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Uvod

Cerstvost masa je vlastnost, kterou nejvice hodnoti
spotfebitel, je vSak dulezita i pro produkci masnych vyrob-
k. Proto roste poptavka jak zakaznikd, tak i primyslu po
rychlych a spolehlivych metodéach jejiho posouzeni. Tra-
di¢nimi metodami hodnoceni Cerstvosti masa jsou mikro-
biologické rozbory', stanoveni degradaénich produktt
ATP?, thiobarbiturového &isla® a biogennich amind®. Kla-
sicky pfistup téchto metod spocivajici ve stanoveni jednot-
livych markeri je vSak znatn& pracny, ekonomicky na-
kladny a casové narocny.

P1i starnuti a posléze kazeni masa dochazi k mnoha
chemickym a biochemickym zménam, je proto jednou
z moznosti posouzeni Cerstvosti sledovani zmén metabolo-
mu (soubor vSech nizkomolekularnich slozek pfitomnych
v buiice ¢i biologickém systému). Pro ziskani obrazu meta-
bolomu je mozné vyuzit celou fadu instrumentalnich me-
tod, napi.: GC-HRMS?® (gas chromatography-high resoluti-
on mass spektrometry), IH NMR® (nuclear magnetic reso-
nance), CE-TOF MS’ (capillary electrophoresis-time of
flight mass spectrometry) a HRMAS-NMR? (high resolu-
tion magic angle spinning-nuclear magnetic resonance).

DART (direct analysis in real time — piima analyza
v redlném Case) je moderni ionizaCni technika, kterd se
pouziva ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni spek-
trometrii, napt. TOF, orbitrap apod. Slozky vzorku jsou
v piipadé této techniky ionizovany nejcastéji metastabilni-
mi ionty helia. Jsou ziskdna hmotnostni spektra, kde je
mozné nejéastéji nalézt hmoty [M]" a [M+H]
v pozitivnim modu, nebo [M] a [M-H] v negativhim
médu, v ptipadé pouziti dopantd napf. [M+NH,4]" apod.
(cit.%). Jelikoz je b&hem analyzy ziskano velké mnozstvi
dat, vyuziva se nejcastéji pro vyhodnoceni statistickych
postupti.

Od roku 2005, kdy byla metoda DART patentovana,
bylo publikovano né¢kolik tisic praci vyuzivajicich tuto
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techniku z riznych obort. Napf. ve stavebnim primyslu
zjistovali, zda je mozné stanovit estery kyseliny ftalové
vPVCY  vlesnictvi rozliSovali rizné druhy dubt’,
v mediciné byla kontrolovana kvalita tradi¢ni ¢inské medi-
ciny'!, v chemickém priimyslu'?, v potravinaistvi byl sle-
dovan obsah 5-HMF v medech", nebo byly charakterizo-
vany slozky &esneku'® a dal$i. Vyuzitim DART pro maso
amasné vyrobky se zabyva jen maly podil praci, napf.
Vaclavik a spol.” pouzili DART pro autentizaci tuku
z riznych Zivo&isnych druhi; Cajka a spol.'® vyuzili DART
pro studium metabolomu kufeciho masa a dale byla tato
technika pouzita pro rozliSeni ryb v zavislosti na zpisobu
krmeni'”.

Experimentalni ¢ast

Cilem prace bylo zjistit, zda je mozné technikou DART
hodnotit ¢erstvost masa na zéklad€é metabolomického pro-
filu, ktery bude vyhodnocen pomoci statistickych metod.

Vzorky

Pro analyzy byly pouzity vzorky hovéziho masa (kyta
— vrchni §al, mlady byk), které byly pofizeny v masném
podniku 4 dny post mortem. Vzorky byly z jednoho kusu
skotu. Sal byl rozporcovan na platky (50 g), které byly
zabaleny do modifikované atmosféry (80 % kyslik, 20 %
oxid uhli¢ity). Méfeni se uskutecnilo v den pofizeni a dale
po1,2,3,4,7, 11 a 14 dnech skladovani.

Uprava vzorkl

Vybér extrakénich Ccinidel (methanol, destilovana
voda, toluen, chloroform-methanol (2:1) a isopropanol-
hexan (2:1)) a piiprava vzorkil se uskutecnily na zakladé
tidaji publikovanych v literatute'>'* 2!,

2,5 g vzorku bylo odvazeno do 50ml PP kyvety. Ke
vzorku bylo pfidano 25 ml extrakéniho Cinidla a smés byla
homogenizovana 1 min pomoci Ultra Turraxu pfi rychlosti
2 (8000 otacek za minutu). V piipadé extrakce methano-
lem byl vzorek po homogenizaci udrzovan pii 60 °C po
dobu 15 min. Smés byla poté odstiedovana po dobu
10 min pfi teploté 20 °C a 7380 otackach za minutu. Vrch-
ni vrstva byla pfevedena do vialky a analyzovana pomoci
DART TOF-MS v pozitivnim modu.

