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VYUKOVE CILE LABORATORNIHO CVICENI

1) Prohloubeni teoretickych znalosti v oblasti kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (LC-MS)
2) Prakticka demonstrace prace s LC-MS instrumentaci

3) Test vlivu matri¢nich efektli na ptikladech vybranych analyta

KRITERIA HODNOCENI PRACE

Znalost zakladnich informaci souvisejicich s LC-MS instrumentaci (viz. Studijni cast)
Praktické provedeni prace

Dodrzeni pravidel pro praci v laboratofi (bezpec¢nost, Cistota, poradek)

Protokol — ptehlednost experimentalnich udajt, vysledky a zavér

CASOVY HARMONOGRAM PRACE

Krok ¢. Cinnost
1. Vyklad a prozkouseni (30 min)
2. Ukazka programu pro kontrolu LC-MS a vyhodnoceni (30 min)
3. Pfiprava kapalinového chromatografu k méteni (45 min)
4 Ptiprava hmotnostniho spektrometru k méteni (20 min; lze i paralelné
' S ptipravou kapalinového chromatografu)
5. Priprava sekvence pro méfeni a zpusténi analyzy (20 min)
6. Kontrola spravné akvizice dat (20 min)
7. Proméfeni standardd (60 min; spojeni s prestavkou)
8. Vyhodnoceni a zpracovani dat (45 min)
9 Ptiprava protokolu (30 min, Ize vyhotovit téz mimo laborator, po domluvé s

asistentem)




STUDIJNI CAST

Kapalinova chromatografie (LC) ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) je kombinaci
modernich technik vyuzivajici separacni schopnosti kapalinového chromatografu a detekcnich
moznosti hmotnostni spektrometrie poskytujici informace o struktufe analyzovanych sloucenin. Jde
o selektivni a citlivou analytickou techniku, ktera nachazi uplatnéni ve farmacii, analyze potravin,
forenzni analyze a biotechnologii ¢i obecné v analyze Sirokého spektra nizko- |
vysokomolekularnich slouéenin vyskytujicich se v analyzovanych materialech na stopovych az
ultra-stopovych mnozstvich, vyjimkou nejsou ale ani aplikace pro stanoveni slou¢enin obsazenych
ve vysSich mnozstvich.

Zakladnimi prvky kapalinového chromatografu jsou (i) vysokotlaka pumpa s odvzdusiovaci
jednotkou, (ii) autosampler s injektorem a (iii) kolonovy prostor. Pii méfeni jsou pumpou do
systému vnaseny mobilni faze v urcitém poméru, z autosampleru je do proudu mobilni faze
nastiiknut vzorek a ten je ddle mobilni f4zi unaSen na kolonu, kde dochazi k separaci slozek vzorku
obvykle dle polarity (dle typu stacionarni faze). Velmi dilezitym piedpokladem realizace analyzy je
zajiSténi stabilni teploty autosampleru i1 kolonového prostoru, sebemensi zména by mohla mit za
nasledek generovani nereprodukovatelnych dat. V soucasné dobé je nejastéji vyuzivana ultra-
ucinna kapalinova chromatografie (U-HPLC) s velikosti Castic sorbentu do 2 pum nabizejici
vysokou efektivitu separace, ktera je do jisté miry téz alternativou pro nékteré GC aplikace. Ve
vétsing aplikaci s LC-MS jsou obvykle vyuzivana tékava aditiva (kyselina mravenci, octova a
jejich soli, ap.), které zajist'uji stabilni pH mobilni faze a pro nékteré analyty umozni téz zvyseni
efektivity ionizace.

Eluat z chromatografické kolony je unaSen systémem kapilar do rozhrani mezi jednotkami LC
a MS, kde je za podminek (i) vysoké teploty (stovky °C), (i1) vysokého napéti (jednotky kV) a (iii)
pfitomnosti inertnich plyni (zmlZovaci, nosny) odstranéna mobilni faze a molekuly vzorku
ionizovany. Jako zdroj plyna je obvykle vyuzivana kombinace kompresoru vzduchu a generatoru
dusiku s molekularnimi sity. Mezi nejcastéji vyuzivané ambientni techniky v LC-MS patii
elektrosprej (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a chemicka fotoionizace
(APPI). Mira jejich vyuziti pro souc¢asné aplikace je znazornéna na Obr. 1.
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Obr. 1 Aplikaéni potencial a vyuziti ioniza¢nich technik v LC-MS



