervenec — listopad 2017)

Na zakladé experimentl provedenych pfi FeSeni dil€iho cile A bude vypracovan obecny vzor
pro standardizaci analytickych metod necilového stanoveni a zpracovani latkovych profila /
metabolomu potravin s cilem provadét jejich autentikaci, resp. prokéazat falSovani vybranych
komodit. Metoda bude implementovana v laboratofi feSitelského pracovisté a zahrnuta do
rozsahu akreditace podle CSN EN ISO/IEC 17025.

Dilci cil C:

Zpracovani a validace schématu metrologické ndvazno  sti - (zaFi — listopad 2017)

Ve spolupraci s EURACHEM CR bude posouzena validita primarnich dat, ziskanych pfi
méreni v tomto Ukolu a méficich postupu. Primarni data budou potom statisticky zpracovana
uni- a multivarianimi metodami s cilem vhodné interpretace ziskanych dat i s ohledem na
evropskou a ¢eskou legislativu. Bude navrzeno modelové schéma navaznosti pro metody
metabolomického vySetreni.
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3. DOSAZENE VYSLEDKY

3.1 Metabolomika c¢okolady

Uvod

U Cokolad je nejCastéjsim problémem neshoda s deklarovanym sloZzenim vyrobku,
napr. snizeny obsah kakaového masla, sniZzeny obsah celkové kakaové suSiny Ci pridavek
nedeklarovanych ¢&i nepovolenych rostlinnych tukd. V nékterych pfipadech tak mulze
dochazet i k nedodrZeni legislativnich poZzadavku pro ¢okoladu a tim i k nespravnému
oznaceni druhu vyrobku (viz napf. VyhlaSka €. 76/2003 Sb. v platném znéni). K dispozici byl
soubor 100 vzorkd, ktery zahrnoval horké ¢okolady v maximalnim rozmezi obsahu celkové
kakaové susiny (35 — 100 %), mlé¢né Cokolady a dal3i kakaové vyrobky (polevy, pochoutky).

Vzhledem k velmi komplexnimu slozeni téchto vyrobk( byla pro analyzu zvolena
technika ultra-uc¢inné superkritické fluidni chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci
tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPSFC-HRMS/MS) s ionizaci elektrosprejem. Tato
moderni metoda nabizi unikatni selektivitu a rychlost separace a je velmi vhodna pro
nepolarni latky, jakymi jsou acylglyceroly, které jsou dominantni sloZzkou ¢okolad.

Vstupni experimenty

V avodni fazi projektu byla provedena optimalizace extrakéniho postupu a
optimalizace chromatografické separace.

Vzorky byly pfed extrakci jemné namlety a uchovavany v chladu. Pro extrakci byla do
15ml kyvety navazena 0,1 g vzorku, protfepana s 5 ml extrakéni smési methanol/ethylacetéat
1:2 (v/v) po dobu 1 min, odstfedéna (5 min, 10000 min, 20 °C) a prefiltrovana pres mikrofiltr
(0,22 ul). Ziskany extrakt byl pfed analyzou 10 x nafedén.

s s

latek pfitomnych ve vzorku. Duraz byl kladen na lipidy, které jsou dulezité pro ovéreni
autenticity kakaového masla. DalSi vyznamné latky, které souvisi s kvalitou ¢okolad, jsou
alkaloidy theobromin a kofein charakterizujici tukuprostou kakaovou suSinu. Pfi vybéru
extrakéniho rozpoustédla byla proto pozornost soustfedéna nejen na celkovy pocet
detekovanych latek (features), ale také na intenzitu konkrétnich latek, které jsou
pro ¢okoladu charakteristické. Jako UCinngjSi se obvykle pro extrakci osvédcuji, diky nizsi
selektivité, smési dvou az tfi rozpousStédel. Kromé Cistych rozpoustédel (methanol;
isopropanol) byly proto testovany také smési o rizné polarité: (i) hexan/isopropanol 1:3 (v/v),
(i) isopropanol/ethylacetat 2:1 (VIv), (i) isopropanol/methanol 2:1 (Viv),
(iv) methanol/ethylacetat 1:2 (v/v), a (v) methanol/voda 19:1 (v/v). Vzhledem k tomu, Ze
triacylglyceroly se ve vzorcich nachazeji ve vysokych koncentracich, bylo snahou podpofit
extrakci predevsSim vice polarnich latek. Pfi pouziti nejpolarnéjsi smési (v) ovSem jiz
dochazelo k vyznamnému potlaceni extrahovatelnosti triacylglyceroltd a jejich derivatl a
celkovy pocet features v pozitivnim maodu ionizace byl zhruba tfetinovy (cca 1400)
Vv porovnani s ostatnimi smésmi. Smési se stfedni polaritou poskytovaly pro extrahovatelnost
latek Sirokého rozmezi polarity dobry kompromis; jako nejvhodnéjsi byla s ohledem na
intenzity vyznamnych latek zvolena smés (iv) s celkovym pocétem features okolo 4400. S
pouzitim negativniho modu ionizace bylo detekovano vyznamné niZSi mnozZstvi features, asi
120 (predevsim mastné kyseliny a diacylglyceroly). Chromatogramy vybranych extraktl jsou
znazornény v Pfiloze 6.1.1.
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Pripravna méreni

Vyhodou separaci pomoci SFC je moznost vyuZiti jak polarnich, tak nepolarnich
stacionarnich fazi s mobilni fazi o jednom sloZeni. V rdmci projektu bylo testovano nékolik
typl stacionarnich fazi od spolecnosti Waters dostupnych v nasi laboratofi: Acquity UPC?
HSS C18 SB (3,0 x 100 mm, 1,8 ym); Acquity UPC? BEH (3,0 x 100 mm, 1,7 ym); Acquity
UPC? Torus 1-AA (3,0 x 100 mm, 1,7 ym); a Acquity UPC? Torus 2-PIC (3,0 x 100 mm,
1,7 um). Jako modifikator byla pouZita smés rozpoustédel methanol/acetonitril 4:1 (v/v)
s5% vody a 15mM mravenanem amonnym, kterAd se osvédCila jiz u pFedchozich
experimentd. Zatimco ,klasicka“ nepolarni kolona typu C18 se ukéazala jako velmi vhodna
pro analyzu triacylglyceroll, pro ziskani komplexniho profilu vzorku byla jako nejvhodnéjsi
vybrana polarni kolona BEH. S jejim vyuZitim dochazi nejen k dobré separaci jednotlivych
tfid lipidG (triacylglyceroly, diacylglyceroly, fosfolipidy aj.), ale je také vhodna pro analyzu
polarnéjSich latek, jako jsou cukry. PFiklady chromatograml ziskanych z analyzy vzorku
c¢okolady na uvedenych kolonach s vyuzitim pozitivniho modu ionizace jsou uvedeny v
Priloze 6.1.2.

V dalSim kroku byla provedena finalni optimalizace slozeni a pratoku mobilni faze a
dalSich podminek separace, jako je teplota kolony a automaticka regulace zpétného tlaku
(ABPR). Vysledné podminky pouZzité pro analyzy jsou uvedeny v Pfiloze 6.1.3.

Vyhodnoceni vysledkt - primarni data

K primarnimu zpracovani dat byl pouzit software MarkerLynx, ktery je soudasti
programu MassLynx pouzZivaného pro ovladani pfistroje. Po nastaveni zékladnich
parametrd, jako je limitni hodnota signal/Sum a velikost hmotnostniho okna, byla provedena
spektralni dekonvoluce a odstranéni izotopu. V jednotlivych vzorcich byly nalezeny vSechny
eluované latky charakterizované hodnotou m/z, retenénim Casem a intenzitou. Intenzity
jednotlivych iontl jsou v ramci kazdého vzorku normalizovany vzhledem k celkové intenzité
vSech iontdl, vnitini standard nebyl zatim pouzivan.

Nasledné byla extrahovanad data pfenesena do statistického programu SIMCA
(Umetrics AB, Svédsko). Pro zjisténi primarni struktury dat byla provedena analyza hlavnich
komponent (PCA). Data ziskana v obou ionizac¢nich modech byla dobfe strukturovana a
doSlo k dobrému oddéleni ¢okolad od ostatnich alternativnich vyrobk(d. Pro zdUraznéni
rozdild mezi kategoriemi vzorkd byla pouzita diskriminaéni analyza ¢aste¢nych nejmensich
¢tvercl (PLS-DA); vtomto pripadé vykazoval model rozpoznavaci schopnost mezi
cokoladami a ostatnimi vyrobky 100 %. Mezi vyznamnymi markery ¢okolad byly
identifikovany kromé triacylglycerold 50:1 a 52:1, oxidovanych triacylglycerold 52:1+0,
50:1+0, 54:1+0 ¢&i diacylglyceroltu 36:1 a 34:1 také theobromin (m/z 181,0729, t; 6,4 min) a
kofein (m/z 195,0883, t; 4,79 min).

VyzkousSeno bylo také vylouceni triacylglycerold, jejichz intenzity mohou byt zkreslené
saturaci detektoru, z tohoto modelu. Jak je patrné z obr. P3-B, i vtakovém pfipadé je
oddéleni skupin vzorku pfi PCA dostateéné. Pfi pouziti PCA pro zpracovani dat
z negativniho médu ionizace jsou rozdily mezi skupinami vzorki méné vyznamné nez u dat
z pozitivniho médu ionizace, PLS-DA vSak opét poskytuje rozpoznavaci schopnost 100 %
(viz Priloha 6.1.4.). Mezi hlavni markery zodpovédné za separaci vzorku se fadi mastné
kyseliny palmitova (m/z 255,2317), stearova (m/z 283,2632) a olejova (m/z 281,2473), dale
fosfatidylinositol 34:1 (m/z 835,5336) a fosfatidylglyceroly 42:1 (m/z 859,6653) a 44:1
(m/z 885,6655).
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Data ziskana analyzou &okolad v pozitivnim modu ionizace byla dale zpracovana
PLS-DA s rozdélenim vzork( do tfi skupin podle obsahu celkové kakaové suSiny (35 - 59 %,
60 — 79 %, 80 — 100 %). Protoze pfechod mezi témito skupinami je plynuly, nelze o¢ekavat
jejich ostré oddéleni. Navic se celkova kakaova suSina sklada ze dvou raznych slozek, a to
obsahu kakaového masla a tukuprosté kakaové suSiny, jejichz pomér nemusi byt vzdy
stejny. Pfesto jsou z modelu (viz obrazek P3-D) patrné rozdily mezi ¢okolddami s vysokym a
nizkym obsahem celkové kakaové suSiny, a to zejména v relativni intenzité triacylglycerol(
54:0, 54:1, 54:5, 54:6, 50:1, theobrominu, kofeinu &i sacharosy (m/z 365,1064, t; 8,4 min).
Vzorky s obsahem mléka se oddélily na zakladé obsahu triacylglycerol s kratkym fetézcem,
a to 34.0, 36:0, 38:0 aj.

