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1 Cil metodiky

Jednim z dil¢ich cila projektu QK1910104 (Vyzkum metabolomickych metod pro
laboratorni ovéfeni geografické autenticity jablek) podporovaného Ministerstvem zemédélstvi
CR, bylo navrhnout analytickou metodu pro ziskani metabolomickych fingerprintéi vzorki
jablek a vytvorit matematicko-statisticky model, podle kterého bude mozno plody jabloné
uvadéné na trh v CR zatadit do skupin podle odridy a geografického ptivodu. Pro splnéni tohoto
cile jsou dale na zaklad¢é pokrocilého statistického zpracovani dat generovanych pomoci
necilového metabolického fingerprintingu (autentickych) ploda definovaného ptivodu vybrany
tzv. chemické markery autenticity. Cela tato metodika ma pak poskytnout nastroj pro
screeningovou laboratorni podporu ovéfovani autenticity vyznamnych trznich odrud jablek

Vv kontrolni a inspek¢ni praxi.
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2 Vlastni popis metodiky
2.1 Pouzitelnost zvolene analytické strategie

Pouzitd analytickd strategie necilového metabolomického screeningu piedstavuje
soucasny trend aplikovany pfi autentikaci potravin. Pro tuto studii byla vyuZita moderni
analytickd  technika  ultra-vysokou¢inné kapalinové chromatografie ve  spojeni
s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii, ktera umoziuje presné a citlivé
méfeni Sirokého spektra malych molekul (metabolitt) izolovanych danym postupem ze vzorku.
Komplexni data genrovana pii vySetfeni vzorkl je nutné zpracovat a interpretovat pomoci
jednorozmérnych a vicerozmérnych statistickych metod, pomoci nichz mohou byt ziskany
klasifika¢ni modely a identifikovany diagnostické proménné.

Piedstavena strategie navhruje aplikaci metody metabolomického fingerprintingu pro
klasifikaci odridy a geografického pivodu jablek na zaklad¢ analyzy extrakti slozek
povrchové, epikutikularni vrstvy plodi. Pro vytvofeni statistickych modeld bylo pouzito 274
autentickych vzorku jablek (137 vzorki ve 2 biologickych opakovanich) odridy Gala, Golden
Delicious, Idared a Jonagold, které pochazely z Ceské republiky a z Polska z let 2020-2022.

2.2 Princip analytické metody

Pro izolaci metabolitd z epikutikularni vrstvy jablek byla pouZita extrakéni smés
rozpoustédel dichlormethan:methanol (1:1, v:v). Ziskané extrakty byly po zakoncentrovani
analyzovany technikou ultra-vysokou¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s vysokorozliSovaci  tandemovou  hmotostni  spektrometrii  (U-HPLC-HRMS/MS)
s hmotnostnim analyzatorem typu kvadrupo6l-analyzator doby letu (Q-ToF). Ziskané ,,chemické
otisky* (fingerprinty) izolovanych sekundarnich metabolitd byly nasledné zpracovany a
s vyuzitim statistickych metod byly vytvofeny vicerozmérné modely umoznujici rozlisit
geograficky pivod jablek. Statistickym hodnocenim byly vytipované nejvice diagnostické
metabolity resp. jejich ionty (m/z) a byla rovnéz navrzena jejich identifikace pomoci presné

hmoty, isotopového profilu a fragmentacnich spekter.

2.3 Chemikalie a spotiebni material

e Methanol, gradient grade pro LC (Merck KgaA, Némecko

e Dichlormethan, ¢istota 99,9%, (Merck spol. s.r.o, USA)

e Deionizovana voda (zatizeni Milli-Q Millipore, Némecko)

e Mravencan amonny, ¢istota 99,9 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Kyselina mravenci, ¢istota pro MS - 98 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kalibra¢ni roztok APCI Calibration Solution (SCIEX, Kanada)
Membranové filtry LUT Syringe, PTFE, 25 mm, 0,22 um (HPST, CR)
Spi¢ky — Finntip, 1-10 ml (Analytika, Ceska republika)

Vialky, septa, vitka a dal3i ptislusenstvi (Labicom s.r.0., CR)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni

2.4 Pristroje a zarizeni

Piiprava vzorku:

Rotaéni vakuova odparka s vodni 1azni, Biichi Vacuum Pump V-100, Biichi Interface 1-100,
Biichi Rotavapor R-100, Biichi Heating Bath B-100 (Biichi, Svycarsko)

Ttepacka HS 250 basic (IKA Labortechnik, IKA Werk, Némecko)

Analytické vahy Balance AND, model GF-1200 (A&D Instruments LTD., Japonsko)
Automatické pipety (TraffLab-Transferpette®, Svycarsko)

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

Instrumentalni systém U-HPLC-HRMS:

Kapalinovy chromatograf U-HPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Hmotnostni spektrometr typu QTOF — TripleTOF™ 6600 (SCIEX, Kanada)

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

2.5 Pouzity software

Analyst® verze 1.6 TF (Sciex, Kanada)

SCIEX OS, verze 1.5 (Sciex, Kanada)

MS Dials, verze 5.0.6

MS Finder, verze 3.52

SIMCA™ verze 13.0 (Umetrics, Svédsko)
Rstudio, verze 1.3.1073

Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA)
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Poznamka: Kromé pristroje a zaiizeni uvedenych dodavateli, které byly pouzity pro tuto metodiku, lze
pouZit instrumentaci od alternativnich dodavatelii, pokud jsou pro dany iic¢el vhodné. Vhodnost musi byt
dokumentovdna pri implementaci metody v konkrétnich podminkdch.

2.6 Pracovni postup
2.6.1 Piiprava vzorku

Vzorky jablek o znamé hmotnosti byly vlozeny do kadinky a pievrstveny smési
rozpoustédel dichlormethan:methanol (1:1,v:v) tak, aby byl cely plod ponofeny. Kadinka byla
po prikryti vickem umisténa na tfepacku a oplach povrchu jablka probihal po dobu 10 minut
s frekvenci tfepani 120 min™t. Extrakt byl pfeveden do odpaiovaci baiiky a zakoncentrovan
pomoci vakuové odparky. Zbytkové rozpoustédlo bylo odfoukano proudem dusiku. Suchy
extrakt (odparek) byl zvazen a nasledné rozpuStén ve smési rozpoustédel
dichlormethan:methanol (1:1,v:v) na vyslednou koncentraci matrice 33,33 mg/ml. Rozpustény
extrakt byl prefiltrovan pfes sttikackovy filtr s velikosti pori 0,22 um a preveden do sklenéné
vialky. Vzorek pro kontrolu kvality (QC) méfeni dat byl pfipraven jako pool alikvotii vSech

ptipravenych vzorki.

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

Pro analyzu vzorkt byla vyuZita technika ultra u¢inné kapalinové chromatografie ve
spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS)
s hmotnostnim analyzatorem typu kvadrupdl-analyzator doby letu (Q-ToF).

Podminky méfeni extraktl jsou uvedeny v Tabulkéch 1-3.

Tabulka 1: Podminky UHPLC separace
U-HPL.C Dionex UltiMate 3000

Kolona BEH C18 (2,1x100 mm; 1,7 pm)
Teplota kolony 60 °C

Objem nastiiku 1wl

Teplota autosampleru 5°C

A: 5 mM mravenc¢an amonny ve smési voda:methanol (95:5, v:v) + 0,1
% kyselina mravenci

B: 5 mM mravenéan amonny ve smési isopropanol, methanol a voda
(65:30:5, v:viv) + 0,1 % kyselina mravenci

Mobilni faze
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Tabulka 2: Gradient mobilni faze

Cas Priitok A B
[min]  [ml/min] [%0] [%0]
0,4 70 30
0,4 50 50
7 0,4 20 80
13 0,4 0 100
20 0,4 0 100
20,1 0,4 70 30
22 0,4 70 30

Tabulka 3: Podminky MS detekce
QTOF-TripleTOF™ 6600

lontovy zdroj Duo SprayTM s odd¢lenymi ESI a APCI iontovymi zdroji

Toniza¢ni technika ESI +/ESI-

Akvizi¢ni méd MS1 + MS2 (DDA)

Teplota iontového zdroje 500 °C

Napéti na kapilai‘e +4500 V/-4000 V

Rozsah snimanych hmot (m/z) 100-1200

Kolizni energie 35+15eV

Tlak nepulzaéniho plynu 55 psi (379 kPa)

Tlak susiciho plynu 55 psi (379 kPa)

Dosazené rozliseni FWHM > 40 000 (m/z 829,5393 pro ESI+ a m/z 933,637 pro
ESI-)

Automaticka kalibrace piesnosti hmoty se provadi pomoci kalibra¢niho roztoku po
kazdych 10 nastficich. Pro kontrolu kvality méfenych dat byl pouzit QC vzorek, ktery byl
nastiiknut v 8 opakovanich pied zac¢atkem sekvence, dale po kazdych 17 vzorcich v priabéhu
sekvence a v 6 opakovanich na konci sekvence. Pro zhodnoceni kvality méfeni byla porovnana

konzistence intenzity signalt, stabilita reten¢nich ¢asi a tlakovych zaznama mobilni faze.

