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Anotace

This bachelor thesis deals with the development, optimization and validation of an analytical
method for determination of neurotoxin B-N-methylamino-L-alanine in water using LC/MS.
At first, the development and optimization of the analytical method was performed.
For the optimization of the analytical method following parameters were selected:
temperature of HESI and MS capillary, gases flow rate, voltage on S-lens, F-lens
and capillary, collision energy. In addition, mobile phase composition, flow rate of mobile
phase and injection volume of sample were optimized too. Then, the analytical method was
successfully validated. Finally, the method was applied to the analysis of real samples

of surface water.
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1 CILE PRACE

e vypracovat literarni reSersi na dané téma

e vypracovat analytickou metodu na stanoveni neurotoxinu B-N-methylamino-L-
alaninu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekei
vcetné provedeni zakladni optimalizace této analytické metody

e provést validaci analytické metody

e provést zakladni testovani vypracované analytické metody pro jeji planované pouziti

na stanoveni neurotoxinu f-N-methylamino-L-alaninu v povrchovych vodach



2 TEORETICKA CAST

2.1 Neurotoxin BMAA

B-N-methylamino-L-alanin, BMAA, je neurotoxicka aminokyselina neproteinogenniho
ptvodu produkovana téméf vSemi vSudypfitomnymi planktonnimi organismy (sinice,
rozsivky a obrnénky), jez jsou béznou soucasti globalniho ekosystému [1,2,3]. Neurotoxin
BMAA se vpfirodé¢ vyskytuje pievazné ve formé volné, piestoze zaclenéni jinych
neobvyklych aminokyselin do proteini bylo jiz diive velmi dobie popsano [1,4]. Neznamena
to vSak, ze se nemiize vyskytovat jako BMAA vazané na proteiny (tzv. ,,protein-associated*)
[5]. Podaftilo se také uméle zaclenit BMAA do syntetickych polypeptidt [1].

BMAA byl poprvé objeven roku 1967, kdy byl i soucasné izolovan ze semen cykasu
Cycas micronesica. V té dobé se ptredpokladalo, ze se jedna o rostlinny toxin, nicméné
pozdéjsi vyzkumy prokéazaly, ze BMAA je produkovano sinicemi rodu Nostoc Zzijicimi
symbioticky na kofenech cykasu. Dalsi vyzkumy ukéazaly na schopnost BMAA se hromadit
v semenech cykasu [3].

Z chemického hlediska se jedna o vysoce polarni aminokyselinu, ktera by se
pravdépodobné¢ neméla bioakumulovat v tukovych tkanich, coz vS$ak nebylo dosud

predmétem vyzkumu [4,6]. Strukturni vzorec této latky je uveden na Obr. 1.

M OH
MH,
Obr. 1: Strukturni vzorec BMAA.

Hlavnimi a velmi vyznamnymi producenty BMAA jsou zejména sinice [1]. Sinice,
jakozto ubikvitarni prokaryotni organismy, produkuji celou fadu toxickych sloucenin
(tzv. cyanotoxiny) nebezpecnych pro lidské zdravi [2,7]. Mezi tyto latky patii naptiklad
saxitoxin, anatoxin A, ale pravé také v poslednich letech dosti diskutovany neurotoxin
BMAA, jehoz produkce sinicemi byla poprvé zaznamenana v roce 2003 [3,7]. Dosud vsak
neni zcela jasné, zda jsou vSechny druhy sinic schopné za vhodnych podminek produkovat
BMAA [7]. Diivodem jsou sporné vysledky o produkci BMAA kulturami sinic publikované
Vv poslednich deseti letech, jez byly ziskdny za pomoci rGznych analytickych postupt
a preduprav vzorkda [3].

Vzhledem k vSudypfitomnému rozsifeni sinic ve vodnich zdrojich po celém svété
a kjejich predpokladanému zvySeni v dusledku klimatickych zmén, které zapficifuji
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pomérn¢ intenzivni rist vodnich kvétd, mize mit BMAA nepfiznivé dopady jak
na zivocichy, tak 1 na celosvétovou populaci vyuzivajici tyto zdroje jako pfimy zdroj vody
nebo k rekreaénim Gcéelim [5,7,8]. Rozvoj vodnich kvéth je také do znaéné miry zptisoben
zatizenim vodnich ploch Zivinami ze zeméd¢€lskych, primyslovych a odpadnich odtoki [9].
Pii kolapsu vodnich kvéti sinic, mize dojit k bioakumulaci (obohaceni organismu
o cizorodou latku) a biomagnifikaci (vzristajici akumulace Skodlivin v organismu
napii¢ potravnim fetézcem) BMAA ve vodnich ekosystémech [7]. Bylo prokazano, Ze
BMAA je bioakumulovan v korysich (krevety, raci, krabi) v mnoZstvi az 6976 ug.g™,
v mékkysich (modré musle a slavky) v mnozstvi az 305 pg.g™ a nékterych druzich ryb

losos, treska, sled’ a dalsi) v mnozstvi az 2559 ug. 1 Zivicich se planktonem (organism
ng.g g y

......

2.2 Spojitost BMAA s neurodegenerativnimi onemocnénimi

Pocatky zkoumani BMAA jsou spojeny s extrémnim vyskytem neurodegenerativnich
onemocnéni, zejména amyotrofické lateralni sklerozy (ALS), u domorodych obyvatel
Chamorro na ostrové Guam, jez je soucasti souostrovi Mariany v Tichém oceanu. Prizkumy
védct ze Spojenych stati roku 1954 odhadly incidenci ALS na ostrové Guam 50x az 100x
vyssi nez kdekoliv jinde na svété [7].

Védci se nejprve domnivali, Ze tato vysoka cCetnost onemocnéni je zpusobena
konzumaci semen cykasi (resp. mouky 2z téchto semen) obsahujici pomérné¢ vysoké
mnozstvi volného BMAA [5], jimiz se tito lidé zivi. Tato hypotéza vSak byla pozdé&ji
zamitnuta, nebot’ bylo zji§téno, Ze semena jsou pied Upravou dikladné¢ omyvana, coz vede
ke zna¢nému zredukovani (~ 90 %, u vice nez %2 vzorkl doslo ke zredukovani > 99 %
BMAA) jeho obsahu [5,10]. Pfijaté mnozstvi BMAA v podobé potravin vyrobenych ze
semen cykast je tedy pomérn€ nizké, nikoliv vSak zanedbatelné, a to z diivodu schopnosti
BMAA se vazat na proteiny [1,7].

Lidé Chamorro pravdépodobné také pfijimaji BMAA do organismu prostiednictvim
konzumace riznych zdrojii potravy, vcetné tradicni pochoutky (maso, kiize, vnitinosti
z kaloni) a jinych zvitat Zivicich se semeny cykasu [1,7]. Bylo prokazano, ze BMAA se
V potravnim fetézci, poinaje sinicemi a konce lidmi, mize zakoncentrovat az 10 000x [2].
Pravidelnou konzumaci potravin obsahujicich BMAA tedy ziejm¢ dochazi k jeho akumulaci
v mozku ¢lovéka, coz mize pozdéji vést k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni [2,7].

Objev.  BMAA v mozkové tkani domorodych obyvatel Chamorro s ALS,

a dle nedavnych studii i u pacientl s Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou ze Severni



Ameriky, poukédzal na mozné pisobeni BMAA na ¢lovéka. Tato zjisténi vedla k nezavislym
studiim zabyvajicich se moznosti rozSiteni BMAA mimo Guamsky ekosystém [1].

Problémem také miize byt konzumace potravin nebo vody obsahujici BMAA, coz
muze mit za nasledek navazani BMAA na proteiny. Takto kontaminované proteiny mohou
byt v pribéhu nékolika let v organismu postupné metabolizovany, coZ ma za nasledek jeho
pomalé uvoliovani [2,5]. Z toho plyne, Ze proteiny mohou hrat roli jakéhosi rezervoaru pro
opakovanou expozici ¢lovéka BMAA a mit tak potencialni vliv na lidské zdravi [1,3].

Vyzkumy naznacily, ze incidence (poCet novych ptipadii v dané populaci za urcité
Casové obdobi) ALS na ostrové Guam za poslednich pét desetileti zna¢né poklesla (odhad
v letech 1950-1954: 114/100 000, vroce 1999 pokles pod 3/100 000) v dasledku
etnografickych, socidlnich a ekologickych zmén zpiisobenych pfizpiisobenim Zivotniho stylu
zapadni kultufe [7,11]. V soucasné dob¢ se incidence ALS ve svété pohybuje okolo
2 novych ptipadi na 100 000 obyvatel za rok [12].

Vzhledem k nedostatku dostupnych toxikologickych informaci o BMAA neni
vsoutasné dobé mozné odhadnout vztah mezi davkou toxinu a rozvojem
neurodegenerativnich onemocnéni. Existuje mnoho teorii, které se zabyvaji mechanismy
toxicity BMAA a spojitosti mezi BMAA a neurodegenerativnimi poruchami, zadna vsak
dosud nebyla jednozna¢né prokazana [4].

V evropské populaci predstavuje riziko pro zdravi c¢lovéka zejména konzumace
kontaminovanych motskych ploda (dulezity zdroj bilkovin na celém svété) pochézejicich
Z oblasti Baltského mote, kde jsou masivni kvéty sinic zcela béZznym jevem [7,8]. Navic
muze dochdzet kjiz zminénému zaclenéni BMAA do proteini a jeho nasledné
bioakumulaci. V konecném disledku muze iniciovat rozvoj neurodegenerativniho
onemocnéni [4]. Moznymi mechanismy intoxikace organismu BMAA jsou: konzumace
kontaminovanych moiskych Zivo€ichli, konzumace jiZz zminénych kalonli, poZiti
kontaminované vody, pronikani kontaminované vody do studni nebo vdechnuti aerosolu

toxint [7].

2.2.1 Toxicita BMAA

Studie provedené v 90. letech 20. stoleti ukazaly, ze BMAA vykazuje fadu toxickych
ucinkd, jak in vivo, tak in vitro, zejména na motorické neurony [5]. Experimentalné bylo
zjisténo, ze BMAA indikuje v roztoku smiSenych miSnich kultur selektivni ztratu

motorickych neurontl jiz v koncentraci piiblizng 30 pmol.I’. Tato skutenost navic
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nebo Parkinsonovy choroby [7]. Dale bylo prokazano, ze BMAA muze jiz ve velmi nizkych
koncentracich (pfiblizng 10 pmol.I™) zesilovat Gi&inky jinych neurotoxini in vitro [5,7].

Vzhledem k moznosti zaclenéni BMAA do proteinii je vysoce pravdépodobné,
ze mize také dochazet k problémim ve formovani struktury proteini (tzv. protein
misfolding) — typicky znak neurodegenerace. Daéle bylo zjisténo, Ze nékteré analogy
aminokyselin mohou byt také zaclenény do proteini a mohou tak pozménit nekteré funkce
bunék. Mechanismus zac¢lenéni BMAA do proteinu vSak dosud nebyl popsan [7]. Kromé
toho nemusi samotny BMAA zplsobovat neurologické problémy, ale kombinace nizké
hladiny BMAA a pfirozené¢ se vyskytujicich poruch nebo genetickych predispozic k riznym
chorobam by mohlo vést k jejich rozvoji [5].

Ackoliv v soucasnosti existuji rizné teorie o degeneraci motorickych neuront,
nejpravdépodobnéjsi se jevi teorie nadbytku glutamatu v synapsi. Pro spravny pienos
nervovych vzruchi mezi neurony je =zapotiebi specifickd chemickd latka zvana
neurotransmiter. Jednim z vyznamnych neurotransmiterii je pravé glutamat. Aby mohly
neurony mezi sebou vzijemné komunikovat, je zapotfebi ur¢ittho mnozstvi glutamatu
Vv synaptické S$térbin¢ (synapsi). Na druhé strané muize nadbyte¢né mnozstvi glutamatu
pusobit toxicky na téla nervovych bunék. Bylo zjisténo, Ze u lidi trpicich ALS se vyskytuje
Vv jejich mozku a miSe velké mnoZstvi glutamatu pravdépodobné zodpovédné za poskozeni
motorickych neuront [12].

Nadbyte¢né mnozstvi glutamatu v synaptické stérbiné je zptisobeno ucinky BMAA
[12]. V prvni fadé se jedna o pfimou vazbu BMAA na ionotropni glutamatové receptory
NMDA a AMPA a metabotropni receptor mGIluRS. Vazba muize byt navic zesilena
v ptipad¢, kdy je BMAA véazan v podobé karbamatového aduktu (tj. molekuly podobné
glutamatu) [13,14]. Tyto receptory maji vyznamnou roli v bunéénych procesech jako je
napiiklad excitotoxicita. Excitotoxicita je vlastnost latky majici za nasledek nadmérnou
aktivaci téchto receptorli, coz vede ke kolapsu iontovych gradienti v neuronu. Dochézi
k masivnimu uvolnéni glutamatu a jeho naslednému hromadéni v synapsi. Vysledkem je
buné¢na smrt neuronu [13,15].

Za vychytavani glutamétu ze synaptické Stérbiny jsou zodpovédné glutamatové
transportery EAAT1 a EAAT?2 lokalizované na gliovych bunkéch, které chrani a vyzivuji
neurony. Jestlize vSak dojde k poskozeni téchto bunék, piislusSné transportery nejsou
schopny spravné fungovat, coz vede k nedostacujicimu vychytdvani glutamatu ze synapse
a hromadici se glutamat pisobi neurotoxicky na motorické neurony. Gliové bunky tedy hraji

vyznamnou roli ve vychytavani glutamatu a zabranuji tak jeho chronickému pusobeni [14].