Zaveér

Pouzity postup umoznuje dobrou charakterizaci jednotlivych vzork(. Ziskany jsou
informace o pfitomném tuku (tri-, di- a monoacylglyceroly, mastné kyseliny, fosfolipidy,
sfingolipidy, amidy mastnych kyselin), tukuprosté kakaové suSiné (theobromin, kofein) i
dalSich pfitomnych slozkach (napf. cukru). S vyuzitim PLS-DA je mozné rozliSeni vzorku

¢okolad a ostatnich kakaovych vyrobkUl, dale je mozné zjistit pfitomnost mlééného tuku a v
pripadé ¢okolad také orientani zafazeni podle obsahu celkové kakaové susiny.
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3.2 Metabolomika olivového oleje

Uvod

Olej ziskavany z plodl olivovniku evropského je pouzivan po tisice let a jeho spotfeba
dlouhodobé stoupa. Olivové oleje nejvyssi kvality, pfevazné extra panenské olivové oleje
(EVOO), byvaji vzhledem k vysoké nutricni a senzorické hodnoté a cené velmi Casto
falSovany. Jednak muze dochazet k nespravné deklaraci olivovych oleju nizSi kategorie za
oleje extra panenské, k nahrazovani Casti &i celého vyrobku jinym rostlinnym olejem a
v neposledni fadé také ke Spatné deklaraci zemé plvodu. Tato problematika je reflektovana
evropskou komisi, ktera v nedavné dobé pfijala pfisnéjsi opatieni s cilem falSovani zamezit
¢i ho alespon podstatné ztiZit.

Cilem této studie je komplexni analyza autentického souboru olivovych oleji s vyuzitim
techniky kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostné-spektrometrickou detekci za
Gcelem budouci klasifikace vzork( dle geografického plvodu. Analyzovany soubor vzorki
zahrnoval 154 olivovych oleju z Italie a 58 vzorkl ze Spanélska. Veskeré italské olivové oleje
byly nejvy3si kvality - extra panenské (EVOO). Vramci této studie byla optimalizovana
extrakéni technika i podminky separace a detekce. Ziskana data byla procesovana a vyuZzita
pro multivariaéni statistickou analyzu za Uc¢elem tvorby statistickych modelld a identifikaci
diskriminativnich marker(.

Vstupni experimenty

Prvnim krokem analyzy byla optimalizace extrakéniho kroku, ktera by obecné ve studiu
metabolomu neméla vyrazné diskriminovat nékteré ze slozek vzorku. Cilem extrakce by
méla byt izolace co nejvétSiho poctu komponent vzorku, protoZe i minoritné zastoupené
slou€eniny mohou mit vysokou diskriminaéni schopnost. Volba strategie izolaéniho kroku i
jiz vybér konkrétnich rozpoustédel zna¢né zavisi na povaze zkoumaného vzorku. V rdmci
této studie byla optimalizace extrakce provedena na menSim souboru 50 vzorku
autentickych EVOO pochazejicich z Evropy (n = 36) a mimoevropskych (n = 14).

Vzhledem Kk majoritnimu zastoupeni nepolarniho podilu tvofeného predevsim
acylglyceroly, jehoz sloZeni byva v olivovych olejich obdobné, byla pozornost zaméfena
predevsim na obsahly komplex fenolickych komponent olivového oleje polarniho charakteru,
které jsou v ném zastoupeny minoritné. Na zakladé prfedchozich zkuSenosti s analyzou
matric podobného typu byla testovana dvé extrakéni cCinidla - prvnim byla smés
methanol:voda (1:1, v/v), kterym by mély byt izolovany pfedevsim polarni fenolické
komponenty olivového oleje a druhym pak okyseleny methanol (0,2 % kys. mravenci), ktery
ma i pres relativné vysokou polaritu vy3Si schopnost izolace nepolarnich sloZek olivového
oleje (Pfiloha 6.2.1. a 6.2.2.).

Obecné by hlavnim kritériem vybéru extrakéniho rozpoustédla mél byt pocet
proménnych, tj. potencialnich marker(, charakterizovanych hmotou iontu (m/z) a retenénim
¢asem (RT, min) ziskanych po zpracovani primarnich dat. Rozpoustédlo, poskytujici nejvyssi
pocet téchto proménnych, by pak mélo byt zvoleno jako idedlni. Vzhledem k nastaveni této
studie a dostupnosti dalSiho setu autentickych vzork( olivového oleje byla zvolena strategie
popsana vySe a jako vhodnéjsi extrakéni rozpoustédlo bylo vybrano takové, které vedlo
k ziskani statistickych modeld s lepSimi charakteristikami, konkrétné rozpoznavaci (R2Y) a
predikéni schopnosti (Q2). Statisticka rozdilnost v ramci souboru vzork( dle geografického
puvodu jednoznacéné vypovidala pro variantu smési methanol:voda (R2Y > 0,9 a Q2 > 0,6),
zatimco pro okyseleny methanol byly hodnoty R2Y a Q2 dokonce i zdporné.
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Volba zaméfeni se na ,nepolarni frakci® by mohla byt vhodnéjSi s vyuZitim
metabolomiky realizované pomoci instrumentace GC-MS, zatimco pro LC-MS
s testovanymi extrakénimi cCinidly se jevi jako vhodnéjSi zaméfeni na fenolicky komplex
olivového oleje.

Pripravna méreni

Pro vlastni analyzu byla wvyuZita ultra-G¢inna chromatografie ve spojeni

s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostné-spektrometrickou detekci (U-
HPLC-HUMS/MS; UltiMate 3000 RSLD - Q-Exactive Plus; Thermo Scientific). Prehled
podminek ionizace, separace a detekce je uveden v Pfiloze 6.2.3. — 6.2.6. Pro

chromatografickou separaci byla zvolena analytick4 kolona s reverzni fazi (Acquity BEH
C18, 100 x 2,1, 1,7 um; Waters), ktera je obecné vhodna pro Sirokou Skalu analytld a
vyznacCuje se znacnou stabilitou. Jako mobilni faze byl zvolen methanol a voda, obé faze
s pridavkem mraven¢anu amonného (5 mM) a kyseliny mravenci (0,1 %), které zajistuji
dostate¢nou stabilitu pH mobilni faze a tudiz reprodukovatelné vysledky vramci delSi
analyzy ¢i sérii analyz. V ramci této studie byl optimalizovan eluéni gradient, jehoZ cilem byla
maximalni distribuce separovanych sloZzek, coz by mélo byt obecné stejné pro
metabolomické analyzy s vyuZitim chromatografie. Jeden z prvnich testovanych a finalni
gradient jsou uvedeny v Pfiloze 6.2.7. spole€¢né s 3D iontovymi mapami vyjadfujicimi
distribuci separovanych komponent dle m/z v Case.

HRMS/MS detekce byla realizovdna s vyuzitim MS experimentu fullMS-data
dependentMS2, v celo-spektralnim modu (fullMS) v hmotnostnim rozsahu m/z 100 - 1200
s fragmentaci 20 iontd s nejvysSim signalem v ramci pfedchoziho fullMS spektra. Nastaveni
fragmentace je nutno zvolit tak, aby bylo mozné v Uzkém &asovém intervalu kontinualné
sbirat fullMS spektra v Sirokém rozsahu hmot m/z nutnych pro konstrukci
chromatografickych pikd. Proto je nutné brat v potaz i prGmérnou Sifku chromatografického
piku souvisejici s analytickou kolonou a nastavenou rozliSovaci schopnosti detektoru (70 000
FWHM). Data po fragmentaci nachazi vyuZiti az v poslednim kroku po multivariacni analyze
pro identifikaci diskriminativnich slou¢enin - marker(l. Pro fragmentaci bylo zvoleno
generické nastaveni tfi hladin kolizni energie po sobé (28, 35 a 42 %), kterou lze ziskat
fragmentacéni spektra méné i vice stabilnich latek.

Vyhodnoceni vysledkt - primarni data

Ziskana data byla procesovana pomoci softwaru CompoundDiscoverer 2.2 (Thermo
Scientific), ktery po zadani klasifikaCnich kritérii zpracuje primarni data a vystupem je
rozsahla matrice intenzit signalll pro danou proménnou charakterizovanou hmotou m/z a
retenc¢nim ¢ase (M/z@RT) v daném vzorku, ktera jsou dale zpracovavana pomoci nastrojl
multivariacni analyzy. Vlastni procesovani dat zahrnuje extrakci veSkerych hmot m/z a jejich
signalu ze vSech vzorkd, z nichZ jsou dale sestaveny chromatogramy. Vzhledem k tomu, Ze
jsou v MS spektrech zastoupeny rlizné adukty a také izotopové prispévky té samé
slouceniny, je nutné tyto redundantni signaly nejprve vyloudit. V nasledném kroku je nutné
provést tzv. zarovnani retenénich ¢asu vzhledem k drobnym posunum, drobny vliv maze mit
i mira vyhlazeni piku, diky ¢emuz maZze dojit k posunu vrcholku piku o jednotky setin minuty.
Dale je nutné nastavit limit pro signal, nizsi hodnoty jsou vylou€eny a v dalSim kroku poté
odstranit proménné (m/z@RT) svelmi nizkym zastoupenim v souboru analyzovanych
vzorka. V pfipadé analyzy olivového oleje, kdy jsou klasifikaénim kritériem 2 obsahlé
skupiny, je spiSe na Skodu pracovat s proménnymi se zastoupenim v fadu jednotek vyskytu
v souboru desitek az stovek vzorkd.
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stanoveny limit, pro proménné, u kterych by v pfipadé nékterych vzork(l mohly zustat
prazdna pole, coZ by mohlo vést ke zkresleni miry diskriminativnosti dané proménné. Tento
krok byva nazyvan €asto jako ,vyplnéni mezer*.

