Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich P¥irodové-
decka fakulta

Analyza metabolitii v pfirodnich povrchovych vo-
dach

Diplomova prace

Klara Pilsova

Skolitel; RNDr. Petr Simek, CSc.
Konzultant: Ing. Martin Moos, PhD.

Ceské Budgjovice 2018



Pilsova, K. (2018): Analyza metaboliti v pfirodnich povrchovych vodach [Metabolite Ana-
lysis in Natural Surface Waters. Mgr Thesis, in Czech] — 52 p, Faculty of Science, University
of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech Republic.

Anotace:

Pfirodni vody obsahuji Vv riizné mife rozpustény organicky uhlik (dissolved organic
matter, DOC), jehoz soucasti jsou mimo jiné metabolity, organické latky tvotici zéklad bu-
nécné latkové pfeméeny. Patii mezi né zejména aminokyseliny, cukry a organické kyseliny a ve
vodach se vyskytuji obvykle ve velmi nizkych koncentracich. Cilem této diplomové prace
bylo vypracovat metodu pro piimé stanoveni vybranych metabolitti V ptirodnich povrchovych
vodach pomoci techniky kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS). V dalsim kroku byla pro vybrané analyty provedena validace metody a stanovena jejich
koncentrace ve vzorcich regionalnich povrchovych fi¢nich vod. Aminokyseliny fenylalanin
a lysin pfedstavuji hlavni detekované metabolity s vyskytem v koncentraénim rozsahu 0,5 az

25 ng.ml™2.

Annotation:

Natural waters contain dissolved organic carbon (DOC) in various extent. It is com-
posed of metabolites, organic compounds involved in cellular metabolism. Amino acids, sug-
ars and organic acid are the main representatives that occur at very low concentrations in these
waters. The main goal of the thesis was to develop a method for direct determination of se-
lected metabolites in natural fresh surface waters by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS). For the selected metabolites, the method was validated. In the next
step their concentration was determined in water samples obtained from the regional surface
waters. Amino acids phenylalanine and lysine represent major detected metabolites that were

observed in the concentration range between 0.5 and 25 ng.ml™,
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Piirodni povrchové vody

Ptirodni sladké povrchové vody piedstavuji bohaty rezervoar rozpusténych anorganic-
kych a organickych latek. V riznych koncentracich je v nich rozpusténo mnoho riznych latek
anorganickych (vice nez 10 mg.I"t u makrokomponent, méné nez 1 mg.I* u mikrokomponent).
Mimo hlavni kationty (Na*, K*, Ca?*, Mg?"), anionty (CI-, SO4*, HCOs") a hydratovany oxid
kiemicity lze ve vod¢ najit prakticky vSechny prvky z periodické soustavy. Vyznamnou roli
v oxidac¢né-redukénich vlastnostech vody hraji rizné iontové formy kovi, zejména hliniku,
zeleza nebo manganu. Vyznamnou slozkou povrchovych vod je rozpustény organicky uhlik
(DOC) ptevazné ve formeé nejriznéjsich organickych sloucenin nezbytnych pro Zivot vodnich
organismu. Povrch vodnich ekosystémt je obklopen atmosférou, proto jsou jejich nedilnou
soucasti plyny z atmosféry (N2, Oz, CO2). Rozpustnost téchto plynti je ddna Henryho konstan-
tou a slozenim vody. V ptipad¢ reagujicich plynii (CO3), je obsah ovlivnén i hydrata¢ni kon-
stantou.

Organické latky vyznamné ovliviuji fyzikalné-chemické, biologické i hygienické
vlastnosti vody a jsou piirodniho i antropogenniho ptivodu. Jejich molekulova hmotnost se
pohybuje v zavislosti na zastoupeni prvki od jednotek po miliony daltond (naptiklad humi-
nové latky) (Vanloon, Duffy, 2011).

Podrobné sledovanou skupinou latek vznikajicich lidskou ¢innosti piedstavuji dnes
vsudyptitomné polutanty, jejichz vyskyt je podrobné sledovan. Patii mezi n¢ zejména chloro-
vané latky, polycyklické aromatické uhlovodiky nebo pesticidy, které maji ¢asto toxické, kar-
cinogenni ¢i mutagenni U¢inky.

Hlavni slozku povrchovych vod v8ak reprezentuji huminové latky, mimotadné slozité
sme¢si latek s nedefinovanym slozenim a s celou skalou funkénich skupin (naptiklad karboxy-
lova, hydroxylova). Charakteristickou vlastnosti huminovych latek je také jejich aromaticita,
ktera se podili na jejich absorbanci ve viditelné ¢asti elektromagnetického spektra. Jejich roz-
pustna frakce zahrnuje huminové a fulvonové kyseliny. Predpoklada se, ze huminové latky
vznikaji kombinaci degradacnich a syntetickych biochemickych pochodli mikroorganismu
v ptidé (allochtonni ptvod), nebo ve vlastnim vodnim télese (autochtonni ptivod), pficemz

jednim z hlavnich prekurzort je lignin (Brezonik, Arnold, 2011).



Nemén¢ vyznamnou soucasti rozpusténého organického uhliku v pfirodnich vodach
jsou nizkomolekularni organické latky, zeyména produkty bunééného metabolismu. Hlavni
zastupce predstavuji aminokyseliny, monosacharidy a disacharidy, nizkomolekularni orga-
nické kyseliny a mnohé dalsi (napf. glutathion, pyruvat). Koncentrace téchto metaboliti je
v piirodnich vodach obvykle velmi nizk4, pohybuje se obvykle v #adu nmol.I* (Panagiotopou-
lus, Sempéré, 2005). Tyto metabolity jsou do vod vylu¢ovany a znovu piijimany bunéénymi
vodnimi organismy. O vyskytu, cirkulaci a osudu metabolitli v pfirodnich vodéach je vSak do-
sud velmi malo poznatkil, protoze stanoveni téchto velmi polarnich latek bylo dosud velice

pracné a zdlouhavé.

1.2 Analytické metody pouZivané pro stanoveni sloZeni piirodnich vod

Pti urCovani slozeni vod se provadi casto nejprve skupinova stanoveni, mezi néz patii
naptiklad méteni neutralizacni kapacity vody, komplexacni kapacity, tvrdosti vody a dalsi.
Diilezity je téz obsah kovil a polokovi, které se ve vod€ vyskytuji Vv rozpusténé forme jako
ionty, nebo Castéji existuji ve form¢ komplexti s anorganickymi i1 organickymi ligandy. Kovy
mohou byt také sorbovany v sedimentu, odkud se za urcitych podminek rozpousti zpét do
vodniho prostedi v zavislosti na fyzikaln¢-chemickych vlastnostech vody. Vétsina kovl ve
vodé podléha hydrolyze, pti niz vznikaji malo rozpustné hydratované oxidy.

Koncentraci kovil 1 nekovovych prvki ve vodé¢ Ize stanovit pomoci rtiznych analytic-
kych metod. Ke stanoveni obsahu vapniku nebo hoi¢iku se ¢asto vyuziva atomova absorp¢ni
spektrometrie. Diky tvorbé barevnych komplexi Ize nekteré kovy stanovit spektrofotome-
tricky. Pfi rutinnich analyzach nizkych koncentraci nékterych prvki lze s vyhodou vyuzit
hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem. Ke stanoveni sirant a sifi¢itant lze
vyuzit klasickych oxidaéné-redukénich, acidobazickych a srazecich titra¢nich metod (Pitter,
2009).

Jednotlivé prvky se ve vodé obvykle nevyskytuji vjedné formé. Z toho ditvodu
se uvadi takzvana celkova koncentrace daného prvku, kterd zahrnuje organické i anorganickeé
formy v ionizované i neionizované podobé. Casto se rozliuje rozpusténa a nerozpusténa
frakce, pficemz hranice je dana arbitrarng, obvykle vsak filtrem o velikosti 0,4 um (Brezonik
Arnold, 2011; Vanloon, Duffy, 2011).

Celkovy obsah organickych latek ve vodé lze vyjadrit jako chemickou spotiebu kys-
liku dichromanem (CHSK-Cr) pfipadné manganistanem draselnym (CHSK-Mn). Tato hod-



nota udava obsah latek, oxidovatelnych danym chemickym oxidantem. Déle se vyuziva sta-
noveni biochemické spotieby kysliku (BSK). Pomoci BSK Ize stanovit obsah latek, které
ve vode prispivaji ke spotiebé rozpusténého kysliku, mimo organickych latek jsou to naptiklad
redukované formy kovil. K odhadnuti obsahu organickych latek Ize také vyuzit jejich termické
prevedeni na CO2, jehoz koncentrace je stanovena infracervenou spektroskopii (Vanloon,
Duffy, 2011). Udava se tak mnozstvi celkového (TOC) a rozpusténého (DOC) organického
uhliku.

Fyzikalné-chemické vlastnosti nékterych skupin organickych latek 1ze vyuzit k jejich
charakterizaci. Naptiklad absorbance elektromagnetického zateni pii vinové délce 254 nm ko-
reluje s obsahem aromatickych latek. Také je mozné vyuzit chromatografickych metod s in-
fracervenym detektorem pro stanoveni nepolarnich extrahovatelnych latek. Z hygienického
hlediska je vyznamné sledovat obsah halogenovanych uhlovodikt, fenolt, polyfenoli a dal-
Sich nebezpecnych/potencialné nebezpecnych latek. Pro jejich sledovani se dnes preferuje ka-
palinova a plynova chromatografie ve spojeni s riznymi detektory (spektrofotometricky de-
tektor — polycyklické aromatické uhlovodiky, hmotnostni detektor — triazinové pesticidy, de-
tektor elektronového zachytu — polychlorované bifenyly). U vybrané skupiny latek se obvykle
pfi stanovovani postupuje podle piislusnych norem. Napiiklad podle normy CSN ISO 28540
(757556) se postupuje pii méteni koncentrace 16 polycyklickych aromatickych uhlovodiki ve
vodé pomoci plynové chromatografie spojené s hmotnostné spektrometrickou detekci (Pitter,
2009; Horakova, 2000).

Stanoveni pfesné koncentrace nizkomolekularnich organickych latek ve vodach je bez
ptedchozi prekoncentrace, ¢i derivatizace znacné komplikované. Pouze nékolik malo analy-
tickych metod umoziiuje jejich kvantifikace v f4du nmol.I%, jsou to napiiklad aniontové chro-
matografie s amperometrickou detekci (Mopper a kol., 1992) nebo iontoméni¢ova chromato-
grafie spojend s hmotnostni spektrometrii (Horidk, Penthaler, 2014). Pti vyvoji novych metod
pro stanoveni obsahu riiznych organickych latek v pfirodnich vodach je vhodné vyuZit
zejména kapalinovou chromatografii kombinovanou s hmotnostnim spektrometrem (LC/MS)
(Bacerra-Castro, 2013; Bajad a kol., 2006).

Studiem metabolitt produkovanych organismy do vodniho prostiedi se zabyva nova
oblast vyzkumu metabolomu vody, tedy kompletniho souboru zastoupenych metabolitt, které
otevira cestu k novym poznatkiim o probihajicich biologickych a chemickych déjich v ptirod-
nich vodach. Pro studium ,,metabolomu vody* je vhodnd kombinace kapalinové chromatogra-
fie s HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie) separaci a tandemové hmotnostni spektro-

metrie s trojitym kvadrupolem jako hmotnostnim analyzatorem (Bajad a kol., 2006).



1.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie je analyticka technika vyuzivana k separaci, identifikaci a kvantifikaci
slozek smési na zakladé rtizné distribuce analytd mezi mobilni (MF) a stacionarni (SF) fazi.
Mobilni fazi v kapalinové chromatografii je kapalina, stacionarni fazi je bud’ tuha latka nebo
kapalina umisténa na tuhém nosi¢i. Separace latek probiha v chromatografické koloné.
V dnesni dob¢ se nejcastéji vyuziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography; LC — Liquid Chromatography), kdy je mobilni faze do
systému piivadéna pomoci vysokotlakého Cerpadla.

