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Anotace

This master thesis deals with the development, optimization and validation of an analytical
method for determination of neurotoxin [B-N-methylamino-L-alanine in pond water and
cyanobacteria using LC/MS. Firstly, basic parameters of the analytical method developed
within authors’s bachelor thesis were verified. Following parameters were selected for
verification: selection of suitable MRM transitions, voltage applied to S-lens and F-lens and
standardized collision energy. Secondly, the system suitability testing was performed.
Thirdly, the analytical method was successfully validated. Then, the testing and optimization
of solid phase extraction for analysis of water samples were carried out. The pH of sample
solution and composition of elution solution were chosen for the optimization. In addition,
the trichloroacetic acid extraction with acid hydrolysis for cyanobacterial samples was
carried out too. Finally, both solid phase extraction and trichloroacetic acid extraction were
evaluated and applied to the analysis of real samples.
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CILE PRACE

vypracovat literarni reSersi na dané téma

provést testovani alespoii dvou riznych zplsobu extrakce neurotoxinu
B-N-methylamino-L-alaninu z vody a sinic, provést jejich zakladni optimalizaci
a jejich nasledné hodnoceni

pouzit analytickou metodu na stanoveni neurotoxinu B-N-methylamino-L-alaninu
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci vypracovanou
VvV ramci bakalarské prace autora a v piipadé potieby provést jeji vhodnou modifikaci
provést validaci analytické metody

provést zakladni testovani vypracované analytické metody pro jeji planované pouziti

na stanoveni neurotoxinu B-N-methylamino-L-alaninu ve vode¢ a sinicich.



2 TEORETICKA CAST
2.1 B-N-methylamino-L-alanin (BMAA)
2.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

B-N-methylamino-L-alanin, resp. (2S)-2-amino-3-(methylamino)propionova kyselina,
je bila krystalicka latka dobie rozpustna ve vodé (viz Tab. 1) [1]. Z chemického hlediska se
jedna o polarni bazickou aminokyselinu [2] neproteinogenniho ptivodu [3], ktera byla poprvé
objevena roku 1967 (Vega a Bell) v extraktech ze semen cykasu Cycas circinalis [1,3]
vramci patrani po pficiné vysokého vyskytu neurodegenerativniho onemocnéni
amyotrofické lateralni sklerézy v domorodé populaci Chamorro na ostrové Guam [4].

V piirod¢ se vyskytuje predevsim ve volné formé [A5].

Tab. 1: 2D a 3D struktura BMAA.

2D struktura 3D struktura
O J ) e
H;C
M“N oOH
H
IH2 J

Ve snaze vyvinout vhodné extrakéni a preciStujici metody pro analyzu aminokyseliny
BMAA, je dilezité pochopit jeji chemickou povahu, jez je vyrazné zavisla na pH. Znalost
chemické povahy je dilezita pro pochopeni mechanismu chemickych reakei, které by mohly
nastat, a ovlivnit tak napt. biologickou aktivitu jinych slouc¢enin [1].

Laboratof Narodni spravy potravin ve Svédsku vytvofila titraéni kiivku BMAA

(viz Obr. 1), ktera ukazuje zastoupeni jednotlivych forem BMAA v zavislosti na pH [1].

3

= /B

pH

U T I R - R T B

05 1 15 2 25
Epivalerts of (H aked

Obr. 1: Titra¢ni kiivka BMAA [1].
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Grafické vyhodnoceni vysledki titracni kiivky BMAA ukazalo, Ze zjisténé hodnoty
disocia¢nich konstant (pK, = 6,48 a pKs = 9,70) jsou v souladu s pfedchozimi zjisténimi
(f]. Vega, 1968: pK; = 2,1; pK; = 6,5; pKs = 9,8; Nunn, 1989: pK, = 6,63; pKs3 = 9,76).
Z vyse uvedeného textu a s ohledem na strukturu molekuly BMAA uvedenou v Tab. 1 je
ziejmé, ze molekula obsahuje jednu karboxylovou skupinu a dvé aminoskupiny (1° a 2°), jez

mohou byt v zavislosti na pH riizné protonovany a/nebo deprotonovany (viz Tab. 2) [1].

Tab. 2: Vliv pH na celkovy naboj molekuly BMAA [1].

pH < 2,1 pH 2,1 - 6,6 pH 6,6 -9,8 pH>938

(celkovy naboj +2) (celkovy naboj +1) (celkovy naboj 0) (celkovy naboj -1)

Z Tab. 2 je tedy ziejmé, ze pti fyziologickém pH (7,4) se molekula BMAA vyskytuje
jako amfoterni ion s nulovym celkovym nabojem, tzv. zwitterion. Zaroven je nutné
podotknout, ze molekula se ve vodném prostiedi nikdy nevyskytuje jako nenabita [1].

Detailnéjsi pruzkum disocia¢nich konstant zalozeny na vypocetnich metodach ukézal,

Ze pti neutralnim pH mohou byt deprotonovany obé aminoskupiny BMAA (Obr. 2) [1].

s~deprotonated E-deprotonated
CH; CH
I
NH;' Mk
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CHz CHz
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HiN — CH-COO " "H:N - CH-COO "
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Obr. 2: Formy deprotonované molekuly BMAA pii pH 7,4 [1].

Dalsi publikace zabyvajici se studiem chemickych vlastnosti BMAA dospély k zavéru,
ze slouceniny obsahujici primarni a sekundarni aminoskupinu a vyskytujicich se

Vv biologickych vzorcich, véetn¢ BMAA, mohou byt ptfitomny i ve form¢ karbamatt [1].




2.1.2 Tvorba karbamatu

Karbamaty BMAA mohou vznikat ve vodnych roztocich za fyziologickych podminek,
a to reverzibilni reakci molekuly BMAA s oxidem uhli¢itym (CO,) rozpusténym v roztoku,
resp. v roztoku obsahujici hydrogenuhli¢tany (HCOj3) — viz Obr. 3 [6].
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Obr. 3: Reakce tvorby karbamata [7].

Ve vodnych roztocich byly detekovany 2 karbamatové produkty BMAA (viz Obr. 4),
které svoji chemickou strukturou pfipominaji neurotransmiter glutamat (viz Obr. 3) [2,7].
a-N-karboxy-BMAA byl ptitomen z22 % a B-N-karboxy-BMAA byl ptitomen z 9 %.
Pokud by tyto nalezy byly relevantni v biologickych vzorcich, karbamatové formy by tvofily
31 % celkového BMAA a 69 % celkového BMAA by ziistalo v pfirozené formé [1].

w-h-carbosy-BMAA (1) p-h-carbaxy-BMAA (1T}
CHy CH;
I
MH:z" M— Qo0
|
CH2 CH:
I
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Obr. 4: a- a - karbamatova forma BMAA [1].

Studie prokazaly, ze molekula BMAA v karbamatové formé je schopna interagovat
s glutamatovymi receptory, v disledku ¢ehoz miiZe dojit k jejich hyperaktivaci a naslednému
poskozeni neuronii prostfednictvim excitotoxického mechanismu [2,7]. Pfima vazba BMAA
karbamatu na receptor je nepravdépodobna, mnohem realnéjsi je vznik komplexu
BMAA-karbamat-receptor, jenz se strukturné podoba komplexu glutamat-receptor [1].

Nov¢jsi studie vSak ukazuji, Ze pifi reakci BMAA s rozpusténym CO,, resp. HCOg,

vznikaji spiSe nové slouceniny nez piislusné komplexy BMAA karbamatt s receptory [1].



2.1.3 Vyskyt, produkce a bioakumulace

B-N-methylamino-L-alanin (BMAA) je mald neproteinogenni aminokyselina, ktera je
pravdépodobné produkovana fadou kosmopolitnich organismi, zejména sinicemi [3,8].
Sinice vyskytujici se nejen ve sladkych a slanych vodach, ale i ve vodach brakickych [1],
jsou vyznamnymi producenty Sirokého spektra bioaktivnich latek (tzv. cyanotoxinil), vetné
jiz zminéné potencialni produkce BMAA [9,10]. Tyto latky mohou byt produkovany za
ucelem ochrany organismu, jako zdroj dusiku nebo zcela nahodné a beztcéelné [8,11].

V nedavné dobé¢ byla skupina organismi potencialné produkujicich BMAA rozsifena
o rozsivky a obrnénky, fototrofni eukaryotni organismy [12], které spolu se sinicemi
ptedstavuji zakladni primarni producenty v potravni siti vodnich ekosystému [11]. Spolecné
tyto organismy hraji dualezitou roli v globalni fixaci uhliku, regulaci kiemiku, a spolu
S vyss§imi rostlinami tak udrzuji rovnovahu v celém potravnim fetézci [11].

BMAA a jeho strukturni izomery (Obr. 5) byly v disledku bioakumulace detekovany
v riznych organismech vyskytujicich se jak ve vodnich, tak suchozemskych ekosystémech

[13,14]. Mezi tyto organismy mizeme zatadit nékteré mékkyse, koryse a ryby [13].
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[-N-methylamino-L-alanine p-amino-N-methylalanine 2,4-diaminobutanoic acid
(BMAA) (BAMA) {2,4-DAB)
. Nz O
e Ao N A
4 5
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Obr. 5: Struktura BMAA a jeho izomerd — upraveno [4].
V roce 2003 byla zjisténa piitomnost BMAA v sinicich rodu Nostoc, které Ziji
Vv symbidze s koteny cykast [1]. Globalni distribuce BMAA byla zaznamenéana roku 2005,
kdy byl tento potencialni neurotoxin detekovan v relativné vysokych koncentracich [1]
u 95 % testovanych volné zijicich zastupcti kmene sinic [3]. Vyskyt BMAA u velkého
procenta testovanych zastupcii tohoto kmene vedl k celosvétovym prizkumim za ucelem

identifikace potencialnich producentt tohoto neurotoxinu [3].



Nasledné vyzkumy ukézaly, ze koncentrace BMAA V sinicich se pohybovala fadové
vrozmezi 0,008 [3] az 6000 [15] ug.g'1 suché hmoty, v pfipad¢ rozsivek se jednalo
o koncentrace Vv rozmezi 0,32 a7 0,75 pg.g” suché hmoty [13]. V soucasné dobg vsak
neexistuje zadny jednozacny diikaz, ktery by potvrdil, Ze sinice mohou produkovat znacné
mnozstvi BMAA [1,11]. Vysledky také poukazuji na velmi Siroky rozsah koncentraci
BMAA zjisténych v ramci riznych zastupci kmene sinic [1].

Velky problém, hlavné v Evropé, mize pfedstavovat prokazana ptitomnost BMAA
v potravni siti Baltského mote [12]. V Baltském mofti dochazi v 1ét¢, kdy je optimalni teplota
a voda je bohatd na ziviny, k masivnimu nartistu sinicového vodniho kvétu. S ptichodem
podzimu, kdy dochazi k poklesu teploty, ale mnozstvi zivin je stale dostacujici, se zacinaji
rozvijet rozsivky. Na jafe jsou pak dominantni obrnénky [11,12].
Celoroc¢ni vyskyt téchto organismi mulize mit za nasledek zvySeny obsah BMAA V potravni
siti Baltského mote béhem celého roku [11], coz muze zaroven vést k jeho bioakumulaci
napfic¢ potravnim fetézcem [12]. V kone¢ném disledku by v potravnim fetézci mohlo dojit
k akumulaci takovych koncentraci BMAA, které by jiz mohly iniciovat rozvoj
neurodegenerativnich onemocnéni [9].

V souvislosti s timto byla také prokazana pfitomnost BMAA ve vysSich motskych
zivocisich, kteti se zivi primarnimi producenty [13], a jenz mohou pifedstavovat dulezity
zdroj potravy i pro lidi. Do této skupiny lze zatadit napiiklad nékteré koryse (0,11 az
6976 pg.g™ suché hmoty [5]), mekkyse (slavky a ustiice — 0,006 aZ 305 pg.g™* suché hmoty
[5]), nebo réizné druhy ryb (lokaln& ulovenych — 0,002 az 2559 pg.g™ suché hmoty [5])
tradi¢né prodavanych na skandinavskych trzich s potravinami [12]. Tyto vysledky
podporujici bioakumulaéni potencial BMAA, mohou vyvolat obavy zejména u pravidelnych
konzument motskych ploda a ryb [13].

V neposledni fad¢ by také mély byt zminény nalezy BMAA v mozkové tkani pacientti
trpicich neurodegenerativnim onemocnénim, ackoli akumulace BMAA v lidském mozku je
stale pfedmétem diskuze, a to zejména Vv disledku rozporuplnych vysledkii nekterych studii
[8,13]. Za ucelem ziskani podrobnéjsich informaci o u¢incich BMAA byly provedeny rtizné
vyzkumy zaméfené na ucinky BMAA na riznych modelovych organismech. Zkouména byla
také distribuce BMAA V riiznych organismech a mozné bioakumulace v potravnim fetézci,
zejména ve vodnim prostiedi [15].

Piestoze se BMAA vyskytuje nejcastéji ve formé volné [5], nelze vyloucit moznost, Ze
by mohlo byt BMAA zaclenéno do proteinti ¢i peptidii. Potencidlni vazba by vSak méla byt

nejprve prozkoumana, potvrzena, spravné definovana a vysveétlena [1].



2.1.4 Toxicita BMAA

Na zakladé n¢kolika studii provedenych in vivo a in vitro bylo prokazano, Ze BMAA
mize hrat vyznamnou roli patofyziologii neurodegenerativnich onemocnéni [12], mezi néz
fadime napt. Alzheimerovu chorobu (AD), Parkinsonovu chorobu (PD) nebo amyotrofickou
lateralni sklerézu (ALS) [3]. Celosvétové rozsifeni organismu potencialné produkujicich
BMAA, tak zna¢n¢ rozSifuje moznosti vystaveni se tomuto potencialnimu neurotoxinu [14].
Pritomnost BMAA v Zivotnim prostiedi tak mize mit zavazné dusledky [16].

Mezi mozné cesty expozice pro Cloveéka lze zafadit pitnou vodu, konzumaci ryb
a jinych moiskych zivocicht (resp. moiskych plodl), stejné tak jako konzumaci zeleniny
vypé&stované na pudé, ktera byla zavlazovana z vodniho systému obsahujici sinice [1]. Mezi
dalsi cesty expozice patii nekteré rekreacni aktivity jako vodni sporty, koupani (expozice
kazi) nebo vdechovani vodniho spreje (napf. pti plavbé lodi) [1,6].

Na zéakladé mnohych studii provadéjicich testy in vivo a in vitro, bylo navrzeno
a prozkoumano nékolik mechanismi tykajicich se neurotoxického ptisobeni BMAA [7].
Prvnim moznym mechanismem ptisobeni je schopnost BMAA tvotit komplexy s ionty kovii
(zejména pii pH > 5), coz ma za nasledek iontovou nerovnovahu v neuronech [2,7].

Druhym moznym mechanismem plisobeni je naruSeni normalni funkce glutamatovych
receptori NMDA, AMPA a mGluRS5, kde BMAA pusobi jako agonista glutamatu [7].
Dalsi moznosti je soutézeni BMAA S cystinem na cystein/glutamatovém antiportu, coz mize
vést k produkci reaktivni forem kysliku (ROS) a naslednému oxidativnimu stresu [7].

V neposledni fadé mlze dochazet k porucham ve skladéni proteinti (tzv. protein misfolding),
a to v disledku nespravného zaclenéni molekuly BMAA do proteinit béhem proteosyntézy
[3,6]. Za normalnich okolnosti v§ak existuji kontrolni mechanismy souhrnné nazyvané jako
UPR (unfolded protein reaction), které jsou schopné Spatné slozené proteiny odstranit. UPR
zvysuje expresi gentl zapojenych do zpracovani, skladani a preskladani proteinti, zpomaluje
translaci nebo odstrafiuje Spatné slozené proteiny. Pokud vSak dojde k naruseni funkci téchto
mechanismi, za¢nou se Spatn¢ slozené proteiny akumulovat, v disledku ¢ehoz mohou byt
naruseny ruzné biologické funkce [6,8]. Porucha ve skladani proteinii patfi navic mezi
zakladni rysy mnohych neurodegenerativnich onemocnéni [6].

Pokud by doslo k dlouhodobému kontaktu s BMAA, mohly by se projevit n¢které
z vyse uvedenych mechanismii vedoucich K nevratnému poskozeni motorickych neuront.
Ackoli vySe uvedené ucinky BMAA byly studovany z hlediska akutni a chronické toxicity,

nejsou doposud zcela objasnény [7].



2.1.5 Neurotoxicita BMAA — in vitro studie

V ramci in vitro studii bylo zjisténo, ze BMAA karbamaty jsou strukturné podobné

neurotransmiteru glutamatu ptsobiciho v mozku na 2 skupiny receptort (viz Tab. 3) [7].

Tab. 3: Skupiny receptori ovlivnéné BMAA karbamaty [7].

Ionotropni glutamatové receptory Napt. NMDA a AMPA

I | NMDA je receptor N-methyl-D-aspartat
AMPA je receptor a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazolpropanova kyselina

I Metabotropni glutamatové receptory Napf. receptory fady mGluR

Metabolicky glutamatovy receptor mGluRS5

Predpoklada se, ze BMAA karbamaty jsou do buiiky transportovany prostfednictvim
cystein/glutamétového antiporteru (tzv. Xc  systém). Bylo prokdzano, ze tyto karbamaty
mohou pisobit jako agonisté glutamatu, a Ze jejich navdzanim na glutamatové receptory
Vv bunkach neurontt mohou vyvolat jejich hyperaktivaci vedouci az neuronalni smrti [7].
Hyperaktivace glutamatovych receptori byla prokdzana pii koncentraci BMAA tadové
mmol.I™" (pro NMDA receptor) a pfi koncentraci 30 pmol.I" (pro AMPA receptor [9,10].

V piipad¢ receptoru mGIluRS dochézi navazanim BMAA karbamath také ke snizeni hladiny
cAMP, coz muze ve sledu naslednych reakci vést také ke smrti neurond [7].

Mechanismy pisobeni BMAA karbamati v butikach neurontd jsou shrnuty na Obr. 6:
BMAA piitomné jako B-karbamat je vazan V neuronech na ionotropni a metabotropni
glutamatové receptory (NMDA, AMPA a mGluRS5), coz ma za nésledek jejich aktivaci.
V disledku aktivace téchto receptorti dochazi ke zvySeni intraceluldrni hladiny Ca® iontt,
vedouci k uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu buriky a zahajeni procesu apoptické smrti.
Dale dochazi ke zvyseni hladiny Na* a ke sniZeni hladiny K" iontd vedouci k depolarizaci
bunky (membrana se stava propustnou) a uvolnéni noradrenalinu z bunky [17].

Cystein/glutaméatovy antiporter je inhibovan, coz vede k vycCerpani zésob glutationu
(antioxidant), a tudiz k nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou
poskodit dulezit¢é biomolekuly, vcetné lipidl, proteint a DNA [7,10]. Za normadlnich
podminek jsou ROS odstranény z bunék nékolika obrannymi mechanismy zahrnujici rizné
antioxida¢ni enzymy jako napiiklad superoxid dismutazu [10]. VSechny vySe uvedené
mechanismy se v burfice spojuji a zvysuji tak tvorbu ROS, coz mtize v konecném dusledku
vést k poskozeni zivotné dulezitych bunéénych funkci, mimo jiné vedouci ke smrti neurontl
[7,10]. Vycerpani antioxidantu glutationu hraje vyznamnou roli v Alzheimerové nemoci,

Parkinsonové nemoci a amyotrofické lateralni skler6ze (ALS) [7].
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Obr. 6: Mechanismy ptisobeni f-karbamati BMAA na neurony [17].

Mimo jiné byly také v n€kolika in vitro studiich zkoumany vzajemné interakce mezi
proteiny a BMAA, pficemz v jedné ze studii byly objeveny znamky $patného zaélenéni
BMAA do primarni struktury proteintt béhem proteosyntézy i v lidskych bunkach [12,15].

In vitro testy také prokazaly, ze BMAA muze zpusobit selektivni ztratu motorickych
neuronti a indukovat tvorbu ROS jiz v koncentracich 10 pmoll™®, a to za soucasné

pfitomnosti dal$ich neurotoxickych slou¢enin [7].

2.1.6 Neurotoxicita BMAA — in vivo studie

V ramci in vivo studii byly toxické G¢inky BMAA studovany u nékolika modelovych
organismi zahrnujici zejména mySi, potkany a primaty. Omezené mnozstvi studif
zkoumajici toxicitu BMAA bylo také provedeno na bezobratlych Zivocisich. Bylo zjisténo,
ze BMAA podéavané modelovym organismim ve vysokych davkach zptisobilo chronickou
neurotoxicitu, ackoliv pii nizkych davkach nebyl pozorovan zadny neurotoxicky efekt [7].

Dalsi studie ukézaly, Ze injek¢éni podavani roztoku BMAA do dutiny bfiSni u mysi
a potkani muze Vv koncentracich 0,2 az 3,3 mg.g/den vyvolat kieCe a svalovou slabost [11].
V ptipadé podkozni aplikace roztoku BMAA byly zaznamendny neurochemické zmény
v miSe potkanli vedouci k trvalym zménam motorickych funkci, a to jiz pfi koncentracich

100 nebo 500 ng/kg [7,11].



Dalsi 3 studie toxickych uc¢inkii BMAA byly provedeny na laboratornich zvifatech
(konkrétn¢ na mysich, potkanech a opicich), a to za vyuziti oralniho podani, coZ je relevantni
cesta pro expozici clovéka tomuto toxinu. Podrobnosti jsou uvedeny v Tab. 4 [11].
Pouze v ptipadé¢ prvni studie doSlo u opic krozvinuti dysfunkce pyramidové drahy
a také k projeviim Parkinsonovy nemoci jako je napt. kiece, ztuhlost nebo poruchy hybnosti.
V mozkové kiife a miSe téchto organismu také doslo k degenerativnim zménam motorickych
neurond [11]. Ve zbylych dvou studiich se nepodatilo u hlodavcti indukovat neurochemické
¢i neuropatologické zmény a prokazat tak neurodegeneraci v pfitomnosti BMAA [7,11].

Vsechny tii studie byly navic kritizovany za pouziti nerealistickych davek [11].

Tab. 4: Velikost davek a doba podavani pouzita v uvedenych studii [11].

Studie Podavané mnoZstvi Doba podavani Organismus
1 100 — 315 mg/kg/den 5az 17 tydnu Opice
2 500 — 1000 mg/kg/den 11 tydnt Mysi, potkani
3 23 — 28 mg/kg/den 30 dni Mysi, potkani

Ve studii [8] bylo uvedeno, ze BMAA muze prostiednictvim riznych transportért
aminokyselin prostupovat hematoencefalickou bariérou (HEB) u novorozenych krys, a odtud
se rozs§ifit do riznych oblasti mozku.

Vétsina zvetfejnénych praci zabyvajicich se toxickymi u¢inky BMAA in vivo potvrdila
jeho neurotoxicitu, ackoliv s malymi odliSnostmi zplsobenymi zejména vyuZzitim riznych
modelovych organismi, expozi¢nich roztokd o rtznych koncentracich a rtiznou dobou
expozice. Na zaklad¢ téchto studii je ziejmé, ze expozice BMAA ma neptiznivé u¢inky na
modelové organismy a mize tedy piedstavovat potencialni riziko i pro lidské zdravi [7].

Az do soucasné doby bylo pouze nékolik praci zaméfeno na hodnoceni chronické
toxicity BMAA, a proto toho o chronickém mechanismu ptisobeni neni moc znamo [6].

