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Uvod

Ambientni hmotnostni spektrometrie je modernim analytickym pfistupem pro
studium organickych latek umoziujici analyzu Sirokého spektra latek v ptirozeném prostiedi
(nativni podminky). Hojné studovanou podskupinou ambientnich technik, s velkym
potencidlem do budoucna, jsou techniky zaloZzené na principu laserové ablace/desorpce
anasledné ionizace mékkymi ionizacnimi technikami napt. elektrosprejovou ionizaci
(elektrosprej, ESI), chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) ¢i fotoionizaci za
atmosférického tlaku (APPI). Toto moderni spojeni technik umozituje piimou analyzu
pevnych 1 kapalnych vzorkli bez jejich piedupravy a se zachovanim jejich piirozené
struktury/prostiedi. Piikladem této ambientni techniky je i nové spojeni r-DUV-LAESCI-
MS/MSI, které vynika specialné konstruovanym rozhranim spojujici laserovou ablaci (LA)
a dualni iontovy zdroj ESCI (odpovida komerénimu oznaceni zdroje na bazi ESI a APCI).
Jako prvni na svété umoznuje provadét analyzu vV obou modech v rdmei jedné jediné analyzy
a tim pokryt Siroky rozsah polarit i molekulovych hmotnosti analyzovanych latek. Toto
spojeni efektivné vyuziva nanosekundového UV laseru (193 nm) s frekvenci 300 Hz, ktery
zajistuje kompletni ablaci/desorpci Sirokého spektra analyzovanych vzorku s libovolnou
velikosti spotu od jednotek um (3-160 um). Tato vyhodna vlastnost umoziuje potencialni
vysokorychlostni a vysokorozliSujici hmotnostni zobrazovani s mikronovym rozliSenim.
Tyto jedinecné vlastnosti a pfednosti této techniky oteviraji dvefe mnoha novym aplikacim

a uplatnénim Vv riznych oborech, naptiklad v medicing, kriminalistice i zivotnim prostiedi
[1].

Pfedmétem experimentalni ¢asti této diplomové prace byla optimalizace r-DUV-
LAESCI-MS/MSI. Konkrétné testovani riznych sprejovacich kapalin tzv. ,,sheath liquid*
a testovani jejich rizného pritoku do iontového zdroje. Dale byl sledovan vliv materialu
riznych povrchll na intenzitu signali vybranych analyti s Sirokym rozsahem polarit
a molekulovych hmotnosti. Zavérem tato prace pojednava o optimalizaci a ladéni parametra

laserové ablace a hmotnostniho spektrometru pro vysokorychlostni hmotnostni zobrazovéni.



1.  Ambientni hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, vyuzivand k analyze
anorganickych 1 organickych latek v pevném, kapalném i plynném skupenstvi. Je vhodna
pro kvalitativni, semikvantitativni i kvantitativni analyzu. Jednd se o metodu S vybornou
citlivosti, nizkymi mezemi detekce (LOD), rychlosti analyzy a rozmanitosti aplikaci. Princip
tvofi tii zékladni kroky: tvorba kladnych ¢i zapornych iont Vv iontovém zdroji, separace
iontl V hmotnostnim analyzatoru podle poméru hmotnosti ku naboji (m/z) a jejich nasledna
detekce pomoci vhodného detektoru. Vystupem analyzy je hmotnostni spektrum, coz je graf
zavislosti absolutni ¢i relativni intenzity signalu na poméru m/z. Béhem ionizace analytl
mohou vznikat i vicenasobné nabité ionty (napi. v ESI), u kterych se hodnota m/z 1isi podle
velikosti naboje, tedy pro jedno chemické individuum mizeme detekovat i vice analytickych

signalt s rozlicnou hodnotou m/z [2-4].

Od pocatku 21. stoleti jsme svédky nové éry hmotnostni spektrometrie spojené se
zavedenim dnes velice hojné¢ studovanych ambientnich ionizacnich technik. Ambientni
ioniza¢ni techniky pfinas§i moznost piimé analyzy kapalnych a pevnych vzorku s jejich
minimalni ¢i zadnou predupravou. Tento piistup zajistuje kromé uspory casu, také
minimélni manipulaci se vzorkem minimalizujici pravdépodobnost ztraty t€kavych slozek
a naruseni ptirozené struktury vzorku, respektive prostorové distribuce analytu. Diky témto
vlastnostem je ambientni hmotnostni spektrometrie vhodna pro in situ analyzy a nachazi své
uplatnéni v fad¢é odvétvi napt. v zivotnim prostiedi [5], biologii [6], mediciné [7], farmacii
[8] i forenznich védach [9]. Poprvé byly ambientni ionizaéni techniky popsany v roce 2004
zavedenim desorp¢ni elektrosprejové ionizace (DESI) a hned vzapéti implementaci piimé
analyzy v realném case (DART). Od té doby bylo vyvinuto vice nez 100 riznych pfistupti
ajejich pocet se dodnes neustale zvySuje. Souhrn ambientnich ionizac¢nich techniky je

vypsan V tabulkach 1 a 2 [1, 10].

Vyznamnou skupinou jsou ambientni ioniza¢ni techniky zaloZené na laserové
ablaci/desorpci. Pravé vyuziti laserti v ambientni hmotnostni spektrometrii je velice zadouci,
jelikoz lasery mohou byt opticky fokusovany na povrch vzorku a v disledku toho umoziuji
ucinnou desorpci vzorku z predem definované oblasti v fadu jednotek az stovek pm.
Laserova ablace/desorpce primarné uvoliuje neutrdlni ¢astice, které je potfeba ionizovat
v sekundarnim iontovém zdroji. Bézné se vyuzivaji mékké ionizaéni techniky pracujici za

atmosférického tlaku, napt. elektrosprejova ionizace (ESI), DART, chemicka ionizace za



atmosférického tlaku (APCI) nebo také fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).
V tomto spojeni Se vyuzivaji riizné typy lasert S emisi zafeni vV rozmezi od vzdalené¢ UV az
po vzdalenou IC oblast elektromagnetického zafeni. IC laser byl souéasti jiz prvniho
konceptu laserové ablace s ionizaci elektrosprejem (LAESI) piedstaveného prof. Vertesem
v roce 2007. Nevyhodou IC laseru byla vzdy omezena moznost zaostiit laserovy svazek na
jednotky ¢i desitky um a také potiebny obsah vody/vlhkosti v analyzovanych vzorcich.
Oproti tomu UV laser, ktery je soucasti i r-DUV-LAESCI-MS, tato omezeni eliminoval
anabizi tak uc¢innou desorpci Sirokého spektra molekul svelkym rozsahem polarit
I molekulovych hmotnosti z riznych povrchi lisicich se optickymi, fyzikaln¢ chemickymi
vlastnostmi. Piekvapivé interakce UV zafeni nevede ke zna¢né destrukci organické matrice
(fragmentaci) a diky mozné fokusaci laseru na jednotky um je vhodny pro hmotnostni
zobrazovani S vybornym prostorovym rozliSenim. Lasery mohou byt zabudované
Vv iontovém zdroji (napt. LAESI) nebo oddélené od iontového zdroje napi. soucasti
komer¢nich laserovych ablaci, které 1ze vhodné spojit s vhodnou detekéni technikou. Prave
spojeni komer¢ni laserové ablace s hmotnostnim spektrometrem vybavenym sekundarnim
iontovym zdrojem (napi. ESI, APCI ¢i APPI) a hybridnim hmotnostnim analyzatorem
(Q-TOF) se prokazalo jako velice silny nastroj pro kvalitativni analyzu ¢i hmotnostni

zobrazovani prostorové distribuce latek [1, 10].
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Tabulka 1 Souhrn zavedenych ambientnich ionizacnich technik pred rokem 2016 (pievzato a upraveno z cit. [10])

Anglicky nazev techniky

Zkratka

Mechanismus desorpce

Mechanismus ionizace

Prostorové
rozliSeni

air-flow assisted desorption electrospray ionization

AFADESI

kapalna extrakce

elektrosprej

100-200 pm

coated blade spray

CBS

kapalna extrakce

elektrosprej

N/A

desorption atmospheric pressure chemical ionization

DAPCI

desorpce plazmatem

koronovy vyboj

200 pum

direct analysis in real time

DART

desorpce plazmatem

koronovy vyboj

N/A

dielectric barrier discharge ionization

DBDI

desorpce plazmatem

dielektricky bariérovy vyboj

<200 pm

desorption electrospray ionization

DESI

kapalnd extrakce

elektrosprej

30-200 pm

easy ambient sonic-spray ionization

EASI

kapalna extrakce

sonicky sprej

30-200 pm

extractive electrospray ionization

EESI

kapalna extrakce

elektrosprej

N/A

electrospray-assisted laser desorption/ionization

ELDI

laserova ablace

elektrosprej

100-200 pm

flowing atmospheric pressure afterglow

FAPA

desorpce plazmatem

koronovy vyboj

N/A

field-induced droplet ionization

FIDI

vibraéni

indukované pole

N/A

internal extractive electrospray ionization

IEESI

kapalna extrakce

elektrosprej

N/A

laser ablation electrospray ionization

LAESI

laserova ablace

elektrosprej

70 pm

liquid extraction surface analysis

LESA

kapalnd extrakce

elektrosprej

1 mm

liquid microjunction surface sampling probe

LMJSSP

kapalnd extrakce

elektrosprej

600 pm

liquid surface-atmospheric pressure glow discharge

LS-APGD

laserova ablace

doutnavy vyboj

N/A

low temperature plasma

LTP

desorpce plazmatem

dielektricky bariérovy vyboj

150 um

(Pozn.: ,, N/A* — udaj nebyl dostupny)



¢t

(Pokracovani tabulky 1)

matrix assisted ionization MAI sublimace vstupni ionizace N/A
matrix assisted laser desorption electrospray ionization | MALDESI laserova ablace elektrosprej 50-200 pm
microwave plasma torch MPT desorpce plazmatem mikrovinna plazma N/A
nano desorption electrospray ionization nano-DESI kapalna extrakce elektrosprej 12-150 um
probe electrospray ionization PESI kapalna extrakce elektrosprej ~700 nm
picosecond infrared laser desorption PIRL laserova ablace vibra¢ni excitace matrice 1-5mm
paper cone spray ionization PCSI kapalna extrakce elektrosprej N/A
pressure probe electrospray ionization PPESI piima analyza elektrosprej 2-5 um
paper spray ionization PSI kapalna extrakce elektrosprej N/A
rapid evaporative ionization mass spectrometry REIMS tepelna desorpce chemické/tepelné odpafovani -
solvent assisted inlet ionization SAII kapalna extrakce vstupni ionizace N/A
surface acoustic wave nebulization SAWN akusticka desorpce - N/A
secondary electrospray ionization SESI kapalna extrakce elektrosprej N/A
single probe - kapalna extrakce elektrosprej 10 um
touch spray - kapalna extrakce elektrosprej ~6 mm

(Pozn.: ,,N/A“ — udaj nebyl dostupny)
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Tabulka 2 Souhrn zavedenych ambientnich ionizacnich technik, leden 2016 — zari 2018 (prevzato a upraveno z cit. [10])

Anglicky nazev techniky ZKkratka Mechanismus desorpce Mechanismus ionizace P:g;lti‘;::ge
droplet assisted inlet ionization DAII atomizace vstupni ionizace N/A
extractive atmospheric pressure photoionization EAPPI ultrazvukova extrakce fotoionizace N/A
laser ablatl_on-_aer(_)sol mass spectrometry-chemical LA-AMS-CMS laserové ablace elektronovg ionizace a/ nebo 2550 um
ionization mass spectrometry chemicka ionizace
laser ablation dielectric barrier discharge LA DBD laserova ablace dielektricky bariérovy vyboj 40 um
laser desorption corona beam ionization LD-CBI laserova ablace koronovy vyboj ~1 mm
laser desorption/ionization droplet delivery LDIDD laserova ablace fotoionizace a elektrosprej 2-3 um
laser diode thermal desorption atmospheric LDTD-APPI laserovy, termélni fotoionizace N/A
pressure ionization
laser-induced acoustic degorptlop atmospheric LIAD-APPI laserem 1n(,1uk,ovana napéti na fotoionizace N/A
pressure photoionization molekularnich krystalech
MasSpec Pen MasSpec Pen kapalna extrakce Odparovamv/l? nizace 0,5-5mm
rozpoustédla
nanotip ambient ionization mass spectrometry NAIMS desorpce plazmatem koronovy vyboj 5 um
robotic surface analysis RoSA kapalna extrakce elektrosprej 1 mm
SpiderMass SpiderMass laserova ablace vibra¢ni excitace matrice <1 mm
sponge spray ionization SSI kapalna extrakce elektrosprej N/A
triboelectric nanogenerator TENG kapalna extrakce elektrosprej N/A
T-probe T-probe kapalna extrakce elektrosprej 5-8 um
o L o odpafovani/ionizace
vibrating sharp edge spray ionization VSSI vibraéni rozpoustedla N/A

(Pozn.: ,,N/A“ — udaj nebyl dostupny)




1.1. r-DUV-LAESCI-MS

r-DUV-LAESCI-MS je novou ambientni technikou vyuZzivajici spojeni laserové
ablace/desorpce vzorku s naslednou ionizaci analytu v dudlnim iontovém zdroji ESCI,
kombinujicim elektrosprejovou ionizaci (ESI) a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(APCI). Tento specialné konstruovany dualni iontovy zdroj ESCI (viz Obrazek 1), vynika
schopnosti soucasné analyzy v obou ionizacnich médech ESI i APCI, ¢imz nabizi moznost
analyzy molekul v Sirokém rozsahu polarit a molekulovych hmotnosti. Dale tato technika
umoziuje piimou analyzu pevnych i kapalnych vzorkd s omezenou fragmentaci pod 13 %
pii hustotd zafivé energie 12,1 J/cm? [1]. K t¢inné desorpci ¢astic z povrchu vzorku je zde
vyuzivan excimerovy nanosekundovy UV laser s vinovou délkou 193 nm. Uvolnény jemny
aerosol v plynné fazi je u¢inng transportovan pomoci nosného plynu (He) Tygon® hadickou
(4 mm x 1,2 m) do dualniho iontového zdroje ESCI, kde dochazi k ionizaci s moznosti
nastaveni kladného ¢i zaporného napéti na kapilaru (ESI) ¢i vybojovou jehlu (APCI).
lonizaci molekul zde napomaha sprejovaci kapalina tzv. ,,sheath liquid®, ktera je sprejovana
skrze kapilaru ESI do oblasti iontového zdroje. V ESI médu je na tuto kapilaru nastaveno
vysoké napéti, které na principu klasického elektrospreje ionizuje ,,sheath liquid®, jejiz ionty
poté interaguji s analytem v plynné fazi. V APCI mddu je ionizace uskute¢néna pomoci
koronového vyboje V oblasti vybojové jehly. Déle jsou vzniklé kladn€ ¢i zaporné nabité
ionty separovany V hybridnim hmotnostnim analyzatoru (Q-TOF) a detekovany

elektronovym nasobicem [1].
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vzorkovaci kuzel — vstup do
hmotnostniho analyzatoru

vybojova jehla

drzak hadicky z LA

Obrazek 1 r-DUV-LAESCI iontovy zdroj, Schématické zobrazeni LAESCI rozhrani umoznujici
vnaseni ablatovaného/desorbovaného materidlu do dualniho iontového zdroje ESCI
(prevzato a upraveno z cit. [1]) (Pozn.: ,,LA* — laserovad ablace)

2. Laserova ablace

Laserova ablace je analyticka technika, ktera se vyuziva primarné pro davkovani
pevnych vzorkd pro naslednou analyzu. Jedna se o techniku piedev§im pro atomovou
spektrometrii (napt. LA-ICP-MS, LA-ICP-OES a LIBS), v ramci které je hojn¢ aplikovana
napf. v geologii [11]. V poslednich letech se vSak jeji pole aplikaci rozsitilo i pro organickou
analyzu, napt. LAAPPI-MS [12] ¢i r-DUV-LAESCI-MS [1]. Principialné laserova ablace
vyuziva kratké vysokoenergetické laserové pulzy, které jsou zaostfeny na povrch vzorku.
Postupné dochazi k desorpci materialu ze svrchni vrstvy vzorku atvoii se laserem-
indukovany aerosol V plynné fazi. Uvolnény aerosol je transportovan pomoci inertniho
plynu (napf. He) do detek¢niho systému (napi. MS). Vyhodou laserové ablace je moznost
piimé analyzy bez ptedupravy vzorku, ktera snizuje riziko kontaminace a minimalizuje
ztraty tekavych analytd. Neopomenutelnou vlastnosti laserové ablace je schopnost

prostorového zobrazovani s mikronovym rozliSenim [13-15].
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2.1. Typy laseri pro laserovou ablaci

Existuje hned n€kolik typt laserti podle pouzitého zdroje, nicméné nejpouzivané;si
jsou Nd:YAG lasery a excimerové lasery. Nd:YAG lasery obsahuji izotropni krystal Yttrium
Aluminium Granatu (Y3AlsO12) dopovanym ionty neodymu (Nd3*) a jsou buzeny nejéastéji
xenonovou vybojkou nebo laserovou diodou. Zakladni vinovou délkou je 1064,1 nm
V infracervené oblasti, avSak s nizsi i¢innosti mizou emitovat i zafeni X-tych harmonickych
frekvenci napi. 532 nm pro druhou harmonickou frekvenci [16]. Charakteristicky je pro né
Gaussovsky profil intenzity, jehoz piednosti je snadné zaostfeni na malou plochu
a zanechava ablacni krater do kuzelovitého tvaru. Tyto lasery naSly své vyuZiti napf. ve

spojeni laserové ablace s ionizaci elektrosprejem (LAESI) [13, 14].