2.8 Detekce a konfirmace specifickych markeri
2.8.1 U-HPLC-HRMS analyza

Extrakty metabolita z epikutikularni vrstvy jablek byly analyzovany technikou
UHPLC-HRMS/MS v pozitivnim (ESI+) i negativnim (ESI-) modu ionizace. Ziskéané
»fingerprinty” jsou v obou polaritach pomérné bohaté, ukazka chromatogrami je uvedena na
Obréazcich 1 a 2.
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Obrazek 1: Chromatogram celkové iontoveé intezity QC vzorku z pozitivniho modu ionizace ESI+
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Obréazek 2: Chromatogram celkové iontové intezity QC vzorku z negativniho médu ionizace ESI-

2.8.2 Zpracovani dat

Ziskané data byla po konverzi do forméatu *.abf zpracovana v programu MS-Dial, ktery

umoziuje extrakci proménnych, deizotopizaci a alignment. Parametry zpracovani dat jsou

uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Parametry zpracovani dat v programu MS Dial
Tolerance pifesné hmoty (m/z) MS1 (0,01 Da), MS2 (0,025 Da)
Minimalni vyska piku 10 000
[M+H]+, [M+NH4]+, [M+Na]+ (ESI+)
[M-H]-, [M+HCOO]- ; (ESI-)

0,05 min (ESI+), 0,3 min; (ESI-)

Typ adukti

Tolerance reten¢niho ¢asu pro
alignment dat
Tolerance presné hmoty (m/z)

pro zarovnani dat 0,015 Da (ESI+ i ESI)

Vysledkem zpracovani dat byly datové matice, které ¢italy v pozitivnim modu ionizace
96072 proménnych a v negativnim modu ionizace 21040 proménnych. Proménné jsou
charakterizovany naméfenou piesnou hmotou iontl a retenénim ¢asem. Nasledovala filtrace
proménnych podle relativni smérodatné odchylky (RSD) intenzity signalti (plochy piki) v QC
vzorcich. Dale byly odfiltrovany vSechny proménné, jejichz plocha ve vzorcich nebyla alespon
3x vyssi nez v rozpoustédlovém blanku. Pro nasledné statistické zpracovani bylo pouZito 16044

proménnych detekovanych v ESI+ a 2132 proménnych detekovanych v ESI-.

2.8.3 Statistické zpracovani dat a tvorba modelii

Ziskané datové matice byly pred kazdym statistickym zpracovanim normalizovany na
sumu, logaritmicky transformovany a Pareto Skalovany. Na data byly nasledné aplikovany
jednorozmérné a vicerozmérné statistické metody s cilem vytvofeni modeli, které budou na
zékladé diagnostickych proménnych ,,markert* rozliSovat odridu a geograficky ptivod jablek.
Pro nahled na vicerozmérna data byla vyuzita analyza hlavnich komponent (Principal
Component Analysis, PCA). Diagnostické proménné byly hledany pomoci metod t-testu, zmény
stftedni hodnoty a Receiver Operating Characteristics (ROC), kde kazda z nich posuzuje
vyznamnost proménné jinym zpisobem a umoziuje tak vybér relevantnich markeri. Na
zaklad¢ vybranych proménnych byly vytvoieny klasifika¢ni modely diskrimina¢ni analyzy
parcialné nejmensich ctverci (Partial least square Discriminant Analysis, PLS-DA) a
diskriminan¢ni analyzy orthogonalnich parcialnich nejmensich ¢tverct (Orthogonal Partial
least square Discriminant Analysis, OPLS-DA). Klasifika¢ni modely byly validovany pomoci
sedminasobné kiizové validace a charakterizovany popsanym (R?Y) a predikovanym (Q?Y)
rozptylem. Jako validni byl klasifikovan model, jehoZ hodnota Q?Y nabyvala minimélné
hodnoty 0,5 [1].
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2.8.3.1 Klasifikace odridy na zdkladé metabolomickeho fingerprintu ziskaného v ESI1+

Na metabolomické fingerprinty zahrnujici vSech 16044 proménnych pro celkem
284 vzorkt jablek 4 odriad (Golden Delicious, Jonagold, Idared, Gala) byla aplikovana analyza
hlavnich komponent (Obrazek 3). Na grafu komponentniho skére je patrné oddéleni vzorku
jablek odridy Gala (modrd) a Idared (zlutd). U vzorka odriid Golden Delicous (zelend) a

Jonagold (¢ervena) k pritkazné separaci nedoslo.
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Obrézek 3: PCA graf komponentniho skére metabolomickych fingerprintd extraktt voska jablek
odridy Gala (modra), Golden Delicious (zelend), Idared (zlutd) a Jonagold (¢ervena) v ESI+

Na proménné byla aplikovana analyza rozptylu (Analysis of Variance, ANOVA), ktera
vybrala 14551 proménnych, které se na hladin€ vyznamnosti a=0,05 statisticky vyznamné liSily
alespoit mezi jednou dvojici odriid. Nasledné byl na této podmnoziné proménnych vytvoren
PLS-DA model (Obréazek 4). Validita modelu byla ovéfena na zaklad¢ sedminasobné kiizové
cross validace a parametr R2Y dosahl hodnoty 0,790 a Q2Y hodnoty 0,756, coz splituje
pozadavky na validni model. Vyznamné proménné byly vybrany na zaklad¢ parametru VIP

skdre > 1,5 a u téchto proménnych byla snaha o jejich identifikaci.
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Obrazek 4: PLS-DA graf komponentniho skore metabolomickych fingerprintti extrakti voska jablek
odridy Gala (modra), Golden Delicious (zelena), Idared (Zluta) a Jonagold (Cervena) v ESI+

2.8.3.2 Klasifikace odridy na zakladé metabolomického fingerprintu ziskaného v ESI-

Na metabolomické fingerprinty zahrnujici vSech 2132 proménnych pro celkem

284 vzorki jablek 4 odrid (Golden Delicious, Jonagold, Idared, Gala) byla aplikovana analyza

hlavnich komponent (Obrézek 5). Na grafu komponentniho skore je patrny naznak oddéleni

vzorkl jablek odridy Gala (modrd) a Golden Delicous (zelena) od jablek odriidy Idared (zlutd)

a Jonagold (Cervend).
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Obrézek 5: PCA graf komponentniho skére metabolomickych fingerprintd extrakti voskl jablek
odridy Gala (modra), Golden Delicious (zelend), Idared (zlutd) a Jonagold (¢ervena) v ESI-

Na proménné byla aplikovana ANOVA, kterd vybrala 1678 proménnych, které se na
hladin¢ vyznamnosti a=0,05 statisticky vyznamné¢ liSily alespoil mezi jednou dvojici odrad.
Nasledné byl na této podmnoziné proménnych vytvoren PLS-DA model (Obréazek 6). Validita
modelu byla ovéiena na zakladé sedminasobné kiizové cross validace a parametr R?Y dosahl
hodnoty 0,770 a QY hodnoty 0,756, coz splituje pozadavky na validni model. Vyznamné
proménné pro ESI- byly vybrany na zaklad¢ parametru VIP skore, ktery byl u 122 proménnych

vyss§inez 1,5 a u téchto proménnych byla snaha o jejich identifikaci.