Aby vsak bylo mozné urcit, zda BMAA zcela jisté zplsobuje nebo pfispiva k rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni jako je ALS, AD a PD, je nutné objasnit mechanismus
ucinku a toxikologické dopady BMAA pii dlouhodobé expozici — tj. chronicka toxicita [7].
Tim by zaroven mohla byt oteviena potencidlni cesta pro vyvoj lékti a ucinné 1éCby

neurodegenerativnich onemocnéni, které doposud nelze efektivné 1é¢it [12].
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2.2 Extrakce na tuhé fazi (SPE)

Extrakce na tuhé fazi (SPE) je separa¢ni proces, pii némz dochazi k distribuci analytu

mezi kapalinu (vzorek) a tuhou fazi (sorbent) umisténou v podobé¢ sloupce v malé kolonce

[18]. Pii SPE tedy dochazi k interakci celkem 3 slozek: tuhé faze, analytu a kapaliny [19].

Distribuce analytu je charakterizovana rozdé&lovacim koeficientem (Kp), ktery je

definovén jako pomér rovnovazné koncentrace analytu adsorbovaného na povrchu sorbentu

a rovnovazné koncentrace analytu pfitomného ve vzorku kapaliny (viz vzorec nize) [18].

D:

[analﬁ]sorbent
[analyt]vzorek

Adsorpce analytu na tuhou fazi (sorbent) je zprostiedkovana rliznymi interakcemi,

které jsou uvedeny v Tab. 5, a to v zavislosti na chemické povaze analytu a sorbentu [19].

Tab. 5: Mozné interakce mezi tuhou fazi (sorbentem) a analytem - upraveno [19,20].

Typ Polarni Nepolarni .
o, L Iontoménic
sorbentu (normalni faze) (reverzni faze)
Hydrofilni Hydrofobni Elektrostatické
/\/\ s [ coH
NN NN o { ;
Interakce \ L AR ‘ V\©\
,/\/\ P kO | X/\/‘\/‘\/ " @
7 ¢ \ 1 ~ QOCON(CHy),

SPE technika se nejcastéji uplatiiuje pfi izolaci netékavych a malo tékavych analytd
z kapalnych vzorku, ale lze ji také pouzit na izolaci analyti z pevnych vzorkd, jez byly

pfedem extrahovany do vhodnych extrakénich rozpoustédel. V soucasnosti 1ze SPE techniku

vyuzit ve 3 zékladnich provedenich (tzv. modech), které jsou popsany v Tab. 6 [20].

Tab. 6: Moznosti aplikace SPE techniky (extrakéni mody) [19,20].

Extl:'lzl((icnl Selektivni extrakce Selektivni eluce Selektivni promyvani
Analyty zachyceny | nezachyceny zachyceny zachyceny
Necistoty | nezachyceny | zachyceny zachyceny zachyceny
Promyvani nevyzadovano nevyzadovano vymyti necistot
Eluce analytt necistot pouze analytl pouze analyt
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SPE technika je nejcastéji péti fazovy proces sestavajici z nasledujicich kroka [19,20]:

Vybér vhodné SPE kolonky
Kondicionace/Ekvilibrace — ptiprava kolonky k pouziti
Naneseni vzorku, véetné tipravy podminek pro idedlni retenci analytu

Promyvani — odstranéni interferujicich latek

o~ w0 DN e

Eluce analytu

Tab. 7: Znazornéni prubeéhu péti fazového procesu SPE [19].

Vybér Kondicionace/Ekvilibrace Naneseni vzorku Promyti Eluce
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V soucasné dobé je SPE technika ¢im dal vice ptinosnéjsi z hlediska ptipravy redlnych
vzorku, nebot’ fes$i mnoho problému spojenych s analyzou téchto vzorka [20]. Kazdy vzorek
uréeny pro analyzu by mél byt pfipraven ve formé kompatibilni s analytickym systémem,
¢ehoz l1ze docilit pomoci SPE techniky naptiklad odstranénim matrice ¢i interferujicich latek
nebo zménou rozpoustédla [18].

Cilem SPE je tedy mize byt napt. odstranéni nekterych nezddoucich latek ze vzorku,
odstranéni matrice vzorku, zména rozpoustédla a/nebo zakoncentrovani analytu za ucelem
ziskani co nejcistS§itho a co nejvice koncentrovaného extraktu umoziujiciho dosdhnout
niz§ich mezi detekce [18,20]. Mezi dalsi aplikace SPE techniky patii skupinova frakcionace

analytl nebo odsolovani [19].

2.2.1 Sorbenty vhodné pro stanoveni BMAA

Pted samotnym zapocetim vyvoje SPE techniky je nezbytné vybrat vhodny sorbent na
zakladeé chemické povahy analytu, matrice vzorku a typu interferenci, nebot’ nejlepsi retence
analytu je dosazeno v pfipadé, kdy je polarita analytu podobna polarité sorbentu [19].
Jak jiz bylo uvedeno v Kap. 2.1.1, BMAA (B-N-methylamino-L-alanin) je polarni bazicka
aminokyselina, kterd se ve vodném prostiedi vyskytuje jako nabitd molekula v zavislosti na
pH roztoku. Z tohoto divodu se pro stanoveni BMAA pouzivaji polarni sorbenty C¢i

iontoméniée. Radime sem zejm. sorbenty SCX, MCX a HLB.
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V piipadé SCX se jedna o sorbent na bazi silikagelu, na néjZ jsou navazany silné
kyselé (pKa < 1) skupiny kyseliny sulfonové (-SO3H), tj. silny kationtovy iontoméni¢ [20].
Zasadni nevyhodou téchto sorbentli je jejich omezena stabilita v zavislosti na pH, ktera
umoziuje jejich pouzivani pouze v rozmezi pH 2 az 8 [19]. Pti vysSich hodnotach pH muze
dochazet k rozpousténi silikagelu, naopak pii nizSich hodnotach pH miize dochazet
Kk hydrolyze a naslednému odstépeni vazanych funk¢nich skupin od silikagelu [19,20].

V piipadé HLB (hydrofilné-lipofilniho) sorbentu se jedna o vysoce stabilni kopolymer
divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidonu, ktery neobsahuje silanolové skupiny, coz zapficinuje
vybornou stabilitu v rozmezi pH 0 az 14, lepsi retenci polarnéjSich analyti a zarovei
zamezuje snizeni vytéznosti v piipadé vyschnuti kolonky (moznost automatizace) [19,21].

Mezi nejbéznéji pouzivané sorbenty vsak patii MCX sorbent (viz Obr. 7), ktery
predstavuje vylepSenou verzi HLB sorbentu, jenz je modifikovan navazénim silného
kationtového iontoménice obsahujici silné kyselé skupiny kyseliny sulfonové [20,22]. Tento

typ sorbentu je vysoce selektivni zejména pro bazické organické slouceniny [22].

Obr. 7: Struktura sorbentu MCX — upraveno [22].

Vyhodou MCX sorbentu je navic moznost kombinovat dva retenéni mechanismy,
kterymi jsou iontové-vymeénné interakce a hydrofobni interakce (tzv. smiseny mod) [23].

Obr. 8 znazoriuje modelovy piiklad retence bazického organického analytu (resp.
molekuly BMAA) na MCX sorbentu v zavislosti na pH roztoku [21].

Pti niz8ich hodnotich pH roztoku vzorku je primarni a sekundarni aminoskupina
molekuly BMAA protonizovéana (tj. molekula BMAA vykazuje celkovy kladny néboj + 2).
Ptevladajicim retenénim mechanismem jsou tedy iontové-vyménné interakce zalozené na
elektrostatickém ptitahovani kladné nabitych aminoskupin molekuly BMAA se zaporné
nabitymi skupinami kyseliny sulfonové vazanymi na organickém kopolymeru [19,20].
Kromé toho je zde také maly ptispévek hydrofobnich interakci, které jsou v§ak v porovnani

s iontové-vyménnymi interakcemi vyrazné slabsi [21].
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Pti vyssich hodnotach pH je protonizovdna pouze primarni aminoskupina a navic
dochazi k deprotonizaci karboxylové skupiny molekuly BMAA, coz se projevuje vyraznym
poklesem iontové-vyménnych interakci a postupnym naristem hydrofobnich interakcei [20].

Pti pH roztoku > 10 jiz neni protonizovéana ani jedna aminoskupina molekuly BMAA
(tj. molekula nenese zadny kladny naboj), tudiz jedinym moznym retencnim mechanismem

jsou hydrofobni interakce zprosttedkované nepolarni ¢asti organického kopolymeru [20,21].
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Obr. 8: Modelovy piiklad retence analytu na MCX sorbentu - upraveno [21].

Je dulezité také podotknout, Ze pti niz§ich hodnotach pH mohou byt na MCX sorbentu
zadrzovany 1 jiné slozky komplexni matrice vzorku, které jsou taktéz pti nizkych hodnotach
pH kladné nabité. Z tohoto diivodu hraje dilezitou roli také celkova koncentrace ionti ve
vzorku (tj. iontova sila), nebot’ v ptipadé vysoké iontové sily mize dochazet k soutéZeni
téchto sloucenin s molekulami BMAA 0 vazebna mista na iontoméni¢i a v disledku toho

muze dojit ke snizeni vazebné kapacity sorbentu vici molekulam BMAA [20].

2.2.2 Obecny postup extrakce bazickych analyti na MCX sorbentu

Bazické analyty 1ze podle publikace [22] extrahovat na MCX sorbentu nize uvedenym
postupem. SPE kolonka je nejdiive kondicionovdna 1 ml metanolu a nasledné ekvilibrovana
1 ml deionizované vody. V této fazi je SPE kolonka pfipravena k pouziti. Poté je nanesen
1 ml vzorku v 0,1M HCI. Okyseleni zajistuje, ze dany analyt bude kladné nabity, a tudiz se
bude na zakladé iontové-vyménnych interakci interagovat se sorbentem. V dal§im kroku je
SPE kolonka proplachnuta HCI o koncentraci 0,1 moll™ a nasledn& 1 ml metanolu za
ucelem odstranéni nezadoucich latek. V posledni fazi je analyt zachyceny na sorbentu
eluovan 1 ml roztoku smési NHsOH/MeOH (5 obj. % / 95 obj. %). Vysledny extrakt je
odpaien proudem dusiku pii teploté 45°C a vznikly odparek je rekonstituovan v 1 ml vhodné

mobilni faze. Schéma extrakce s popisem ucelu jednotlivych krokt je uvedeno v Ptiloze 8.1.
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2.3 Extrakce trichloroctovou kyselinou (TCA)

Na zaklad¢ né€kolika studii, zabyvajicich se stanovenim BMAA ve vzorcich sinic za
vyuziti kyseliny trichloroctové, 1ze oCekavat ptfitomnost BMAA v nizkych koncentracich
(tadove ng.g'1 az ug.g'1 such¢ hmoty vzorku). V dusledku ptedpokladanych nizkych
koncentraci BMAA ve vzorcich sinic je pted vlastni analyzou vzorku nezbytné provést jeho
fadnou piedipravu. Preduprava vzorku nejcastéji zahrnuje lyzi bunék, precipitaci proteini
a kyselou hydrolyzu. Dodate¢n¢ mohou byt také provedeny extrakce typu kapalina-kapalina
(LLE), extrakce na tuhou fazi (SPE) nebo derivatizace analytu. Vyse uvedené predupravy
vzorku jsou provadény jednak za ucelem zakoncentrovani analytu a jednak za ucelem
odstranéni nezadoucich sloucenin z komplexni matrice vzorku, které by mohly interferovat
s analytem nebo by mohly poskodit chromatografickou kolonu [11].

V pfirodnich vzorcich se mize BMAA nachédzet jako volnd molekula a/nebo ve

formach vazanych na proteiny ¢i peptidy, popt. na jiné rozpusténé Castice (viz Obr. 9) [2].

vizané BMAA
tng) —J
cellkove BMAA | (FOTPUSTE) — y |
(rozpusing) cellovy obsah
A BMAA
volné

vizané BMAA BMAA
(vysriZené)

Obr. 9: Frakce BMAA ptitomné v piirodnich vzorcich - upraveno [2].

Volné BMAA piedstavuje frakci, kterou lze ziskat extrakei polarnim rozpoustédlem.
Pro tento ucel je vyuzivan roztok kyseliny trichloroctové (TCA) o koncentraci 0,1 mol.I",
ktery vysraZzi proteiny pfitomné v roztoku a volné BMAA se stanovi analyzou supernatantu.
Véazané formy BMAA mohou zistat pfitomny v roztoku (tj. rozpustné¢ vazan¢ BMAA) nebo
mohou byt vysrazeny v pribéhu extrakce roztokem TCA (tj. vysraZzené vazané BMAA).
BMAA lze z vazanych forem, pfitomnych v podobé peletu, uvolnit kyselou hydrolyzou, jez
Jje nejcastéji provadéno roztokem kyseliny chlorovodikové (HCI) o koncentraci 6 mol.1* po
dobu 24 hodin, a to inkubaci ve vyhiivaném bloku pfi teploté 110 °C. Celkovy obsah BMAA
zahrnujici vSechny formy uvedené na Obr. 9 lze ziskat kyselou hydrolyzou celkového
vzorku [2]. Podrobnéjsi popis extrakce BMAA pomoci kyseliny trichloroctové ptevzaty

z publikace [3] je uvedeno v Kap. 4.6.
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2.4 Porovnani metod na stanoveni -N-methylamino-L-alaninu (BMAA)

Vzijemné srovnavani riznych analytickych technik uréenych pro stanoveni BMAA je
V soucasné dob¢ relativné Casto probirané téma, jelikoz volba vhodné analytické techniky
hraje dulezitou roli pii vysvétlovani pozorovanych rozdilu ve zjisténych koncentracich.
Neurotoxin BMAA mitze byt tedy spolehlivé detekovdn pouze za pouziti vhodnych
analytickych technik, proto je zcela nebytné, aby metody a vysledky byly odpovidajicim
zpusobem prezentovany a vysledky byly tudiz zcela jasné a vzajemné porovnatelné. Ve
vetsing publikaci jsou také pomérné ziidka kdy diskutovany limitace studii, coz pfispiva
k pochybnostem ohledn¢ spolehlivosti nékterych vysledki. Kromé toho nejsou ve velké ¢asti
publikaci uvedeny hodnoty mezi detekci (MDL) a mezi stanovitelnosti (MQL) metody, popf.
nejsou uvedeny hodnoty spravnosti a presnosti metody, coz také zvysuje nedivéryhodnost
uvedenych vysledkd.

V nasledujicich kapitolach jsou shrnuty a uvedeny vysledky dosazené v rdmci nékolika

publikaci vyuzivajici riizné analytické techniky a tpravy vzorku k analyze.

2.4.1 Moznosti stanoveni BMAA ve vodé

V Tab. 8 jsou shrnuty rizné analytické techniky zabyvajici se stanovenim BMAA ve
vodé ve formé derivatizované nebo nederivatizované, a za vyuziti SPE extrakce. V tabulce

jsou také uvedeny meze stanoveni, kterych bylo dosazeno v rdmci vybranych praci.

Tab. 8: Piehled mezi detekce a mezi stanovitelnosti BMAA pro riizné analytické techniky.

icks ivati i MDL | MQL
Analyt_lcka Derivatizace Extrakéni technika Objem _ Q Zdroj
technika analytu vzorku [ng.I']
LC-FLD SPE-Oasis MCX ° NS
LC-MS/MS AQC (6 cc, 150 mg) 100 ml [24]
0,8 NS
(Im
LC-FLD SPE-Oasis MCX > NS
-QOasis
(IT)
LC-MS/MS SPE-Oasis MCX
(TQ) neprovedena (3 cc, 60 mg) NS NS 2 [26]
LC-HRMS SPE-Strata-X-C
(TQ-orbitrap) DNS (200 mg) 100 ml | 0,008 | 0,02 [9]
LC-MS _ SPE-Strata-X-C .
(SQ) EZfaast (33 um, pory 85 A) 20 litrd | NS NS [27]
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v

kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem s vysokym rozlisenim
(LC-HRMS) vyuzivajici hybridni systém trojitého kvadrup6lu s orbitalni iontovou pasti
(TQ-Orbitrap). Naopak nejvyssich hodnot mezi detekce metody bylo dosazeno v pracich
[24] a [25], v nichz byly vyuzity identické analytické techniky (LC-FLD) se
stejnou derivatizaci analytu a taktéz stejnou extrakeni technikou a za pouziti stejnych SPE
kolonek. Jedinym rozdilem bylo pouziti riznych objem@ vzorki k extrakci. V pracich [24]
a [25] bylo také dosazeno podobnych mezi detekci metody, pii pouziti techniky LC-MS/MS
s iontovou pasti a stejné extrakcéni techniky, které jsou v porovnani s metodou vyuzivajici
LC-FLD tadové 10x nizsi.

V préaci [26] vyuzivajici techniku LC-MS/MS s trojitym kvadrupdlem bez pouziti
derivatizace analytu bylo dosazeno hodnoty meze stanovitelnosti metody srovnatelné
s hodnotami mezi detekci dosazenych v pracich [24] a [25], jeZz vyuzivaly derivatizaci
analytu a techniku LC-MS/MS s iontovou pasti. Srovnatelnych hodnot bylo dosazeno
i presto, ze v uvedenych pracich bylo vyuzito stejnych extrakénich metod, ale v piipadé
prace [26] byla pouzita mensi SPE kolonka. Nevyhodou pii porovnavani vysledkt s praci
[26] je neuvedeni objemu vzorku pouzitého k extrakci.

V praci [9], kde bylo vyuzito kapalinové chromatografie s hmotnostnim detektorem
s vysokym rozlisenim (LC-HRMS) vyuzivajici hybridni systém TQ-Orbitrap, a v niz byla
provedena derivatizace analytu pomoci DNS, bylo dosazeno 100x niz§i meze stanovitelnosti
nez v praci [26] vyuzivajici techniku kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
detekci (trojity kvadrupol) bez vyuziti derivatizace analytu, a za pouziti stejné extrakcni
techniky avSak s jinym typem SPE kolonky, ktera také obsahovala vét§i mnozstvi sorbentu.

V praci [26] bylo dosaZeno relativné nizké meze detekce metody (2 pg.l™), a to za
vyuziti techniky LC-MS/MS s trojitym kvadrupdlem, bez vyuziti derivatizace analytu
a zaroven pii pouZziti SPE kolonky s nejmensi sorp¢ni kapacitou.

V praci [27] vyuzivajici techniku kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
detektorem (LC-MS) s jednoduchym kvadrupdlem (SQ), v niz bylo navic vyuzito neobvykle
velkého objemu vzorku k extrakci, nebyl uveden ani jeden z parametri meze detekce metody
a meze stanovitelnosti metody, coz znemoznuje vzajemna porovnani s jinymi pracemi.

Z obecného porovnani analytickych technik uvedenych v Tab. 8 je zfejmé, Ze niz§i
meze detekce je dosazeno v ptipadé pouziti techniky LC-MS/MS nez pii pouziti techniky
LC-FLD. Zarovei je patrné, Ze pii vyuZiti kapalinové chromatografie s vysokorozliSovacim
hmotnostnim detektorem (LC-HRMS) s hybridnim systémem TQ-Orbitrap 1ze dosahnout

vyrazné niz8ich mezi detekci a mezi stanovitelnosti v porovnani s jinymi publikacemi.

17



Na nasledujici strance jsou dale v Tab. 9 uvedeny hodnoty spravnosti, resp. piesnosti
(vyjadrené jako vytéznost, resp. opakovatelnost) pro jednotlivé koncentra¢ni trovné¢ BMAA

ve vybranych publikacich vyuzivajici rizné analytické techniky a SPE extrakéni techniku.

Tab. 9: Pfehled spravnosti a piesnosti u vybranych praci.

Koncentracni uroven Spravnost Piesnost .
[ngt?] (vytéZnost) [%6] (opakovatelnost) [%6] Zdroj
50 neuvedeno neuvedeno [24]
neuvedeno neuvedeno neuvedeno [25]
13,5 99,3-102,2 6,9-11,7
6,5 99,6 - 103,4 58-8.2
[26]
2,0 98,5-103,9 7,7-17.8
1,0 88,7 20,6
50 92 5
250 96 2 [9]
1250 97 2
0,12 neuvedeno neuvedeno [27]

V publikaci [26] bylo v rozmezi koncentraci 2,0 az 13,5 pgl™ dosazeno velmi
podobnych hodnot spravnosti (98,5 — 103,9 %) a piesnosti (5,8 — 11,7 %). Mimo jiné bylo
Vv této praci dosazeno nizsi hodnoty spravnosti (88,7 %) a vyssi hodnoty ptesnosti (20,6 %),
a to pro koncentratni Groven 1,0 pug.1™. V publikaci [9] bylo v porovnani s publikaci [26]
dosazeno srovnatelnych hodnot spravnosti (92 — 97 %) a nizsich hodnot piesnosti (2 — 5 %),
aviak na nékolikanasobn& vyssich koncentraénich trovnich (50 — 1250 ug.1™). Publikace
[24], [25] a [27] neuvadi hodnoty spravnosti a presnosti, coz neumoziuje jejich porovnani
S ostatnimi uvedenymi publikacemi.

Vzhledem Kk rozmanitému a komplexnimu sloZeni vzorkl ptirodnich vod je separace
a kvantifikace stopovych a ultrastopovych koncentraci neurotoxinu BMAA relativné
komplikovana, a to i vzhledem k mozné koeluci strukturnich izomerd BMAA. Za tGéelem
dosaZzeni co mozna nejpresnéjSich a nejspravnéjSich vysledk, a s cilem eliminovat faleSn¢
pozitivni vysledky, je doporuceno pro identifikaci a kvantifikaci BMAA pouzivat vyhradné
techniky LC-MS/MS.

18




2.4.2 Moznosti stanoveni BMAA v sinicich

V Tab. 10 jsou shrnuty riizné analytické techniky zabyvajici se stanovenim BMAA
v sinicich, a za vyuziti riznych extrak¢nich postupt. V tabulce jsou také uvedeny meze

stanoveni, kterych bylo dosazeno v ramci vybranych praci.

Tab. 10: Piehled mezi detekce a mezi stanovitelnosti BMAA pro rtizné analytické techniky.

icka vati MDL | MQL
Analyt_lcka Derivatizace Extrakéni technika Vzorek 1 Q Zdroj
technika analytu [ng.g™]

LC-MS/MS 0,IM TCA

(TQ) neprovedena | predisténi na SPE 10 mg NS 600 [26]
LC-MS/MS 0,IM TCA (6M HCI)

(TQ) neprovedena | precisténi na SPE 10 mg 230 NS [13]
LC-MS/MS 0,IM TCA (6M HCI) 9

(TQ) AQC | pecistenina SPE | 2™M9 | 08ngml (3]
LC-MS/MS 80% MeOH (6M HCI)

(TQ) AQC tpecistenina SPE | Vo | NS | NS | [16]
LC-MS/MS 80% MeOH (6M HCI)

(TQ) AQC + piecisténina SPE | NS | 100 | NS | [28]
"C'('\T"%MS AQC 80% MeOH (6M HCl) | 2mg | 100 | 100 | [29]

V praci [13] bylo dosazeno pfiblizné 2x vyssi hodnoty meze detekce metody nez
v pracich [28] a [29], a to za vyuziti stejné analytické techniky LC-MS/MS. V praci [13]
vSak nebyla provedena derivatizace analytu, navic bylo v porovnani s pracemi [28] a [29]
vyuzito jiné extrakéni techniky. V praci [29], kterd vyuzila derivatizace analytu a extrakce
80% metanolem s hydrolyzou vzorku, bylo dosazeno 6x niz$i hodnoty meze stanovitelnosti
metody nez v praci [26], kde nebyl analyt derivatizovan a zaroven bylo vyuzito extrakce
kyselinou trichloroctovou s hydrolyzou vzorku. V praci [29] bylo zarovein pouzito 5x mensi
mnozstvi vzorku k extrakci nez v praci [26], na zaklad¢ ¢ehoz lze piedpokladat dosazeni
niz$i hodnoty meze detekce metody. Z Tab. 10 je také patrné, Ze vSechny uvedené publikace,
vyjma publikace [29], vyuzily techniku extrakce na tuhou fazi jako ptecistovaci krok.
Vysledky dosazené v praci [3] nemohly byt porovnany s ostatnimi pracemi z divodu
uvedeni meze detekce a meze stanovitelnosti metody v jinych jednotkach. Taktéz prace [16]
nemohla byt porovnana, nebot’ neuvadi ani jeden z parametrit MDL a MQL.