Druhy typ lasert tvofi tzv. excimerové (plynové) lasery. Excimerové lasery
vyuzivaji smés reaktivnich plynt (Clz, F2) sinertnimi plyny (Ar, Kr nebo Xe), které
dohromady tvofi tzv. excimery. Excimery jsou molekuly, které existuji pouze v excitovaném
stavu. Vznikaji pomoci vysokonapétové vybojky a v laserovém procesu nasledné emituji
UV zafeni. Vinova délka je dana pro danou smés plynu, napt. excimery: XeCl, KrF, ArF
nebo F2 maji vinové délky 308, 248, 193 nebo 213 nm, v daném potadi [13, 14]. Princip

vzniku excimeru ArF laseru je popsan v nasledujicim schématu (1)[13]:

lonizace: Ar+e —» Art+2¢

Fo+te —>F+F

Tvorba komplexu: F+Ar"+He — (ArF)*+He (1)
Laserovy proces: (ArF)* — Ar+F+hv
Reformac¢ni proces: F+F — R

Pro excimerové lasery je charakteristicky plochy profil intenzit, ktery je vhodné;si
pro analyzy s vétSimi pozadavky na ptesnost, hloubkové a prostorové rozliSeni. Zaroven
zanechava rovnosténny ablac¢ni krater [13, 14]. Excimerové lasery maji velky potencial se
uplatnit naptiklad v mediciné, diky jejich pfesnému a diskrétnimu odbéru materialu
z konkrétni studované oblasti [17]. Drobnou nevyhodou je drazsi udrzba, jelikoz vysoce

Cisté plyny jsou drahé a musi se pravidelné dopliovat [13, 14].
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2.2. Abla¢ni komora a transport aerosolu do detekéniho systému

Standardni jednotka pro laserovou ablaci obsahuje: zdroj laserového zafeni,
optickou soustavu pro zaostieni paprsku a polohovaci abla¢ni komoru, kam se umistuje
vzorek. Laserovy paprsek je zaostfeny pomoci ¢ocek na povrch vzorku a vzorek lze
pozorovat pomoci CCD kamery. Ablacni komora je fizena pocitacovym softwarem, ktery
kontroluje posuv vzorku v osach x-y-z, umoznuje jeho posuv v fadech mikrometra a slouzi

pro nastaveni abla¢nich tvarii. Schéma standardni abla¢ni komory je popsano na obrazku 2

[13-15].

LASER fF---- ‘
I
|
ST Re
Piivod nosn¢ho plynu  — ™ Odvod do MS

— —l
I
L—-_—-;_i" )

Obrazek 2 Schéma ablacni komory (prevzato a upraveno z Cit. [13])

Laserovou ablaci lze spojit s vhodnym detekénim systémem (napf. MS) a je
dilezité, aby spojeni bylo co nejkratii a dostateéné u¢inné. Uéinnost transportu aerosolu ma
vliv na rozmyvani zon analytu, meze detekce (LOD) i vysledné prostorové rozliSeni.
Vlastnosti ovliviiujici transportni proces i pfenos signalu jsou: objem a geometrie ablacni
komory, typ a pratok nosného plynu a vlastnosti spojeni pro transport aerosolu do
detekéniho systému. Standardni rozméry ablaénich komor jsou v rozmezi 0,25-60 cm?®.
S velikosti abla¢ni komory se zvySuje i doba transportu uvolnéného aerosolu, coz vede
Kk vétsi Casové disperzi signalu. Mensi abla¢ni komory zajist'uji ostiejsi zony signalu, ale
hrozi u nich vétsi riziko usazovani Castic na st€énach komory a vzniku tzv. pamétovych
efektt. Pamétové efekty vedou k ¢astecné ztraté aerosolu a nasledné kontaminaci. Abychom
dosahli, co nejlepsSich vysledkl transportni linie a doba vyplachu by mély byt co nejkratsi
a Casova disperze co nejmensi. Dulezity je i typ nosného plynu, ktery ma vliv na intenzitu
signalu a sumu. Casto pouzivanymi plyny jsou: argon (vhodny pro indukéné vazané plazma

- ICP), helium (vyssi abla¢ni a transportni rychlost) ¢i dusik [13-15].
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2.3. Optimalizace méricich parametri laserové ablace

Ditlezité parametry laserové ablace jsou vlnova délka, hustota zafivého toku,
frekvence pulzi, doba pulzu, laserovy profil a velikost spotu. Vinova délka ma vliv na
energii fotond, absorpci materidlem, ovliviiuje termalni (vypafovani, taveni a frakcionace)
I netermalni procesy a také jev zvany ,,plasma shielding®. ,,Plasma shielding™ je jev, kdy se
tvoti mikroplazma na povrchu vzorku pti ablacnim procesu, které mize nasledné absorbovat
¢i odrazet dopadajici fotony z laseru. K tomuto jevu dochazi ¢astéji pii pouziti vyssi vinové
délky a vyssi pulzni frekvence laseru. Doba pulzu ma taktéz velky vliv na analyzu. U lasert
S pulzni dobou v fadech nanosekund dominuji pfi ablacnim procesu termalni efekty. To se
projevuje hlavné na materialech s nizkou teplotou tani (napi. kovy). Pii interakci dochazi
Ktaveni a Cast taveniny se odpafuje a mixuje, a to vede ke zhorSeni prostorového
a hloubkového rozliseni. Pro lasery s vyrazn¢ kratsi dobou pulzu (napt. v fadu femtosekund
¢i pikosekund) jsou tyto efekty vyrazné redukovany, protoze depozice energie je tak rychla,
ze se vyrazné zkrati doba plisobeni termalnich procesii. Finalné velikost spotu ma vliv na
lateralni rozliSeni a na mnozstvi a slozeni ablatovaného materialu. Vétsi velikost spotu
znamena nizsi prenos materialu ze spodu krateru a horsi rozliSeni. Pti nizsi velikosti spotu
1ze dosahnout lepsiho rozliSeni, ale omezujicim faktorem je citlivost a moznosti nastaveni

piistroje. Bézna velikost spotu je mezi 10 az 400 um [13, 14].

3. Instrumentace pro molekulovou hmotnostni spektrometrii

Zakladni souc¢asti hmotnostniho spektrometru tvoti zavadéni vzorki, iontovy zdroj,
iontova optika, hmotnostni analyzator a detektor. Vhodny pftistup zavadéni vzorku do
iontového zdroje se voli na zéklad¢ skupenstvi a dalSich vlastnosti analyzovanych vzorku.
Prikladem zavadéni vzorku miize byt jiz popsana laserova ablace pro pevné vzorky ¢i spojeni
se separacnimi technikami (napf. LC-MS ¢i CE-MS) pro speciacni analyzu kapalnych
vzorki. V piipadé analyzy organickych molekul jsou nejcastéji vyuzivané mékké ionizacni
techniky, jako naptiklad ESI, APCI, APPI, MALDI a ambientni ioniza¢ni techniky. Dale je
neopominutelny i kvalitni vakuovy systém, ktery je nezbytny pro hmotnostni analyzator
a detektor, v nékterych piipadech i iontovy zdroj (napf. EI). Jednotlivé soucasti

hmotnostniho spektrometru jsou dale podrobné popsany v nasledujicich kapitolach [2—4, 18,
19].
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3.1. Iontové zdroje

V iontovém zdroji dochazi k ionizaci analyta i slozek matrice, resp. k tvorbé iont.
Proces ionizace zahrnuje ion-molekulové reakce v plynné fazi, napiiklad pienos protont,
vznik aduktil, pfenos naboje a zachyt elektronti. Dilezitym parametrem ionizace je velikost
dodané energie pro ionizaci, se kterou souvisi Setrnost ioniza¢niho zdroje a pfipadna
fragmentace. Podle dodané energie se ioniza¢ni techniky déli na mekké a tvrdé. Tvrdé
ionizacni techniky pracuji za vysokého vakua a S mnohondsobné vyssi energii, nez je
ioniza¢ni energie molekul analytu, a tudiz se poji S vyraznou fragmentaci (napt. EI v GC-
MS). Oproti tomu mékké ionizacni techniky pfedavaji molekule mensi mnozstvi energie
a v dusledku toho je ve spektrech zachovana informace o molekulové hmotnosti analytu.
Mezi mekké ionizaéni techniky patii naptiklad ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a také ambientni ionizacni techniky (napt. DESI).
U mekkych ioniza¢nich technik je mozné pracovat v kladném ¢i zaporném moédu a podle
zvoleného modu dochazi k tvorbé kladnych ¢i zapornych ionti. V kladném modu se
primarné tvofi protonované molekuly [M+H]* ¢i adukty napf. s alkalickymi kovy ([M+Na]",
[M+K]*) ¢i amonnymi ionty ([M+NH4]"). V zdporném modu se primarné tvori
deprotonované molekuly [M-H7]. Tvorbu aduktd ovliviiuje fada faktorti napi. pouzita
ionizacni technika, pouzitd rozpoustédla ¢i pifidand aditiva. Kromé téchto primdrnich
iontd/adukti dochazi také k tvorbé fragmentd v zavislosti na struktufe a stabilit¢ molekul
daného analytu. Mnoho organickych latek je termicky nestabilnich, také malo tékavych a je
potieba jejich piima extrakce z kapalné ¢i pevné faze do faze plynné. Tato piima extrakce

zahrnuje iontové zdroje pracujici s kapalnou ¢i pevnou fazi (napt. ESI ¢i MALDI) [2, 20].

3.1.1.Elektrosprejova ionizace

Poprvé byl elektrosprej ve spojeni s MS publikovan v 80. letech 20. stoleti
a zaslouzila se o to vyzkumné skupina Johna Fenna ve Spojenych statech Americkych.
Dokazali ionizovat malé polarni molekuly, peptidy, oligonukleotidy, ale i proteiny. Za tento
objev a uplatnéni elektrospreje pii studiu biomakromolekul byl v roce 2002 J. Fenn ocenén
Nobelovou cenou. Piednosti elektrospreje je, kromé& zminéné schopnosti ionizace
biomakromolekul, pfedevsim analyza polarnich latek, nizké meze detekce (LOD) a moznost

jeho spojeni s vysoko-uc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC-MS) [2, 21].
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Elektrosprej vznikd pomoci vysokého napéti vlozeného mezi kapilarou a proti-
elektrodou na vstupu do vakuované casti hmotnostniho spektrometru. VIivem silného
elektrického pole o intenzité v fadu 10° az 10° V/m dochazi k polarizaci rozpoustédla a ionty
se stejnym nabojem se nahromadi ve SpiCce nabité kapilary. Pfi vhodném nastaveni pratoku
(desitky pl/min az jednotky ml/min) a pti dostatecné intenzité elektrického pole, dochazi
k ptekonani povrchového napéti kapek a utvoti se tzv. Tayloriv kuzel. Kontinualné se tvoii
vysoce nabité kapky, které postupné desolvatuji a vlivem odpuzovani iontl se stejnym
nabojem, dochazi k jejich rozpadu na mensi a mensi kapky, az se ve vysledku uvolni volné
ionty v plynné fazi. Proces desolvatace je zaroven podpoifen vyhfivanim nabité kapilary
¢i horkym inertnim plynem a disperze elektrospreje je usmérnéna koaxidlné proudicim
plynem. Schéma zobrazujici elektrochemicky proces elektrospreje je popsan na obrazku 3.
U vétsich molekul, jako jsou proteiny, dochazi k uvolnéni ionti odpafenim molekul
rozpoustédla. U proteint typicky dochazi k tvorbé vicenasobné nabitych ionti. Praimérné
plati, ze nabity protein po ionizaci elektrosprejem obsahuje piiblizné¢ jeden naboj na
1000 Da. Elektrosprej lze aplikovat i na molekuly, které nemaji ionizovatelnou skupinu.
Ty se ionizuji tvorbou sodnych, draselnych, amonnych, chloridovych, acetatovych ¢i jinych

adukti [2, 20, 21].

Konec kapilary

+
oo
+ 74
@
Oxidace Redukce

Auopya[q

Elektrony

Pro kladné ionty

* | Zdroj vysokého
napéti

Obrazek 3 Schéma elektrochemického procesu v elektrospreji (prevzato a upraveno z cit. [2])
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3.1.2.Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Jedna se o mékkou ionizacni techniku, ktera je komplementarni k elektrospreji. Je
vhodna pro ionizaci nepolarnich a nizkomolekularnich latek do molekulové hmotnosti
1500 Da. Tato ionizacni technika vznikla v 70. letech 20. stoleti a stala se velice popularni
piedevsim ve spojeni s HPLC (HPLC-APCI-MS) [2, 20, 22].

Ziedény roztok vzorku, resp. eluent z HPLC, se rozpraSuje do proudu horkého
dusiku (200 °C). Po zplynéni dochazi k ionizaci jemného aerosolu pomoci koronového
vyboje v oblasti vybojové jehly. V koronovém vyboji, pii atmosférickém tlaku, vznikaji
primarné No™ a O2* radikaly. Ty reaguji s molekulami rozpoustédel, které jsou v nadbytku
oproti analytu. Vznikaji sekundarni reakéni ionty, které nasledné interaguji s analytem
a ionizuji ho [2, 20, 22]. Podrobné schéma zobrazujici proces ionizace v APCI je popsan na

obrazku 4.