Vzhledem k variabilité intenzity signalt s vyuzitim LC-MS instrumentace je nezbytné
v poslednim kroku zpracovani primarnich dat provést normalizaci. Jednotlivé intenzity
signalt daného vzorku jsou tak vyjadreny jako podil vicéi sumé veSkerych signald. Obecné
Ize po zpracovani LC-HRMS dat oCekavat pfiblizné stovky aZz jednotky tisic proménnych.
Vyuziti vnitfnich standard( pro normalizaci nelze pro LC-HRMS data jednoznac¢né doporucit,
nebot’ signal jednotlivych komponent se nemeéni stejné v pfipadé vSech sledovanych iontd, a
proto ani nékolik vnitfnich standard( eluujicich se v rliznych retenc¢nich ¢asech nelze oznadit
jako idedlni FeSeni. Vyuziti vice vnitfnich standardd by mélo smysl pfi zavadéni
metabolomického fingerprintingu v dlouhodobém méfitku, kdy by mohlo dochazet
k drobnému systematickému posunu retenénich ¢ast v dasledku vlivu analytické kolony
(napf. jind Sarze), servisnich zasahu do fluidiky kapalinového chromatogramu (vyména
komponent - kapilar, nastfikové smycky a stfikacky, ap.). Dale je nutno zminit obtiZnost
jednoduchého transferu zavedené metodiky mezi riznymi instrumenty, nebot jejich citlivost
vuci raznym slouc¢eninam muaze byt znac¢né variabilni, napf. z dvodu jiné konstrukce stroje
(ioniza¢ni zdroj, ap.).

Rada specializovanych softwart poskytovanych vyrobci umoZiiuje provedeni vyse
popsanych krokl genericky, avSak vzdy je nutné brat v potaz aspekty souvisejici s vyuzitou
instrumentaci, analytickou kolonou a typem analyzované matrice. Mimo téchto SW jsou pro
nékteré typy dat dostupné i freeware SW (MZmine, MetAlign, ad.), ktery mize najit vyuziti
spole¢né se SW pro konverzi primarnich dat (Raw Converter, ReAdW, ad.) v pfipadé, kdy
neni dostupny SW pfimo od vyrobce.

Chemometrické zhodnoceni primarni dat

Ziskana data byla zpracovavana s vyuZitim SW SIMCA v. 13 (Umetrics AB, Svédsko),
ktera umoZznuje provedeni multivariaéni analyzy, nejprve analyzou hlavnich komponent
(principal component analysis, PCA), ktera ma za 0cel snizit dimenzionalitu dat a zaroven
zachovat maximalni mozné mnozstvi informaci pro klasifikaci vzork(i do pozadovanych
kategorii. Plvodni rozsahla matice dat je transformovana do tzv. hlavnich komponent, které
jsou dale vyuzity pro diskriminaéni analyzu. Zde je teoreticky mozné vyloucit z datového
souboru statisticky odlehlé vzorky, které by mohly mit negativni vliv ha kvalitu statistickych
modelt. Pokud by vSak neSlo o vzorky vyznamné odlehlé, je vhodné je zachovat, nebot
zvysuji robustnost finalnich statistickych modeld.

V ramci studie metabolomiky olivového oleje Zadny takovy vzorek vylou€en nebyl.
Hlavnimi kvalitativnimi parametry statistickych model( jsou rozpoznavaci (R2Y) a predikéni
(Q2) schopnost. Rozpoznavaci schopnost modelu popisuje, jak by byly klasifikovany vzorky
vyfazené z daného souboru a poté testovany jeden po druhém. Predikéni schopnost naopak
popisuje pravdépodobnost klasifikace neznamych vzork( po vylou¢eni nahodné 1/7 vzork
za predpokladu otestovani celého souboru vzorkd. Vybrany pocet hlavnich komponent (PC)
byl dale zpracovan metodou ortogonalni linearni diskriminacni analyzy c&asteénych
nejmensich ¢&tverca (orthogonal partial least square discriminant analysis, OPLS-DA).
S vyuZitim SW Simca je vhodny pocet PC pro OPLS-DA automaticky vypocten, pfi zahrnuti
vétSiho poctu PC hrozi ziskani pretrénovaného modelu, tj. ideélniho pro zkoumany trénovaci
soubor vzorkl s velmi dobrymi charakteristikami, ktery by ale nebyl nepouzitelny pro
nasledné analyzy.
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Q2 vypovida o kvalité modelu Iépe, vZzdy vychazi hife nezli R2Y (vzZdy v intervalu O -
1), pfiCemz za kvalitni model je v pfipadé LC-MS dat povazovan model s Q2 > 0,5 a
perfektni s Q2 > 0,9, avSak vzdy zalezi na vstupnim souboru vzorkld a kvalité zpracovani
primarnich dat. V kazdém pfipadé by nemél byt rozdil mezi témito dvéma hodnotami pfilis
velky, coz ukazuje na nepfilis kvalitni vysledek pro dany Gcel, ktery muze byt zpusoben napfr.
vyznamnou variabilitou mezi zkoumanymi vzorky €i jejich nedostate¢nym poctem. V idealnim
pfipadé by soucasti trénovaciho souboru mély byt desitky az stovky vzork( v zavislosti na
predem definovaném ucelu.

V ramci nasi studie byla z pohledu statistiky zjiSténa vyznamné kvalitnéjsi data ziskana
pfiionizaci ESI+, ktera jsou dale diskutovana. Prehled grafickych vystupd multivariaéni
analyzy spole¢né s charakteristikami statistickych modeld jsou uvedeny v Priloze 6.2.8.
Klasifikagnim kritériem byla zemé& ptivodu EVOO (ltalie, Spanélsko), pro které byly zjistény
velmi dobré charakteristiky OPLS-DA modelu R2Y = 0,74 a Q2 = 0,70. V poslednim kroku
byla pozornost zaméfena na proménné, které maji nejvyssi vliv na klasifikaci vzork( dle
specifikovanych kritérii. Tyto markery Ize graficky znazornit ve formé tzv. S-kfivky (S-plot),
kde jsou zobrazeny potencialni markery v protéjSich rozich grafu, naopak proménné
podobné pro klasifikované soubory dat jsou orientovany blize stfedu. Alternativné Ize
diskriminativnost proménnych vyjadfit pomoci tzv. VIP kfivky (variable importance in
projection, VIP). Slou€eniny s nejvyssimi hodnotami VIP jsou nejvice diskriminativni.
S vyuZitim procesovaciho SW, online databazi a odborné literatury Ize takovéto latky
identifikovat. V nékterych pfipadech je to ale velmi komplikované, napf. v olivovém oleji
obsazené terpenické latky se vyskytuji ve formé& mnoha desitek izomerl a i s vyuZzitim
LC-HRMS je jejich jednoznacné identifikace v mnoha pfipadech nedosaZzitelna, proto byva
vyuzZivdno terminu ,predbézné identifikovano“. V ramci studie zaméfené na geograficky
puvod EVOO byly jako nejvice diskriminativni slouceniny pro skupinu italskych EVOO
identifikovany fenolické latky (kyselina elenolova, aglykon ligstrosidu a jeho derivaty, tyrosol,
ad.), zatimco pro Spanélské EVOO byly diskriminativni spiSe nepolarni slouceniny
(acylglyceroly, triterpenoidy, ad.), viz. Pfiloha 6.2.9. Obecnym zavérem muZe byt vyssi
zastoupeni hodnotnych fenolickych slou¢enin EVOO pochazejicich z Italie.

Zaveér

Metabolomicky fingerprinting pfedstavuje zajimavou strategii pro Ucely autentikace
potravin a jejich surovin, které byvaji falSovany vzhledem k jejich nedostupnosti €i vysoké
cené. Dobre realizovatelnym cilem by mohla byt zejména identifikace vzorkd, jejichz slozeni
muze byt alespon ¢aste¢né odliSné vzhledem k pouzité vyrobni technologii ¢i rozdilné slozce
vzorku. Pro standardizaci databazi fingerprintl lze obecné doporucit analyzu rozsahlych
souboru vzorkGl po delSi ¢asovy uUsek, aby byla co nejvice minimalizovana variabilita

zZiskanych dat. Déle je Zadouci disponovat referenénimi vzorky, které by mohly byt
analyzovany v pribéhu ¢asu za ucelem zlepSeni dlouhodobé opakovatelnosti analyz.
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3.3 Metabolomika ko feni- éerny pep ¥

Uvod

Pro pilotni studii metabolomického zpracovani dat byl vybran €erny pepf, presnéji
susené plody rostliny piper nigrum, ktera patfi z hlediska objemu mezi nejvyznamnéjsi druhy
kofeni. FalSovani je Casto realizovdno nahradou Casti nebo celého objemu suroviny
levnéjSim materidlem r(zného puvodu. Bylo popsano napfiklad pouZziti semen papayi,
jalovce, pripadné jinych druht pepre (P. attenuatum, P. galeatum). V pfipadé mletého pepre
Ize k vySe uvedenému seznamu zastupnych surovin pfidat spent (rezidualni material po
extrakci oleoresinu), slupky ¢erného pepre, ruzné druhy Skrobu a dalSi blize nedefinované
mleté materialy.

Vstupni experimenty

Vzhledem k intenzivnimu fingerprintu té€kavych latek, které mlety pepf emituje, byla
pro autentikaci vybrana technika mikroextrakce na tuhou fazi ve varianté headspace (HS-
SPME), ktera slouZi k zachyceni tékavych latek v prostoru nad vzorkem, spojena s plynovou
chromatografii a hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-MS). Z hlediska MS detekce byl
pouzit prlletovy hmotnostni analyzator (TOF), zejména z dlvodu moZznosti provedeni
dekonvoluce v ziskanych datech.