Pii déleni latek dochazi k opakovanému ustanovovani rovnovahy mezi mobilni a sta-
cionarni fazi na zaklad¢ distribu¢niho koeficientu (1). Separace slozek je ovlivnéna fyzikalné
chemickymi vlastnostmi mobilni i stacionarni faze. Pii déleni latek podobnych vlastnosti je
sloZzeni mobilni faze v priabehu analyzy konstantni (izokraticka eluce), v opacném piipade je
nutné pouzivat mobilni fazi o zvysSujici se eluni sile (gradientova eluce), aby se zkratila doba

analyzy.

k=2 (1)

nmMFr
k — kapacitni pomer [1]
Nsk - latkové mnozstvi slouceniny ve stacionarni fazi [mol]

Nmr - latkove mnozstvi slouceniny v mobilni fazi [mol]

Dle polarity stacionarni faze se kapalinova chromatografie déli na chromatografii s
normalni fazi a chromatografii s reverzni fazi. Pfi pouZivani normalni faze je stacionarni faze
(SF) polarngjsi nez faze mobilni (MF) (napt. SF-silikagel a MF-heptan, pentan, chloroform).
Naopak reverzni faze vyuziva méné polarnich stacionarnich fazi ve srovnani s fazemi mobil-
nimi. Nejcastéji je to C18 (oktadecylovy uhlikovy fetézec) vazany na silikagel jako SF a po-
larni rozpoustédlo: voda, acetonitril ¢i methanol, jako MF.

Dalsim typem kapalinové chromatografie je, hydrofilni interakéni kapalinova chroma-
tografie (HILIC) (Alpert, 1990), ktera je zajimava tim, Ze je vhodna pro déleni latek polarné;-
Siho charakteru (cukry, organické kyseliny, aminokyseliny, atd.). HILIC chromatografie kom-
binuje hlavni pfednosti chromatografie na reverzni fazi (pouziti polarnich rozpoustédel jako
mobilni faze, obvykle s ptidavkem pufru) s vyhodami chromatografie na normalni fazi (lepsi
separace polarnich latek pouzitim stacionarnich fazi naptiklad diolovych, silikagelovych ¢i

zwitterionovych (obrazek ¢. 1). Mechanismus separace na HILIC koloné neni doposud jesté



detailné objasnén, pravdépodobné se ale jedné o vytvoreni rovnovahy mezi hydrofobni ¢asti
mobilni faze a hydrofilni vrstvou vody, ktera je navazéna na povrchu polarni stacionarni faze
(Novakova, Dousa, 2013) (obrazek ¢. 2). V kontrastu s reverzni fazi dochazi k eluci nejprve
latek hydrofobnich a se zvySujicim se gradientem polarni mobilni faze (obvykle vody) se elu-
uji latky hydrofilngjsi (Cubbon a kol., 2007). Dalsi vyhodou je vysoky obsah organickych
¢inidel podporujici ionizaci v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru (elektrosprej)
(Buszewski, Noga, 2012).
HILIC

Nepolarni mobilni faze

Polarni (vodna) mobilni faze

Polar
Polarni Vrstva vody
HILIC, hydrofilni faze HILIC, hydrofilni faze
Retence Eluce
Reverzni faze

Polarni (vodnd) mobilni faze Nepolarni mobilnf faze

Nepolarni

Nepolarni

Revezni faze (hydrofobni) Reverzni faze (hydrofobni)

Retence Eluce

Obrazek ¢. 1: Porovnani hydrofilni interakéni chromatografie a chromatografie na re-
verzni fazi. [Upraveno dle: http://www.restek.com/Technical-Resources/Technical-Lib-
rary/General-Interest/general_GNAR2716-UNV, dostupné online 17. 9. 2018.]
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Obrazek ¢. 2: Princip HILIC metody. [Upraveno dle: http://quimica.udea.edu.co/ ~carlo-
pez/cromatohplc/ hilic.html, dostupné online 17. 9. 2018.]

Pti vyvoji nové analytické metody se optimalizuji nékteré parametry separace tak, aby
bylo dosazeno idealniho rozliSeni a symetrie pikli v co nejkratsim Case. Piky ziskané z chro-
matografické separace by mély byt v idedlnim ptipad¢ selektivni (jeden pik by mél byt tvoien
jen jednim analytem), symetrické a uzké (Sitka piku je ovlivnéna uc¢innosti separace, ktera je
dana poctem teoretickych pater kolony n (2), rychlosti toku mobilni faze a teplotou) (Nova-

kova, Dousa, 2013).

n = 5,54 ( i )2 )

Wi/2
N — pocet teoretickych pater chromatografické kolony [1]
tr — retencni cas [min]

Wi — Sirka piku slouceniny v poloviné jeho vysky [min]

Rozliseni, nebo také mira relativni separace, R 12 dvou analytti udava rozdil jejich re-
ten¢nich ¢asti déleny primérnou hodnotou Sitky piki (3). Mira rozliseni je ovlivnéna uc¢innosti
kolony a selektivitou SF vi¢i analytim. RozliSeni Ize tedy ovlivnit zvySenim poctu teoretic-
kych pater kolony (teoretické patro kolony je teoreticka vyska kolony, na niz dojde k jednomu

ustanoveni rovnovahy mezi SF a MF) sniZzenim rychlosti pratoku mobilni fdze, pouzitim delsi



kolony nebo kolony s ¢asticemi naplné s mensim primérem, nebo také zménou slozeni mo-
bilni faze ¢i pouzitim jiné stacionarni faze. Za idealni hodnotu rozliSeni se povazuje R1,,=1,5-
2 (Novakova, Dousa, 2013; Cesky 1ékopis, 1997).

_ _tra—trpa
iz = w2 @)

O kvalité provedené analyzy také vypovida symetrie ziskanych pikii. Ta je matema-
ticky popsana faktorem asymetrie As (4) (kde Wo.os je $itka piku v jedné dvaceting jeho vysky
a d vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvace-
tin€ jeho vysky). Jeho hodnota by se m¢la idealné pohybovat v rozmezi 0,8-1,5 a tvar piku by
m¢él pfipominat Gaussovu kifivku (Novakova, Dousa, 2013; Cesk}'/ 1€ékopis, 1997).

W,
As = _2025 (4)

Proces chromatografické separace je po rozdéleni slou¢enin vzorku na koloné zakon-
¢en detekci separovanych latek. Pro svou univerzalnost a relativni jednoduchost byl difive
nejpouzivanéjsim detektorem spektrofotometr s UV/VIS detekci. Mezi dalsi detektory vyuzi-
vajicich pro detekci a kvantifikaci analyzovanych latek jejich rtizné fyzikalné-chemické vlast-
nosti patii naptiklad fluorescencni, vodivostni nebo elektrochemicky detektor. V poslednich
nékolika desetiletich se v§ak dava prednost detektoru hmotnostnimu (MS — hmotnostni spek-
trometr). | ptes jeho relativné vysokou potizovaci i provozni cenu je detektorem nejuniverzal-
néjSim. Mezi jeho dalsi pfednosti patii vysoka citlivost (nezbytna pti stopovych analyzach)
a linearni odezva pies nékolik koncentra¢nich fadu (2 az 5 tadu). V pripadé hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozlisenim také moznost ur¢eni sumarniho vzorce neznamé slouce-
niny. Kombinace technik LC a MS je zvlasté vyhodna pfi analyze komplexnich smési, protoze
hmotnostni detektor je schopen identifikovat a potvrdit analyt nejen na zakladé odezvy pfi
uréitém retenénim Case, ale i na zakladé hmotnosti analytu (Hoffmann, Stroobant, 2007,
Bajad, 2006).

1.4 Hmotnostni spektrometrie

Jak jiz bylo fe¢eno vyse, kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci
se béhem poslednich desetileti stala metodou primarni volby ve vét$in¢ analytickych labora-
tofi. Nezastupitelnou roli hraje také v metabolomice (Yan, 2015), proteomice (Aebersold,
Mann, 2003), organické syntéze (Biemann, 1962) a genomice (Mohammed et al., 2016). Diky
své univerzalnosti je MS tedy vhodny pro detekci témét jakékoliv ionizovatelné latky jak pii
cilenych (stanoveni pouze vybranych latek), tak i necilenych (screening v§ech stanovitelnych

sloucenin) analyzach.



Hmotnostni spektrometr (obrazek €. 3) se sklada z iontového zdroje, jednoho ptipadné
vice hmotnostnich analyzatoru a detektoru. Iontovy zdroj ptevadi neutralni molekuly na nabité
Castice. Nejcastéjsi iontové zdroje pouzivané Ve Spojeni s kapalinovou chromatografii jsou
elektrosprej (ESI - electrospray ionization, obrazek ¢. 4) a chemicka ionizace za atmosféric-
kého tlaku (APCI - atmospheric pressure chemical ionization, obrazek ¢. 5). Jsou to takzvané
mékké ionizaéni techniky, kdy nedochazi k rozsahlejsi fragmentaci v pribéhu ionizace a vzni-
kaji pfevazné ionty [M+H]", nebo [M-H], tedy protonovana ¢i deprotonovana vychozi mole-
kula. Polarita a tvorba konkrétnich iontd je pak dana potencidlem vlozenym na kapilaru pfi-
padné¢ ionizacni jehlu iontového zdroje. U elektrospreje je vlozeno vysoké napéti na kapilaru,
kterou je piivadén rozpustény analyt, nasledné dochéazi ke zmlzeni a povrchovému nabiti ka-
picek mobilni faze. V dusledku vysoké teploty v prostiedi iontového zdroje dochazi k odpa-
fovani MF, které vede ke koncentraci povrchového naboje. Pii piekroceni kritické hodnoty
povrchového napéti dojde k tzv. coulombické explozi kapky. Tento proces se nékolikrat opa-
Kuje, az postupné vznikaji z molekul analytd jednotlivé ionty. V pfipadé chemické ionizace za
atmosférického tlaku je pfivadény vzorek zmlzen v prostoru iontového zdroje. Koronovym
vybojem jsou nejprve ionizovany molekuly mobilni faze, které nasledné predavaji sviij naboj
molekuldm analytli. Volba ioniza¢ni techniky se fidi podle fyzikaln€¢ chemickych vlastnosti
analytu a slozeni mobilni faze. ESI ionizace se pouziva pfi analyze stiedné polarnich az ion-
tovych sloucenin, neni vhodna pro bezvodé MF. Pro analyzu malo az stiedné polarnich slou-

¢enin je vhodnéjsi zvolit APCI (Holc¢apek, Jandera, 1998).
|
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Obrazek ¢. 3: Schematické znazornéni hmotnostniho spektrometru. [Dostupné on-

line: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/JVATE.htm, dne 29. 11. 2018]
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Obrazek ¢. 4: Schematické znazornéni ionizace elektrosprejem. [Upraveno dle:
http://quimica.udea.edu.co/~carlopez/cromatohplc/hplc-ms.html, dostupné online 29. 11.
2018]
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Obrazek ¢. 5: Schematické znazornéni chemické ionizace za atmosférického
tlaku. [Upraveno dle: http://quimica.udea.edu.co/~carlopez/cromatohplc/hplc-ms.html, do-
stupné online 29. 11. 2018]



Ionizované molekuly pokracuji dale do vlastniho analyzatoru, ktery je jddrem celého
hmotnostniho spektrometru. Principem analyzatoru je rozdé€leni ionta dle jejich m/z za vyso-
kého vakua.

Vybér hmotnostniho analyzatoru je dan poZadavky kladenymi na métfeni zkoumanych
organickych latek.. V ptipad¢, Ze je pozadovano vysoké rozliseni, tedy schopnost rozlisit dva
analyty o podobné m/z, je mozné zvolit orbitrap ¢i TOF (piipadn¢ ICR). Tyto analyzatory
poskytuji informaci o piesné hmot¢ hledané slouceniny (az do ¢tvrtého desetinného mista)
a lze tak urc¢it sumarni vzorec (Pleil, Isaac, 2016). Nevyhodou orbitrapu a ICR je nizka skeno-
vaci rychlost (rychlost akvizice hmotnostniho spektra). Mezi analyzatory s vysokou skenovaci
rychlosti patfi iontové pasti a kvadrupoly. Ty fadime mezi nizkorozliSovaci hmotnostni spek-
trometry, u nichz je presnost ur¢eni hmoty Vv fadu jednotek Da. Hmotnostni analyzatory lze
také kombinovat (tzv. hybridni pfistroje) a vyuzivat pfednosti tandemové hmotnostni spektro-
metrie. Ta umoznuje rozsahlejsi fragmentaci iontti po narazu molekul kolizniho plynu (ob-
vykle N2, He, Hz) a umoziuje piesnou identifikaci a charakterizaci ve srovnani s jednoduchou
tradi¢ni analyzou. Takova metoda je vyhodna prave v analyze slozitych matric a komplexnich
vzorku (Gros a kol., 2006).