Vstup do MS

Atmosfericky

Koronovy vyboj flak
a

@ - Ve

Vyhfiva¢ a zmlzovaé Y
(120 °C) Zmlzovaci plyn
N2) Kationtové radikaly a
protonované molekuly

Aerosol smési
eluentu s analytem

Obrazek 4 Princip ionizace v APCI (prrevzato a upraveno z cit. [20])

V kladném modu dochazi pii ionizaci nejéastéji K pfenosu protonu nebo addukce
iontl reakéniho plynu. V zadporném modu dochdzi k tvorbé iontlh pomoci protonové
abstrakce nebo také k tvorbé aduktl. Vzniklé ionty se nasledn¢ zavadi do hmotnostniho

analyzatoru s vysokym vakuem [2, 22].
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3.2. Hmotnostni analyzatory

Vznikl¢é ionty v iontovém zdroji se dale separuji v hmotnostnim analyzatoru podle
poméru hmotnosti ku naboji (m/z). Hmotnostni analyzatory pracuji za vysokého vakua
a k separaci iontti vyuzivaji statické nebo dynamické elektrické ¢i magnetické pole, bud’
samostatné nebo kombinované [2, 23]. Souhrn hmotnostnich analyzatort a jejich principi

separace je shrnut v tabulce 3:

Tabulka 3 Souhrn hmotnostnich analyzdtorii (prevzato a upraveno z Cit. [2])

Typ analyzatoru Symbol Princip separace
Elektricky sektor E/ESA Kinetickd energie
Magneticky sektor B Magneticky moment
Kvadrupol Q m/z (stabilita trajektorie)
Iontova past IT m/z (rezonanéni frekvence)
Analyzator doby letu TOF Rychlost (doba letu)
Orbitrap s Founerovou FT-OT m/z (rezonanéni frekvence)
transformaci
Iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou FT-ICR m/z (rezonan¢ni frekvence)
transformaci

Obecné lze hmotnostni analyzatory rozdélit do dvou skupin podle jejich principu
separace iontt.. Prvnim typem jsou skenujici analyzatory, které transmituji vybrané ionty
0 daném poméru nebo daném rozmezi m/z za jednotku Casu, jako je naptiklad kvadrupol.
Druhym typem jsou hmotnostni analyzatory, jimiZ prochdzi vSechny ionty zaroven, jako
naptiklad analyzator doby letu (TOF) ¢&i orbitrap (OT). VSechny hmotnostni analyzatory se
neustale modifikuji a zlepSuji se jejich méfici parametry. Naptiklad analyzator doby letu je
dnes bézné¢ vybaven opozdénou extrakci ionti ¢i reflektronem pro vyrovnani rozdilt
Vv pocatecnich kinetickych energiich iontt a zlepSeni jeho rozliSovaci schopnosti. Dal§im
dnednim trendem je spojeni vice hmotnostnich analyzatortt dohromady. BéZnou takovou
kombinaci je pouziti trojitého kvadrup6lu v tandemové hmotnostni spektrometrii ¢i zapojeni
tzv. hybridnich hmotnostnich analyzatorti, tedy spojeni riznych hmotnostnich analyzatort
(napt. Q-TOF). Dilezitymi parametry u hmotnostnich analyzatord jsou hmotnostni rozsah,

ucinnost transmise iontl, pfesnost uréeni hmotnosti a také jejich rozliSovaci schopnost [2,

23].
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3.2.1.Kvadrupadl

Kvadrupél byl poprvé objeven Paulem a Steinwedelem v roce 1953 [24]. Radi se
mezi sekvencni a dynamické hmotnostni analyzatory s nizkou rozliSovaci schopnosti.
Vynika svou jednoduchosti, nizkymi naklady, vSestrannosti a rychlosti skenovani. Jeho
prvotni uplatnéni bylo pfedev§im v analyze anorganickych latek (napf. prvkova analyza).
Dnes se hojné vyuzivd v hmotnostnich spektrometrech sjednoduchym kvadrupdlem,
predevsim pro jednoduché aplikace a rutinni analyzy napt. ve farmacii, ale také v tandemové
hmotnostni spektrometrii ¢i vV hmotnostnich spektrometrech s hybridnim hmotnostnim
analyzatorem (napi. Q-TOF), které se obecné vyuzivaji pfedevsim Vv analyze organickych
latek. Sklada se ze dvou part paralelné uspotradanych hyperbolickych tyci/elektrod, které
jsou usporadany v kruhovém tvaru. Na elektrody se vkladdaji dvé slozky napéti
vysokofrekven¢ni a stejnosmérné a protéjsi elektrody maji nastavenou stejnou polaritu.
Nastavenim vhodného poméru vysokofrekvenéniho (radiofrekvencniho) a stejnosmérného
napéti 1ze separovat ionty s konkrétnim pomérem m/z, které maji v kvadrupdlu stabilni
trajektorii a projdou az do detektoru. Ostatni ionty, S nestabilni trajektorii, Se vybiji na ty¢ich
kvadrupdlu a jsou odCerpany vakuovymi pumpami. Kvadrupdlem lze sledovat konkrétni
ionty s vybranou hodnotou m/z ¢i sledovat celou skalu iontl ve vybraném rozsahu hmotnosti,

resp. pomért m/z. Schéma kvadrupoélu je popsano na obrazku 5 [23-27].

Ton s nestabilni
trajektorii

Ion se stabilni

trajektorii
Elektrody DC a RF
kvadrupdlu BB

Obrazek 5 Kvadrupolovy analyzator (prevzato a upraveno z Cit. [27])

(Pozn.: ,,DC*“ — stejnosmérné; ,,RF “ — radiofrekvencni)
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3.2.2.Analyzator doby letu

Tento hmotnostni analyzator byl poprvé objeven v roce 1946. Sklada se z pulzniho
iontového zdroje, letové trubice bez pole a bézné byva spojen s vhodnym detektorem
(TOF- MS). Analyzator doby letu funguje na principu urychleni vSech iontti na zacatku
letové trubice V jeden okamzik, ionty se od sebe separuji na zakladé odlisnych hodnot m/z
a finalné jsou detekovany v detektoru. Zavislost kinetické energie (Ex) na hmotnosti (m)

a rychlosti (v) je popsana rovnici (2).

E, =%mv2 (2)

Plati, Ze ¢im maji ionty niz§i hodnotu m/z, tim maji po urychleni vyssi rychlost
a dorazi na detektor za kratsi ¢as a pro ionty s vyssi hodnotou m/z to plati zase obracené.
M¢ii se Cas, za ktery ionty urazi konstantni vzdalenost letovou trubici bez pole az do
detektoru. Nameétené Casy 1ze nasledné pievést na hmotnostni spektrum. Plati, ze ¢im je delsi
letova trubice a ¢im jsou mensi energetické rozdily mezi ionty pted urychlenim, tim je lepsi
vysledné rozliSeni. Takovéto linearni uspotadani ma vsak nevyhodu v nizké rozliSovaci
schopnosti, proto se zavedl tzv. reflektron. Reflektron je iontové zrcadlo, které kompenzuje
energetické rozdily mezi ionty se stejnym pomérem m/z. Sklada se z elektrod vytvatejicich
elektrické pole o daném napéti. Ionty penetruji skrze pole az do doby, kdy se snizi jejich
kineticka energie na nulu a nasledn¢ jsou odrazeny do detektoru. Ty ionty, které maji vyssi
kinetickou energii proniknou hloubé&ji mezi elektrody a tim se opozdi oproti iontim s nizsi
kinetickou energii. Tim se vyrovnaji energetické rozdily mezi ionty se stejnym pomeérem
m/z. V dusledku toho se zaostii jednotlivé zony a vyrazné se zlep$i rozliSovaci schopnost
analyzatoru. Alternativnim pfistupem je zavedeni opozdéné extrakce iontl, kdy se ionty
urychluji s ur€itym zpozdénim, aby se vyrovnaly rozdily v jejich pocate€nich kinetickych
energiich. Vyhodou analyzatoru doby letu je neomezeny hmotnostni rozsah umoznujici
analyzovat vysokomolekularni latky s molekulovou hmotnosti az stovky tisic Da [28]. Dalsi
vyhodou je rychly pienos signdlu vhodny pro rychlé analyzy, které se vyuzivaji napiiklad
vramei GC-MS, UHPLC-MS nebo také r-DUV-LAESCI-MS. Né&které hmotnostni
spektrometry (napf. Synapt) umoziuji analyzy V riznych moddech. Prikladem muze byt
analyza v zédkladnim modu s jednou reflexi ¢i analyza v modu s vysokym rozliSenim s dudlni
reflexi. Jednotlivé mody se pouzivaji pro ruzné aplikace, podle pozadavka na citlivost
arozliSeni dané analyzy. Schéma obou modi analyzatoru doby letu s ortogonalnim

uspofadanim je zobrazeno na obrazku 6 [20, 22, 24, 29].
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Obrazek 6 Hmotnostni spektrometr: Analyzator doby letu v zakladnim a dualnim modu
s detektorem (prevzato a upraveno z cit. [29])

3.2.3.Hybridni hmotnostni analyzatory (Q-TOF)

Hybridni hmotnostni analyzatory jsou tvofeny kombinaci/spojenim vice
hmotnostnich analyzatorti v ramci jednoho hmotnostniho spektrometru. Cilem hmotnostnich
spektrometri s hybridnimi hmotnostnimi analyzatory je dosazeni vys§i rozliSovaci
schopnosti, zlepseni mezi detekce (LOD) a také poméru signalu k Sumu. Principem je
v prvni fazi separace vybranych ionti o daném poméru m/z, ty se bud’ dale fragmentuji
(v tandemové hmotnostni spektrometrii) nebo se jen separuji produktové ionty v druhém
hmotnostnim analyzatoru. Prvni analyzitor se Casto voli s niz8i rozliSovaci schopnosti
(naptiklad kvadrupol) pro separaci prekurzorovych iontii a druhy se voli s vyssi rozliovaci
schopnosti pro pfesné ur¢eni hmotnosti (naptiklad TOF nebo OT). Ptikladem hybridniho
hmotnostniho analyzatoru je kombinace kvadrupdlu a analyzatoru doby letu (Q-TOF). Jedna
se o hybridni hmotnostni analyzator vhodny pro velice rychlé analyzy organickych latek
s Sirokym hmotnostnim rozsahem a pfesnym uréenim hmoty [20, 22]. Schéma Q-TOF je

popséano na obrazku 7.
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Obrazek 7 Schéma hmotnostniho spektrometru s hybridnim hmotnostnim analyzatorem Q-TOF
(prevzato a upraveno z Cit. [29])

3.3. Detektor

Nezbytnou soucasti hmotnostniho spektrometru je detektor. Detektor pracuje za
vysokého vakua a jeho funkci je detekce a kvantifikace ionti z hmotnostniho analyzatoru.

Mezi zakladni detektory patii napiiklad elektronovy nasobi¢ ¢i Faradayuv pohar [2, 23, 24].

3.3.1.Elektronovy nasobic

Elektronovy nasobi¢ se fadi mezi nejpouzivanéjsi detektory v hmotnostni
spektrometrii a byl poprvé uveden vroce 2006. Vynikd svou ucinnosti, citlivosti
a schopnosti detekovat ionty, elektrony i fotony. Existuji dva zakladni typy elektronovych
nasobicl, a to s diskrétni dynodou nebo s kontinudlni dynodou, které pracuji za vysokého
vakua (< 5.10° torrt1). Elektronovy nasobi¢ s diskrétni dynodou se sklada ze série 12 az 20
dynod. Na dynodach je nastaveno kaskadovité se ménici napéti pomoci fady rezistord az
k posledni dynod¢, ktera je uzemnéna (viz Obrazek 8). Principem je dopad iontl na
konverzni dynodu, ktera je nabita na vysoky potencial (3-30 kV) a ma opa¢nou polaritu, nez

maji detekované ionty. Po dopadu primarnich ionti na konverzni dynodu se uvolni
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sekundarni ¢astice, konkrétn¢ ionty, neutralni Castice a sekundarni elektrony. Sekundarni
elektrony jsou ptitahovany k dal§i dynodé s vyssim potencidlem, kde je znasoben jejich
pocet. Tento proces se nékolikrat opakuje az do doby, kdy se dostanou na posledni
uzemnénou dynodu, resp. anodu, na které je zaznamenan elektricky proud. Nevyhodou
elektronovych nésobicu je jejich zivotnost, ktera je v okoli jednoho az dvou let, protoze
dochdzi ke kontaminaci ionty, napfiiklad i z nedostate¢né¢ho vakua. Existuji i dalsi typy

elektronovych nasobic¢u, napiiklad mikrokanalovy nebo mikrosféricky [2, 24, 27].

-3000 V -1000 V

Kladny ion

-5000 V -2000 V -600 V

Obrazek 8 Elektronovy ndsobic s diskrétni dynodou (prevzato a upraveno z Cit. [2])
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4.  Vyuziti ambientnich technik zaloZenych na laserové ablaci/
desorpci v analyze organickych molekul

Tato kapitola se vénuje pichledu dosud publikovanych védeckych studii
zamé&fenych na vyuziti LAESI-MS/MSI a LAAPPI-MS/MSI pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu organickych latek. Zvlastni pozornost je vénovana jejich aplikaci na realnych
vzorcich napt. bankovky, lidské a zviteci tkané apod. Jednotlivé ¢lanky jsou shrnuty do
kratkych odstaveu, které stru¢né popisuji jejich obsah, cile a hlavni poznatky. Na konci této
kapitoly nasleduji tabulky shrnujici méfici parametry pro jednotlivé ambientni techniky

(viz Tabulka 4-6).

V cCasopise ,,Rapid Communications in Mass Spectrometry” se autoii ¢lanku
(Shiea et al., 2005) zabyvali analyzou proteini pomoci ELDI/MS. Pro desorpci latek
z kovovych povrcht vyuzili dusikovy pulzni laser. Podafilo se jim ziskat hmotnostni spektra
intaktnich proteint bez piidavku matrice. Na analytech cytochrom C a droze metakvalon

demonstrovali aplikovatelnost ELDI/MS pro proteiny a syntetické organické molekuly [30].

Autofi v ¢lanku (Sampson et al., 2006) experimentalné spojili hybridni ionizaéni
zdroj, matrici asistovanou laserovou desorpci a ionizaci elektrosprejem (MALDESI)
s hmotnostni spektrometrii s iontovou cyklotronovou rezonanci (FT-ICR-MS). Analyzovali
peptidy (bradykinin, angiotensin I, glukagon a ubiquitin) a proteiny v rozmezi 1-8,6 kDa
a obdrzeli hmotnostni spektra s vysokym rozlisenim a primérnymi néaboji odpovidajici
analyze s vyuZitim nano-elektrospreje. Také potvrdili, Ze pouziti elektrosprejové ionizace
siln¢ ovliviiuje rozlozeni naboji v molekulach peptidd a proteind. Autofi zaroven
upozoriuji, ze tyto analyzy jsou provedeny s pfidanim matrice v podobé organickych
kyselin (kyselina 2,5-dihydroxybenzoova a kyselina sinapova). Déle objasiiuji mechanismus
tvorby nabojl a také dale rozviji analyzu proteinii a komplexnich smési pomoci FT-ICR-MS.
Zavé&rem autofi konstatuji, Ze je velmi diileZité pochopit mechanismus MALDESI a neustale
pracuji na zlepSeni jejich méficich parametrd jako napf. citlivost, uc¢innost transmise iontt

apod [31].

V tomto ¢lanku (Cheng et al., 2008) se autofi zabyvali priitbéznym monitorovanim
chemickych reakci (napf. epoxidaci chalkonu v ethanolu, chelataci Cu a Ni iontd s EDTA
¢i enzymatickou reakci trypsinu s cytochromem C) v organickych a vodnych roztocich po
smichani s praskovym uhlikem. Toto monitorovani provadéli pomoci elektrosprejové

ionizace (ELDI) pfi ambientnich podminkach. Autofi vyuzili ¢erny uhlikovy prasek, aby
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podpotili laserovou desorpci z povrchu vzorkt. Dale se jim podatilo demonstrovat, ze ELDI
dokaze charakterizovat anorganické i organické molekuly piimo z kapalnych roztokd,
a tudiz nepretrzit€ monitorovat biochemické i dalsi chemické reakce. Také naznacili, Ze by
bylo mozné zjistit fadu kinetickych informaci o meziproduktech a produktech dané
chemické reakce, pokud by méli vhodné vnitini standardy a doba existence danych

meziproduktti by byla dostate¢né velka [32].

Autofi ¢lanku (Schéfer et al., 2011) vyuzili laserovou desorpci s MS detekci
(LDI- MS) pro analyzu prasec¢i tkané. Konkrétné¢ LDI-MS testovali a optimalizovali pro
analyzu fosfolipidi v kladném i zaporném modu. Dale v této studii provedli detailni studii
a analyzu intaktni praseCi tkané. Testovali rizné nastaveni hustoty zativé energie laseru,
rizné vinové délky laseru, pulzni laser a laser s kontinualni vinou. Dale skombinovali
chirurgicky COz laser s hmotnostnim spektrometrem pro kvalitativni a identifikacni analyzy.
K tomu vyvinuli vhodnou metodu na rychlou identifikaci namétenych spekter a tento

funkéni systém demonstrovali na malignim nadoru v travicim traktu [33].

