Wykorzystywanie metabolomiki
w analizie produktéow rolnych
i spozywczych

W artykule zamieszczonym
w numerze 2/2012 dwumie-
siecznika LAB zatytutowanym
+Metabolomika jako poten-
cjalna metoda diagnostyczna
w medycynie” zostato opisane
co to jest metabolomika, ja-
kie metody analityczne i che-
mometryczne  wykorzystuje
oraz jakie problemy mozna
za jej pomocy rozwigzywac
w medycynie, badajac profile
niskoczasteczkowych zwiaz-
kow (MW< 1500 Da). Do tych
zwigzkéw naleza miedzy in-
aminokwasy, kwasy
tluszczowe, cukry, aminy, nu-
kleotydy, kwasy organiczne,
fenole etc., ktére sg produkta-
mi funkcjonowania komorek,
tkanek lub catych narzadéw,
a ich sktad jakosciowy i ilo-
sciowy odzwierciedla stan or-
ganizmoéw [1].

Metabolomika pozwala nie
tylko na badanie metaboli-
tow pochodzacych z organi-
zmu ludzkiego, ale jest takze
bardzo przydatnym narze-
dziem do analizy jakosciowej
roslin i zwierzat hodowla-
nych, a co za tym idzie row-
niez zywnosci w szerokim
tego stowa znaczeniu (pro-
dukty rolne oraz spozywcze)
[2]. Metabolomike nalezy
w tym wypadku rozumiec
jako zaawansowane narze-

nymi:
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dzie analityczne, za pomoca
ktérego mozna obserwowac
ilosciowe i jako$ciowe zmia-
ny zwigzkéw chemicznych
w zywnosci. Analize taka
mozna podzieli¢ na ana-
lize ukierunkowanag (ang.
targeted analysis) i ogdlna
profilowa (ang. untargeted
analysis) [2]. Za pomocg ana-
lizy ukierunkowanej bada sie
grupe konkretnych, zidenty-
fikowanych zwigzkéw che-
micznych, ktére moga byc
markerami réznych proce-
séw biochemicznych, a tym
samym mogg swiadczy¢ np.
o przydatnosci zywnosci do
spozycia. Analiza profilowa
jest podejsciem catoscio-

wym, co oznacza, ze badaniu
podlega profil
niskoczasteczkowych zwiaz-
kéow chemicznych obecnych
w prébce, ktére nie zawsze
musza by¢ identyfikowane.
Jest to podejscie holistycz-
ne opisujace cechy dane-
go produktu. Stosowane
metody metabolomiczne
w analityce zywnosci réznig
sie pomiedzy metabolomi-
ka stosowang w diagno-
styce medycznej (badanie
przede wszystkim ptynéw
fizjologicznych), gtéwnie
w przygotowaniu probki,
ktére w przypadku badania
zywnosci sg niejednokrot-
nie bardziej skomplikowane
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i czestokro¢ wymagajg wie-
lu wstepnych etapéw: zate-
zania analizowanej probki,
réznego rodzajéw ekstrak-
cji, derywatyzacji, etc. [2].
Natomiast wykorzystywane
metody analityczne, takie
jak spektroskopia rezonansu
magnetycznego NMR oraz
spektrometria mas MS wraz
z metodami chemometrycz-
nymi pozostaja takie same.
Metabolomike  produktéw
rolnych oraz ich przetworéw
mozna stosowa¢ w bezpie-
czenstwie zywnosciowym
(zakazenia drobnoustrojami,
badanie zywnosci genetycz-
nie modyfikowanej, badanie
wptywu proceséw technolo-
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Rys. 1. Widmo 1HNMR piwa (badania wtasne) uzyskane za pomocg spektrometru Bruker
Avance AMX 600 MHz 90% piwa:10% D,O0).

LA rok 17, nr4



gicznych na jakos$¢ wytwa-
rzanej zywnosci), badaniu
jakosci produktéw rolnych
oraz spozywczych, badaniu
oryginalnosci (autentyczno-
$ci) zywnosci [2,3,4]. W ostat-
nim przypadku nalezy
pamietaé, ze stezenie po-
szczegdblnych zwigzkéw che-
micznych moze sie zmieniac
w zaleznosci od réznych
czynnikédw typu: warunki
uprawy, klimat, typ gleby,
warunki sktadowania i prze-
chowywania etc. [5]. Duzy
potencjat aplikacyjny meta-
bolomiki wystepuje w ba-
daniu  mikrobiologicznym
zywnos$ci w tym rozréznia-
niu typdéw bakterii i grzybéw
w poszukiwaniu naturalnych
konserwantéw  produktéw
spozywczych [2].