Ionty separované v hmotnostnim analyzatoru jsou nakonec ptivedeny na detektor. Tim
mize byt nejbéznéjsi elektronovy nasobi¢, fotonasobi¢ ¢i Faradayova klec. Detektor dopadu
iontl generuje signal a ziskava se informace o relativni intenzité iontl, ktera roste s koncen-
traci analytu (Hoffmann, Stroobant, 2007; Gross, 2004).

Zakladni informaci o celkovém priabéhu chromatografické separace v zavislosti na sig-
nalu detekovanych iont poskytuje tzv. celkovy iontovy proud (TIC — total ion current). Pro
zvyseni citlivosti detekce vybraného iontu pfi cilené analyze lze provést selektivni zdznam
vybraného iontu (SIM — single ion monitoring). Pii tandemové hmotnostni spektrometrii mo-
hou byt pfedmétem zajmu produkty vznikajici z dané molekuly po srazce s koliznim plynem
(sken produktovych iontit). Pokud nés zajimaji vSechny prekurzory, ze kterych vznika urcity
fragmentovy ion, provadi se sken prekurzorovych iontd. Také mohou byt monitorovany ionty,
ze kterych je pii vzniku produktového iontu odstépena ¢ast o urcité hmotnosti (sken neutral-
nich ztrat). Za ucelem ziskani vysoké citlivosti a selektivity tandemovych analyzatort se pro-
vadi zaznam jedné/vice reakci (SRM/MRM - single reaction monitoring/ multiple reaction
monitoring), kdy se sleduje specificka fragmentaéni reakce vybraného iontu (Hoffmann, Stro-
obant, 2007; Novakova, Dousa, 2013).
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1.5 QQqQ - Trojity kvadrupdl a jeho vyuZiti ve stopové analyze

1.5.1 Kvadrupélovy hmotnostni analyzator

Jednoduchy kvadrupdl je i ptes pomérné nizké rozliseni (jednotky Da), hojné vyuziva-
nym hmotnostnim analyzatorem, piedevsim diky jeho jednoduchosti a cenové dostupnosti. Ve
srovnani s dal§imi druhy analyzatort je kvadrupdl oblibeny, protoze umoziuje rychlé skeno-
vani. | pfes to, ze poskytuje omezené mnozstvi informaci, je ve spojeni s kapalinovou chro-
matografii ¢asto dostacujici pro kvantitativni a kvalitativni analyzy (Katta a kol., 1991).

Jednoduchy kvadrupol (obrazek €. 6) tvoii Ctyfi tyCové paralelné uspotadané elek-
trody, na které je vkladano kladné a zaporné stejnosmérné napéti. Mezi ty¢emi kvadrupolu
vzniké oscilujici elektrické pole, které selektivné stabilizuje urcité ionty v zavislosti na jejich
poméru hmotnosti a naboje (m/z). Zménou hodnot napéti 1ze selektivné skenovat ionty s riz-
nym m/z. V jednom okamziku je kvadrupdlovy analyzator schopen detekovat pouze ion S ur-
¢itou hodnotou m/z. Kvadrupél tedy funguje jako hmotnostni filtr (Hoffmann, Stroobant,
2007).

cesta

cesta vybraného iontu

ostatnich iontd

/ detektor
urychlovaci
elektrody \‘ s
}HJHMadrupm

vzorek

tzdn::q iontd

Obrazek ¢. 6: Schéma jednoduchého kvadrupélu. [Dostupné online: http:/
/ksicht.natur.cuni.cz/serialy/detektivni-chemie/2 dne 17. 9. 2018.]

I pies vysokou skenovaci rychlost se jednoduchy kvadrup6l v ptipadé stopovych a ul-

trastopovych analyz komplexnich vzorka v podstaté nepouziva, a to z divodu nizké citlivosti

a selektivity (Lu a kol., 2008). Tento nedostatek 1ze pii metabolomickych analyzach odstranit

11



napiiklad pouzitim trojitého kvadrupdlu (QQQ). QqQ ma vyrazné nizsi meze detekce i stano-
vitelnosti a to aZ o n€kolik fadu, také se zvysi selektivita analyzy stanovovanych latek (Kérr-
man a kol., 2005; Lu a kol., 2008). Trojity kvadrupol je tedy nedocenitelnym pomocnikem pro
svou schopnost stanovit i stopova mnozstvi hledanych latek v komplexnich matricich - napfi-
klad ptirodnich vodach a také biologickych vzorcich (Patti a kol., 2012; Domanski a kol.,
2010).

Trojity kvadrupol (obrazek €. 7) je tvofen systémem tii kvadrupoli zapojenych sérioveé
za sebou. Prvni kvadrupél slouzi jako hmotnostni filtr, ktery skenuje v pfedem uré¢eném roz-
sahu m/z celkovy iontovy proud pro pfedem urcené ionty a provadi jejich selekci. Tyto ionty
dale vstupuji do druhého kvadrupdlu, ktery slouzi jako kolizni cela. V ném obsazeny kolizni
plyn (obvykle molekuly N2) narazi se specifickou kolizni energii do vybranych prekurzoro-
vych iontl. Ty néasledné fragmentuji na ur€ité charakteristické produktové ionty. Produktové

ionty jsou analyzovany ve tietim kvadrupolu (Hoffmann, Stroobant, 2007; Gross, 2004).

o1 Q2 (CID) Q3 detektor

) - @ ®
© =>o0&e = ©° =

N .

3

Obrazek €. 7: Schéma trojitého kvadrupélu. [Dostupné online: http://www.che-
micke-listy.cz/docs/full/2011 11 846-850.pdf dne 17. 9. 2018.]

Pii cilené analyze je znama hledana molekula, a tedy i m/z takzvaného prekurzorového
iontu. V MRM modu lze tedy uréit piesné, jaké ionty maji byt v prvnim kvadrupolu selekto-
vany. Pfi optimalizaci metody pro jednotlivé molekuly se hledaji produktové ionty, na které
se prekurzor rozpadé a jaka je nejidealnéjsi kolizni energie pro vznik daného fragmentu (mé-
fitkem je selektivita pfechodu a plocha vysledného piku). I ve slozitych matricich Ize tak urcit,
zda ziskany pik v ur¢itém retenénim Case je opravdu hledanou latkou, jestli nedochazi ke ko-

eluci a jaké je mnozstvi latky ve vzorku (Bajad a kol., 2006).

1.5.2 Vyuziti trojitého kvadrupodlu

Pfirodni vody jsou smési mnoha riznych organickych i anorganickych latek, pticemz

jejich celkova koncentrace je obvykle velmi nizkd. Pro analytické a enviromentalni chemiky
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je stale vyzvou urceni pfesného obsahu vybranych latek. V idedlnim ptipadé by piiprava
vzorku méla byt velmi jednoducha, nejlépe bez Gprav ¢i zakoncentrovani, které jsou nutné pro
kolorimetrické a chromatografické metody bez hmotnostniho spektrometru (Dubois a kol.,
1956; Meyer a kol., 2001). Z toho divodu se pii analyzach vod a dalsich biologickych systémi
za Uucelem stopové a ultrastopové detekce metabolitti dnes Casto vyuziva tandemova hmot-
nostni spektrometrie. Ta mize byt reprezentovana prave trojitym kvadrupodlem, a to predevsim
diky jeji citlivosti, selektivité a reprodukovatelnosti (Lu a kol., 2008). Pii spravném nastaveni
chromatografického systému lze rozliSit i izomery jednotlivych latek, napiiklad glukézu
a fruktozuai (Obata, Fernie, 2012; Hornak, Pernthaler, 2014). Trojity kvadrupdl je dale scho-
pen rozlisit jednotlivé izotopy latek, cehoz se vyuziva pii kvantitativnim stanoveni obsahu
jednotlivych analytt (Loos a kol., 2009).

Vyhodou trojitého kvadrupolu jsou vysoké skenovaci rychlosti, moznost rychlého pie-
pnuti polarity, vysoka citlivost pti cilené analyze, spolehliva kvantifikace latek a linearni roz-
sah pies n€kolik koncentra¢nich ¥ada (Lu a kol., 2007; Li a kol., 2008). Ve srovnani napiiklad
s Q-TOF (kvadrupdl v kombinaci s analyzatorem doby letu) je robustnéjsi vii¢i malym zmé-
nam parametrii metody (Ferrario a kol., 2016). Toto vSe se podili na moznosti spolehlivého
screenigu az n¢kolika set metabolitt v ramci jedné analyzy urcitého vzorku (Li a kol., 2017).

Existuje nékolik postupii, jak spolehlivé kvantifikovat stanovované latky. Pfi vybéru
metody se vychazi z charakteru analyzovaného vzorku a dostupnosti standardnich latek pou-
zivanych pro kvantifikaci. Mezi nejvyuzivangjsi patii metoda kalibra¢ni kiivky a metoda
vnitiniho standardu.

V ptipadé neznecisténych piirodnich vod piichdzi v tvahu metoda vnéjsiho standardu
neboli metoda kalibracni kiivky. Vychazi se ze skutecnosti, ze v urcitém rozsahu koncentraci,
je odezva spektrometru pfimo imérna koncentraci analytu. Ze standardii vybranych analyti
se pripravi fada kalibra¢nich vzorkl o rizné koncentraci, pficemz rozsah kalibra¢nich roztokti
by mél korelovat s rozsahem koncentraci, které je hmotnostni spektrometr schopen detekovat
S linearni odezvou. Nejnizsi kalibra¢ni bod se obvykle voli blizko limitu stanovitelnosti ana-
Iytu (LOQ — limit of quantification). Pro validaci metody je vétSinou nutné pfipravit mini-
malné pétibodovou kalibraci. Metoda kalibra¢ni kiivky je pouZitelnd pouze v ptipadé, kdy lze
zanedbat vliv matrice vzorku (Novakova, Dousa, 2013).

Jinou moznosti je vyuziti metody vnitiniho standardu, a to pfedevsim u vzorkd s kom-
plexni matrici, kterd mize ovliviiovat odezvu detektoru na pfitomnost daného analytu. Pod-
statou metody vnitiniho standardu je, ze se do kalibracnich roztokl i do vzorku samotného

pfida znamé mnozstvi vnitiniho standardu, kterym je obvykle izotopové znaceny standard,
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nebo sloucenina, kterd se ve vzorku nevyskytuje. Vnitini standard musi mit stejné nebo po-
dobné chemické vlastnosti jako stanovovana latka. Z poméru odezvy vnitiniho standardu
a analytu je pak moZné urcit obsah analytu ve vzorku. Vyhodou ptidavku vnitiniho standardu
je minimalizace vlivu zménv pracovnich podminek, protoze vnitini standard i analyt jsou

ovlivnény stejnou mérou (Novakova, Dousa, 2013).

1.5.3 Stopové analyzy metaboliti technikou LC-QqQ-MS

Prvnim krokem metabolomickych analyz pii tandemové hmotnostni spektrometrii je
detekce a vybér nejvhodnéjsich dcetinych ionti vznikajicich v kolizni cele. Dale se optimali-
zuje kolizni energie nutnd pro fragmentaci prekurzorového iontu. Po vhodném naladéni para-
metrti spektrometru nasleduje vyvoj chromatografické metody, kdy hlavnim cilem je nalezeni
idealnich chromatografickych podminek, které umozni detekci a kvantifikaci co nejvice hle-
danych analytd (Bajad, 2006).

I ptes to, ze kvadrupoly umoziuji rychlé skenovani (skenovaci rychlost, neboli mini-
malni ¢as k ziskani dostate¢ného signalu, mize byt u kvalitnich pfistrojti pouhé 2 ms), je pii
analyze pfili§ mnoha sloucenin rizikem, ze v ptipad€ skenovani vSiech MRM piechodi by ne-
byl vzorek v danou chvili dostateéné proskenovan. Pro zvyseni citlivosti trojitého kvadrup6lu
se tedy pii analyze velkého mnozstvi latek pii jedné chromatografické separaci MRM pfre-
chody pro urcity typ latek provadi pouze v oblasti reten¢niho ¢asu dané slouceniny. V danou
chvili tedy QqQ analyzuje pouze vybrané prechody, ¢imz se zvySuje citlivost piistroje i Spo-
lehlivost ziskanych dat (Bajad, 2006; Li, 2017).

Jistou nevyhodou analyz v SRM/MRM modu je skutecnost, ze takové pfechody mnoha
metabolitd nejsou znamé. Pti hledani téchto piechodi se ¢asto vychazi z literatury nebo z da-
tabazi metabolitd, kde jsou nejcastéjsi fragmentové ionty a jejich kolizni energie uvadény
(Chen a kol., 2013). Pro mnohé metabolity jsou také pfimo dostupné knihovny MS/MS spek-
ter, ze které je mozno vychazet pii identifikaci slouceniny (MacLean a kol., 2010).