Autori ¢lanku (Kao et al., 2013) v ¢asopise Journal of Mass Spectrometry se
zabyvali studiem chemického slozeni bankovek s cilem odlisit pravé bankovky od padé¢lku,
a to konkrétn¢ bankovky amerického dolaru a dolaru z Nového Taiwanu. Povrch bankovek
analyzovali pomoci pulzniho UV laseru se sekundarni elektrosprejovou ionizaci. Dokazali,
ze padélky jsou rozpoznatelné podle jejich povrchového chemického slozeni. Detekovali
fadu latek napt. rizné polymery (polyethylenglykol a polypropylenglykol), zmékcovadla
a slozky inkoustu. DosaZené vysledky byly srovnatelné s analyzou pomoci klasického MS
s elektrosprejovou ionizaci, které predchazela kapalinovéa extrakce. Podstatnym rozdilem
Vv téchto dvou analyzach bylo, ze pfi ambientnim, Setrném piistupu pomoci ELDI/MS ztistala

bankovka neposkozena [34].

V casopise Analytical&Bioanalytical Chemistry se autofi ¢lanku (Cho et al., 2013)
zabyvali studii integrity proteinti (napt. cytochrom C, myoglobin) v riznych roztocich.
Vyuzili k tomu velmi rychlé analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci
(ELDI/MS). Testovali proteiny vV roztocich obsahujici napf. pufry, organické soli,
anorganické soli, silné kyseliny a baze, aby simulovali roztoky proteint ziskané fadou
riznych prediprav napt. extrakci, filtraci apod. Pfi analyze nanesli kapku vzorku na kovovy

plat a pfimo ho analyzovali pomoci pulzniho laseru [35].
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Autori ¢lanku (Lawal et al., 2019) pouzili UV laser o vinové délce 193 nm
v kombinaci laserové ablace s MS detekci s elektrosprejovou ionizaci pro studovani
biologickych vzorku, konkrétné fosfolipidi, peptidi a proteinti (az 66 kDa). Tento typ laseru
umoznil hlubsi analyzu tkané, resp. detekci lipidi v tkani bez predupravy. Autoii dospéli
k zavéru, ze UV laserova ablace umoznuje provadét analyzu nativniho slozeni lipida

s mikronovym prostorovym rozli§enim bez potieby pouziti matrice [36].

V Clanku (Lawal et al., 2021) autofi provedli proteomickou analyzu tkané pomoci
ArF excimerového laseru ve vzdalené UV oblasti (193 nm). Pomoci laseru desorbovali
(vzorkovali) konkrétni ¢asti tkani, ze kterych byly extrahovany proteiny pro LC-MS/MS
analyzu. Schopnost ziskani intaktnich proteind byla ddle ovéfena pomoci matrici asistované
laserové desorpce/ionizace (MALDI) pro proteinovy standard (BSA), ktery byl intaktné
detekovan bez fragmentace. Podafilo se jim transferovat intaktni protein s 90 % uc¢innosti
pii nastavené hustoty zafivé energie 3 kJ/m?. Dale se jim podafilo identifikovat 85 a 2400
proteinti z riiznych oblasti tkang. P¥i pouziti UV laseru v porovnani s IC laserem byly tyto

vysledky, co se tyCe identifikace proteind a t¢innosti transferu, piiblizné 4x lepsi [37].

Autofi ¢lanku (Yan et al., 2021) se zabyvali pfimou analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie s vyuzitim UV laserové desorpce a ionizace nizkoteplotnim plazmatu.
Konkrétné se zaméfili na analyzu mysich varlat bez jejich predipravy. Srovnavali metody
nezavislé na matrici s MALDI experimenty. Dokézali, Ze technika AP-LDI-MS je vhodna
technika pro analyzu tkéni bez pouziti matrice. Detekovali fadu lipidi (napt. fosfolipidy

a ceramidy) v kladném moédu s mezemi detekce srovnatelnymi s technikou MALDI [38].

V této studii ¢lanku (Xiang et al., 2023) autofi vyvinuli unikatni platformu pro
proteomickou analyzu spojenim UV laserové ablace s nanoPOTS (z angl. Nanodroplet
processing in one pot for trace samples). Tuto techniku pouzili pro analyzu slinivky b#isni.
Demonstrovali, Ze tato nova platforma je schopné detekovat 1312, 1533 a 1966 proteint
z ablatovaného spotu s primérem 7, 13 a 19 pum. Po optimalizaci se autorim také podaftilo
dosahnout skvélého prostorového rozliseni (2 wm) v ramci hmotnostné spektrometrického
zobrazovani proteind. Zaveérem autofi konstatuji, Ze DUV-LA-nanoPOTS umoziuje

rozsahlou analyzu proteint pro klinicky a transla¢ni vyzkum [39].

V casopise Analytical Chemistry popsali Qi et al. novou techniku laserové
desorpce a naslednou fotoionizaci S dopantem (t-AP-LDI/Pl) pro hmotnostné

spektrometrické zobrazovani. Zobrazovanymi analyty byly lipidy (napi. fosfolipidy
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a ceramidy), mastné kyseliny, neurotransmitery a aminokyseliny piimo Vv tenkych fezech
mySich mozkt. Diky nasledné ionizaci s dopantem (toluenem) dosahli 1-3 fadové zvySeni
signalu. Po podrobné optimalizaci dokazali dosdhnout 4 um prostorového rozliseni pro tcely
zobrazovani metabolitd v hipokampu. Dale pomoci této techniky studovali i nadorové buriky
a zjistili uréitou metabolickou heterogenitu, v blizkém okoli nadorovych bunék, spojenou

s abnormalni proliferaci a $ifenim nadorovych bunék [12].

Autofi ¢lanku (Papouskova et al., 2025) publikovaném v Casopise Analytical
Chemistry se zabyvali vyvojem nové ambientni techniky s dualnim iontovym zdrojem:
kombinace elektrospreje a chemické ionizace za atmosférického tlaku ve spojeni s UV
(193 nm) nanosekundovym laserem s MS detekci (r-DUV-LAESCI-MS). Podafilo se jim
detekovat polarni latky (napt. kofein, PEG (600)) a nepolarni latky (napf. skvalen, antracen)
béhem jedné analyzy a tim potvrdit schopnost této techniky analyzovat molekuly ve velkém
rozsahu polarit a molekulovych hmotnosti. V ¢lanku popisuji, Zze se jedna o plné
automatizovanou metodu, kterd zvladne pfimou analyzu s velmi nizkymi mezemi detekce
na Grovni desetin umol/l (detekce desitek az stovek attomolll na jeden ablatovany pixel).
Dale demonstrovali potencial techniky pro vysokorozliSujici hmotnostné spektrometrické
zobrazovani konstituentd otiski prstu s nastavitelnou velikosti ablaéniho spotu jen 25 pm
(nejmensi spot pro analyzu je 3 um). r-DUV-LAESCI-MS byla dale aplikovana na analyzu
lidského mazu, kde byla detekovana fada analyt (napf. vyssi mastné kyseliny, cholesterol,
skvalen, diacylglyceroly i triacylglyceroly) a také hmotnostni zobrazovani otiskti prstii Se
zobrazenim prostorové distribuce nanesenych psychoaktivnich latek (nafyron, kathinon,
methedron a flefedron). Toto hmotnostni zobrazovani umoznilo propojeni informaci
z hlediska chemického slozeni a biometrickych informaci. Diky témto unikatnim
vlastnostem ma tato novd ambientni ioniza¢ni technika velky potencial do budoucna, a to

nejen pro analyzu lidskych tkani, ale i pro studovani lipidového profilu [1].
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Tabulka 4 Prehled analyzovanych vzorkit, méricich parametrii @ instrumentace vyse popsanych studii (2005-2011)

Shiea et al., 2005

Sampson et al., 2006

Cheng et al., 2008

Schifer et al., 2011

proteiny (cytochrom C),

peptidy (bradykinin,
angiotensin )

chelaty s Cu a Ni,

praseci organy, lidsky karcinom tlustého

Analyty, vzorky .
metakvalon a proteiny (1-8,6 kDa) cytochrom C stfeva
: MALDESI,
Technika ELDI-MS ET-ICR-MS ELDI-MS LDI-MS
Hmotnostni Q-TOF FT-ICR-MS Q-TOF & IT line4rni iontové past s orbitrap
analyzator
lonizacni ESI ESI ESI LDI
technika
Typ laseru dusikovy dusikovy dusikovy CO> Nd:YAG OPO dusikovy
VlInova délka 337 nm 337 nm 337 nm 106 um | 355nm | 2,94 um | 337 nm
Energie laseru 20 pJ 120 pJ ~ 150 uJ 10-30 mJ 8mJ 15-20 mJ 60 pJ
Frekvence 10 Hz 15 Hz 10 Hz 3 Hz 20 Hz 20 Hz 60 Hz
Doba pulzu 4 ns 4 ns 4 ns 90 ps 4 ns 6 ns 3ns
Velikost spotu 100 x 150 pm n.u. ~100 x 150 um n.u.
Doba skenu 200 laserovych pulzt 253 253 n.u.
Napeti na WY, 1,85 kV oV
kapiléte
ACN + H20 1:1 (v/v) .
_Sheath liquid® | MeOH + H:0 1:1 (vv) | s 0,1% kyselinou MeOH(\’/’/\'gzo 8:2
mravenci
Prutok ,,SL* 150 pl/min 400 nl/min 2 uwl/min
Reference [30] [31] [32] [33]

(Pozn.: “n.u.“ — nebylo uvedeno; “- “ neobsahuje parametr, ,,SL“ — ,, sheath liquid *)
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Tabulka 5 Prehled analyzovanych vzorkii, méricich parametrii @ instrumentace vyse popsanych Studii (2013-2021)

Kao et al., 2013

Choetal., 2014 Lawal et al., 2019 Lawal et al., 2021
Cytochrom C, lidsky angiotensin II, . .
Analyty, vzorky bankovky myoglpbin, mocovina, bradykinin, insulin, protke;}r]l;/i (r?ll(?;erl?m)’
Guanidine.HCI, glycerol cytochrom C atd.
Technika ELDI-MS ELDI-MS ELDI-MS faserova desorpee,
Hmotnostni analyzator Q-TOF IT Q-TOF TOF
loniza¢ni technika ESI ESI ESI MALDI
Typ laseru Nd:YAG Nd:YAG excimerovy (ArF) excimerovy (ArF)
VInova délka 266 nm 266 nm 193 nm 193 nm
Energie laseru 250 uJ 250 uJ 1,0mJ 2-50 W
Frekvence S Hz 10 Hz S Hz 20 Hz
Doba pulzu 5ns 5ns 8 ns 13 ns
Velikost spotu 20-30 um 5.10°% cm? 200 um 2 um
Doba skenu 2s 2s n.u. 0,6s
Napéti na kapilare 4 kV 4 kV 5,5 kV -
smeés MeOH a H,0 1:1 smés MeOH + H,0 1:1
,,oheath liquid* 100 % MeOH (v/v) (v/v) s 0,1% kyselinou (v/v)s 0,1 % -
octovou trifluoroctovou kyselinou
Pratok ,,SL* 2,5 pl/min 150 pl/h 1 ul/min -
Reference [34] [35] [36] [37]
(Pozn.: “n.u.“ —nebylo uvedeno; “- “ neobsahuje parametr, ,,SL* — ,, sheath liquid )
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Tabulka 6 Prehled analyzovanych vzorkii, méricich parametrii a instrumentace vyse popsanych studii (2021-2025)

Yan etal., 2021

Xiang et al., 2023

Qi et al., 2024

Papouskova et al., 2025

mys$i mozek,

otisky prsti, kofein, antracen,

Analyty, vzorky krysi varlata slinivka bfi$ni, peptidy, proteiny metabolity clrlolesterol,- vosky, psychoaktivni
latky (kathinon, flefedron, apod)
Technika AP-LDI-MS DUV-LA-nanoPOTS t-AP-LDI-PI r-DUV-LAESCI-MS
Hmom(?smi orbitrap Orbitrap Fusion Lumos TOF Q-TOF
analyzator
loniza¢ni technika AP-MALDI-MSI ESI APPI dualni iontovy zdroj ESCI
Typ laseru Nd:YAG excimerovy Nd:YLF excimerovy (ArF)
VlInova délka 355 nm 193 nm 349 nm 193 nm
Energie laseru 20 WJ 2mJ n.u. 8 mJ (1,21 J/cm?)
Frekvence 1 kHz n.u. 1000, 5000 Hz 20 Hz
Doba pulzu n.u. n.u. 7ns n.u.
Velikost spotu 50 um 2 um <10 um 150 pm
Doba skenu 0,287 s 25 0,08s 0,485
Napéti na kapilaie - 2,4 kV - 3,8 kV
MeOH + toluen +
Sheath liquid - ACN + 0,1% kyselina mravenci kyselina mravenci MeOH + H20 1:1 (v/v)
70:30:0,2 (v/v)
Prttok ,,SL* - 100 nl/min 3 ul/min 5 ul/min
Reference [38] [39] [12] [1]

(Pozn.: “n.u.“ - nebylo uvedeno; “- “ neobsahuje parametr, ,,SL* — ,, sheath liquid )




5.  Experimentalni ¢ast
Seznam rozpoustédel

- aceton (>99,8; HPLC kvalita) - dodavatel Fluka (Némecko)

- isopropanol (IPA) (> 99,9; HPLC gradient kvalita), acetonitril (ACN) (> 99,9; HPLC
kvalita), methanol (MeOH) (> 99,9; LC-MS gradient kvalita) a kyselina mravenci
(FA) (= 99%; ACS ¢inidlo) - dodavatel VWR (Némecko)

- n-heptan (> 99; p.a.) - dodavatel Penta (Ceska republika)

- Milli-Q ultracista voda (mérny odpor 18,2 MQ.cm)

Seznam analyzovanych latek/vzorki

- antracen (s), kofein (s) - dodavatel Sigma-Aldrich (Némecko)

- kathinon (s), methedron (s) a flefedron (s) - dodavatel Lipomed (Svycarsko)
- naftalen (s), stearyl stearat (s), cholesterol (s)

- kyselina palmitova (s) - dodavatel Lachema (Ceska republika)

- PEG (600) (1), PEG (4000) (s) a skvalen (s) - dodavatel Fluka (Némecko)

- vzorek olivového oleje (1) znacky Franz Josef (Ceska republika)

- myoglobin (s), albumin (s), angiotensin (s)

(Pozn.: (I) — kapalna latka, (S) — pevna latka; VSechny chemikalie byly minimalné na urovni

analytické kvality, pokud nebylo uvedeno jinak.)

Pristroje a vybaveni

- Analyte G2 remote UV laserovy abla¢ni systém (Photon Machines, USA)
s nanosekundovym excimerovym laserem (ArF, 193 nm)

- Synapt G2-S, hybrid Q-TOF hmotnostni spektrometr (Waters, UK) se specialné
vyrobenym dualnim iontovym zdrojem ESCI

- SunCollect MALDI - spotter, sprejer (Sunchrom, Némecko)

- SGE stiikacka (Trajan Scientific and Medical, Austrélie)

- Milli-Q distici systém pro vodu (Millipore, Francie)

- rucni energiové-disperzni rentgenovy fluorescenéni spektrometr VANTA (Olympus,
USA)

35



5.1. Optimalizace pritoku a typu sprejovaci kapaliny

Byla provedena tada experimentll pro optimalizaci priitoku a testovani rtznych
sprejovacich kapalin (,,sheath liquid®) pro vybrané analyty. Jako ,sheath liquid“ byly
pouzity smési uvedené v tabulce 7, které byly testovany pii prutocich 5, 20, 50 a 100 ul/min.
Testovanymi analyty byly antracen (nepolarni latka) a kofein (polarni latka). Dale byly
testovany vysokomolekularni latky: peptidy (myoglobin, albumin, angiotensin) a polymer
(polyethylenglykol - PEG (4000)).