Podminky mikroextrakce na tuhou fazi v provedeni ,Headspace” (HS-SPME) byly
optimalizovany s cilem dos&hnout reprezentativniho vzorkovani tékavych latek emitovanych
vzorky €erného pepre a pfipadné jeho zastupnych surovin. V tomto ohledu byla testovana
velikost navazky vzorku, pfidavek nasyceného roztoku NacCl, teploty a doby inkubace vzorku
a sorpce tékavych latek na SPME vlakno. Pro extrakci bylo vybrano osvédéené SPME
vlakno pro automatizovanou extrakci se stacionarni fazi PDMS/CAR/DVB.

NavaZzka 100 mg suchého homogenizovaného vzorku se ukazala byt dostate¢né
reprezentativni a postaCovala i pro dosaZzeni vyhovujici opakovatelnosti namérenych dat.
Pridavek nasyceného roztoku NaCl se neosvédcil, jelikoZ nebylo moZno vytvofit suspenzi.

Z duvodu celkové znaéné intenzity ziskaného fingerprintu, ktery pfi bézném
zakladnim nastaveni SPME metody (10 min inkubace, 10 min sorpce, vSe pfi 40 °C)
prakticky neumoznoval dostateénou chromatografickou separaci, byla testovana riizna doba
extrakce tékavych slou¢enin na vlakno a split pomér pfi nastiiku do plynového
chromatografu. Vysledné podminky méfeni jsou shrnuty v Pfiloze 6.3.1.

Pripravna méreni

Optimalizovanou metodou vyuZivajici HS-SPME vzorkovani tékavych latek
nasledované plynové chromatografickou separaci (Agilent 6890; Agilent; USA) a hmotnostné
spektrometrickou detekci (TruTOF; LECO; USA) bylo proméfeno 15 autentickych vzorku
(Pfiloha 6.3.2.). Tyto autentické vzorky byly ziskany vramci spoluprace s pramyslovym
partnerem Gurmeko s.r.o. a predstavuji vzorky pepfe, nakoupené jako nemleté od
davéryhodnych zdroju a byly homogenizovany ve firmé Gurmeko. Vedle téchto vzorkl bylo
proméreno i nékolik vzorkl zastupnych surovin — potencialnich adulterant( (spent-zbytek po
extrakci oleoresinu a slupky ¢erného pepre). V neposledni fadé byly ziskany i fingerprinty
tékavych latek maloobchodnich i velkoobchodnich vzorkd, které byly oznaceny jako
podezielé z hlediska nizké ceny nebo senzorickych vlastnosti.
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Vyhodnoceni vysledkt - primarni data

Primarni  zpracovani ziskanych dat spoc€ivalo v automatickém vyhledani
chromatografickych piki  a dekonvoluci hmotnostné spektrometrickych  zaznamu
pomoci pfistrojového software ChromaTOF (LECO). Dale byly uvazovany jen slouceniny
s prednastavenym pomérem signalu k Sumu (S/N) 20, 50. V dopliiku software ChromaTOF —
Statistical Compare byl proveden automaticky ,peak alignment* spocivajici v pfifazeni
signalt ve skupiné vzorkud na zakladé shody retenéniho ¢asu a soucasné shody spektra
vétSi nez 60 %. Pro zpétné vyhledavani byl parametr S/N snizen na 25 (resp. 15). Finalni
nastaveni podminek ,peak alignment* ukazuje Pfiloha 6.3.1. Setfidéna data byla
zpracovavana v programu MS Excel. Chybéjici hodnoty, tj pfipady kdy slou€enina nebyla
detekovana, resp. parametr S/N nepfesahl nastavenou mez, byly nahrazeny polovi¢ni
hodnotou intenzity Sumu. Dale byly odstranény slouc€eniny, jejichz odezva (plocha
kvantifikaéniho iontu) byla vétSi nez 8,5 x 10/, jelikoZz u téchto sloucenin byl prekrocen
lineérni rozsah detektoru a tedy jejich intenzita neodpovidala skute¢nosti. Takto upravena
data byla transformovana metodou normalizace na ,konstantni fadek” — plocha vybraného
kvantifikacniho iontu dané slouc€eniny (automaticky vybrana unikatni m/z v retenénim Case)
je délena sumou ploch vSech kvantifikacnich iontd v daném vzorku a vynasobena 100.
Schéma matice zpracovanych dat ukazujici relativni odezvy je uvedeno v Pfiloze 6.3.3.
V ramci experiment nebyl pouzivan vnitfni standard.

Primarni identifikace tékavych latek byla provedena automatickym srovnanim
naméfenych hmotnostnich spekter s témi uloZzenymi v knihovné NIST 2.0 (2014). Tato
identifikace v8ak neni dostate¢na pro isomerni slou¢eniny, protoZze v hmotnostnim spektru
poskytuji stejné fragmenty o podobnych intenzitach. Proto pro dalSi identifikaci byla u
vyznamnych sloucenin pouZzita navic metoda porovnani linearnich retenc¢nich indexu.

Chemometrické zhodnoceni primarni dat

Takto upravena data byla doplnéna o dostupné deskriptory skupin vzorkl a pouzita jako
vstupni matice pro statistické zpracovani v programu SIMCA (Umetrics, Sweden), kde bylo
pouZzito rozdéleni PCA (analyza hlavnich komponent) a nasledné OPLS-DA (ortogonalni
diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tverct). Pro prvotni PCA rozdéleni byly skupiny vzorku
oznaceny jako autentické (doru¢ené od duavéryhodnych dodavatell a namleté ve firmé
Gurmeko) a jako Cerny pepf pro vzorky ziskané z maloobchodu i velkoobchodu. Vysledky
v pFiloze 6.3.5. 2 ukazuji, Ze zatimco vzorky autentického pepfe tvofi relativné tésny cluster,
jeden vzorek oznaleny jako pepf je umistén mimo 95% elipsu a dalsi 3 vzorky jsou
vyznamné odlehlé. PCA, které obsahuje i vzorky zastupnych surovin a vyuZiva barevné
zvyraznéni vzorkl podezielych (pfiloha 6.3.6.) ukazuje, Ze vSechny odlehlé vzorky byli
soucasné oznacené za podezielé na zakladé jejich ceny nebo senzorickych vlastnosti.
Z tohoto rozdéleni byly odstranény vzorky, u kterych nebyly zaru€eny divéryhodné
deklarace plvodu a ztakto redukované matice dat byl vytvofen a validovan OPLS-DA
model. Parametry modelu byly nasledujici: R2X=80 %, R2Y=96 %, Q2 = 90 %. R2 ukazuji
variaci popsanou vSemi komponenty modelu, zatimco Q2 indikuje, jak pfesné mize model
predpovidat pfisluSnost vzorkim ke skupinam (tfidam). Déale byl model podroben manualni
validaci, ktera probihala tak, Ze z modelu byl odstranén vzZdy jeden vzorek a na ném bylo
testovano, zda bude zafazen do spravné tfidy. Rozpoznavaci a predikéni schopnost tohoto
modelu zjiSténa timto zpusobem byla 100 %. Takto validovany model byl pouzit pro
otestovani autenticity vzorkl, jejichz puvod nebyl duavéryhodné dolozen. VSechny
velkoobchodni i maloobchodni vzorky oznaené za podezielé byly pfifazeny do skupin
slupky, spent nebo smésné kofeni. Vedle toho ve skupiné maloobchodnich vzorkd byly
zjiStény dva dalSi vzorky, které model pfifadil do skupiny slupek (PFiloha 6.3.7.).
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OPLS-DA model, respektive jeho graf vlivii (S-plot) byl pouzit pro identifikaci slou¢enin
nejvyznamnéjSich pro separaci zastupnych surovin od autentickych vzorkd. Timto zplisobem
bylo zjiSténo, Ze pro skupinu autentickych vzorkld je nejvyznamnéjsSi sloucenina B-myrcen.
Residualni organicka rozpoustédla ethylacetat a aceton, pouzivané pro extrakci oleoresinu
byly spolu s kyselinou octovou dllezitymi markery smésného kofeni. Aceton a dekan byly
vyznamné pro spent a vysSi relativni zastoupeni kopaenu a karyofylenu bylo vyznamné pro
slupky €erného pepre. Z hlediska pfitomnosti organickych rozpoustédel nutho poznamenat,
Ze jejich pfitomnost nebyla prokdzana v ostatnich vzorcich pfipravovanych ve stejny ¢as ve
stejné laboratofi ani ve slepych stanovenich provedenych ve stejné sekvenci, coz dokazuje,
Ze pritomnost téchto latek je spiSe spojena s vyrobou daného produktu nez kontaminaci
zplUsobenou v laboratofi.

OPLS-DA model, respektive jeho graf vlivli (S-plot) byl pouzit pro identifikaci slou¢enin
nejvice vyznamnych pro separaci zastupnych surovin od autentickych vzorkd. Timto
zplsobem bylo zjiSténo, Ze pro skupinu autentickych vzorkd je nejvyznamnéjSi slou¢enina
B-myrcen. Residualni organicka rozpoustédla ethylacetat a aceton, pouZivané pro extrakci
oleoresinu byly spolu s kyselinou octovou dulezitymi markery smésného kofeni. Aceton a
dekan byly vyznamné pro spent a vysSi relativni zastoupeni kopaenu a karyofylenu bylo
vyznamné pro slupky ¢erného pepie. Z hlediska pfitomnosti organickych rozpoustédel nutno
poznamenat, Ze jejich pfitomnost nebyla prokazana v ostatnich vzorcich pfipravovanych ve
stejny Cas ve stejné laboratofi ani ve slepych stanovenich provedenych ve stejné sekvenci,
coz dokazuje, Ze pfitomnost téchto latek je spojena s vyrobou daného produktu nikoli
sekundarni kontaminaci v laboratofi.

Zaveér

Metabolomicky fingeprinting tékavych latek ¢erného pepie technikou HS-SPME-GC-
TOFMS se jevi jako efektivni nastroj pro rozpoznani autentického pepfe od smésného
kofeni, obsahujiciho vedle pepfe také spent a oleoresin a také pro odliSeni téchto
zastupnych surovin. Jelikoz, vzhledem k obtiznosti ziskani autentickych vzorkd, byl uvedeny
model vytvofen pouze na zakladé 15 autentickych vzork(, bylo by zadouci tento soubor

vzork( doplnit a dale oveéfit funkci modelu. Z ddvodu malého mnoZstvi vzorkli nebylo mozno
dale provadét autentikaci pavodu vzorku nebo roku sklizné.