Jednou z databazi je METLIN Metabolomics Database, kde jsou dostupné nejen uzi-
te¢né informace o riznych metabolitech (sumarni vzorec, molekulova hmotnost, struktura),
ale také data z tandemové hmotnostni spektrometrie. Dalsi databazi poskytujici detailni infor-
mace o hmotnostnich spektrech metabolitii je MassBank of North America (MoNA). Obecné
chemickeé informace o malych molekulédch Ize ziskat v databazi PubChem. Pti studiu metabo-
litt vyskytujicich se v lidském téle je mozné hledat v databazi Human Metabolome Database
(HMDB), kde jsou o dané latce dostupnéd chemicka, klinicka a molekularné biologicka data.

Diky provazani serveri neni obvykle nutné prochazet vSechny. Pokud je informace veiejné
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dostupna, byva nalezeni potiebnych dat jen otazkou ¢asu.

I pfes moznost ziskani spekter a nejcastéji pouzivanych prechodu pii analyzach, slouzi
tyto informace Casto spise jako inspirace pro vlastni optimalizaci pfechodt. Divodem pro nut-
nost optimalizace analyzy je skutecnost, Ze kazdy hmotnosti spektrometr ma urcité kon-
struk¢ni odliSnosti, na variabilité prechodi se dale podili nastaveni vlastniho iontového zdroje,
sloZzeni mobilni faze nebo matrice vzorku. I v ptipad¢ shodného fragmentového iontu je ob-
vykle nutné minimalné optimalizovat energii kolizniho plynu.

Dalsim omezenim trojitého kvadrupolu je jeho pomérné nizka rozliSovaci schopnost.
Identifikace latky je zavisla na daném charakteristickém fragmenta¢nim vzoru a nelze se tak
spolehnout na piesnou hmotnost molekuly. Nasledkem mitize byt koeluce isobarickych latek
(latky se stejnou nominalni hmotnosti, ale jinou pfesnou hmotnosti) a nelze je tak za danych
chromatografickych podminek stanovovat oddélené (Li a kol., 2017).

Trojity kvadrupol je i pies jistd analytickd omezeni, jako je naptiklad nizké rozliSeni,
pln¢ dostacujici pro stanovovani velkého mnozstvi metaboliti v komplexnich matricich 1 pii
nizké koncentraci diky jeho citlivosti a vysokym skenovacim rychlostem. Zvlasté ve spojeni
s HILIC kolonou miize byt vyuzit pro separaci, detekci a kvantifikaci latek polarnéjsiho cha-
rakteru (Li a kol., 2017).

1.5.4 Trojity kvadrupdl Agilent QqQ 6495B

Jednim z nejmoderné;jsich a nejlépe vybavenych pfistrojii pro stopové analyzy je tro-
jity kvadrupdl od firmy Agilent se sériovym ozna¢enim QqQ 6495B (schéma hmotnostniho
analyzatoru na obrazku ¢. 8). VyznaCuje se nizkou mezi kvantifikace, dobrou ptesnosti
a spravnosti ziskanych dat, a to i pti nizkych koncentracich (pikogramova mnozstvi latek v na-
stfiku). Je mozné vyuzit velké skenovaci rychlosti 500 MRM prechodil za vtefinu a Siroky
linearni dynamicky rozsah. Tento hmotnostni spektrometr je také velmi robustni viici kom-
plexnim matricim. Rychlé pfepinani polarity kapilary umoZiiuje v jedné analyze stanovovat
latky s odliSnym fyzikaln€ chemickych charakterem. Tento hmotnostni spektrometr je ovladan

softwarem MassHunter (Agilent, 2018).
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Obrazek ¢. 8: Schéma iontové optiky, ti'i sériové Fazenych kvadrupélu a detek-
toru uvniti hmotnostniho spektrometru Agilent QQQ 6495B. 1-iontova optika, 2-hexapo-
lova kolizni cela, 3-detektor s vysokoenergetickou konverzni dynodou. [Dostupné online:
https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/News_and_innovations_from_ Agi-
lent_ LCMS_group-Martin_Haex.pdf, dne 5. 12. 2018].

Nizké meze detekce a vysokou citlivost umoziuje (mimo jiné) specialni technologie
nazvand Agilent Jet Stream, coz je takzvané termalni gradientové zaostfovani. Tato technolo-
gie zvySuje ucinnost ionizace elektrospreje zejména zlepSenim fokusace iontd a rychlej$im
odstranénim molekul rozpoustédla. Toho je dosazeno ptivadénym proudem dusiku, ktery je
zahtaty na vysokou teplotu (obvykle kolem 300 °C). Rychlé odstranéni mobilni faze a zakon-
centrovani iontil pted vstupem do vlastniho hmotnostniho analyzéatoru také snizuje mnozstvi
Sumu a pozitivne pusobi na tvar piki (Agilent, 2018).

Trojity kvadrupo6l 6495B od firmy Agilent disponuje moznosti takzvané Dynamic
MRM, neboli dynamického ptizplisobeni méfeni MRM piechodli v pribehu analyzy. Tato
technika spoc¢iva v tom, Ze méteni MRM piechodil konkrétnich latek je rozdéleno do Casovych
segmentil podle retenc¢nich ¢asti vybranych analyti. Dané mnozstvi provadénych MRM pre-
chodt v ur¢itém konkrétnim ¢asovém okamziku je tedy mnohem mensi ve srovnani s celko-
vym mnozstvim méfenym za celkovou dobu analyzy, coz vyrazné zvySuje dobu, po kterou
mohou byt méfeny danymi prechody jednotlivé latky. Dynamické méteni MRM piechod se
tedy podili na spolehlivosti kvalitativni 1 kvantitativni analyzy pii velkém mnozstvi (az 4000)

piechodi v jedné analyze (Agilent, 2017).

16



1.6 Validace analytickych metod

Data ziskand pomoci analytickych metod jsou vZdy zatiZena urcitou chybou. Analy-
tické vahy, volumetrické nadoby, pipety i analytické piistroje jako hmotnostni spektrometry
a chromatografické systémy jsou zdrojem chyb, stejné tak i vlastni prace analytika (navazo-
vani, pipetovani, manipulace se vzorky). Ziskané koncentrace tedy neodpovidaji presné sku-
tecnému obsahu analytu ve vzorku, ale pohybuji se v ur¢itém rozsahu hodnot. Pfed zavedenim
nové metody do praxe je tedy nutné nejprve popsat, jaky je rozptyl ziskanych dat a v jakém
rozsahu koncentraci jsou ziskana data dostatecné spolehliva pro poZadavky analyzy. Pro vali-
daci urcité analytické metody v praxi zpravidla postupuje podle norem vydanych autoritami,
jako jsou napiiklad Cesky normaliza¢ni institut, Ufad pro technickou normalizaci, metrologii
a statni zkuSebnictvi. Mezi zahranicni autority patii Food and Drug Administration nebo In-

ternational Organization for Standardization.

Z dtvodu slozitého a nepiehledného nédzvoslovi a pojmenovavani valida¢nich parame-
tri v ¢eském jazyce se v této diplomové prace vychazi z nazvoslovi uvedeného v Pfedbézné
eské technické normé CSN P CEN/TS 16800 [1], kde jsou uvedeny nazvy jednotlivych vali-

dacnich parametrt v ¢eském i anglickém jazyce a terminy jsou podrobné vysvétleny.

Pti validovani metody je nutné pti odhadu vychyleni od skutecné hodnoty pracovat
s materidlem, ktery ma piesné definovany obsah dané¢ho analytu v matrici, ktera odpovida sta-
novovanym vzorktim. V ptipad¢ komercni dostupnosti je idealni pracovat s takzvanym certi-
fikovanym referen¢nim materialem (CRM), jenz tyto pozadavky spliuje. Alternativou mtize
byt ptiprava takzvaného interniho referen¢niho materidlu (IRM), ktery je definovan jako ho-
mogenni davka materialu vzorku s ptidavkem analytu, pfi¢emz matrice ma byt co nejpodob-

n¢j$i typu matrice, se kterou se pracuje pii vyvoji metody. [1]

Parametry analytickych metod

Vychyleni, strannost (bias) [1]

Definovana jako rozdil mezi referenéni hodnotou a sttedni hodnotou vysledku méteni.

Pti vypoctu vychyleni je nutné mit k dispozici CRM nebo IRM, ke kterému je mozné
vysledek méteni vztahnout. Velikost vychyleni se stanovuje jako celkova vytéznost A, které

je prumé&rem vysledki jednotlivych vytéznosti A; (5).

17



Ai — xc+A2{:_xc,j (5)

Xe+dej — namerena hodnota merené veliciny ve vzorku s pridavkem analytu
Xej — nameérena hodnota meérené veliciny ve vzorku bez pridavku analytu

Ac — pridané mnozstvi mérené veliciny

Piesnost (accuracy) [1, 2]

Tésnost shody mezi vysledkem zkousky a pfijatou referencni hodnotou.

Piesnost se pocita jako vytéznost z CRM nebo IRM. Mé&ii se devét vzorkti na mini-
malné tfech urovnich koncentrace (naptiklad 3 opakovani na 3 koncentra¢nich urovnich, prvni
urovni byva LOQ-limit kvantifikace, druhou hodnota v poloving a tieti v 75 % rozsahu kalib-

race).

Preciznost (precision) [1, 2]

Tésnost shody mezi nezavislymi vysledky zkousSek za definovanych podminek.

Preciznost se odhaduje z opakované analyzy vzorktl na riznych koncentrac¢nich urov-
nich (pouziva se stejny vzorek jako pro odhad vychyleni).

Preciznost za podminek opakovatelnosti (vysledky zkousek se ziskaji toutéz metodou
na tomtéz pfistroji, jednim operatorem se stejnym vybavenim v kratkém Casovém useku) se
urcuje dle (5) a (6) jako relativni smérodatna odchylka vysledk z jednotlivych opakovani.

Preciznost za podminek opakovatelnosti by méla byt zjiSténa pomoci deviti opakova-
nych méfeni (3 koncentraéni urovnég, na kazdé 3 replikaty), nebo minimalné Sest opakovani

pfi stoprocentni testované koncentraci.

(r-1)

SD= \/L > (g — %)? (5)

RSD = SXTD 100 (6)

SD — vybérova smérodatna odchylka z vysledkii jednotlivych opakovani xj pri méreni
referencniho materidlu [jednotky koncentrace]

X - aritmeticky prumér jednotlivych opakovadni x; [jednotky koncentrace]

p — pocet opakovani

RSD — relativni smérodatna odchylka [%]
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Kalibrace [1, 2, 3]

Kalibrace je proces, ve kterém je zjistén vztah mezi velikosti odezvy pfistroje na obsah
analytu ve vzorku.

Pfi vypoctu kalibracni funkce je nutné pripravit sadu roztokti s koncentracemi ekvidis-
tantn¢ rozmisténymi v celém pozadovaném rozsahu koncentraci (minimum je pét urovni).
V piipadé pozadavku linearity kalibra¢ni funkce je nutné urcit, zda je funkce linearni v poza-
dovaném rozsahu koncentraci. Linearita a pracovni rozsah se urc¢uji matematicky s pouzitim
pocitacovych programil.

Nejéastéji se linearita kalibra¢ni funkce hodnoti pomoci koeficientu determinace R2.
Tato hodnota popisuje rozptyl namétenych hodnot od predikované linearni regresni funkce.

Vysledna funkce ziskana vypoctem regrese metodou nejmensich ¢tverci je pouze od-
hadem skute¢né funkce. Odhad nejistoty vyjadiuje ¢iselné rezidualni smérodatna odchylka sy
(7), je mirou rozptyleni naméfenych hodnot kolem kalibra¢ni pfimky. Pfi vypoctu se dosazuji

koeficienty a a b z dané kalibra¢ni funkce vyjadiené ve tvaru: y=a-x+b.

N [yi—(b+ax))]?
Sy :J : 2 (7)

Sy - rezidudlni smérodatnd odchylka kalibracni funkce [jednotky koncentrace]

Pro kazdou hodnotu x tedy existuje konfiden¢ni interval pokryvajici skute¢nou hod-
notu y. Tento konfiden¢ni interval v celém rozsahu kalibra¢ni funkce lze graficky znazornit
jako dva hyperbolické oblouky ohranicujici z obou stran vlastni kalibra¢ni kiivku (v krajnich
bodech je rozsah nejistoty nejvétsi). Konfidenéni intervaly lze ziskat ze vztahu uvedeném
Vv (8). Konfidencni interval pokryva skute¢nou analytickou hodnotu v rozmezi daném statis-

tickou jistotou urcenou Studentovym rozdélenim.