Hmotnostni spektrometrie je detek¢ni technika zaloZzend na separaci ionti dle efektivni
hmoty, tj. poméru velikosti iontu a ndboje m/z, v elektromagnetickém poli a detekci intenzity jejich
signalu. Jde o univerzalni techniku detekce poskytujici vysokou selektivitu a téz citlivost.
Zakladnimi sou¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou (i) iomizaéni zdroj, (ii) hmotnostni
analyzator(y) a (iii) detektor. Dalsi neméné dulezitou Casti je zdroj vakua. V hmotnostnim
spektrometru je obvykle n€kolik trovni vakua, prvni ¢ast vakua zajist'uji rotacni pumpy umisténé
Vv blizkosti piistroje, dalsi pak turbo-molekularni pumpy, jez jsou pfitomny v samotném piistroji.
Vv oblasti hmotnostnich analyzatorti a detektoru. Vstupni ¢ast hmotnostniho spektrometru vyuzivana
pro fokusaci nabitych castic vznikajicich v iontovém zdroji je nazyvana iontova optika. Dale
dochazi k transferu iontl a jejich analyze dle m/z pomoci hmotnostnich analyzatori, které jsou
obvykle rozlisovany podle operacniho méodu (skenovaci, neskenovaci), rozliSovaci schopnosti
(jednotkové/vysoké rozliseni) & poétu dimenzi (MS! — MS"). Zikladni schéma LC-MS
instrumentace je uvedeno na Obr. 2.

Zékladnim prvkem hmotnostni analyzy je nizko-rozliSovaci analyzator kvadrupél (Q)
sestavajici se ze Ctyf (¢i vice — multipol, napf. 6 — hexapo6l, 8 — oktap6l) paralelnich cylindrickych
ty¢i s vlozenym radiofrekvenénim (RF) napétim na protilehlych parech ty¢i, kdy jsou ionty
separovany dle stability jejich trajektorii v elektrickém poli. Mezi dal$i nizkorozliSovaci analyzatory
patii napf. iontova past oznaCovana také jako ,3D kvadrupdl® ¢i linearni iontova past.
VysokorozliSovaci hmotnostni analyzatory jsou poté zastoupeny predevSim analyzatorem doby
letu (TOF, time of flight), ktery separuje ionty dle velikosti po vstupni akceleraci Vv letové trubici.
Znacéného zlepSeni rozliSeni lze dosahnout vyuzitim reflektronu, tzv. iontového zrcadla, které
zvySuje délku letu iontd. Druhym Siroce rozSifenym hmotnostnim analyzatorem je orbitalni
iontova past (orbitrap), ktera rozliSuje ionty, které jsou elektrostaticky zachyceny mezi
elektrodami, na zaklad¢ oscilaci okolo centralni elektrody. Bézna je v soucasné dobé téz kombinace
nizko- a vysokorozliSovacich hmotnostnich analyzatorit v tzv. hybridnim usporadani, které
vyuziva vyhody dvou ¢i vice analyzatort (napi. Q-TOF, Q-orbitrap, ad.).
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Obr. 2 Zakladni ¢asti LC-MS instrumentace
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Obr. 3 Schéma uspotfadani iontové optiky a hmotnostniho analyzatoru (orbitrap) hmotnostniho
spektrometru Exactive (Thermo Scientific)

Jednim z hlavnich parametri spojenych s hmotnostni spektrometrii je hmotnostni rozsah,
coz je rozmezi hmot m/z, které jsou detekovany. Frekvence sbéru dat je poté charakterizovana
parametrem akvizi¢ni rychlost (spektrum/s; sken/s). Piesnost detekce jednotlivych iontd je
definovana rozliSovaci schopnosti, coz je teoreticky parametr specifikujici detekci dvou iontd
s velmi podobnou hmotou m/z. Konkrétnim vysledkem méfeni s pfistrojem/instrumentalni metodou
surcitou rozliSovaci schopnosti je poté jiz vySe zminéné rozliSeni. Dynamicky rozsah je
koncentra¢ni rozsah, ve kterém je dany instrument schopen akvizice a linearni dynamicky rozsah
je jeho cast, kterd byva obvykle pro méfeni vyuzivana a v tomto rozsahu je provadéna kalibrace.