Tabulka 7 Seznam pouzitych ,,sheath liquid

Cislo smési Sprejovaci kapalina
1 Acetonitril (ACN) + H20 1:1 (v/v)
2 Methanol (MeOH) + H,0 1:1 (v/v)
3 Isopropanol (IPA) + H20 1:1 (v/v)
4 ACN + MeOH + IPA + Hx0 1:1:1:1 (v/v)
5 Acetonitril (ACN) + H20 1:1 (v/v) + FA 0,1 %
6 Methanol (MeOH) + H.O 1:1 (v/v) + FA 0,1 %
7 Isopropanol (IPA) + H20 1:1 (viv) + FA 0,1 %
8 ACN + MeOH + IPA + H20 1:1:1:1 (v/v) + FA 0,1 %

Jednotlivé analyty byly rozpu$tény ve vhodnych rozpoustédlech: antracen
v n-heptanu, kofein ve smési ACN + H20 1:9 (v/v), myoglobin, albumin a angiotensin ve
vodé a PEG (4000) byl nafedény v IPA na vyslednou koncentraci 1 mg/ml. Nasledné byly
pfipraveny spoty o objemu 0,5 pl na mikroskopické sklicko pomoci Hamiltonovy stiikacky
(Agilent, USA). Zaschlé spoty o velikosti v priméru ptiblizné¢ 5 mm byly ihned podrobeny
r-DUV-LAESCI-MS analyze. V laserové ablaci byly nastaveny linie pfiblizné uprostied
zaschlych kapek, tak aby linie zahrnovala celou kapku. Timto zpisobem byly proméieny
vSechny analyty s testovanymi ,,sheath liquid* pfi definovanych prutocich. Namétena data
byla nasledné vyhodnocena piimo v softwaru MassLynx V4.1 (SCN851) (Waters
Corporation, UK), kde po odec¢teni pozadi byla zaznamenana absolutni intenzita méfené

latky pfi daném optimalnim nastaveni r-DUV-LAESCI-MS [1].
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5.2. Testovani vlivu povrchi na intenzitu signalu analytd

5.2.1.Priprava povrchi pro sprejovani

Testovano bylo 8 povrchii mikroskopickych sklicek, u kterych byla vybrana matna/
barevna ¢ast (potah). Dale ITO sklicko s tenkym vodivym povlakem s pfimési oxidii cinu
aindia ataké kovovy povrch, resp. tenky médény plat. Slozeni povrchid bylo blize
charakterizovano pomoci rentgenové fluorescence (XRF) a také pomoci MS/MS analyzy

(viz kapitola 6.2). Shrnuti povrchu je uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8 Seznam testovanych povrchii

Oznaceni povrchu Typ povrchu Vyrobce
7 Mikroskopické sklicko se Zlutym Epredia
potahem
R Mikroskopické sklicko s rizovym Epredia
potahem
B Mikroskopické sklicko s bilym Epredia
potahem
M Mikroskopické sklicko s modrym Epredia
potahem
7 Mikroskopické sklicko se zelenym Epredia
potahem
p Mikroskopickeé skli¢ko s bilym Prosolia, Inc.
potahem
ITO M1kr_oskoplcke skllckoopotazene Ossila
vodivou vrstvou oxidd In a Sn
Ref Mikroskopické skli¢ko s ’naleptanym Verkon (Marienfeld)
povrchem pomoci HF
Cu M¢dény plat Sprava budov UPOL
Mikroskopické sklicko s bilym Thermo scientific
SF
potahem (SuperFrost)

Jednotliva mikroskopicka sklicka byla nafezana pomoci diamantového popisovace
na sklo a tenky médény plat byl ustfihnut kancelafskymi ntzkami, na malé obdélniky
0 velikosti pfiblizné 0,5 % 2,5 cm. Jednotlivé povrchy byly upevnény pomoci oboustranné
lepici pasky na podlozni mikroskopické sklicko (viz obrazek 9). Takto pfipravené povrchy
byly oc€istény methanolem a po zaschnuti ihned nasprejovany vybranou latkou

V pfipraveném roztoku (viz obrazek 10).
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Obrazek 9 Pripravené povrchy pro naneseni homogenni vrstvy analytu

Obrazek 10 Sprejovani pripravenych povrchii
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5.2.2.Priprava zasobnich roztoki standardu

V piipadé pevnych i kapalnych latek/vzorka byly separatné ptipraveny zasobni
roztoky o koncentraci 1 mg/ml ve vhodnych rozpoustédlech (Tab. 9). Tyto zasobni roztoky
byly dale standardné¢ 20x ziedény na koncentraci 50 pg/ml. Vyjimkou byl PEG (600)
a skvalen, které bylo potieba nasprejovat v 10x vétsi koncentraci (500 pg/ml). Seznam
latek/vzorkt, vhodnych rozpoustédel a fedicich faktoru je uveden v tabulce 9. Pfipravené

roztoky latek/vzorku byly separatné nasprejovany na vzdy nové piipravené povrchy.

Tabulka 9 Seznam sprejovanych latek/vzorkii

Redici Vysledna
Latka Skupina latek Rozpoustédlo koncentrace
faktor
[ng/mi]

antracen nepolarni n-heptan 20 50

naftalen nepolarni n-heptan 20 50
+ :
kofein polarni ACN+HO LS| o, 50
(V/v)

PEG (600) polarni polymery IPA 2 500

kathinon IPA 20 50
polérni
methedron psychoaktivni IPA 20 50
latky (drogy)

flefedron MeOH 20 50

kysclina palmitova | "2 mastne MeOH 20 50
kyseliny
skvalen o IPA 2 500
nepolarni,

cholesterol v lidském mazu IPA 20 50

stearyl stearat vosk aceton 20 50
olivovy olej potravinaisky olej IPA 20 -
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5.2.3.0ptimalizace metody nanaseni homogenni vrstvy analyti

Pro naneseni homogenni vrstvy analytu bylo vyuzito jeho postupné sprejovani
pomoci SunCollect MALDI — spotter, sprejer (Sunchrom, Némecko) vybaveného SGE
stiikackou (Trajan scientific and medical, Australie). Optimalizace metody nanaSeni
probihala ptedevsim v ramci sprejovani kofeinu ve smési ACN + H20 1:9 (v/v). Testovany
byly rtizné prutoky v rozmezi 20-50 ul/min a také pocet sprejovanych vrstev v rozmezi 30-
60. Dale se testovaly parametry umisténi a vzdalenosti spreje od sprejované plochy
a vzdalenost jednotlivych sprejovanych linii od sebe. Homogenita a kvalita nanesené vrstvy
(studium distribuce a velikosti zaschlych mikrokapek) byla nésledn¢ vyhodnocena pod
mikroskopem, a predev§im podle téchto vlastnosti a také doby sprejovani byly vybrany
vhodné parametry. Profil sprejovani byl odlisny pro rizna rozpoustédla, proto bylo nasledné
nutné tyto parametry optimalizovat zvIlast’ i pro dal$i rozpoustédla. Tyto dalsi optimalizace
byly provedeny na zakladé vizualniho porovnani s piedeslym profilem sprejovani roztoku
kofeinu, sledovani homogenity nanesené vrstvy piimo v laserové ablaci pomoci CCD
kamery a také testovacich analyz pomoci r-DUV-LAESCI-MS, kde byla posuzovana
variabilita naméteného signalu analytu v ramci jedné abla¢ni linie. Tabulka 10 shrnuje

parametry sprejovani pro jednotliva rozpoustédla/vzorek.

Tabulka 10 Shrnuti parametrii SunCollect MALDI pro jednotliva rozpoustédia

Rozpoustédla | Pritok Pocet Nastaveni | Z Vzdalenost | Rychlost
ar\)/z orek [wl/min] sprejovanych | vose Z | offset | sprejovanych | Vv ose
H vrstev [mm] [Mm] | linii [mm] XaY
ACN+H20 Vysoka
1:9 (VIv) 30 60 25 5 1,2 (1a1)
Vysoka
MeOH 50 60 50 5 1,2 (1a1)
IPA 30-50 60 45 5 | 1,0nebo1,2 | Yok
(1al)
Vysoka
n-heptan 50 60 50 5 1,2 (1a1)
Vysoka
Aceton 75 60 50 5 1,2 (1a1)
Olivovy olej Vysoka
v IPA 20 50 30 5 1,2 (1a1)
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5.2.4.Analyza nasprejovanych povrchii a zpracovani namérenych dat

Homogenné nanesené analyty se po nasprejovani na vybrané povrchy nechaly
zaschnout pii laboratorni teploté a nasledné byly vzorky umistény do ablaéni komory.
Pomoci programu Chromium 2.1 (Photon Machines) byly nastaveny ablac¢ni linie
Vv 6 opakovanich na kazdém povrchu. Poté byla spusténa r-DUV-LAESCI-MS analyza
zamé&iena na detekci rozdilnych intenzit signalt analytu na jednotlivych povrsich. Nastaveni
parametril laserové ablace i hmotnostniho spektrometru je uvedeno v kapitole 5.2.6.
Nameétena data byla nasledné korigovana na ptesnou hmotu a zpracovana pomoci softwaru
MassLynx V4.1 (SCN851). Rozd¢leni dat na jednotlivé linie a odecteni pozadi bylo
provedeno v softwaru llaps [40], ktery byl specialné vyvinut pro zpracovani LA-ICP-MS dat
pro kvalitativni, kvantitativni analyzu a hmotnostné spektrometrické zobrazovani. Finalni

vyhodnoceni dat a vytvoteni grafii bylo provedeno v excelu.

5.2.5.Hmotnostni zobrazovani otisku prstu pro porovnani povrchi

Na zakladé vyhodnoceni dat zanalyzy povrchii bylo provedeno porovnavaci
hmotnostni zobrazovani otisku prstu na rozhrani meédéného platu a referencniho
mikroskopického sklicka, oznaceného ,,Ref*. Povrchy byly pfipraveny obdobné jako
v kapitole 5.2.1, akorat byly nachystany vétsi plochy povrchi (piiblizné 2,5 x 2,0 cm). Takto
nachystané povrchy byly pomoci oboustranné lepici pasky nalepeny na podlozni
mikroskopické sklicko tak, aby byla minimalni mezera mezi nimi, a aby byly na stejné
vySkové trovni pro vhodné zaostieni laseru v ose z. Nasledné se nanesl otisk prstu
doprostied na rozhrani téchto povrchii tak, aby otisk pokryl oba povrchy. Pro toto hmotnostni
zobrazovani S rychlosti 1 pixel/s byly nastaveny parametry laserové ablace: velikost spotu
110 pum s rychlosti posuvu vzorku 110 pm/s. Analyza byla simultanné provedena v obou
modech ESI+ i APCI+ s dobou skenu 0,485 s (soucet doby skenti a doby potiebné pro zménu
ioniza¢nich moda ESI a APCI odpovida 1 s). Naméfena data byla zpracovana do 2D map

pomoci specialniho softwaru Ilaps, dle postupu uvedeném v praci Papouskova et al. (2025).
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5.2.6.Nastaveni méricich parametra r-DUV-LAESCI-MS

Detailni optimalizace a nastaveni r-DUV-LAESCI-MS probéhlo v ramci ¢lanku
publikovaném v Analytical Chemistry (viz Papouskova et al., 2025). Ptehled pouzitych

parametrll pro optimalizaci a analyzu povrchi je shrnut v tabulce 11.

Tabulka 11 Souhrn meéricich parametrii r-DUV-LAESCI-MS

Ptistroj Parametr Udaj/ hodnota
typ laseru UV excimerovy (ArF)
vlnova délka laseru 193 nm
hustota zafivé energie laseru 1,21 J/cm?
Laserova ablace frekvence pulzniho laseru 20 Hz
velikost ablatovaného spotu 135 pm
rychlost posuvu vzorku 135 pm/s
pratok He abla¢ni komorou 0,65 I/min
hmotnostni rozsah 50-1200 m/z
doba skenu 0,485s
pauza mezi skeny 0,015s
teplota iontového zdroje 120 °C
tlak zmlZovace 2250 Torr (3 bar)
prutok desolvata¢niho plynu 300 I/h
Organicky
hmofnostnd desolvatacni teplota 400 °C
spektrometr napéti na kapilafe v modu ESI+ 3,8 kV
napéti na kapilafe v modu ESI- -2,2kV
napéti na vybojové jehle v modu APCI+ 3,5kV
napéti na vybojové jehle v médu APCI- -3,5 kV
_sheath liquid- MeOH + voda 1:1
(viv)
prutok ,,sheath liquid* 5 ul/min
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5.3. Optimalizace parametriu LA a MS pro uc¢ely hmotnostné
spektrometrického zobrazovani s vysokou rychlosti posuvu vzorku

V ramci hmotnostné spektrometrického zobrazovani bylo provedeno nékolik
experimentl se zamérem testovani omezeni r-DUV-LAESCI-MSI a také jeji
optimalizace/synchronizace sbéru dat. Zakladem Gsp&$ného hmotnostniho zobrazovani bylo
synchronizovat frekvenci laserovych pulzi s frekvenci detekce jednotlivych hmotnostnich
spekter, tak aby nedohdzelo k ovlivnéni kvality ziskavanych 2D map (obrazka).
Optimalizovanymi parametry byly velikost spotu, rychlost posuvu vzorku, frekvence laseru
pro LA a nastaveni vhodné doby skenu vcetné fixni pauzy mezi skeny (15 ms) pro
hmotnostni spektrometr. Pokud bylo hmotnostni zobrazovani méfeno soucasné Vv obou
ioniza¢nich médech ESI i APCI, tak se pocet skenti délil mezi oba médy a celkovy pocet

pixelt pro kazdy ze ziskanych obrazka byl polovi¢ni.

Hmotnostné spektrometrické zobrazovani pomoci r-DUV-LAESCI bylo jiz
provedeno v ramci ¢lanku (Papouskova et al., 2025) s rychlosti 1 pixel/s a nastavenou
velikosti spotu 110, 50 a 25 pm pfi zobrazovani otisk prsti a 3 um pro analyzu kapky
kofeinu. V této diplomové praci bylo testovano 4x a 5x rychlejsi zobrazovani otiski prstd
s rychlosti posuvu vzorku 440 a 550 um/s pii nastavené velikosti spotu 110 um (nastaveni
doby skenu s ohledem na rychlost ablace vzorku). Z nasledného vyhodnoceni v podobé 2D
map byly zjistény potize, v podobé znatelného a nepravidelného posunu pixeld
V jednotlivych liniich obrazki. Z tohoto divodu bylo nutné provést optimalizaci v ESI+
moédu s nastavenou frekvenci laseri 20 Hz, jejiz testované parametry jsou uvedeny
v tabulce 12. Tato optimalizace byla provedena postupnym zobrazovanim ¢ernych kiizkd,
0 rozmérech piiblizné 0,5 x 0,5 cm, narysovanych ¢ernou fixou na mikroskopickém sklicku
(viz Obrazek 11). Dale bylo provedeno srovnani dvou verzi softwaru MassLynx V4.1
(SCNB851) a V4.2 (SCN1049) (Waters Corporation, UK), kdy novéjsi verze umoznila export
dat (zavislost intenzity pro danou hodnotu m/z na case) Shodnotami Casové osy na
5 desetinnych mist oproti 3 desetinnym mistiim ze stars$i verze MassLynx V4.1 (SCN851).
Toto vyhodnoceni bylo provedeno pro obrazky méfené s rychlosti 4 pixely/s v jiz zminéné
optimalizaci. V ptipadé posledniho testu bylo pfistoupeno k synchronizaci obou pfistroju
z pohledu nastaveni vhodné doby skenu tak, aby odpovidala celo¢iselnému nasobku
a nedochazelo tak béhem exportu k nutnosti zaokrouhleni dat pro jednotlivé pixely. Toto
nastaveni hmotnostniho spektrometru odpovidalo ablaci 5 pixelt za 1,5 S S nastavenou

velikosti spotu 135 pum, rychlosti posuvu vzorku 450 um/s a dobou skenu 0,285 s.
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Tabulka 12 Parametry optimalizace vysokorychlostniho zobrazovani

Rychlost Velikost Rychlost 5
Oznaceni Doba Cislo
) zobrazovani | ablatovaného pohybu
experimentu ] skenu [s] | obrazku
[pixel/s] spotu [um] | vzorku [um/s]
A 1 135 135 0,985 16
B 1 65 65 0,985 18
C 1 40 40 0,985 20
D 4 135 540 0,235 17
E 4 65 260 0,235 19
F 4 40 160 0,235 21

Obrazek 11 Narysovany motiv na mikroskopickém sklicku v ablacni cele
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6.  Vysledky a diskuse

6.1. Vyhodnoceni optimalizace pritoku a typu ,,sheath liquid“

Data byla naméfena a vyhodnocena pro antracen a kofein. Testované peptidy:
myoglobin, albumin a angiotensin a polymer: PEG (4000) nebyly detekovany pii danych
podminkach. Data byla naméfena a vyhodnocena v obou moédech ESI+ i APCl+. Pro obé
latky byly vyhodnoceny intenzity signalu pro molekulové ionty [M+H]" a pro antracen
i kation radikal [M™]. Naméfena data byla zpracovana do grafit 1-6 a také do tabulky
(viz kapitola S.1) v piiloze 1. Grafy vyjadfuji relativni porovnani naméfenych intenzit
signalu antracenu a kofeinu pro jednotlivé sprejovaci kapaliny (,,sheath liquid®, SL) pfi
testovanych pritocich. Relativni pomér byl dopo¢itan podélenim v§ech naméfenych intenzit

maximalni naméfenou intenzitou pro dany ion v daném modu.