V druhé tadé jde o indukci oxidativniho stresu. Pfitomnost BMAA miiZze zpusobit
zvysenou produkci reaktivnich forem kysliku, ktera mtize vést dalSimi reakcemi k tvorbé
silnych oxidacnich latek schopnych pozménit nebo poskodit proteiny nebo dokonce
i nukleové kyseliny. Bylo prokazano, ze reaktivni formy kysliku (napt. superoxidovy
radikal, hydroxylovy radikal nebo peroxid vodiku) vedou k poskozeni neuront in vivo [15].

Vzhledem ke struktuie BMAA je mozna reakce s CO; pfi fyziologickém pH za vzniku
a- a B- karbamatovych aduktii, které jsou strukturné podobné neurotransmiteru glutamatu
a jeho selektivniho agonisty (latka majici stejny ucinek) N-methyl-D-aspartatu (NMDA).
Bylo zjisténo, ze v ptitomnosti 5% CO, zpusobuje BMAA in vivo selektivni ztratu

motorickych neurond v misnich kulturach [8].

Q
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Obr. 2: Karbamatové adukty BMAA a jejich podobnost s glutamatem a NMDA [8].

Bylo zjisténo, Ze BMAA vyvolava u mysiho modelu neurotoxické uc¢inky na neurony
v mozku v pfitomnosti fyziologické koncentrace HCOjz V extracelularnim prostoru.
Dtivodem jsou mozné nekovalentni interakce s molekulou BMAA, které umoziuji tvorbu

molekularni konformace podobné glutamatu, jez aktivuje glutamatové receptory [16].

2.2.2 Amyotroficka lateralni skler6za
Amyotroficka laterdlni skler6za (ALS) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni
charakteristické postoupnou degeneraci az smrti motorickych neuront, jez hraji dulezitou
roli v komunikaci mezi nervovym systémem a pii¢n¢ pruhovanym svalstvem [17].
V pozdéjsich stadiich nemoci tedy dochazi k postupnému ochabovani svalstva, vysledkem je
celkova paralyza téla [12]. Smrt nastava z velké vétSiny v disledku zastavy dechu [17].
Ptiblizn€ 90 % vSech ptipadi je zplisobeno zcela nahodné (sporadickd forma), zatimco

zbylych 10 % je zplGsobeno mutaci ¢i vadou v genu (familiarni forma) [12,17]. S ohledem
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na tyto mutace a vady muze dojit k pozménéni funkce riiznych proteint, jako jsou napiiklad
glutamatové transportni proteiny nezbytné pro odstranéni glutamatu ze synapse [17,18].

V soucasné dobé na tuto nemoc neexistuje ucinna 1écba, k dispozici jsou pouze
ptipravky zmirniujici a oddalujici progresi nemoci o zhruba 2 az 3 mésice. Takovymto
piipravkem je 1€k Rilutek, jez potlacuje uvoliiovani glutamatu. Cena jedné tablety

se pohybuje okolo 200 K¢ [12].

2.3 Analytické metody pro stanoveni -N-methylamino-L-alaninu

Volba vhodné analytické metody vzdy zalezi na charakteru analyzovanych sloucenin.
Vzhledem k chemickym vlastnostem B-N-methylamino-L-alaninu se pro jeho stanoveni
vyuziva z velké vétSiny kapalinova chromatografie, obvykle ve spojeni s hmotnostni deteket.

Chromatografie je vyznamna separacni technika, pfi niz se separuji slozky obsazené
ve vzorku, ktery se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Pohybem mobilni faze je
vzorek undSen pfes nepohyblivou stacionarni fazi, na niz dochazi k zachycovani slozek
vzorku. Slozky vzorku se od sebe postupné separuji zejména na zakladé sily interakci
se stacionarni fazi [19]. Stacionarni faze (obecné téZz sorbent) mize mit v chromatografii
velmi odlisnou formu. MiiZe se jednat o castice tuhé latky velké tadové jednotky az stovky
mikrometru, v jiném piipadé se jedna o velmi tenkou vrstvu kapaliny nanesené na tuhych

¢asticich nebo tenky film kapaliny naneseny na vnitini sténé kapilary [20].

2.3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovad chromatografie je separac¢ni technika, pfi niz dochazi k rovnovézné
distribuci slozek mezi dvé heterogenni faze — mobilni a stacionarni fazi [21]. Mobilni fazi je
kapalina (nejcastéji smés rozpoustédel), jejiz volba zavisi na pouzité stacionarni fazi [19].

V kapalinové chromatografii se vyuzivaji vyhradné napliové kolony [19]. Vysoké
ucinnosti separace je dosazeno v disledku pouziti chromatografickych kolon plnénych
stacionarni fazi o velmi malé a presné definované zrnitosti. Tato stacionarni faze
se vyznacuje vysokou hustotou a homogenitou, tedy 1 velkym odporem vii¢i mobilni fazi
[21]. Velky prutok mobilni faze pfes velmi malé ¢astice stacionarni faze v chromatografické
kolon¢ vytvari vysoky tlak (fadové jednotky az desitky MPa) [20,21].

O pribehu separace rozhoduji vzajemné interakce staciondrni fdze se separovanymi
latkami a také typ pouzité mobilni faze [19]. Na zaklad¢ téchto interakci je mozné rozlisit
nasledujici separa¢ni mechanismy: adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové vymeénné, specifické

nebo mechanismus molekulového sita [19,21].



Béhem separace prechazi molekula analytu mnohokrat z mobilni faze do staciondrni
faze a zpét, ¢imz dochazi k poruSovani fazové rovnovahy a okamzitému ustaveni jiné
rovnovahy. Doba zdrzeni analytu v kolon¢ zavisi na poctu a velikost interakci, pficemz
s rostouci velikosti interakci se stacionarni fazi roste hodnota reten¢niho ¢asu analytu. Vyse

zminénou rovnovahu lze popsat pomoci distribu¢ni konstanty Kp [22].

[Al,
[Al.

Kp =

Distribu¢ni konstanta vyjadiuje pomér koncentrace analytu A ve stacionarni fazi ([A]s)
a koncentrace analytu A v mobilni fazi ([A]n). Z uvedeného vztahu plyne, Ze ¢im vétsi je
hodnota distribu¢ni konstanty, tim vice je analyt vazadn na staciondrni fazi a v dasledku
toho dochazi k delsimu zadrzovani v kolon¢ [22].

Chromatogram je graficky zaznam odezvy detektoru na retenénim case, ktery
poskytuje kvalitativni i kvantitativni informace o separovanych slou¢eninach. Kvalitativni
vyhodnoceni probihd na zéklad¢ urceni retencnich Cast danych analytt a pfipadné i dalSich
charakteristik (absorpéni spektrum, hmotnostni spektrum aj.). Pro kvantitativni vyhodnoceni
se nejcastéji vyuziva plocha piku analytu, popf. jeho vyska [19,23].

Na Obr. 3 jsou znazornény zakladni Casti kapalinového chromatografu: zasobniky
mobilni faze, vysokotlaké cCerpadlo, smeéSovaci zafizeni, davkovaci zafizeni, kolona

(popft. 1 predkolonka), termostat, detektor a vyhodnocovaci zatizeni.

vzorek termostat
A ]
. - mobilni smesovacl davkovaci vwhodnocovaci
zasobniky - o o I - deteltor L
< faze - Zarizeni Zarizeni -

zafizeni
E : kolona
Cerpadlo

Obr. 3: Schéma kapalinového chromatografu.

¥

Cerpadlo mobilni fize je zafizeni, které erpa mobilni fazi ze zasobnikl. Bézné
cerpadlo disponuje nejcastéji prutokem v rozsahu od mikrolitri do desitek mililitrii za
minutu s minimalnim kolisanim pratoku. Material Cerpadla nesmi nijak interagovat
s mobilni fazi nebo ji kontaminovat [19].

SmésSovaci zarizeni je ve vét§iné ptipadi ovladano automaticky a slouzi k nastaveni
sloZzeni mobilni faze ptivadéné Cerpadlem ze zasobnikid. SloZeni mobilni fize miZze byt
Vv pritbéhu analyzy stalé (izokraticka eluce) nebo v ptipadé analyz sloZitych smési se miize

béhem separace plynule ménit (gradientova eluce) [20].



Davkovaci zarizeni je nejCastéji tvofeno automaticky ovlddanou mikrosttikackou
napojenou na Sesticestny ventil s davkovaci smyckou presné¢ definovaného objemu slouzici
k nadavkovani vzorku do proudu mobilni faze prichazejici ze sméSovaciho zafizeni
do kolony, kde dochazi k separaci. VétSina dnes$nich modernich pfistroju je jiz vybavena
zafizenim pro automatické davkovani vzorku (autosampler) [19,21].

Chromatograficka kolona je Cast, kde dochdzi k separaci slozek vzorku. Zakladnim
pozadavkem je odolnost vii¢i vysokému tlaku mobilni faze, proto jsou kolony nejcastéji
vyrabény z nerezové oceli ¢i tlustosténného skla. Existuji vSak i kolony vyrobené z plastu
[21]. Kolony jsou plnény stacionarni fazi o velikosti 3 az 10 um [19]. Nejcastéjsi stacionarni
fazi je oxid kiemicCity (silikagel), jez byva casto chemicky modifikovan vdzanim riiznych
funkénich skupin uréujicich jeji vyslednou polaritu [21]. Délka kolon se nejéastéji pohybuje
od 10 do 25 cm s vnitinim primérem od 2 do 5 mm [19,21]. Velice Casto se také vyuzivaji
predkolonky, které chrani chromatografické kolony pied necistotami a nerozpustnymi
¢asticemi. Vyhodou ptedklonek je jejich vyrazné nizs§i cena oproti drahym separaénim
kolonam [22].

Termostat je dnes témét béznou soucasti kapalinovych chromatografii. Jeho tikolem je
udrzovat teplotu kolony konstantni, nebot’ teplota separace ovliviiuje reten¢ni casy analytil.
V ptipadé pouziti zvySené teploty dochazi k poklesu hodnot distribu¢nich konstant a zvySeni
hodnot difuznich koeficientl (resp. snizenim viskozity mobilni faze). Dale dochazi i ke vzdy
zadoucimu snizeni tlakového spadu na chromatografické kolon¢ [19,21].

Detektor je posledni ¢asti kapalinového chromatografu, do niZ vstupuje mobilni faze
s analyty z chromatografické kolony. Na zakladé¢ zmény fyzikalni ¢i fyzikalné-chemické
veli¢iny poskytuje informace o pfitomnosti a mnozZstvi separovanych slozek [19].
Vysledkem je zaznam zévislosti odezvy signalu detektoru na Case, tzv. chromatogram, ktery
slouzi k vyhodnoceni kvalitativnich a kvantitativnich tdaji tykajicich se analyti ve vzorku
[23]. Kvalitni detektor by mé&l disponovat vysokou citlivosti, rychlou odezvou, zaroven by
m¢l byt univerzalni, ale na druhou stranu i co nejvice selektivni, mél by vykazovat dobrou
stabilitu signalu a disponovat Sirokym dynamickym linearnim rozsahem [19].

Mezi béZzné pouzivané detektory patii fotometricky detektor, ktery umoziuje sledovat
absorbanci slozek eluovanych z kolony. Detektor diodového pole umoziuje snimat zaznam
celého spektra ve zvolené oblasti vinovych délek. Pro latky vykazujici fluorescenci
se vyuziva fluorimetricky detektor zaloZzeny na meéteni fluorescenéniho zatfeni ve sméru
kolmém na paprsek budiciho zéafeni. Jednim z nejuniverzalnéjSich a nejselektivnéjSich
detektort v kapalinové chromatografii je hmotnosti detektor umoziujici detekci jednotlivych
analyti vychazejicich z kolony na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje [21].
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2.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Pro stanoveni neurotoxinu [-N-methylamino-L-alaninu se ¢asto vyuziva spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Hmotnostni spektrometrie
je separacni analyticka metoda zalozena na pievodu molekul na ionty, jejichz rozliSeni
probiha na zéklad¢ poméru jejich hmotnosti a naboje m/z. Vysledkem je zdznam relativnich
intenzit téchto vzniklych iontd — hmotnostni spektrum [22,24]. Zakladnimi kroky této
techniky jsou: odpafeni vzorku, ionizace, urychleni ionti do hmotnostniho analyzatoru,
separace iontl a detekce iontti [19].

Na Obr. 4 jsou znazornény zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru: vstup vzorku,

iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor, vakuum a vyhodnocovaci zatizeni.

vakuum
lonty lomty
- . = - P - -
¥stup iomtovy ® | hmoinostni | uréitého vwhodnocovaci
A - . —————— | detelctor s,
vzorlm zdroj |—%| analyzdtor m'z zaFizeni

Obr. 4: Schéma hmotnostniho spektrometru.

Cely proces zacina pfivedenim molekul analytu do iontového zdroje, kde jsou
molekuly ionizovany (vzniklé Castice nesou naboj). Konstrukce se 1isi podle pouzivané
ioniza¢ni techniky. Nej¢astéji pouzivany ioniza¢nimi technika ve spojeni LC-MS jsou API
techniky (ionizace za atmosférického tlaku). Nejvyznamnéjs$i a nejvice pouzivanou API
technikou vhodnou také pro vysoce polarni latky jako BMAA je elektrosprejova ionizacni
technika (ESI). Principem této ioniza¢ni techniky je zmlzeni analytu rozpusténého ve vhodné
mobilni fazi, ktery je pifiveden kovovou kapildrou, na niz je vloZzeno vysoké napéti
(3 az 5kV), na velmi malé kapicky (aerosol) pomoci zmlZujictho plynu. Postupnym
odpatovani rozpoustédla se zvySuje hustota povrchového naboje. Pti piekroceni jeji kritické
hodnoty dojde k rozpadu kapicek (Coulombickd exploze) na je$t€¢ men$i kapicky
a krozd€leni ptivodnich naboji. Tento proces se nékolikrat opakuje az do vzniku
molekularniho iontu analytu [24].