Hlavnim problémem, se kterym se LC-MS analytici potykaji, jsou matri¢ni efekty. Ty jsou
v LC-MS lokalizovany v iontovém zdroji, kde dochazi k ,,soupefeni® slouc¢enin vzorku o naboj,
v disledku ¢ehoZ je obvykle pozorovana suprese signalu, avSak zvySeni signalu je téz obvyklym
jevem. VIliv na supresi i zvySeni signalu mize téZ mit kontaminace instrumentace, mobilnich fazi,
vialek ap. €i latek postupné uvoliiovanych z nedostatecné promyvané analytické kolony. Matri¢ni
efekty lze pro urCitou kombinaci analyt/matrice vyjadfit procentudlné parametrem ME (matrix
effects) ¢i v anglictiné SSE (signal suppression/enhancement) po proméfeni analytu v rozpoustédle
a extraktu vzorku se znamym ptidavkem slouceniny (Obr. 4). Existuje fada parametrt ovliviiujicich
miru matricnich efektd pro dany analyt, tj. matrice vzorku, zplsob pfipravy vzorku, typ
instrumentace a vlastni podminky analyzy. V ptipadé¢ zaddného matricniho efektu je parametr ME



roven 100 %. Pokud dojde k supresi signalu, je ME < 100 %, pfi zvySeni signalu je ME > 100 %.
V praxi se lze setkat s velmi Sirokym rozsahem téchto experimentalnich hodnot od jednotek po
tisice procent, je proto naprosto zdsadni eliminovat moznost nepfesné kvantifikace, resp.
kompenzovat ji vhodnym zpisobem Kkalibrace, jinak by mohly byt generované vysledky az
mnohonasobn¢ vzdalené od ,,spravné* hodnoty.

A (matricni standard) 100

ME [%] =
%] A (rozpoustédlovy standard) x

Obr. 4 Rovnice vypoc¢tu miry matri¢nich efektu

V LC-MS lze kalibrovat mnoha rtiznymi zpiisoby, pro dany ucel je nutné najit ten vhodny
s ohledem na ¢asovou a ekonomickou stranku véci, pficemz je mozné i tak vyuzivat fadu moznosti
alternativné ¢i  komplementarné.  Nejjednodus$im  zplisobem je externi Kkalibrace
s rozpoustédlovymi kalibraénimi standardy, coZ je moZznost vyuzitelnd pro analyty, u kterych
parametr MS/SSE osciluje okolo 100 %. Alternativou tomuto pfistupu a zaroven nejrozsifenéjSimu
zpusobu kalibrace je matri¢ni kalibrace, kdy je misto Cistého rozpoustédla vyuzit extrakt matrice
bez obsahu stanovovaného analytu. DalS§im zptisobem kalibrace je metoda standardniho
pridavku, kdy je pfipravena kalibra¢ni fada pfidavkem analytu do extraktu vzorku s obsahem
analytu, zaroven je ale nutné provést i piidavek analytu do vzorku pro zjisténi vytéznosti metody.
Alternativou tomuto ptistupu mize byt téz pridavek analytu do vzorku na nékolika hladinach (min.
3) a vysledna kalibrace je jiz pifimo korigovéna na vytéznost. Z hlediska teorie jde o nejpiesnéjsi
moznost kalibrace, avSak také casové 1 ekonomicky velmi ndrocnou, pro nékteré ptipady téz
neproveditelnou (dostupnost dostateéného mnozstvi standardu, ap.). Pro kompenzaci matri¢nich
efektd 1ze vyuzit izotopové znacenych standardi, analogl stanovovanych analyti pfidavanych
bud’ do vzorku ¢i pfimo jeho extraktu. Nevyhoda této moZnosti spoc¢ivd v omezené dostupnosti
standardl a vysoké finan¢ni narocnosti.



PRAKTICKA CAST

Napli a cil prace

Vypoctéte a zhodnot'te miru matri¢nich efektd vyjadienych procentualné jako ME (matrix
effect) ¢i téz SSE (signal suppression/enhancement) pro vybrané mykotoxiny (Tab. 1) proméfenim
kalibra¢nich standardu v piitomnosti extraktu matrice vzorku vuci rozpoustédlovému standardu
S vyuzitim zavedené instrumentalni metody. Parametry kapalinové chromatografie a podminky
hmotnostné-spektrometrické detekce jsou uvedeny v Tab. 2 — 4.