G-7)°

f/—a Sy-t 1
b23l (- 0)? ®)

a 1
Xip=—=%|=—X |-+=+
27 =\ T p b

y — priimér naméfenych informacnich hodnot vyplyvajici z p opakovani
X — koncentrace stanovovaného ukazatele ve vzorku vypoctend z hodnoty primeéru

nameérenych informacnich hodnot y

v

Za nejnizsi bod kalibraéni kiivky je obvykle zvolen bod meze stanovitelnosti (LOQ),
coz je nejnizsi koncentrace analytu, kterou 1ze danou metodou kvantifikovat s pfijatelnou pies-

nosti a spravnosti. Mez stanovitelnosti 1ze orientacné vypocitat jako trojnasobek meze detekce
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(LOD). Ptistupii k vypoctu meze detekce je nékolik, obvykle ji 1ze odhadnout jako trojnadsobek
vysky Sumu zdkladni linie. OvSem v piipadé hmotnostnich spektrometri byva Sum velmi
maly. Proto je nékdy vhodné&jsi pouzit postup popsany v knize Statistics and Chemometrics
for Analytical Chemistry (Miller a Miller, 2005), kde je LOD vypocitan jako trojnasobek vy-
bérové smérodatné odchylky sy, protoze tato hodnota 1épe odpovida normalnimu rozdéleni

hodnot pii méfenich provadénych pomoci LC-MS.

Selektivita [1]

Selektivita metody je schopnost rozlisit sledovanou métenou latku od dalsich slozek
V matrici vzorku za danych podminek.

Selektivita je spiSe charakterizovana kvalitativné nez kvantitativné. M¢cfenim se po-
rovnaji vysledky vzorki s ptidavkem a bez ptidavku analytu, s ptidavkem a bez ptidavku po-

tencialné rusivych latek z matrice.

Robustnost [1]

Robustnost je mirou schopnosti metody odolavat malym, ale zdmérnym zménam ex-
perimentalnich podminek a poskytnout ptfedstavu o spolehlivosti metody pii bézném pouzi-
vani.

Robustnost je viceslozkovou veli¢inou a zahrnuje robustnost vii¢i zméné vzorku
Vv jedné laboratofi, robustnost vii¢i malému kolisani provoznich podminek a podminek pro-
stfedi (teplota, tlak, chemikalie, odlisné nastaveni pfistroji...). Tyto pozadavky jsou kladeny
zvlasté na metody, které maji byt pouZivany rutinné z diivodu zajisténi spolehlivosti analytic-

kého stanoveni.

Nejistota méteni [1]

Nejistota méfeni charakterizuje rozptyleni ziskanych namétenych hodnot a pfedstavuje
chybu méfeni. Je nezbytna k tomu, aby mohla byt nezavisla méteni porovnavana. Lze také
stanovit pozadavky na maximalni hodnotu nejistoty metody.

Urc€ovani nejistoty méteni se provadi odhadem systematickych i ndhodnych chyb opa-
kovanym métenim vhodnych certifikovanych referencnich materiald, piipadné internich refe-
ren¢nich materiali. Celkova nejistota zahrnuje vypocet preciznosti (precision) za podminek
reprodukovatelnosti (vypocet variatniho koeficientu) a vypocet piesnosti (accuracy) (vypocet

vytéznosti, pracuje se s matrici obohacenou stanovovanym analytem).
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Vzorek je obvykle analyzovan ve tiech opakovanich. Vysledek analyzy vzorku se ob-
vykle udava ve formé¢: stfedni hodnota + nejistota. Pficemz jako odhad hodnoty nejistoty miize
byt pouzit napiiklad dvojnésobek vybéroveé smérodatné odchylky jednotlivych vysledkii me-

feni vzorku.

Na zakladé vyse uvedenych krokii se urci, zda a v jakém koncentratnim rozsahu je

metoda pouzitelna s pozadovanou selektivitou, preciznosti, pfesnosti a nejistotou méfeni.
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2 CILE PRACE

Vypracovat literarni reSerSi na téma analytika metabolitd v povrchovych sladkovod-
nich vodach vcetn¢ validace celého procesu, se zaméfenim na vyuziti hmotnostni spek-

trometrie pro stopovou analyzu metabolitl S vyuzitim trojitého kvadrupdlu

Vypracovat vhodnou LC-QgQ-MS metodu pro piimé stopové stanoveni nizkomoleku-
larnich organickych latek v ptirodnich sladkych povrchovych vodach bez ptedchozi

pfedkoncentrace analytil ve vzorku

Provést validaci vypracované LC-QqQ-MS metody pro piimé stanoveni vybranych

metabolitli v povrchovych vodach.

Oveftit vypracovanou metodu LC-QqQ-MS na analyze metabolitti v realnych vzorcich

povrchovych vod.
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3  PRAKTICKA CAST

3.1 Lokalita a odbér vzorku

Vzorky vody byly odebrany v listopadu 2018 podle standardniho protokolu pouZziva-
ného Hydrobiologickym tstavem pii Biologickém centru AV CR, v. v. i. (dile jen Hydrobio-
logicky tustav) pro odbér povrchovych sladkych ptirodnich vod. Voda byla pfimo na misté
odbéru prefiltrovana nylonovym sitkem s primérem ok 40 um z divodu odstranéni piipad-
nych necistot (listi, jehli¢i, zvifeny sediment a podobn¢). Do laboratoie byly vzorky pievezeny
v chladicich taskdch a po zfiltrovani ptes sklenény filtr o porozité¢ 0,4 um (Macherey Nagel
GF-5, Némecko) byly skladovany pti 4 °C v chladicim boxu. Chemické parametry poskytnuté
Hydrobiologickym ustavem (pH, vodivost, koncentrace rozpusténého uhliku a koncentrace
nejcastéjsich iontd) jsou uvedeny v priloze v tabulce I.

Prvni sada vzorkd podrobenych analyze byla voda, ktera je upravovana na vodu pitnou.
Prvni vzorek byl odebran z vytoku vodni nadrze Rimov, ktera leZi na fece Malsi a slouZi jako
zdroj pitné vody pro Ceské Budgjovice. Dale byla analyzovana surova voda piitékajici do
tipravny vody Plav z Rimovké vodni nadrze. Oba vzorky piirodni vody byly porovnany s pit-
nou vodou (také z Gpravny vody Plav).

Déle byly porovnany obsahy analyti ve vytocich dvou Sumavskych jezer — Certova
a Plesného. Ob¢ dvé jezera leZi na eské strané Sumavy. Certovo jezero méa maximalni
hloubku 36,5 m a ma vétsi objem neZ jezero Ple§né, jehoz maximalni hloubka je 18,3 m. Su-
mavska jezera jsou charakteristicka tim, Ze jejich podlozi je chudé na vapenaté ionty, tudiz
jsou nachylna k okyseleni. Ve srovnani s Certovym jezerem je jezero Plesné méné ovlivnéno
antropogennim znecisténim kyselymi desti a také jsou vody do né&j piitékajici bohatsi na fos-
for. Z toho duvodu je primarni produkce v jezefe vyssi.

Posledni dva vzorky vody byly odebrany ze dvou vodnich ploch v Novohradskych
horach. Prvnim odbérovym mistem byl lesni potok u vesnice Pohofi na Sumavé. Druhy vzorek
vody byl odebran z Jitické nadrze (Pohoiského rybnika), ktera byla vybudovana v 18. stoleti
k usnadnéni splavovani dfeva.

Pro zohlednéni vlivu ro¢niho obdobi na obsah analyti v ptirodnich sladkych povrcho-
vych vodach byl orientaéné zanalyzovan stejnou metodou i vzorek vody z piitoku do Rimov-
ské ptehrady, ktery byl odebran v srpnu 2016 stejnym postupem jako vzorky uvedené vyse.

Vzorek byl uchovavan v mrazicim boxu.
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3.2 Metodika

3.2.1 Instrumentace a pouZivany software

P1i ptipravé roztokl a méteni vzorkl bylo pouzivano nasledujici laboratorni vybaveni:
LC/MS: 6495B Trojity kvadrupol (Agilent, Santa Clata, Kalifornie, USA)

Piistroj na piipravu ultra¢isté vody: Direct-Q® 3 UV Water Purification Systém
(Merck, Darmstadt, Némecko)

pH metr (Mettler Toledo, Praha, Ceska republika)

Automatické pipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Mikrostiikacky (Hamilton, Labicom, Olomouc, Ceské republika)

Dalsi bézné laboratorni vybaveni: analytické vahy, laboratorni sklo...

Pro méteni vzorkl a vyhodnocovani dat byly pouzivany nasledujici programy:

MS Excel

MassHunter Data Acquisition, verze B.09.00

MassHunter Qualitative Analysis, verze B.07.00

MassHunter Optimizer, verze B.09.00 (dale jen Optimizer)

MassHunter Quantitative Analysis, verze B.09.00

MassHunter Source and iFunnel Optimizer, verze B.09.00 (dale jen Source Optimi-

zer)
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3.2.2 Ladéni MRM pi‘echodii

V této praci jsou pro molekulovou hmotnost pouzivany jednotky Dalton (Da), které
jsou obvyklé pro vyjadieni hmotnosti pfi praci s MS daty (Busch, 2001). Pro vyjadieni v SI
jednotkach lze pouzit jednoduchy prepocet, kdy pro [H]*, m/z = 1 Da.

Komplexni validace podle pfisluSnych norem pro analyzu vod nebyla déldna pro
vSechny analyty stanovitelné pomoci HILIC metody na trojitém kvadrup6lu. Metoda byla zva-
lidovéna pouze pro osm vybranych metabolitli, které byly detekovany ve vzorcich vod pfi
zkuSebni analyze. Metabolity a k nim vybrané vnitini standardy jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.
Volba znac¢enych vnitinich standardi v pfipadné nedostupnosti IS odpovidajiciho danému me-
tabolitu byla provedena tak, aby jeho fyzikdln¢ chemické vlastnosti byly co nejvice podobné
danému analytu a aby dobfe ionizoval v MS. Vybrané metabolity s reten¢nimi ¢asy a MRM

prechody jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka €. 1: Seznam metabolith a vnitinich standardii pouzivanych pfi validaci.

Analyt Vnitini standard
prolin prolin 3*Cs
leucin alanin 13Cs
isoleucin alanin 3Cs
valin alanin 3Cs

fenylalanin | fenylalanin *3Cg

lysin lysin 13Cq

k. maleinova | k. a-ketoglutarova 13C,

k. jable¢nad | k. a-ketoglutarova *C4
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Tabulka ¢. 2: Seznam metabolitl a vnitinich standardii pouzitych pii validaci metody s jejich

sumarnimi vzorci, molarni hmotnosti, orienta¢nim retencnim casem a pouzitymi MRM prte-

chody.
Orienta¢ni | Prekur-
Analyt Sumarni vzo- Molarni retenéni zor Kolizni | Prekurzor Kolizni
rec hmotnost cas [M+H]* | Produkt | energie | [M-H] Produkt | energie
[¢mH [min] [Da] [Da] [eV] [Da] [Da] [eV]
lal 77,0 48 72,2 12
Fenr?/ir? & CoH11NO2 165,19 6,0 166,1 102,9 32 164 103,0 16
120,0 12 147,0 12
Prolin | CsHsNO, 11513 8,0 1160 230 | 32
70,0 16
86,0 8
Leucin CeH13NO2 131,18 6,7 132,2 44,0 32
43,0 24
86,0 8
Isoleucin CeH13NO2 131,18 6,7 132,2 44,0 32
43,0 24
valin | CsHuNO, | 11715 7.8 1181 >0 | 24
72,0 12
56,0 40
Lysin C6H14N202 146,19 15,2 1471 84,0 16
130,1 8
Kyselina 71,0 12
jableéna C4HeOs 134,09 10,7 133,0 73.1 16
115,0 8
Kyselina
maleinova C4H404 116,07 7,8 115,0 71,0 8
Vnitini
standard
Fervlal 81,1 48 109,0 16
rﬁ?\ylgci- 13C4CsHuNO, | 171,19 6,0 1722 | 1090 32 1701 1532 12
126,1 12 72,1 16
Lysin 3Cs | 13CeH14N20: 152,19 15,2 153,2 59.1 40
89,1 16
Prolin3Cs | %*CsHoNO2 120,13 8,0 121,1 74,1 20
46.2 32
Alanine 93.1
18BC, 13C3H/NO2 92,09 9,3 ' 46,1 12
K. a-ke- 60,1 8
toglutarova | 13C4COsHs 150,11 10,1 149,1 ’
B3¢c, 105,0 4

Pro stanoveni jednotlivych analytd je nutné nalézt a vybrat vhodné MRM piechody.