13
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Obréazek 6: PLS-DA graf komponentniho skore metabolomickych fingerprinti extrakti voski jablek
odridy Gala (modra), Golden Delicious (zelend), Idared (zlutd) a Jonagold (¢ervena) v ESI-

2.8.3.3 Klasifikace zemé piivodu na zdkladé metabolomického fingerprintu ziskaného v ES1+

Odrida jablka m& vyznamnéjsi vliv na metabolom epikutikularni vrstvy nez
geograficky pavod plodu, proto je nutné analyzovat vliv geograficity samostatné pro kazdou
odridu. Vychozim souborem byla datova matice s 16 044 proménnymi, na data byl nasledné
aplikovan t-test a ROC a byla spoéitana zména stfedni hodnoty. Z proménnych, které splnily
podminku t-testu o statistické vyznamnosti na hladiné¢ 0=0,05 a hodnota area under curve
(AUC) byla vyssi nez 0,75, byl vytvofen OPLS-DA model. Validace modelu byla provedena
pomoci sedminasobné kiizové validace a byly ziskany parametry RMSEE, R?Y a Q?Y.
Provedeny byly rovnéZz permutaéni testy (100 permutaci), jejichz vysledek je vyjadien jako
pravdépodobnost, ze parametry R?Y a QY vytvofeného modelu se shoduji s parametry
ziskanych z modelt pfi permutacnich testi. Dale byla ovéiena validita modelu v ¢ase a tim i
relevance pouzitych proménnych, kdy do OPLS-DA modelu vytvofeného ze vzorkd z roku
2021 byly vlozeny vzorky z roku 2020 a 2022 a byla spocitana predik¢éni schopnost modelu
spravné urcit geograficky ptvod.

Gala

Metabolomické fingerprinty extrakt voskt jablek odridy Gala zahrnovaly 35 vzorkd,
z nichZ 16 pochazelo z Ceské republiky (5 vzorki z roku 2020, 8 vzorkt z roku 2021, 3 vzorky
z roku 2022) a 19 pochazelo z Polska (5 vzorkt z roku 2020, 13 vzorka z roku 2021, 1 vzorek
zroku 2022). VSechny vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z pivodnich 16 044

proménnych bylo na zékladé t-testu na hladiné vyznamnosti 0=0,05 vybrano 1 706
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proménnych, které se statisticky vyznamné ligily mezi vzorky z Ceské republiky a z Polska.
Z nich bylo vybrano pouze 506 proménnych, které spliovaly hodnotu AUC > 0,75. Vytvoteny
OPLS-DA model (Obrazek 7) dosahl parametrt RMSEE 0,265, R?Y 0,735 a Q%Y 0,624.
Vysledek permutacnich testl byl pro oba parametry R?Y a Q%Y roven pravdépodobnosti mensi
nez 1%. Predikéni schopnost OPLS-DA modelu vytvoteného ze vzorkia z roku 2020 a 2021, do
ktereho byly vloZeny vzorky z roku 2022 dosahla hodnoty 82 %.
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Obrézek 7: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 506 markerd ziskanych z
metabolomickych fingerprintti extraktli voskl jablek odridy Gala pochazejicich z Ceské republiky
(modrd) a z Polska (Zlutd) v ESI+

Golden Delicious

Metabolomickeé fingerprinty extraktti vosku jablek odridy Golden Delicious zahrnovaly
37 vzorki, z nichz 19 pochazelo z Ceské republiky (3 vzorky z roku 2020, 10 vzorki z roku
2021, 6 vzorku z roku 2022) a 18 pochazelo z Polska (6 vzorki z roku 2020, 11 vzorkt z roku
2021, 1 vzorek z roku 2022). VSechny vzorky byly ve 2 biologickych replikatech. Z pavodnich
16 044 proménnych bylo na zakladé t-testu na hladiné vyznamnosti a = 0,05 vybrano 5 792
proménnych, které se statisticky vyznamné lisily mezi skupinou vzorkd z Ceské republiky a z
Polska. Z nich bylo vybrano pouze 1 048 proménnych, které spliovaly hodnotu AUC > 0,75.
Vytvoteny OPLS-DA model (Obrézek 8) dosahl parametrit RMSEE = 0,309, R?Y = 0,635 a
Q%Y = 0,554. Vysledek permutacnich testll byl pro oba parametry R?Y a Q2Y roven
pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni schopnost OPLS-DA modelu vytvoreného ze

vzorku z roku 2021, do nejz byly vloZeny vzorky z roku 2020 a 2022 dosahla hodnoty 65 %.
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Obrazek 8: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 1048 markerd ziskanych z
metabolomickych fingerprintii extraktl voski jablek odriidy Golden Delicious pochazejicich z Ceské
republiky (modrd) a z Polska (Zlutd) v ESI+

Idared

Metabolomické fingerprinty extraktii voski jablek odridy Idared zahrnovaly 32 vzorkii,
z nichz 17 pochazelo z Ceské republiky (5 vzorki z roku 2020, 7 vzork z roku 2021, 5 vzorki
z roku 2022) a 15 pochézelo z Polska (5 vzorkt z roku 2020, 10 vzorka z roku 2021). VSechny
vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z pavodnich 16 044 proménnych bylo na zakladé t-
testu na hladiné vyznamnosti a=0,05 vybrano 438 proménnych, které se statisticky vyznamné
lisily mezi skupinou vzorkii z Ceské republiky a Polska. Z nich bylo vybrano pouze 156
proménnych, které spliovaly hodnotu AUC > 0,75. Vytvofeny OPLS-DA model (Obrazek 9)
dosahl parametrit RMSEE=0,175, R?Y 0,886 a Q%Y 0,809. Vysledek permuta¢nich testfi byl
pro oba parametry R?Y a QY roven pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni schopnost
OPLS-DA modelu vytvofeného ze vzorkl z roku 2021, do nejz byly vlozeny vzorky z roku
2020 a 2022 doséhla hodnoty 85 %.
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Obrazek 9: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 156 marker ziskanych z
metabolomickych fingerprintti extraktti voskl jablek odriidy Idared pochazejicich z Ceské republiky
(modra) a z Polska (Zlutd) v ESI+

Jonagold
Metabolomické fingerprinty extrakti voski jablek odridy Jonagold zahrnovaly

33 vzorktl, z nichZ 13 pochazelo z Ceské republiky (6 vzorki z roku 2020, 3 vzorky z roku
2021 a 4 vzorky z roku 2022) a 20 pochézelo z Polska (8 vzorka z roku 2020, 12 vzorku z roku
2021). VSechny vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z ptivodnich 16044 proménnych
bylo na zékladé t-testu na hladiné vyznamnosti a=0,05 vybrano 15 proménnych, které se
statisticky vyznamné ligily mezi skupinou vzorkti z Ceské republiky a Polska. Z nich bylo
vybrano pouze 12 proménnych, které spliiovaly hodnotu AUC > 0,75. Po kontrole tvaru
chromatografickych pikti bylo vybrano vSech vyslednych 11 markerti, z nichz byl vytvofen
OPLS-DA model (Obrazek 10). Parametr RMSEE dosahoval hodnoty 0,335, parametr R%Y
dosahoval hodnoty 0,561 a parametr Q?Y dosahoval hodnoty 0,501. Vysledek permuta¢nich
testi byl pro oba parametry R?Y a QY roven pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni
schopnost OPLS-DA modelu vytvofeného ze vzorka z roku 2020 a 2021, do kterého byly
vloZeny vzorky z roku 2022, doséhla hodnoty 88 %.
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Obrazek 10: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 11 nejvyznamnéjsich markerd
ziskanych z metabolomickych fingerprintli extrakti voskl jablek odridy Jonagold pochazejicich
z Ceské republiky (modra) a z Polska (Zluta) v ESI+

2.8.3.4  Klasifikace zemé piivodu na zdkladé metabolomického fingerprintu ziskaného v ESI-

Stejny postup byl aplikovan i u dat z negativniho médu ionizace. Vychozim souborem
byla datova matice s 2132 proménnymi, na data byl nasledné aplikovan t-test a ROC a byla
spo€itana zména stfedni hodnoty. U proménnych, které splnily podminku t-testu o statistické
vyznamnosti na hladiné 0=0,05 a AUC byla vy3s§i nez 0,75, byl zkontrolovan tvar
odpovidajictho chromatografického piku. Z takto vybranych proménnych ,markerta™ byl
vytvoien OPLS-DA model, ktery byl validovan na zakladé sedmi-kolové kiizové validace a
popséan pomoci parametril R%Y a Q?Y, dale byla ovéfena validita modelu v ¢ase, kdy do OPLS-
DA modelu vytvoreného ze vzorki z roku 2021 byly vlozeny vzorky z roku 2020 a 2022 a byla
spocitana predik¢éni schopnost.