Badania metabolomiczne
z przyktadami

Za pomoca badan metabolo-
micznych mozna bada¢ réz-
nego rodzaju produkty rolne
jak i produkty spozywcze
m.in. owoce i warzywa, zbo-
za, mleko, sery, miéd, chleb,
mieso, wyroby wedliniarskie,
soki owocowe oraz napoje
alkoholowe. Jednym z naj-
bardziej popularnych tego
typu napojoéw jest piwo, kto-
re w wielu pracach byto ana-
lizowane pod réznymi wzgle-
dami. Jedng z najbardziej
popularnych metod wykorzy-
stywanych w metabolomice
jest spektroskopia rezonansu
magnetycznego NMR za po-
mocg, ktoérej mozna zanali-
zowac wiekszo$¢ zwiazkow
chemicznych wystepujacych
w piwie oraz opracowac
otrzymane wyniki za pomoca
metod chemometrycznych
(rys. 1) [6,7].

Przeprowadzone badania
z wykorzystaniem tej metody
wykazaty, ze widmo 'HNMR
poza obszarem wystepowania
sygnatu od wody i etanolu moz-
na podzieli¢ na trzy inne: alifa-
tyczny (0,5-3,0 ppm), region
cukrowy (3,0-6,0 ppm) oraz
aromatyczny (6,0-10,0 ppm).
W regionie od 0,5-3 ppm
mozna wyrézni¢  alkohole,
kwasy organiczne, a takze
aminokwasy.

W badanym zakresie moga
réwniez wystepowacé kwasy
tluszczowe, ktére odpowie-
dzialne s za charakterystycz-
ny smak piwa. Natomiast re-
gion cukrowy widma wskazuje
na duza zawartos¢ réznego
rodzaju weglowodanéw pro-
stych i ztozonych (dekstryn).
W ostatnim regionie aroma-
tycznym mozna zaobserwo-
wac obecnos$¢ aromatycznych
aminokwaséw, nukleozydéw
i alkoholi aromatycznych jak
rowniez zwigzkéw polifenolo-
wych [5].

Tak doktadna analiza po-
zwala na réznicowanie piw
pod wzgledem: gatunkow,
miejsca, partii oraz jakosci
drozdzy uzytych w procesach
technologicznych oraz ich
powtarzalnosci [6,7,9]. Anali-
za metabolomiczna sprawia,
ze za pomocg tych samych
pomiaréw mozna kontrolo-
waé bardzo doktadnie wiele
parametréw tego napoju. Do-
datkowo mozliwe jest wska-
zanie na konkretne zwiagzki
chemiczne - metabolity,
ktére moga odpowiadac za
niepozadane wiasciwosci or-
ganoleptyczne tego trunku.
Konsekwencja tak zaawan-
sowanej analizy moga by¢
zmiany w technologicznych
procesach produkcyjnych,
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ktére wptywatyby na wzrost
jakosci piwa.

Nastepnym popularnym
napojem jest zielona her-
bata, ktéra réwniez stata sie
przedmiotem badan meta-
bolomicznych [10]. Badanie
jakosci herbaty jest bardzo
trudne, gdyz zalezy ono od
bardzo wielu czynnikéw t;.
czynniki genetyczne rosliny,
warunki klimatyczne, rodzaj
gleby, wysokos¢ wzrostu,
czas zbioréw, przetwarzanie
[10].
Jako$¢ herbaty jest ocenia-
na poprzez jej wyglad (kolor,

czy przechowywanie

intensywnos$¢ i zmetnienie),
smak, a takze aromat [10].
W ostatnich latach zielona
herbata byta badana gtow-
nie pod katem wiasciwosci
zdrowotnych. Pomimo to
znanych jest jej kilka marke-
réw jakosciowych, do ktérych
naleza: kofeina, kwas galu-
sowy i teanina [10]. Le Galla
wraz ze wspodtpracownikami
zbadali za pomoca metody
"THNMR 191 rodzajow herbat
pochodzacych z Chin, Japo-
nii, Wietnamu, Indii, Indone-
zji i Bangladeszu [10]. Przy
uzyciu jednowymiarowego
(1D) i dwuwymiarowego (2D)
widma NMR zidentyfikowali
okoto 30 zwigzkéw. Oprocz
aminokwaséw, cukréw czy
kwasow ttuszczowych zostaty
zidentyfikowane fenole, fla-
wonoidy oraz ksantyny [10].
Ze standardowych badan
metabolomicznych wyni-
ka, iz sktad herbat chinskich
jest roznorodny i czescio-
wo pokrywa sie z herbatami
z innych krajow. Autorzy ttu-
macza ten fakt niewielkim
zbiorem herbat pochodza-
cych z poza Chin oraz duza
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réznorodnoscia warunkéw
uprawy herbaty w samym
Panstwie Srodka. Dopiero
analiza klasterowa pozwolita
na ich rozréznienie ze wzgle-
du pochodzenie geograficz-
ne. Autorzy wskazali réwniez
na zwigzki markerowe, ktére
mogaq
jakosci herbaty. Opracowa-
nie zbioru zwigzkéw marke-