Postupovat Ize nékolika zptsoby. Jednou z moznosti je vyuziti softwarového vybaveni hmot-

nostniho spektrometru od firmy Agilent, program Optimizer. Po nafedéni roztoku standardu
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padesatiprocentnim acetonitrilem na vhodnou koncentraci (jako vhodna se osvédéila koncen-
trace 100 ng.ml™* u hiife ionizujicich latek a 50 ng.ml™ u dobie ionizujicich) je vzorek ve tiech
po sob¢ jdoucich analyzach nadavkovan automatickym davkovacem na kolonu.

V prvnim kroku se provadi sken produktovych iontt (ionty prekurzoru fragmentovany
koliznimi energiemi 0, 15, 30 a 45 eV). V druhé analyze jsou nejcetnéjsi produktové ionty
Z prvni analyzy podrobeny fragmentacim pfi rtiznych koliznich energiich (rozsah nastaven na
0-60 eV s rozestupem 4 eV). V poslednim kroku se zpiesiiuje (na prvni desetinné misto) m/z
produktovych iontl z predchozich analyz. Nasleduje vybér kolizni energie poskytujici nejin-
tenzivngj$i produktovy ion a kontrola selektivity. V pfipad¢, Ze neni moZzné touto cestou ziskat
produktovy ion, je nutné postupovat jinak.

Pro vétSinu komeréné dostupnych latek je mozné najit nejcastejsi produktové ionty ve
vefejné piistupnych databazich (napt. MRM-Metlin). Kdyz latka v téchto databazich neni uve-
dena (derivatizované latky, znacené vnitini standardy, atd.), je nutno ude¢lat sken produktovych
iontll jako samostatnou metodu a ve vysledném chromatogramu vybrat potencidlni kandidaty.
V obou ptipadech nésleduje vybér optimalni kolizni energie provadény opét v programu Op-

timizer.

3.2.3 Nastaveni chromatografického systému a hmotnostniho spektrometru

Optimalizace LC podminek separace metabolitii nebyla pfedmétem této prace. Pro
analyzu metabotl ve vodach byly vyuzity metody vyvinuté v laboratofi Biochemie a metabo-
lomiky Biologického centra AV CR, v. v. i. v Ceskych Budg&jovicich.

K LC-QqQ-MS analyzam byla pouzita kolona s reverzni fazi C18 (ZORBAX Eclipse
Plus C18, 50 x 3 mm, 1,8 um) s kratkym tiiminutovym gradientem (tabulka ¢. 3). Naslednym
krokem bylo ovéteni retencnich ¢asti na HILIC koloné (SeQuant ZIC-pHILIC, 150 x 4,6 mm,
5 um). Stejna kolona byla pouzita pii méteni kalibra¢nich i realnych vzorkd.

Pro kazdou latku byly vybrany dva az tfi MRM piechody. Kvantifikator je obvykle
MRM piechod s nejvyssi intenzitou. Ostatni prechody slouzi jako kvalifikatory, pouZzivaji se
ke zvySeni jistoty identifikace dané slouceniny.

Pfi stanovovani skupiny latek s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi je
vhodné zoptimalizovat nastaveni iontového zdroje a podpofit tak ionizaci sledovanych latek.
Program Source Optimizer od firmy Agilent umoznuje kroky optimalizace zautomatizovat.
V sérii analyz jednoho nebo vice standardi se méni postupné nastaveni iontového zdroje. Po

ukonceni této série nasleduje vybér nejvhodnéjsich parametrii iontového zdroje analytikem.
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Jako mobilni faze byly pouzity 20 mmol.I* (NH4).CO3 vodny pufr o pH 9,2 a aceto-

nitril. Vsechny pouzivané chemikalie byly Vv ¢istoté vhodné pro analyzu na LC/MS systému.

Chromatografické podminky a nastaveni hmotnostniho spektrometru jsou uvedeny

v tabulkach ¢islo 3 az 8. Z divodu nizké koncentrace analytti ve vodé bylo nastiikovano 20 pl

vzorku (maximalni objem nastfikovany automatickym davkovacem bez pouziti specidlni na-

stitikové smycky pro vyssi objemy).

Tabulka €. 3: Podminky chromatografické separace pti optimalizaci MRM piechodi.

Metoda LC: optimalizace piechodii

chromatograficka kolona

ZORBAX Eclipse PlusC 18, 50x3 mm, 1,8 um

nastiik 5/10 pl

pritok 400 pl.mint

délka analyzy 3 min

teplota pii separaci 40 °C

maximalni tlak 1000 bhar

ME-A 20 mM (NH4)2CO3, pH 9,2
MF-B ACN

Tabulka ¢. 4: Gradient pouzity pfi

Tabulka €. 5: Podminky chromatografické separace pii hydrofilni iontové chromatografii.

LC separaci pro optimalizacit MRM ptechodi.

gradient MF
¢as | MF-A | MF-B
(min) | (%) | (%)
0 70 30
1 0 100
2,5 0 100
2,6 70 30

Metoda LC: HILIC

chromatograficka kolona SeQuant ZIC-pHILIC, 150x4,6 mm, 5 um
nastiik 20 ul

pritok 450 pl.min‘?

délka analyzy 30 min

teplota pii separaci 35°C

maximalni tlak 200 bar

MFE-A 20 mM (NH4)2C03, pH 9,2

MF-B ACN
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Tabulka ¢. 6: Gradient pouzity pii hydrofilni iontové kapalinové chromatografické separaci.

gradient MF
¢as | MF-A|MF-B
(min) | (%) | (%)
0 20 80
20 80 20
20,1 | 95 5
233 | 95 5
234 | 20 80
30 20 80

Tabulka €. 7: Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky hmotnostniho spektrometru pii

optimalizaci MRM ptechodi.

Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky (vychozi nastaveni)
Teplota zmlZujiciho plynu 150 °C
Pritok zmlZujiciho plynu 15 L.min*
Tlak nebulizatoru 30 psi
SGT 380 °C
SGF 12 L.min*

Positiv Negativ
Napéti na kapildre 3500 V 3500 V
Napéti na trysce (Nozzle Voltage) 500V 500V
High Pressure RF 150V NV
Low Pressure RF 60 V 60 V

SGT-sheath gas temperature, teplota plynu zaostfujiciho analyty do izkého kuzele

SGF-sheath gas flow, prutok plynu zaostfujiciho analyty do uzkého kuzele

High Pressure a Low Pressure RF-radiofrekven¢ni napéti v cele s vysokym tlakem (7-14 torr)

a v cele s nizkym tlakem (1-3 torr)
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Tabulka ¢. 8: Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky hmotnostniho spektrometru pii

HILIC chromatografii.

Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky (HILIC)
Teplota zmlzZujiciho plynu 290 °C
Pritok zmlZujiciho plynu 11 L.min?
Tlak nebulizatoru 25 psi
SGT 380 °C
SGF 12 L.min!

Positiv Negativ
Napéti na kapilare 3500 V 3500 V
Napéti na trysce (Nozzle Voltage) 500 V 500 V
High Pressure RF 150 V 60 V
Low Pressure RF 60 V 60 V

SGT-sheath gas temperature, teplota plynu zaosttujiciho analyty do tzkého kuzele
SGF-sheath gas flow, pritok plynu zaostfujiciho analyty do uzkého kuzele
High Pressure a Low Pressure RF-radiofrekven¢ni napéti v cele s vysokym tlakem (7-14 torr)

a Vv cele s nizkym tlakem (1-3 torr)

3.2.4 Validace metody

Pti validaci LC-QQqQ-MS metody pro méieni metabolitti ve sladkych ptirodnich vo-
dach bylo postupovano podle nasledujicich dokumenti:

- Predb&Zna &eska technicka norma z roku 2017 (CSN P CEN/TS 16800) [1] popisuje
celkovy obecny postup pro validaci fyzikalné-chemickych analytickych metod.

- Norma Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1) z roku
1996 [2] uvadi metodologii procesu validace analytickych metod.

- Ceska norma z roku 1994 (CSN ISO 8466-1) [3] uvadi popis statistického hodnocenti
linedrnich kalibra¢nich funkci.

- Mezinarodni norma z roku 2012 (ISO 11352) [4] upravuje hodnoceni nejistoty mé-
feni.

- Kniha Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry (Miller a Miller, 2005)
obsahuje popis pro vypocet meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ)
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V ramci této diplomové prace byly jako referen¢ni matrialy pouzity roztoky standard-
nich latek s koncentracemi odpovidajicimi kalibratnim bodim na nejnizsi trovni (0,5 ng.ml’
1), v50 % (5 ng.mlIY) a piiblizné v 75 % (20 ng.mI™Y) kalibra¢niho rozsahu. Roztoky byly pfi-
praveny ve tfech opakovanich a pouzity k vypoctu preciznosti (vyjadiend jako procentudlni
hodnota relativni smérodatné odchylky v daném bod¢) a presnosti (vyjadiena jako aritmeticky
prumér procentualnich hodnot vytéznosti v daném kalibracnim bod¢).

LOD byl stanoven arbitrarné jako trojnasobek vysky Sumu zékladni linie. NejniZsi bod

kalibrace s vyhovujicimi hodnotami piesnosti a preciznosti byl povazovan za LOQ metody.

3.2.5 Priprava kalibra¢nich roztokii a referen¢nich materiali

Dalsim krokem pfi vyvoji metody byla piiprava kalibra¢nich roztoka a referencnich
materiala.

Pro jednotlivé analyty a vnitini standardy byly pfipraveny zasobni roztoky o koncen-
traci 10 pg.ml? v 50 % acetonitrilu. Z téchto roztokii byly pfipraveny smésné pracovni roz-
toky. Obsah jednotlivych analytl v pracovnich roztocich byl 100 ng.ml™?, jako rozpoustédlo
byl opét pouzit 50 % acetonitril. Koncentrace vnitinich standardt v Kalibraénich vzorcich byla
10 ng.ml™. Pipetované objemy jsou uvedeny v tabulce &islo 9.

Z divodu velmi nizké koncentrace rozpusténych latek v ptirodnich sladkych povrcho-
vych vodach byla pro kalibraci pouzita destilovana voda. Piiprava referen¢nich materialt tedy
probihala stejné jako piiprava kalibra¢nich roztokt. Pipetované objemy jsou uvedeny v ta-

bulce ¢islo 9.
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Tabulka € 9: Objemy pracovniho smésného roztoku metaboliti 100 ng.ml?, pracovniho
smésného roztoku metabolit 5 ng.ml™, pracovniho smésného roztoku vnittnich standardé 100

ng.ml™ a 50 % acetonitrilu pouzité pii piipravé kalibraénich roztoki a referenénich materidld.

V V V V
Ozna&eni (PR-100 ng.mIY) | (PR-5 ng.mI?%) | (PR 1S-100 ng.mI") | (50% ACN)

(ul) (ul) (ul) (ul)

PR-5 ng/ml 25 X X 475
0.1 ng/ml X 10 50 440
0.5 ng/ml X 50 50 400

1 ng/ml 5 X 50 445
2.5 ng/ml 12.5 X 50 4375

5 ng/ml 25 X 50 425

10 ng/ml 50 X 50 400

15 ng/ml 75 X 50 375

20 ng/ml 100 X 50 350

25 ng/ml 125 X 50 325
RM 0.1 ng/ml-I X 10 50 440
RM 0.1 ng/ml-II X 10 50 440
RM 0.1ng/ml-111 X 10 50 440
RM 0.5 ng/ml-I X 50 50 400
RM 0.5 ng/ml-I1 X 50 50 400
RM 0.5 ng/mi-IlII X 50 50 400
RM 5 ng/ml-I 25 X 50 425
RM 5 ng/ml-lI 25 X 50 425
RM 5 ng/ml-111 25 X 50 425
RM 20 ng/ml-I 100 X 50 350
RM 20 ng/ml-11 100 X 50 350
RM 20 ng/ml-111 100 X 50 350

3.2.6 Priprava realnych vzorki vod pro méieni

Aby byl nastfikovany vzorek kompatibilni se syst¢émem mobilnich fazi acetoni-
tril/vodny pufr uhli¢itanu amonného, bylo nutné, aby polovinu nastfikovaného objemu tvofil
acetonitril. Ke 250 pl vzorku vody bylo pfidano 200 ul acetonitrilu a 50 pl pracovniho roztoku
vnitinich standardi o koncentraci 100 ng.ml™. Viechny vzorky byly pfipraveny a méfeny

Vv triplikatech.