Vzniklé castice jsou ziontového zdroje urychleny napétim 3 az 10 kV pfes
transferovou trubici do Amotnostniho analyzatoru, kde dochazi k rozdeleni Castic podle
poméru jejich hmotnosti a naboje m/z [24]. Krozd€leni dochazi na zakladé¢ raznych
fyzikalnich principt, jeZ se lisi dle typu pouzitého hmotnostniho analyzatoru. Mezi bézné
pouzivané analyzatory v LC-MS patii kvadrupolovy analyzator, iontovd past

(oba analyzatory jsou zalozeny na rozd¢€leni iontd na zaklad¢ rtizné stability oscilaci téchto
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iont v kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvencniho stiidavého napéti), priletovy
analyzator (rozdéleni ionti na zéklad¢ rizné doby letu) nebo orbitrap (rozdéleni ionti na
zaklade rizné frekvence harmonickych oscilaci) [19,24]:

Na detektor, ktery slouzi k zaznamenavani dopadajiciho proudu ionti a jeho prevadéni
na proud elektront, tedy dopadaji pouze ionty s jedinou hodnotou poméru m/z [19,24].
Mezi nejbéznéji pouzivané detektory v hmotnostni spektrometrii patii elektronové nasobice
obsahujici elektrody, na néz dopadaji elektrony vyrazejici z elektrody dalsi elektrony. Signal
se postupnymi narazy elektroni zvétsuje. Zesileny proud elektrontl (az 10%X) je naslednd
vyhodnocovan. Vzhledem k pomérné nizké Zivotnosti tohoto detektoru (cca 1 rok) se
vyuzivaji spiSe detektory skonverzni dynodou a fotonasobiCem (Zivotnost
asi 5 let), jehoz principem je ménit v konverzni dynod¢ néaraz iontu na vyrazeny elektron,
ktery nasledn¢ dopada na fosforescencni stinitko. Dojde k vyrazeni fotonu, jez je zachycen
nasobicem [19]

Pii analyze jsou ziskany dva druhy zaznamu: chromatogram (viz Kap. 2.3.1)
a hmotnostni spektrum [24]. Hmotnostni spektrum vyjadiuje zavislost relativni intenzity
iontového proudu (Cetnosti jednotlivych iontl) na poméru hmotnosti a naboje m/z [19,22].
Intenzita je vzdy vztahovana k iontu s nejvyssi hodnotou iontového proudu, ktery vytvari
zakladni pik o intenzité 100 % [19,24]. Molekularni pik poskytuje informaci o molekulové
hmotnosti analytu a odpovida nejvyssimu poméru m/z (bez izotopickych pikl). Hmotnostni
spektrum tedy podava dilezité informace o struktufe daného analytu, na jejichz zakladé lze
urcit strukturu latky a jeji molekulovou hmotnost [22].

Vyhodou techniky LC-MS je spojeni 0¢inné separaéni techniky kapalinové
chromatografie svelmi citlivou a vysoce selektivni detekéni metodou hmotnostni
spektrometrie. Tyto vyhody umoznuji pouziti této techniky pro stopovou analyzu
organickych sloucenin V komplexnich pfirodnich vzorcich s problematickou matrici

a ur¢ovani struktury neznamych sloucenin.

2.4 Moznosti stanoveni -N-methylamino-L-alaninu ve vodé

Stanovenim neurotoxinu BMAA ve vod¢ se zabyvalo pomémné malo studii, nebot’
vétSina zdjmu je orientovdna na stanoveni této latky v sinicich a jinych planktonnich
organismech tuto latku produkujicich. Nasledujici tabulky (Tab. 1 a Tab. 2) shrnuji dvé
rizné analytické techniky, jez vyuzivaly derivatizovany a/nebo nederivatizovany vzorek
BMAA, s uvedenymi detek¢énimi limity, jichz bylo dosazeno ve vybranych pracich. V Tab. 2
jsou dale uvedeny hodnoty spravnosti (vyjadiené jako vytéznost) a piesnosti (vyjadiené jako
opakovatelnost). V experimentalni ¢asti budou hodnoty porovnany s vysledky mé prace.
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Tab. 1: Pfehled detekénich limiti BMAA pro rizné analytické techniky.

Analyticka | Derivatizace Extrak¢ni technika d(:\t/le?(zce Sxt?rzrﬂcii( Citace
technika analytu (typ kolonky) ng 1_1] [mi]
LC-MS/MS SPE
(QaQ) neprovedena (Oasis MCX 3cc, 60 mg) 1 50 [25]
LC-FD AQC 2
LC-MS/MS
(QaQ) AQC nebyla vyuzita L [26]
LC-MSIMS |- o rovedena 25
(QaQ) ’
LC-FD AQC SPE 5
LC-I(\I/I.%/MS AQC (Oasis MCX 6cc, 150 mg) 0,8 100 [27]
LC-FD AQC SPE 5
LC-I(\I/I_%/MS neprovedena | (Oasis MCX 6cc, 150 mg) 0,5 500 [28]

vwr

LC-MS/MS (analyt nebyl derivatizovan) v kombinaci s SPE extrakci. Na druhé strané
nejvyssi hodnoty meze detekce pii vyuziti techniky LC-MS/MS jako v praci [28], bylo
dosazeno V praci [26] (rozdilem byl typ pouzitého hmotnostniho analyzatoru: v praci [28]
vyuzita iontova past, zatimco v praci [26] vyuzit trojity kvadrupol). V praci [26] navic
nebylo vyuzito SPE extrakce. V praci [25], resp. [26], kde bylo vyuzito techniky
LC-MS/MS s trojitym kvadrupdlem, bylo dosazeno 2x vys§i meze detekce (1 pg.l™), resp.
5x vyt (2,5 pgl™) oproti praci [28] (0.5 pgl™), kde bylo vyuZito prakticky stejné
analytické techniky lisici se pouze v typu hmotnostniho analyzatoru (iontova past). U praci
[26] a [27], jez vyuzily techniku LC-MS/MS (rozdil opét v typu hmotnostniho analyzatoru)
a derivatizaci analytu, bylo dosazeno srovnatelnych hodnot mezi detekci (prace [26]:
1 pgl?, prace [27]: 0,8 pg.l™), ackoli v praci [26] nebylo vyuzito SPE extrakéni techniky.
Stejnych hodnot mezi detekei (5 pg.l'l) bylo dosazeno u praci [27] a [28], kde bylo vyuzito
techniky LC-FD v kombinaci s SPE extrakci. Z obecného porovnani technik uvedenych
v Tab. 1 je také patrné, ze v piipadé pouziti kapalinové chromatografie standemovou
hmotnostni detekci bylo dosazeno nizSich mezi detekci nez pii pouziti kapalinové
chromatografie s fluorescen¢ni detekci. Zaroven je také ziejmé, Ze v ptipad¢ pouziti iontové
pasti jako hmotnostniho analyzatoru bylo v uvedenych pracich dosazeno nizsich mezi
detekci nez v ptipad€ pouziti trojitého kvadrupolu, coz je pomérné piekvapivé. Nékolik
studii se také v nedavné dobé€ zabyvalo stanovenim BMAA za pouziti techniky plynové
chromatografie s hmotnosti detekci (GC-MS) nebo kapilarni elektroforézy (CE). Nicméné
tyto studie se zabyvaly pouze stanovenim BMAA ve vzorcich sinic. Mimo to bylo také
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prokazano, Ze tyto dvé metody neposkytuji tak nizké hodnoty meze detekce jako metody

uvedené v Tab. 1.

Tab. 2: Prehled spravnosti (vytéznosti) a piesnosti (opakovatelnosti) U jednotlivych praci.

Koncentra¢ni iroven Spravnost Piesnost
BMAA (vytéZnost) (opakovatelnost) Citace
[ng.1"] [%] [%]
13,5 99,3 -102,2 6,9-11,7
6,5 99,6 — 103,4 58-8,2 [25]
2,0 98,5-103,9 7,7-178
1,0 88,7 20,6
2,8°
1000 netestovano 3,0° [26]
0,7°
10 neuvedeno neuvedeno [27]
neuvedeno neuvedeno neuvedeno [28]

*hodnota pro LC-FD (AQC), "hodnota pro LC-MS/MS(ACQ), *hodnota pro LC-MS/MS

V publikaci [25] bylo dosazeno pro rozmezi koncentraci 2,0 — 13,5 pgl™ velmi
podobnych hodnot spravnosti (98,5 — 103,9 %). Presnost se jiz v tomto rozsahu koncentraci
mirné ligila (5,8 — 11,7 %). Pro koncentraéni urovenn 1,0 pg.l™ bylo v porovnani s vyse
uvedenym rozmezim koncentraci dosazeno niz$i hodnoty presnosti (88,7 %) a zaroven vyssi
hodnoty spravnosti (20,6 %). Misto koncentraéni trovné 1,0 pg.1™ byla piivodné zvolena
hodnota 0,5 pgl?, kterd byla vzhledem k nepfijatelné hodnoté vyt&Znosti (1454 %)
pro piiblizné 70x vyssi koncentraci nez v praci [25] dosaZzeno fadoveé az 17x nizsi hodnoty
ptesnosti. Vzhledem Kk tomu, Ze v praci [26] nebyla testovana spravnost, nebylo mozné
porovnat hodnoty spravnosti s hodnotami ziskanymi v praci [26]. Dale absence udaji
spravnosti a ptesnosti v pracich [27] a [28] neumozZnila porovnat vysledky.

Separace a kvantifikace stopovych koncentraci BMAA je vzhledem ke komplexnosti
ptirodnich vzorkd pomérné komplikovana, nebot’ mize dochazet K eluci i jinych strukturné
podobnych slouc¢enin jako je napiiklad DAB (2,4-diaminomaselna kyselina) nebo AEG
(N-(2-aminoethyl)glycin). V disledku tohoto, bylo doporuceno pouzit pro identifikaci
a kvantifikaci BMAA specifické techniky jako je LC-MS/MS za t¢elem minimalizace
poskytovani falesné pozitivnich vysledku, které mohou byt poskytovany pii vyuziti techniky
LC-FD.
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3

MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie a ¢inidla

Standard: B-N-methylamino-L-alanin hydrochlorid - ¢istota > 97 % (Sigma-Aldrich)
Vnitini standard: DL-2,4-diaminomaselna-3,3,4,4-d, kyselina dihydrochlorid - ¢istota
~ 98 % (Sigma-Aldrich)

Acetonitril — ¢istota pro LC-MS: > 99,9 % (Fluca Analytical a Merck)

Kyselina mravenci — ¢istota pro LC-MS: = 98 % (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny — ¢istota p.a.: > 99,5 % (Sigma-Aldrich)

Helium — Cistota 99,99 % obj. (Linde)

Dusik generovany systémem Genius 1022 — Cistota > 99,5 % (Peak Scientific)

Deionizovana voda generovana ptistrojem Water purification system (Thermo)

3.2 Instrumentalni vybaveni a spotfebni material

Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo)

Chromatograficka kolona: ZIC®-HILIC; délka: 150 mm; vnitini pramér: 2,1 mm;
velikost Castic: 3,5 um (Merck)

Chromatograficka predkolona: ZIC®-HILIC; délka: 20 mm; vnitini prumér: 2,1 mm;
velikost ¢astic: 5,0 um (Merck)

Hmotnostni spektrometr VelosPro vybaveny vyhfivanym elektrosprejem (Thermo)
Vyrobnik deionizované vody Water purification system Smart2Pure (Thermo)
Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific)

Analytické vahy: R200D (Santorius Research)

Analytické vahy: BBI-31 (BOECO)

Automaticka davkovaci pipeta BioPette™ " 0 objemu 100 — 1000 ul (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta BioPette™ " 0 objemu 10 — 100 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta Transferpette™S o objemu 1 — 10 ml (Brand)

Filtr 42213NP Titan3: teflonovy; primér: 17 mm; velikost ¢astic: 0,2 pm (Thermo)
Odmérné baiiky o objemu 10, 25, 50, 100 a 250 ml, tfida pfesnosti A (Fisherbrand)
Kadinky o objemu 10, 25, 50 a 100 ml (Fisherbrand)

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 p (Hamilton)
Spotfebni material: injekéni stiikacky (2 ml), Spicky, ependorfky, vialky, zkumavky
Ovladani systému LC-MS a vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno pomoci
programi Chromeleon, Tune plus, Xcalibur a DC MS Link. Zpracovani vysledkt

bylo provedeno v programu Microsoft Office Excel 2007 a EffiValidation 3.0.
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3.3 Priprava roztoki standardi

3.3.1 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok standardu (ST-A) byl pfipraven navdzenim 2,05 mg standardu
do 50 ml odmérné banky, rozpusténim a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

Zasobni roztok wvnitfniho standardu (VS-A) byl pfipraven navazenim 2,09 mg
vnitiniho standardu do 50 ml odmémé bariky, rozpusténim a doplnénim deionizovanou
vodou po rysku.

Shrnuti piipravy zasobnich roztokli standardii a jejich piislusné koncentrace jsou

uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Shrnuti pfipravy zasobnich roztokt a jejich koncentraci.

Oznadeni Navazka [mg] Objem [ml] Koncentrace [mg.I"'T’
ST-A 2,05 50 30,4
VS-A 2,09 50 25,7

“uvedena koncentrace plati pro &isty analyt

Ptipravené zasobni roztoky byly rozdéleny kazdy do 1 plastové zkumavky (15 ml),
11 sklenénych vialek (1,8 ml) a 7 plastovych ependorfek (1,5 ml), jez byly nasledné ulozeny
do chladnicky a mrazicich boxli po dobu nejdéle 6 mésicti. Rozlozeni ptislusnych zasobnich

roztokll do chladicich zafizeni je uvedeno v Tab. 4.