Z obecného porovnani metod uvedenych v Tab. 10 je zfejmé, Ze nizSich detekénich
limitd bylo dosazeno v ptfipad¢ vyuziti derivatizace analytu a za vyuziti extrakéni techniky
80% metanolem s hydrolyzou vzorku. Toto zjisténi je pomérné piekvapivé, nebot bylo
prokazano, Ze nejlepSich a nejspravnéjSich vysledkli je dosazeno pii pouziti extrakce

kyselinou trichloroctovou s hydrolyzou vzorku.

19




V Tab. 11 jsou dale uvedeny hodnoty spravnosti (vyjadiené jako vytéZznost) a piesnosti

(vyjadiené jako opakovatelnost) pro rizné koncentracni urovné BMAA ve vybranych

pracich vyuzivajici rizné analytické a extrakénich techniky (viz Tab. 10).

Tab. 11: Piehled spravnosti a piesnosti u vybranych praci.

Koncentracni uroven Spravnost Piesnost .
[ng.mg™] (vytéZnost) [%0] (opakovatelnost) [%6] Zdroj
0,3 95,4 11,8
0,6 98,2 13,8
2 102,8 11,7 [26]
4 101,2 4,8
neuvedeno neuvedeno neuvedeno [13]
2 ng.ml* 76,5-92,5 2,434
13 ng.ml* 82,8-94,3 2,7-15,7 [3]
100 ng.ml™* 98,6 12,9
neuvedeno neuvedeno neuvedeno [16]
0,2 ng na vzorek
1,0 ng na vzorek neuvedeno neuvedeno [28]
4,0 ng na vzorek
0,25 103 6
2,5 103 4 [29]
4 105 3

V praci [26], kde nebyla vyuzita derivatizace analytu a bylo pouzito 10 mg vzorku,
bylo v porovnani s praci [29] vyuzivajici derivatizaci analytu a mnozstvi vzorku 2 mg
dosaZeno srovnatelnych hodnot spravnosti, a to na podobnych koncentra¢nich urovnich.
Avsak hodnoty presnosti uvedené v praci [26] byly pfiblizn€ 2x — 3x vyS§i. V préci [3] bylo
ve srovnani s praci [26] dosaZeno jak srovnatelnych hodnot spravnosti, tak i pfesnosti. Blizsi
porovnani vSak nemohlo byt provedeno z divodu uvedeni ptislusnych koncentracnich urovni
Vv jinych jednotach nez v praci [26]. Prace [13], [16] a [28] nemohly byt s ostatnimi
uvedenymi pracemi porovnany, nebot’ zde nebyly uvedeny hodnoty spravnosti a piesnosti.

Zavérem lze fici, Ze parametry MDL a MQL spolu s hodnotami spravnosti
a pfesnosti jsou nezbytné pro vzajemné porovnani dosazenych vysledkli. Tyto parametry by
tudiz mély byt uvedeny v kazdé publikaci zabyvajici se kvantitativnim stanovenim latek
v biologickych vzorcich. Neuvedeni téchto validacnich parametri miize také vést

k pochybnostem o spolehlivosti analytické metody a diveéryhodnosti dosazenych vysledkd.
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3  MATERIAL A METODY
3.1 Pouzité chemikalie a ¢inidla

e Analyt: B-N-methylamino-L-alanin hydrochlorid (dale jen ,,BMAA®)
- M (BMAA.HCI) = 154,60 g/mol, M;(BMAA) = 118,14 g/mol
- Cistota > 97 % (Sigma-Aldrich)
e Vnitini standard: DL-2,4-diaminomaselna-3,3,4,4-d, kyselina dihydrochlorid (dale
jen ,,d4-DAB®)
- M(d4-DAB.2HCI) = 195,08 g/mol, M,(d;-DAB) = 122,16 g/mol
- Cistota ~ 98 % (Sigma-Aldrich)
e Acetonitril — ¢istota pro LC-MS > 99,9 % (Merck)
e Metanol — ¢istota pro LC-MS > 99,9 % (Sigma-Aldrich)
e Vodny roztok amoniaku — Cistota 28 — 30 % (Merck)
e Kyselina mravenci — ¢istota pro LC-MS = 98 % (Sigma-Aldrich)
e Kyselina chlorovodikova — ¢istota 36 % (Merck)
e Kyselina trichloroctova — ¢istota > 99,5 % (Merck)
e Chlorid sodny — ¢istota > 99,9 % (Penta s.r.o0.)
e Helium — ¢istota 99,99 % obj. (Linde)
e Dusik — ¢istota 99,99 % obj. (Linde)
e Dusik generovany systémem Genius 1022 — Cistota > 99,5 % (Peak Scientific)

e Deionizovana voda generovana piistrojem Water purification system (Thermo)

3.2 Instrumentalni vybaveni a spotfebni material

e Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo)
e Chromatograficka kolona: ZIC*-HILIC (Merck)

- parametry: délka: 150 mm; vnitini primér: 2,1 mm; velikost ¢astic: 3,5 pm
e Chromatografické predkolona: ZIC®-HILIC (Merck)

- parametry: délka: 20 mm; vnitini pramér: 2,1 mm; velikost ¢astic: 5,0 um
e Hmotnostni spektrometr VelosPro vybaveny vyhiivanym elektrosprejem (Thermo)
e Analytické vahy MS105DU (Mettler Toledo)

- maximalni vazivost: 120 g s odecitatelnosti 0,1 mg (42 g s odecitatelnosti 0,01 mg)
e Vyrobnik deionizované vody Water purification system Smart2Pure (Thermo)

e Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific)
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SPE kolony Oasis MCX 3cc, 60 mg, Sarze: 011735085A (Waters)

Analogovy vortexovy mixér 945304 (VWR)

Ultrazvukova vodni lazen USC600THD (VWR)

Ultrazvukovy sonikator UP100H (Hielscher, Ultrasound Technology)

- parametry: cyklus 0 az 1 (déleni po 0,1), amplituda 0 az 100 % (d€leni po 10 %)
SpeedVac lyofilizator s cold trap (Labconco®™)

Vyhtivany blok SBH 130DI3 na odpafovani vzorkd proudem dusiku (Stuart®™)
Automaticky vyrobnik zrnkového Supinového ledu VLTZ 150 (Breno Ice Makers )
Centrifuga s rotorem a krytem 12154H, max. 30 000 RFC (Sigma)

AP-1: Automaticka davkovaci pipeta BioPette”""® sarze 440930360 (Labnet)

- parametry: objem 2 — 20 ul s délenim 0,02 pl

AP-2: Automaticka davkovaci pipeta BioPette”™"® sarze 440940205 (Labnet)

- parametry: objem 10 — 100 ul s déleni 0,20 ul

AP-3: Automaticka davkovaci pipeta BioPette”™"® sarze 440950485 (Labnet)

- parametry: objem 20 — 200 pl s délenim 0,20 pl

AP-4: Automaticka davkovaci pipeta BioPette”™"® sarze 440960561 (Labnet)

- parametry: objem 100 — 1000 ul s délenim 2,0 ul

AP-5: Automaticka davkovaci pipeta eppendorf Sarze M41865F (Research plus)
- parametry: objem 1 — 10 ml s délenim 10 pl

AP-6: Automaticka davkovaci pipeta Transferpette®S (Brand)

- parametry: objem 1 — 10 ml s délenim 10 pl

Sklenéna nadoba (manifold) na SPE kolonky s ptisluSenstvim

Plastové nadoby tvaru injekéni stiikacky o objemu 70 ml pro SPE

Sklenéné lahve s uzdvérem o objemu 100, 250 a 500 ml (Fisherbrand)

Odmérné banky o objemu 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ml, tfida A (Fisherbrand)
Kadinky o objemu 10, 25, 50, 100 a 250 ml (Fisherbrand)

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Sklen&na nedélena pipeta o objemu 100 ml s piesnosti + 0,08 ml (Qualicolor®)
Sklen&na nedélena pipeta o objemu 50 ml s piesnosti + 0,05 ml (Qualicolor®™)
Parafilm PM-992 (Bemis)

Plastové stojanky na krimpovaci vialky (National Science)

Sklenéna filtra¢ni nalevka

Tteci miska s tlou¢kem
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Stricka s destilovanou vodou a stiicka s etanolem

Krimpovaci a odkrimpovaci kleste (11 mm)

Polystyrenovy termobox na led

Pipetovaci balonek

Plastové zkumavky typu eppendorf (dale jen eppendorf) 0 objemu 1,5 ml
Sklenéné krimpovaci vialky 0 objemu 1,8 ml (Agilent Technologies)

Sklenéné Sroubovaci vialky o objemu 4, 8 a 24 ml (Agilent Technologies)
Crimpovaci a Sroubovaci vicka na vialky (Agilent Technologies)

Sklenéné inserty o objemu 400 ul do krepovacich vialek (Agilent Technologies)
Pipetovaci Spicky pro automatické pipety o objemech 200 pl, 1000 pl a 10 ml
Ostatni pomicky: popisovace, stopky, kopistka, michaci ty¢inky, bunicita vata
Ovladani systému LC-MS a vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno pomoci
programt Chromeleon, Tune plus, Xcalibur a DC MS Link.

Program Marvin JS byl pouzit na tvorbu struktur uvedenych v této praci

Zpracovani vysledki bylo provedeno v programu Microsoft Office Excel 2007
a EffiValidation 3.0.
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3.3 Priprava Cinidel, roztoku standardii, obohacenych a realnych vzorki

Pro ucely ovéteni vhodnych separacnich a detekénich podminek systému LC-MS byly
pouzity zasobni roztoky standardii pfipravené v ramci bakalaiské prace autora, jez byly
skladovany v mrazicim boxu pfi teploté v rozmezi -75 az -80 °C. Pro ostatni ucely uvedené

V této praci byly pfipraveny nové zasobni roztoky.

3.3.1 Priprava zasobnich roztoki standardii

Zasobni roztok BMAA (koncentratni uroveii ST-A) o koncentraci 30,39 mg.I" byl
pripraven navazenim 2,05 mg standardu do 50 ml odmérné banky, rozpusténim a doplnénim
deionizovanou vodou po rysku.

Zasobni roztok ds-DAB (koncentraéni troveti VS-A) o koncentraci 30,19 mg.I"* byl
pfipraven navazenim 2,46 mg standardu do 50 ml odmérné bariky, rozpusténim a doplnénim
deionizovanou vodou po rysku.

Zasobni roztoky BMAA a ds-DAB byly rozpipetovany do plastovych ependorfek

(1,5 ml) a uchovany v mrazicim boxu pfi teploté v rozmezi -75 az - 80 °C pro dalsi pouziti.

3.3.2 Priprava pracovnich roztoki standardi

Pracovni roztok BMAA (koncentratni Groveii ST-B) o koncentraci 20 pg.l™ byl
pfipraven pipetovanim 33 pl zasobniho roztoku BMAA (ST-A) automatickou pipetou
(viz AP-2) do 50 ml odmérné baiiky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

Pracovni roztok ds;-DAB (koncentraéni uroveii VS-B) o koncentraci 1000 pg.I™ byl
ptipraven pipetovanim 828 ul zéasobniho roztoku ds-DAB (VS-A) automatickou pipetou
(viz AP-4) do 25 ml odmérné baiiky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

Pracovni roztoky BMAA (ST-B) a d;-DAB (VS-B) byly pouzivany maximalné po
dobu dvou tydnli ode dne jejich pfipravy.

3.3.3 Priprava referen¢niho roztoku standardi

Referencni roztok standardii byl pfipraven do sklenéné vialky (1,8 ml) pipetovanim
250 pl pracovniho roztoku BMAA (ST-B) a 100 pl pracovniho roztoku ds-DAB (VS-B)

a doplnénim deionizovanou vodou na celkovy objem 1000 pl.
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3.3.4 Priprava kalibra¢nich roztoki standardi

Kalibra¢ni roztoky standardu, jejichz piiprava je shrnuta v Tab. 12, byly pfipraveny do

¢irych sklenénych vialek o objemu 1,8 ml a zanalyzovany bezprostiedné po jejich ptiprave.

Celkem bylo pfipraveno 9 koncentra¢nich Grovni, kazda ve tfech nezavislych opakovanich.

Mobilni faze (MF) byla davkovana automatickou pipetou (AP-4) s plastovou $pickou.
Pracovni roztoky BMAA (ST-B) a d4-DAB (VS-B) byly davkovany stiikackami Hamilton
0 objemech 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl.

Tab. 12: Piiprava kalibra¢nich roztok.

Uroven

Oznaceni
roztoku

CsT
[pg.1"]

Cvs
[pg.1"]

VstB
[m]

Vvs.B
[m]

[md]

Vcelkovy
[md]

K1l

K1,

K1,

K1,

0,10

100

100

895

1000

K2

K2,

K2,

0,20

100

10

100

890

1000

K3

K3a

K3y

K3

0,50

100

25

100

875

1000

K4

K4,

K4,

K4,

0,75

100

37,5

100

862,5

1000

K5

K5,

K5p

K5

1,0

100

50

100

850

1000

K6

K6,

K6y

K6

2,0

100

100

100

800

1000

K7

K72

K7y

K7

5,0

100

250

100

650

1000

K8

K8a

K8y

K8.

7,5

100

375

100

525

1000

K9

K9,

K9

K9

10

100

500

100

400

1000

25




Za ucelem kontroly Cistoty piistroje, roztoku mobilni faze, roztokt standardt
BMAA (ST-B) a d4-DAB (VS-B) a vzhledem k mozné kontaminaci roztokt v pribéhu jejich
pfipravy a manipulaci s nimi, byly pfipraveny pfed kazdym méfenim vzdy 3 kontrolni

roztoky do sklenénych vialek o objemu 1,8 ml. Ptiprava téchto roztoku je shrnuta v Tab. 13.

Tab. 13: Piiprava vzorkt pro kontrolu ¢istoty.

Oznadeni CsT Cvs VstB Vvs-B VmE V celkovy
roztoku [ng1"] [ng1"] (1] (] My (]
MF 0 0 0 0 1000 1000
ST 5 0 100 0 900 1000
VS 0 100 0 100 900 1000
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3.3.5 Priprava roztoku standardi pro ucely testovani vytéZnosti extrakce

Roztok standardt uréeny pro ucely testovani vytéznosti extrakce dle obecného postupu
vyrobce byl pfipraven pipetovanim 171,7 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové (HCI),
5,0 ml pracovniho roztoku BMAA (ST-B) a 2,0 ml pracovniho roztoku ds-DAB (VS-B) do

sklenéné Sroubovaci vialky (24 ml) a doplnénim deionizovanou vodou na objem 10 ml.

3.3.6 Priprava roztoki standardi pro ucely optimalizace pH vzorku

Pro ptipravu roztokd standardi uréenych pro ucely optimalizaci pH vzorku bylo
potfeba nejprve pfipravit riizn¢ koncentrované roztoky kyseliny chlorovodikové (HCI).
Roztoky rizné koncentrované kyseliny chlorovodikové byly piipraveny do sklenénych
Sroubovacich vialek (8 ml) desitkovym fedénim zasobniho roztoku kyseliny chlorovodikové
(ZR-HCI) o koncentraci 1,0 mol.I"%, ktery byl pfipraven pipetovanim 2146 pl koncentrované
HCI do odmérné banky (25 ml) a doplnénim deionizovanou vodou po rysku. Postup piipravy

riazné koncentrovanych roztokl kyseliny chlorovodikové je uveden v Tab. 14.

Tab. 14: Shrnuti ptipravy rizné koncentrovanych roztoki kyseliny chlorovodikové (HCI).

Koncentrace H* iontii [mol.I"']

Roztok 10t 107 103 10* 10° 10°® 107

HCI-1 HCI-2 HCI-3 HCI-4 HCI-5 HCI-6 HCI-7

800l | 800wl | 800pul | 800pul | 800pul | 800l

HCI ZR-HCI | HCI-1 HCI-2 HCI-3 HCI-4 HCI-5

0l

H,0 [pl] 7200 7200 7200 7200 7200 7200 8000

Celkem [pl] 8000

Pfislusné roztoky standardi pro ucely optimalizace pH vzorku byly pfipraveny do

sklenénych Sroubovacich vialek (8 ml) dle postupu uvedeného v Tab. 15.

Tab. 15: Shrnuti pfipravy roztokt ur¢enych pro optimalizaci pH vzorku.

pH roztoku
Roztok
1 2 3 4 5 6 7
ST-B [ul] 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
VS-B [ul] 400 400 400 400 400 400 400
uel 43 ul 400 pl 400 pl 400 ul 400 pl 400 pl 0l
ZR-HCI | HCI-1 HCI-2 HCI-3 HCI-4 HCI-5
H,0 [pl] 2557 2200 2200 2200 2200 2200 2600
Celkem [pl] 4000
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3.3.7 Priprava roztoku standardi pro optimalizaci elu¢niho ¢inidla

Roztok standardd pro tcéely dvoufazové optimalizace slozeni elu¢niho ¢inidla byl
pfipraven pipetovanim 171,7 pl koncentrované kyseliny chlorovodikové (HCI), 5,0 ml
pracovniho roztoku BMAA (ST-B) a 2,0 ml pracovniho roztoku ds,-DAB (VS-B) do

sklenéné Sroubovaci vialky (24 ml) a doplnénim deionizovanou vodou na objem 10 ml.

3.3.8 Priprava elué¢nich ¢inidel pro ucely optimalizace sloZeni elu¢niho ¢inidla

Eluéni ¢inidla uréend pro prvni fdzi optimalizace sloZeni elu¢niho cinidla byla
pfipravena pipetovanim vypocteného objemu metanolu a konc. roztoku amoniaku do
sklenénych Sroubovacich vialek (8 ml) tak, aby vysledny objem elu¢niho ¢inidla byl 5 ml.

Shrnuti pfipravy elu¢nich ¢inidel o rizném obsahu roztoku amoniaku je uvedeno v Tab. 16.

Tab. 16: Shrnuti pfipravy elu¢nich ¢inidel pro prvni fazi optimalizace.

Obsah NH,OH [obj. %]
Roztok
0 1 3 5 10 15 20
Metanol [pl] 5000 4950 4850 4750 4500 4250 4000
NH4OH [pl] 0 50 150 250 500 750 1000

Elu¢ni Cinidla ur€enda pro druhou fazi optimalizace sloZeni elu¢niho c¢inidla byla
pfipravena pipetovanim vypocteného objemu metanolu, deionizované vody a konc. roztoku
amoniaku do sklenénych Sroubovacich vialek (8 ml) tak, aby vysledny objem byl 5 ml.

Shrnuti pfipravy elu¢nich ¢inidel o rizném obsahu smési MeOH/H,0 je uvedeno v Tab. 17.

Tab. 17: Shrnuti ptipravy eluc¢nich ¢inidel pro druhou fazi optimalizace.

Roztok Obsah MeOH/H,0 [obj. % / obj. %]
0/100 20/80 40/60 60/ 40 80/20 100/0
Metanol [ul] 0 900 1800 2700 3600 4500
NH4OH [pl] 500 500 500 500 500 500
Voda [pl] 4500 3600 2700 1800 900 0

3.3.9 Priprava obohaceného vzorku rybni¢ni vody — optimalizace objemu vzorku

Obohaceny vzorek rybni¢ni vody urCeny pro optimalizaci objemu vzorku byl

pfipraven pipetovanim 41,13 ul zasobniho roztoku BMAA (ST-A) a 2146 ul konc. HCI do

odmérné banky (250 ml) a doplnénim vzorkem rybni¢ni vody po rysku.

28



3.3.10 Priprava roztoku kyseliny trichloroctové

Roztok kyseliny trichloroctové o koncentraci 0,2 mol.1* byl pfipraven navazenim
1,6420 g kyseliny trichloroctové do odmérmné banky (50 ml), rozpusténim a doplnénim

deionizovanou vodou po rysku.

3.3.11 Priprava obohacenych vzorku sinic

Obohacené vzorky sinic byly pfipraveny pro koncentraéni Groveit 5 pg.l” takovym
zpusobem, aby bylo zachovano stejné slozeni roztoku. Ke vzorku sinice (pfesn¢ asi 2 mg)
bylo pfidano 1000 pl obohaceného roztoku, jehoz piiprava je shrnuta v Tab. 18 (analyza
volného BMAA) nebo v Tab. 19 (analyza celkového obsahu BMAA). Obdobnym zptisobem

byly také pfipraveny obohacené vzorky bez pfitomnosti vzorku sinice.

Tab. 18: Pfiprava obohaceych vzorkd sinic — analyza volného BMAA.

Roztok Objem [pl] | Koncentrace [pg.I']
TCA (0,2 mol.I") 500 | 0 -
Deionizovana voda 50 | 0 -
Pracovni roztok ST-B 250 5
Pracovni roztok VS-B 100 100
Celkovy objem (10100 I E—

Tab. 19: Ptiprava obohacenych vzorku sinic — analyza celkového obsahu BMAA

Koncentrace HCI v obohaceném vzorku [mol.I™']
Roztok
0,1 0,3 0,5 1 3 6
Pracovni roztok ST-B [ul] 250 250 250 250 250 250
Pracovni roztok VS-B [pl] 100 100 100 100 100 100
Deionizovana voda [pl] 135,0 392,5 564,2 607,1 624,2 641,4
Koncentrovana HCI [pl] 515,0 2575 85,8 429 25,8 8,6
Celkovy objem [pl] 1000 1000 1000 1000 1000 1000

3.3.12 Piiprava realnych vzorku sinic

Realné vzorky sinic byly pfipraveny obdobnym zpusobem jako obohacené vzorky

sinic. Misto pracovniho roztoku BMAA (ST-B) vsak byla pipetovana deionizovana voda.
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3.4 Priprava SPE kolonek

Piiprava SPE kolonek byla provedena na zakladé obecného postupu SPE extrakce
bazickych analyti na MCX sorbentu, ktery je uveden v Kap. 2.2.2. S ohledem na publikace,
vyuzivajici SPE techniku pro extrakci neurotoxinu BMAA a jeho izomeri (viz Kap. 2.4),
a vzhledem k maximalnim objemim doporucenych pro jednotlivé kroky SPE extrakce
dle vyrobce (viz Ptiloha 8.1), byl tento obecny extrakéni postup trochu pozménén. Podrobny
popis SPE extrakénich postupt uvedenych v Kap. 2.4 je k nahlédnuti v Piiloze 8.5.

Pted samotnou extrakci byly SPE kolonky pfipraveny k pouziti kondicionaci 2 x 1 ml
metanolu a naslednou ekvilibraci 2 x 1 ml 0,1M HCI. Aby bylo zajisténo, ze SPE kolonka
nebude mezi kondicionaci/ekvilibraci a nanesenim vzorku vysuSena, byla nad horni fritou
ponechana piiblizné¢ Imm vrstva dané¢ho kondicionac¢niho/ekvilibra¢niho roztoku. Tim bylo
zabranéno vysuSeni SPE kolonky dfive, neZ ptijde vzorek do styku se sorbentem. Nésledné
byl nanesen 1 ml obohaceného vzorku standarda v 0,1M HCI, a byla provedena extrakce na
sorbent. Déle byla kolonka proplachnuta 1 ml 0,1M HCI a 1 ml metanolu za ucelem vymyti
nezadoucich interferenci. Poté byly do stojanu urCeného pro komoru na SPE extrakci
umistény sklenéné krimpovaci vialky (1,8 ml) a spolu se stojanem byly vlozeny do piislusné
komory. Nésledné byla provedena eluce analyt 3 x 0,6 ml 5 obj. % NH4,OH v MeOH.
Vysledny eluat byl jiman do sklenénych krimpovacich vialek (1,8 ml) a odpafen proudem
dusiku do sucha pii teplot¢ 45°C. Vznikly odparek byl rozpustén v 1 ml mobilni faze
ACN/H,0 (60 obj. % / 40 obj. %), dikladné promichan a na zavér analyzovan na LC-MS.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ovéreni vybranych podminek hmotnostni detekce

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze analytickd metoda, vyvinuta v ramci bakalaiské prace
autora, nebyla po dobu 12 mésicii pouzivana a pfistroj byl v prubéhu této doby aktivné
vyuzivan pro jiné analyzy a navic bylo v ramci servisni udrzby provedeno jeho dikladné
Cisténi zahrnujici mj. i ¢isténi vnitinich ¢asti iontové optiky, bylo nezbytné provést ovéreni

nékterych parametri, zda nedoslo ke zméné jejich optimalnich hodnot.