32



4 VYSLEDKY

4.1 Kalibrace

Nejprve byly zméfeny kalibraéni vzorky v rozsahu 0,1-25 ng.ml™. Pro tento rozsah
byly ptipraveny referenéni materidly o koncentracich 0,1, 5 a 20 ng.mI™X. Hodnoty vyt&znosti
na koncentraéni urovni 0,1 ng.ml? neodpovidaly predpokladanym oéekavanym hodnotam
uvedenym v publikaci Guidelines for Standard Method Performance Requirements [5]. Roz-
sah koncentraci byl tedy zmensen na 0,5 — 25 ng/ml. Oc¢ekavana hodnota ptesnosti je do 21 %
na arovni desitek ng.ml™ a do 30 % na trovni jednotek ng.ml™, oéekdvany rozsah preciznosti
60-115 % na urovni desitek a 40-120 % na trovni jednotek ng.ml*

Vysledné kalibraéni kiivky s rovnicemi spojnic trendu a hodnotami R? pro vybrané

analyty jsou uvedeny na grafech cislo 1-8.
Fenylalanin ESI+ (IS Fenylalanin 3Cs)

Kvantifikacni MRM ptechod: 166,1 Da > 120 Da, CE: 12 eV

Fenylalanin ESI+
25
y =8.90908x + 0.02586
20 - R2=10.99948
=
% 15 -
<
g 10 +
<
5 .
O =1 T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3
C(A)/IC(1S) [1]

Graf ¢&. 1: Kalibra¢ni funkce fenylalaninu (pozitivni ioniza¢ni méd).
Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y = 8,90908x + 0,02586

Hodnota R?: 0,9995
LOD spo¢itany z trojnasobku vysky sumu: 0,50 ng.ml*
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Fenylalanin ESI- (1S Fenylalanin 3Cs)
Kvantifikacni MRM piechod: 164 Da > 147 Da, CE: 12 eV

Fenylalanin ESI-

4 -
3.5 - y = 1.38378x + 0.02586
3. R = 0.99893
=
@2.5 1
T2
g 15 -
< 4
0.5
0 T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3

C(A)/C(IS) [1]

Graf ¢. 2: Kalibracni funkce fenylalaninu (negativni ioniza¢ni mod.)

Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y = 1,38378x + 0,02586
Hodnota R?: 0,9989
LOD spo¢itany z trojnasobku vysky sumu: 0,70 ng.ml™

Valin ESI+ (IS Alanin *3Cs)
Kvantifikacni MRM ptechod: 118,1 Da > 72 Da, CE: 12 eV

Valin ESI+
500 -
450 y =172.91495x + 5.00911
__400 - R2=0.99891
= 350 -
& 300 -
E, 250
Z 200 -
X 150 -
100 -
50
0 ' T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
C(A)/C(1S) [1]

Graf ¢. 3: Kalibra¢ni funkce valinu (pozitivni ioniza¢ni mod).
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Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y=172,91495x + 5,00911
Hodnota R2: 0,9989
LOD spo¢itany z trojnasobku vysky sumu: 0,02 ng.ml*

Prolin ESI+ (1S Prolin *3Cs)
Kvantifikacni MRM ptechod: 116 Da > 70 Da, CE: 16 eV

Prolin ESI+

07 - y = 0.29794x - 0.00120
' R2 = 0.99902

0 05 1 15 2 25
C(A)/C(IS) [1]

Graf ¢&. 4: Kalibra¢ni funkce prolinu (pozitivni ioniza¢ni mod).

Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y=0,29794x — 0,00120
Hodnota R?: 0,9990
LOD spoéitany z trojnasobku vysky sumu: 0,18 ng.ml*



Kyselina jable¢na ESI- (IS kyselina a-ketoglutarova *Ca)
Kvantifikacni MRM ptechod: 133 Da > 115 Da, CE: 8 eV

Kyselina jable¢na ESI-

450 -
400 - y = 154.74098x - 0.68017
350 - R? =0.99754

—

=300 -

2 250 -

< 200 -

100 -
50

0 05 1 15 2 25 3
C(A)C(IS) [1]

Graf ¢. 5: Kalibra¢ni funkce kyseliny jableéné (negativni ioniza¢ni maod).

Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y=154,74098x - 0,68017
Hodnota R?: 0,9975
LOD spo¢itany z trojnasobku vysky sumu: 0,07 ng.ml*

Kyselina maleinova ESI- (IS kyselina a-ketoglutarova =*Cs)

Kvantifikacni MRM ptechod: 115 Da > 71 Da, CE: 8 eV

Maleinova kyselina ESI-
1400 -
1200 - y = 477.42461x + 42.45456
= 1000
@ 800 -
;-:\ 600 -
<
< 400 -
200 -
O T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 25 3
C(A)/C(1S) [1]

Graf €. 6: Kalibrac¢ni funkce kyseliny maleinové (negativni ioniza¢ni mod).
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Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y=477,42461x + 42,45456
Hodnota R?: 0,9972
LOD spo¢itany z trojnasobku vysky sumu: 0,50 ng.ml*

Lysin ESI+ (IS Lysin **Cs)
Kvantifikacni MRM ptechod: 147,1 Da > 84 Da, CE: 16 eV

Lysin ESI+

1.6 - y =0.58827x + 0.12164
1.4 - R>=10.9986

=
=N
1 1

A@)/A(S) [1]

0 05 1 15 2 25
C(A)/C(IS) [1]

Graf ¢. 7: Kalibraéni funkce lysinu (pozitivni ioniza¢ni mod).

Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y=0,58827x + 0,12164
Hodnota R?: 0,9986
LOD spoéitany z trojnasobku vysky sumu: 0,67 ng.ml™
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Leucin a Isoleucin ESI+ (IS Alanin Cs)
Kvantifika¢ni MRM ptechod: 132,2 Da > 86 Da, CE: 8 eV

Leucin+Isoleucin ESI+

y =423.21476x + 8.45052
2000 - R>=10.99936

AA)AQS) [1]

C(A)/C(IS) [1]

Graf ¢. 8: Kalibra¢ni funkce leucinu a isoleucinu (pozitivni ioniza¢ni méd).

Rovnice linearni kalibra¢ni funkce: y=423,21476x + 8,45052

Hodnota R?: 0,9994
LOD spo¢itany z trojnasobku vysky sumu: 0,03 ng.ml*

Hodnoty preciznosti (precision) a presnosti (accuracy) na urovnich 0,5 ng.ml?,

5 ng.ml™* a 20 ng.ml™z celkového kalibraéniho rozsahu 0,5-25 ng.ml? pro referenéni vzorky

méfené ve tiech opakovanich jsou uvedeny v tabulce ¢islo 10.
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Tabulka €. 10: Hodnoty preciznosti (precision) a piesnosti (accuracy) pro vybrané analyty na

trovni 0,5, 5 a 20 ng.ml™%. Referenéni roztoky pfipraveny ve tiech opakovanich. Hodnota pre-

ciznosti ziskana jako procentualni vyjadfeni relativni smérodatné odchylky. Hodnota ptesnosti

vyjadiend jako aritmeticky pramér vytéznosti jednotlivych opakovani.

kalibraéni
urovei 0,5 ng.ml? 5 ng.ml* 20 ng.ml*
Preciznost | Presnost Preciznost | Presnost Preciznost | Presnost
Analyt (precision) | (accuracy) | (precision) | (accuracy) | (precision) | (accuracy)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fenylalanin
ESI+ 4 103 4 102 1 102
Fenylalanin
ESI- 19 99 3 100 6 97
Valin ESI+ 9 94 2 111 98
Prolin ESI + 20 117 9 100 100
K. jable¢na
ESI- 4 98 11 95 1 100
K. maleinova
ESI- -0.51 -230 1 116 1 100
Lysin ESI + 8 104 9 112 3 100
Leucin + Iso-
leucin ESI+ 9 93 2 101 2 97

4.2 Realné vzorky

Ve vzorcich vod odebranych v listopadu 2018 v rozsahu kalibraénich vzorkt 0,5 az

25 ng.ml* byly detekovany pouze aminokyseliny fenylalanin a lysin. Sloupcové grafy zobra-

zujici obsah téchto analyti ve vzorcich vod jsou uvedeny v grafech Cislo 9 a 10. Koncentrace

ostatnich analytli byla niZ8i nez nejnizsi bod kalibrace. Za LOQ metody lze povazovat, kalib-

cvwr

vujici hodnoty pfesnosti a preciznosti (s vyjimkou kyseliny maleinové).Hodnoty poméru plo-

chy piku analytu a vnitiniho standardu (RR - relative response), pro srovnani hodnoty RR

nejniz§iho kalibra¢niho bodu a ¢iselné hodnoty pro koncentrace fenylalaninu a lysinu ve vzor-

cich jsou uvedeny v piiloze (tabulka I1).
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Graf €. 9: Obsah fenylalaninu (méfeno v negativnim i v pozitivhim ioniza¢nim
modu) ve vzorcich vod, koncentrace uvadéna v ng.ml™, nejistota zobrazena jako dvojna-
sobek relativni smérodatné odchylky. PV — pitnéd voda. 1918 — surova voda, Plav, 1917 —
Rimovska piehrada, vytok, 1890 — Certovo jezero, vytok, 1856 — Plesné jezero, vytok, 1926 —

lesni potok, Pohoti na Sumavé, 1927 — Jificka nadrz, Pohoti na Sumave.
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Graf ¢. 10: Obsah lysinu (méFeno v pozitivnim ioniza¢nim modu) ve vzorcich vod,
koncentrace uvadéna v ng.ml™, nejistota zobrazena jako dvojnasobek relativni sméro-
datné odchylky. PV — pitnd voda. 1918 — surova voda, Plav, 1917 — Rimovska piehrada,
vytok, 1890 — Certovo jezero, vytok, 1856 — Plesné jezero, vytok, 1926 — lesni potok, Pohoti

na Sumave, 1927 — Jificka nadrz, Pohofi na Sumave.
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Meéteni Cerstvé odebranych vzorki probihala na pfelomu podzimu a zimy, aby byl zohlednén
i mozny vliv ro¢nich obdobi, byl stejnou metodou zméten i vzorek vody ze srpna 2016. Ten
byl odebran stejnou metodou uvedenou vyse z ptitoku do Rimovské prehrady, protoze vsak
nebyl k dispozici vzorek odebrany z ptitoku v listopadu, neni mozné data porovnavat ptimo.
V tomto vzorku byly v koncentra¢nim rozsahu kalibracnich vzorkd detekovany mimo feny-
lalaninu a lysinu i kyselina maleinova a jable¢na. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce
¢islo 11. Ziskané hodnoty jsou vSak pouze orienta¢ni, protoZe tato voda byla pouZita pfi pr-
votnich zkuSebnich analyzach a opakované zmrazovéna, ziskané hodnoty tedy nejsou z ana-

lytického hlediska rovnocenné hodnotadm ziskanym pro Cerstvé vzorky vod.

Tabulka ¢&. 11: Obsah fenylalaninu (méteny v pozitivnim i v negativnim ioniza¢nim modu),
lysinu, kyseliny jable¢né a kyseliny maleinové ve vzorku vody z piitoku do Rimovské nadrze
ze srpna 2016. Vysledky uvedeny v ng.ml s nejistotou vyjadienou jako dvojndsobek relativni

smerodatné odchylky.

Fenylalanin (+) | Fenylalanin (-) | Lysin |K. jable¢na | K. maleinova
Vzorek c C c c C
(ng.ml?) (ng.ml?) (ng.ml?) (ng.ml?) (ng.ml?)
Rimov - pritok | 2,79+0,14 2,98+0,64 |8,81+0,29|2,20+£0.28 | 1,816 +0.054
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5 DISKUSE

Piimé LC-QqQ-MS méieni ve vodach prokazalo, Ze se metabolity vyskytuji v regio-
nalnich povrchovych vodach ve velmi nizkych koncentracich, vétsinou pod 1 ng.ml™. Velice
zadouci ptimé stanoveni bez predchoziho zakoncentrovani je tak velmi obtizné.