Tab. 4: RozloZeni uloZzeni zasobnich roztoka v chladicich zafizenich.

Zasobni roztok Chladni¢ka Mrazici box Mrazici box
(teplota: +5 °C) (teplota: -20 °C) (teplota: -75 °C)
; 4 vialky
4 vialk
ST-A 3 vialky y 4 ependorfky
3 ependorfky 1 plastova zkumavka
| 4 vialky 4 vialky
VS-A 3 vialky 4 ependorfky
3 ependorfky 1 plastova zkumavka

3.3.2 Priprava pracovnich roztoki pro ucely optimalizace

Smésny pracovni roztok (PRpix) o koncentraci standardu a wvnitiniho standardu
1mg 1t pro identifikaci piku obou latek a pro ucely optimalizace byl pfipraven pipetovanim
33 ul zasobniho roztoku ST-A a 39 ul zasobniho roztoku VS-A automatickou pipetou
(10 — 100 pl) a pipetovanim 928 pl mobilni fazi voda-acetonitril v poméru 35/65 (v/v)
automatickou pipetou (100 — 1000 pl) do vialky.
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3.3.3 Priprava pracovnich roztoki pro ucely kalibrace

Pracovni roztok standardu (ST-B) o koncentraci 200 ug.l'l byl piipraven pipetovanim
66 ul zasobniho roztoku ST-A automatickou pipetou (10 — 100 pl) do 10 ml odmérné banky
a doplnénim mobilni fazi voda-acetonitril v poméru 40/60 (v/v) po rysku.

Pracovni roztok standardu (ST-C) o koncentraci 20 ug.l'1 byl pfipraven pipetovanim
1000 pl pracovniho roztoku ST-B automatickou pipetou (100 — 1000 ul) do 10 ml odmérné
baiiky a doplnénim mobilni fazi voda-acetonitril v poméru 40/60 (v/v) po rysku.

Pracovni roztok vnitfniho standardu (VS-B) o koncentraci 1000 pg.I™ byl pfipraven
pipetovanim 975 pl zasobniho roztoku VS-A automatickou pipetou (100 — 1000 ul) do 25 ml
odmérné banky a doplnénim mobilni fazi voda-acetonitril v poméru 40/60 (v/v) po rysku.

Veskeré pracovni roztoky byly zpracovany béhem jednoho tydne (ptiprava
kalibracnich roztokti a vzorki) a nebyly dale uchovavany. Pro kazdy den, kdy probihaly

analyzy, byly pfipraveny vzdy Cerstvé pracovni roztoky z roztoki zasobnich.

3.3.4 Priprava kalibraénich roztoki

Kalibra¢ni roztoky, jejichz ptiprava je shrnuta v Tab. 6, byly pfipraveny do vialek
0 objemu 1,8 ml. Analyza kalibra¢nich roztokti byla provedena v den jejich pfipravy.
Celkem bylo ptipraveno 13 koncentracnich urovni, kazda ve tfech nezdvislych opakovanich.

Mobilni faze (MF) byla davkovana automatickou pipetou (100 — 1000 pl) s plastovou
Spi¢kou. Pracovni roztoky standardu (ST-B a ST-C) byly davkovany stiikatkou Hamilton
(5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl). Pracovni roztok vnitini standardu (VS-B) byl davkovan
sttikackou Hamilton (100 pl).

Za ucelem kontroly cistoty pfistroje, roztoku mobilni faze, standardu a vnitiniho
standardu, vzhledem k mozné kontaminaci téchto roztokti v priubéhu pfipravy roztoki
k analyze, byly pfipraveny 3 kontrolni roztoky do vialek o objemu 1,8 ml. Jejich pfiprava je

shrnuta v Tab. 5.

Tab. 5: Ptiprava vzorkt pro kontrolu Cistoty.

Oznaceni Koncentrace | Koncentrace | Objem | Objem | Objem Objem
roztoku ST . VS . ST-B VS-B MF celkovy
[ng.1”] [ng.1"] (] [md] [d] [md]
MF 0 0 0 0 1000 1000
ST 20 0 100 0 900 1000
VS 0 100 0 100 900 1000
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Tab. 6: Pfiprava kalibra¢nich roztokd.

Uroven

Oznaceni
roztoku

Konc. ST
[ng™]

Konc. VS
[ngd™]

Objem
ST-B
(1]

Objem
VS-B
(1]

Objem
MF
[nd]

Objem
celkovy
[d]

K1

Kl-a

Kil-b

Kl-c¢

0,10

100

0,50

100

899,5

1000

K2

K2 -a

K2-b

K2-c¢

0,20

100

1,00

100

899,0

1000

K3

K3-a

K3-b

K3-c¢c

0,50

100

2,50

100

897,5

1000

K4

K4 -a

K4-b

K4 -c

0,75

100

3,75

100

896,3

1000

K5

K5 -a

K5-b

K5-c¢

1,0

100

5,00

100

895,0

1000

K6

K6 - a

K6-b

K6 -c¢c

2,0

100

10,0

100

890,0

1000

K7

K7-a

K7-b

K7-c¢

5,0

100

25,0

100

875,0

1000

K8

K8 -a

K8-b

K8-c

7,5

100

37,5

100

862,5

1000

K9

K9 -a

K9-b

K9-c

10

100

50,0

100

850,0

1000

K10

K10 -a

K10-b

K10-c

20

100

100

100

800,0

1000

K11

K1ll-a

K11-b

K11 -c

50

100

250

100

650,0

1000

K12

K12 -a

K12 -b

K12 -c

75

100

375

100

525,0

1000

K13

K13 -a

K13-b

K13-c

100

100

500

100

400,0

1000
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3.4 Priprava realnych vzorki

3.4.1 Priprava spikovanych vzorku

Spikované vzorky byly ptipraveny pro koncentra¢ni trovné 0,1 ug.l‘1 a 1,0 ug.l'1
odpovidajici kalibra¢ni kiivce na nejnizsich koncentracich (viz kapitola 4.3.1). Ptiprava byla
provedena tak, aby bylo dosazeno stejného slozeni vzorku jako pouzité mobilni faze voda-
acetonitril (40/60, v/v) za ucelem minimalizace ovlivnéni zmény retencnich casa
analyzovanych latek vlivem vysokého objemu nasttiku. Roztoky byly pfipraveny do kadinky
o objemu 25 ml a jejich piiprava je uvedena v Tab. 7 (pro 0,1 pgl?) a vTab. 8
(pro 1,0 pgl™h). Kazdy spikovany vzorek byl dokonale promichan a nasledn& nasat do
injekéni stiikacky, na jejiz konec byl nasazen filtr Titan3 42213NP. Prvnich cca 4000 pl
filtratu bylo odpusténo do odpadu a zbylych cca 1000 pl bylo nadavkovano do vialky
o objemu 1,8 m a uzavieno. Slepy vzorek byl pfipraven dle Tab. 7, avSak misto 1000 pl

vzorku bylo pipetovano stejné mnozstvi mobilni faze voda-acetonitril v poméru 40/60 (v/v).

Tab. 7: Piiprava spikovanych vzorkii povrchové vody - trovei 0,1 pg.1™.

Objem SloZeni roztoku Koncentrace BMAA
Roztok Voda Acetonitril V roztoku | Ve vzorku
] | [ul] (] ng!™] | [pgl7]
Deionizovana voda 790 790 o | - | -
Vzorek 1000 1000 T
Pracovni roztok ST-C 25 10 15 0,10 0,50
Pracovni roztok VS-B 500 200 300 100 |  --—---
Acetonitril (dopInéni) 2685 0 2685 | - | -
Celkovy objem 5000 2000 3000 | --e-- | eeee-

Tab. 8: Piiprava spikovanych vzorkii povrchové vody - trovei 1,0 pg.1™.

Objem SloZeni roztoku Koncentrace BMAA
Roztok Voda Acetonitril V roztoku | Ve vzorku
[ul] [ul] [ul] [ng.I"] [ng.I"]
Deionizovana voda 700 700 0O | e | eme--
Vzorek 1000 1000 o | - | -
Pracovni roztok ST-C 250 100 150 1,00 5,00
Pracovni roztok VS-B 500 200 300 100 | -----
Acetonitril (doplnéni) 2550 0 A e
Celkovy objem 5000 2000 3000 | eeee- | e

3.4.2 Priprava realnych vzorki

Realné vzorky byly pfipraveny dle Tab. 7 (resp. Tab. 8), kde vSak byla misto

pracovniho roztoku ST-C pipetovana mobilni faze voda-acetonitril v poméru 40/60 (v/v).

18




4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace chromatografické separace
4.1.1 Testovaci analyza

Za ucelem identifikace sloucenin byla provedena testovaci analyza smésného roztoku
standardu a vnitiniho standardu. Pro tento ucel byl pouzit smésny pracovni roztok standardu
a vnitiniho standardu v mobilni fazi voda-acetonitril 35/65 (v/v) o koncentraci obou analytii
1 mg.l’l. Piky byly identifikovany a byly jim pfifazeny hodnoty retenc¢nich Casti. Vychozi

podminky separace pievzaté z publikace [25] jsou shrnuty v nasledujicim piehledu.

Vychozi podminky chromatografické separace:

e Chromatograficka kolona: ZIC®-HILIC

material: PEEK; délka: 150 mm; vnitini primér: 2,1 mm; velikost ¢astic: 3,5 um
e Chromatograficka predkolonka: ZIC®-HILIC

material: PEEK; délka: 20 mm; vnitini pramér: 2,1 mm; velikost ¢astic: 5,0 um
e Objem nasttiku: 5 pl
e Teplota kolony: 30 °C
e Pritok mobilni faze: 0,2 ml.min™ (konstantni)
e Mobilni faze: MF-A: deionizovana voda + 0,1 % kyseliny mravenci

MF-B: acetonitril + 0,1 % kyseliny mravenci

e Gradient mobilni faze (trvajici 45 minut) je popsan v Tab. 9.

Tab. 9: Vychozi gradient chromatografické separace.

Retencni ¢as [min] 0-25 25— 27 27 -30 30-45
MF-B [%0] 65 — 55 55 — 55 55 — 65 65 — 65

Na Obr. 5 je zobrazen chromatogram testovaci analyzy smésného roztoku standardu

a vnitiniho standardu, ktery poslouzil k identifikaci obou analytl a pfifazeni retencnich Casi.

RT. 0.00-45.00 16.81 ML 1 .08EE

100 miz= 118.50-119.50 F: ITMS + © ESI Full ms
504 BMAA [50.00-500.00] M3 MP_03_ST_ V& 1_ppm
0
2130 L 5 66E5
100 miz= 12250123 50 F: ITMS + ¢ E51 Full ms
503 Dy-DAB 50 00-500.00] MS MP_03_ST_VS_1_ppm

L e D R B A L L i D Tt A LA A LA S B e B s e e e e S B BB B e B B B e
o 2 4 3] g 10 12 14 16 16 20 22 24 26 28 an 32 34 36 a8 40 42 44
Time (mirt)

Obr. 5: Chromatogram - testovaci analyza.
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Vzhledem Kk pfilis dlouhé dobé analyzy (45 minut) a velké hodnoté rozliSeni
(Rstvs = 4,61; vypocCet viz nasledujici kapitola) byla provedena zakladni optimalizace
chromatografické separace. UGelem této optimalizace bylo zkratit dobu analyzy a vyuzit
misto gradientové eluce izokratickou eluci (pokud to chromatografickd separace dovoluje).
Optimalizovany byly tyto parametry: slozeni mobilni faze, pritok mobilni faze a objem
nastfiku. Po provedené optimalizaci chromatografické separace byla také provedena

optimalizace hmotnostni detekce.

4.1.2 Optimalizace sloZeni a prutoku mobilni fize

Cilem této optimalizace bylo zvolit takové slozeni a pritok mobilni faze, které umozni
dostate¢né rozdéleni separovanych analytd V co nejpiijatelnéjSim Case.

Mira kvality separace byla posuzovana objektivné na zaklad¢ hodnot rozliseni Rstvs
(viz vztah uvedeny nize). Za dostate¢nou se povazuje takova hodnota rozliSeni, ktera se
pohybuje v rozmezi 1,5 — 2,0 (optimalné 2,0). V tomto rozmezi hodnot jsou piky od sebe
dostateén¢ separovany. Hodnoty mens$i jak 1,5 (ptekryti pikd > 0,3 %) poukazuji na

nedokonalou separaci analytd, naopak pti hodnotach vyssich jak 2,0 (piky rozseparované az

na zéakladni linii) dochazi ke zbytecnému prodluzovani doby analyzy.

tys — tsr

R =2
ST.VS
Ws + Wy

Legenda: Rsrys je rozliseni, tys a tst je reten¢ni ¢as vnitiniho standardu a standardu, wsra Wys

je Sitka piku standardu a vnitfniho standardu na urovni zakladni linie.

Kvalita separace byla dale hodnocena i podle symetrie piku (pik by mél mit v idealnim
ptipadé¢ tvar Gaussovy kiivky). Mira symetrie piku se hodnoti na zaklad¢ faktoru asymetrie
Ag (viz vztah uvedeny niZe), jehoz hodnota by se méla pohybovat v rozmezi 0,8 — 1,5.
Hodnota asymetrie piku 1,0 znaéi dokonalou symetrii. Kritéria pro rozliSeni a faktor

asymetrie byla zvolena na zaklad¢ publikaci [29] a [30].