4.1.1 Hodnoceni ionizace, fragmentace a volba molekularnich a fragmentovych ionti

Ackoli nebyl divod ptedpokladat, Zze by mélo dojit k zdsadnim zméném v ionizaci ¢i
fragmentaci, byla tato méfeni provedena, a to zejména za tcelem dikladnéjsiho rozboru
a diskuse téchto zasadnich ¢asti této analytické techniky.

Na zaklad¢ publikaci [30] a [31] a vzhledem Kk pouziti metody ionizace vyhtivanym
elektrosprejem v pozitivnim moédu byly pro molekuly obou slouc¢enin (viz Tab. 20)

sestaveny struktury ptislusnych molekularnich iontu (viz Tab. 21).

Tab. 20: Struktury molekul slou¢enin.

BMAA

ds-DAB

(M, = 118 g.mol™)

C
H3 \l /Y‘LH
H

NH,

(M, = 122 g.mol™)

HN
OH

NH,

Tab. 21: Struktury molekularnich iontd sloucenin.

Molekularni iont [M+H]" pro BMAA

Molekularni iont [M+H]" pro d;-DAB

m/z =119 m/z =123
D D C
HBC\‘H OH Hd \'«/\)L "
H AN
MH- D D MH;

S ohledem na dodate¢né seznameni s publikacemi [30] a [31] a na zéaklad¢ znalosti

ptislusnych molekularnich iontl byly sestaveny struktury pravdépodobnych fragmentovych

iont pro dané MRM ptechody uvedené na Obr. 10 a Obr. 11.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum ds-DAB v MS? modu.

Piehled zvolenych MRM piechodd a pravdépodobné struktury fragmentovych iontt
jsou uvedeny v Tab. 22. Uvedené hodnoty relativnich intenzit téchto iontt byly ziskany po
aplikaci normalizované kolizni energie 22 % (tj. dle optimalnich podminek uvedenych

Vv bakalatské praci autora). Z divodu omezeni skenovaciho rozsahu hmotnostni spektrometru

nebyl piechod 119 — 44 pozorovan.

Vzhledem ke komplexnosti matrice vzorki zamyslenych k analyze byl, oproti
bakalarské praci autora, pocet monitorovanych MRM piechodli rozsifen s cilem
minimalizace rizika chybné identifikace. Pro kazdou z obou sloucenin byl tedy pfifazen
jeden piechod ke kvantifikaci (zakladni pik spektra) a vSechny ostatni ptechody byly pouzity

k ovéteni identity. Piehled zvolenych piechodi je uveden v Tab. 23.
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Tab. 22: Pichled zvolenych MRM piechodt a pravdépodobné struktury fragmentovych iontt

Sloud Pi‘echod Intenzita Pravdénodobny fraamentovy iont
ouc. ravaepoaonn entovy 1on
[m/z] [% rel ] pocobny frag y
119 — 102 100 [M+H-NH,]" N /%\ -
H -—- --
L MNH; ]
Sy
119 — 88 3,0 [M+H-CH3-NH,]* H;C\”/\H-LH
H .
L MNH; ]
e @
BMAA | 11976 2,5 [M+H-CH2=N-CH;]" “:'5\”/\5\‘)"\___
H ! B
L MH, ]
-y @
119 — 73 4,0 [M+H-HCOOH]* “s'ixrl/\‘)'i\-__
H ! N
L MH, ]
. o @
119 — 44 | MimorTozsah | oy NooH] SN -
pristroje u : o/
L MH, ]
@O/ T
123 — 105 100 [M+H-H,0]* H:r:\?(w)\_
D D NH
d,-DAB — =
@ D D C
\/ "
123 — 77 1,5 [M+H-HCOOH]* H:fi\/\ifw)\___
| D D r:HI: ]
Tab. 23: Pichled zvolenych MRM piechodu.
Slou¢. lon pro kvantifikaci lonty pro ovéreni
BMAA 119 — 102 11988 | 11976 | 119 — 73
d,-DAB 123 — 105 123 — 77

33



4.1.2 Elektrické napéti na S-Cockach a F-Cockach

S-Cocky a F-Cocky jsou kovové kruhové elektrody tvortici Cast vnitini iontové optiky
hmotnostniho spektrometru, na néz je aplikovana urcita hodnota elektrického napéti. Jejich
funkce spociva v zaostieni iontl do tizkého svazku (S-Cocky) a v regulaci rychlosti iontl pfi
vstupu do iontové pasti (F-Cocky). To je provadéno za ticelem minimalizace ztrat ionti pii
jejich transportu z iontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru. V prubéhu pouzivani
ptistroje totiz dochazi k postupnému znecistovani elektrod iontové optiky, coz tyto procesy
negativné ovliviiuje, protoze optimalni hodnoty elektrického napéti jsou na tomto znecisténi
zavislé. Cilem tohoto hodnoceni tedy bylo zjistit, zda nedoSlo ke zménam optimalnich
hodnot elektrického napéti, pfi nichz bylo dosazeno nejvyssiho iontového proudu (TIC).

Hodnoceni bylo provedeno vzdy pro MRM piechod iontu ur¢eného pro kvantifikaci,
ato ve 3 nezavislych opakovanich. Byly testovany hodnoty elektrickych napéti v rozmezi
OVaz 70 Vpro S-Cocky a -30 Vaz -4 Vpro F-Co¢ky. Hodnoty namétenych optim

elektrickych napéti pro ob¢ ¢asti iontové optiky jsou uvedeny v Tab. 24.

Tab. 24: Optimalni hodnoty elektrickych napéti pro S-¢ocky a F-¢ocky.

S-Cocky [V F-Cocky [V
MRM prechod " Socky [V focky [V
[m/z] Opla " | Opak.2 | Opak.3 | Opak.1 | Opak.2 | Opak.3
119 — 102 65 66 68 -9,0 -9,0 -9,0
123 — 105 63 66 61 -9,0 -9,0 -9,0

V piipadé hodnoceni elektrického napéti na S-cockach bylo pro vSechny uvedené
pfechody dosaZeno riznych optimalnich hodnot elektrického napéti v rozmezi 61 az 68 V.
V disledku této mirné variability neumoziujici zcela jednoznacnou volbu optimalni hodnoty
byly podrobnéji prozkoumany ptislusné optimalizacni grafy uvedené v Priloze 8.2, pficemz
bylo zjisténo, obdobné jako v bakalaiské praci autora, ze v oblasti ptiblizné od 60 do
70 V bylo dosazeno srovnatelnych hodnot celkového iontového proudu. Hodnota
elektrického napéti na S-Cockach byla tedy ponechana na hodnoté 65 V.

V pfipadé¢ hodnoceni elektrick¢ého napéti na F-Cockach bylo pro vSechny uvedené
prechody dosazeno stejnych optimalnich hodnot elektrického napéti, a to - 9,0 V. Na zaklad¢
naméfenych hodnot ziskanych z ptisluSnych optimaliza¢nich grafti elektrického napéti
auvedenych v Tab. 24 (resp. v Piiloze 8.2) doslo k nepatrné ipravé hodnoty elektrického

napéti na F-Cockach z -8,5 na-9,0 V.
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4.1.3 Energie kolizné indukované disociace

Volba vhodné hodnoty energie kolizné indukované disociace je dulezita pro zajisténi
dostatecné a reprodukovatelné fragmentace iontu prekurzoru na produktové (fragmentové)
ionty, jez jsou dulezité pro spravnou identifikaci a kvantifikaci. Nezbytné je také dbat na to,
aby nebyla aplikovana ptili§ nizka, resp. pfili§ vysoka energie, v disledku ¢ehoz by mohlo
dochazet k nezadoucim jevim ovlivitujici kvantifikaci analyti.

Cilem tohoto hodnoceni tedy bylo zjistit, zda nedoslo ke zméndm optimalnich hodnot
kolizni energie, pfi nichz bylo dosazeno nejvyssiho iontového proudu (TIC). Méfeni energie
kolizn¢ indukované disociace, kterou vyrobce pfistroje vyjadiuje jako normalizovanou
kolizni energii (NCE), bylo provedeno vzdy tiikrat pro kazdy MRM ptechod, a to v rozmezi
0d 0 % do 100 %. Hodnoty namétenych optim NCE jsou uvedeny v Tab. 25.

Tab. 25: Namétené hodnoty optim NCE pro jednotlivé prechody.

N MRM piechod [m/z]
Meéreni
119-102 | 119-88 119-76 119-73 | 123-105 | 123-77
NCE 22 25 24 24 21 23
[%] 22 25 26 24 21 23
22 24 24 22 22 22

Na zakladé hodnot NCE uvedenych v Tab. 25 bylo zjisténo, ze se optimalni hodnota
pro vSechny vyse uvedené piechody pohybovala v rozmezi od 21 % do 26 %. Detailnéjsi
prozkoumani piislusnych optimaliza¢nich grafii uvedenych v Piiloze 8.2 prokazalo, ze v $irsi
oblasti NCE cca od 20 % do 40 % bylo u vySe uvedenych MRM piechodii dosazeno velmi
podobné intenzity celkového iontového proudu (TIC). Pii vySsich hodnotach NCE pak
dochazelo k postupnému poklesu intenzity iontového proudu. S ohledem na tyto skute¢nosti
a scilem zajistit maximalni odezvu MRM piechodt uréené ke kvantifikaci, byla jako
optimalni ponechana hodnota 22 %.

Optimalni hodnota NCE byla ovSem pozd¢ji upravena na hodnotu 35 %, nebot
v pribéhu validace metody bylo prokazano snizeni ucinnoSti a reprodukovatelnosti
fragmentace molekulovych iontd analytu jak u roztokl cistych standardi, tak nasledné
i Urealnych vzorku s obsahem matrice. Jednim z moznych divodid mohla byt fluktuace
hodnoty NCE kolem optimalni hodnoty 22 %, jez vykazovala maxima na optimaliza¢nich
grafech kvantifika¢nich pfechodi, ale zaroven se nachazela v tésné blizkosti ¢asti prudkého

poklesu intenzity iontového proudu.
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V Piiloze 8.2 jsou znazornény zmény relativni intenzity molekularniho iontu analytu
i jeho prislusnych fragmentovych iontt po aplikaci obou hodnot NCE. Z namétenych spekter
je patrné, ze v ptipadé demonstrace vySe uvedené¢ho problému na kalibra¢ni kiivce dochazi
k vyraznému zvysSeni ucinnosti a reprodukovatelnosti fragmentace molekularniho iontu
analytu pii hodnoté NCE 35 % oproti hodnoté NCE 22 %. V ptipadé ucinnosti fragmentace
molekularniho iontu wvnitiniho standardu samoziejmé nedoSlo k Zadnym nezadoucim

zméndm. Hodnota NCE byla tedy pro obé slouceniny zvysena z 22 % na 35 %.
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4.1.4 Souhrn optimalnich podminek

Chromatograficka separace:

e Chromatograficka kolona:

ZIC®-HILIC

(délka: 150 mm, vnitini pramér: 2,1 mm, velikost Castic: 3,5 um, material: PEEK)

e Predkolonka:

ZIC®-HILIC

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

e Objem nastiiku: 25 ul
e Teplota kolony: 30 °C
e Teplota autosampleru: 6 °C

e Pouzitd mobilni faze:

MF-A: deionizovana voda + 0,1 % kyseliny mravenci

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

e Slozeni mobilni faze:

e Pritok mobilni faze:

e Celkova doba analyzy: 9 min
Hmotnostni detekce:

e Teplota transferové trubice:

e Teplota kapilary:

e Pomér prutoka plynu (S/A):

e FElektrické napéti na F-Cockach:
e Elektrické napéti na S-Cockach:
e Nap¢ti na kapilare:

e BMAA

- MRM prechod pro kvantifikaci:

- kolizni energie:

- typ skenu:

- doba plnéni pasti:
- pocet mikroskenii:

e d;-DAB

- MRM ptechod pro kvantifikaci:

- kolizni energie:
- typ skenu:
- doba plnéni pasti:

- pocet mikroskenii:

40/60 (vIv) MF-AIMF-B

0,4 ml.min™ (konstantni)

250 °C
250 °C
30/10 Arb.
-90V
+65V
3,0kV

m/z 119 — 102

22 %, pozdé&ji ptenastaveno na 35 %
Full MS/MS (v rozmezi 50 — 150 m/z)
100 ms

1

m/z 123 — 105

22 %, pozdé&ji prenastaveno na 35 %
Full MS/MS (v rozmezi 50 — 150 m/z)
100 ms

1
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Na nasledujicich obrazcich jsou pro porovnani uvedeny chromatogramy obou
sloucenin o koncentraci 1 mg.l'l ziskané za optimalnich podminek v ramci bakalaiské

(Obr. 12 a 13) a diplomové (Obr. 14 a 15) prace autora [32]. Posun retencnich Cast pikt

standardil je zptisoben jiz mirnou degradaci stacionarni faze kolony.
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RT 640 RT 836
BMAA_119_102 D4_DAB_123_105
1003 L 211ES 1003 N 6 3084
g5 Miz= 101.50-10250 F: TS + ¢ ESI 5] Mz= 10450-105 50 F- ITMS + ¢ ESI
3 Full msZ 119 00@cid22 00 Full ms2 123 00@xcid22 00
g0 16000150 00) MS [50.00-15000] MS
3 90
&5 85
507 80
753 7%
704 70
859 85
o 603 o 60
3 3
2 1 g
3 559 S 55
ERREE S
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E 2
5 45 £ 45
T ] o
& 4pg T 40
359 35
a0 30
259 25
209 20
159 15
104 10
5 5
1 082114 217 320 451 522 591 796 833 945 073 122 250 346 4.02 476 547 628 7.11 9.18
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Obr. 12: Chromatogram BMAA (dle BP).

Obr. 13: Chromatogram d4-DAB (dle BP).

RT 000-1000 SM 7G RT 000-1000 SM 76
RT 596 RT 771
D4_DAB_123_105
1007 L 2 89E8 BMAA_119_102 1007 WL 1.T9E6 I
E My 3 rmiz= 104 50-105 50 F 1TMIS
3 119 00@eid22 00 q 123.00@cid22 00
909 150 00-150 00] MS 909 150.00-150.001 MS
354 85
307 307
754 753
707 709
65 65
g o g °
A ER
= 559 S 554
= ] = |
ERE 2.3
= 509 = 505
s : 3
& 457 T 45
o ] T ]
= 40 = 407
353 359
207 307
25 259
209 03
159 157
109 103
53 53
E 302 369 402 557 71 750 836 UE 302 342 424 531 571 631 887
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Obr. 14: Chromatogram BMAA (dle DP).
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Obr. 15: Chromatogram d4-DAB (dle DP).




4.2 Test vhodnosti systému

Testy vhodnosti systému (System Suitability Test, SST) by mély byt nedilnou soucasti
dlouhodobého monitoringu pii pouzivani chromatografickych metod, protoze nikdy nelze
predpokladat vzdy zptsobilé chovani analytického systému. Tyto testy maji byt provadény
pravidelné po celé obdobi aktivniho pouzivani analytické metody a slouzi k ovéteni
analytického systému, zda v daném case spliuje zdkladni pozadavky pro spolehlivé
provedeni aktudlné¢ zamyslenych analyz. SST je tedy jednim ze zdkladnich ryst vSech
analytickych postupli vychazejici z koncepce, ze zafizeni, elektronika, analytické operace
a analyzované vzorky, piedstavuji jednotny systém, jenz lze hodnotit jako celek. SST se
provadi provedenim opakovanych analyz standardnich roztokli a naslednym porovnanim
experimentalné zjisténych hodnot monitorovanych parametri s pozadovanymi hodnotami
kritérii pfijatelnosti, pokud neni uvedeno jinak [33-35].

Minimalnimi doporuc¢enymi parametry hodnocenymi v ramci SST urcenych pro
chromatografické metody jsou opakovatelnost (RSD retencniho ¢asu, nastiiku — resp.
plochy/vysky piku), rozliSeni (popf. separa¢ni faktor), kapacitni faktor, faktor Symetrie
aucinnost kolony (resp. pocet teoretickych pater) [33]. Popis a vyhodnocovani vyse
uvedenych parametru (viz téz Tab. 26) je uveden v Piiloze 8.3.

V Tab. 26 jsou uvedeny parametry a jejich kritéria pfijatelnosti ze dvou ruznych
dokumentt. Je vsak dilezité si uvédomit, ze dana kritéria neudavaji optimalni hodnoty, ale
minimalni akceptovatelné hodnoty. VétSina analytickych metod pfijima obecnd kritéria

z pokynt v dokumentu CDER [33,36].

Tab. 26: Porovnani SST kritérii na zaklad¢ riznych doporuceni [33,36].

Parametr Symbol Doporuceni dle CDER Doporuceni dle Hsu a Chien
Opakovatelnost RSD < 1,0 % (pron > 5) <1,5%

RozliSeni R >2,0 >20

Separacni faktor o nedefinovano* nedefinovano*
Kapacitni faktor K >2 2az8

Faktor symetrie A <2,0 1,5az2,0

Ucinnost kolony N > 2000 nedostupné

Pozn.: Pokud je hodnoceno rozliseni, neni nutné hodnotit separaéni faktor [34]; n = pocet méfeni

SST této analytické metody bylo provadéno zejména za ucelem kontroly, zda nezacalo
dochdzet k vyznamnym zménam V chromatografické separaci, a to v disledku moZznosti

degradace stacionarni faze chromatografické kolony, resp. vlivem jejiho postupného starnuti.
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Pro ucely SST byly pouzity kalibra¢ni roztoky standardi K1 a K5, pfi¢emz vétSina
parametrii byla vyhodnocena na zakladé 10 po sob¢ jdoucich nastiika roztoku standardu KB5.
V ptipadé opakovatelnosti nastfiku bylo vyhodnocovani provadéno na zékladé 8 nasttikl pro
2 ruzné koncentracni irovné roztokt standardu (tj. kalibra¢ni body K1, K5). V néasledujicich
tabulkach (Tab. 27 a Tab. 28) jsou uvedeny vysledky vyhodnoceni SST parametrti, primarni

data jsou uvedena v Piiloze 8.3.

Tab. 27: Vyhodnoceni parametrti pro roztok standardu K5.

Parametr
Nastfik | Rstvs Kst Kyvs i} Nst Nvs Ast Avs
[1] [1] [1] [1] [1] [1] [1] [1]
1 3,1 3,1 4,3 1.4 3800 5146 1,36 1,39
2 3,6 3,1 4,3 1,4 3786 5146 1,45 1,39
3 3,8 3,1 4,3 1.4 3450 5609 1,48 1,43
4 3,8 3,1 4,3 1.4 3463 5609 1,48 1,43
5 3,7 3,1 4,2 1,4 3168 5625 1,43 1,39
6 3,8 3,1 4,3 1,4 3450 5132 1,48 1,43
7 3,8 3,2 4,3 1,4 3842 4835 1,43 1,32
8 3,7 3,2 4,3 1,4 3551 5294 1,50 1,43
9 3,8 3,2 4,3 1,4 2358 5294 1,48 1,45
10 3,9 3,2 4.3 1,4 3551 5279 1,43 1,45
Prumér 3,7 3,1 43 1,4 3442 5297 1,46 1,41

Tab. 28: Vyhodnoceni opakovatelnosti pro roztok standardi K1 a K5.

K t 1!
Parametr Jednotky | Slou¢. oncentrace [pg.l"]
0,1 1,0
BMAA 0,7 1.0
(v o
Opakovatelnost nastriku [%6] 4.-DAB 09 oo
Opakovatelnost retenéniho &a (%] BMAA | nehodnoceno 0,6
prtovaTeON, et T ° ds,-DAB | nehodnoceno 0,7

Opakovatelnost reten¢niho ¢asu vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka (RSD)
pro 10 nastiikt kalibraéniho roztoku standardu K5 byla 0,6 % (BMAA) a 0,7 % (d,-DAB).
Opakovatelnost nastiiku vyjadiena jako RSD pro 8 nastiikd kalibra¢nich roztoka K1 a K5
dosahovala hodnot od 0,7 do 1,0 % (BMAA) a 0,9 % (d4-DAB) v rozmezi 0,1 — 1,0 pg.1™.

Na zéklad¢ vysledkti uvedenych v Tab. 27 a Tab. 28 bylo u vSech SST parametrt
dosazeno akceptovatelnych hodnot kritérii ptijatelnosti pozadovanych dle dokumentu CDER
uvedenych v Tab. 26. Tim bylo prokéazano, ze analyticky pfistroj je zpusobily pro provadéni

zamyslenych analyz.
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4.3 Validace analytické metody

Po provedeném testovani vhodnosti systému (SST) byla provedena validace analytické
metody, jejiz vysledky by mély slouzit K ovéfeni spolehlivosti poskytovanych vysledkd.
Validace analytické metody je také Casto vyzadovana vétSinou regulatornich piedpisi [37].
Primarnim zdrojem obsahujici doporuceni a definice valida¢nich parametrti napt. pro oblast
farmaceutického primyslu je dokument Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology Q2 (R1) [38].

Pozadavky na rozsah provedeni validace, volbu hodnocenych valida¢nich parametrt,
hodnot kritérii pfijatelnosti apod., které jsou pro dany typ analytické metody vyzadovany,
jsou vzdy dany pozadavky systému kvality, ve kterém dand laboratof pracuje nebo
pozadavky jinych autorit [37,38]. Typickymi hodnocenymi valida¢nimi parametry vétSiny
analytickych metod jsou specifi¢nost, linearita, pfesnost, spravnost, rozsah, mez detekce
(DL), mez stanovitelnosti (QL) a robustnost [38].

Tato analyticka metoda byla validovana na modelu kalibra¢ni kfivky, a to na zaklad¢
objektivniho posouzeni experimentalné zjiSténych hodnot pfislusnych valida¢nich
parametrti. Ugelem validace bylo definovat analytické pozadavky spolu s uvedenim jejich
kritérii pfijatelnosti a zaroven demonstrovat, Ze uvazovana analytickd metoda je vhodna pro

jeji zamyslené pouziti pro kvantitativni analyzu neurotoxinu BMMA ve vodé a v biomase.

Zakladnimi hodnocenymi valida¢nimi parametry byly:

* linearita

* presnost (vyjadiena jako opakovatelnost i jako mezilehla piesnost)
* spravnost (vyjadiena jako vytéznost)

* rozsah

* mez detekce

* mez stanovitelnosti
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4.3.1 Linearita

Prvnim hodnocenym valida¢nim parametrem byla linearita analytické metody, jejimz
cilem bylo prokazat, ze odezva detektoru vyjadiena jako pomér plochy analytu ku poméru
plochy vnitiniho standardu je ptimo umérna koncentraci (resp. mnozstvi) analytu ve vzorku
[37,39]. Kalibra¢ni ktivka je pro tcely kvantitativni analyzy povazovana za dostate¢né
linearni, jestlize je hodnota koeficientu korelace (R) > 0,99 [40] a zaroven je hodnota
koeficient kvality (QC) < 5,00 % a zaroven by rovnice kalibra¢ni kiivky méla mit intercept
blizky nule, jinak by mélo byt ovéfeno, ze to nema vliv na piesnost metody [37,40].