13



PROJEKT

Metrologické postupy v metabolomickém vySetfovani potravin a krmiv

3.4 Metoda ,Stanoveni latkového profilu / metabolom u technikami MS*

Obecny procesni diagram metabolomické analyzy Ize pro danou oblast méfeni znazornit
nasledovné:

1. Vybér SOP a prezkoumani postupu: ,fit-to-purpose”

2. Vybér a zpracovani testovaciho souboru (vzorku)

3. Optimalizace podminek méreni a verifikace meér. systému

4. Méreni primarnich dat souboru vzorkul vé. QC

5. Zpracovani dat (filtrace, normalizace, redukce,...)

6. Multivariacni analyza dat a interpretace

V tomto smyslu byl pak také vypracovan obecny vzor pro standardizaci analytickych metod
necilového stanoveni a zpracovani latkovych profili / metabolomu potravin s cilem provadét
jejich autentikaci, resp. prokazat falSovani vybranych komodit. Konkrétni validované metody
(postupy, podminky, parametry) byly do tohoto vzoru zpracovany a Uspésné implementovany
v akreditované Metrologické a zkuSebni laboratofi feSitelského pracovisté.

Na zakladé vysledkl predchoziho dil¢iho cile A byly jako pfipadova studie zpracovany a
validovany vzorové SOP pro dvé optimalizované a standardizované pilotni analytické metody
nazvané ,Stanoveni latkového profilu / metabolomu [  potraviny ] metodou hmotnostni
spektrometrie “. Metoda SOP X1 je urlena pro méfici postupy zaloZzené na plynové
chromatografii s MS detekci a je zpracovana pro metabolom kofeni, zatimco metoda SOP
X2 je vypracovéna pro kapalinovou chromatografii ve spojeni s MS detekci a je zpracovana
pro olivové oleje. Obé tyto SOP jsou samostatnymi p _Filohami této zpravy .

ProtoZe vSak tato Zavérecna zprava obsahuje i vysledky z Pradbézné zpravy, které byly pro
navrzené SOP nasledné vyuZity, jsou nékteré grafy a tabulky uvadény jak v této zpravé, tak i
v SOP, nebot SOP budou dal vyuZitelné v praxi jizZ samostatné.
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Genericky pak bude mozné podle téchto dvou vzord / schémat navrhovany dalSi SOP pro
prakticky libovolné dalSi druhy (skupiny) potravin, pfipadné i krmiv a nutraceutik. Pro
navrhovani dalSich specificky zaméfenych SOP (podle vy3e uvedeného procesniho
diagramu) byla experimentalné dokumentovana platnost vstupni hypotézy, tj. v Uvodu
navrzeného schématu pro ziskdvani a zpracovani dat s interpretacni navaznosti na
referenéni soubory autentickych vzorku:

*t

“’ matice ATYPICKY
vysledku S

— ;
Sy1r S13 -51n
Autentické vzorky

$21, 5220--50m ] X
Referenéni soubor ‘1z e vzore
s, Analytické II-\lmzldel Pro | hledem ks,
postupy gcnocent | 4ypicky nebo
similarity: S
atypicky ?
vysledek \
— —)p  yySetfeni
}e X hladina TYPICKY
Suspektni vyznamnosti
Vzorek X (@)
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3.5 Schéma metrologické navaznosti pro metody metab olomického vySet Feni

Uvod

UrCovani autenticity vzorkl muzeme zafadit do kvalitativni analyzy, ktera vyuziva
kvantitativhich méficich metod. Méfené signaly urc€itym filtrem* na kvalitativni veli€iny, které
jsou zakladem rozmanitych klasifikaci.

Kvalitativni analyza je Uzce spojena s feSenim Ctyf hlavnich otazek:

- pritomnost &i nepfitomnost urcité substance (analytu); tento problém je obvykle feSen
jednoduchou méfici metodou, pfi které je signal (odezva) transformovana na binarni
veli€inu — positivni &i negativni hodnota

- testovany vzorek srovnavame pomoci souboru naméfenych udaju se ,vzory“, u
kterych je znamo zafazeni do jednotlivych kvalitativnich tfid. Tento typ kvalitativni
analyzy je znam pod pojmem ,analyza obrazu“ (pattern recognition).

- tzv. limitni test (threshold test), pfi kterém je hodnota mérené veli€iny srovnhavana
s pfedem uréenou hraniéni, limitni hodnotou (threshold value)

- pfifazeni molekulové struktury &i urcité substance testovanému analytu

VySe naznacené problémy kvalitativni analyzy nam dovoluji formulovat obecnou definici
kvalitativni analyzy: Kvalitativni _analyza se zabyva klasifikaci objektt podle specifickych
kriterii za u¢elem spinéni dohodnutych pozadavkd.

Specifickd kriteria jsou velice rozmanita, napf. shoda barvy objektu s testovaci Skalou,
shoda spektralniho profilu piku s posici a intensitou, expertni nazor, prekroceni
kvantitativniho limitu, atd. S klasifikaci v kvalitativni analyze jsou rovnéz spojeny rizné
statistické techniky, které zavisi na charakteru dat ¢i Udaju. Data mohou mit charakter
binarni (ano/ne), mohou to byt kategorizovana data (Cerveny, zeleny, modry; nemocny,
zdravy) nebo mohou byt vyjadieny pofadové (0,1,..10). Statistické testovani kvalitativnich
metod je neobvyklé a obtizné z toho divodu, Ze se nejedna o normalni rozdéleni a musime
tedy pouzivat jinych, vhodnych testl. Dulezity rozdil mezi kvantitativni a kvalitativni analyzou
je i tzv. vykonovych charakteristikach (performance characteristics). Kvantitativni metody
analyzy jsou charakterizovany takovymi parametry, jako pravdivost, spravnost, presnost,
robustnost, analyticka selektivita, analyticka citlivost, mez detekce (LOD), linearita, pracovni
rozsah. Kvalitativni analyza pouziva Gplné jiné vykonové charakteristiky. Nejdulezitéjsi
charakteristikou kvalitativni analyzy je indikace faleSn é positivhich a negativnich odezev
Této charakteristice neodpovida zadny z parametrll, charakterizujicich kvantitativni analyzu.
Dullezitym aspektem kvalitativnich metod je skutec¢nost, ze vZzdy méfime analyticky signal
(kvantitativni veli¢ina) a konstruujeme ,filtr" pro pfevod kvantitativnich adaja na kvalitativni,
vyjadfené raznymi zpUsoby.

Nejistota v kvalitativni analyze je charakterizovana jinym zpusobem, nez je tomu
v kvantitativni analyze.

Nasledujici kontingenéni tabulka a obradzek znazorfuji vSechny situace, které mohou
v kvalitativni analyze nastat.
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KONTINGENCNIi TABULKA PRO KVALITATIVNI MERICIi METODU

Realna situace: analyt pritomen analyt nepritomen __total

Diikaz:

positivni TP FP Npos,m &

negativni FN TN Nneg,m &
total Nprit Nnepiit

Citlivost (sensitivity) v kvalitativni analyze, SEN, je pravdépodobnost, Ze vzorek, ktery
obsahuje analyt, je testovaci metodou identifikovan jako positivni

_TP
TP+ FN

SEN=

Specificita (specificity) v kvalitativni _analyze, SP, je pravdépodobnost, Ze vzorek, ktery
neobsahuje analyt, je testovaci metodou identifikovan jako negativni

SP:&
TN+ FP

FaleSné positivni_pomér (false positive rate) je definovan pomoci pravdépodobnosti
vztahem:

FPR=—__
TN+ FP

Je to vlastné pomér nekorektnich vysledkl, ziskanych na vzorcich, které neobsahuji dany
analyt (viz pfedchozi tabulka).

V literatufe najdeme i jinou definici faleSné positivniho poméru, definovaného na
zakladé poctu faleSné positivnich vysledkd experimentu:

pocet  faleS@ _ positivnich_ vysledk
pocet _vSech vysledk

%FP =

Spolehlivost (v%) se da vyjadfit jako
Spolehlivost (%) = 100 — FP (%) — FN (%)
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Navaznost je zakladni vlastnost vysledkd z metrologického hlediska. Metrologicka definice
se vaze k vysledkiim ziskanych kvantitativni analyzou, da se vSak aplikovat i do oblasti
kvalitativni analyzy s pouzitim referenénich materiald a kalibraci instrumentt, poskytujici
kvantitativni signal, rovnéz tak s pouzitim mnoziny tzv. trénovacich vzorku, u kterych zname
spravnou Klasifikaci. Standardy (referenéni materialy, mnoZzina trénovacich vzorku()
charakterizuje vhodnou instrumentalni technikou (napf. spojenim chromatografickych
technik s hmotnostni spektrometrii). Naméreny soubor signalt rizného typu potom slouzi
k analyze neznamych vzork(. VétSinou se to déje automaticky s pouZzitim sofistikovanych
statistickych metod. Pyramida navaznosti se potom sklada z analytickych metod, vhodnych
pfiznakl mnoziny standardl, chemometrickych metod a klasifikace neznamého vzorku.
Nejistota klasifikace je dana pfislusnou kontingencni tabulkou (&tyfpolni pro binarni
rozhodnuti, vicepolni pro klasifikaci do vice skupin (tfid).

Prehled statistickych metod pro klasifikaci

Organizace datové matice pro N vzork &, D tFid a k p fiznak &

Vzorky T¥ida Ptiznaky
1 A X11 X12 X1k
2 A X21 X22 X2k
3 B X31 X32 X3k
N D XN1 XN2 | ... XNk

PFiznaky mohou byt kvantitativni i kvalitativni (napf. v senzorické analyze). Kvantitativni data
mohou byt rovnéz diskretizovana (kategorizovana) na kvalitativni. Napf. relativni intenzita
piku muze byt diskretizovana na rGzné intervaly (0-0,2;0,2-0,4; atd). Pokud mame rozsahly
soubor dat, kategorizaci provadime automaticky pomoci software..