Wo,05
Ap = St —+ 1
2(tg — tgy)

Legenda: Ag je faktor asymetrie, wo s je Sitka piku v 5 % vysky, tr je retencni ¢as analytu

a try je retencni Cas analytu levé Casti piku v 5 % jeho vysky.
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Pritok mobilni faze byl testovan pii hodnotéach 0,2 a 0,4 ml.min™ pro slozeni mobilni
faze voda-acetonitril v pomérech 50/50 a 40/60 (v/v) s piidavkem 100 pl kyseliny mravenci
na 100 ml mobilni faze. Parametry hmotnostni detekce byly zvoleny na zaklad¢ predbézné
optimalizace. Jejich hodnoty jsou nasledujici: teplota kapilary 300 °C, teplota transferové
trubice 250 °C, pomér prutokt plyni S/A 35/10 Arb., napéti na kapilaie 3 kV, potencidl na
F-Cockach - 8,5 V, potencial na S-¢oc¢kach 65 V. Provedeny byly dva full MS/MS skeny
v rozmezi 50 az 150 m/z — pro BMAA (hodnota m/z iontu prekurzoru = 119) a pro D4-DAB
(hodnota m/z iontu prekurzoru = 123). Oba skeny byly provedeny pro normalizovanou
kolizni energii 22 %. Vysledky optimalizace jsou uvedeny v Tab. 10. Primarni data

k Tab. 10 jsou uvedena v Piiloze A.

Tab. 10: Vysledky optimalizace sloZeni a pritoku mobilni faze.

., ., voda (0,1 % HCOOH)/acetonitril (0,1 % HCOOH)
Slozenlr mobilni [VAv]
faze 50/50 40/60
Priitok [ml.min™] 0,2 0,4 0,2 0,4
Doba analyzy [min] 9,5 5,5 18 9
Rstvs [1] 4,9 2,4 7,2 6,8
Ac [1] BMAA 1,3 19 1,1 1,1
D,-DAB 1,2 1,5 1,1 1,2

Na zakladé hodnot v Tab. 10 bylo zjisténo, Ze pii obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na
rovni 50 % (v/v) dochazi v piipadé pritoku 0,4 ml.min™ k vyraznému chvostovani pika
obou sloucenin, coz je indikovano nepfijatelné vysokou hodnotou faktoru asymetrie piku. Pti
obsahu acetonitrilu v mobilni fizi na urovni 50 % (v/v) a pritoku 0,2 ml.min™ bylo sice
dosazeno vSech kritérii pfijatelnosti, ale v porovnani S variantou obsahu acetonitrilu
v mobilni fazi na arovni 60 % (v/v) a pritoku 0,4 ml.min™ bylo dosazeno horsiho rozlident,
horsiho faktoru asymetrie piku a zaroven i delsi doby analyzy. Pti obsahu acetonitrilu
Vv mobilni fazi na Grovni 60 % (v/v) bylo dosazeno piijatelnych hodnot faktoru asymetrie pro
ob¢ slouceniny. Vzhledem K pfijatelnym hodnotdm rozliSeni i faktort asymetrie pro oba
testované pritoky mobilni faze (0,2 ml.min™ a 0,4 ml.min™) byl zvolen priitok 0,4 ml.min™,
coz umoznilo vyrazné zkraceni doby analyzy. Hodnota rozliSeni obou sloucenin 6,8 je sice
vyrazn¢ vysSi nez minimalni pozadovand hodnota 2,0, coz by umoziiovalo provést dalsi
optimalizaci obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na arovni 50 — 60 % (v/v), ale vzhledem
k pozadavku na robustnost metody (dostate¢na separacni G¢innost a bezproblémova piiprava
mobilni faze) nebyl tento parametr dale optimalizovan. Obsah organického rozpoustédla
vV mobilni fazi na Grovni 60 % (v/v) je také dle doporuceni vyrobce pouzité chromatografické
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kolony uvadén jako minimalni doporuc¢ena hodnota. Pro nasledujici kroky optimalizace bylo
tedy zvoleno slozeni mobilni faze voda-acetonitril okyselené 0,1 % kyseliny mravenci

v poméru 40/60 (v/v) a pritok 0,4 ml.min™.

4.1.3 Optimalizace objemu nastriku

Pro ucely optimalizace objemu nastiiku byl pouzit kalibracni roztok o koncentraci
standardu a wvnitiniho standardu 100 pg.l’l, jez byl nasledné testovan v celém rozsahu
autosampleru vybaveného stiikackou Hamilton (1 az 100 ul).

Cilem optimalizace bylo dosdhnout co mozna nejvyssiho objemu nastfiku za ucelem
symetrie piku. Jako hodnotici kritérium byl pouzit faktor asymetrie (Ag). Primarni data pro
vypocet faktoru asymetrie jsou uvedena Vv Ptiloze B. Nasledujici obrazek shrnuje vysledky

optimalizace objemu nasttiku.

®EBMAA ©D4-DAB
20 4
1.8
16

14 -
L ]
1-2*&5tg;31.2. L [ ] : ¢

1.0
0.8 1
0.6 1
04 4
0.2 1
0.0

Apl]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100
V [u]

Obr. 6: Zavislost faktoru asymetrie pro BMAA a Ds,-DAB na objemu nastiiku.

Bylo zjiSténo, Ze pfi objemu nastiiku v celém rozsahu autosampleru (0 az 100 pl) se
faktor asymetrie pohyboval pro BMAA v rozmezi 1,07 — 1,38 a pro D4-DAB Vv rozmezi
1,07 — 1,26. V porovnani ziskanych hodnot s kritériem pfevzatym z publikace [27] (hodnota
faktoru asymetrie v rozmezi 0,8 — 1,5) bylo dosazeno piijatelnych hodnot pii vSech
testovanych objemech nasttiku.

Aby byly splnény piislusné pozadavky (faktor asymetrie v rozmezi 0,8 — 1,5), bylo
byl pro dalsi analyzy zvolen objem nasttiku 90 ul. Vysoky objem nésttiku byl také zvolen na
zaklad€ nemoZného provedeni prekoncentrace vzorkil povrchovych vod na SPE kolonkach

z divodu omezeného mnozstvi objemu téchto vzorkl k analyze (cca 1 ml).
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4.2 Optimalizace hmotnostni detekce

Pro ucely optimalizace hmotnostni detekce byl pouzit smésny pracovni roztok

(PRmix) standardu a vnitiniho standardu o koncentraci obou analytd 1 mg.l'l.

4.2.1 Volba MRM piechodu

Pro detekci standardu (BMAA), vnitiniho standardu (Ds-DAB) a jejich fragmentl byly
zvoleny na zakladé publikace [25] MRM piechody uvedené v Tab. 11. Zvolené piechody
byly nasledné ovéfeny za tucelem potvrzeni vhodnosti volby téchto piechodi ke
kvantitativnimu stanoveni obou standardii. Pro standard byly vybrany dva ptfechody. Jeden
prechod urceny ke kvantifikaci, druhy ptechod uréeny k potvrzeni identity analytu. Pro

vnitini standard byl zvolen pouze piechod ke kvantifikaci.

Tab. 11: Vybrané MRM piechody.

« . Prechod ke kvantifikaci Priechod k ovéreni
Sloucenina
[m/z] [m/z]
BMAA 119 - 102 119 — 88
D,-DAB 123 —> 105 | emmeeeee-

Na Obr. 7 a 8 jsou zobrazeny hmotnostni spektra, kde jsou zvyraznény ptislusné

ptechody (viz Tab. 11) pro BMAA a D,-DAB v rozmezi 50 — 150 m/z.
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum BMAA se zvyraznénymi MRM piechody.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum D4s-DAB se zvyraznénym MRM piechodem.
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4.2.2 Optimalizace podminek elektrospreje

Cilem této optimalizace bylo nastavit vhodnou kombinaci teploty kapilary, teploty
transferové trubice a prutokd plynu tak, aby plocha piku standardu byla co nejvétsi
a aby byla zaroven zajisténa dostatecna stabilita iontového zdroje.

Mira vhodnosti téchto parametrii byla testovana na zaklad¢ hodnoty plochy piku
standardu, ktera zavisi na efektivité zmlzeni a nasledném pienosu vzniklych iontd do
analyzatoru. Vhodnd kombinace vysSe uvedenych parametri je nezbytna k dosaZeni
maximalni plochy piku a stability elektrospreje. Plocha byla vyhodnocena jako rozdil mezi
na zékladé primarnich dat uvedenych v Ptiloze C. Rozdil ploch piku byl méten az po
stabilizaci teploty kapilary.

Teplota kapilary byla testovana pfti teplotach 250, 300 a 350 °C. Pfi stejnych teplotach
byla testovana i teplota transferové trubice. Prutok plynu byl testovan jako pomér S/A
(sheath gas/auxiliary gas) pro nasledujici poméry: 30/10, 45/15, 60/20 a 35/10. Posledni
hodnota poméru 35/10 byla zvolena na zdkladé doporuceni pro rozmezi teploty kapilary

250 — 350 °C dle publikace [31]. Vysledky téchto méteni jsou shrnuty v Tab. 12.

Tab. 12: Vysledky optimalizace podminek elektrospreje.

Teplota Teplota Stiredni hodnota plopcll;}r/] Slsk/l,lA pro pomér pritoki
trubice | Kapiliry 35007 T 4515 | 6020 | 35/10 Graf
[°C] [°C] [Arb ]
250 81 500 71 250 65 750 80 250
250 300 76 750 73 250 66 000 77 000 Obr. 9
350 67 000 66 900 63 200 63 400
250 68 000 61 100 54 700 66 600
300 300 64 700 60 900 55100 64 500 Obr. 10
350 55 200 56 400 52 400 55 000
250 51100 46 200 41 600 50 600
350 300 48 600 43 300 39 300 47 300 Obr. 11
350 40 425 39100 36 600 37 850

Na Obr. 9 — 11 jsou zobrazeny zavislosti stfedni hodnoty plochy piku standardu na
teploté kapilary pro rtizné poméry pratokd plynu (poméry jsou uvedeny v legendé v grafu)

a razné teploty transferové trubice.
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Graf pro teplotu transferové trubice 250 °C
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Obr. 9: Zavislost stfedni hodnoty plochy piku standardu na teploté kapilary pro rtzné
poméry prutokll plynu pii teploté transferové trubice 250 °C.
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Obr. 10: Zavislost stfedni hodnoty plochy piku standardu na teploté kapilary pro rtzné
poméry pritokt plynu pii teploté transferové trubice 300 °C.
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Obr. 11: Zavislost stfedni hodnoty plochy piku standardu na teploté kapilary pro rtzné
poméry pritokt plynu pii teploté transferové trubice 350 °C.
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Na zakladé hodnot uvedenych v Tab. 12 bylo zji$téno, Ze nejvyssi stfedni hodnoty

plochy piku standardu 81 500 bylo dosazeno pii teploté¢ transferové trubice

SV

Tv w7

standardu bylo dosazeno pfi teploté transferové trubice 350 °C. Pro poméry pratoka plynu
30/10 Arb. a 35/10 Arb. bylo dosazeno podobnych vysledk.

Dale bylo optimalizovano napéti na kapildfe. Napéti kapilary bylo optimalizovano az
po vyse zminénych optimalizacich pfi hodnotach 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 a 4,0 kV, pricemz bylo
zji$téno, Ze napéti na kapilafe nema prakticky zadny vliv na hodnotu plochy piku.

Jako optimalni parametry pro elektrosprejovou ionizaci byly zvoleny nasledujici
hodnoty: teplota transferové trubice 250 °C, teplota kapilary 250 °C, pomér prutokt plynu
30/10 Arb. Napéti kapilary bylo zvoleno 3,0 kV na zakladé publikace [25].

4.2.3 Optimalizace parametrii iontové optiky

Cilem této optimalizace bylo nastavit hodnoty potenciald na F-Cockach a S-Cockach
tak, aby bylo dosazeno co nejvyssiho celkového iontového proudu (TIC). F-Cocky a S-Cocky
nejsou klasicka optickd zafizeni, nybrZ se jedna o kruhové elektrody, na néz je aplikovan
urcity potencial, umozZilujici zaostfeni svazku ionti do uzkého paprsku a také zvySeni
citlivosti [32]. Méfeni potencialu na F-Cockach bylo provedeno v rozmezi od -30 do -4 V,
pro S-cocky v rozmezi od 0 do 70 V. Kazdé méfeni bylo provedeno ttikrat (celkem tedy
12 grafi). Grafy pfislusnych méfeni jsou k nahlédnuti v Piiloze D. Hodnoty namétenych

potencialti na F-Cockach a S-¢ockach jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 13: Namé&fené hodnoty potencialti na F-Cockach a S-Cockach.

v . F-Cocky S-Cocky
Méreni 1 > 3 1 > 3
Potencial | BMAA -8,5 -8,5 -8,5 68 61 69
[V] D,-DAB -9,0 9,0 9,0 64 69 65

Na zakladé naméfenych dat uvedenych v Tab. 13 bylo zjisténo, Zze optimalni hodnota
potencialu na F-¢oc¢kach je pro BMAA -8,5 V a D,-DAB -9,0 V. Na zékladé téchto hodnot
a s ohledem na primarni data (resp. grafy) uvedené v Piiloze C, byla jako optimalni zvolena
hodnota pro -8,5 V, ackoliv optimalni hodnota pro Ds-DAB byla -9,0 V. Divodem je jednak
skute¢nost, ze pro Ds-DAB byly pifi hodnoté potencidlu -8,5 V oproti hodnoté -9,0 V

poskytovany srovnatelné hodnoty TIC a déle také fakt, ze nebylo nutné docilit vysoké
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citlivost pro D4-DAB, nebot’ tento analyt byl v roztocich ptitomen vzdy v pomérné vysokych
koncentracich. Vzhledem k mirné variabilit¢ hodnot potenciali na S-Cockach, ktera
neumoznila zcela jasnou volbu optimalni hodnoty potencialu, byl zvolen kompromis. Jako
optimalni byla zvolena hodnota potencidlu 65 V, kterd poskytovala v ptipadé vSech Sesti

méieni srovnatelné hodnoty TIC.