Antracen [M+H|*, ESI+
100%

90%
— 80%
= 70%
5 60%
0
= 50%
g 40%
S 30%
A 20% I I I

10% I

0% II - m_ X m_X I_-X .XI_ ¥ I_><><
1 2 3 - 5 6 7 8
B5 pl/min ™20 p/min W50 pl/min ™ 100 pl/min

Pozn.: ,, x“ - latka nebyla detekovana, ,,* *“ - latka byla namérena pod 0,5 %
)V 24 p

Graf 1 Relativni vyhodnoceni optimalizace priitoku a testovani SL pro [M+H]" antracenu v ESI+
modu, SL: 1-ACN+H,0; 2-MeOH+H,0; 3-IPA+H,0; 4-ACN+MeOH+IPA+H,0;
5-ACN+H,0+0,1% FA; 6-MeOH+H,0+0,1% FA; 7-IPA+H,0+0,1% FA;
8-ACN+MeOH+IPA+H,0+0,1% FA
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Antracen [M+H]*, APCI+
100%
90%
80%
70%

60%
50%
40%
30%
20%
10% I I
0% Emm | [ Hee Boxx H_Em —— I-__
1 2 : 5 7 8

3 4 6

Relativni intenzita [%0]

B5pul/min ™20 pl/min ™50 pl/min ™ 100 pl/min

(Pozn.: ,, x““ - ldtka nebyla detekovdina)

Graf 2 Relativni vyhodnoceni optimalizace priitoku a testovani SL pro [M+H]" antracenu v APCI+
modu, SL: 1-ACN+H0; 2-MeOH+H,0; 3-IPA+H,0; 4-ACN+MeOH+IPA+H,0;
5-ACN+H,0+0,1% FA; 6-MeOH+H,0+0,1% FA; 7-IPA+H,0+0,1% FA;
8-ACN+MeOH+IPA+H,0+0,1% FA

Antracen [M*], ESI+
100%

90%
— 80%
o~
E‘ 70%
% 60%
g 50%
§ 40%
= 30%
[1¥]
R 20% I I

10% I

00/0 [ I—><)< I-—>< ._XX -X._ I.—_ -_)<><
1 2 3 - 5 6 7 8
B5 pl/min ®20 pl/min - W50 pl/min = =100 pl/min

(Pozn.: ,, x“ - ldtka nebyla detekovdina)

Graf 3 Relativni vyhodnocent optimalizace priitoku a testovani SL pro [M™"] antracenu v ESI+
modu, SL: 1-ACN+H,0; 2-MeOH+H0; 3-IPA+H,0; 4-ACN+MeOH+IPA+H,0;
5-ACN+H20+0,1% FA; 6-MeOH+H.0+0,1% FA; 7-IPA+H20+0,1% FA;
8-ACN+MeOH+IPA+H,0+0,1% FA
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Antracen [M**], APCI+

100%

90%

— 80%
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¥

R 20%

10%

0% l___ - ¥ m kE _k X — -tk Ok %k ok ok
1 2 3 4 5 6 7 8
B5pl/min m20 pl/min W50 pl/min = 100 pl/min

(Pozn.: ,, x“ - latka nebyla detekovana, ,,* ** - latka byla namérena pod 0,5 %)

Graf 4 Relativni vyhodnocent optimalizace priitoku a testovani SL pro [M™"] antracenu v APCI+
modu, SL: 1-ACN+H0; 2-MeOH+H,0; 3-IPA+H,0; 4-ACN+MeOH+IPA+H-0;
5-ACN+H,0+0,1% FA; 6-MeOH+H,0+0,1% FA; 7-IPA+H,0+0,1% FA;
8-ACN+MeOH+IPA+H,0+0,1% FA

Kofein [M+H]*, ESI+
100%
90%
80%
70%
60%
50%

40%
10%

30%
B5pl/min W20 p/min W50 pl/min  ® 100 pl/min

Relativni intenzita [%]

Graf 5 Relativni vyhodnoceni optimalizace priitoku a testovani SL pro [M+H]" kofeinu v ESI+
modu, SL: 1-ACN+H,0; 2-MeOH+H.0; 3-IPA+H,0; 4-ACN+MeOH+IPA+H,0;
5-ACN+H;0+0,1% FA; 6-MeOH+H,0+0,1% FA; 7-IPA+H,0+0,1% FA;
8-ACN+MeOH+IPA+H,0+0,1% FA
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Kofein [M+H]|*, APCI+
100%
90%
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60%
50%
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Relativni intenzita [%]

Graf 6 Relativni vyhodnoceni optimalizace priitoku a testovani SL pro [M+H]" kofeinu v APCI+
mddu, SL: 1-ACN+H,0; 2-MeOH+H,0; 3-IPA+H;0; 4-ACN+MeOH+IPA+H,0;
5-ACN+H,0+0,1% FA; 6-MeOH+H,0+0,1% FA; 7-IPA+H,0+0,1% FA;
8-ACN+MeOH+IPA+H,0+0,1% FA

6.1.1.Zavér a diskuse optimalizace priitoku a typu ,,sheath liquid*

V ramci analyzy antracenu byla naméfena nejvyssi intenzita signalu pro nejmensi
prutok 5 pl/min v obou moédech s vyjimkou smési €.6 v ESI+ modu. Velice ¢asty byl trend
poklesu signalu s rostoucim pritokem. Nejvyssi naméfend intenzita signalu pro [M+H]" byla
naméfena v obou modech pro smés ¢. 2 (MeOH+H20 1:1 (v/v)) pti pratoku 5 pl/min.
[M+H]" antracenu nebyl detekovan v ESI+ modu pii pratoku 100 pl/min ve smésich €. 3, 4,
5 a8, pii prutoku 50 pl/min pro smés €. 8, pfi prittoku 20 pl/min pro smés €. 6 a také v APCl+
moédu pii pritocich 50 a 100 pl/min pro smés ¢. 5. Odlisny vysledek byl pozorovan pro
[M™], kdy nejvétsi naméfené intenzity signalu byly naméfeny pro smés ¢. 1 (ACN+H20 1:1
(V/v)). Vsechny ostatni naméfené intenzity signalu, s vyjimkou ESI+ modu pii pritoku
5 ul/min pro smés €. 2, byly pod 10 % maximalni intenzity. [M™] antracenu nebyl detekovan
Vv ESI+ modu pfii pritoku 100 pl/min pro smési €. 3,4, 5 a 8, pii pratoku 50 pl/min pro smeési
¢. 3,5 a 8, pii pratoku 20 ul/min pro smés €. 6 a také v APCI+ modu pii pritoku 100 pl/min

pro smés €. 5.
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Pti vyhodnoceni namétenych dat kofeinu byly vysledky o néco vyrovnangjsi a méné
jednoznacné. Nejvyssi naméfené intenzity signdlu byly naméfeny pii pouziti smési €. 5
(ACN+H20 1:1 (v/v) + 0,1% FA) v obou médech pii pratoku 5 ul/min a také pro smés ¢. 6
(MeOH+H20 1:1 (v/v) + 0,1% FA) v APCI+ médu pii pratoku 100 pl/min. Podobné jako
U antracenu je zde mozné pozorovat ¢astecny trend poklesu signalu s rostoucim priitokem
predevsim v ESI+ modu a opét 1ze konstatovat, ze primérné nejvyssi intenzity signalu byly

pripadech pti danych podminkach.

Zavérem lze konstatovat, ze primérné veétsi intenzity signalii byly naméteny pro
kofein (polérni latka) v ESI+ modu, a naopak pro antracen (nepolarni latka) v APCI+ modu
(viz Tabulka S1). Pro analyzu antracenu i kofeinu byly vhodné&jsi nizsi pritoky, konkrétné
5 ul/min. Zaroven u vétSiny piipadi bylo mozné pozorovat trend poklesu signalu
s rostoucim pritokem. Nejvhodné&jsi smési pro detekci [M+H]" antracenu byla smés ¢. 2
(MeOH+H,0 1:1 (v/v)) a pro [M™] antracenu byla méné polarni smés ¢. 1 (ACN+H20 1:1
(v/v)). U kofeinu bylo t&€zs8i vyvodit jednoznacny zavér, ale jako nejvhodné&jsi smés byla
vyhodnocena smés ¢. 5 (ACN+H20 1:1 (v/v) + 0,1% FA), pro kterou mé&l kofein velice
intenzivni signal v obou modech. Zajimavy byl také trend vzristu signalu s rostoucim

pritokem pii analyze kofeinu pro smés €. 6 v APCI+ modu.

Na zakladé téchto vysledkt a vysledkt z experimentii v ramci ¢lanku Analytical
Chemistry (Papouskova et al., 2025) byly vybrany parametry pratoku 5 ul/min a smés ¢. 2
(MeOH + H20 1:1 (v/v)) pro studium vlivu povrchl na intenzitu signalu i pro nasledné

hmotnostné spektrometrické zobrazovani s vysokou rychlosti.
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6.2. Vyhodnoceni charakterizace povrchii - XRF a MS/MS analyza

Vsech 10 povrcha bylo jednotlivé podrobeno XRF analyze a naméfené hodnoty

obsahii jednotlivych prvka (>0,5%) byly zaznamenany do tabulky 13. Dale bylo

detekovano a identifikovano 5 charakteristickych hodnot m/z, vyskytujicich se u vsech

sklicek s barevnym potahem (viz Tabulka 14). Tyto prekurzorové ionty byly ndsledné

podrobeny MS/MS analyze za ucelem blizsi charakterizace/identifikace sloZzek materialu

potahii. MS/MS analyza byla provedena v APCI+ modu na mikroskopickém sklicku

se zlutym potahem S nastavenou kolizni rampou v rozmezi 10-30 eV a namétené piesné

hodnoty m/z na 4 desetinna mista byly korigovany na standard kofeinu (m/z: 195,0882).

Jednotlivé ionty byly identifikovany pomoci databaze v softwaru MassLynx V4.1. Souhrn

identifikovanych fragmentovych ionti je popsan v tabulce 15.

Tabulka 13 Nameérené procentudlni obsahy prvkii v jednotlivych povrsich pomoci XRF analyzy

OznaCeni | | p 1961 | Si[%] | Al[%] | Ca[%] | Mg [%] | Ti[%] | K[%] | Cu[%]
povrchii
blank 48,7 39,9 0,6 7,4 3,1 - - -
V4 596 | 22,2 9,4 4.3 0,7 3,5 - -
R 61,0 21,4 9,5 4,1 - 3,9 - -
B 63,3 19,5 8,8 3,7 - 4,5 - -
M 62,2 18,9 10,4 3,3 - 50 - -
Z 62,5 19,5 94 3,8 - 4,4 - -
P 65,0 18,1 91 2,6 - 4,9 - -
ITO 62,4 25,1 1,6 58 1,5 - 3,4 -
Ref 50,3 38,1 - 8,2 2,5 - - -
Cu - - - - - - 3,0 96,1
SF 64,0 18,9 9,2 2,7 - 4,7 - -
(Pozn.: ,,LP“ — lehké prvky, ,,—“ - bez namérené hodnoty, “blank “ — prithledné mikroskop. sklicko)
Tabulka 14 Identifikované prekurzorové ionty pro MS/MS analyzu
Sumarni vzorec Ptesna Zméfena
[M+H]* hodnota m/z hodnota m/z Chyba [ppm] PBE
C7HsN 104,0500 104,0502 1,9 55
CisHwoN 180,0813 180,0821 4,4 9,5
C14H130 197,0966 197,0969 1,5 8,5
C14H1302 213,0916 213,0923 3,3 8,5
Ci15H1302 225,0916 225,0926 4,4 9,5

(Pozn.: ,,DBE“ —,,double bonds equivalent )
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Tabulka 15 Souhrn fragmentovych iontii (F1) v rdmci MS/MS analyzy

SEEEE;I\;Z\?;E:; Sumarni vzorec Tvo FI Piesna Zméfena Chyba DBE

P [M+H]* FI yp hodnota m/z | hodnotam/z | [ppm] pro FI

C7HeN CeHs [M+H]* 77,0391 77,0400 11,7 4,5

C12Ho [M+H]" 153,0704 153,0717 8,5 8,5

CrbiN Ci2Hs [M™] 152,0626 152,0620 -3,9 9,0
13110

CioH7 [M+H]" 127,0548 127,0548 0,0 7,5

CeHs [M+H]* 77,0391 77,0375 -20,8 4,5

C13H100 [M™] 182,0732 182,0731 -0,5 9,0

CuH1o [M™] 178,0783 178,0785 11 10,0

C12H1o [M™] 154,0783 154,0789 3,9 8,0

CuHo [M+H]* 141,0704 141,0724 14,2 7,5

Cu4H130 CsH70O [M+H]* 119,0497 119,0484 -10,9 55

CsHy [M+H]* 103,0548 103,0557 8,7 55

C7H [M+H]* 91,0548 91,0554 6,6 4,5

CeHs [M+H]* 77,0391 77,0396 6,5 4,5

CsHs [M+H]* 65,0391 65,0394 4,6 3,5

C13H1002 [M™] 198,0681 198,0687 3,0 9,0

CizHu [M+H]* 167,0861 167,0868 4,2 8,5

C13Ho [M+H]" 165,0704 165,0728 14,5 9,5

Cu4H130- C12Hg [M*] 152,0626 152,0635 5,9 9,0

CsH-;0O [M+H]* 119,0497 119,0513 13,4 55

C7H [M+H]* 91,0548 91,0557 9,9 4,5

CeHs [M+H]* 77,0391 77,0383 -10,4 4,5

CuH1o [M™] 178,0783 178,0785 11 10,0

CoH7O [M+H]" 131,0497 131,0502 3,8 6,5

CgH-:O [M+H]* 119,0497 119,0490 -5,9 55

C15H1302 CsHy [M+H]" 103,0548 103,0546 -1,9 55

C7H [M+H]* 91,0548 91,0548 0,0 4,5

CeHs [M+H]* 77,0391 77,0391 0,0 4,5

CsHs [M+H]* 65,0391 65,0403 18,5 3,5

(Pozn.: ,,FI“ — fragmentovy ion, ,, DBE“ — ,, double bonds equivalent )
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6.2.1.Zavér a diskuse charakterizace povrchu - XRF a MS/MS analyza

Z vysledku analyzy pomoci techniky XRF bylo mozné vyvodit zavér, Ze sloZzeni
mikroskopickych sklicek odpovida slozeni sodnovapenatych skel s obsahem SiO2, Na2O,
Ca0, Al,03 a MgO. U vsech mikroskopickych sklicek s potahem byl stanoven Ti s obsahem
3-5 %, ktery indikoval pravdépodobny obsah titanové béloby (TiO2). Dale v ramci razné
barevnych potahti mikroskopickych sklicek bohuzel nebyly stanoveny zadné dalsi
charakteristické prvky, které by vice piiblizily jejich anorganické slozeni. Zvlastni také byla
absence obsahtl prvki In a Sn pii analyze ITO sklicka potazeného tenkou vrstvou z divodu
ziskani pramérnych vysledkd pro studovany povrch. V neposledni fadé byl analyzovan

kovovy plat, ktery obsahoval z 96,1 % meéd’.