Vyznamnost m érenych signal g

Moderni analytické pristroje poskytuji velky pocet signaltd pro jeden vzorek. Pro
vérohodnost spravné Kklasifikace je tfeba selekce vyznamnych signald na mnoziné
standardnich (trénovacich) vzorkd. Pokud mame vétSi pocet vzoru pro jednotlivé tfidy, je
tfeba vybrat takovych soubor signall, ktery s uréitou pravdépodobnosti je spolehlivé popiSe.
VétSinou volime pravdépodobnosti 0,90 nebo 0,95, coZ vede k tzv. cut-off hodnoté p=0,1
nebo p=0,05.

Pro testovani vyznamnosti pouzivAme neparametrickych metod testovani, nebot
v téchto pfipadech Kklasifikace nezaleZzi na typu rozdéleni pravdépodobnosti. Déle se
nebudeme zabyvat podrobnymi statistickymi postupy.

Mann Whitne dv (dadle MW) test pouzivame pro testovani v pfipadech, kdy mame
rozlisit dvé tfidy (napf.vzorek je ze dvou péstebnich oblasti nebo je faleSny €i autenticky).

MW test posuzuje rozdil mezi dvojicemi méfenych signalt pro dvé tfidy. Nulova
hypotéza, Ho, je zaloZzena na statistickém posouzeni prGmérnych diferenci pro jednotlivé
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tfidy. Ho je splnéna, pokud rozdil je statisticky nevyznamny. Vysledek MW muze byt napf. ve
tvaru tabulky (zde pro tfi parametry)

Proménna p*
A 0.0003
B 0.199
C 0.049

*p je risk odmitnuti nulové hypotézy

Interpretace této tabulky je takova, Ze parametry A a C jsou vyznamné odliSné, parametr B
vykazuje shodnost a tedy nerozlieni dvou tfid.

Pro pfipad, Ze mame rozlisit vice tfid (vzorl), pouzivame Kruskal-Wallis dv test.

Vhodnym testem, ktery je rovnocenny predchozim testim, je Mood dv test. Moodlv test
vyuziva pro testovani rozdilu mezi tfidami median jednotlivych parametrd (signalG) pro
jednatlivé tfidy. Vyhodou medianového testu je nezavislost na vychylenych hodnotéch.

Je tfeba si uvédomit, Ze testy vyznamnosti vyznamné snizuji pocet parametri a eliminuji ty,
které nemaji na rozliSeni zadny vliv. Je to dilezité i z hlediska vérohodnosti ziskanych
vysledku klasifikace, nebot dulezitou podminkou je co nejvysSi pomér poctu signald
(parametrd) a poctu vzorku v trénovaci mnoziné.

Klasifika éni metody

Klastrova analyza

V pfipadech, kdy nezndme pocet tfid, provedeme pfedbézné zkoumani datového souboru.
Ktomu volime dvé metody: metodu nejblizS§iho souseda (k-nearest neighbour) a
aglomerativni shlukovani..

Metoda nejbliz§iho souseda je iterativni metoda, ve které nulté pfiblizeni klastra (tfid, skupin)
se rovna poctu objektl. Nasleduje redefinice klastri pro jednotlivé objekty podle zvoleného
klasifikaéniho kritéria. Nejb&znéjsi je tzv. Wilks lambda kritérium, coZz je pomér
vnitroklastrové kovarianéni matice k celkové kovarian€ni matici. Testovaci kritérium je F-
kriterium.

Aglomerativni shlukovani je zaloZzeno na shlukovani objektll podle euklidovské nebo
Mahalanobisovy vzdalenosti. Kriterium shlukovani je napf. chi-kvadréat test. Vysledkem je
grafické zobrazeni dendogramem.

Metoda nejblizSiho souseda a aglomerativni shlukovani jsou komplementarni. Pfi k-nearest
neighbour metodé se pfi iteracich mize meénit zafazeni objektu do raznych klastr(, coz neni
mozné pfi aglomerativhim shlukovani. Toto pfedbézné zkoumani je nutné v téch pfipadech,
kdy neni jasné apriorni rozdéleni do tfid. To je napf. v pfipadé binarnich rozhodovani
(autenticky a faleSny vzorek).

Pro binarni data (dvé tfidy), coZz je v naSem pfipadé nejbéznéjsi, vyuzivame nékolik
statistickych metod. Budeme se zabyvat témi metodami, které jsou schopné poskytnout
kontingen&ni tabulku zahrnujici metrologicka kritéria pro nejistotu v kvalitativni analyze
(selektivita a sensitivita).

Support vector machine (SVM)

Metoda je zfejma z pfilozeného (pfevzatého) obrazku pro dva parametry (signaly).
Iterativnim zpusobem se ,konstruuje“ optimalni hyperploha, charakterizovana souborem
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vektorl ve vicerozmérném prostoru. Neznamy vzorek je potom automaticky pfifazen na
danou stranu hyperplochy, tedy do jedné ze dvou tfid.

Maximum.
S /margin
. ~

u R

S

L
Ty -

X4
Jako priklad uvadime pouziti této metody na vzorky italskych a Spanélskych oleja.

Konfuzni matice (kontingenéni tabulka) trénovaciho souboru 239 vzorkd.

0
from \ to ITA SPA Total corfect
ITA 154 0 154 100.00%
SPA 0 85 85 100.00%
Total 154 85 239 100.00%

Pocet pfiznakl (signald): 253
Pocet vektoru:416

Logisticka regrese

Jedné skupiné pfifadime kédové oznaceni 0, druhé skupiné 1. Vysledkem je regresni
rovnice pro pravdépodobnost, Ze vzorek se zafadi do skupiny 0 nebo 1. DalSim vysledkem je
kontingen¢ni tabulka. Logisticka regrese je pouzitelna i v pfipadé vice skupin. Nevyhodou je
nemoznost pouziti metody v pfipadé velkého mnozstvi pfiznakd a malého poctu vzorku.
Linearni diskrimina €ni analyza (LDA)

Slouzi k diskriminaci (rozliSeni) objektd pochazejicich z kone€ného poctu tfid (kategorii) na
zakladé objektd z jisté podmnoziny vSech objektd, tzv. trénovaci mnozZiny, sestavenim
rozhodovaciho pravidla a k nasledné klasifikaci.

Jako pfiklad uvadime vysledek LDA pro stejny soubor oleju
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Kontingenéni tabulka

0
from \ to ITA SPA Total corfect
ITA 154 0 154 100.00%
SPA 0 85 85 100.00%
Total 154 85 239 100.00%

Doprovodnym vysledkem muZe byt i simulovana zavislost citlivost na specifi¢nosti, tzv. ROC
kfivka.

Moznym pouZitim je i kombinace LDA s metodou PLS (Partial Least Square), znma
v literatufe jako SIMCA. Metoda dava podobné vysledky jako LDA. Obé metody rovnéz
poskytuji prehled o parametrech, které vyznamné ovliviiuji rozdéleni. Na zakladé
statistického testovani miZzeme rovnéz podstatné redukovat pocet priznaka.

Pro zpracovani datové matice o vice tfidach vyuzivAme metody Logistické regrese a LDA,
popf. SIMCA. Vysledkem Logistické regrese a LDA je rovnéz kontingenéni tabulka.

Kvalita primarnich dat

Jakékoli méfeni, tedy i rozsahly soubor primarnich dat, musi vykazovat znaky
zajisténi kvality. Budeme se zabyvat méficimi metodami, které jsou pouzivany
v metabolomice. Kromé& NMR jsou to pfevdzné metody vysokoucinné chromatografie
spojené s hmotnostni spektrometrii. Nedilnou souc€ésti zajisténi kvality dat je vysoka
kvalifikace personélu provadéjiciho méfeni a rozhodovani. Ke kazdé matrici se musi
pFistupovat individualné, jak z hlediska méfeni, tak i zpracovani a intepretaci. Mé&fici metody
musi byt validovany, rovnéz pfistrojovy software, ureny k pfedzpracovani a uUpravé
naméfenych dat, by mél byt validovan. Je to ostatné i pozadavek 1ISO 17025.

Matrice reSené v tomto projektu

Jedné se o ¢okolady, rostlinné oleje a kofeni. VVzorky jsou obecné charakterizovany a
zvoleny zpusoby separaci a méfeni.

Cokolada

Problémem je neshoda s deklarovanym sloZenim. Bylo k dispozici 100 vzorkd rdznych
cokolad. Vzhledem ke komplexnimu sloZeni Cokolad byla jako méfici metoda zvolena
technika ultra ucinné superkritické fluidni chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci
tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPSFC-HRMS/MS).

Olivovy olej

Analyzovany soubor obsahoval 154 olivovych oleji z Italie a 58 vzork( ze Spanélska. Jako
meéfici metoda byla zvolena vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni
s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii (U-HPLC-HRMS/MS).

Cerny pepf

Analyzovany soubor obsahoval 15 autentickych vzork( €erného pepfe a nékolik vzorkud

zastupnych surovin, popf. podezfelych vzorkd z maloobchodu a velkoobchodu. Jako méfici
metoda byla zvolena technika mikroextrakce na tuhou féazi ve varianté head space (HS
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SPME) ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostné spektrometrickou detekci (HS-
SPME-GC-HR-TOF-MS).

Zobecn éné optimalizace m éfici metody a prvotni zpracovani primarnich dat

Nedilnou soucasti metrologické paramidy je pouZzivani optimalizovanych metod méfeni.
Vtom je podle mého nézoru hlavni pfekdzka pfenosu metodiky na jina pracovisté a
vytvofeni obecné databaze standardnich vzorkd popf. datové matice trénovaciho souboru.
Optimalizace méficiho postupu je Casové i finanéné nakladna zaleZitost a je obchodnim
tajemstvim organizace. Nedilnou soucasti, jak jiz bylo uvedeno, je vysoce kvalifikovany
persondl, jehoz vychova je také velmi drah& a ¢asové naro€na.