Na zéakladé publikaci [37] a [39], doporucujici pouZit pro sestrojeni kalibraéni kiivky
minimalné 5 koncentraénich trovni ve 3 nezavislych opakovanich, bylo pro tcely této prace
piipraveno celkem 7 kalibra¢nich bodt pokryvajici pracovni rozsah na koncentraéni urovni

0,1 pg.I* az 5,0 ug.1™. Vyhodnoceni valida¢nich parametri linearity je uvedeno v Tab. 29.

Tab. 29: Shrnuti vyhodnoceni valida¢nich parametrt — linearita.

Parametr Symbol | Kritérium piijatelnosti Hodnota
Smérnice - citlivost [L.pg™] k neuvedeno 0,0087
Intercept [1] q neuvedeno -0,0004
Koeficient korela¢ni [1] R > 0,99 0,9980
Koeficient kvality [%0] QC <5,00 1,89

Podle publikace Linearity of calibration curves: use and misuse of the correlation
coefficient [40] byla splnéna vSechna kritéria piijatelnosti, jez byla vyhodnocena v programu
EffiVvalidation 3.0 a MS Office Excel. Na Obr. 16 lze vidét piislusnou kalibra¢ni kiivku

S regresni rovnici ve tvaru 'y = kx + q.

0,05 v =0,0087x - 0,0004
R*=0.,9980
j—
= (]
7 0,04 -
; 0,03 -
=
; 0,02 -
=
=
2 0,01 -
ECE)
£
ﬁc-: 0.00 1 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Koncentrace [ng.l?]

Obr. 16: Kalibraéni kfivka.
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4.3.2 Spravnost a presnost

Spravnost a piesnost analytické metody byly validovany dle pozadavkd uvedenych
v publikaci Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1) [39].
Spravnost analytické metody vyjadiujici tésnost shody mezi hodnotou referencni
a hodnotou zjisténou byla vyjadiena jako vytéznost analytické metody pomoci procent [39].
Ptesnost analytické metody vyjadtujici tésnost shody mezi vysledky méteni ziskanych
opakovanym nastiikem vzorku byla vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky [39].
Oba vySe zminéné valida¢ni parametry byly testovany na dvou ruznych trovnich za

stejnych pracovnich podminek, avSak v riiznych ¢asovych intervalech (viz nize) [37,39]:

* intra-day tj. pfesnost a spravnost dosazena v ramci jednoho dne

* inter-day tj. pfesnost a spravnost dosazena v ramci nékolika dni (1., 2. a 14. den)

Testovani valida¢nich parametrii spravnosti a piesnosti bylo aplikovano na modelu
kalibra¢ni kiivky vyhovujici pozadavkéim na linearitu v rozmezi koncentraci 0,1 az 5 pg.1™.
Vyhodnoceni namétenych dat bylo provedeno v programu EffiValidation 3.0 a MS Office.
Hodnoty Kritérii pfijatelnosti byly pievzaty z publikace Guidelines for Standard Method
Performance Requirements - Appendix F [41]. Shrnuti vysledkd spravnosti a piesnosti je

uvedeno v Tab. 30 a Tab. 31., primarni data jsou uvedena v Pfiloze 8.4.

Tab. 30: Vyhodnoceni spravnosti a piesnosti — intra-day (v ramci 1 dne).

Cteor. Cexp. Kritéria prijatelnosti Hodnoty
[ng0™] | [pgd?] | Spravnost [%] | P¥esnost [%] | Spravnost [%] | P¥esnost [%6]

0,10 0,118 118 2,7
0,20 0,197 98 10,4
0,50 0,473 40 -120 <30 95 8,5
0,75 0,736 98 3,9
1,0 1,044 104 53
2,0 1,977 99 3,8
50 | 5005 | 0~ 115 =21 100 38

Tab. 31: Vyhodnoceni spravnosti a piesnosti — inter-day (v ramci 2 tydnt).

Cteor, Cexp. Kritéria prijatelnosti Hodnoty
[ng0™] | [pgd?] | Spravnost [%] | Presnost [%] | Spravnost [%] | P¥esnost [%6]

0,10 0,082 82 2,8
0,20 0,196 98 10,3
0,50 0,487 40 -120 <30 97 18,4
0,75 0,787 105 6,8
1,0 0,967 97 7,8
2,0 2,059 103 8,9
50 | 4087 | 0~ =2 100 14
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Cilem hodnoceni intra-day a inter-day spravnosti a ptesnosti bylo ovéfit, ze analyticka
metoda poskytuje i v prib&éhu nékolika dni spravné a piesné vysledky. Reprodukovatelnost,
piesnost analytické metody v ramci riznych laboratoii, nebyla v této praci testovana.

Na zéklad¢ vysledkl spravnosti a presnosti uvedenych v Tab. 30 a Tab. 31, bylo
zjisténo, Ze intra-day spravnost a piesnost se pohybuje v rozmezi 95 — 118 % a 2,7 — 10,4 %
a ze inter-day spravnost a presnost se pohybuje v rozmezi 82 — 105 % a 1,4 — 18,4 %.

S ohledem na vyse uvedené vysledky spravnosti a piesnosti bylo zjiSténo, Ze pro
vSechny koncentracni urovné byla splnéna pfislusna kritéria piijatelnosti, ¢imz bylo

prokazano, ze metoda poskytuje vysledky s dostatecnou spravnosti a presnosti.

4.3.3 Rozsah

Dal$im valida¢nim parametrem byl rozsah analytické metody udavajici rozmezi
koncentraci analytu, v némz poskytuje pfislusna analytickd metoda vysledky s dostate¢nou
spravnosti a piesnosti [37,39]. Rozsah analytické metody je vzdy omezeny [40].

Na zaklad¢ vyhodnoceni vysledki linearity, spravnosti a pfesnosti bylo potvrzeno, ze
analyticka metoda pouzitd v ramci této prace poskytuje vysledky s dostateCnou spravnosti

a presnosti v rozsahu koncentraci analytu 0,1 — 5,0 pg.1™.

4.3.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Poslednimi hodnocenymi validacnimi parametry byly DL a QL, jejichz uvadéni je
obecné vyzadovano pii vyvoji analytickych metod uréenych pro stopovou analyzu [42].

Mez detekce (DL) a mez stanovitelnosti (QL) byly stanoveny postupnym sniZovanim
koncentrace analytu [43] v roztoku K1, az do okamziku, kdy bylo dosaZeno pozadovaného
poméru signalu k Sumu S/N dle pozadavki uvedenych v publikaci Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology Q2 (R1) [39],

Za prijatelny odhad DL a QL je povazovan pomér S/N odpovidajici hodnoté 3 pro DL
a hodnot¢ 10 pro QL (viz Obr. 17), jak také uvadi publikace [39], [43] a [44].

A
DL QL
SN=3 | S/N =10 I Signil
! $
um
NG NN AN TN N ]

Obr. 17: Odhad DL a QL - upraveno [37].
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Zjisténé hodnoty pomeéru signdlu k Sumu (S/N) pro velmi nizké koncentrace analytu

byly pouzity z vyhodnocovaciho programu Xcalibur a jsou uvedeny v Tab. 32.

Tab. 32: Vyhodnoceni DL a QL.

Koncentrace analytu

10 ng.I* 20 ng.I* 40 ng.I* 60 ng.I™ 80 ng.I"*

Série | a | b | c | a| b | c|al|bl|lc|lal|]blc|al|lb]|c

SN[1]| 33|35 |55 [10]9[10][15][11]12]17]18]16

Na zaklad¢ zjisténych pomérti S/N analytu uvedenych v Tab. 32 bylo zjisténo, ze

analyticka metoda dosahuje DL pfti koncentraci 10 ng.I"! a QL pii koncentraci 40 ng.I™.

4.4 Optimalizace SPE extrakce

V ramci této kapitoly bylo provedeno testovani obecného postupu SPE pro extrakci
bazickych analytli uvedeného vyrobcem. Dale byla také provedena zékladni optimalizace
parametrt, které by mohly mit vliv na vytéZnost extrakce analytii. Mezi optimalizované
parametry byla zafazena optimalizace pH vzorku, sloZeni elu¢niho ¢inidla a objemu vzorku.

Vytéznost extrakce byla vzdy pocitdna vzhledem k referenénimu vzorku, jehoz

piiprava je uvedena v Kap. 3.3.2. Vypocet vytéznosti extrakce byl proveden dle vzorce [45]:

EXP
Vytéznost = 100. — [%]

REF
EXP ... plocha piku zjisténa v obohaceném vzorku
REF ... plocha piku zji$téna v referen¢nim vzorku

Za Ucelem kontroly celého extrakéniho procesu byly ve vétSin€ piipadii jimany
a analyzovany vSechny frakce ziskané po kondicionaci a ekvilibraci kolonky s cilem zjistit,
zda nedochazi v priabéhu extrakéniho procesu k nékterému z nezadoucich procest jako je
napiiklad ptfekroceni sorpéni kapacity sorbentu, Spatné zvolené podminky pfipravy vzorku,
vymyvani analytd béhem promyvacich krokd nebo ke Spatné zvolenému objemu elu¢niho
¢inidla, ktery neni dostacujici pro eluci vétSinového podilu analyti. Mezi tyto frakce pattily
frakce ziskané po naneseni vzorku, po promyti okyselenym roztokem, po promyti
metanolem a po provedené eluci. Frakce ziskand po naneseni vzorku byla analyzovana za
ucelem zjisténi, zda bylo vhodné zvoleno pH roztoku a zajiSténa maximalni retence analytu,

popft. zda nebyla piekrocena sorpcni kapacita sorbentu.
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4.4.1 Testovani vytéZnosti extrakce dle obecného postupu vyrobce

Testovani vytéznosti extrakce na zakladé obecného postupu vyrobce (Kap. 2.2.2) bylo
provedeno za G¢elem ovéfeni, zda je uvedeny postup vhodny pro extrakci BMAA a d4-DAB.
Testovani bylo provedeno celkem pro 8 SPE kolonek.

Roztok standardt uréeny pro testovani vytéznosti extrakce byl pifipraven dle postupu
uvedeného v Kap. 3.3.5. Vysledky testovani vytéznosti extrakce jsou uvedeny v Tab. 33.
Pro lepsi ptehlednost jsou na Obr. 18 uvedeny vytéznosti extrakce v grafické podobé.

Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce jsou k nahlédnuti v Pfiloze 8.5.

Tab. 33: Zjisténa vytéznost extrakce dle obecného postupu vyrobce.

Slout. VytéZnost extrakce [%0]

SPE1 | SPE2 | SPE3 | SPE4 | SPE5 | SPE6 | SPE7 | SPES8
BMAA | 804 86,1 78,4 81,4 80,8 71,1 78,9 79,6
d,-DAB | 734 72,7 65,0 68,0 71,7 63,9 67,3 64,6

Na zéaklad¢ vysledki uvedenych v Tab. 33 bylo zjisténo, ze vytéznost extrakce
vyjadiena jako primér £ RSD je 79,6 £ 5,3 % (BMAA) a 66,6 £ 5,8 % (ds-DAB).
Z uvedenych hodnot je patrné, ze pro obé slouceniny bylo ptekvapivé dosazeno rozdilnych
hodnot vytéZnosti, pfestoZze se jedna o izomery. Déle byla pozorovana vyssi variabilita ve

vytéZnosti extrakce v rdmeci jednotlivych kolonek, coz je indikovano vy$si hodnotou RSD.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
10 - mBMAA
30 - ®d4-DAB
20 -
10 -

Vytéznost extrakce [%o]

—
]

3 4 5 6 7 8
Cislo SPE kolonky

Obr. 18: Vytéznost extrakce dle obecného postupu vyrobce.
S ohledem na vySe uvedené vysledky a zavéry byla provedena optimalizace klic¢ovych

parametrt. Tim by mohlo byt dosaZeno niz$i variability a vyssi vytéznosti extrakce, coz by

vedlo ke zvySeni pfesnosti a snizeni meze detekce metody.
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4.4.2 Optimalizace pH vzorku

Jako prvni byla provedena optimalizace pH vzorku, které ma zésadni vliv na retenci
bazickych analyti na MCX sorbentu. Cilem optimalizace bylo zjistit, pfi jaké hodnoté¢ pH
vzorku je dosazeno maximalni retence slou¢enin BMAA a d;-DAB na MCX sorbentu na
zéklad¢ hodnoceni jejich absolutni plochy piku a dale i vytéznosti extrakce.

Pro ucely optimalizace byly pouzity roztoky standardti o rtznych hodnotach pH,
jejichz piiprava je uvedena v Kap. 3.3.6. Kazdy roztok standardi byl extrahovan
z ekonomickych diivodi pouze jednou, a to dle postupu uvedeného v Kap. 3.4.

V ramci této optimalizace bylo testovano 7 rtznych hodnot pH v rozmezi 1 — 7.
Pro kazdou hodnotu pH byla dand SPE kolonka ekvilibrovdna roztokem HCIl o témze pH.
Vliv pH vzorku na plochu piku je znazornén na Obr. 19 (BMAA) a Obr. 20 (d4-DAB).
Vysledky vytéznosti extrakce jsou uvedeny v Tab. 34, primarni data pro vypocet vytéznosti

extrakce jsou k nahlédnuti v Piiloze 8.5.

Tab. 34: Vliv pH vzorku na vytéZnost extrakce.

VytéZnost extrakce [%0]
Slouc.
pH 1 pH 2 pH 3 pH 4 pH5 pH 6 pH 7
BMAA 80,8 66,4 61,9 53,0 47,2 47,6 52,8
ds,-DAB 75,7 56,0 42,0 33,0 29,9 13,4 36,2

Z Obr. 19 a Obr. 20 je patrné, ze s rostouci hodnotou pH vzorku postupné klesala
plocha piku pfislusné slouceniny, pficemz pokles plochy piku byl mnohem vyraznéjsi
u ds-DAB. Kromé toho byl také pozorovan mirny narust plochy piku obou slou¢enin pfi
hodnoté pH 7, coz bylo zfejmé zplisobeno vétsi prevahou hydrofobnich interakci. Naopak
iontové-vymeénné interakce jsou pii hodnoté pH 7 vyrazné slabsi, nebot’ molekuly analytd jiz
nesou pouze jeden kladny naboj. Pfi hodnot¢ pH 6 byl také u d4s-DAB zaznamenan
neobvykly pokles plochy piku, jehoz pti¢ina vSak nebyla zkoumana, nebot’ neméla vliv na
vysledky optimalizace.

Z vysledkt uvedenych v Tab. 34 je zfejmé, Ze nejvyssich hodnot vytéznosti extrakce,
80,8 % (BMAA) a 75,7 % (d4-DAB), bylo dosaZzeno pro ob¢ slou¢eniny pii hodnoté pH 1,
kdy na MCX sorbentu dominuji iontové-vyménné interakce. Na zakladé vysledkt a zavéra

uvedenych vyse byla tedy pro dalsi optimaliza¢ni kroky zvolena hodnota pH roztoku 1.
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Obr. 20: Zavislost plochy piku d4-DAB na pH vzorku.

4.4.3 Optimalizace sloZeni elu¢niho ¢inidla

V dalsim kroku byla provedena dvoufdzova optimalizace slozeni elu¢niho ¢inidla
Z hlediska obsahu koncentrovaného roztoku amoniaku ve smési rozpoustédel metanol/voda.
Snizeni pH alkalickym elu¢nim ¢inidlem je velmi dileZité pro uvolnéni vazanych analytd.

Cilem této optimalizace byla snaha najit optimalni sloZeni alkalického elu¢niho Cinidla
za ucelem dosazeni co nejvyssi vytéznosti extrakce BMAA a d;,-DAB.

Pro ucely optimalizace sloZeni elu¢niho ¢inidla byl pouzit roztok standardd, jehoZz
ptiprava je uvedena Vv Kap. 3.3.7. SPE extrakce roztoku standardi byly provedeny
z ekonomickych divoda pouze jednou, a to dle extrakéniho postupu uvedeného v Kap. 3.4

a za pouziti eluénich ¢inidel o rizném sloZeni (viz dale).
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1. faze

V prvni fazi byla provedena optimalizace sloZeni elu¢niho ¢inidla z hlediska obsahu
koncentrovaného roztoku amoniaku (resp. NH4OH). Pfiprava elu¢nich ¢inidel pouzitych
V ramci prvni fdze optimalizace slozeni elu¢niho ¢inidla je uvedena v Kap. 3.3.8.

Slozeni eluéniho ¢inidla bylo testovano Vv rozmezi 1 az 20 obj. % roztoku amoniaku.
Pro kazdou hodnotu obsahu NH,OH (viz Tab. 35) byla provedena vzdy 1 SPE extrakce,
tj. celkem bylo provedeno 6 SPE extrakci. Prvni frakce byla ziskana eluci 3 x 600 pl
ptislusného elu¢niho ¢inidla. Druha frakce byla ziskdna stejnym zptsobem jako prvni frakce,
pricemz ob¢ frakce byly jimany zvlast.

Vysledky 1. faze optimalizace sloZeni elu¢niho €inidla jsou uvedeny na Obr. 21 a 22

av Tab. 35. Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce jsou uvedena v Ptiloze 8.5.

Tab. 35: Vytéznost BMAA a ds-DAB Vv jednotlivych frakcich — 1. faze.

Tty (0]

NH.OH Vytéznost extrakce [%0]
] BMAA ds,-DAB

[obj. %]

1. frakce 2. frakce Celkem 1. frakce 2. frakce Celkem
1 48 1 14,5 62,6 1,0 4.6 5,6
66,3 2,6 68,9 51,7 42 55,9

5 59,1 1,8 60,9 56,6 1,8 58,4
10 78,7 14 80,1 63,5 0,7 64,2
15 71,8 1,7 73,5 54,4 0,5 54.8
20 66,6 1,8 68,4 26,8 0,4 27,2

Na Obr. 21 a Obr. 22 je znazornén vliv obsahu NH4OH na plochu piku BMAA
a ds-DAB ziskanou souc¢tem plochy piku z obou frakci. Z obrazku je zfejmé, Zze nejvyssi
plochy piku BMAA i ds-DAB bylo shodné dosazeno v ptipadé pouziti elu¢niho ¢inidla
s obsahem 10 obj. % NH4OH. Na zakladé vysledki uvedenych v Tab. 35 bylo dale zjisténo,
ze pti tomto sloZeni elu¢niho Cinidla bylo téZ dosazeno nejvyssi hodnoty vytéznosti, a to
80,1 % (BMAA) a 64,2 % (ds-DAB). Rovnéz bylo prokazano, ze ve vétsing testovanych
hodnot, byla vétsina mnozstvi eluovanych sloucenin pfitomna v prvni frakci, vyjma elu¢niho
¢inidla s nejniz$im obsahem NH4OH. V piipadé plochy piku BMAA ziskané z obou frakci
bylo pii vSech testovanych hodnotdch dosazeno relativné podobné plochy piku, zatimco
v ptipad€ plochy piku ds-DAB, bylo u elu¢niho €inidla s nejniz§im a nejvys$sim obsahem

NH,OH dosazeno v porovnani s ostatnimi testovanymi hodnotami vyrazné nizsich ploch.
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Obr. 21: Vliv obsahu NH4OH na plochu piku BMAA ziskanou souc¢tem obou frakei.

1.6E+06

1.2E+06 - °

S.0E+05 -

4,0E+05 -

Plocha d,-DAB ziskana z obou
frakci [counts.min1]

O.OE—‘FOO T T T T T T T T T 1
0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

NH,OH [obj. %]

Obr. 22: Vliv obsahu NH4OH na plochu piku d4-DAB ziskanou sou¢tem obou frakei.

Mimo jiné byla zaznamenana niz$i hodnota plochy piku BMAA, nez bylo o¢ekavano,
a to pfi pouziti elu¢niho ¢inidla s 5 obj. % NH4,OH v MeOH. Tento neocekavany pokles by

pravdépodobné mohl byt zptisoben nedostatecnou kondicionaci a ekvilibraci SPE kolonky.
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2. faze

V druhé fazi byla provedena optimalizace sloZeni elu¢niho ¢inidla z hlediska obsahu
smési rozpoustédel metanol/voda (dale jen MeOH/H,0). Pfiprava elu¢nich ¢inidel pouzitych
v ramci druhé faze optimalizace sloZeni eluc¢niho ¢inidla je uvedena v Kap. 3.3.8.

SloZeni elu¢niho ¢inidla bylo testovdno v rozmezi 0 az 100 obj. % MeOH a H;0.
Pro kazdou hodnotu obsahu MeOH/H,0 (viz Tab. 36) byla provedena vzdy 1 SPE extrakce,
tj. celkem bylo provedeno 6 SPE extrakci. Prvni frakce byla ziskdna eluci 3 x 600 pl
ptislusného elu¢niho ¢inidla. Druha frakce byla ziskdna stejnym zptsobem jako prvni frakce,
pricemz ob¢ frakce byly jimany zvlast.

Vysledky 2. faze optimalizace sloZeni elu¢niho ¢inidla jsou uvedeny na Obr. 23 a 24

a v Tab. 36. Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce jsou uvedena v Ptiloze 8.5.

Tab. 36: Vytéznost BMAA a ds-DAB v jednotlivych frakcich — 2. faze.

MeOH/H,0 Vytéznost extrakce [%0]
[obj. % / obj. %] BMAA ds-DAB
1. frakce | 2. frakce | Celkem | 1.frakce | 2. frakce | Celkem
0/100 61,7 59 67,6 38,2 2,0 40,2
20/80 59,6 4,1 63,7 52,5 2,4 54,9
40/60 61,1 1,0 62,2 45,7 0,4 46,2
60 /40 64,7 2,8 67,5 44,7 1,2 45,9
80/20 77,8 0,8 78,6 71,1 0,5 71,6
100/0 71,6 1,2 72,8 52,8 0,7 53,5

Na Obr. 23 a Obr. 24 je znazornén vliv obsahu MeOH/H20 na plochu piku BMAA
a ds-DAB ziskanou souctem plochy piku z obou frakci. Z obrazkd je ziejmé, Ze nejvyssi
plochy piku BMAA i d4-DAB bylo shodné dosazeno pii pouziti elu¢niho ¢inidla s obsahem
80/20 obj. % MeOH/H,0. Na zakladé vysledk uvedenych v Tab. 36 bylo dale zjisténo, ze
pii tomto slozeni elu¢niho ¢inidla bylo téZ dosazeno nejvys$si hodnoty vytéznosti, a to
78,6 % (BMAA) a 71,6 % (ds-DAB). Rovnéz bylo prokazano, ze pii vSech testovanych
hodnotéch, byla vétSina mnozstvi eluovanych slou¢enin pfitomna jiz v prvni frakci.

Vzhledem ke skutecnosti, ze u BMAA i d4-DAB bylo dosazeno nejvyssi hodnoty
vytéznosti extrakce v piipadé, kdy bylo extrakci také dosazeno maxima plochy piku
ptislusné slouceniny, nebylo dalsi slozeni elu¢niho ¢inidla v oblasti 60 — 100 obj. % MeOH

zkoumano.
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Obr. 23: Vliv obsahu smési MeOH/H,0 na plochu piku BMAA ziskanou z obou frakci.
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Obr. 24: Vliv obsahu smési MeOH/H>0 na plochu piku ds-DAB ziskanou z obou frakei.

Na zaklad¢ vysledkti dvoufazové optimalizace slozeni elu¢niho ¢inidla, které jsou
uvedeny jednak v Tab. 35 a Tab. 36 a jednak na Obr. 21 az Obr. 24, a také s ohledem na
vyse vyvozené zavéry, bylo pro dalsi ucely optimalizace zvoleno slozeni elu¢niho Cinidla
5 obj. % NH4OH ve smési 80/20 obj. % MeOH/H-0.