Gala

Metabolomické fingerprinty extrakt vosk jablek odridy Gala zahrnovaly 35 vzorkad,
z nichZ 16 pochazelo z Ceské republiky (5 vzorki z roku 2020, 8 vzorkt z roku 2021, 3 vzorky
z roku 2022) a 19 pochazelo z Polska (5 vzorkt z roku 2020, 13 vzorka z roku 2021, 1 vzorek
zroku 2022). VSechny vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z ptivodnich 2 132
proménnych bylo na zéklad¢ t-testu na hladin€ vyznamnosti 0=0,05 vybrano 52 proménnych,
které se statisticky vyznamné ligily mezi skupinou vzorkii z Ceské republiky a Polska. Z nich
bylo vybrano pouze 17 proménnych, které spliovaly hodnotu AUC > 0,75. Po kontrole tvaru
chromatografickych piki bylo vybrano vyslednych 13 markert, z nichz byl vytvofen OPLS-

18



VSCHT Praha Certifikovana metodika

DA model (Obrazek 11). Parametr RMSEE dosahoval 0,307, parametr R?Y dosahoval hodnoty
0,639 a parametr Q?Y dosahoval hodnoty 0,543. Vysledek permutaénich testéi byl pro oba
parametry R?Y a Q?Y roven pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni schopnost OPLS-DA
modelu vytvoteného ze vzorku z roku 2021, do kterého byly vloZzeny vzorky z roku 2020 a
2022 doséhla hodnoty 78 %.
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Obrézek 11: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 13 nejvyznamnéjsich markert
ziskanych z metabolomickych fingerprintt extrakti voskt jablek odridy Gala pochazejicich z Ceské
republiky (modrd) a z Polska (Zlutd) v ESI-

Golden Delicious

Metabolomické fingerprinty extraktii voski jablek odriidy Golden Delicious zahrnovaly
37 vzorkd, z nichz 19 pochazelo z Ceské republiky (3 vzorky z roku 2020, 10 vzorkd z roku
2021, 6 vzorku z roku 2022) a 18 pochazelo z Polska (6 vzorki z roku 2020, 11 vzorku z roku
2021, 1 vzorek z roku 2022). VSechny vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z pivodnich
2132 proménnych bylo na zéklad¢ t-testu na hladiné vyznamnosti a=0,05 vybrano 260
proménnych, které se statisticky vyznamné lisily mezi skupinou vzorkti z Ceské republiky a
Polska. Z nich bylo vybrano pouze 57 proménnych, které splnovaly hodnotu AUC > 0,75. Po
kontrole tvaru chromatografickych pikd bylo vybrano vyslednych 44 markerd, z nichz byl
vytvofen OPLS-DA model (Obréazek 12). Parametr RMSEE dosahoval 0,261, parametr R2Y
dosahoval hodnoty 0,738 a parametr Q?Y dosahoval hodnoty 0,686. Vysledek permuta¢nich
testd byl pro oba parametry R?Y a QY roven pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni
schopnost OPLS-DA modelu vytvoteného ze vzorku z roku 2021, nejz byly vloZeny vzorky
z oku 2020 a 2022 dosahla hodnoty 77 %.
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Obrazek 12: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 44 nejvyznamnéjsich markerd
ziskanych z metabolomickych fingerprintd extrakti voskd jablek odridy Golden Delicious
pochazejicich z Ceské republiky (modra) a z Polska (Zlutd) v ESI-

Idared

Metabolomické fingerprinty extraktii voski jablek odridy Idared zahrnovaly 32 vzorki,
z nichz 17 pochazelo z Ceské republiky (5 vzorki z roku 2020, 7 vzorkt z roku 2021, 5 vzorki
z roku 2022) a 15 pochézelo z Polska (5 vzorkt z roku 2020, 10 vzorkd z roku 2021). VSechny
vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z ptvodnich 2132 proménnych bylo na zakladé t-
testu na hladiné vyznamnosti a=0,05 vybrano 88 proménnych, které se statisticky vyznamné
ligily mezi skupinou vzorkii z Ceské republiky a Polska. Z nich bylo vybrano pouze 31
proménnych, které spliiovaly hodnotu AUC > 0,75. Po kontrole tvaru chromatografickych pikt
bylo vybrano vyslednych 24 markert, z nichz byl vytvoren OPLS-DA model (Obrazek 13).
Parametr RMSEE dosahoval 0,308, parametr R?Y dosahoval hodnoty 0,646 a parametr Q%Y
dosahoval hodnoty 0,574. Vysledek permuta¢nich testt byl pro oba parametry R?Y a Q2Y roven
pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni schopnost OPLS-DA modelu vytvofeného ze

vzorku z roku 2021, nejz byly vloZeny vzorky z oku 2020 a 2022 dosahla hodnoty 78 %.
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Obrazek 13: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvozeny na zakladé 24 nejvyznamnéj$ich markeri
ziskanych z metabolomickych fingerprint extraktd voski jablek odriidy Idared pochazejicich z Ceské
republiky (modrd) a z Polska (Zluta) v ESI-

Jonagold
Metabolomické fingerprinty extrakti voskil jablek odridy Jonagold zahrnovaly

33 vzorktl, z nichZ 13 pochazelo z Ceské republiky (6 vzorki z roku 2020, 3 vzorkt z roku
2021, 4 vzorkt z roku 2022) a 20 pochazelo z Polska (8 vzorkt z roku 2020, 12 vzorkt z roku
2021). VSechny vzorky byly ve 2 biologickych repikatech. Z ptuvodnich 2 132 proménnych
bylo na zékladé t-testu na hladiné vyznamnosti a=0,05 vybrano 16 proménnych, které se
statisticky vyznamné ligily mezi skupinou vzorkti z Ceské republiky a Polska. Z nich bylo
vybrano pouze 9 proménnych, které splnovaly hodnotu AUC >0,75. Po kontrole tvaru
chromatografickych piki bylo vybrano vsSech vyslednych 9 markerti, z nichz byl vytvofen
OPLS-DA model (Obrézek 14). Parametr RMSEE dosahoval 0,362, parametr R?Y dosahoval
hodnoty 0,480 a parametr QY dosahoval hodnoty 0,436. Vysledek permuta¢nich testt byl pro
oba parametry R%Y a Q%Y roven pravdépodobnosti mensi nez 1%. Predikéni schopnost OPLS-
DA modelu vytvotfeného ze vzorka z roku 2021, do kterého byly vloZeny vzorky z roku 2020
a 2022 dosahla hodnoty 88 %.
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Obrazek 14: OPLS-DA graf komponentniho skore vytvoZeny na zakladé 9 nejvyznamnéjsich markerd
ziskanych z metabolomickych fingerprintli extrakti voskl jablek odridy Jonagold pochazejicich
z Ceské republiky (modra) a z Polska (Zluta) v ESI-

2.8.4 Identifikace charakteristickych markeri

Proménné, které byly pouzity pro tvorbu klasifikaénich modell, jsou popsany pomoci
charakteristik jednorozmérnych i vicerozmérnych statistickych metod. Navrh identifikace
proménnych byl uskuteénén v programu SIRIUS 4 [2], ktery na zakladé piesné hmoty
detekovaného iontu a isotopového profilu poéita sumarni vzorec. Déle pracuje s namétenym
fragmentaénim spektrem a hleda jeho shodu s online databazemi nebo predikuje moznou
strukturu pomoci nastroje CANOPUS [3]. V Tabulkéch 5-12 jsou pro identifikované proménné
uvedeny naméfené hodnoty m/z a reten¢ni ¢as, navrzeny sumarni vzorec, typ aduktu, navrh
identifikace, chyba hmoty v ppm pro navrZenou identifikaci a VIP skoére z odpovidajiciho
modelu (v ptipadé¢ modelt predikujici odriidu) nebo parametry jednorozmérnych metod t-test,
zména stiedni hodnoty a ROC (v ptipadé¢ modela predikujicich geograficky pivod). Pro
markery je udan stupen spolehlivosti jejich identifikace na zakladé stupnice navrZené
v metabolomickych publikaci [4-6]. Znalost identity diagnostickych markert umozni
jednodussi pifevedeni analytické metody do rutinni kontrolni praxe, kdy misto méfeni

fingerprintd bude omezen rozsah sledovanych latek pouze na vybrané latky.
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Tabulka 5: Navrh identifkace metabolitii pouZitych pro Klasifikaci odrady (ESI+)