stuzy¢ rozréznianiu

rowych stwarza mozliwosc¢
obiektywnej analizy herbat w
oparciu o jej sktad chemiczny
jak i okreslania jej autentycz-
nosci.

Jak juz wczesdniej zostato
napisane oprécz napojéw
przedmiotem badan moga
by¢ réwniez produkty rolni-
cze takie jak owoce i warzy-
wa. Przyktadem moga by¢
ktérych
spozywanie daje wiele ko-
rzysci zdrowotnych, ponie-
waz zawieraja witamine C,

owoce jagodowe,

rozpuszczalny btonnik i réz-
nego rodzaju polifenole [11].
Stewart wraz ze wspotpra-
cownikami
badania za pomocag spek-
trometrii mas MS majace
na celu lepsze zrozumienia
wptywu warunkéw hodowli
malin na zawartos¢ zwigz-

przeprowadzili

kéw polifenolowych w nich
zawartych. Przedmiotem ba-
dan byty maliny hodowane
w dwoch réznych $rodowi-
skach. Pierwsze byto nisko-
naktadowym
stanowiskiem. Drugie za$
byto dobrze nastonecznione,
nawozone i traktowane $rod-

zacienionym

kami ochrony roélin [11]. Ba-
dania wykazaty, ze ré6znice w
obu $rodowiskach gtéwnie
wptynety na zawartos¢ wita-
miny C, natomiast zawartos$¢
zwigzkéw polifenolowych
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byta zdeterminowana gene-
tycznie [11].

Doskonatym przyktadem
zastosowania strategii me-
tabolomicznej, ktéra moze
by¢ wykorzystana w kazde-
go typu badaniach zywnosci
sq badania metabolomiczne
pomidoréw [7]. Autorzy pra-
cy zastosowali nowatorskie
podejscie uzycia kilku plat-
form analitycznych: LC-MS,
GC-MS i SPME-GC-MS (gdzie
LC- chromatografia cieczo-
wa, MS - spektrometria mas,
GC- chromatografia gazowa,
SPME - mikroekstrakcja do
fazy statej) [5]. Rozne gatun-
ki pomidoréw pochodzace
z roznych krajéow zostaty
przebadane pod wzgledem
ich wtasciwosci sensorycz-
nych (wg normy ISO 8586)
smaku, zapachu, posmaku,
uczucia w ustach (jedrnosé¢
miazszu), a takze wygladu
i rozmiaru owocu [5]. Réw-
nolegle przeprowadzono
analize metabolomiczng po-
midoréw. Nastepnie wyka-
zano istnienie kluczowych
zwigzkéw, ktoére zostaty sko-
relowane z cechami senso-
rycznymi tych warzyw. W ten
sposdb moze zostac opraco-
wane metabolomiczne na-
rzedzie analityczne pozwa-
lajace na oszacowanie cech
sensorycznych warzyw lub
OWOCOW.
Metabolomike
réwniez w stosunku do mie-
sa, ktéra jest
twiejsza i

stosuje sie

znacznie ta-
przystepniejsza
niz badanie biatek, a przy jej
uzyciu mozna rozrézni¢ np.
mieso mrozone od $wiezego
[12,13] lub jego autentycz-
nos¢ [14], co moze pozwoli¢
na wyeliminowanie z rynku

nieuczciwych sprzedawcéw
tego surowca, a konsumen-
c¢i moga uzyskac informacje
o tym, czy kupowana przez
nich zywnos$¢ jest swieza
i zdrowa.