Eluce sloucenin byla dale provadéna pouze 3 x 600 pl elu¢niho ¢inidla, nebot’ v ramci
optimalizace bylo prokazano, Ze vétS§ina mnozstvi eluovanych sloucenin je ptitomna v prvni

frakci.
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4.4.4 Optimalizace objemu vzorku

Poslednim optimalizovanym parametrem byl objem vzorku vhodny k SPE extrakci.
Cilem optimalizace bylo dosahnout co nejvyssich hodnot vytéZnosti extrakce pii co
nejvyssim objemu vzorku uréeného k extrakci, aby bylo dosazeno co nejvyssiho
zakoncentrovani BMAA. Ugelem optimalizace bylo také zjistit, zda nedochézi k prekrogeni
sorpéni kapacity sorbentu (viz Piiloha 8.1) v SPE kolonce v dusledku nezadouci sorpce
jinych latek ptitomnych v obohaceném vzorku vody, coz by mohlo vést ke snizeni vytéznosti
extrakce BMAA i d;-DAB.

Piiprava obohaceného vzorku vody pro ucely optimalizace je uvedena v Kap. 3.3.9.
Jako matrice byla pouZita voda odebrana z tieboiiského rybnika Svét, ktera nebyla filtrovana
Z diivodu mozné sorpce sloucenin na nerozpusténé pevné ¢astice pritomné ve vzorku vody.

Optimalizace objemu vzorku vhodného k extrakci byla provedena v rozmezi 1 — 50 ml,
pfi¢emZ do kazdého testovaného objemu vzorku bylo vzdy pfidano 100 pl roztoku VS-B.
Pro kazdy testovany objem vzorku (viz Tab. 37) byla provedena z ekonomickych divodu
pouze 1 SPE extrakce, a to dle postupu uvedeného v Kap. 3.1.1 s mens$imi upravami
zavedenymi na zaklad¢ predchozi optimalizace pH vzorku a slozeni elu¢niho c¢inidla.
Extrakce vzorki byla provedena za vyuZiti SPE aparatury pfipojené na vodni vyvévu.

Prutok obohaceného vzorku rybni¢ni vody SPE kolonkou odpovidal jedné kapce za
sekundu, a to za ucelem zajisténi dostate¢né dlouhé doby kontaktu obohaceného vzorku
rybni¢ni vody se sorbentem, nebot’ pii vysSich pritocich by nemusela tato situace nastat
a mohlo by tak dojit k vyznamnému negativnimu ovlivnéni vytéznosti extrakce.

Vysledky optimalizace objemu vzorku jsou uvedeny na Obr. 25 a Obr. 26 a také

v Tab. 37. Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce jsou uvedena v Pfiloze 8.5.

Tab. 37: Vliv objemu vzorku na vytéznost extrakce.

Sloud. VytéZnost extrakce [%0]
1ml 3ml 5ml 10 ml 20 ml 50 ml
BMAA 76,4 68,0 60,3 34,4 15,2 6,0
d,-DAB 57,6 53,7 23,6 13,9 3,9 1,5

V ramci optimalizace objemu vzorku bylo zjisténo, ze pfi malych objemech dochazi
k eluci relativné velkého podilu sorbovaného BMAA, coz je indikovano narstem plochy
piku (viz Obr. 25) a relativn¢é vysokou hodnotou vytéznosti extrakce (viz Tab. 37). V piipadé
objemu 10 ml dochazi k eluci maximalniho mnozstvi BMAA, avsak s vyraznym poklesem

vytéznosti extrakce, ktery je pravdépodobné zpiisoben konkuren¢ni sorpci nezadoucich latek
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piitomnych v matrici vzorku. Pti vySSich objemech vzorku jiz zjevné dochazi k ptekroceni
sorpcni kapacity sorbentu, a to pravdépodobné v disledku sorpce vysokého mnoZzstvi
nezéadoucich latek ptfitomnych v matrici vzorku, které se za danych extrakéni podminek také
sorbuji na sorbent a zaroven nejsou odstranény ani Vjednom promyvacim kroku. Tato
situace je indikovana mirnym poklesem plochy piku BMAA oproti objemu vzorku 10 ml
a dale se nezvysujici plochou piku BMAA pii vysSich objemech. Dale bylo zjisténo, ze
s rostoucim objemem vzorku dochazi k eluci ¢im dal mensiho podilu ds-DAB, coz je
indikovano postupnym poklesem plochy piku (viz Obr. 26) a zaroven vyraznym poklesem
vytéznosti extrakce (viz Tab. 37).

Na zéklad¢ vySe uvedenych vysledkii bylo prokazéano, Ze nejlepSich hodnot vytéznosti
extrakce, bylo dosazeno pii objemu vzorku 1 ml. Za soucasnych optimalnich extrakénich
podminek sice neni mozné provést zakoncentrovani BMAA, ale je mozné provést precisténi

vzorku, za u¢elem minimalizace nezddoucich matricovych efekti.
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Obr. 25: Vliv objemu vzorku na plochu piku BMAA — sorpéni kapacita.
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Obr. 26: vliv objemu vzorku na plochu piku d4-DAB — sorp¢ni kapacita.
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4.5 Optimalizace extrakce kyselinou trichloroctovou s kyselou hydrolyzou

24

analyza volné frakce BMAA, a vzhledem k tomu, Ze asociace BMAA s proteiny v piirodnich
vzorcich dosud nebyla zcela objasnéna, byla analyzovdna pouze frakce volného BMAA
a celkovy obsah BMAA ve vzorku. Extrakce BMAA ze vzorki sinic za vyuziti kyseliny
trichloroctové a kyselé hydrolyzy provadénad v ramci této prace vychédzela z extrakéniho
postupu prevzatého z publikace [3]. Schéma zvoleného extrakéniho postupu je uvedeno na
Obr. 27 a detailné&ji popsano nize.

Extrakce volné frakce BMAA byla provedena nasledovné. Do ependorfky (1,5 ml)
byly navazeny presn¢ asi 2 mg vzorku sinice a byl pfidan 1 ml kyseliny trichloroctové
o koncentraci 0,1 mol.I"* (resp. 1 ml vzorku obohaceného BMAA a d,-DAB o koncentraci
TCA 0,1 mol.I"Y). Poté byla za pomoci ultrazvukového sonikatoru provedena lyze bunék.
Sonikace byla provadéna po dobu 3 minut pfi ucinnosti 70 %, a to za Ucelem rozruSeni
bunécné stény. Po celou dobu sonikace byl vzorek udrzovan v ledové lazni, aby bylo
zabranéno degradaci vzorku v disledku zahtivani. Nasledné byl vzorek homogenizovan za
pouziti vortexu a uloZzen do chladnicky pfi teploté 4 °C, kde byl po dobu 48 hodin ponechan
inkubaci. Pfitomnost kyseliny trichloroctové v homogenizatu méla za nasledek precipitaci
pfitomnych proteinit béhem inkubacni doby. Po skonceni inkuba¢ni doby byl vzorek
odstfedén pii relativni odstfedivé sile (RCF) 10000 x g teplot¢ 4 °C
a po dobu 10 minut. Supernatant (frakce 1) byl kvantitativné preveden do nové plastové
zkumavky ependorf a uchovan v chladnicce. Ke zbylému peletu bylo dodate¢né ptidano
500 ul kyseliny trichloroctové o koncentraci 0,1 moll™ a vzorek byl opétovné
homogenizovan za pomoci vortexu. Takto homogenizovany vzorek byl jest¢ po dobu
1 hodiny ponechan inkubaci v chladni¢ce pii teploté 4 °C, a to za Gc¢elem extrakce zbylého
volného BMAA, které se nepodafilo v prvnim kroku vyextrahovat. Po dodate¢né inkubaci
byl vzorek znovu odstiedén za stejnych podminek, jako je uvedeno vyse. Supernatant (frakce
2) byl pienesen do nové ependorfky se supernatantem (frakce 1). Supernatant vznikly
spojenim frakce 1 a frakce 2 byl nasledné lyofilizovan, lyofilizat byl rozpustén
v 1 ml mobilni faze ACN/H,0 v poméru 60/40 obj. % a kvantitativné pienesen do sklenéné
Sroubovaci vialky (1,8 ml). Takto pfipraveny vzorek byl pfipraven pro analyzu na LC-MS.

Celkovy obsah BMAA byl stanoven dle nasledujiciho postupu. Do ependorfky
(1,5 ml) byly navazeny ptesné asi 2 mg vzorku sinice a pfidan 1 ml kyseliny chlorovodikové
o koncentraci 6 mol.I™ (resp. 1 ml vzorku obohaceného BMAA a d4-DAB o koncentraci HCI

6 mol.I™", popi. o koncentraci zvolené na zaklad& piisluiné optimalizace). Pfipraveny vzorek
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byl inkubovan ve vyhiivaném bloku po dobu 24 hodin pfi 110 °C, a to za ucelem degradace
proteinli a uvolnéni vdazaného BMAA. Hydrolyzat byl nasledné lyofilizovan a vznikly
lyofilizat byl rozpustétn v1 ml mobilni faze ACN/H,O vpoméru 60/40 obj. %
a kvantitativné pfenesen do sklenéné Sroubovaci vialky (1,8 ml). Takto pfipraveny vzorek

byl piipraven pro analyzu na LC-MS.
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Obr. 27: Schéma extrakce BMAA v sinicich trichloroctovou kyselinou s hydrolyzou [3].

4.5.1 Testovani vytéZnosti extrakce — volna frakce BMAA

Testovani vytéznosti extrakce bylo provedeno dle postupu uvedené¢ho v Kap. 4.5 za
ucelem zjisténi, zda je uvedeny postup vhodny pro extrakci obou sloucenin z reédlné matrice.
Vytéznost extrakce byla testovana na 2 vzorcich sinic: Arthrospira a Nostoc commune.
Obohacené vzorky 2 riznych druhi sinic byly pfipraveny ve 3 nezavislych opakovanich dle
postupu uvedené¢ho v Kap. 3.3.11. Vysledky testovani vytéznosti jsou uvedeny v Tab. 38
a znazornény na Obr. 28. Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce jsou k nahlédnuti
v Piiloze 8.6.
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Tab. 38: Vytéznost extrakce — volna frakce BMAA.

Vytéinost extrakce [%0]
Sloucenina Arthrospira Nostoc commune
Opak. 1 Opak. 2 Opak. 3 Opak. 1 Opak. 2 Opak. 3
BMAA 98,6 96,7 96,1 108,3 103,9 71,0
d,-DAB 108,1 113,6 104,6 1145 118,3 109,2

Na zaklad¢ vysledki vytéznosti extrakce uvedenych v Tab. 38 bylo zjisténo, ze

vytéznost extrakce vyjadiend jako primérna vytéznost £ RSD je:

. 97,2+ 1,4 % (BMAA) a 108,8 + 4,2 % (ds-DAB) u vzorku Arthrospira
. 94,4+ 21,6 % (BMAA) a 114,0 = 4,0 % (d4-DAB) u vzorku Nostoc commune

Z hodnot vytéznosti uvedenych v Tab. 38 je zfejmé, ze pro obé slouceniny bylo
vramci dvou riznych vzorkl sinic dosazeno relativné podobnych hodnot vytéznosti
extrakce. Zarovenn bylo dosazeno nizkych hodnot relativni smérodatné odchylky
(1,4 — 4,2 %), vyjma relativni smérodatné odchylky BMAA (21,6 %) u vzorku Nostoc
commune. Takto vysoka hodnota je zptisobena nizkou vytéznosti jednoho opakovani BMAA
(71,0 %). Nizka vytéznost BMAA je vzhledem k relativni konzistentnosti ostatnich vysledka
pravdépodobné zpiisobena chybou béhem ptipravy vzorku. Pokud by hodnota vytéZznosti
71,0 % nebyla brana v potaz, bylo by dosaZeno vytéznosti 106,1 + 2,9 %. Tato hodnota by

jiz korelovala s ostatnimi uvedenymi hodnotami.

< 120 4
2.
w 100
-
= 80 - BEMAA-Arthrospira
E 60 - EMAL-Nostoc
‘g 40 - B d4-DAB-Arthrospira
R 20 - d4-DAB-Nostoe
=
Rl
- 0 | 1

1 2 3

Opakoviani

Obr. 28: Porovnani vytéznosti BMAA a d4-DAB v ramci 2 riiznych vzorki.

Na zakladé relativni konzistentnosti uvedenych vysledkt, i s ohledem na zdivodnéni
odlehlé hodnoty vytéznosti zjisténé u vzorku 3 (Nostoc commune) a celkoveé vyssi hodnoty
vytéznosti vnitiniho standardu, bylo rozhodnuto, Ze neni nutné provést optimalizaci extrakce
volného BMAA, nebot’ bylo pro oba vzorky dosazeno piijatelnych hodnot vytéznosti

extrakce. Nutné je vSak provést testovani spravnosti a presnosti metody (viz Kap. 4.6.2).
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4.5.2 Optimalizace hydrolyzy vzorku — vliv koncentrace kyseliny chlorovodikové

Dale byla provedena optimalizace koncentrace kyseliny chlorovodikové (v ramci

kyselé hydrolyzy vzorku), které se vyuziva pii analyze celkového obsahu BMAA ve vzorku.

Cilem této optimalizace bylo studium vlivu koncentrace kyseliny chlorovodikové na

vytéznost BMAA a ds-DAB. V zajmu optimalizace také bylo dosahnout co nejvyssi
vytéznosti BMAA i d;-DAB a nizké hodnoty Sumu.

Pfiprava obohacenych vzorkd sinic uréenych pro optimalizaci hydrolyzy vzorku je

shrnuta v Kap. 3.3.11. Pro kazdou koncentraci kyseliny chlorovodikové byla piipravena

3 nezavisla opakovani, pficemz jako matrice byla pouzita sinice Arthrospira. Obdobnym

zpusobem jako obohacené vzorky sinic byly také piipraveny obohacené vzorky bez

pfitomnosti vzorku sinice, a to pouze Vv jednom opakovani. Vysledky optimalizace jsou

shrnuty v Tab. 39. Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce jsou uvedena v Piiloze 8.6.

Tab. 39: Vytéznost extrakce — vliv koncentrace kyseliny chlorovodikové.

CHcl Vytéznost extrakce [%0]
Typ vzorku [mol.l'l] BMAA | Primér | ds;-DAB | Priamér
13 26
Obohaceny vzorek s matrici 11 11 60 47
0,1
8 56
Obohaceny vzorek bez matrice 20 | - 36 | -
11 0
Obohaceny vzorek s matrici 6 8 0 0
0,3
6 0
Obohaceny vzorek bez matrice 28 | - 80 | -
15 0
Obohaceny vzorek s matrici 9 11 0 0
05
8 0
Obohaceny vzorek bez matrice 45 | - 9 | -
5 0
Obohaceny vzorek s matrici 1 8 7 0 0
7 0
Obohaceny vzorek bez matrice 4 | - 8% | -
20 20
Obohaceny vzorek s matrici 3 19 19 45 38
19 50
Obohaceny vzorek bez matrice 64 | - 113 | -
31 17
Obohaceny vzorek s matrici 6 33 32 48 39
33 52
Obohaceny vzorek bez matrice B | - 115 | -----
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Na zaklad¢ vysledki vytéznosti extrakce uvedenych v Tab. 39 bylo zjisténo, ze
ve vSech testovanych koncentracich kyseliny chlorovodikové bylo pro obé slouceniny
dosazeno pievazné velmi nizkych hodnot vytéznosti, a to i v pomérné Sirokém rozmezi
(0 — 60 %). Hodnoty vytéznosti byly mimo jiné charakterizovany i Sirokym rozmezim
relativni smérodatné odchylky (3 — 49 %). V rozmezi koncentraci kyseliny chlorovodikové
0,3 — 1,0 mol.I* navic nebyl pozorovan pik ds-DAB. Dale bylo zjiténo, Ze v piipads
obohacenych vzorka bez pfitomnosti matrice dochazelo srostouci koncentraci kyseliny
chlorovodikové pfevazné k naristu vytéznosti obou sloucenin. V piipadé BMAA doslo
Kk nartstu vytéznosti extrakce z 20 % na 75 % a v ptipad¢ ds-DAB doslo k narlstu vytéznosti
extrakce z 36 % na 115 %. Tyto vysledky poukazuji na skute¢nost, Ze vyssi vytéznosti obou
slou¢enin je dosazeno v ptfipadé hydrolyzy vzorku v koncentrovanéjsi kyseliné
chlorovodikové, nicméné v porovnani s obohacenymi Vzorky s pfitomnosti matrice nelze
tuto teorii potvrdit, a to z divodu nespolehlivych vysledku.

Vzhledem Kktomu, Ze piedpokladana casova naro¢nost hledani pfic¢in téchto
nespolehlivych vysledkt jiz pfevySovala zbyvajici ¢asové moznosti pro realizaci této praci,
nemohly byt tyto pfi¢iny dale zkoumany. Z vysledkid navic ani neni na prvni pohled ziejmé,
zjisténim nemohly byt uskuteénény dalsi planované kroky optimalizace, a to optimalizace
teploty a doby hydrolyzy.

Mezi mozné pfi¢iny nizké vytéznosti BMAA a ds-DAB mohou byt potencialné
zafazeny naptiklad nespecifickd sorpce téchto sloucenin na stény nadob ¢i na mechanické
Castice matrice, razné fyzikalné-chemické vlivy vedouci k jejich degradaci anebo Kk tvorbé
novych produkti. Jednim z moZnych feSeni by tedy mohlo byt provedeni testovani stability
BMAA a d4-DAB v rizné koncentrovanych roztocich kyseliny chlorovodikové za rtiznych
teplot. Dal§im feSenim by pak mohlo byt hodnoceni vytéznosti BMAA a d;-DAB v rtiznych
matricich a pfi riiznych koncentracich kyseliny chlorovodikové s ndslednym vyhodnocenim
matricovych vlivi.

S ohledem na skuteCnost, Ze nebylo pfedem zndmo, zda vzorky sinic obsahuji
detekovatelné mnozstvi BMAA, byly také ptipraveny neobohacené vzorky sinic, kde byla
misto pracovniho roztoku ST-B a VS-B pipetovana deionizovana voda. Na Obr. 29 a Obr. 30
jsou uvedeny chromatogramy obohaceného a neobohaceného vzorku Arthrospiry, které byly
podrobeny hydrolyze kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 6 mol.1™. PH vzijemnym
porovnani Obr. 29 a Obr. 30 je patrny vyrazny narust signalu piku v retenénim case 3.61

(v ptipadé obohaceného vzorku). Toto zvySeni signalu odpovida mnozstvi ptidaného
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BMAA. Zaroven bylo timto prokazano, ze vzorek Arthrospiry obsahuje malé mnozstvi
detekovatelného BMAA, které bylo zfejmé uvolnéno v dusledku kyselé hydrolyzy, coz je
indikovano pikem V retenénim case 3.72 na Obr. 30. Mnozstvi BMAA vsak nemohlo byt

kvantifikovano z diivodu nespolehlivych vysledki ziskanych v ramci této optimalizace.
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Obr. 29: Chromatogram obohaceného vzorku sinice — HCI o koncentraci 6 mol.I™,
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Obr. 30: Chromatogram neobohaceného vzorku sinice — HCI o koncentraci 6 mol.I™.
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4.6 Testovani metody na realnych vzorcich

Vzhledem k zamyslenému pouZziti metody pro kvantitativni stanoveni neurotoxinu BMAA
v realnych vzorcich bylo nezbytné provést i hodnoceni spravnosti (vyjadiené jako vytéznost),
presnosti (vyjadiené jako opakovatelnost), meze detekce metody a meze stanovitelnosti metody,

které zahrnuji vliv matrice vzorku a postup ptipravy vzorku k analyze.

4.6.1 Analyza obohacenych vzorku rybni¢ni vody

Vzhledem ke skuteCnosti, ze nebylo mozné provést zakoncentrovani BMAA, byl
obohaceny vzorek rybni¢ni vody piipraven pouze na koncentraéni turovni 5,0 pgl™
(viz Kap. 3.3.9), a to ve 3 nezavislych opakovanich. Z ptipraveného obohaceného vzorku byly
pro SPE extrakci odebrany 3 alikvotni podily (3 x 1 ml vzorku), kazdy s pfidavkem 100 pl
pracovniho roztoku d,-DAB (VS-B). Takto piipraveny obohaceny vzorek vody byl podroben
SPE extrakci dle optimalizovanych podminek. Eluaty ziskané extrakci byly analyzovany dle
optimalizované a validované metody. Pro Kontrolu Cistoty ptipravy vzorku a piistroje byla také
provedena analyza slepého vzorku. Vysledky spravnosti (vytéznosti) a presnosti

(opakovatelnosti) metody jsou uvedeny v Tab. 40.

Tab. 40: Spravnost (vytéZnost) a ptesnost (opakovatelnost) — obohacené vzorky vody.

Koncentra¢ni |  Kritérium prijatelnosti Nalezena EXperm;]e;ldt ﬁg;; Zstene
uroven - - koncentrace . -
[pgT] Spravnost Presnost [ng'] Spravnost Presnost

[%] [%] [%0] [%0]
6,50

50 60— 115 <21 7,06 129 9,3
5,85

Na zéklad¢ vysledkli hodnoceni spravnosti a piesnosti obohacenych vzorki uvedenych
v Tab. 40 bylo zjisténo, ze spravnost metody je 129 % a piesnost metody je 9,3 %.
Vyse uvedeného hodnoty spravnosti a presnosti jsou vySsi, neZ hodnoty zjiSténé analyzou
kalibra¢nich roztokd, kde byla spravnost metody 100 % a ptesnost metody 1,4 %.

Zména hodnot téchto parametrti byla do jist¢é miry ofekavana, nebot matrice vzorku
obsahuje ve vétsing piipadi interferujici latky, jezZ mohou vyrazné ovlivnit u¢innost ionizace.
Konkrétné se mize jednat 0 netékavé nebo malo tékavé latky, jez mohou pozménit vlastnosti
kapky vznikajici pfi ionizaci, coz mize ovlivnit uc¢innost jejiho vytvareni ¢i odpafovani. Dal§im

negativnim dusledkem jsou mozné konkurenc¢ni vlivy pii tvorbé molekularnich iontt.
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V ramci analyzy obohacenych vzorkli vody nebylo splnéno uvedené kritérium ptijatelnosti
pro spravnost, pievzaté z publikace Guidelines for Standard Method Performance Requirements
- Appendix F [41]. Pfesnost metody byla v ramci analyzy obohacenych vzorki vod piijatelna.
Pravdépodobnym divodem vysokého hodnoty spravnosti je fakt, ze v ramci optimalizace
objemu vzorku bylo dosazeno oproti ostatnim optimalizovanym parametrum SPE extrakce nizsi
hodnoty vytéznosti d4-DAB, coz se ziejmé projevilo i u analyzy obohacenych vzorkt vody.

Niz8i hodnota vytéznosti d;-DAB méla pravdépodobné za nasledek zvySeni poméru ploch
ST/VS, coz vedlo k vypoétu vyssich hodnot koncentraci, a tudiz i vy$sich hodnot spravnosti, nez
by odpovidalo pii hodnotach vytéznosti d4-DAB dosazenych Vv ramci optimalizace pH vzorku

a slozeni elu¢niho ¢inidla, kde neni zahrnut vliv matrice vzorku.

4.6.2 Analyza obohacenych vzorki sinic

Obohacené vzorky sinic (Arthrospira a Nostoc commune) byly pfipraveny pouze na
koncentraéni urovni 5,0 pgl® (viz Kap. 3.3.11), a to ve 3 nezavislych opakovénich.
Ptipravené obohacené vzorky byly extrahovany kyselinou trichloroctovou o koncentraci
0,1 mol.I"* dle postupu uvedeného v Kap 4.5, a to za uelem analyzy volné frakce BMAA.
Obohacené vzorky uréené pro analyzu celkového obsahu BMAA nebyly pfipraveny
z ditvodu popsanych v Kap. 4.5.2. Pro kontrolu Cistoty piipravy vzorki, Cistoty chemikalii
a pristroje byla také provedena analyza slepého vzorku.

Vysledky spravnosti (vytéZznosti) a piesnosti (opakovatelnosti) metody jsou uvedeny
v Tab. 41 (obohacené vzorky Arthrospira) a v Tab. 42 (obohacené vzorky Nostoc commune).