Experimentalni Experlrye’n:[alnl Typ Sumarni Chyba Navrh PLSDA Spolehlivost
retencni ¢as hmoty | . e VIP - -
m/z - aduktu vzorec identifikace . identifikace
[min] [ppm] skore
Ester mastné
701.7138 14.03 [M+H]+ | Cc48H9202 | -5.4 kyseliny a 3.1 2
alkoholu
(18:1/30:1)
317.064 2.06 [M+H]+ | C16H1207 -6.7 Isorhamnetin 2.9 3
Ester mastné
673.6829 13.69 [M+H]+ | ca6Hsso2 | -5 kyseliny a 29 2
alkoholu
(18:1/28:1)
Isorhamnetin
461.1111 2.14 [M-H]- [ C22H22011 5.9 rhamnosid 2.8 3
Ester mastné
671.6652 13.43 [M+H]+ | C46H8602 | -8 kyseliny a 2.8 3
alkoholu
(46:3)
Ester mastné
699.601 14.64 [M+Nal+ | Ca6HO202 | -121 | Kyselinva 27 3
alkoholu
(46:0)
979.8971 14.81 [M+Na]+ [ C63H12005 | -6.4 TAG (60:2) 2.4
509.4234 12.24 [M+H]+ | C31H5605 5.6 DAG (28:2) 2.1
Tabulka 6: Navrh identifkace metabolitii pouZitych pro Klasifikaci odrady (ESI-)
Experimentalni Experlrpe,nvtalm Typ Sumarni Chyba Navrh PLSDA Spolehlivost
retendni ¢as hmoty | . o, VIP - s
m/z . aduktu vzorec identifikace p identifikace
[min] [ppm] skore
Luteolin-O-
533.0917 1.33 [M-H]- C24H22014 2.6 malonylglukos 2.1 3
id
[M+HC Caffeoylbetuli
663.3906 5.99 00]- C39H5406 1.3 nic acid 2 3
FAHFA
535.4747 12.87 [M-H]- C34H6404 3.8 (18:1/16:0) 1.9 2
[M+HC Triterpenové
549.3436 3.7 00]- C30H4806 1.6 kyselina 1.6 3
749.6105 13.21 [M-H]- C49H8205 2.8 DAG (46:7) 16 3
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Tabulka 7: Navrh identifkace metaboliti pouZitych pro Kklasifikaci geografického pivodu jablek

odrudy Gala (ESI+)
Experim Parametry jednorozmérné Spolehlivo
Experim perin .| Chyb statistiky P
entalni entalni Typ Sumarn a Navrh identifkace t-test st
miz retenténi | aduktu vzorec hmoty FDR D- FC AUC | identifikac
cas [min] [ppm] P ROC o
hodnota
Ester hydroxy mastné
635.6317 | 1392 | (MM CaZI820 | 39 | kyselinyaalkoholu | 1.90E-08 | 078 | 091 2
(18:1-0/24:0)
Ester hydroxy mastné
661.6446 14.14 [MIH] C44|;84O -8 kyseliny a alkoholu 1.08€E-05 | 0.61 0.9 2
(18:2-0/26:0)
[M+H] | C42H820 | Ester mastné kyseliny )
619.634 13.48 + 2 8.6 a alkoholu (42:1) 3.03E-08 | 0.86 0.86 3
Ester hydroxy mastné
607.5995 13.51 [M+H] | C40H780 -5.6 kyseliny a alkoholu 6.40E-07 | 0.73 0.85 3
+ 3
(40:1)
Ester hydroxy mastné
637.6466 | 1378 | [M*H] CAZIBI0 1 51 | kyseliny aalkoholu | 470807 | 109 | 084 2
(16:0-0/26:0)
Ester hydroxy mastné
663.6509 | 1433 | (M*H] 0442'860 85 | kyselinyaalkoholu | 8.07E-05 | 0.6 | 0.84 2
(18:1-0/26:0)
Ester hydroxy mastné
6006143 | 1339 | [MFHI | CAOHBOO 17 ) Apseling aalkoholu | 1.13E-06 | 102 | 083 2
(16:0-0/24:0)
192.0759 | 1.8 [M:H] 09H3N3O 7.1 Karbendazim 1.10E-06 | -8.36 | 0.82 3
[M+H] | C35H680 ) Ester mastné kyseliny )
521.524 14.33 + 2 11 a alkoholu (9:1/26:0) 3.53E-05 | 0.53 0.82 2
Ester hydroxy mastné
659.6268 13.44 [MIH] C44|;820 -11.2 kyseliny a alkoholu 1.12E-06 | 0.68 0.82 2
(18:3-0/26:0)
Ester mastné kyseliny
6106351 | 1377 | [MrHI | Ca2PB20 | 4 a alkoholu 2.26E-06 | 1.04 | 081 2
(16:1/26:0)
Ester hydroxy mastné
6or6017 | 1473 | (MM C4OFI00 | 75 | kyseliny aalkoholu | 3516-04 | 05 | 081 2
(18:1-0/28:0)
Ester hydroxy mastné
631.5949 13.02 [MIH] 0422780 -12.7 kyseliny a alkoholu 4.68E-05 | 0.73 0.81 2
(18:3-0/24:0)
4553456 | 517 | M| C30HA6O | 10, Oxo ursenova 6.76E-06 | 042 | 081 3
+ 3 kyselina
Ester mastné kyseliny
615.5967 13.74 [MIH] C42|;780 -18.4 a alkoholu 1.90E-05 | 0.74 0.8 2
(18:3/24:0)
Ester hydroxy mastné
661.6455 12.91 [MIH] C44|;84O -6.7 kyseliny a alkoholu 8.11E-06 | 0.84 0.8 2
(18:2-0/24:0)
265.2493 9.67 [MIH] C18H320 | -14.5 Linolenyl alkohol 8.69E-06 | -1.12 0.79 3
2g72342 | 671 | MM coonaoo | 115 Vitamin A 2.43E-04 | 089 | 0.79 3
4713458 | 561 | MH] | C30H460 [ 55 Oxohydroxy | 1 1gE 04 | 0.44 | 079 3
+ 4 ursenova kyselina
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Ester mastné kyseliny
673.6816 | 14.74 [M:H] 046';880 -6.9 a alkoholu 1.19E-04 | 043 | 0.79
(18:2/28:0)
4573627 | 654 | [M¥HI | C30H4B0 1,4 4 Monohydroxy | 4 6oe 04 | 027 | 0.79
+ 3 ursenoic acid
Ester hydroxy mastné
5495176 | 11.68 [MIH] C36';680 -12.9 | kyseliny aalkoholu | 7.75E-05 | 0.41 | 0.78
(36:2)
2632368 | 9.13 [M:H] C18H300 | -2.6 Farnesylacetol 9.36E-05 | -1.02 | 0.77
318.2087 | 3.84 [M:H] CI8FSSNO | 67 | Phytosphingosine | 3.41E-05 | 0.75 | 0.7
4533358 | 561 | [MtH] | C30H440 |, , | Oxodehydroursolova |, 1ap 64 | 042 | 077
+ 3 kyselina
Methyl
4693625 | 673 | [MIH] C3T80 | 121 | oxooleanenova | 6.82E:04 | 034 | 077
kyselina
Ester mastné kyseliny
6156071 | 1319 | [MHI | CA2AT80 1 g a alkoholu 9.98E-05 | 087 | 0.77
(18:3/24:0)
Ester mastné kyseliny
671.6644 | 13.95 [MIH] 046';860 9.2 a alkoholu 531E-05 | 0.71 | 077
(18:3/28:0)
Ester mastné kyseliny
673.6794 | 14.02 [MIH] C46';880 -10.1 a alkoholu 417E-04 | 056 | 0.77
(18:2/28:0)
703.6281 | 15.83 [M:H] C45';'820 5.7 DAG (42:3) 6.02E-05 | 1.13 | 0.77
379.0065 | 1.34 [M]:Na 016';200 -10.6 | Feruloyl glucose | 1.02E-04 | 1.11 | 0.76
4751182 |  1.59 [M]:Na 021ﬂ240 7.2 Sieboldin 8.92E-04 | 06 | 0.76
5253500 | 644 | [M*Na | C3IHS00 | 5, Methyl ester 1 g 5005 | 0.85 | 0.76
]+ 5 euscaphové kyseliny
[M+Na | C42H820 | Ester mastné kyseliny )
641.6169 | 15.19 " A 67 | = alkoholu (421) | 438505 | 035 | 076
Ester mastné kyseliny
660.6464 | 1382 | [M*H] 0462'840 127 a alkoholu 3.92E-04 | 062 | 0.76
(18:4/28:0)
[M+Na | C45H880 | Ester mastné kyseliny )