Déle byla provedena MS/MS analyza 5 vybranych prekurzorovych iontt
(viz Tabulka 14) charakteristickych pro potahy mikroskopickych sklicek. Stanovenim
ptesné hodnoty m/z a jejim vyhodnocenim v databazi MassLynx V4.1 byla umoznéna jejich
identifikace ataké identifikace vzniklych fragmentovych iont. VSechny identifikované
fragmentové ionty odpovidaly, jak zastoupenim jednotlivych prvki, tak hmotnostnim
schodkem, slozeni prekurzorovych iontl, coz potvrdilo jejich spravnou identifikaci. Byl
identifikovan prekurzorovy ion [Ci3H1oN]", ktery naméfenou hodnotou m/z i sumarnim
vzorcem odpovidal protonované molekule akridinu, ktera je soucasti akridinovych barviv.
Jelikoz se jednalo o analyzu Zlutého povrchu, tak by tento ion mohl fragmentovat z molekuly
akridinové Zluti (C15sH16CIN3). Toto tvrzeni by se vSak v idealnim ptipadé muselo potvrdit
MS/MS analyzou jejiho standardu. Ptitomnost akridinu dale podpofilo srovnani
s fragmenta¢nim spektrem z databaze PubChem [41] a také identifikace pravdépodobného
primarniho fragmentu [C7HsN]*. Daéle byly identifikovany 3 ionty aromatickych
oxoproduktii [C14H130]", [C14H1302]" a [C15sH1302]", u kterych si lze pov§imnout nékterych
shodnych fragmentovych iontl napt. [CsH70]", [C7H7]" a [CeHs]*. To by mohlo napovidat
0 jejich vzniku ze stejné ¢i strukturné podobné prekurzorové molekuly/molekul. Pro blizsi
charakterizaci by bylo nutné provést rozsahlejsi studii a rozbor materialtt povrchti, coz se

neveslo do ¢asového ramce této diplomové prace.
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6.3. Vyhodnoceni testovani vlivu povrchii na intenzitu signalu analyti

Bylo proméieno vSech 11 analyti a vzorek olivového oleje na vybranych 10 povrsich
Vv obou ioniza¢nich moédech. Data byla naméfena pro vSechny latky kromé naftalenu
a flefedronu, které nebyly detekovany. Naftalen nebyl detekovan kvili Spatné ioniza¢ni
ucinnosti. Flefedron nebyl detekovan predevsim kvuli degradaci zasobniho roztoku, protoze
byl delsi dobu rozpustén a skladovan pii -20 °C. VSechny latky byly méfeny jen v kladném
moédu, s vyjimkou kyseliny palmitové, ktera byla zméfena i v zaporném modu. Grafy
znazoriuji zavislosti pramérné intenzity signalu, kdy chybovymi useckami jsou hodnoty

vybérovych odhadli smérodatné odchylky (n=6).

Pro vSechny latky byly vyhodnoceny ptedevSim nejintenzivngjsi piky, jak
molekulovych ionti, tak pfipadnych aduktli a fragmentt. Pokud dana latka méla vice
intenzivnich pika (pfiblizné nad 10 % relativni intenzity), tak vysledny graf byl vytvoten
jejich souctem a chybové tsecky byly dopocitany ze zékona Sifeni nejistot. U nékterych
latek byly vyhodnoceny pouze [M+H]" ionty, jelikoZ netvofily Z7adné charakteristické
fragmenty ani adukty napft.: kofein (m/z: 195,0882) a skvalen (m/z: 411,3991). U nékterych
latek bylo vyhodnoceno vice iontd napi.: antracen [M+H]" (m/z: 179,0861) +[M™]
(m/z: 178,0783); PEG (600) [M+H]* (m/z: 371,2279+415,2534+459,2816) a [M+Na]"
(m/z: 393,2102+437,2369+481,2708);  kathinon  [M-H.O+H]* (m/z:  132,0813)
a [M-2H20+H]* (m/z:117,0636); methedron [M+H]" (m/z: 194,1181) a [M-H.O+H]*
(m/z: 176,1075); kyselina palmitova v kladném modu [M+H]" (m/z: 257,2481),
[M+CH2+H]" (m/z: 271,2637) a [M-CH2+H]* (m/z: 243,2324); kyselina palmitova
v zaporném modu [M- H] (m/z: 255,2324) a [M+2CH.-H] (m/z: 283.2637); cholesterol
[M+H]* (m/z: 387,3627) a[M-H.O+H]* (m/z: 369,3521); stearyl stearat [M+H]"
(m/z: 537,5611) a[M+NH4]* (m/z: 554,5876) a navic vESI+ médu [M+Na]
(m/z: 559,5430). Dale v olivovém oleji: kyselina olejova [M+H]" (m/z: 283,2637) a jeji
fragmenty [M- H,O+H]" (m/z: 265,2531) a [M-2H.0+H]* (m/z: 247,2426); kyselina
palmitova [M+H]" (m/z: 257,2481) a [M+CH2+H]" (m/z: 271,2637). A u diacylglycerolu byl
vyhodnocen jeden charakteristicky ion: [PO-H2O+H]* (m/z: 577,5220); [OO-H20+H]" (m/z:
603,5369) a [M+H]" triacylglycerolu konkrétng trielaidinu [OOO+H]* (m/z: 885,7911).
Piikladné vyhodnoceni pro antracen je uvedeno v tabulce 16 agrafu 7 v ESI+ modu
a v tabulce 17 a grafu 8 v APCI+ modu.
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Tabulka 16 Vysledky analyzy antracenu v ESI+ modu

Vybérovy odhad
Oznaceni Priimérna Normalizovana
) ) smérodatné SNR ) )
povrchu intenzita [cps] intenzita [%]
odchylky [cps]
V4 3,66E+04 4,31E+03 7,7 68
R 4,15E+04 4,97E+03 75 77
B 4,44E+04 5,42E+03 7,6 82
M 3,87E+04 5,38E+03 6,4 72
Z 3,92E+04 5,00E+03 6,5 73
P 5,39E+04 5,75E+03 72 100
ITO 1,80E+04 5,13E+03 10,2 33
Ref 1,13E+04 6,59E+03 10,1 21
Cu 1,57E+04 8,40E+03 12,1 29
SF 5,02E+04 7,11E+03 7,0 93

(Pozn.: ,,cps‘“ — pocet dopadu iontii za sekundu; SNR — pomér signalu k sumu (signal to noise
ratio), SNR: <3 — nedetekovdino, 3-10 detekovano a nestanoveno, >1(0 — stanoveno)

Antracen, ESI+
6,0E+04

5,0E+04
4,0E+04
3,0E+04
2,0E+04
1,0E+04 i i
0,0E+00
R B M Z P SF

7z ITO Ref Cu

INTENZITA [CPS]

Graf 7 Vysledky analyzy povrchii pro antracen v ESI+ modu
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Tabulka 17 Vysledky analyzy antracenu v APCl+ modu

Vybérovy odhad
Oznaceni Primeérna Normalizovana
) ) smérodatné SNR ) )
povrchu intenzita [cps] intenzita [%]
odchylky [cps]
7 4,92E+04 3,80E+03 9,2 73
R 5,37E+04 4,24E+03 9,0 80
B 5,72E+04 4,51E+03 9,3 85
M 4,85E+04 4,96E+03 7,5 72
Z 4,91E+04 4,22E+03 1,7 73
P 6,72E+04 5,26E+03 8,4 100
ITO 1,92E+04 4,54E+03 9,8 29
Ref 1,46E+04 6,87E+03 11,8 22
Cu 1,76E+04 8,71E+03 12,7 26
SF 6,54E+04 6,34E+03 9,2 97
(Pozn.: ,,cps “ — pocet dopadu iontii za sekundu; SNR — pomeér signdlu k sumu (signal to noise

ratio), SNR: <3 — nedetekovdino, 3-10 detekovano a nestanoveno, >10 — stanoveno)

7,0E+04
— 6,0E+04
5,0E+04

4,0E+04

INTENZITA [CPS]

3,0E+04
2,0E+04
1,0E+04

0,0E+00

Antracen, APCI+

il

ITO Ref

Cu

Graf 8 Vysledky analyzy povrchit pro antracen v APCl+ médu
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Vyhodnoceni ostatnich analytii v podobé obdobnych tabulek a grafii je kvili svoji
rozsahlosti uvedeno v kapitole S.2 v pfiloze 1. Jejich hromadné vyhodnoceni bylo
provedeno v tabulkach 18 a 19. Tabulky 18 a 19 zahrnuji vybrany nejvhodnéjsi povrch, na
kterém byla nejvyssi hodnota poméru signalu k Sumu (SNR), namétenou absolutni intenzitu
a také normalizovanou intenzitu v %. Pro dopo¢itani hodnot SNR bylo proméfeno vSech 10
tentokrat Cistych povrchu, ze ktery se obdobné vyhodnotila absolutni intenzita (Sum) pro
jednotlivé analyty. Touto absolutni intenzitou (Sumu) byly podéleny absolutni intenzity
signalu analyti vyhodnocenych v ramci analyzy sprejovanych povrchu, ¢imz byly ziskany
hodnoty SNR pro vSechny analyty analyzovany bez piitomnosti matrice. Normalizovana
intenzita analytu byla ziskana pro kazdy studovany povrch podélenim pramérné intenzity
nejvyssi zaznamenanou primeérnou intenzitou dané¢ho analytu ziskanou pro dany soubor

testovanych povrchd.
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Tabulka 18 Vyhodnoceni testovani viivu povrchii na intenzitu signdalu analytii bez pritomnosti matrice

ESI méd APCIl mod
Oznaceni ) Ptrﬁm_éirné N . , Oznaceni ) Ptrﬁm_ét:mé N . ,
, . h v‘vrh Intenzita na _orma _1zovana . h wwh Intenzita na _orrna _1zovana
Analyt Méd | nejv OdnEJSI 0 vybraném SNR intenzita [%] ney OdnﬁJSI 0 vybraném SNR intenzita [%]
povrehu povrchu [cps] povrehu povrchu [cps]
antracen + Cu 1,57E+04 12,1 29 Cu 1,76E+04 12,7 26
naftalen + X X X X x x x x
kofein + Cu 1,60E+05 183,6 88 Cu 1,87E+05 233,1 100
PEG (600) + Cu 3,21E+04 163,7 100 Cu 2,91E+04 940,9 100
kathinon + Cu 3,56E+03 10,5 100 Cu 4 65E+03 15,8 100
methedron + Cu 1,03E+04 25,2 100 Cu 2,20E+04 40,7 100
flefedron + X X X X x x x x
p‘;ﬁ't'g‘ja + Cu 1,40E+05 35,3 100 Cu 4.25E+05 86,1 100
pzﬁ't';‘ja ; Cu 8,36E+04 11,2 100 Cu 2 38E+05 15,6 100
skvalen + ITO 1,11E+04 123,3 100 ITO 1,96E+04 621 100
cholesterol + Cu 7,41E+03 95,4 100 Cu 2,04E+04 211,7 100
stearyl stearat + B 1,51E+04 99,4 67 P 2,01E+04 226 100

(Pozn.: ,,+“ —kladny maod, ,,-“ — zdporny mod; ,, x*“ — nebylo detekovdino

L, Cps“ — pocet dopadu iontii za sekundu)
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Tabulka 19 Vyhodnoceni testovani viivu povrchii na intenzitu signdlu analytii ve vzorku olivového oleje

ESI mod APCI mod
Oznaceni Pramérna intenzita ) , Oznadeni Pramérna intenzita ) ,
, ) - ) Normalizovana ) - ) Normalizovana
Analyt Mod | nejvhodnéjsiho na vybraném . . nejvhodnéjsiho na vybraném . i
intenzita [%] intenzita [%]
povrchu povrchu [cps] povrchu povrchu [cps]
Kyselina olejova | + Z 2,65E+05 81 Z 3,10E+05 72
kyselina ¥ y 8,02E+04 78 y 1,22E+05 72
palmitova
DAG " SF 1,83E+04 100 SF 1,17E+04 100
(m/z: 577,5220) ’ '
DAG " SF 2,13E+04 100 SF 1,31E+04 100
(m/z: 603,5369) ' ’
TAG
+ SF 3,28E+03 100 SF 2,24E+03 100

(m/z: 885,7911)

(Pozn.: ,,+*“ —kladny mod, ,, DAG*“ — diacylglycerol, ,, TAG* — triacylglycerol, ,,cps “ — pocet dopadu iontii za sekundu)




6.3.1.Zavér a diskuse testovani vlivu povrchi na intenzitu signalu
analyta

V ramci analyzy povrchi byla vyhodnocena data pro vSech 9 detekovanych analytt
analyzovanych bez pfitomnosti matrice a také pro 5 analytd ve vzorku olivového oleje
(viz Tabulka 18 a 19). Vsechny tyto analyty byly analyzovany v obou médech ESI+ i APCIl+
a kyselina palmitova navic jesté v zaporném modu, tedy ESI- a APCI-. Vybrané povrchy
mély ruzny vliv na naméfené intenzity signalu studovanych latek, coz bylo nasledné
potvrzeno dopocitanim poméru signalu k Sumu (SNR) u vSech latek analyzovanych bez
ptitomnosti matrice. Z dopoc¢itaného parametru SNR bylo vyhodnoceno, ze antracen, kofein,
PEG (600), skvalen, cholesterol a stearyl stearat byly detekovany na v§ech povrsich v obou
modech APCI+ i ESI+. Kyselina palmitova byla detekovana na vSech povrsich v APCI+
modu a v ESI+ modu byla detekovana jen na sklickach sbilym potahem (Epredia
a Prosolia), ITO sklicku a mé&déném platu. V zaporném mddu byla detekovana na bilych
sklickach (Epredia a Prosolia) a médéném platu v obou moédech ESI-, APCI-a v ESI- médu
jesté navic na ITO sklicku. Dale byly analyzovany psychoaktivni latky: kathinon byl
detekovan v obou modech ESI+ i APCI+ na ITO sklicku, referencnim sklicku a médéném
platu a methedron jen na médéném platu v ESI+ mddu a na ITO sklicku, referenénim sklicku
a m&déném platu v APCI+ modu (viz kapitola S.2 v ptiloze 1). V ramci vyhodnoceni byly
povrchy rozdéleny na 4 charakteristické skupiny/typy podle poskytovaného signalu,
konkrétné mikroskopicka skli¢ka s potahem, médény plat, ITO sklicko a referencni sklicko
(Marienfeld).