4.2.4 Optimalizace kolizni energie jednotlivych MRM pi‘echodii

Cilem této optimalizace bylo nastavit hodnotu kolizni energie pfislusnych MRM
pfechodl v retencnich Casech odpovidajicich obéma analytim tak, aby bylo dosazeno co
nejvyssi intenzity iontového proudu. Kolizni energie byla testovana jako normalizovana
kolizni energie vrozmezi 0 — 100 %. Celkem bylo provedeno devét méfeni, jeZ jsou

k nahlédnuti v Ptiloze E. Vysledky méfeni shrnuje Tab. 14.

Tab. 14: Namétené hodnoty normalizované kolizni energie jednotlivych MRM piechodi.

MRM prechod | Jednotky : Mege“‘ 3
119 — 102 [%] 22 22 22
119 — 88 [%] 23 24 23
123 — 105 [%] 21 21 22

Bylo zjisténo, Ze optimalni hodnota normalizované kolizni energie pro piechod urceny
ke kvantifikact BMAA (119 — 102) je 22 % a pro piechod urceny k ovéteni (119 — 88) je
23 az 24 %. Pro ptfechod urc¢eny ke kvantifikaci D4-DAB (123 — 105) je optimalni hodnota
21 az 22 %. Na zaklad¢ vysledkd uvedenych v Tab. 14 a sohledem na primarni data
(resp. grafy), kterd jsou k nahlédnuti v Ptiloze D, byla jako optimalni zvolena hodnota 22 %.
Hodnota byla zvolena na zaklad¢é snahy docilit co nejniz$i instrumentalni meze detekce
a také z divodu poskytovani srovnatelnych hodnot intenzit iontového proudu pro zbylé dva

prechody pfi vyse uvedenych hodnotdch normalizované kolizni energie.
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4.2.5 Optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce - souhrn

Na zakladé vysledkti optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce

sledovaného neurotoxinu BMAA byly ziskany podminky nastaveni pfistroje umoziujici

pouziti dané metody a jeji instrumentace Pro co nejucinngjsi separaci a co nejlepsi detekci.

Souhrn finalnich podminek chromatografické separace:

ZIC®-HILIC (délka: 150 mm, vnitini pramér: 2,1 mm,
velikost ¢astic: 3,5 um, material: PEEK)

ZIC®-HILIC (délka: 20 mm, vnitini pramér: 2,1 mm,
velikost ¢astic: 5,0 um material: PEEK)

90 ul

30°C

Chromatograficka kolona:

Pfedkolonka:

Objem nastiiku:
Teplota kolony:
Pouzitad mobilni faze: MF-A: deionizovana voda + 0,1 % kyseliny mravenci
MF-B: acetonitril + 0,1 % kyseliny mravenci

Slozeni mobilni faze: 40/60 (v/iv) MF-A/MF-B

Pratok mobilni faze: 0,4 ml.min™ (konstantni)

Souhrn finalnich podminek hmotnostni detekce:

Teplota transferové trubice: 250 °C

Teplota kapilary: 250 °C
Pomér prutoka plynu (S/A): 30/10 Arb.
Potencial na F-¢ockach: -85V
Potencial na S-Cockéach 65V
Napéti na kapilare: 3,0kv

BMAA - kolizni energie: 22 %
- typ skenu: Full MS/MS (v rozmezi 50 — 150 m/z)
- doba pInéni pasti: 100 ms
- pocet mikroskenti: 1

D,-DAB - kolizni energie: 22 %

- typ skenu:

- doba pInéni pasti:

- pocet mikroskenti:
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Na Obr. 12 je uveden chromatogram standardu a na Obr. 13 chromatogram vnitiniho
standardu po provedené optimalizaci chromatografické separace a hmotnostni detekce.

Chromatogramy byly ziskany na zaklad¢ analyzy smésného pracovniho roztoku (PRpmix).

RT. 0.00- 1000 SM: 7G

RT. 6.40 ML Z11MES

BMAA_119_102 méz= 101.50-102. 50 F: [TMS + c ESI
Full ms2 119.00@cid22.00
[50.00-150.00] MS
07_WW_new_ST_VS_1ppm_izo_40
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Obr. 12: Chromatogram standardu zméfeny za optimalnich podminek.
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Obr. 13: Chromatogram vnitiniho standardu zméfeny za optimalnich podminek.
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4.3 Validace metody

Po provedené optimalizaci chromatografické separace a hmotnostni detekce byla
provedena validace vyvinuté analytické metody, jejimz Gc¢elem bylo prokazat jeji vhodnost
pro zamyslenou kvantitativni analyzu neurotoxinu BMAA ve vod¢ na zakladé objektivniho
posouzeni pomoci valida¢nich parametrii. Vyvinutd analytickd metoda byla validovana
na modelu kalibra¢ni kiivky.

Zékladnimi hodnocenymi valida¢nimi parametry byly linearita (korela¢ni koeficient

a QC koeficient), pfesnost, spravnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti.

4.3.1 Linearita

Prvnim hodnocenym validaénim parametrem byla linearita vyhodnocena dle
pozadavkt uvedenych v publikaci Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology Q2 (R1) [33]. Pracovni rozsah analytu byl zvolen na koncentra¢ni trovni
0,1 pug.I™ az 100 pug1™. Vzhledem ke skute&nosti, 7e pfimka jako kalibraéni model ve vyse
uvedeném rozmezi  koncentraci  nevyhovovala z divodu nepfijatelnych  hodnot
QC koeficientu, spravnosti a presnosti, bylo vyuZito modelu segmentované linearni regrese
navrhované Greenlandem (1995) [34,35]. Tato metoda popisuje modely nelinearni zavislosti
S riznymi alternativami zadavani uzlovych bodt vytvéiejicich linearni regresi z linearnich
segmentd témito body vzajemné spojenymi (nelinearni zavislost je aproximovana linearnimi
segmenty) [34,36,37]. Linearni regresi tedy tvoii kiivka (spline kiivka) skladajici se z tisek
vyjadienych polynomy prvniho stupné (pfimkami), jez na sebe v uzlovych bodech spojité
navazuji [36,37]. Spline kiivka s n€kolika uzlovymi body je obecné hladsi nez s mnoha uzly,
nicméné s rostoucim poc¢tem uzlovych bodt se obvykle zlepsuje fit k datim [35,37].

Valida¢ni parametry tykajici se linearity jsou shrnuty v Tab. 15. Rovnice kalibra¢nich
ptimek jsou uvedeny ve tvaru y = k - x + ¢, kde: K je smérnice kalibra¢ni ptimky, q je
intercept, y je pomér plochy piku standardu k plose piku vnitiniho standardu a x je

koncentrace standardu v pg.1™.

Tab. 15: Shrnuti validac¢nich parametrd — linearita.

Kritérium —— Koncenltgaél;io uroven —
Parametr prijatelnosti g1 [ng.1] [ne.1]
Smérnice [Lpg?] = | - 0,0063 0,0107 0,0138
Intercept[1] = | ----em--- 0,0005 -0,0053 -0,0436
Korelaé¢ni koeficient [1] >0,9950 0,9986 0,9984 0,9993
QC koeficient [%0] <5,00 3,14 4,24 2,63
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Podle publikace Linearity of calibration curves [38] byla pro v§echny tfi linearni useky

kalibracniho modelu, vytvofené na zékladé metody segmentované linearni regrese, splnéna

kritéria pfijatelnosti, jez byla vyhodnocena v programu EffiValidation 3.0. Na Obr. 14 az 16

jsou zobrazeny kalibra¢ni zavislosti pro vSechny

tfi linearni useky.
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Obr. 14: Kalibra¢ni zavislost pro koncentra¢ni aroven 0,1 — 1,0 pg.l‘l.
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Obr. 15: Kalibraéni zavislost pro koncentraéni uroveii 1,0 - 10 pg.1™.
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Obr. 16: Kalibraéni zavislost pro koncentragni aroveti 10 — 100 pg.1™.
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4.3.2 Spravnost a piesnost

Spravnost metody (vyjadiena jako vytéznost pomoci procent) a piesnost metody
(vyjadiena jako opakovatelnost pomoci RSD) byly validovany dle pozadavkd uvedenych
v publikaci Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1) [33].

Testovani valida¢nich parametrii spravnosti a pfesnosti bylo aplikovano na kalibra¢nim
modelu rozdéleného pomoci dvou uzlovych bodi (1 ug.l‘1 a 10 pg.l‘l) metodou
segmentované linedrni regrese na tfi linedrni Useky (tfi kalibracni zavislosti) vyhovujici
pozadavkim na linearitu. Vyhodnoceni bylo provedeno Vv programu EffiValidation 3.0.
Vysledky byly porovnany s kritérii pfijatelnosti na ptislusnych koncentracnich urovnich

a jsou uvedeny v Tab. 16.

Tab. 16: Vyhodnoceni spravnosti a piesnosti.

Koncentrac Kritérium prijatelnosti Experimentalné zjiSténé hodnoty
ni uroven Spravnost Presnost Spravnost Piesnost
[ng1™] [%6] [%6] [%6] [%0]
0,10 92 5,2
0,20 96 2,8
0,50 40 -120 <30 100 5,8
0,75 99 0,4
1,0 99 3,6
1,0 112 1,9
2,0 102 3,4
50 60 — 115 <21 94 1,5
7,5 98 3,2
10 101 0,4
10 106 0,3
20 100 1,2
50 80 -110 <15 98 2,8
75 101 2,7
100 100 1,4

Na zéaklad¢ zjisténych hodnot bylo zjisténo, Ze spravnost metody se pohybuje
vrozmezi 92 — 112 % a ptesnost metody se pohybuje v rozmezi 0,3 — 5,8 %. VSechny
hodnoty také vyhovovaly uvedenym kritériim piijatelnosti pievzatych z publikace

Guidelines for Standard Method Performance Requirements - Appendix F, p. 9 [39].

4.3.3 Rozsah
Na zéklad¢ vysledka linearity, spravnosti a piesnosti bylo potvrzeno, Ze vyvinuta
analytickd metoda poskytuje vysledky s dostatecnou spravnosti a piesnosti V rozsahu

koncentraci analytu 0,1 — 100 pg.1™.
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4.3.4 Instrumentalni mez detekce a mez stanovitelnosti

Poslednimi valida¢nimi parametry byly instrumentalni mez detekce (IDL)
a instrumentalni mez stanovitelnosti (IQL). Tyto parametry byly zjistény experimentalné
postupnym snizovanim koncentrace analytu v kalibraénim roztoku K13, az do okamziku,
kdy bylo piiblizné dosazeno odezvy trojnasobku vysky piku analytu (IDL) a desetinasobku
vysky piku analytu (IQL) oproti vySce Sumu zakladni linie dle pozadavkli uvedenych
v publikaci Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1) [33].

Zjisténé hodnoty poméru signalu k Sumu (S/N) byly pouzity z vyhodnocovaciho

programu Xcalibur. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 17.

Tab. 17: Vyhodnoceni IDL a IQL.

Koncentrace
10 ng.I"* 20 ng.I" 50 ng.I"
série a b c a b c a b Cc
SIN [1] 5 3 2 9 7 6 97 77 41

Bylo zjisténo, 7e IDL je 10 ng.l™. Aby bylo zajisténo, e IQL bude odpovidat
minimaln& hodnot& poméru S/N 10, bylo IQL zvoleno na arovni 30 ng.I™, nebot’ pro trove

20 ng.I" nebylo ani v jednom ze t¥{ piipadti dosaZeno pozadovaného poméru.

4.4 Testovani metody na realném vzorku vody

4.4.1 Analyza spikovanych vzorki

Vzhledem k zamyslenému pouziti metody pro kvantitativni stanoveni neurotoxinu
BMAA v redlnych vzorcich bylo zcela nezbytné provést i hodnoceni spravnosti (vyjadiené
jako vytéznost), presnosti (vyjadiené jako opakovatelnost), meze detekce metody a meze
kvantifikace metody, které zahrnuji vliv matrice vzorku a postupu ptipravy vzorku
k analyze. Za timto ti¢elem byly pfipraveny tzv. spikované vzorky (celkovy objem kazdého
spikované¢ho vzorku byl 5 ml), jez byly obohaceny znamym objem pracovniho roztoku
standardu (ST-C) o znamé koncentraci (pfiprava viz kapitola 3.4.2). Kazdy spikovany
vzorek byl nasat do injek¢ni stiikaCky a na injek¢ni stiikacku byl nasledné nasazen filtr
Titan3 42213NP (PTFE membrana, hydrofobni). Prvnich cca 4000 pl filtratu bylo odpusténo
do odpadu a zbylych cca 1000 pl filtratu bylo naddvkovéno do vialky o objemu 1,8 ml
a vialka byla uzaviena. Pro kontrolu istoty pfipravy vzorkl a pfistroje byla provedena

analyza slepého vzorku.
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Filtr byl pouzit za Géelem ochrany pfistroje vii¢i nezddoucim casticim, které by mohly
ucpat chromatografickou kolonu. K dispozici byly celkem 3 rtzné filtry. Filtr Titan3
42213NP sPTFE hydrofobni membranou, filtr Titan3 42213NPL s PTFE hydrofilni
membranou a filtr F2504-8RC s hydrofilni membranou z regenerované celulozy. Na zakladé
doporuceni vyrobce byl pouzit filtr Titan3 42213NP, jenz je urCen pievazné pro roztoky
zalozené na organické bazi, zatimco zbylé dva filtry pro roztoky na vodné bazi.

Spikované vzorky byly analyzovany dle optimalizované a validované metody. Kazda
koncentra¢ni uroven byla provedena ve tiech nezavislych opakovanich. V Tab. 18 jsou
uvedeny hodnoty spravnosti (vytéznosti) a piesnosti (opakovatelnosti) analyz na obou

koncentra¢nich trovnich spikovanych vzorkd.