Optimalizace mériciho postupu
Optimalizaci mizeme rozloZit do nékolika kroku:

1. Neexperimentalni Gvaha o matrici a moznych sloucenin, které mohou byt pfedmétem
meéfeni
Vybér vhodnych separacnich technik — rovnéz neexperimentélni tvaha
Pocatecni experimenty na znamé, autentické matrici a jejich optimalizace
Uvodni méfeni na vybrané technice a optimalizace instrumentalnich parametrd
Pfipadna identifikace hlavnich slou¢enin, popf. skupin chemickych latek a jejich vybér
pro dalSi zpracovani

arwDd

Ziskani primérnich dat trénovaciho souboru
1. Vybér ¢asove stabilnich vzorkd — kontrola kratkodobé stability

2. Méfeni a ziskani datové matice, procesné upravené (napf. pomoci specialnich
software)

3. Vysledek: rozsahla matice intenzit signald pro dany pomér m/z a retencni cCas
(m/z@RT). Matice muze byt normalizovana k nejvySSi intenzit€, popf. tzv. zarovnani
retencnich ¢asu (drobné posuny vrcholkd pika)

Statistické zpracovani dat trénovaciho souboru

Nezname rozdéleni do tfid nebo déleni neni jednoznacné

Klastrova analyza, pfifazeni tfid ke vzorkim
Test vyznamnosti parametM (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Mood)

SVM, Logisticka rngese, LDA, PLS-DA

\ 4
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Vysledek: Konfuzni matice /kontingencni tabulka
Citlivost, specifi¢nost, spravnost

Regresni rovnice v logistické regresi a pravdépodobnost
zafazeni do tfid

Rozhodovaci pravidlo (klasifikaéni rovnice) LDA nebo PLS-DA

Zname rozdéleni do trid

Odpada prvni krok

Schéma navaznosti metabolomickych m  éfeni

Mezinarodni metrologicka organizace ani VIM prozatim nedefinovaly ndvaznost kvalitativnich
méfeni. N&S navrh je tedy prvnim pokusem to ucinit. Navrh je v ¢asteéném souladu s ISO
17511. Tato norma pojedndva o navaznosti v medicinalnich méfeni. Je navrZzeno nékolik
schémat podle typu matrice, metody méfeni a analytu. Jedno ze schémat se nazyva

,Calibration hierarchy and metrological traceability to the manufacturer's selected
measuremnt procedure that is not primary*

Podobné bylo vytvofeno schéma navaznosti v tomto projektu. Je tfeba zdlraznit, Ze se vzdy
jedna o navaznost k trénovaci mnoziné vzork(, na jejiz kvalité zavisi i kvalita schématu
navaznosti. Rovnéz, jak bylo jiz zdiraznéno, je tfeba striktné dodrzovat SOP dané metody a
personalni kvalifikaci G¢astniki méfeni a intepretace. MZL VSCHT je akreditovana Ceskym
institutem pro akreditaci a splfiuje tedy vSechny naro¢né podminky.

Schéma navaznosti mize byt vyjadfeno jednoduchym schématem:

Selekce méficjho
postupu MZL VSCHT

Soubor vzorkt tvoricich
referenéni soubor
(trénovaci mnozina)

Akreditovany méfici postup
spolu s kvalitativnimi
metrologickymi
charakteristikami

.Neznameé“ vzorky -
méreni

Vysledek, intepretace,

23 zarazeni do tfidy
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Ve schématu neni prozatim krok, kterym by bylo vyjadfeno méfrenim jinym Gcastnikem, nez
je MZL VSCHT. To miZze byt pfedmétem dalSi diskuse s CMI.
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4. ZAVERY

1. Pro v8echny ftfi typy testovanych matric byla provedena optimalizace izola¢niho resp.
extrakéniho postupu. Byla navrZena a ovéfena analyza s vyuZitim vysoce uc€innych
separacnich metod a s detekci HR-MS. Kromé separace chromatografické byla
realizovana také separace pomoci spektralni dekonvoluce, coz je vyhodné v pfipadé
koalujicich se slou€enin. Ve vSech pfipadech se podafilo matrici velmi komplexné
charakterizovat a to jak z pohledu zastoupenych slou€enin, tak i relativni intenzity jejich
signald. Vhodné vnitfni standardy nebyly dosud navrzeny.

2. Priméarni data byla zpracovdna multidimenzionalni analyzou. Metodou PCA bylo dosazeno
zjednodusSeni popisu skupiny korelovanych znaku. Klasifikace je realizovana diskriminani
analyzou (DA) klasifika¢niho modelu ziskaného pomoci metody ¢aste¢nych nejmensich
¢tvercu (Partial Least Square, PLS) ¢i s vyuZitim jeji varianty ortogonalni-PLS (OPLS), jez
zahrnuji mnohonésobné linearné regresni postupy zalozené na PCA. Pro vybrané
komodity byly nalezeny vhodné markery autenticity.

3. Podle navrzenych schémat byly do standardizované formy zpracovany a validovany dvé
optimalizované pilotni analytické metody s nazvem ,Stanoveni latkového profilu /
metabolomu [potravina] metodou hmotnostni spektrometrie®. Postupy (SOP) budou
zaFazeny do rozsahu akreditace Metrologické a zku3ebni laboratofe VSCHT Praha (audit
CIA stanoven na Gnor 2018) a dale vyuZity pro navrhovani daldich genericky SOP.

4. Ve spolupraci s EURACHEM CR byla potvrzena validita ziskanych primarnich dat a
postupl jejich zpracovani, v€etné interpretace. Bylo navrzeno obecné schéma
metrologické navaznosti pro metody metabolomického vySetfeni potravin a krmiv.

5. ReSeni probéhlo podle dasového a vécného planu.

Hlavni reSitelkou projektu je prof. Ing. Jana HajSlova, CSc., ktera je vedouci
Metrologické a zkusebni laboratofe VSCHT Praha, akreditované Ceskym institutem
pro akreditaci, 0.p.s. podle CSN EN ISO/IEC 17025:2005. Na fe3eni projektu a dil&i
zpravé se podileli zejména prof. Ing. Vladimir Kocourek, CSc., Ing. Zbynék DZuman,
Ing. Jaromir Hradecky, Ing. EliSka Kludsk& a Ing. Michaela Rektorisova.
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Metrologické postupy v metabolomickém vySetfovani potravin a krmiv

5. PRILOHY

5.1. Prilohy- metabolomika ¢okolady

Pfiloha 6.1.1.: Chromatogramy ruznych typu extraktd vzorku Cokolady ziskané separaci
na koloné BEH s vyuZitim pozitivniho modu ionizace. A — isopropanol; B -
isopropanol/methanol 2:1 (v/v); C — methanol/ethylacetat 1:2 (v/v); D — methanol/voda 19:1
(VIv).
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Metrologické postupy v metabolomickém vySetfovani potravin a krmiv

Priloha 5.1.2.: Pfiklady chromatogrami ziskanych z analyzy vzorku &okolady s vyuZitim
pozitivniho modu ionizace. Separace na kolonach: A - HSS C18 SB; B — Torus 2-PIC; C —
Torus 1-AA; D - BE
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Pfiloha 5.1.3.: Tabulka optimalizovanych podminek méfeni UHPSFC-HRMS/MS
UPC?

Slozeni mobilni faze

A: CO2
B: MeOH/MeCN (80/20, v/v), 5 % H20, 15mM HCOONH4

Pratok mobilni faze

1,8 ml/min

Kolona Acquity UPC? BEH (3,0 x 100 mm, 1,7 ym)
Teplota kolony 60 °C
Objem nast Fiku 1yl

Zpétny tlak (ABPR)

2000 psi (13,8 MPa)

Make-up MeOH s 0,1% HCOOH; 0,25 ml/min
ESI-QTOFMS

Napéti sprejovaci kapilary 1kV/-0,6 kV

Napéti na kén é 35V

Napéti na extrak éni kén é 4V

Teplota zdroje 120 °C

Desolvata €ni teplota 350 °C

Pratok desolvata éniho plynu 800 I/h

Pratok kénového plynu 30 1I/h

Akvizi €ni rychlost 10 spekter/s

Hmotnostni rozsah 50 — 1200 Da
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Metrologické postupy v metabolomickém vySetfovani potravin a krmiv

RozliSeni 25000 FWHM

Priloha 5.1.4.: Diagramy komponentniho skére znazornujici rozdéleni jednotlivych vzorkl a
diagramy komponentnich vah zobrazujici pfislusné markery zodpovédné za toto rozdéleni. A
— PLS-DA, data z pozitivni ionizace; B — PCA, data z pozitivni ionizace s retenénim ¢asem
vySSim neZ 3 minuty; C — PLS-DA, data z negativni ionizace; D — PLS-DA, data z pozitivni

ionizace, pouze vzorky ¢okolad.
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5.2. Prilohy- metabolomika olivového oleje

PROJEKT

Metrologické postupy v metabolomickém vySetfovani potravin a krmiv

Pfiloha 6.2.1.: Celkovy iontovy chromatogram extraktu extra panenského olivového oleje se
zamérfenim na polarni slozky vzorku

1004
53
0]

253

20

753

453

Relativni intenzita

Polarni slozky

olivového oleje
(prevaine fenolicke latky)

A

1 MeOH : H,0
(11, vV)

) Cas [min]

Pfiloha 5.2.2.: Celkovy iontovy chromatogram extraktu

zamérenim na polarni slozky

30
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815

m MeOH
" (0,2 % HCOOH)
i Nepolarni slozky
olivového oleje
” (acylglyceroly, steroly, ap.)
;3 1
E‘ E [ |
:

6 7
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Priloha 5.2.3. Gradient mobilni faze pro U-HPLC-HRMS/MS

t [min] pr atok A [%] | B [%]
0 0,3 80 20
1,5 0,3 50 50
8,0 0,3 0 100

10,0 0,4 0 100
13,0 0,3 80 20

Pfiloha 5.2.4. Podminky ionizace (ESI)

lonizace ESI+/-
Nosny/pomocny plyn 32/7 arb. j.
Teplota kapilary 300 °C
Vyparovaci teplota 220 °C
Napéti na elektrospreji +/- 3,3 kV
S-lens hodnota 60

PFiloha 5.2.5. Podminky akvizi¢niho médu fullMS

RozliSeni 70 000 FWHM
Akvizi €ni rychlost 15Hz
Hmotnostni rozsah m/z 100 -
Automaticka regulace citlivosti (AGC 3eb

Maximalni doba nast Fiku (max IT) 100 ms

PFiloha 5.2.6. Podminky akvizi¢niho médu ddMS2 (data dependent MS2)