Z przytoczonych przykta-
déw wynika, ze metabolo-
mika jest interdyscyplinarng
dziedzing nauki nalezaca do
biologii systemowej, ktora
moze byc¢
na na duza skale poczaw-
szy od medycyny poprzez

wykorzystywa-

analityke zywnosci, a skon-
czywszy na analityce $ro-
dowiskowej. W
produktéw rolnych oraz pro-
duktéw spozywczych moze
by¢ praktycznie stosowana

analityce

do uzyskiwania przeréznych
informacji, ktére moga wpty-
wa¢ na koncowy produkt
miedzy innymi dotyczacych:
proceséw technologicznych
produktow,

pochodze-

wytwarzania
autentycznos¢,
nie, wptywu na zdrowie, ja-
kos¢ zagrozenia biologicz-
nego. Ze wzgledu na ilos¢
otrzymywanych informacji
metabolomika moze by¢ re-
komendowana jako wielce
obiecujace narzedzie analizy
produktéw rolnych i spozyw-
czych.

Literatura

[1] Zhang A., Sun H., Wang P,
Han Y., Wang X., Modern ana-
lytical techniques in metabolo-
mics analysis, Analyst., 2012,
137,293-300

[2] Cevallos-Cevallos J.M., Rey-
es-De-Corcuera J. |, Etxeberria
E., Danyluk M.D., Rodrick G.E.,
Metabolomic analysis in food
science: a review, Trends in
Food Science and Technology,
2009, 20, 557-566



[3] McGhie TK., Rowan D.D.,
Metabolomics for measuring
phytochemicals, and assessing
human and animal response to
phytochemicals, in food scien-
ce, Mol. Nutr. Food Res., 2012,
56, 147-158

[4] Udayakumar M., Chan-
dar D.P, Arun N., Mathangi J.,
Hemavathi K., Seenivasagam
R., PMDB: Plant Metabolome
Database - A Metabolomic
Approach, Med. Chem. Res.,
2012, 21,47-52

[5] Thissen U. Coulier L,
Overkamp K.M. i in., A proper
metabolomics strategy sup-
ports efficient food quality im-
provement: A case study on to-
mato sensory properties, Food
Quality and Preference, 2011,
22,499-506

[6] Duerte, I.F.; Barros, A.;
Belton, PS.; Righelato, R.;
Spraul, M.; Humpfer, E.; Gil,
A.M. High-Resolution Nuc-
lear Magnetic Resonance
Spectroscopy and Multiva-
riate Analysis for the Charac-
terization of Beer; ). Agric.
Food Chem. 2002, 50, 2475-
2481

[7]1 Rodrigues J.A., Barros A.S.,
Carvalho B., Brandao T., Gil
A.M.; Probing beer aging che-
mistry by nuclear magnetic re-
sonance and multivariate ana-
lysis; Anal. Chim. Acta, 2011,
702,178-187

[8] Khatib, A.; Wilson, E.G.;
Kyong Kim, H. Lefeber,
A.W.M; Erkelens, C.; Hae Choi,
Y.; Verpoorte, R. Application of
two-dimensional  J-resolved
nuclear magnetic resonance
spectroscopy to differentia-
tion of beer; Anal. Chim. Acta.
2006, 559, 264-270

[9] Almeida, C.; Duarte,
ILF; Barros, A, Rodrigues, J,

Spraul, M.; Gil, A.M. Compo-
sition of Beer by 'H NMR Spec-
troscopy: Effenct of Brewing
Site and Date of Production; J.
Agric. Food Chem. 2006, 54,
700-706

[10] Gall G.L., Colquhoun
I.J., Defernez M., Metabo-
lite Profiling Using '"H NMR
Spectroscopy for Quality As-
sessment of Green Tea, Ca-
mellia sinensis (L.), J. Agric.
Food Chem., 2004, 52, 692-
700

[11] Stewart D. McDougall
G.J., Sungurtas J. i in., Meta-
bolomic approach to identi-
fying bioactive compounds in
berries: Advances toward fruit
nutritional enhancement.,
Mol. Nutr. Food Res., 2007, 57,
645-651

[12] Leygonie C. Britz TJ,
Hoffman L.C, Meat quality
comparison between fresh and
frozen/thawed ostrich M. ilio-
fibularis, Meat Science, 2012,
91, 364-368

[13] Leygonie C. Britz TJ,
Hoffman L.C., Impact of fre-
ezing and thawing on the qu-
ality of meat: Review, Meat
Science, 2012, 91,93

[14] Zaim N., Goto-Inoue
N., Hayasaka T., Enomoto
H., Setou M., Authenticity
assessment of beef origin by
principal component analy-
sis of matrix-assisted laser
desorption/ionization mass
spectrometric data, Anal
Bioanal Chem., 2011, 7,
1865-1871

* Zaktad Chemii Bioorga-
nicznej, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Wroctawska,
Wybrzeze Wyspiariskiego 27,
50-370 Wroctaw

We |;rne:xasure,p L.

rok 17, nr4 LAS

39

BB B —