683.6628 | 15.97 " A 79 | ilkoholu (1) | 278E04 | 076 | 076
4713437 | 656 | (M| C30HIBO 1 54 Oxohydroxy 1.75E-04 | 0.25 | 0.75
+ 4 ursenova kyselina
4533329 | 393 | [M*HI | C30HA40 | oo | Oxodehydroursolova | 5 ger o4 | 063 | 075

+ 3 kyselina
4693327 | 591 | [M¥HI | C30HA40 1 4 Dioxohydroxy 458E-04 | 0.75 | 0.75
+ 4 ursenova kyselina
Ester hydroxy mastné
633.6124 | 13.74 [M:H] 042';800 -9.7 | kyseliny aalkoholu | 2.92E-05 | 0.79 | 0.75
(18:2-0/24:0)
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Tabulka 8: Navrh identifkace metaboliti pouZitych pro Kklasifikaci geografického pivodu jablek
odrudy Golden Delicious (ESI+)

Expe Parametry
_ rimen jednorozmérné statistiky spolehl
Experim | talni Typ Sumérni | Chyba ivost
entalni | retent duktu VZOrec hmoty | Navrh identifkace t-test AUC | identifi
mz | i | % [ppm] FDRp- | FC
% ROC kace
cas hodnota
[min]
Ester mastné
671.6644 | 13.95 | [M+H]+ | C46H8602 | -9.2 | kyseliny aalkoholu | 1.30E-11 | 0.78 | 0.91 2
(18:3/28:0)
Ester hydroxy
661.6455 | 12.91 | [M+H]+ | C44H8403 | -6.7 ”;"’I‘itgﬁo'l‘gs‘(el'é”%’a 5.98E-10 | 1.08 | 0.9 2
0/24:0)
Ester hydroxy
661.6455 | 1358 | [M+H]+ | CaaHsaos | -6.6 | Masmekyselinya |, 000 101 19 | o9 2
alkoholu (18:2-
0/24:0)
Ester hydroxy
659.6205 | 12.78 | [M+H]+ | Cd4Hg203 | -71 | Mmestnekyselinya 1, qor o5 | 094 | 0.8 2
alkoholu (18:3-
0/26:0)
Ester hydroxy
691.6893 | 14.19 | [M+H]+ | C46HB9003 | -10.8 | Mastekyseliya 5 oor 16| 081 | 088 2
alkoholu (18:1-
0/28:0)
Ester mastné
631.6307 | 14.14 | [M+H]+ | C43H8202 | -13.7 | kyseliny aalkoholu | 1.50E-08 | 0.68 | 0.87 3
(43:2)
Ester mastné
643.6345 | 13.58 | [M+H]+ | C44H8202 -71.5 kyseliny a alkoholu | 4.11E-09 | 1.01 0.87 3
(18:3/26:0)
4593801 | 5.89 | [M+H]+ | C30H5003 | -8 Hydroxybetulin__| 1.91E-07 | 0.95 | 0.86 3
703.6281 | 15.83 | [M+H]+ | C45H8205 | 57 DAG (42:3) 7.21E-09 | 0.97 | 0.86 3
660.5425 | 12.12 | [M+Na]+ | C41H7405 | -1.4 DAG (38:3) 2.96E-08 | 1.3 | 0.86 3
Ester mastné
615.6071 | 13.19 | [M+H]+ | C42H7802 | -1.4 | kyselinyaalkoholu | 1.72E-07 | 1.24 | 0.85 2
(18:3/24:0)
647.557 | 12.13 | [M+Na]+ | C39H7605 | -3.1 DAG (36:0) 1.68E-06 | 1.6 | 0.85 3
163.0745 | 10.88 | [M+H]+ | C10H1002 -8.9 Methyl cinnamate | 7.18E-08 | -1.63 | 0.84 3
183.0862 | 1.15 | [M+H]+ | C6H1406 | -3.6 Sorbitol 9.54E-08 | 1.19 | 084 3
Ester hydroxy
6055795 | 11.99 | [M+H]+ | C4OH7603 | -12.8 | Mastnekyseliya fqo0e 56| 094 | 084 | 2
alkoholu (18:2-
0/22:0)
133.0628 | 12.05 | [M+H]+ | C9H8O -19.3 | Cinnamaldehyde | 1.06E-06 | 0.67 | 0.83 3
4253765 | 12.47 | [M+H]+ | C30H480 | -4.4 Lupeone 1.90E-07 | -1.13 | 0.83 3
4514453 | 14.44 | [M+H]+ | C30H5802 | -13.9 T”i;‘;gltien”;"a 2.38E-06 | -1.73 | 0.83 3
Ester mastné
487.4499 | 12.11 | [M+H]+ | C33H5802 | -3.3 | kyselinyaalkoholu | 1.12E-06 | -0.96 | 0.83 3
(33:4)
165.0757 | 1.15 | [M+H]+ | C6H1205 | -3.9 Fukoza 6.22E-08 | 1.27 | 0.83 3
650.6288 | 13.76 | [M+H]+ | C44H8203 | -8.2 Esterhydroxy | 5 56e 07 | 055 | 083 2
mastné kyseliny a
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alkoholu (18:3-
0/26:0)
Ester hydroxy
663.6599 | 14.33 | [M+H]+ | C44H8603 | -85 ”;"’I‘it;‘ﬁo‘ff(i'é”{a 6.63E-07 | 0.57 | 0.83 2
0/26:0)
Ester hydroxy
665.6752 | 14.16 | [M+H]+ | C44H8803 -9 mastné kyseliny a | 4.72E-07 | 0.64 | 0.83 3
alkoholu (44:0)
Ester hydroxy
691.6917 | 14.73 | [M+H]+ | C46HB0003 | -75 | Maekyselinya 1 pop g6 | 027 | 0.3 2
alkoholu (18:1-
0/28:0)
711585 | 11.77 | [M+Na]+ | C44H8005 | -7.6 DAG (41:3) 5.56E-07 | -1.38 | 0.83 3
Ester mastné
4453968 | 13.46 | [M+H]+ | C30H5202 -17.4 | kyseliny a alkoholu | 1.43E-06 | -1.57 | 0.82 3
(30:4)
Ester hydroxy
659.6268 | 13.44 | [M+H]+ | Cd4Hg203 | -11.2 | Mastnekyseliya |y g7e o6 | 044 | 082 2
alkoholu (18:3-
0/26:0)
265.2524 | 11.32 | [M+H]+ | C18H320 | -2.6 | Linolenyl alkohol | 3.45E-06 | -1.17 | 0.81 3
457.3661 | 7.28 | [M+H]+ | C30H4803 | -4.6 Monohydroxy | 4 51e.06 | 01 | 081 3
ursenoic acid
Ester hydroxy
6356317 | 13.92 | [M+H]+ | Cd2Hg203 | -39 | Mastnekyseliya fq e 56| 028 | 081 | 2
alkoholu (18:1-
0/24:0)
Ester mastné
673.6816 | 14.74 | [M+H]+ | C46H8802 | -6.9 | kyselinyaalkoholu | 7.60E-06 | 0.2 | 0.81 2
(18:2/28:0)
6755843 | 12.6 | [M+Na]+ | C41H8005 -9 DAG (38:0) 8.74E-07 | 1.14 | 081 3
853.7221 | 1553 | [M+Na]+ | C53H9806 | -4.8 TAG (40:2) 3.75E-07 | -1.41 | 081 3
875.7018 | 14.04 | [M+Na]+ | C55H9606 | -9.9 TAG (52:5) 2.86E-05 | 0.66 | 0.81 3
877.7224 | 15.24 | [M+Na]+ | C55H9806 | -4.2 TAG (52:4) 1.48E-06 | -1.65 | 0.81 3
263.2368 | 9.13 | [M+H]+ C18H300 -2.8 Farnesylacetol 1.04E-04 | -1.31 0.8 3
133.0642 | 1042 | [M+H]+ | C9H8O 8.9 | Cinnamaldehyde | 2.39E-05 | -1.27 | 0.8 3
193.1605 | 9.13 [M+H]+ C13H200 6.6 Damascone 2.07E-06 | -1.37 0.8 3
443.3858 | 13.44 | [M+H]+ | C30H5002 | -7.1 Uvaol 7.36E-06 | -1.27 | 0.79 3
4713458 | 561 | [M+H]+ | C30H4604 | -35 | Hydroxyoxooleane | o.r o5 | 37 | 79 3
nova kyselina
Ester mastné
643.6299 | 14.14 | [M+H]+ | C44H8202 -14.6 | kyseliny a alkoholu | 1.34E-05 | 0.18 0.79 2
(18:3/26:0)
4273927 | 7.83 | [M+H]+ | C30H500 | -3.1 Amyrin 2.32E-05 | 0.44 | 0.78 3
Ester mastné
4453971 | 10.15 | [M+H]+ | C30H5202 -16.8 kyseliny a alkoholu | 9.40E-03 | -2.15 | 0.78 3
(30:4)
Ester mastné
4453997 | 13.72 | [M+H]+ | C30H5202 | -10.9 | kyseliny aalkoholu | 2.48E-05 | -1.24 | 0.78 3
(30:4)
4533358 | 561 | [M+H]+ | C30H4403 | -2.4 OXOd;Ei’lggﬁ‘;;so'ov 840E-05 | 037 | 078 | 3
593.5082 | 10.9 | [M+H]+ | C37H6805 | -10.6 DAG (34:2) 2.11E-05 | -1.63 | 0.78 3
Ester hydroxy
631.5949 | 13.02 | [M+H]+ | C42H7803 | -12.7 ”;"’I‘it(')‘rfo'l‘a’s‘(el'é”%’a 3.94E-05 | 0.65 | 0.78 2
0/24:0)
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Ester hydroxy
661.6446 | 1414 | [M+H]+ | CddHgao3 | - | Mastnekyselinya o o0e o5 | 019 | 078 | 2
alkoholu (18:2-
0/26:0)
635.4605 | 10.35 | [M+Na]+ | C39H6405 -7.4 DAG (36:6) 3.96E-05 | 1.86 0.78 3
685.5684 | 13.44 | [M+Na]+ | C42H7805 | -9.2 DAG (38:2) 9.87E-05 | -1.23 | 0.78 3
275.0891 1.8 [M+H]+ | C15H1405 -10.4 Phloretin 3.23E-05 | 0.43 0.77 3
Ester mastné
443.3849 | 7.64 [M+H]+ | C30H5002 -9.1 kyseliny a alkoholu | 3.72E-05 | 0.32 0.77 3
(30:5)
Ester hydroxy
543.4717 | 124 [M+H]+ | C36H6203 -11 mastné kyselinya | 2.23E-05 | -1.17 0.77 3
alkoholu (36:5)
Ester hydroxy
mastné kyseliny a
609.6143 | 13.39 | [M+H]+ | C40H8003 -7 alkoholu (16:0-O- 6.61E-05 | 0.55 0.77 3
24:0)
Ester mastné
619.6351 | 13.77 | [M+H]+ | C42H8202 -6.7 kyseliny a alkoholu | 1.40E-05 | 0.59 0.77 2
(16:1/26:0)
755.6085 | 1228 | [M+H]+ | CRUOINZ | o SM (20:2) 20605 | -1 | 077 | 3
615.4914 | 11.35 | [M+Na]+ | C37H6805 | -8.2 DAG (34:2) 5.68E-05 | 0.63 | 0.77 3
699.5872 | 12.84 | [M+Na]+ | C43H8005 -4.6 DAG (40:2) 2.73E-04 0.7 0.77 3
Ester mastné
447.4142 | 10.22 | [M+H]+ | C30H5402 -135 kyseliny a alkoholu | 7.10E-05 | -1.29 0.76 3
(30:3)
4553494 | 584 | [M+H]+ | C30H4603 | -6.9 Oxi‘yfg?r?;ova 2.98E-05 | 0.04 | 076 | 3
663.5863 | 12.23 | [M+H]+ | C42H7805 -9.7 DAG (38:2) 147E-04 | -1.35 0.76 3
4953431 | 541 | [M+Na]+ | C30H4804 | -3.9 Hydf;‘sﬁirrfg'o"a 454E-05 | 0.24 | 0.76 3
650.5706 | 11.22 [M;EIHA' C40H7205 -2.7 DAG (36:3) 2.52E-05 | -1.36 0.76 3
198.0964 | 1.15 [M;EIHA' C6H1206 -6.7 Manobza 2.32E-04 1.1 0.76 3
Ester hydroxy
6315081 | 1329 | [M+H]+ | CazH7803 | -7.7 | Masmekyselinya |, gor g3 | 901 | 075 2
alkoholu (18:3-
0/24:0)
613.4818 | 8.72 | [M+Na]+ | C37H6605 | 1.7 DAG (34:3) 2.75E-04 | 081 | 0.75 3
685.5693 | 10.25 | [M+Na]+ | C42H7805 | -7.9 DAG (38:2) 1.04E-04 | -1.12 | 0.75 3
851.7066 | 13.8 | [M+Na]+ | C53H9606 -4.5 TAG (40:3) 3.96E-05 | -0.93 | 0.75 3
Tabulka 9: Navrh identifkace metabolitii pouzitych pro Klasifikaci geografického ptivodu jablek
odrudy Idared (ESI+)
Expe Parametry jednorozmérné
rime statistiky
. ntaln Spolehl
Experim . Lo Chyba ;
entalni ! ;—ylf Sumarni hmoty | Navrh identifkace t-test . (;vos_tf_
Mz reten | aduktu vzorec [ppm] FDR p- EC AUC | identifi
téni ROC kace
o hodnota
cas
[min]
192.0759 1.8 [M+H]+ | C9HIN302 -7.3 Karbendazim 4.65E-08 | -4.45 0.92 3
167.0709 | 1.74 | [M+H]+ | C9H1003 05 Ethyl salicylat | 1.37E-05 | -2.82 | 0.82 3
561.1335 | 1.45 [M+H]+ | C30H24011 -11 Biflavonoid 1.31E-04 1.69 0.78 3
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Tabulka 10: Navrh identifkace metaboliti pouzitych pro klasifikaci geografického pivodu
jablek odridy Gala (ESI-)