RozliSeni 17 500 FWHM
Akvizi €ni rychlost 12 Hz
Hmotnostni rozsah m/z 50 - m/z fragmentovaného analytu
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SiFka izola éniho okna 1m/z
Automatickd regulace citlivosti (AGC) leb

Maximalni doba nast Fiku (max IT) 50 ms
Normalizovana kolizni energie (NCE) 25 %, 30 %, 35 %
Dynamické vylou €eni analytu 5s

Mez intenzity pro fragmentaci 2e?
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Pfiloha 5.2.7. Optimalizace chromatografického gradientu demonstrovaného jako celkovy iontovy tok (TIC) ve formé& 3D mapy (13 min, m/z
100 - 1200); pfed (vlevo) a po (vpravo) optimalizaci

Relativni intenzita
Relativni intenzita

Cas [min) Cas [min]

11 12 13 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Cas [min] Cas [min]
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Priloha 5.2.8. Graficky vystup multivariacni analyzy (PCA, OPLS-DA) pro autentikaci 154 italskych a 58 Spanélskych olivovych oleji dle
geografického pavodu

PCA a2 0.62 OPLS-DA X%

Q2 0.70

R s Spanélsko

Geograficky o
ptivod

3 &
[}
B 'tilie (n = 154) \e"

I 208 |
I Spanélsko (n = 58) >\

Italie
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Priloha 5.2.9. Vizualizace identifikace diskriminativnich marker( pro klasifikaci EVOO dle geografického puvodu

=
&
]
S-plot o g,)
®
DISKRIMINATIVNI
) MARKERY
DISKRIMINATIVNI
MARKERY
ITALIE SPANELSKO

m/z 412,1964 @ 4,29 min
Derivét aglykonu ligstrosidu

m/z 492,4044 @ 9,18 min
Derivat triterpenoidu
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5.3. Prilohy- metabolomika _€erného pep fe
Pfiloha 5.3.1.: Parametry HS- SPME-GC-HR-TOF-MS metody pro ziskani fingerprintt

cerného pepre

Priprava vzorku

Navazeno 100 mg vzorku do 10 ml vialky pro SPME
HS-SPME nastaveni

SPME vlakno PDMS/CAR/DVB

Inkubace 5min /50 °C

Sorpce 1 min /50 °C

Desorpce 10 min /270 °C

GC separace

Chromatograficka kolona HP-Innowax (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm)

Nastfik vzorku split/splitless 270 °C (split pomér 100:1)

Pratok 1 ml/min (constantni prutok)

Teplotni program pece 40 °C 1min, dale gradient 10 °C/min do 170 °C a
dale gradient 30 °C/min do 260 (zadrz 3,5min)

Nosny plyn Helium

MS detekce (TOF)

Rozsah hmot 10-510 m/z

Akvizi €ni rychlost 10 Hz

Teplota iontového zdroje 250 °C

loniza €ni energie (El méd) 70 eV

Napéti detektoru 2700-2850 V

Kalibra €ni latka (PFTBA) kalibrovano pred analyzou

Statistical compare - nastaveni

Spektralni similarita 625
SIN 20/15
Odchylka reten €niho €asu 45 s
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Priloha 5.3.2.: Pfehled vzork( ¢erného pepre

Typ vzorku n
Autenticky 15
Maloobchodni 18
Ztoho. ’“podezrelych ° 1
Velkoobchodni 12
Ztoho. ’“podezrelych ° 5
Adulterant spent 2
slupky 2
jiné Smésné ko reni 3
Pfiloha 5.3.3.: Schéma matice dat
Cislo slou €eniny 1 2 3 m suma relativnich ploch
(rA); (%)
m/z m/z ; Mz, | mzs | miznm -
reten €ni €as (S) RT: RT- RT3 RTm -
vzorek 1 rAx rAz rAs rAm 100
vzorek 2 rAx rAz rAs rAm 100
vzorek 3 rAx rAz rAs rAm 100
...... 100
vzorek n rA: rAz rAs rAm 100
Priloha 5.3.5. : Grafické vystupy statistického zpracovani dat
A
®
10 .
* b _—
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¥
i A
o
) ° ® @ Autentické vzorky
™ A ¢erného pepie
@

-10 4

115 4
-15
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Priloha 5.3.6.: PCA rozdéleni vzorkd autentického pepfe a vzorkd oznacenych jako Cerny
pepf

A Podezielé - maloobchodni
o
e Slupky
2 - . s - . w
5 | [ . 0Oznacené jako cerny pepf
Falal— . Cnant [ ]
Podezielé vellfgpbchodnl o Spent ¥ ]
g o s @ (] a ?
! ® * Autenticky éerny pep¥
[ o e 0 * y terny pep
*1 Smésné ko¥eni ' '.
®
-10 4
15 . ! : ' > I , } ! ) , >
-20 -15 -10 -5 0 5 10
t[1]
Priloha 5.3.7. Vysledky klasifikace vzork( ¢erného pepre:
Typ vzorku klasifikace
smésné
autentické slupky spent koreni
Maloobchodni L 15 3 i
‘podezrelé ’ 1 - 1 - -
Velkoobchodni 2 ! 2 2 L
‘podezrelé 5 - 2 2 1
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Priloha 5.4. Priklad ¢asti rozsahlé LC-HRMS databaze detekovanych slouc¢enin specifikovanych pfesnou hmotou m/z a retenénim ¢asem
(min) v analyzovanych vzorcich olivovych oleju po normalizaci

o 3
rvest Quality grade Blending  CountrysQusiy |
m B0, Tz TA-EVOO
m 200, singe Te-2V00 0834
ma | 2013 800 singe TAE00 2438 5363 1313 1075 2071 2273 5221 2732 0,001 5 1366 1618 8535 1340 1855 | 0.001
203 V00, snge maeE0D 6391 5615 | 1326 | | 1007 | 2054 | 2308 | 6551 | a567 I 2511 | 1536 1950 | 5438 1810 I 1218 I o001
ma | 2013 £i00 singe TA-E00 4510 5157 1351 1023 2048 2173 £623 aass 0001 1417 0745 £328 23252 Lao7 0215
mA 2083 £V00 singe MA-SM00 s0zE 7702 | 1345 | | 1070 | 2050 | 1803 | 4550 | FVEs) | 1188 | 0001 2375 | 5417 1840 | 1671 | 0230
ma | 2013 800 snge AAB00 0,001 2382 1709 2525 3977 5810 [F7Ty 305 0001 2263 1756 15281 2038 3773 0.108
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m 20is £Vo0. snge maeEOO o001 4119 I 1828 | | 1509 | 2803 | 4042 | 1731 | 5385 | aazs £ | 1858 2774 | 14598 0378 | o001 | o058
ma | 2013 200 singe A0 4385 2358 £V 3247 5258 5454 2584 3585 0001 0001 1481 7353 1507 2208 [RES)
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5 ma | 2013 2000 singe A0 5071 4071 1278 1078 2008 2743 2788 5805 5302 2530 0.001 8880 0.607 1641 I 0001
Fod A 2018 00 snge maeEmo 5850 4715 | 1047 | E | 0728 | 2588 | 1g22 | EE) | 5780 | ) | | 2811 2808 | 12587 2092 | 2237 I 0001
ma | 2013 Bi00 snge ma-Evo0 EEETS 2357 1782 1 2082 3614 4308 (¥ 3587 1540 | 0001 182 11881 1888 2712 0118
7018 £U00. singe T&-2V00 5382 32380 1735 1247 2145 2346 4300 3584 2104 0001 2764 5251 1452 1510 o177
ma | 2013 800 snge FAB0 0001 3072 0712 os27 raga 1736 1510 5187 0001 | 0001 3478 5308 0001 | 3708 | o001
m 20 £WO0. snge meEmo 5303 5087 I 113y | | 043 | 1734 | 1553 | 4003 | asig | 3110 I ! I 0001 3238 | 5404 0378 | osse I o001
ma | 2013 2000 singe FAEIO0 3661 4018 1123 1052 1738 1855 4515 3871 5154 3662 2574 B 1338 1488 0085
mA 203 BVO0 snge TADOD 4864 3781 | 1333 | | 1344 | 2507 | 2540 | 314 | 108 | 5167 | | 2878 3214 | 2375 1564 | 1508 | 0032
mo 2013 8900 singe Ma-Ev00 4787 4782 0850 0885 1548 1673 3804 3505 5441 2150 2603 E515 1352 1281 0001
m 2013 B0 singe ma-Ev00 3787 5054 1387 0821 1704 1834 5212 3625 0,001 3288 2257 8570 0534 1168 0088
m 2013 BV00 singie MA-E/00 5511 5951 1352 1474 2076 1811 474 3571 1771 1842 1957 5234 1080 1030 0.001
m 2013 Vo0 singe ma-EvoD 6802 4833 1155 z o824 2033 1828 3714 agz7 3770 2417 0001 6585 1151 1128 0001
m 2013 B0 singe ma-Ev00 4120 4584 0.500 0758 144z 1336 3768 apss 5123 2350 2318 8157 0422 1013 0,001
mo 2013 900 singe Ma-Ev00 5000 3963 1371 1407 2560 23402 3896 6442 4957 23502 0.001 7 1212 1322 0,001
m 2013 Vo0 singe ma-EvoD FETT) 4285 0857 0748 1233 1358 3841 3730 3248 3383 17 11112 0481 1387 0001
m 2013 B0 singe ma-Ev00 4050 4532 1183 0858 1780 2184 3533 5016 4857 2820 0,001 B525 0421 1118 0,001
mo 2013 900 singe Ma-Ev00 2801 4214 1022 0803 1az2 1757 2742 3562 3265 2880 1661 10281 0476 1089 001
m 2013 Vo0 singe ma-EvoD 7000 4505 0857 0854 1821 1235 5555 5330 73557 2774 0001 5510 041 1145 o111
m 2013 B0 singe ma-Ev00 5788 4352 1005 0580 1338 1628 4380 5885 3426 3873 3153 5370 0352 0711 0.001
mo 2013 £v00 singe Ma-Ev00 6888 5580 0.856 F 0835 1209 0318 5951 5282 5453 2888 0.001 2560 0435 0642 0.0%0
m 2013 Vo0 singe ma-EvoD 1118 5285 1140 o782 1841 1747 7818 os82 1735 0001 1717 2075 1340 0485 0200
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