Tab. 41: Spravnost (vytéZnost) a presnost (opakovatelnost) — vzorky Arthrospira.

Koncentracni Kritérium prijatelnosti Nalezena Experimentalne zjisténe
. y hodnoty
urovei , ” koncentrace - ”
[ g.l'l] Spravnost Presnost [pg.l'l] Spravnost Presnost
i [%] [%] [%] [%]
4,43
5,0 60 — 115 <21 4,15 88 54
4,62

Tab. 42: Spravnost (vytéznost) a piesnost (opakovatelnost) — vzorky Nostoc commune.

Koncentraéni Kritérium prijatelnosti Nalezena Experm;‘endtalne zjistene
uroven - " koncentrace - odnoty ,
[ 01.1] Spravnost Presnost [ug.l'l] Spravnost Presnost
He [%] [%] [%] [%]
4,59
5,0 60 — 115 <21 4,27 82 14,8
3,42
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Na zakladé vysledkti hodnoceni spravnosti a piesnosti obohacenych vzorka sinic
uvedenych v Tab. 41 (Artrospira) a Tab. 42 (Nostoc commune), bylo zjisténo, ze v zavislosti
na matrici vzorku se spravnost metody pohybuje v rozmezi 82 — 88 % a piesnost metody
VvV rozmezi 5,4 — 14,8 %. Hodnoty spravnosti a piesnosti byly opét vyssi, nez hodnoty zjisténé
analyzou kalibra¢nich roztokt, kde byla spravnost metody 100 % a pfesnost metody 1,4 %.

Zména hodnot téchto valida¢nich parametri byla pravdépodobné opét zplsobena
matrici vzorku obsahujici ¢etné mnozstvi interferujicich latek ovliviiujici i€innost ionizace,
a tim i vytéznost BMAA i d;-DAB. Nizs§i hodnoty spravnosti metody jsou ziejmé zptisobeny
vy$$i hodnotou vytéznosti vnitiniho standardu zjiSténou v rdmci testovani vytéZnosti
extrakce. V dusledku toho doslo ke snizeni hodnoty poméru ploch ST/VS, a tedy i ke sniZeni
vypoétené hodnoty koncentrace BMAA.

V ramci analyzy obohacenych vzorku sinic (analyza volné frakce BMAA) byla
splnéna uvedena kritéria ptijatelnosti pievzata z publikace Guidelines for Standard Method
Performance Requirements - Appendix F [41], ¢imZ bylo zaroven prokazano, ze vyvinuta
analyticka metoda ur¢ena pro stanoveni volného BMAA poskytuje vysledky s dostate¢nou

spravnosti a prenosti.

4.6.3 Mez detekce (MDL) a mez stanovitelnosti (MQL) metody

MDL a MQL obohacenych vzorkd rybni¢ni vody vramci SPE extrakce byly
vypocitany na zakladé poméru signalu ku Sumu (S/N), a to postupnym fedénim obohacenych
vzorkl rybni¢ni vody, které byly extrahovany dle optimalizovanych podminek SPE extrakce.

Zjisténé hodnoty S/N pro BMAA jsou uvedeny v Tab. 43.

Tab. 43: Zjisténé hodnoty poméru S/N.

Koncentrace [ng.I™]
Parametr | Opak.
50 100 200 400 600 800 1000
11 19 31 35 49 54
SIN [1] 2 5 13 16 25 48 57 55
5 12 16 22 45 43 65

V ramci SPE extrakce vzorkil rybni¢ni vody obohacenych nizkymi koncentracemi
BMAA bylo dosazeno hodnot MDL 50 ng.I™ a MQL 100 ng.I*. Tyto hodnoty jsou
v porovnani s DL 10 ng.I* aQL 40 ng.™ maximaln& jen o pil fadu vyssi, coz bylo

ocekavatelné s ohledem na dosazenou vytéznost extrakce a pritomnost koextrakti z matrice.
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V porovnani s pracemi [24] a [25] uvedenymi v Kap. 2.4.1, v nichZ bylo vyuZito stejné
analytické techniky jako v ramci této prace, bylo v této praci dosazeno vice nez 10X nizsi
MDL, a to i pfes nemoznost zakoncentrovani vzorku, neprovedeni derivatizace analytu a za
souCasné¢ho vyuziti stejné extrakéni metody, avSak S niz§im mnozstvim sorbentu v SPE
kolonce. V porovnani s praci [26], jeZ vyuzila stejné analytické a extrak¢éni techniky jako
v této praci (jedinym rozdilem je pouziti trojitého kvadrupdlu jako hmotnostniho detektoru),
bylo dosazeno 20x niz$i MQL. Avsak pfi porovnani s praci [9] bylo dosazeno pfiblizné
6x vyssi hodnoty MDL a 5x vyssi hodnoty MQL. Tato metoda byla ovSem provadéna za
zcela odlisnych analytickych, extrak¢nich i derivatiza¢nich podminek.

V ramci této prace by mohlo byt dosazeno vyrazné nizsich hodnot MDL a MQL za
predpokladu vyfeSeni problému se zakoncentrovanim analytu. Navrhy na feSeni tohoto

problému jsou uvedeny dale v Kap. 4.6.4.

4.6.4 Analyza realnych vzorki rybni¢ni vody

Vysledky dosazené vramci optimalizace SPE extrakce poukazuji, Ze za téchto
podminek nebylo mozné provést zakoncentrovani realného vzorku rybni¢ni vody s ohledem
na nizké hodnoty vytéznosti BMAA i d4-DAB, a to jiz pii relativné nizkych objemech.
Analyzou obohacenych vzorkii rybni¢ni vody bylo také prokézéno, ze spravnost metody
nespliiuje dané kritérium pfijatelnosti uvedené v publikaci Guidelines for Standard Method
Performance Requirements - Appendix F [41]. Pravdépodobnym divodem je niz$i vytéZnost
ds-DAB zjisténa v ramci optimalizace objemu vzorku V porovnani S vytéznosti ds-DAB
zjisténou V predchozich optimaliza¢nich krocich. Nizka vytéznost ds-DAB je ziejmé
zapfi¢inéna matricovymi vlivy. Z tohoto divodu tudiz nebyla provedena analyza realnych
vzorkt povrchovych vod.

Vyse uvedené problémy by mohly byt vyfeSeny na zakladé hodnoceni vlivil
matricovych efekti na vytéZnost extrakce BMAA 1 ds-DAB. Vzhledem ke ziejmé vyrazné
sorpci nezadoucich latek z matrice vzorku by bylo také vhodné vyzkouSet SPE kolonky
s vétsi sorpéni kapacitou. Dale by mohlo byt provedeno porovnani vytéZznosti extrakce pro
filtrovany a nefiltrovany vzorek vody za ucelem zjisténi, zda nerozpusténé pevné Castice
ptitomné v matrici vzorku také neovliviiuji vytéznost extrakce BMAA 1 ds-DAB.
V neposledni fad¢ by mohla byt upravena slozeni promyvacich roztokl za ucelem odstranéni
vétSitho mnoZstvi nezaddoucich latek, za danych extrakénim podminek taktéz sorbovanych,
které by mohly ovliviiovat u¢innost procesu ionizace.

V predchozim odstavci navrZzené postupy, které by mohly alesponi z ¢asti vyfesit dané

problémy, vSak uz nemohly byt z ¢asovych diivodli v rdmci této prace testovany.
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4.6.5 Analyza realnych vzorki sinic

V ramci analyzy obohacenych vzorkt sinic Arthrospira a Nostoc commune
(Kap. 4.6.2) byla také provedena analyza neobohacenych vzorku sinic, a to za ucelem
zjisténi, zda vySe jmenované sinice obsahuji volné BMAA. Pfiprava téchto vzorku je shrnuta
v Kap. 3.3.12. Analyza kazdého vzorku sinice byla provedena dle postupu uvedeného
v Kap. 4.5, a to ve tfech nezavislych opakovanich. Pro kontrolu Cistoty piipravy vzork,
Cistoty chemikalii a pfistroje byla rovnéz provedena analyza slepého vzorku. Vysledky

analyzy realnych vzorka sinic jsou uvedeny v Tab. 44.

Tab. 44: Vysledky analyz realnych vzorki sinic — Arthrospira a Nostoc commune.

Vzorek Arthrospira Nostoc commune
Opak. 1 Opak. 2 Opak. 3 Opak. 1 Opak. 2 Opak. 3
Koneentrace | i) | <mpL | <MDL | <MDL | <MDL | <MDL
[ng.mg"]

Analyzou reédlnych vzorkd sinic bylo zjisténo, Ze se mnozstvi volného BMAA ve
vzorcich Arthrospira a Nostoc commune pohybuje ve vSech piipadech pod mezi detekce

metody. Celkovy obsah BMAA nebyl stanoven z divodu jiz uvedenych v Kap. 4.5.2.
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5 ZAVER

V teoretické Casti této prace byly shrnuty zakladni informace o fyzikalné-chemickych
vlastnostech, vyskytu a toxicité¢ potenciadlniho neurotoxinu B-N-methylamino-L-alaninu
(BMAA). Dale byly popsany extrakcni techniky pouzivané pro izolaci a precisténi BMAA
z piirodnich vzorkl,, a to extrakce na tuhou fdzi a extrakce trichloroctovou kyselinou
s kyselou hydrolyzou vzorku. V zavéru této c¢asti byly porovnany analytické metody
zabyvajici se stanovenim neurotoxinu BMAA v rybni¢ni vod¢ a sinicich.

V ramci praktické ¢asti bylo nejprve provedeno ovéfeni vybranych podminek
hmotnostni detekce S ohledem na bakalarskou praci autora. Vzhledem ke komplexnosti
matric vzorkll bylo na zakladé¢ hmotnostnich spekter standardi provedeno rozsiteni MRM
pfechodt, a to za ucelem minimalizace faleSn€ pozitivnich vysledki. MRM ptechody byly
rozsiteny o prechody 119 — 76 a 119 — 73 m/z. Nasledn¢ bylo provedeno hodnoceni
elektrického napéti aplikovaného na F-Cockdch a S-Cockach a normalizované kolizni
energie. NejlepSich podminek bylo dosazeno pti elektrickém napéti na F-coc¢kach -9,0 V,
elektrickém napéti na S-Cockach 65 V a normalizované kolizni energie 22 %. Hodnota
normalizované kolizni energie byla pozdé€ji zvySena z divodu pozorovaného snizeni
uc¢innosti fragmentace na hodnotu 35 %.

Nasledné bylo provedeno testovani vhodnosti systému, v ramci né¢hoz byly hodnoceny
nasledujici parametry: rozliSeni, kapacitni faktor, separacni faktor, u¢innost kolony, faktor
symetrie, opakovatelnost nastfiku a reten¢niho Casu. V piipadé¢ vSech hodnocenych
parametri bylo dosazeno pfijatelnych hodnot spliujici kritéria pfijatelnosti, ¢imz byla
prokdzana zplsobilost pfistroje k provadéni zamyslenych analyz.

Poté byla provedena validace metody, vramci niz byly hodnoceny nasledujici
validacni parametry: linearita, pfesnost (vyjadiena jako opakovatelnost i jako mezilehla
presnost), spravnost (vyjadiena jako vytéznost), rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti.
Bylo zjisténo, ze analytickd metoda poskytuje vysledky s dostateCnou presnosti a spravnosti
v rozsahu koncentraci 0,1 — 5 pg.l™. Mez detekce, resp. mez stanovitelnosti vyjadiend na
zéklads poméru signalu BMAA ku $umu zékladni linie byla 10 ng.I™, resp. 40 ng.I™.

V dalsim kroku byla provedena optimalizace SPE extrakce. Optimalizovany byly tyto
parametry: pH vzorku, slozeni elu¢niho ¢inidla a objem vzorku k extrakci. NejlepSich
vysledkt bylo dosazeno pii pouziti vzorku o pH 1, elu¢niho ¢inidla sestavajiciho z 5 obj. %
NH4OH ve smési 80/20 obj. % MeOH/H,0 a pii objemu vzorku 1 ml.

Dale bylo provedeno testovani a optimalizace extrakce BMAA ze sinic
trichloroctovou kyselinou s kyselou hydrolyzou celkového vzorku. V ramci testovani

vytéznosti extrakce volného BMAA bylo dosazeno piijatelnych hodnoty vytéznosti, a to
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97,2 + 1,4 % (pro BMAA) a 108,8 £ 4,2 % (pro d4-DAB) v ptipadé sinice Arthrospiry
a 94,4 £ 21,6 % (resp. 106,1 = 2,9 %, v ptipad¢ nezahrnuti odlehlého vysledku) pro BMAA
a 114,0 = 4,0 % pro ds-DAB v piipad¢ sinice Nostoc commune. V ramci analyzy celkového
obsahu BMAA byla optimalizovana pouze koncentrace hydrolyzac¢niho ¢inidla kyseliny
chlorovodikové Vv rozmezi koncentraci 0,1 az 6 moll™. Dalsi parametry nebyly
optimalizovany, nebot’ bylo dosazeno nizkych vytéznosti obou slouc¢enin. Mimo jiné bylo
také dosazeno velmi nespolehlivych vysledkl, coz je indikovéano, jak velkym rozptylem
ziskanych vytéznosti (0 — 60 %), tak Sirokym rozmezim relativni smérodatné odchylky
(3,1 — 49 %). Z ¢asovych duvodu nebyla pii¢ina nespolehlivych vysledki zkoumana. Byla
vSak navrzena mozna feSeni problému.

Na zavér byla metoda testovdna na redlnych vzorcich, které byly obohaceny
pridavkem BMAA na koncentra¢ni urovni 5,0 pgl™. Vysledky spravnosti vyjadfené jako
vytéznost se pohybovaly v rozmezi 82 — 88 % pro sinice. V piipad¢ vod bylo dosazeno
hodnoty spravnosti 129 %. Vysledky piesnosti vyjadiené jako opakovatelnost poskytovaly
hodnoty v rozmezi 5,4 — 14,8 % pro sinice, zaroven pro rybni¢ni vodu bylo dosazeno
hodnoty 9,3 %. Mez detekce metody, resp. mez stanovitelnosti metody byla 50 ng.I™, resp.
100 ng.I™. V porovnani s diskutovanymi pracemi bylo v této praci dosazeno srovnatelnych &i
dokonce nizsich detek¢nich limitt, a to i vzhledem k uvedenym problémim a nemoznosti
zakoncentrovani vzorku rybni¢nich vod.

Vzhledem ke skuteCnosti, Zze vramci analyzy rybni¢nich vod nebylo dosazeno
ptijatelné hodnoty spravnosti, nebylo mozné vyuzit metodu pro zamyslené pouziti. V piipadé
analyzy volného BMAA bylo dosazeno pfijatelnych hodnot spravnosti a piesnosti, tudiz byla
provedena analyza dvou realnych vzorku sinic (Arthrospira a Nostoc commune). Analyzou
realnych vzorku sinic bylo zjisténo, Ze hodnoty koncentraci se pohybovaly pod mezi detekce
metody. Celkovy obsah BMAA nebylo mozné stanovit, a to vzhledem k problémum, které
nastaly béhem optimalizace extrakéniho procesu. Nicméné v ramci optimalizace bylo
zaznamenano malé mnozstvi detekovatelného BMAA, které nemohlo byt kvantifikovano
z ditvodu nespolehlivych vysledkli. Ackoli problémy, které se v pribéhu zpracovani této
prace vyskytly, nebyly z ¢asovych diivodi vyfeSeny, byla alespoil navrZzena mozna feSeni
téchto problému.

Dalsi prace by mohla byt tedy zaméfena na feSeni vySe uvedenych problémd, a to zejména
na hledani pfi¢iny nizké vytéznosti extrakce BMAA i d4-DAB pfi analyze povrchovych vod,
véetné hodnoceni matricovych vlivii. Dale by mohly byt studovany pii¢iny nizkych vytéznosti
extrakce BMAA i d;-DAB pti hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodikovou, aby bylo mozné

provést optimalizaci dalSich kroki tohoto extrakéniho postupu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A faktor symetrie

ACN acetonitril

AD Alzheimerova nemoc

ALS amyotroficka lateralni skler6za

AMPA receptor a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazolpropionova kyselina
AP automaticka pipeta

AQC 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat
BMAA B-N-methylamino-L-alanin

BP bakalafrska prace autora

CAMP cyklicky adenosin monofosfat

cc kubicky centimetr

CDER Centrum pro hodnoceni a vyzkum lé¢iv

CsTVS koncentrace standardu/vnitiniho standardu

DNS derivatiza¢ni ¢inidlo dansyl chlorid

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

GC plynova chromatografie

HCI kyselina chlorovodikova

HILIC hydrofilni interakéni chromatogratie

HLB hydrofilne-lipofilni sorbent

HPLC vysokoucinna kapalinové chromatografie

HRMS hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSeni

IDL instrumentalni mez detekce

IQL instrumentalni mez stanovitelnosti

IT iontova past

K kapacitni faktor

Kb rozdélovaci koeficient

LC kapalinova chromatografie

LC-FLD kapalinova chromatografie s fluorescencnim detektorem
LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

LC-MS/MS  kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

LLE extrakce typu kapalina-kapalina

m hmotnost

m/z pomér hmotnosti a ndboje

MCX silny kationtovy iontoméni¢ pracujici ve smiseném modu (tzv. mixed-mode)
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MDL mez detekce metody

MeOH metanol

MF mobilni faze

mGIuR5 metabotropni glutamatovy receptor

MP magisterska prace autora

MQL mez stanovitelnosti metody

M, relativni molekulova hmotnost

MRM typ skenu hmotnostniho detektoru (multi reaction monitoring)
MS? tandemova hmotnostni spektrometrie

N ucinnost kolony

NCE normalizovand kolizni energie (tj. kolizni energie vztazend ke standardu)
NMDA receptor N-methyl-D-aspartat

NS hodnota neuvedena

PD Parkinsonova nemoc

PEEK polyetherether keton

pK disocia¢ni konstanta

QC koeficient kvality

R rozliSeni

RCF relativni odsttediva sila

ROS reaktivni formy kysliku

RSD relativni smérodatna odchylka

S/N pomér signalu ku Sumu

SCX silny kationtovy iontoménic

SPE extrakce na tuhou fazi

SQ jednoduchy kvadrupol

SST testovani vhodnosti systému

ST standard -N-methylamino-L-alanin (analyt)
TCA kyselina trichloroctova

TIC celkovy iontovy proud

TQ trojity kvadrupol

UPR mechanismy odstranujici $patn¢ slozené proteiny
USP Iékopis Spojenych stati americkych

\Y/ objem

VS vnitini standard ds-diaminomaslena kyselina
VsTvs/ME objem standardu/vnitiniho standardu/mobilni faze
a separacni faktor
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8 PRILOHY

8.1 Priloha A

Tab. 45: Podrobngjsi popis jednotlivych krokit SPE extrakce bazickych analyti [22].

Faze Roztok Utel
Kondicionace 1 ml metanolu )
— — - Ptiprava kolonky k pouziti
Ekvilibrace 1 ml deionizované vody

Naneseni vzorku

1 ml obohaceného vzorku

Sorpce analytu na sorbent

(load) (v 0,21M HCI)
Promyti 1 Odstranéni proteinti a uzamceni
(wash 1) 1 ml0,IM HCI bazického analytu na sorbentu
Promyti 2 1 ml metanolu Odstranéni internujicich latek
(wash 2) zadrzenych hydrofobnimi interakcemi
Eluce 1 ml 5% NH,OH Deprotonizace funkénich skupin
(elute) v metanolu analytu

Tab. 46: Doporucené objemy pro jednotlivé kroky SPE extrakce - dle udani vyrobcem [23].

VelLi;(())sngyPE lcc 3cc 6 cc 12 cc 20 cc 35cc
Kondicionace 1ml 2mi 3mi 5ml 10 ml 50 ml
Ekvilibrace 1ml 2ml 3ml 5ml 10 ml 50 ml
Vzorek* 1ml 2mi 5mi 15 mi 30 ml 100 ml
Vzorek** 50 ml 200 ml 500 ml 1000 ml 2000 ml 5000 ml
Promyvani 1ml 2ml 4 mi 5ml 10 ml 40 ml
Eluce 1ml 2ml 4 mi 5ml 10 ml 60 ml

* Doporuéeny objem pro analyzu koncentrovaného vzorku za predpokladu fedéni 1:1.

** Doporuceny objem pro velkoobjemovou analyzu vody.

Tab. 47: Maximalni kapacita sorbentu a vhodny objem eluéniho ¢inidla - dle vyrobce [21].

Hmotnost sorbentu

2 mg* 5mg 10 mg 30 mg 60 mg
l\/il<ax1mgln1 60 — 400 0,15-1 0,35-2 1-5mg 210 mg
apacita ug mg mg
BéZny objem B B B B B
vzorku 10-375ul | 10-100 pul | 50 —=200 pul | 100 ul =1 ml | 200 pl —2 ml
Objem elu¢niho
Cinidla 25 ul <150 ul <250 ul >400 pl > 800 pl

* Dostupné pouze v 96 jamkovém provedeni.
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8.2 Priloha B

Tab. 48: Optimalizace elektrického napéti S-Cocek.

MRM piechod BMAA: 119 — 102

zavislost TIC na elektrickém napéti S-Cocky

MRM prechod ds-DAB: 123 — 105
zavislost TIC na elektrickém napéti S-Cocky

‘Adiusting 5-LENS RF Ampltude Adjusling &-LENS RF Ampliude
950000 460000
440000+
2000005
4200009
8500005
400000
sencacy 3800009
7500003 3600009
700000 3400004 ) A
320000+
5500003
300000
600000 »
280000
550000 260000
o e
2 £
500000 240000
220000+
450000
200000
400000
180000~
350000 160000-]
3000003 140000
2500005 1200005
100000
2000003
e0000]
1500005
60000+
1000003 . 40000
RARABARARA; ARRAR T RN AR RS ARRRS RARA T T AR RANS S e S A AL S5 MERE S AN AL S A
o 5 10 15 0 25 30 35 40 a5 50 55 &0 o 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Lens Potental () Lens Potental ()
Adiusting S-LENS RF Amplfude Adjustng S-LENS RF Ampitude
900000~
480000
8500004 460000
800000 440000
420000
750000
400000-]
700000 380000
360000 \
550000-]
340000
500000 - =¥ 3200003
550000 3000004
260000-]
© 500000 o
F F 260000
450000 240000
/ 2200003
400000
200000
3500003 4 180000
3000005 tennooy
140000 f
250000-]
120000
200000-] 100000-]
80000
150000~
60000
100000 40000
T T T T T T T TTTT T T T UL R RN R s R R RS R EE SRR AR ]
o s o150 045 058 e 0 5 10 1§ 20 25 30 35 40 45 50 55 8 10
Lens Potential (V) Lens Potential ()
Adiusting S-LENS RF Ampitude Adjusting S-LENS RF Ampiiude
580000
350000 560000
540000
800000 520000
500000
750000
480000
700000 460000
440000
650000- 420000-
400000
600000
380000
550000- 60000
340000
QSOGDDD g]ZEIEIDEI
300000
450000
280000
400000 260000
4 240000
350000 220000
200000
300000
y 180000
7
Ss0000 / 160000
140000
200000 120000
100000 y
150000
o 0000
+00000 60000 M/_/*/
i T T T T T T T T T Ty T T T 400003 - . : : . . . . . — . .
0 5§ 10 15 20 25 30 35 40 45 50 85 60 € 70 LA A A A A AU A A R AL A LARRRRA
Lens Potential () Lens Potential ()
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Tab. 49: Optimalizace elektrického napéti F-Cocek.