Expe Parametry
rimen jednorozmérné statistiky | Spole
Experim | talni Typ Sumarni ngb hlivos
entalni revtept aduktu vzorec hmoty Navrh identifkace t-test AUC | . t
m/z ¢ni [ppm] FDR p- FC ROC identi
cas hodnota fikace
[min]
1350301 | 1.22 | [M-H]- | C4H8O5 | 56 T”hydl:)‘,’:eﬁ?n”;anova 1.05E-08 | -2.83 | 087 | 3

Tabulka 11: Navrh identifkace metaboliti pouzitych pro Klasifikaci geografického piavodu
jablek odridy Golden Delicious (ESI-)

Expe Parametry
_ rimen jednorozmérné statistiky spolehl
Experim | talni T Sumarni | Chyba ivost
entalni | retent yp hmoty | Navrh identifkace t-test . .
. aduktu vzorec AUC | identifi
m/z ¢ni [Ppm] FDR p- FC
% ROC kace
cas hodnota
[min]
131.0465 | 1.16 [M-H]- C4H8N203 6.3 Asparagin 8.20E-08 | 3.85 0.84 3
181.0744 | 1.15 [M-H]- C6H1406 17.6 Galakticol 5.16E-07 | 0.83 0.81 3
133.0139 | 1.25 [M-H]- C4H605 15 Kyselina jable¢na | 3.65E-05 | 2.11 0.77 3
209.0666 | 1.2 [M-H]- C7H1407 2.2 Heptulose 5.568E-05 | 1.32 0.77 3

Tabulka 12: Navrh identifkace metaboliti pouzitych pro Klasifikaci geografického ptivodu
jablek odridy Idared (ESI-)

Expe Parametry jednorozmérné
rime statistiky
. ntaln Spolehl
Eeﬁglrrzrp i Typ aduktu Sumarn Er%?? . Néyrh t-test _ivos_t.
m/z reten vzorec [ppm] identifkace EDR b- EC AUC | identifi
téni n ROC kace
o hodnota
cas
[min]
225.0587 | 1.15 | [M+HCOQ]- | C6H1206 104 Mandza 1.04E-05 1.25 0.82 3
209.0666 1.2 [M-H]- C7H1407 2.2 Heptuldza 4.21E-05 1.18 0.78 3
353.0853 | 148 | [M-H]- | C16H1809 | 56 Chgse@if:;"a 3.18E-04 | 106 | 0.76 3
131.0465 | 1.16 [M-H]- C4H8N203 6.2 Asparagin 4.54E-04 1.15 0.75 3

29




VSCHT Praha Certifikovana metodika

2.9 Pracovni charakteristiky metody

Vsechny klasifika¢ni modely byly validovany pomoci sedmindsobné kiizové validace a
jsou charakterizovany popsanym (R2Y) a predikovanym (Q?Y) rozptylem. DosaZzené hodnoty
R?Y a Q%Y jsou uvedeny a komentovany u jednotlivych modeli. Za validni model je povazovan

takovy, jehoz hodnota Q?Y nabyva minimdainé hodnoty 0,5.