Tab. 18: Spravnost (vytéZnost) a piesnost (opakovatelnost, RSD) — spikované vzorky.

“ . Kritérium Zjisténa Experimentalné zjisténé
Koncentracni ves .
drover prijatelnosti koncentrace hodnoty
[ng1"] Spravnost | Presnost BMAA Spravnost Pi'esnost
He [%] [%] [pet"] [%] [%]
0,117
0,1 0,114 116 1,5
0,117
40 - 120 <30 0.767
1,0 0,747 76 1,4
0,751

Vysledky hodnoceni spravnosti metody vykazuji $ir$i rozmezi hodnot vytéznosti
(76 — 116 %) nez v piipadé¢ vysledkt ziskanych analyzami kalibra¢nich roztoki na
ptislusnych koncentra¢nich trovnich (92 — 99 %). Zména hodnoty tohoto valida¢niho
parametru byla ocekavana, nebot matrice vzorku ve vétSiné¢ piipadi obsahuje né&jaké
interferujici latky, jeZ mohou mit vliv na Gc¢innost procesu ionizace. Zejména pritomnost
netékavych nebo malo tékavych latek muiZze pozménit vlastnosti kapky vznikajici pfi
ionizaci, ¢imz muze dojit ke zméné ucinnosti vytvareni kapky ¢i jejiho odpafovani. Nejvyssi
hodnoty spravnosti bylo dosaZeno v piipadé koncentraéni urovné 0,1 pgl? (priméma
arovni 1,0 pg.1™ (priimérna hodnota 76 %).

Vysledky hodnoceni ptesnosti metody (1,4 — 1,5 %) jsou téméf shodné s vysledky
pfesnosti ziskanymi analyzami kalibracnich roztoki na ptislusnych koncentra¢nich urovnich
(3,6 — 5,2 %). Nejvyssi hodnoty RSD bylo dosazeno na koncentraéni arovni 1,0 pg.l™
(1,5 %), naopak nejnizsi hodnoty RSD bylo dosazeno u spikovanych vzorkl na koncentra¢ni
trovni 0,1 pg.1™ (1,4 %). Vysledky presnosti metody té vykazuji uzsi rozmezi hodnot RSD.
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Ve vSech ptipadech byla splnéna uvedena kritéria pfijatelnosti pfevzata z publikace
Guidelines for Standard Method Performance Requirements - Appendix F, p. 9 [39], ¢imz
bylo prokédzano, ze vyvinutd analytickd metoda poskytuje vysledky s dostate¢nou piesnosti
a spravnosti.

Mez detekce metody (MDL) a mez stanovitelnosti metody (MQL) spikovanych vzorku
byly vypocitany na zakladé¢ pomeéru signalu k Sumu s ohledem na pouzité fedéni vzorku.

Vysledky jsou uvedeny v Tab. 19.

Tab. 19: MDL a MQL spikovanych vzorkt vod.

Parametr MDL MQL
Koncentrace BMAA [ng.I"] 82 270

V této praci bylo dosazeno niz§i hodnoty MDL v porovnani s pracemi, jez jsou
uvedeny v Tab. 1. Ve srovnani S praci [28], ktera vyuzivala techniku LC-MS/MS (IT)
v kombinaci s SPE, bylo dosazeno pfiblizné 6X nizs$i hodnoty MDL. Metoda vyvinuta v této
praci dosahovala 30x niz§i hodnoty MDL oproti praci [26], jez vyuZzivala techniku
LC-MS/MS (3Q) bez pouziti extrakéni techniky a derivatizace analytu. Oproti technice
LC-FD v kombinaci s SPE extrakci, ktera byla vyuzita v pracich [27] a [28] bylo dosazeno
dokonce az 60x nizsi hodnoty MDL.

4.4.2 Analyza realnych vzorku

Pro testovani metody na realném vzorku vody byly pouzity vzorky vodného Zivného
média, v némz byly kultivovany sinice z tieboniské sbirky autotrofnich organismt (CCALA,
Culture Collection of Autotrophic Organism) a jez byly poskytnuty RNDr. Tomasem
Hauerem, Ph.D. Do tohoto roztoku mohou vySe zminéné organismy uvolfovat kromé
BMAA i riizné dalsi sekundarni metabolity, coZ poskytuje matrici blizkou realnym vzorkim

vod. Seznam téchto vzorki veetné charakterizace je uveden v Tab. 20.

Tab. 20: Seznam realnych vzorki veetné charakterizace.

Vzorek Kmen Sinice (rod + druh) Piivod Vyskyt
BG 8 CCALA 008 Aphanizomenon gracile Irsko, Lough Sladka
Neagh voda
BG 989 | CCALA 989 | Cylindrospermum pelludicum | CR, Dlouha Ves Pida
BG 114 | CCALA 114 Nodularia sphaerocarpa Francie, Dax -Li;rpnﬁ;u
BG 943 | CCALA 943 Nostoc linckia CR, Tiebon Rybnik
Z 796 CCALA 796 Microcystic aeruginosa CR, neuvedeno Nadrz
K4 voda z rybnika Svét v Treboni (soufadnice: 49°0'6.438"N, 14°45'50.581"E)
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Zkratky BG a Z oznacuji typy médii, v nichz jsou organismy udrzovany. Zkratka BG
zna¢i médium vhodné zejména pro kultivaci sinic, zatimco zkratka Z zna¢i médium vhodné
pro kultivaci témeét vsech typu sinic a fas (jedna se patrné o nejuniverzalnéjsi médium).
Recepty na pripravu obou médii jsou uvedeny v Ptiloze F.

Analyza realnych vzorkd byla provedena bezprostifedné po piedani a to vzdy ve tfech
nezavislych opakovanich. Pro kontrolu Cistoty ptipravy vzork, Cistoty chemikalii a pfistroje
byla rovnéz provedena analyza slepého vzorku. V Tab. 21 jsou uvedeny vysledky analyz

realnych vzorku.

Tab. 21: Vysledky analyz realnych vzorkd.
Vzorek BG 8 BG 114 BG 989 BG 943 Z 796 K4

KOF:Eq.tlr]ace <MQL | <MDL | <MQL | <MDL | <MDL | <MQL

Bylo zjisténo, ze vzorky BG 8, BG 989 a K4 obsahuji stopova mnozstvi BMAA.
Konkrétni hodnoty koncentraci v§ak nemohou byt uvedeny, nebot’ vysledky se pohybovaly
v oblasti mezi MDL a MQL. Obsahy BMAA v ostatnich vzorcich (BG 114, BG 943
a Z 796) se pohybovaly pod mezi detekce metody.
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5 ZAVER

V teoretické ¢asti této prace byly shrnuty zékladni informace o vlastnostech, vyskytu
a moznych rizicich neurotoxinu B-N-methylamino-L-alaninu. Dale byly popsany metody
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. V zavéru této Casti byly porovnany
analytické metody, jez se zabyvaly stanovenim tohoto neurotoxinu ve vode¢.

V ramci praktické casti byla nejprve provedena optimalizace chromatografické
separace. NejlepsSich podminek bylo dosazeno pii teploté chromatografické kolony 30 °C,
slozeni mobilni faze voda-acetonitril s pfidavkem 0,1 % kyseliny mraven¢i v poméru 40/60
(v/v), konstantnim priitoku mobilni faze 0,4 ml.min™ a objemu nastiiku 90 ul. Volba takto
vysokého objemu nastiiku byla zvolena jednak za tucelem zvySeni citlivosti metody
(resp. sniZzeni instrumentalni meze detekce) a dale z divodu nemozné realizace postupu
extrakce vzhledem k omezenému mnozstvi (cca 1 ml) realnych vzorkti vod. Nasledné byla
provedena optimalizace hmotnostni detekce. Nejlepsich podminek bylo dosazeno pfi teploté
transferové trubice 250 °C, teploté kapilary 250 °C, poméru prutoku plynu (S/A) 30/10 Arb.,
napéti na F-Cockach -8,5 V, napéti na S-Cockdch 65 V, napéti na kapilate 3,0 kV
a normalizované kolizni energie 22 %.

Po zoptimalizovani metody byla provedena jeji validace, v ramci niz byly hodnoceny
nasledujici validacni parametry: linearita, pfesnost (vyjadiend jako opakovatelnost),
spravnost (vyjadiena jako vytéznost), rozsah, instrumentalni mez detekce a instrumentalni
mez stanovitelnosti. Bylo zjisténo, Ze vyvinuta analytickd metoda poskytuje vysledky
s dostatecnou presnosti a spravnosti v rozsahu koncentraci 0,1 — 100 pg.I™. Instrumentalni
mez detekce byla 10 ng.I™ a instrumentélni mez stanovitelnosti 30 ng.1™.

Na zavér byla metoda testovana na redlném vzorku povrchové vody, ktera byla
obohacena piidavkem BMAA na koncentraéni trovni 0,1 a 1,0 pg.1™. Vysledky spravnosti
vyjadiené jako vytéznost se pohybovaly v rozmezi 76 — 116 % a vysledky piesnosti
vyjadiené jako opakovatelnost poskytovaly hodnoty v rozmezi 1,4 — 1,5 %. Mez detekce
metody, resp. mez stanovitelnosti metody vyjadiena na zakladé poméru signalu k Sumu byla
82 ng.I"", resp. 270 ng.I". V porovnani s diskutovanymi pracemi, které vyuzivaly techniku
LC-MS/MS nebo LC-FD s/nebo bez pouziti extrakéni techniky, bylo v této praci vyuzivajici
techniku LC-MS dosazeno celkové nizsiho detekéniho limitu metody, avSak za cenu §ir$iho
rozmezi spravnosti (76 — 116 %) oproti diskutovanym pracim (88,7 — 103,9 %). S ohledem
na vSechny dosazené vysledky spravnosti, pfesnosti i meze stanovitelnosti, bylo zjisténo, ze

vyvinuta metoda je vhodna pro zamyslené vyuziti a tudiz byla provedena analyza nékolika
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realnych vzorkli vodného zivného média, v némz byly kultivovany sinice z tfebonské sbirky
autotrofnich organismu. Analyzou bylo zjisténo, Ze vzorky BG 8, BG 989 a K4 obsahovaly
stopova mnozstvi BMAA, jehoz konkrétni hodnoty nemohly byt uvedeny, nebot’ vysledky se
pohybovaly v oblasti mezi mezi detekce metody a mezi stanovitelnosti metody. Hodnoty
ostatnich vzorkt (BG 114, BG 943 a Z 796) se pohybovaly pod mezi detekce metody.

Dalsi prace by mohla byt zaméfena na vyuziti této metody pro stanoveni neurotoxinu
BMAA v sinicich a jinych planktonnich organismech spolu s vyvinutim a optimalizaci
extrakéni techniky, jez je zcela nezbytna pro stanoveni celkového obsahu tohoto analytu

(volny + vazany) ve vySe zminénych organismech.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ALS
AMPA
API
AQC
Arb
BMAA
BG

CE
D,-DAB
EAAT
ESI
GC-MS
IT
LC-FD
LC-MS
LC-MS/MS
LOD
LOQ
MF
MRM
m/z
NMDA
PEEK
PR
PTFE
QC
QaQ
RSD

SPE
ST

»auxiliary gas* — plyn napomahajici odpateni rozpoustédla
amyotroficka lateralni skler6za

receptor pro a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionovou kyselinu
ionizace za atmosférického tlaku

fluorescenéni latka 6-aminoquinolil-N-hydroxysukcinimidyl karbamat
relativni veli¢ina urcend referenénim méfenim
B-N-methylamino-L-alanin

médium vhodné zejména pro kultivaci sinic

kapilarni elektroforéza

DL-2,4-diaminomaselna kyselina obsahujici 4 deuterované vodiky
transportér excitacnich aminokyselin

ionizace elektrosprejem

plynova chromatografie s hmotnostni detekci

iontova past

kapalinova chromatografie s fluorescen¢nim detektorem

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnosti detekci

mez detekce

mez stanovitelnosti

mobilni faze

pfechod pro monitorovani vicendsobné reakce

pomé&r hmotnosti a naboje

receptor pro N-methyl-D-asparagovou kyselinu

polyetheretherketon

pracovni roztok

polytetrafluorethylen

koeficient kvality linearni regrese

trojity kvadrupol

relativni smérodatnd odchylka

,sheath gas* — plyn slouZici k odpateni rozpoustédla a vytvoreni aerosolu
extrakce na tuhou fazi

standard
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SIA
S/N
TIC
VS

viv

pomér sheath gas/auxilliary gas
pome¢r signal k Sumu

celkovy iontovy proud

vnitini standard

objemova procenta

médium vhodné pro kultivaci témét vSech typt sinic a fas
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8

PRILOHY

8.1 Priloha A

Tab. 22: Optimalizace slozeni a pritoku mobilni faze — primarni data.

Obr. 17: Vysvétleni veliin tg, try, tre, @, b, W pro vypocet faktoru asymetrie.

100 %o

v pikun

%% vvE

5 0 |---

s.| SloZent | prigok 1Rt | & | e | @ [ b | w |, g

V] [ml.min™] [min] [1 | [1]
B 02 722 | 740 | 7,68 | 018 | 028 [ 027 [ 128 | , ¢
D| oo ’ 862 | 879 | 901 | 017 | 022 | 030 | 1,15 | ™
B 04 349 | 362 | 399 | 013 | 037 | 026 | 192 ] ,,
D ’ 412 | 428 | 460 | 0,16 | 0,32 | 0,28 | 1,50 |
B 02 12,64 | 12,95 | 1332 | 031 | 0,37 | 051 | 110 | .,
D | 060 ’ 16,55 | 16,92 | 17,36 | 0,37 | 044 | 0,60 | 1,09 | "
B 04 6.22 | 640 | 660 | 018 | 0,20 | 0,28 [ 106 | g
D ’ 8,15 | 838 | 869 | 023 | 0,31 | 030 | 1,17 |

S = slouc¢enina, B = BMAA, D = D4,-DAB, "R rozliSeni
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8.2 Priloha B

Tab. 23: Primarni data pro vypocet faktoru asymetrie pro BMAA.