Velkou vyhodnou trojitych kvadrupdlti jako hmotnostnich analyzatorti, ve srovnani
naptiklad s hmotnostnimi spektrometry s vysokym rozlisenim (HRMS), je vysoka citlivost
(pikogramova mnozstvi v nastiiku) a opakovatelnost. Dalsim divodem pro vybér trojitého
kvadrupolu pro metabolomické analyzy jsou velké skenovaci rychlosti, které umoziiuji méfeni
velkého mnozstvi latek v nizkych koncentracich v jedné analyze za moznosti sou¢asného meé-
feni v pozitivnim i1 vV negativnim ESI modu. I ptes jistou nevyhodu ztraty komplexni informace
0 piesné hmot¢ vSech latek detekovanych v zakladnim celkovém skenu HRMS analyzatort,
jsou trojité kvadrupoly diky MRM piechodiim velmi vyhodné pro cilené metabolomické ana-
lyzy.

Vyse uvedena data dokazuji, Ze za uvedenych chromatografickych a MS podminek
bylo mozno stanovit spole¢né latky rtiznych fyzikalné-chemickych vlastnosti v negativnim
i v pozitivnim ESI modu v koncentraénim rozsahu 0,5 — 25 ng.ml s hodnotami preciznosti
a presnosti vyhovujicim pozadavkim kladenym na analytické metody.

Obecné analyty méfené v negativnim ionizaénim modu poskytovaly odezvy selektiv-
n¢jsi, ale niz8i. Aminokyselina fenylalanin byla métena v pozitivnim i negativnim ionizacnim
ESI modu. Ziskana data pro jednotlivé vzorky si sice odpovidaji, ale smérodatna odchylka pro
data méfend v negativnim ionizacnim modu je vys$si. Z toho divodu je v piipadé moznosti
volby vhodnéjsi zvolit MRM piechod v pozitivnim ioniza¢nim modu.

Jednim z hlavnich cild této diplomové prace bylo aplikovat metodu na vzorky piirod-
nich sladkych povrchovych vod bez predchoziho zakoncentrovani metaboliti Ve vzorcich vod
ve vybraném koncentracnim rozsahu kalibracnich vzorki byl pfitomen fenylalanin a lysin.
Koncentrace ostatnich analyt byla niz$i nez nejnizsi bod kalibrace, i piesto ale z hodnot po-
meéru plochy piku analytu a vnitiniho standardu bylo mozné odvodit alespon orientacné obsah
daného analytu ve vzorku a tim i biochemické pochody probihajici v daném vodnim systému.
Pro ziskéni informace o procesech ve vodnim zdroji je tato hodnota ¢asto cennd a absolutni

¢isla nejsou vzdy nezbytna.
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Pokud bychom fenylalanin a lysin povazovali za vhodné reprezentanty celkového ob-
sahu nizkomolekularnich organickych latek, tak ziskané hodnoty obou kvantifikovatelnych
analytli odpovidaji charakteristikdim daného vodniho zdroje. Surova voda a z ni ziskdvana
voda pitna byly ve srovnani s dal§imi vzorky na organické latky nejchudsi. Sumavska jezera
sice obsahuji velké mnozstvi rozpusSténého uhliku, ale ten se vyskytuje hlavné ve form¢ humi-
novych latek. Mimo antropogenni acidifikaci zptisobenou kyselymi desti jsou tato jezera
ovlivnéna lidskym piisobenim, naptiklad zvySovanim koncentrace biogennich prvkl splachem
z poli nebo pfitékajicimi odpadnimi vodami, jen malo, proto je tam fenylalaninu a lysinu jen
o trochu vice nez ve vod¢ pitné. Zaroven je viditelny i rozdil mezi obéma jezery. Z diivodu
vys§iho obsahu fosforu v ptitocich Plesného jezera, je zde obsah obou aminokyselin vyssi nez
v Certovo jezefe. Novohradské hory jsou ve srovnani s Sumavou ovlivnény antropogennim
zne€isténim vice. Pravdépodobné i niz§i nadmoiska vyska se podili na vyssi primdrni produkci
a zvySené koncentraci stanovovanych analytl v lesnim potoce. Nejvyssi koncentrace obou
kvantifikovatelnych latek byly v uméle vytvotenych nadrzich — Jitické, ale hlavné Rimovské.
Dutivodem je pravdépodobné nejvyssi primarni produkce, na které se podili vyssi obsah dusiku
a fosforu a celkove lepsi podminky pro zivot mikroorganismtl.

Pravdépodobnym diivodem pro nizké koncentrace stanovovanych analyti a nemoznost
kvantifikovat je ve vzorcich realnych vod byla skuteénost, ze vodni zdroje, ze kterych byly
vzorky odebrany, nejsou piili§ ovliviiovany antropogennim znecisténim. Dal$im diivodem je
i skuteénost, ze vzorky byly odebirany v dobé&, kdy primarni produkce diky roénimu obdobi
byla velmi nizka. Aminokyseliny a nizkomolekularni organické kyseliny slouzi jako nejsnazsi
zdroj biogennich prvki a energie pro konzumenty prvniho fadu. Proto v listopadu, kdy kviili
nizkym teplotam a kratké dob¢ slunecniho svitu je aktivita primarnich producentl nizka, je
téchto organickych latek ve vod¢é malo.

Dalsi vyzkum metabolitti v povrchovych vodach bude vyZzadovat rozsifeni rozsahu ka-
librace k nizsim hodnotam, naptiklad za vyuziti vétsiho nastfiku vzorku pomoci nasttikové
smy¢ky, piipadné jiného rozsahu kalibrace. Analyty poskytovaly prokazatelnou odezvu ana-
1yt v pozitivnim ESI modu na hladiné 0,1 ng.ml™. Tento kalibraéni bod vsak nebylo mozno
vzhledem k nevyhovujici piesnosti do kalibraéni zavislosti zahrnut. V dalsi studii bude tedy

nutno metodu méfeni dale zdokonalit.
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6 ZAVER

Zamérem této diplomové prace byly ¢tyfi dil¢i cile.

Byla provedena reserse literatury zamétené na analyzu metaboliti v piirodnich slad-
kych povrchovych vodach, ktera ukazala, ze metody piimé analyzy povrchovych vod (analo-
gicky, jako se provadi pfi analyze organickych polutantii) jsou dosud jen velmi malo rozpra-
covany. Bylo popsano vyuziti trojitého kvadrupdlu pfi cilenych stopovych analyzach.

Byla vypracovana LC-QqQ-MS metoda pro pfimé stopové stanoveni nizkomolekular-
nich organickych latek v pfirodnich sladkych povrchovych vodach bez ptedchozi pfedkoncen-
trace analytli ve vzorku. Na trojitém kvadrupélu spojeném s HILIC chromatografickym sys-
témem byla vyvinuta metoda, diky které je moZzno dokazat pfitomnost metabolitli, pro které
byly naladény MRM piechody.

Byla provedena validace metody. Pro vybranych osm latek (fenylalanin, lysin, prolin,
valin, leucin a izoleucin, kyselinu maleinovou, kyselinu jable¢nou) byla pfipravena kalibrace
s linearnim kalibra¢nim rozsahem 0,5 — 25 ng.ml s ptijatelnou piesnosti a preciznosti (s vy-

Vlastnosti vypracované LC-QqQ-MS metody byly ovéfeny na analyze metabolit
v sedmi realnych vzorcich vod (pitna voda, surova voda z upravny vody Plav, vytok z Rimov-
ské nadrze, vytok z jezera Plesnéha a Certova, lesni potok u Poho#i na Sumavs, Jificka nadrz).
Aminokyseliny fenylalanin a lysin byly kvantifikovany ve vSech analyzovanych vzorcich
vody Vv rozsahu 0,5-25 ng/ml. Ziskané hodnoty odpovidaji podminkam, v nichZ se piislusny
ekosystém nachazel.

Vysledky dosazené v této praci ukazuji, ze Ize provadét pfimé stanoveni metabolit
vypracovanou metodou LC-QqQ —MS bez ptedchozi prekoncentrace. Budou vSak nutné dalsi
opatfeni ke sniZeni limitu kvantifikace, zejména zvySeni objemu filtrované vody ddvkované

na kolonu.
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9 PRILOHY

Tabulka I.: Hodnoty pH, vodivosti, alkality, rozpusténého organického uhliku (DOC Shi-
madzu), rozpusténé¢ho celkového dusiku (DN Shimadzu)., koncentrace chloridovych ionti,
dusi¢nanového dusiku, siranovych anionttl, fluoridovych aniontl, sodnych, draselnych, vape-
natych a hotec¢natych kationtd stanovené pomoci iontové chromatografie. Parametry zméteny

na Hydrobiologickém ustavu pi Biologickém centru AV CR, v. v. i. v Ceskych Budg&jovicich.

Da- Vodi- | Alka- NO;-
pH . poc| DN | ¢l so, | F | Na | K | ca | Mg
Vzorek | Popis t;;r_] vost lita N )
béru
pS.cm? | peq.lt | mg.lt | mg.l?t | mg.lt | mg.lt | mg.t | mg.lt | mg.lt | mg.lt | mg.lt | mg.l?
1856 PL-VY 121-?30- 556 12.8 23 7.62 0.31 0.3 0.1 2.0 0.1 0.8 0.5 0.7 0.2
1890 | cTvy [ 40| 164 9 |29 | 047 | 05| 03 | 24 | 00| 06 | 03| 03 | 03

1917 Rir'nov— 19X 7.1 135.4 650 6.78 | 1.11 8.2 0.6 12.7 0.1 7.9 2.5 131 2.7
vytok 18 8

Plav-su- | 19-XI-

1918 . 6.8 135.5 546 489 | 1.63 8.1 14 12.6 0.1 1.7 2.1 125 2.6
rova 18
lesni po- 19-XI- | 65
1926 tok Po- 18 5 48.1 176 8.53 | 0.39 0.0 0.1 9.1 0.1 4.2 0.4 4.2 0.6
hori

19g7 | Jifickd [19-XI-1 6.7 1 405 | 997 | 962 | 038 | 00 | 00 | 63 | 01 | 36 | 07 | 41 | 07
nadrz 18 6

upra- 1L
PV vena 19-XI- | 8.2 247 1209 157 | 156 X X X X X X X X

voda 18 2

PL-VY - odtok z Plesného jezera

CT-VY - Odtok z Certova jezera

Rimov — vytok - odtok z vodarenské nadrze Rimov (feka Malse pod prehradou)

Plav-surova - surova voda z vodarenské nadrze Rimov odebirana ipravnou Plav

lesni potok Poho¥i - lesni potok s vysokou koncentraci DOC, ale vy$§im pH nez Sumavska jezera
JiFicka nadrz - nadrz v Novohradskych horach, do které pfitéka lesni potok

upravena voda - upravena pitna vody z upravny vody Plav
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Tabulka I1.: Koncentrace fenylalaninu a lysinu ve vzorcich vod. Hodnoty RR (relative re-

sponse — pomér plochy piku analytu a plochy piku vnitiniho standard) pro sumu leucinu a

isoleucinu, valinu, prolinu, kyseliny jable¢né a kyseliny maleinové.

Leu + K. K. malei-
. . Phe (+) Phe (-) Lys lle Val Pro jableénd novs
zore c c c RR | RR | RR RR RR
(ng.ml?) | (ng.ml?) | (ng.ml?) (1) (1) (1) (1) (1)
pitna 1,390 = 1,21+ +
voda 0,092 0,57 2,12+0,18 1,24 0,31 | 0,00193 1,80 1,06
Plav -su-
+ +
rova 16581;9_ 1(')5523_ 2,43+0,17 1,56 0,39 | 0,00173 2,28 0,71
(1918) ’ !
Rimov -
+ +
vytok 6,56+ 0,27 6(’)5372_ 1%)'515;_ 6,94 2,01 |0,00830 2,32 1,18
(1917) ! !
Certovo
jezero - 1,584 + 1,38 +
+
wytok 0,044 0,21 2,62 +0,56 1,25 0,34 | 0,00159 2,56 0,83
(1890)
Plesné je-
+ +
zero - vy- 1(’)705138_ 1(’)8;8_ 3,39+0,15 1,47 0,42 |0,00214 3,15 1,04
tok (1856) ! !
lesni po-
tok - Po-
v 2,116 = 2,21+
+
borl nav 0,046 0,47 5,38 +0,53 1,87 0,51 | 0,00269 3,59 0,93
Sumave
(1926)
Jificka na- 4,042 + 4,21 +
+
dr# (1927) 0,068 0,49 7,12+0,48 | 4,04 1,20 |0,00552 2,48 0,67
0,5 ng/ml
(kal. Roz- 46,38 |10,40|0,02303 8,78 37,78
tok)
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