DART TOF-MS analyza

Podminky méfeni DART: rychlost zdsobniku s ty¢in-
kami byla 1 mm s™', jako ioniza&ni plyn helium, rychlost
jeho priitoku byla 3 dm® min' a teplota 300 °C. Napéti na
fragmentoru bylo 175 V a na skimmeru 65 V. M¢fici roz-
sah m/z na TOF-MS byl 100-1500 arychlost snimani
spekter byla 1 spektrum/s.
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Obr. 1. Hmotnostni spektrum (DART TOF-MS) metabolomu hovéziho masa, pozitivni méd ionizace; methanolovy extrakt
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Obr. 2. Hmotnostni spektrum (DART TOF-MS) metabolomu hovéziho masa, pozitivni méd ionizace; toluenovy extrakt
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Statisticka analyza livé vzorky pomoci makra v programu MS-Excel 2007.
V programu Statistica 10.0 byly poté data standardizovana
Chemometrickd analyza zahrnovala analyzu hlavnich a podrobena vicerozmérné analyze hlavnich komponent.

komponent (PCA) a upravu dat z hmotnostnich spekter.
Uprava dat spocivala ve sjednoceni m/z hodnot pro jednot-
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Obr. 3. Hmotnostni spektra (DART TOF-MS) metabolomu hovéziho masa, pozitivni méd ionizace; analyza toluenového extraktu.
a) horni — Cerstvy, b) spodni — stary
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Vysledky a diskuse

Pii vyvoji metodiky pro sledovani Cerstvosti masa
technikou DART bylo vyzkouseno pét riznych extrakc-
nich ¢inidel ¢i jejich smési a nasledné ziskana hmotnostni
spektra téchto vzorkd, ktera byla dale zpracovavana pro-
gramem Statistica 10.0. Pro hodnoceni byla pouzita vice-
rozmérna statistickd analyza hlavnich komponent. Ze
zkouSenych extrakénich c¢inidel poskytly Uplné rozdéleni
jednotlivych bodl v rozptylovém diagramu pro cCerstvé
a staré vzorky pouze methanol a toluen, zatimco u ostat-
nich extrakénich cinidel (destilovana voda, chloroform-
methanol (2:1) a isopropanol-hexan (2:1)) dochazelo
k prolinani bodi pro tyto vzorky.

Na obrazcich jsou zobrazeny metabolomické profily
ziskané pomoci DART TOF-MS analyzy methanolového
extraktu (obr. 1) a toluenového extraktu (obr. 2) hovéziho
masa v pozitivnim médu DART ionizace. Z hlavnich hmot
je patrné, ze doslo k extrakci riznych slozek vzorku, coz
koreluje s vysledky, které publikoval Vaclavik a spol.".

Metabolomické profily pro toluenové extrakty po 0
a 14 dnech skladovani jsou znizornény na obr. 3. Jsou
patrné rozdily predevsim v odezvé jednotlivych hmot, ale
také v pfitomnosti novych hmot, na ziklad¢ ¢ehoZ doslo
k rozdéleni Cerstvych a starych vzorkd pomoci analyzy
hlavnich komponent (PCA).
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nu) a staré maso (vlevo nahofe u methanolu a vlevo dole
u toluenu). Ostatni extrakéni Cinidla takovéto rozliSeni
neumoznila; vzorky nebyly na zakladé Cerstvosti rozdéle-

ny.

Zavér

K rozliSeni stafi hovéziho masa byla pouZzita nova
technika DART ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrii (TOF-MS). Pro pfipravu vzorkt byly navr-
zeny jednoduché, rychlé a ekonomicky nenaro¢né postupy.
Bylo vybrano nékolik riznych extrakénich ¢inidel, z nichz
nejucinnéjsi se ukazaly methanol s toluenem. Parametry
méfeni (teplota, mod) technikou DART byly pfed samot-
nym testem optimalizovany. Ze ziskanych dat je patrné, ze
pomoci techniky DART je moZzné rozliSit vzorky na zékla-
de jejich stari.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢.20/2014): A1_FPBT 2014_006.
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Obr. 5. PCA analyza hmotnostnich spekter toluenovych extraktii; nahofe vpravo — cerstvé maso, dole vlevo — staré/zkaZzené maso;
hodnoty bodii udavaji dobu skladovani (dny)
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T. Skorpilova, P. Pipek, and A. Rajchl (Department

of Food Preservation, University of Chemistry and Tech-
nology Prague): New Possibilities of Monitoring the
Meat Freshness

Meat freshness is an important property and so new

methods for freshness evaluation are sought. Unfortunate-
ly, the known methods are restricted and so we tried to use
quite a new technique — direct analysis in real time
(DART) coupled with time-of-flight mass spectroscopy
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(TOF-MS). This technique using plasma-excited He atoms
and atmosphere components can follow up countless
changes in meat composition. For extraction of low-
molecular-weight compounds, we used demineralized
water, methanol, toluene, chloroform-methanol (2:1) and
isopropyl alcohol-hexane (2:1). DART coupled with
TOF-MS was used for analysis of extracts. The obtained

Laboratorni pfistroje a postupy

mass spectra were processed by the principal component
analysis (PCA) in order to assess the compositional diffe-
rences between fresh and spoiled meat. Based on the pro-
cessed data, it can be concluded that DART coupled with
TOF-MS is applicable for evaluation of meat freshness as
the values for fresh and stale meat are well separated in
scatter plot.

VSCHT Praha predstavuje novy elektronicky

,»Slovnik chemickych pojmi aneb Chemické pomnénky*,

ktery vznikl pod vedenim prof. Milana Kodic¢ka v ramci projektu ,,ZvySeni Gispésnosti studia v bakalar-
skych studijnich programech na VSCHT Praha“. Na vzniku Slovniku se podileli pracovnici z Ustavu
biochemie a mikrobiologie, Ustavu fyzikalni chemie, Ustavu anorganické chemie, Ustavu organické

chemie a Ustavu analytické chemie.

Slovnik je urcen predev§im studentiim bakalafskych a magisterskych studijnich programi, pro néz
by mél slouzit jako soubor definic v pfivalu pojmi, jemuz jsou kazdodenné vystaveni. Pomize studen-
tim nejen pti ptipravé na jednotlivé zkousky, ale i tém, ktefi se pripravuji se na bakalarské a magisterské
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