Kalibra¢ni standardy a mobilni faze budou pro potieby laboratorni ulohy poskytnuty, v rdmci
ulohy bude prace zamétena predevsim na piipravu instrumentace k méfeni a prométeni standardt
pro demonstraci miry matri¢nich efekt pro vybrané analyty (viz. nize).

Vvpocet miry matrié¢nich efekti (ME/SSE)

Parametr ME (¢i SSE) je spoéten pro kazdou kombinaci analyt/matrice a je vyjadien
procentualné jako pomér ploch kalibra¢nich standardi v rozpoustédle a extraktu matrice, viz. Obr.
4 vySe. Zakladnim ptedpokladem tohoto vypoctu je proméfeni standardi na stejnych
koncentrac¢nich hladinach a také prace se standardy ve stejném rozpoustédle.

Analyty
Tab. 1 Piehled stanovovanych analytd
y Sumarni . Pfesna hmota m/z*
. Anal tr [Min
¢ % vzorec R [min] [M+H]*  [M+NH4]*

1 Aflatoxin B1 C17H1206 3,64 313,0707 -
2  Aflatoxin B2 C17H1406 3,46 315,0863 -
3 Aflatoxin G1 C17H1207 3,22 329,0656 -
4 Aflatoxin G2 C17H1407 3,06 331,0812 -
5 HT-2 toxin C22H320s 4,40 - 442 2435
6 T-2toxin C24H3409 4,93 - 484,2541

*Uvedené presné hmoty m/z byly vybrany jakozto m/z iontii analytii poskytujicich nejvyssi absolutni
signal

Analyzované vzorky

Smésné standardy mykotoxind v acetonitrilu o koncentraci 100 ng/ml v:

1) ¢istém rozpousteédle;
2) extraktu ovocné diené — jable¢né (modifikovana metoda QUEChERS)*;
3) extraktu cerealie — pSenice (modifikovana metoda QUEChERS)™*.

*konkrétni matrice ovocné drené a ceredlie je mozné nahradit dle momentalni dostupnosti za
obdobné matrice.



Instrumentalni metoda

Tab. 2 Parametry kapalinové chromatografie:

Systém Acquity UPLC System (Waters, USA)

Kolona Acquity UPLC HSS T3 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um; Waters, USA)*
Teplota kolony 40 °C

Teplota autosampleru 10 °C

Objem nastiiku 2 ul

A: 5 mM mravencan amonny ve vode (0,2 % kys. mravenci)
B: 5 mM mravencan amonny v methanolu (0,2 % kys. mravenci)
Gradient mobilni faze | viz Tab. 3

Mobilni faze

*Ci jina dostupna analyticka kolona s reverzni fazi podobného typu (rozmery, typ stacionarni faze)

Tab. 3 Gradient mobilnich fazi

Cas Pritok Slozeni mobilnich fazi
[min] [mI/min] A [%] B [%]
0 0,30 90 10
1 0,30 50 50
8 0,40 0 100
10 0,40 0 100
12 0,30 90 10

Tab. 4 Podminky hmotnostné-spektrometrické detekce

Systém Exactive (Thermo Scientific, USA)*
lonizace ESI

Rozliseni 50 000 FWHM

Akviziéni rychlost 15Hz

Hmotnostni rozsah 100 — 1000 m/z

Automaticka regulace citlivosti (AGC target) | 3¢5

Maximalni doba nastfiku (max IT) 100 ms

*v pripadé momentalni nedostupnosti LC-MS instrumentace s MS Exactive Ize téz vyuzit MS Q-
Exactive Plus

PROTOKOL

1) Uvod — skupina, studenti

2) Tabulka s procentualnim vyjadifenim ME/SSE pro vS§echny kombinace analyt/matrice (12
hodnot)

3) Chromatogramy pro jednotlivé analyty (6 * 3 chromatogramy)

4) Zavér (ne pouze vycet vysledki!)

Pozn. Mimo zavér neuvadéjte zadny souvisly text s postupy prace ani principy vyuzitych technik.