~ ~ .
MRM prechod BMAA: 119 — 102 MRM piechod d4-DAB: 123 — 105
zavislost TIC na elektrickém napéti F-Cocky | zavislost TIC na elektrickém napéti F-Cocky
“Adjusting Front Lens lustng Front Lens
600000-
350000
300000 ss0000
850000
s00000
800000
50000 450000-
700000
50000 400000-
500000
350000+
550000
560000 300000
450000
400000 250000
350000 200000-
o 300000 o
F 260000 F 150000
200000
100000-
150000
100000 50000 e T
50000 T
» o
-50000
50000
100000
-150000 =100000-
200000
~250000 ~150000
200000 200000
350000
400000 250000
R L B e e e e B R s B S A S S e 1
ERE "N " A A R A P S S G0 8 e 4 22 20 A8 B 4 42 -0 @ M
Lens Potentil () Lens Polential ()
usiing Froni Lans Ajustng FrontLens
550000
350000
%0000 500000
850000
800000 450000
750000
700000 400000
850000
350000
600000
550000 300000
s00000
450000 250000
460000
350000- 200000
300000
o 2 150000
250000
200000 100000
150000 e
100000 —/_v_’_}_,,/_f' 50000
50000 —
B 0
50000
50000
=100000:
-150000- ~100000
~200000
-250000 -150000
300000
350000 -200000
400000
~250000
LR B e B e A N R
RS R A A I R A A A R S PN A P P A A N A A A
Lens Potental () Lens Potential 4
diustng FrontLens Adjusting FrontLans
950000 550000
900000
850000 so0000
800000
450000
750000
700000 <woto0]
5500003
600000 350000
550000
300000
500000
450000 250000
s000003
350000 200000
300000 iy N \
o 2 150000
F 250000 \ F \
200000 +oono ]
150000 ‘GW
100000 — 50000 e
— —
s00003—" L
IE
0
500009
~100000
150000
-200000-
~250000
B e o B o LRSS N ] T T T T T T T T T T T T T 1
FARRPARLY ALY RS AL AR AR R 3 N T R A N R TN A P PR P S R
Lens Potentisl 1) Lens Potertial 0
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Tab. 50: Optimalizace normalizované kolizni energie.

MRM prechod BMAA: 119 — 102

zavislost intenzity na NCE

MRM piechod d4-DAB: 123 — 105

zavislost intenzity na NCE

Optimizing Collision Energy

Gptimzing Collision Energy

Collision Energy (%)

2600000 1900000
2400000 1800000
2300000
1700000
2200000
2100000 1600000 i
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1800000
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z,!]ﬂn[lﬂ[l s
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00000 200000
200000
1 |
100000 \\\,\ foo0o
o 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
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Oplimizing Collision Energy Oplimizing Collision Energy
2900000 2000000
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Tab. 51: Hmotnostni spektra BMAA pii NCE 22 % a 35 % - kalibra¢ni kiivka.
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8.3 Priloha C

RozliSeni je parametr popisujici separacni vykon celého chromatografického systému
ve vztahu k jednotlivym slozkam vzorku. Udava separa¢ni schopnost kolony [34,35].

Kapacitni faktor udava pomér mezi redukovanym retencnim ¢asem analytu a mrtvym
retenénim ¢asem, jenz odpovida elu¢ni dob¢ latek nezadrzenych ve stacionarni fazi [33,34].

Separacni faktor (téz selektivita) zavisi pouze na charakteru latek, typu a slozeni

mobilni faze a udava pomér mezi kapacitnimi faktory pikti separovanych latek [33].

Tab. 52: Vypocet parametri rozliSeni, kapacitniho faktoru a separac¢niho faktoru.

PARAMETR VYPOCET ZDROJE

., (tg)vs — (tg)sT
ROZLISENI R=2 33,34,46
Wsr + Wyg [ ]

, g — T
KAPACITNI FAKTOR K=— [33,34,47]
Q
v K t —t

SEPARACN{ FAKTOR o= Kvs _ (rdvs —to [33,34,47]

Ker  (tr)st—to

(tlys
(st

7 ST VS

Peak Height

Wst Wys

Obr. 31: Vyhodnoceni rozliseni, kapacitniho faktoru a separa¢niho faktoru [33].

nedostacujici dostadujici idealni
s=10 Rg=1.50 Rg=2.0

Obr. 32: Separace pikt podle hodnot rozliseni [34].
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Tab. 53: Vypocet t¢innosti kolony.

PARAMETR VYPOCET ZDROJE
2
. t
UCINNOST KOLONY N = 554 ( R ) [46,47]
Wh/2
Tab. 54: Vypocet opakovatelnosti nastiiku.
PARAMETR VYPOCET ZDROJE
_ 1N
Prameér X Xx= —Z Xj
n .
=1
n
o , 1 _ [34]
Vybérova smérodatna odchylka SD SD = I (x; — X)2
et
. SD
Relativni smérodatna odchylka RSD RSD =— .100
X

Faktor asymetrie je parametr udavajici symetrii piku, kdy se za idealnich okolnosti

piedpoklada, Ze se rozpusténa latka eluuje jako symetricky gausovsky pik [33].

Tab. 55: Vypocet parametru faktoru asymetrie.

PARAMETR VYPOCET ZDROJE
X+y
FAKTOR ASYMETRIE A= 5 [33,34,47]
X

detector response

peak height

jfe—¥

time

Obr. 33: Vyhodnoceni faktoru asymetrie [33].

81




Tab. 56: Piiklady asymetrickych pika [33,48].

Pik chvostujici (A > 1) Pik frontujici (A <1)
(a) (b}
¥ 3
(=4 =
:
g g
= =
a o
] ]
= -
Good Marginal Unacceptable
i
| |h| | :
| | |I I\
| | | | | I' \ 'I\ |
| | \
Jl__ J\ JA N S~
A= 1.0 1.2 1.5 2.0 3.0 4.0
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Tab. 57: Primarni data pro vypocet hodnoticich parametra SST.

Nastiik (tr)sT (tr)vs to Wsr Wys Wstr2 Wys
[min] [min] [min] [min] [min] [min] [min]
1 5,50 7,01 1,33 0,58 0,40 0,21 0,23
2 5,49 7,01 1,33 0,44 0,40 0,21 0,23
3 5,49 7,00 1,33 0,38 0,41 0,22 0,22
4 5,50 7,00 1,33 0,38 0,40 0,22 0,22
5 5,50 7,01 1,34 0,40 0,42 0,23 0,22
6 5,49 7,00 1,33 0,38 0,41 0,22 0,23
7 5,53 7,09 1,33 0,40 0,42 0,21 0,24
8 5,57 7,11 1,33 0,42 0,42 0,22 0,23
9 5,57 7,11 1,33 0,40 0,42 0,27 0,23
10 5,57 7,10 1,33 0,36 0,43 0,22 0,23
Prﬁ[rrr;e;;](tR) 552 | 7,04
S[r[:]f:;) 0,036 | 0,051
RS[E/)O(]tR) 0,647 | 0,721
Legenda:
(tr)sT retenéni ¢as BMAA
(tr)vs retenéni ¢as d,-DAB
to mrtvy retencni ¢as
Wsr Sitka piku BMAA v zakladné
Wys sitka piku d4-DAB v zékladné
Wst2 Sirka piku BMAA Vv poloviné jeho vysky
Wysp sitka piku d4-DAB V poloving jeho vysky
SD vybérova smérodatna odchylka
RSD relativni smérodatna odchylka
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Tab. 58: Primarni data pro vypocet opakovatelnosti nastfiku (v ramci SST).

. c=0,1 ug.l'1 c=10 ug.l‘1
Nastiik — T 1 1
Pst [counts.min™] | Pys[counts.min™] | Pst[counts.min™] | Pys[counts.min™]
1 1938 454784 19764 433935
2 1959 455929 19805 431861
3 1953 445062 19338 429712
4 1971 448544 19838 433737
5 1963 450395 19519 433337
6 1977 449210 19798 435769
7 1941 444641 19825 434638
8 1972 450624 19441 442616
Legenda:
Pst  plocha piku BMAA
Pvs  plocha piku d4,-DAB
Tab. 59: Primarni data pro vypocet faktoru symetrie (v ramci SST).
. X X A A
Nastik | mir ] ming i i
1 0,21 0,36 0,23 0,41 1,36 1,39
2 0,21 0,40 0,23 0,41 1,45 1,39
3 0,21 0,41 0,22 0,41 1,48 1,43
4 0,21 0,41 0,22 0,41 1,48 1,43
5 0,21 0,39 0,23 0,41 1,43 1,39
6 0,22 0,43 0,22 0,41 1,48 1,43
7 0,22 0,41 0,25 0,41 1,43 1,32
8 0,20 0,40 0,22 0,41 1,50 1,43
9 0,23 0,45 0,22 0,42 1,48 1,45
10 0,23 0,43 0,22 0,42 1,43 1,45
Legenda:

Xst  Sifka pfedni ¢asti piku BMAA v 5 % jeho vysky

yst  Sitka zadni ¢asti piku BMAA V 5 % jeho vysky

Xys  Sitka zadni ¢asti piku ds-DAB v 5 % jeho vysky

Yvs  Sitka zadni ¢asti piku ds-DAB v 5 % jeho vysky
Ast  faktor symetrie pro BMAA

Ays  faktor symetrie pro d,-DAB
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8.4 Priloha D

Tab. 60: Primarni data pro vypocet spravnosti a piesnosti (intra-day).

o | o | " | B | P | oot s | smuswsosr | sassvos
urovei roztoku

[ngI™] [ng1'] [counts.min™] | [counts.min™] [1] [ng.I"] [1] [%] [%]
Kl-a 0,115 1438 2243995 0,000641

1 K1l-b 0,10 0,122 1561 2239776 0,000697 0,118 0,0032 118,49 2,7
Kl-c 0,119 1513 2259917 0,000669
K2-a 0,220 3518 2255750 0,001560

2 K2-b 0,20 0,188 2858 2246128 0,001272 0,197 0,0205 98,47 10,4
K2-c 0,183 2838 2306426 0,001231
K3-a 0,430 7679 2265384 0,003390

3 K3-b 0,50 0,481 8775 2288721 0,003834 0,473 0,0400 94,65 8,5
K3-c¢c 0,509 9324 2285535 0,004079
K4 -a 0,723 13824 2323116 0,005950

4 K4 -b 0,75 0,769 14543 2291105 0,006348 0,736 0,0287 98,11 3,9
K4 -c 0,716 13666 2322279 0,005885
K5-a 0,993 19199 2310078 0,008311

5 K5-b 1,0 1,035 20091 2316303 0,008674 1,044 0,0549 104,35 53
K5-c¢ 1,102 21147 2283602 0,009261
K6 - a 1,891 38111 2359637 0,016151

6 K6 -b 2,0 2,024 40808 2356983 0,017314 1,977 0,0743 98,84 3,8
K6 - ¢ 2,015 40012 2321755 0,017233
K7 -a 5,174 104342 2327920 0,044822

7 K7-b 50 5,040 101084 2315758 0,043651 5,005 0,1884 100,10 3,8
K7-c¢ 4,802 96779 2327944 0,041573
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Tab. 61: Primarni data pro vypocet spravnosti a piesnosti (inter-day).

oo | Ot | TS | Ko | o | plene | pomcrpecy | primnt | 5| pnivnost | piessost
urovei roztoku

[ng1'] [ng.I?] [counts.min™] | [counts.min™] [1] [ng1?] [1] [%6] [%0]
K1-1.den 0,084 897 605560 0,00148

1 K1-2.den 0,10 0,083 1031 548635 0,00188 0,082 0,002 82,4 2,8
K1 - 14. den 0,080 527 408260 0,00129
K2 -1.den 0,176 1723 623891 0,00276

2 K2 2. den 0,20 0,216 1989 551368 0,00361 0,196 0,020 97,8 10,3
K2 —14 den 0,195 1192 438926 0,00272
K3 - 1. den 0,453 4215 634568 0,00664

3 K3 -2.den 0,50 0,589 4871 576188 0,00845 0,487 0,089 97,4 18,4
K3 —14. den 0,420 2720 493984 0,00551
K4 —1. den 0,734 6670 630986 0,10507

4 K4 - 2. den 0,75 0,841 6521 555537 0,01174 0,787 0,054 104,9 6,8
K4 —14. den 0,786 4779 475769 0,01004
K5 — 1. den 1,054 8793 584017 0,01506

5 K5 —2. den 1,0 0,925 6302 491623 0,01282 0,967 0,075 96,7 78
K5 — 14. den 0,924 5706 485504 0,01175
K6 — 1. den 2,079 17680 601107 0,02941

6 K6 — 2. den 2,0 1,866 13289 530226 0,02506 2,059 0,184 103,0 8,9
K6 — 14. den 2,232 11410 407758 0,02798
K7 —1. den 4,950 41347 594113 0,06959

7 K7 —2. den 50 5,069 35302 529272 0,06670 4,987 0,071 99,7 1,4
K7 —14. den 4,942 25231 409721 0,06158
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Tab. 62: Oc¢ekavana spravnost metody (vytéznost) jako funkce koncentrace analytu.

Spravnost [%0]

Analyt [%0] Pomér analytu Jednotky (resp. v§témost)
100 1 100 % 98 — 102
10 10" 10 % 98 — 102
1 10 1% 97 — 103
0,1 10 0,1 % 95— 105
0,01 10" 100 ppm (mg/kQg) 90 - 107
0,001 10” 10 ppm (mg/kg) 80 — 110
0,0001 10°® 1 ppm (mg/kQg) 80110
0,00001 10”7 100 ppb (ug/ke) 80— 110
0,000001 10° 10 ppb (ug/ke) 60 — 115
0,0000001 107 1 ppb (ng/kg) 40— 120

Pozn.: Tabulka pievzata z publikace [41] a upravena autorem.

Tab. 63: Oc¢ekavana piesnost metody (opakovatelnost) jako funkce koncentrace analytu.

Pi‘esnost [%0]

Analyt [%] Pomér analytu Jednotky (resp. opakovatelnost, RSD)
100 1 100 % 1,3
10 10" 10 % 1,9
1 10 1% 2,7
0,1 107 0,1 % 3,7
0,01 10" 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 10” 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10° 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 10”7 100 ppb (ng/ke) 15
0,000001 10° 10 ppb (ug/kg) 21
0,0000001 107 1 ppb (ng/kg) 30

Pozn.: Tabulka pievzata z publikace [41] a upravena autorem.

Obr. 34: Ilustrace exponencialniho naristu RSD se snizujici se koncentraci analytu [41].
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8.5 Priloha E

Tab. 64: Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce dle obecného postupu vyrobce.

colona | POCha BMAA VImest | Plocha di-DAB \;it_é;;l‘gt

[counts.min™] [%6] [counts.min™] [%]
SPE 1 123667 80,4 1243669 73,4
SPE 2 132386 86,1 1231376 72,7
SPE 3 120519 78,4 1100061 65,0
SPE 4 125275 81,4 1150946 68,0
SPE 5 124214 80,8 1215197 71,7
SPE 6 109293 71,1 1081527 63,9
SPE 7 121431 78,9 1139074 67,3
SPE 8 122472 79,6 1094801 64,6

Plocha zjisténd v referencnim vzorku byla:

153809 counts.min™ pro BMAA
1693659 counts.min™ pro d,-DAB
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Tab. 65: Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce v ramci optimalizace pH vzorku.

Plocha piku zji§téna v jednotlivych frakeich [counts.min™]

Obohaceny BMAA d,-DAB
roztok
L w E L W E

pH 1 <DL <DL 174262 <DL <DL 1667012
pH 2 <DL 18712 143221 <DL <DL 1233385
pH 3 <DL <QL 133562 <DL <DL 923635
pH 4 <DL <QL 114353 <DL <DL 726322
pH 5 <DL <DL 101761 <DL <DL 658740
pH 6 <DL <DL 102572 <DL <DL 295137
pH 7 <DL <DL 113797 <DL <DL 797720

Plocha zji$ténd v referen¢nim vzorku byla:
- 215599 counts.min™ pro BMAA
- 2201078 counts.min™ pro d,-DAB

Legenda:
L

W

E

<DL ...

<QL ..

frakce ziskana po naneseni vzorku

frakce ziskana po promyty obéma promyvacimi roztoky

frakce ziskana po eluci sloucenin

mensi nez mez detekce

mensi nez mez stanovitelnosti
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Tab. 66: Primarni data pro vypocet vytéznosti BMAA a ds-DAB ve frakcich.

(1. faze optimalizace slozeni elucniho Cinidla)

Plocha piku zji§téna v jednotlivych frakcich [counts.min™]
[[2 ;42 /: BMAA d:-DAB
L W El E2 L W El E2
1 <DL <DL 99793 30137 <QL 3925 19643 94606
3 <DL <DL 137569 5474 <QL 2242 1057505 | 86753
<DL <DL 122654 3800 <QL <QL 1159367 | 36865
10 <DL <DL | 163451 2895 <QL <QL | 1299170 | 14584
15 <QL <QL 148999 3471 <DL <QL 1113429 9263
20 <QL | <QL | 138156 | 3830 | <DL | <QL | 548026 | 8690

Plocha zjisténa v referencnim vzorku byla:
- 207562 counts.min™ pro BMAA
- 2047293 counts.min™ pro d,-DAB

Legenda:

L frakce ziskana po naneseni vzorku

w . frakce ziskana po promyty obéma promyvacimi roztoky
El .. frakce ziskana po prvni eluci

E2 .. frakce ziskana po druhé¢ eluci

<DL ... mensi neZ mez detekce

<QL ... mensi neZ mez stanovitelnosti
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Tab. 67: Primarni data pro vypocet vytéznosti BMAA a ds-DAB ve frakcich.

(2. faze optimalizace slozeni elu¢niho Cinidla)

Plocha piku zji§téna v jednotlivych frakcich [counts.min™]
MeOH/H.0 BMAA d:-DAB
[obj. %]
L W El E2 L W El E2

0/100 <QL <DL 139210 13310 14135 <QL 983768 52194
20/80 <DL <DL 134559 9157 17089 4161 1352570 | 62214
40/ 60 <DL <DL 137937 2362 22159 <QL 1178216 | 11194
60 /40 <DL <DL 146019 6330 12085 <QL 1151718 | 31341
80/20 <DL <DL 175490 1737 3483 <QL 1831685 | 13420
100/0 <DL <DL 161616 2595 3252 <QL 1359538 | 19261

Plocha zjisténa v referencnim vzorku byla:
- 225585 counts.min™ pro BMAA
- 2576714 counts.min™ pro d,-DAB

Legenda:

L frakce ziskana po naneseni vzorku

w . frakce ziskana po promyty obéma promyvacimi roztoky
E1l .. frakce ziskana po prvni eluci

E2 .. frakce ziskana po druhé¢ eluci

<DL ... mensi neZ mez detekce

<QL ... mensi neZ mez stanovitelnosti
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Tab. 68: Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce v ramci optimalizace objemu vzorku.

) Plocha piku zji§téna v jednotlivych frakcich [counts.min™]
Objem vzorku EVAA 4. DAB
[mi]
W1 W2 E W1 W2 E
1 <DL <DL 137099 <QL <QL 905798
3 <QL <QL 365826 7149 6289 843409
5 5131 3175 541452 67545 18130 370547
10 22307 7600 617230 54591 6258 218505
20 27029 7117 544572 27121 2566 62067
50 21794 8020 542586 12209 1295 23785
Plocha zji$ténd v referen¢nim vzorku byla:
- 225585 counts.min™ pro BMAA
- 2576714 counts.min™ pro d,-DAB
Legenda:
W1l .. frakce ziskana po promyty prvnim promyvacim roztokem
w2 .. frakce ziskana po promyty druhym promyvacim roztokem
E frakce ziskana po prvni eluci
<DL ... mensi nez mez detekce
<QL ... mensi neZ mez stanovitelnosti
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Tab. 69: Prehled postuptt SPE extrakce dle riznych publikaci.

PUBLIKACE [C1] [C2] [C3] [C4] [C5]
. 2 ml MeOH
Kondicionace 5 ml MeOH 5 ml MeOH 1 ml HCOOH (pH = 3) 5 ml MeOH 20 ml MeOH
) o, , 20 ml 100mM
Ekvilibrace 5 ml H,O 5 ml H,O 1 ml0,IM HCI > ml kysehnil citronova mravenc¢anového pufru
2 ml MeOH (pH=14) _
(pH =4)
Okyseleny vzorek 100 ml okyseleného

Naneseni vzorku

100 ml vzorku

500 ml vzorku

(mnozZstvi neuvedeno)

vzorku (pH = 4)

1000 ml vzorku

5 ml kyselina citrébnova

20 ml 2% HCOOH

Promyd e (PH = 4) s 15 % MeOH 20 ml MeOH
Eluce 6 ml 5% NH,OH 6 ml 6% NH,OH 3 ml 5% NH,OH v 5 ml 3% NH,OH v 20 ml 5% NH;OH
v MeOH v MeOH MeOH MeOH v MeOH/ACN (1:1)
Odpateni Nj(g), 50 °C Odpateni N»(Q) Odpateni Np(g), RT Odpateni N»(g)

Dalsi aprava

Derivatizace
Rekonstituce

Derivatizace
Rekonstituce

Odpateni Na(g), 40 °C
Rekonstituce

Derivatizace
Rekonstituce

Derivatizace,
Rekonstituce

Pozn.: RT = teplota mistnosti
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8.6 Priloha F

Tab. 70: Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce — volna frakce BMAA.

Plocha piku [counts.min™]

Typ vzorku BMAA d,-DAB
Vzorek 1 | Vzorek 2 | Vzorek 3 | Vzorek 1 | Vzorek2 | VVzorek 3
Arthrospira | 355626 | 348738 | 346521 | 1048871 | 2046672 | 1885309
Nostoc 300378 | 374658 | 283071 | 2063378 | 2131915 | 2025362
commune

Plocha v referenénim vzorku:

- 360506 counts.min™ (BMAA)
- 1802128 counts.min™ (d,-DAB)

Tab. 71: Navazky vzorku sinic — volna frakce BMAA

Navazka [mg]

Typ vzorku
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Arthrospira 2,21 1,97 2,43
Nostoc commune 2,51 2,27 2,23
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Tab. 83: Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce BMAA — optimalizace hydrolyzy.

Koncentrace kyseliny chlorovodikové [mol.I]

Obohaceny vzorek s
matrici 0,1 0,3 0,5 1 3 6
1 3973 3462 4515 1400 6100 9551
2 3330 1905 2753 2375 5705 | 10007
3 2539 1698 2323 2071 5708 | 10131
Obohaceny vzorek | 4,0, 8552 | 13804 | 13507 | 19654 | 23037
bez matrice
Neobohaceny vzorek | 688 1247 2142 2255 1134 721

Tab. 84: Primarni data pro vypocet vytéznosti extrakce d4-DAB — optimalizace hydrolyzy.

Obohaceny vzorek s

Koncentrace kyseliny chlorovodikové [mol.|™]

matrici 0,1 0,3 0,5 1 3 6
1 184103 0 0 0 138643 | 121059
2 423885 0 0 0 319032 | 342727
3 400376 0 0 0 354137 | 368399
Obohaceny vzorek | ,co/05 | 567014 | 701026 | 601637 | 800220 | 815233
bez matrice
Neobohaceny 0 0 0 0 0 0
vzorek

Plocha v referenénim vzorku: 30651 counts.min™ (BMAA), 710062 counts.min™ (d;-DAB)

Tab. 85: Navazky vzorki sinice (Arthrospira) — optimalizace kyselé hydrolyzy.

Obohaceny vzorek s

Koncentrace kyseliny chlorovodikové [mol.I™]

matrici 0,1 0,3 0,5 1 3 6
1 2,57mg | 236mg | 2,05mg | 2,25mg | 2,36 mg | 2,21 mg
2 237mg | 223mg | 2,72mg | 1,70mg | 2,14 mg | 2,56 mg
3 229mg | 262mg | 217mg | 1,70mg | 2,12mg | 2,05 mg
Ob‘ggcﬁ]‘;y;gggrek 1,60mg | 204mg | 2,08mg | 275mg | 2,24mg | 1,67 mg
Neobohaceny vzorek | 2,15mg | 2,35mg | 1,89mg | 2,24mg | 2,18 mg | 1,97 mg
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