Objem

nastiiku | tri[min] | tr[min] | tg2[min] | a[min] | b [min] Ar[1]

[pl]
1 5,92 6,12 6,40 0,20 0,28 1,20
2 5,92 6,13 6,40 0,21 0,27 1,14
3 5,92 6,12 6,39 0,20 0,27 1,18
4 5,93 6,12 6,38 0,19 0,26 1,18
5 5,93 6,12 6,38 0,19 0,26 1,18
6 5,93 6,12 6,38 0,19 0,26 1,18
7 5,93 6,12 6,38 0,19 0,26 1,18
8 5,92 6,11 6,37 0,19 0,26 1,18
9 5,92 6,11 6,37 0,19 0,26 1,18
10 5,92 6,11 6,37 0,19 0,26 1,18
15 5,92 6,13 6,37 0,21 0,24 1,07
20 5,93 6,13 6,38 0,20 0,25 1,13
25 5,93 6,13 6,40 0,20 0,27 1,18
30 5,93 6,12 6,40 0,19 0,28 1,24
35 5,93 6,14 6,41 0,21 0,27 1,14
40 5,93 6,14 6,42 0,21 0,28 1,17
45 5,94 6,14 6,43 0,20 0,29 1,23
50 594 6,14 6,44 0,20 0,30 1,25
60 5,95 6,16 6,46 0,21 0,30 1,21
70 5,96 6,18 6,48 0,22 0,30 1,18
80 5,97 6,18 6,51 0,21 0,33 1,29
90 5,98 6,18 6,53 0,20 0,35 1,38
100 6,00 6,23 6,53 0,23 0,30 1,15
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Tab. 24: Primarni data pro vypocet faktoru asymetrie pro D4,-DAB.

Objem

nastfiku | tgi[min] | tg [min] | trz[min] | a[min] | b [min] Ar[1]

[pd]
1 7,75 8,00 8,36 0,25 0,36 1,22
2 1,74 8,00 8,34 0,26 0,34 1,15
3 7,76 8,00 8,34 0,24 0,34 1,21
4 7,76 7,99 8,34 0,23 0,35 1,26
5 1,75 8,01 8,33 0,26 0,32 1,12
6 1,74 8,01 8,32 0,27 0,31 1,07
7 1,74 7,98 8,32 0,24 0,34 1,21
8 1,74 8,00 8,32 0,26 0,32 1,12
9 7,74 7,97 8,30 0,23 0,33 1,22
10 7,73 7,97 8,29 0,24 0,32 1,17
15 7,74 7,98 8,28 0,24 0,30 1,13
20 7,74 7,97 8,28 0,23 0,31 1,17
25 7,75 7,98 8,27 0,23 0,29 1,13
30 7,74 7,97 8,27 0,23 0,30 1,15
35 7,75 7,97 8,27 0,22 0,30 1,18
40 7,74 7,98 8,28 0,24 0,30 1,13
45 7,75 7,98 8,28 0,23 0,30 1,15
50 7,75 7,98 8,28 0,23 0,30 1,15
60 7,76 7,99 8,30 0,23 0,31 1,17
70 7,76 8,00 8,31 0,24 0,31 1,15
80 7,76 7,99 8,32 0,23 0,33 1,22
90 7,76 7,99 8,33 0,23 0,34 1,24
100 7,78 8,04 8,34 0,26 0,30 1,08
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8.3 Priloha C

Tab. 25 : Optimalizace parametra elektrospreje — primarni data.

Pratok

Teplota | Teplota olynu Polatek Plocha piku [1]
trubice | kapilary SIA skenu Dolni Horni | Stifedni Graf
[°C] [°C] [Arb.] [1] hranice | hranice | hodnota
30/10 0 77 000 86 000 81500 Obr. 18
250 45/15 200 67 500 75 000 71 250 v pfriioze
60/20 500 60 500 71 000 65 750 c
35/10 800 75 500 85 000 80 250
30/10 0 72 000 81 500 76 750 Obr. 19
250 300 45/15 200 68 500 78 000 73 250 v pfiioze
60/20 500 61 500 70 500 66 000 C
35/10 800 72 000 82 000 77 000
30/10 0 62 400 71 600 67 000 Obr. 20
350 45/15 200 62 200 71 600 66 900 v pfiioze
60/20 700 57 800 68 600 63 200 C
35/10 1200 58 000 68 800 63 400
30/10 0 64 600 71 400 68 000 Obr. 21
250 45/15 200 56 400 65 800 61 100 v pfiioze
60/20 600 50400 59 000 54700 C
35/10 1000 62 200 71 000 66 600
30/10 0 60 400 69 000 64 700 Obr. 22
300 300 45/15 200 56 000 65 800 60 900 v pfiioze
60/20 600 50 800 59400 55100 C
35/10 1000 59 400 69 600 64 500
30/10 0 51 200 59 200 55 200 Obr. 23
350 45/15 200 52 600 60 200 56 400 v pfiioze
60/20 600 48 400 56 400 52 400 c
35/10 1000 51400 58 600 55000
30/10 0 47 800 54 400 51100 Obr. 24
950 45/15 200 42 800 49 600 46 200 v fiioze
60/20 600 38 400 44 800 41 600 p c
35/10 1000 47 400 53 800 50 600
30/10 0 45 400 51 800 48 600 Obr. 25
350 300 45/15 200 40 200 46 400 43 300 v pfiioze
60/20 600 36 200 42 400 39 300 C
35/10 1000 44 000 50 600 47 300
30/10 0 37 750 43100 40 425 Obr. 26
350 45/15 200 36 100 42 100 39 100 v pfiioze
60/20 600 33 500 39 700 36 600 c
35/10 1000 34 700 41 000 37 850
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Tuning Manually
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Obr. 18: Zavislost plochy piku pii teploté transferové trubice 250 °C a teploté kapilary
250 °C na pribéhu zmén pritoki plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 19: Zavislost plochy piku pii teploté transferové trubice 250 °C a teploté kapilary
300 °C na prib&hu zmén prutokt plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 20: Zavislost plochy piku pfi teploté transferové trubice 250 °C a teploté kapilary
350 °C na pribéhu zmén pritoka plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 21: Zavislost plochy piku pfi teploté transferové trubice 300 °C a teploté kapilary
250 °C na prabéhu zmén pritoka plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually

§ 10z.000000

2 30710
4000 3 Arh. 45/10 Arb. 60/20 Arb. 35/10 Arb.
T T T T T T T | T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T
0 200 400 00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Scan

Obr. 22: Zavislost plochy piku pii teploté transferové trubice 300 °C a teploté kapilary
300 °C na pribéhu zmén prutokd plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 23: Zavislost plochy piku pii teploté transferové trubice 300 °C a teploté kapilary
350 °C na prib&hu zmén prutokt plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 24: Zavislost plochy piku pii teploté transferové trubice 350 °C a teploté kapilary
250 °C na prabéhu zmén prutoku plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 25: Zavislost plochy piku pfi teploté transferové trubice 350 °C a teploté kapilary
300 °C na prib&hu zmén prutokt plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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Tuning Manually
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Obr. 26: Zavislost plochy piku pii teploté transferové trubice 350 °C a teploté kapilary
350 °C na prib&hu zmén prutokt plynu S/A (poméry pro dané ¢asti jsou uvedeny

v grafu).
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8.4 Priloha D

Adjusting Front Lens
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Obr. 27: Optimalizace potencialu na F-¢oc¢kach pro BMAA (méfeni €. 1)
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Obr. 28: Optimalizace potencialu na F-¢oc¢kach pro BMAA (méfeni €. 2)
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Adjusting Front Lens
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Obr. 29: Optimalizace potencialu na F-¢ockach pro BMAA (méfeni €. 3)
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Adjusting 5-LEMS RF Amplitude
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Obr. 30: Optimalizace potencialu na S-¢oc¢kach pro BMAA (méfeni €. 1)
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Adjusting 8-LEMS RF Amplitude
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Obr. 31: Optimalizace potencialu na S-¢oc¢kach pro BMAA (méfeni €. 2)
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Adjusting 5-LEMS RF Amplitude
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Obr. 32: Optimalizace potencialu na S-¢ockach pro BMAA (méfeni €. 3)
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Obr. 34: Optimalizace potencialu na F-¢ockach pro Ds-DAB (méfeni €. 2)
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Adjusting Frant Lens
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Obr. 35: Optimalizace potencialu na F-Coc¢kach pro D4-DAB (méfeni €. 3)
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Adjusting 5-LENS RF Amplitude
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Obr. 36: Optimalizace potencialu na S-¢ockach pro Ds-DAB (méfeni €. 1)
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Obr. 37: Optimalizace potencialu na S-¢ockach pro Ds-DAB (méfeni €. 2)
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sdjusting S-LENS RF Amplitude
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Obr. 38: Optimalizace potencialu na S-¢ockach pro D4-DAB (méfeni €. 3)
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8.5 Priloha E

Optirmizing Collision Energy
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Obr. 39: Optimalizace kolizni energie pro piechod 119 — 102 (méfeni ¢. 1)
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Obr. 40: Optimalizace kolizni energie pro pifechod 119 — 102 (méfeni ¢. 2)
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Cptirmizing Collision Energy

95000

30000

85000

g0000

5000

Fo0on

65000

G0000

55000

50000

Intensity

45000

40000

35000

30000

25000

E mrTT | T T 1T | T 1T | LI | L) | T T T | T T T | L | LI | L) | T T T | T T 1T | LI | L
i 10 20 30 40 50 i 70 a0 50 100 110 120 130
Collision Energy (%)

Obr. 41: Optimalizace kolizni energie pro pifechod 119 — 102 (méfeni ¢. 3)
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Optirmizing Collision Energy
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Obr. 42: Optimalizace kolizni energie pro piechod 119 — 88 (méfeni ¢. 1)
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Cptimizing Collision Energy
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Obr. 43: Optimalizace kolizni energie pro ptechod 119 — 88 (méfeni ¢. 2)
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Obr. 44: Optimalizace kolizni energie pro piechod 119 — 88 (mé&feni ¢. 3)
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Optirmizing Collision Energy
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Obr. 45: Optimalizace kolizni energie pro piechod 123 — 105 (méfeni ¢. 1)
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Optirmizing Collision Energy
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Obr. 46: Optimalizace kolizni energie pro piechod 123 — 105 (méfeni ¢. 2)

77



Cptimizing Collision Energy
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Obr. 47: Optimalizace kolizni energie pro pfechod 123 — 105 (méfeni ¢. 3)
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8.6 Priloha F

Tab. 26: Recept na ptipravu média BG — zasobni roztoky.

¢ sloucenina mnoZstvi/objem
1 NaNO; 15,0 g/1000 ml
2 Ko,HPO,4 2,0 g/500 ml

3 MgS0O,4.7H,0 3,75 g/500 mi
4 CaCl,.2H,0 1,80 g/500 ml
5 Kyselina citronova 0,30 g/500 ml
6 | Citronan Zelezito-amonny 0,30 g/500 ml
7 EDTA-Na, 0,05 g/500 ml
8 Na,COs 1,00 g/500 ml

Tab. 27: Recept na pfipravu média BG — roztok mikroprvka (1000 ml).

¢. sloucenina mnoZstvi [0]
H3BO3 2,86
MnCz.HZO 1,81
9 ZnS04.7H,0 22,0
Na;M00,4.2H,0 0,39
CuSQO,4.5H,0 0,08
CO(NOg)z.GHzO 0,05

Roztok média BG ziskame smichanim 100 ml zasobniho roztoku ¢. 1, 10 ml kazdého ze
zasobnich roztoku ¢. 2 az 8 a 1 ml zasobniho roztoku ¢. 9. Doplnime deionizovanou vodou

na vysledny objem 1000 ml.
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Tab. 28: Recept na piipravu média Z — zasobni roztoky.

¢ sloucenina mnoZstvi/objem
1 NaNO; 46,7 g/1000 ml
2 K;HPO4 3,1 g/1000 mi
3 MgS0,4.7H,0 2,5 ¢/1000 mi
4 Ca(NO3)2.4H,0 5,9 g/1000 mi
5 Na,COs 2,1 g/1000 mi
2,2 ml 35% HCI + 250 ml
6 Fe EDTA H,0 + 4,5 g FeCl3.6H,0 +
4,65 g Na, EDTA

Tab. 29: Recept na ptipravu média Z — roztok mikroprvkt (100 ml).

¢. sloucenina mnozZstvi []
H3BO; 0,31

MnS0O,.4H,0 0,223
ZnS0,4.7H,0 0,0287
Na,W03.2H,0 0,003
CuS0O,4.5H,0 0,0125
CO(NOg)z.GHzO 0,0146
7 (NH4)sM070,4.4H,0 0,0088
KBr 0,0119
Kl 0,0083
Cd(NO3),.4H,0 0,0154
NiSO4(NH,4),SO,4.6H,0 0,0198
Cr(NO3),.7H,0 0,0037
V704(S04)3.16H,0 0,0035
Al»(S0,)3K,S04.24H,0 0,0474

Roztok média Z ziskame smichanim 10 ml kazdého ze zasobnich roztoka ¢. 1 az 5; 0,2 ml
zasobniho roztoku ¢. 6 a 0,08 ml roztoku ¢. 7. Doplnime deionizovanou vodou na vysledny
objem 1000 ml.
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