Chyby hmoty v ppm pro navrzenou identifikaci jednotlivych metabolitd pouZitych pro
klasifikaci jsou uvadény v tabulkach 6 — 13.

Pro kontrolu stability a opakovatelnosti mé&feni byl vyuzit “quality control” (QC) vzorek,
ktery byl nastiiknut pifed zacatkem sekvence v 8 opakovanich, na konci sekvence v 6
opakovanich a dale byl nastfikovan v pravidelnych odstupech kazdych 17 vzorku v priab&éhu
celé sekvence. Jednim z prvnich kritérii pfi filtraci proménnych byla pouZita i hodnota relativni
smérodatné odchylky (RSD) proménnych v QC vzorcich z celé sekvence, ¢imz byly odstranény

nekonzistentni proménné.

Vybér stabilnich signald, které tvoii vysledné klasifikaéni modely, byl zarucen diky
zmingné filtraci na RSD proménnych v QC vzorcich a déale pouZitim kombinace
jednorozmérnych statistickych metod (Receiver Operating Characteristics, t-test, zména sttedni

hodnoty).

Robustnost metody je =zaruCena normalizaci extrahovanych sloZzek povrchové

epikutikularmi vrstvy jablek na uniformni koncentraci.

Robustnost klasifika¢nich modeld pro uréeni zemé ptivodu byla ovétena na zakladé vlozeni
vzorku ziskanych v roce 2021 do modelu vytvofeného na zakladé vzorki z let 2020 a 2022.

Vsechny testované modely vykazaly predikéni schopnost vyssi nez 65 %.
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3 Srovnani novosti postupt

Piedkladand metodika vychazi z metabolomické analyzy resp. strategie
metabolomického fingerprintingu, tedy vyuziti necilove analyzy, kterd umoziuje provést rychlé
vySetieni vzorkt pro autentikaci geografického pivodu a odrudy. Vyvinuta metodika ptinasi
novy zpusob analyzy pomoci ,,fingerprintingu‘ celkového metabolomu s vyuZitim ultra-a¢inné
kapalinoveé chromatografie spojené s vysokorozliSsovaci hmotnostni spektrometrii (U-HPLC—
HRMS) s ionizaci elektrosprejem. Tento piistup je zcela unikatni a nebyl doposud publikovan.
Je ale tfeba zdlraznit potfebu dal§iho zvySovani robustnosti chemometrickych modelti pomoci
rozsifovani po¢tu analyzovanych autentickych vzorku jablek pouzivanych k jejich konstrukci.

Piednosti komplexniho necilového fingerprintingu frakci extrakti metodou UHPLC-HRMS
je predevS§im mnozstvi informaci obsazenych v hmotnostnich spektrech detekovanych
metabolitli (veskeré 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 jablek umoznuje také retrospektivni prohledavani dat
a dodate¢nou identifikaci ptivodné necilené slouceniny, coZ konvenc¢ni rutinni metody cilové
analyzy neumoznuji. Experimentalni data byla zpracovana pomoci nami nové vypracovanych
skripti v programovacim jazyku R. Tato strategie umoznila zkvalitnit interpretaci
experimentalnich dat a tedy i vyuZitelnost ziskanych vysledkt. V ramci rutinni autentikace by
ale mohla byt byt analyza jednodussi, stacilo by cilen¢ vyhledavat jen zjisténé markery.
Jedinecnost a originalita feSeni spocivd zejména ve vytvofeni unikatni databaze
metabolomickych fingerprintii” jablek rizného geografického piivodu, kterda mtize byt pouzita
k ovéfeni jejich autenticity. Opakované vstupy v riznych letech sklizné umoznily podchyceni
variability metabolomu v disledku meziro¢niho koliséni klimatickych podminek, agrotechniky
i podminek skladovéni. Pomoci validovanych statistickych modela bylo mozno identifikovat
nékteré analytické markery pro ureni zemé ptvodu. Vyvoj, standardizace a implementace
diagnostickych postupti, umoznujicich rozlisit falesné deklarované dodavky jablek na trhu z
hlediska ptivodu, je dilezitym ptedpokladem pro zvySeni G€innosti statniho dozoru a zlepSeni
trzniho prostfedi ve vztahu k ¢eskym producentiim. V dostupné odborné literature jsme dosud
nenasli publikaci tykajici se laboratorniho prokazovani falesné deklarace zemépisného ptivodu

jablek.
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4  Popis uplatnéni metodiky

Parametry a pracovni charakteristiky uvedené analytické metody, kterd je zaloZena
na principu U-HPLC-HRMS, jsou vhodné pro ziskani rychlé kvalitativni informace
o0 autenticité¢ jablek, tj. ovéteni jejich deklarovaného geografického ptvodu a odriadové
pravosti.

Metodika byla vyvinuta v ramci feSeni projektu QK1910104 ,,Vyzkum
metabolomickych metod pro laboratorni ovéreni geografické autenticity jablek®.
Aplikace metody navrzené vramci tohoto projektu vyznamné ptispéje ke screeningu &i
potvrzovani ptivodu a odrudy jablek uvadénych na trh.

Metodika je urcena zejména pro laboratofe uiedni kontroly potravin a zemédélskych
produkti, védeckovyzkumné organizace nebo privatni kontrolni laboratofe zabyvajici se
prokazovanim autenticity produkti, v obecném pojeti je pak metodika vyuZitelnd Sirokou
odbornou vetejnosti. Mohou ji vyuZit zejména instituce jako Ustiedni kontrolni a zkusebni
tstav zemédélsky (UKZUZ) nebo Statni zemddélska a potravinaiska inspekce (SZPI) &i

komer¢ni laboratofe.
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5 Ekonomické aspekty

Ekonomicky vyznamnym piinosem je zvySeni ucinnosti a spolehlivosti kontroly
dodrzovani natizeni (EU) ¢. 1169/2011, natizeni (ES) ¢. 178/2002 ale zejména pak natizeni
(EU) €. 543/2011, které vyzaduje uvadeét u Cerstvych jablek udaj o zemi ptivodu a odrudé.
Dalsim pfinosem je zvyseni diivéry vetejnosti k informacim o potravinach uvadénych na cesky
trh. To pak ma nepochybn¢ velky vyznam pro podporu ¢eskych producenti jablek, respektive
zvySeni jajich konkurenceschopnosti. Ekonomické piinosy o¢ekavané v této oblasti nelze vSak
pfesn¢ kvantifikovat.

Jednou z vyhod vy3e popsané metodiky analyzy jablek pro uéely ziskani komplexnich
informaci o jejich metabolomu je vyuZiti ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, ktera
ma oproti konvenéni HPLC vys§i separacni potencial, umoziiuje vyznamné zkraceni doby
analyzy, ale i snizeni spotieby rozpoustédel. To je podstatné nejen pro snizeni naklad na
rozpoustédla ale také z hlediska ochrany zivotniho prostfedi. Samotna ptiprava vzorkl k méfeni
je zde velmi jednoduch@, rychla a levna.

Pti bilanci ekonomickych aspektii bylo ptfedpokladdno, Ze laboratof, kterd chce uvedenou
metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s analyzou v systémech U-HPLC-HRMS a vlastni jiZ take
kapalinovy chromatograf s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. Implementace
metody zahrnuje zjiSténi aktualnich pracovnich charakteristik, zejména zjisténi citlivosti a
opakovatelnosti metody. Za ptedpokladu, Ze by bylo provedeno 20 verifikacnich a kontrolnich
analyz, pfi¢emz provozni naklady na jednu analyzu by byly 1500 K¢&, celkova vyse prostiedku
na implementaci Ize odhadnout na asi 30 tis. K¢.
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