Prvni skupinu tvofila mikroskopicka sklicka s potahem, u kterych byl pozorovan
dvoji trend. Pfi analyze latek: kofeinu, methedronu, kathinonu, skvalenu, antracenu i analytt
Vv olivovém oleji byly naméfené intenzity signalu na mikroskopickych sklickach s potahem
vzdy v ramci jedné latky srovnatelné. Tento trend vSak neplatil pro latky stearyl stearat,
cholesterol, kyselinu palmitovou v kladném a zaporném moédu a PEG (600), kdy byl
pozorovan narist intenzity signalu u skli¢ek s bilym potahem (sklicek Epredia a Prosolia)
oproti sklickim s barevnym potahem. Tento pozorovany rozdil v signalu byl bud’, méné
vyznamny u stearyl stearatu, kde byl nartst intenzity pfiblizn¢ dvojnasobny az trojnasobny
nebo také velice vyznamny napi. u PEG (600), kde se jednalo o pfiblizné€ 24x vétsi intenzitu
signalu v APCI+ médu oproti sklickiim s barevnym potahem. Témto rozdilim pfiblizné
odpovidaly i dopocitané parametry SNR. U skli¢ek s barevnym potahem (Z, R, Z a M) se

dale potvrdilo, Ze barva sklicka méla minimalni vliv na intenzitu signalu a intenzity signalu
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I hodnoty SNR byly v ramci analyzy jedné latky viceméné srovnatelné. Dale se prokazalo,
ze piitomnost potahl také ovliviiuje intenzitu signalu. ZvySenim intenzity signalu se
projevily vSechny potahy sklicek pii analyze antracenu (v rozmezi 3,2x-4,8x), methedronu
(v rozmezi 1,7-2,5X) a nartistem intenzity signalu jen u skli¢ek s bilym potahem (Epredia
a Prosolia) u kyseliny palmitové v kladném modu (v rozmezi 5,5x-8,5x) a stearyl stearatu
(v rozmezi 1,5x-2x) oproti referenénimu sklicku. Tyto nartsty intenzity byly vsak spojeny
S narGstem pozadi u antracenu a methedronu, kdy po dopocitani SNR byl ziejmy dokonce
opac¢ny trend, resp. pokles intenzity signalu oproti referentnimu povrchu. Snizenim signalu
se projevily potahy u latek PEG (600) (v rozmezi 2Xx-3x pro sklicka s bilym potahem
(Epredia a Prosolia) a az 20x pro sklicka s barevnym potahem (Epredia) a pro skvalen také
snizenim intenzity signalu (v rozmezi 2X-4x) oproti referen¢nimu sklicku. Tyto poklesy byly
opét potvrzeny po dopocitani SNR. U latek kofein a kathinon byly namétené intenzity
signalu na sklickach s potahem viceméné v souladu s referen¢nim sklickem. Nicméné po
dopocitani SNR bylo ziejmé, Ze doslo k poklesu signalu oproti referenci, a to se projevilo

U obou latek.

Dalsim typem povrchu byl médény plat, ktery po dopoc¢itani SNR byl vyhodnocen
jako nejvhodnéjsi povrch u vsech latek s vyjimkou skvalenu, stearyl stearatu a také analyti
analyzovanych v pfitomnosti matrice. Nejvétsi nartst intenzity signalu byl naméfen
u kyseliny palmitové v kladném modu, jejiz intenzita byla ptiblizné 28x vétsi oproti
referen¢nimu sklicku v obou médech ESI+ i APCI+. Dopocitané hodnoty SNR tento nartst
potvrdily, avsak byl pfiblizn¢ polovi¢ni. Tento rozdil v intenzitach nebyl pozorovan pro
kyselinu palmitovou v olivovém oleji, av§ak bez moznosti dopoc¢itani SNR, by se 0 nartstu
signalu pouze spekulovalo. Dalsim a poslednim typem bylo ITO sklicko, které bylo
vyhodnoceno jako nejvhodnégjsi povrch pro skvalen. Pro vétSinu latek vsak poskytovalo
primérnou az podpramérnou intenzitu signalu s vyraznou variabilitou, a proto by se dalo

povazovat za mén¢ vhodné pro tuto aplikaci.

Vsechny latky byly méteny v obou mdédech ESI i1 APCI, mezi nimiz byl znatelny
rozdil v naméfenych intenzitach signalu pro polarni a nepolarni latky. ESI mod poskytoval
veétsi intenzity signalu pro polarni latky naptiklad pro polymer PEG (600) (narist signalu
minimalné 0 10 % na vSech povrsich). Naopak intenzivnéjsi signaly pro nepolarni latky
poskytoval APCI mod, napt. pro kyselinu palmitovou v kladném moédu byl nartst signalu
V rozmezi 2-5,2X V porovnani s ESI médem ¢i pro skvalen byl nardst signalu pro vSechny

povrchy v rozmezi 1,1-2,5x oproti ESI modu.
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Co se tyce analyzy olivového oleje, tak u vSech péti analytd byly naméfené intenzity
signalu v ramci srovnavani povrchli mezi sebou dosti vyrovnané. Zajimavé bylo porovnani
naméfenych intenzit v ESI+ a APCI+ modech. Pro kyselinu olejovou a kyselinu palmitovou
byl pozorovan nartst signalu v APCI+ modu piiblizné o 10-75 % oproti ESI+ modu.
U ostatnich analyth DAG [PO-HO+H]" (m/z: 577,5220), DAG [OO-H.O+H]" (m/z:
603,5369) a TAG [OOO+H]" (m/z: 885,7911) byl pozorovan opa¢ny trend, a to nardstu
signalu v rozmezi 11-107 % v ESI+ modu oproti APCI+ médu. Zarovein byly zaznamenany
dosti vyrazné odchylky méteni olivového oleje na ITO sklicku a médéném platu. Tyto
odchylky na médéném platu pravdépodobné souvisi s nerovnosti povrchu a v disledku toho
doslo k nerovnomémnému rozvrstveni olivového oleje pii sprejovani. ITO sklicko

vykazovalo velkou variabilitu signdlu u vétSiny latek.

6.4. Vyhodnoceni a diskuse hmotnostniho zobrazovani otisku prstu
pro porovnani povrchi

V ramci tohoto experimentu bylo provedeno hmotnostni zobrazovani otisku prstu na
rozhrani dvou povrchi médéného platu a referenéniho mikroskopického sklicka.
Detekovany byly vSechny konstituenty kozniho mazu (napi. kyselina palmitova, skvalen,
cholesterol, vosky, DAG, TAG atd.), ale pro nazornost byly vybrany jen ionty s hodnotami
m/z: 257,2559 + 271,2693 pro kyselinu palmitovou a m/z: 411,3629 pro skvalen.
Z naméienych dat byly pro obé latky vyhodnoceny 2D mapy (obrazky) prostorové distribuce
vybranych analyti v obou modech ESI+ i APCI+ (viz Obrazek 12-15). Na téchto obrazcich
je patrné zachovani informaci o prubéhu papilarnich linii, a tedy i kompletni profil otisku
prstu. Nicméné oproti analyze modelovych vzorkt dopadly vysledky viceméné obraceng,
nez bylo ocekavano. Byla pozorovana vyssi intenzita signalu na referen¢nim sklicku oproti
médénému platu. VIiv na tento vysledek mohla mit z ¢asti pfitomnost matrice v lidském
mazu nebo také nerovnomérné naneseni Otisku prstu, coz mohlo byt zavinéno riznymi
fyzikalnimi vlastnostmi povrchu. Dal§i moznosti je rozdil v pfipravé vzorku, kdy zde se
jednalo o pouhé naneseni otisku pfitlacenim prstu na povrch, kdezto v ramci testovani
povrchil se jednalo o vytvofeni homogenni vrstvy v podobé sprejovani vV nékolika vrstvach.

Objasnéni dosazeného vysledku bude predmétem dalSich experimentd.
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Obrazek 14 Skvalen v APCI+ mdodu Obrazek 15 Skvalen v ESI+ mddu




6.5. Vyhodnoceni a diskuse optimalizace hmotnostné
spektrometrického zobrazovani s vysokou rychlosti

Prvotni experimenty byly zaméfeny na srovnani hmotnostniho zobrazovani
s rychlosti zobrazovani 1 pixel/s a 4 pixely/s s nastavenou velikosti spotu 135, 65 a 40 um
(viz Obrazek 16-21). U obou typi zobrazovani bylo mozné sledovat, ze se snizujici se
velikosti abla¢niho spotu se vyrazné zlepSuje kvalita obrazkt, resp. jejich prostorové
rozliSeni. Nejvyssi prostorové rozliSeni a kvalitu zobrazeni bylo mozné pozorovat na
obrazku 20, na némz jsou rozeznatelné i jednotlivé vrstvy nanesené fixy z opakovanych tahti
ptfi rysovani daného motivu. Nicméné pii prvnim pohledu na obrazky ze zobrazovani
s rychlej$im posuvem vzorku (4 pixely/s) byl patrny nahodny posun jednotlivych pixela
analyzovanych linii (viz Obrazek 17, 19 a 21). V dutsledku téchto posunt byla fesena dvé

potencialni uskali Spojena se zpracovanim dat.

Prvnim moznym problémem byla existence nepravidelnych odchylek (+ 0,001 min)
v hodnotach ¢asu (pozice pixelu) vyexportovanych MS dat. Pokusem o napravu tohoto
problému bylo vyzkouSeni novéjsi verze softwaru MassLynx V4.2 (SCN1049). Tato verze
softwaru umoznila export dat s vy$§im poctem desetinnych mist (5 desetinnych mist)
vedouci k potlaceni tskali zptisobeného zaokrouhlovanim hodnot ¢asu, respektive pixelu
pouze na 3 desetinna mista (60 ms). Z tohoto ditvodu byla namétena data zpracovana v obou
verzich softwaru pro jejich srovnani. Ze ziskanych obrazki (viz Obrazek 22-25) bylo v§ak
patrné, Ze nova verze softwaru problém nevyfteSila a vzniklé obrazky se, vV rdmci posunu

jednotlivych linii, moc neliSily od obrazkl z pivodni verze softwaru.

Druhym moZnym problémem bylo zaokrouhlovani doby skenu pfimo béhem analyzy
na pristroji Synapt G2-S, a to zejména v piipadech, kdy jsou pouzity doby skenu
v sekundach, které neposkytuji definované c¢islo po prevodu na minuty. Napf. pii
hmotnostnim zobrazovani s rychlosti 4 pixely/s by doba skenu bez zapocitané pauzy mezi
skeny byla 0,250 s, tedy 0,00416 min. Z této hodnoty bylo zfejmé, Ze pii opakovanych
skenech a exportu dat, resp. hodnot ¢asové osy na 3 desetinna mista, Ze Synapt musel tyto
hodnoty zaokrouhlovat. V disledku toho byl finalni experiment zalozen na definovani
vhodné doby skenu a zpétném dopocitdni meficich parametrii laserové ablace. Byla zvolena
doba skenu 0,005 min, tedy 0,3 s, ktera byla vynasobena zvolenym poctem pixeli (5). Timto
byla stanovena rychlost zobrazovani 5 pixeld/1,5 s. Dale byla zvolena velikost abla¢niho

spotu 135 um a vynasobenim této hodnoty poc¢tem pixelil byla ziskana draha, kterou abla¢ni
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komora urazi za 1,5 vtefiny. Vysledna rychlost pohybu abla¢ni komory (450 um/s) byla
nasledn¢ dopocitana jednoduchym podé€lenim drahy (675 um) casem (1,55).
Z vyhodnocenych dat (viz Obrazek 26) bylo vSak zfejmé, Ze ani tento postup feSeni problém

neodstranil.
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Obrazek 26 MassLynx V4.2, 5 pixelii/1,5s, ablacni spot 135 um

68



7. Zavérefna diskuse a shrnuti

Tato diplomova prace navazala na ¢lanek (Papouskova et al., 2025), ktery poprvé
predstavil unikatni vlastnosti nové ambientni techniky r-DUV-LAESCI-MS/MSI, v¢etné jeji
aplikovatelnosti na realnych vzorcich. Tato diplomova prace tento ¢lanek rozsituje o jeji
optimalizaci se zdmérem nalezeni vhodnych podminek méfeni a také zlepSeni méficich
parametrii. Zarovenl se snazi 0 optimalizaci parametrii laserové ablace a hmotnostniho
spektrometru pro ucely rychlého hmotnostné spektrometrického zobrazovani, které by
vyrazné zkratilo dobu zobrazovéni se zachovanim stejného rozliSeni, respektive umoznilo

provést zobrazovani s vy$$im prostorovym rozliSenim za stejny cas.

V ramci optimalizaci ioniza¢nich podminek v podobé testovani riznych typl
sprejovacich kapalin ,,sheath liquid“ a také jejich prutoku do iontového zdroje, byly
vyhodnoceny nésledujici zavéry. Pro [M™] antracenu byla naméfena nejvyssi intenzita
signalu pfi pouziti smé&si ACN + H20 1:1 (v/v), pro [M+H]* antracenu smé&si MeOH+H,0
1:1 (v/v) a pro kofein smési ACN+H-0 + 0,1% FA. Co se ty¢e pritoku, tak bezkonkuren¢né
nejvyssi intenzity signalu poskytoval pritok 5 pl/min u obou latek. Dale byly testovany
vysokomolekularni latky peptidy (albumin, angiotensin a myoglobin) a polymer (PEG
(4000)), které pti danych podminkach nebyly detekovany. Obdobné byly ,,sheath liquid*
testovany v ramci ¢lanku Papouskova et al. (2025) na latkach kofein, butylon, ethyl palmitat
a antracen, kde jako nejvhodnéjsi smés byla vyhodnocena smés MeOH + H20 1:1 (v/v),
jelikoz u ostatnich smeési dochazelo ke ztraté€ signalu pro ethyl palmitat. Tudiz na zakladé
zmé&fenych dat v ramci této diplomové prace v kombinaci s naméfenymi daty z ¢lanku
Papouskova et al. (2025) byla vybrana smés MeOH + H20 1:1 (v/v) s pritokem 5 pl/min pro

dalsi experimenty.

V ramci testovani rizného vlivu povrchl na intenzitu signalu byl vyhodnocen jako
nejvhodnéjsi povrch médény plat, ktery po dopocitani poméru signalu k Sumu poskytoval
nejvyssi hodnoty u vétSiny latek. Nezbytné je vSak zminit, Ze se jednalo o analyzu latek bez
pfitomnosti matrice. Pfi analyze olivového oleje je zifejmé, ze absolutni intenzity signalu
jsou vyrazn¢ vyrovnangjsi, avsak zde nebylo dopocitano SNR, jelikoz by hodnoty byly
zkresleny neznamym ptispévkem matrice. V ramci této analyzy je zajimavé porovnani
naméfenych intenzit v ESI+ a APCI+ modech. Pro kyselinu olejovou a kyselinu palmitovou
byl pozorovan nartst signalu v APCI+ modu piiblizné o 10-75 % oproti ESI+ modu.
U ostatnich analytt DAG [PO-HO+H]", DAG [OO-H.O+H]" a TAG [OOO+H]" byl
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pozorovan opacny trend, a to nardstu signalu v rozmezi 11-107 % v ESI+ modu oproti
APCIl+ modu. Tyto vysledky pro redlny vzorek olivového oleje obsahujiciho spektrum
rozli¢nych latek liSicich se svou polaritou a molekulovou hmotnosti potvrzuji nutnost vyvoje
komplementarnich technik umoziujicich soucasnou detekci signalii v obou ioniza¢nich
modech s cilem ziskat komplexni informace o slozeni vzorku. Dale bylo zjisténo, ze potahy
sklicek maji spiSe negativni vliv na intenzitu signalu, jelikoz ve vét$ing piipadl byly u téchto
povrchii naméfeny niz§i hodnoty SNR. Po blizs$i charakterizaci potahit pomoci MS/MS
analyzy bylo ziejmé, ze ve slozeni potahli pievladaji aromatické slouceniny potencialné
napt. z akridinovych barviv, které¢ by mohly vyrazné konkurovat sledovanym analytim pii
ionizaci. Vyjimku tvoftily bilé potahy sklicek Epredia a Prosolia u latek kyseliny palmitové
a stearyl stearatu, u kterych byly dopocitany vyssi hodnoty SNR oproti ostatnim sklickiim
s potahy. Pro tento trend vSak z XRF a MS/MS analyzy nebylo nalezeno Zzadné

experimentalné dolozitelné vysvétleni.

Dale bylo zamérné provedeno zobrazovani otisku prstu na rozhrani referenéniho
mikroskopického sklicka a médéného platu, ktery mél nejvyssi hodnoty SNR u vétsiny latek
Vv pfedchozich analyzach bez pritomnosti matrice. Toto zobrazovani vSak poskytlo opacné
vysledky z pohledu ptedpokladaného zvyseni SNR pro médény plat. Byla naméfena vyssi
intenzity signalu na referenénim sklicku oproti médénému platu pro latky: kyselina
palmitovd a skvalen. MoZnym a nejjednodusS$im vysvétlenim by bylo nerovnomérné
naneseni otisku prstu, predev§im kvili riznym fyzikalnim vlastnostem (napf. drsnost)
povrchu nebo také nerovnosti povrchu relativné mékkého médéného platu. Dalsim faktorem
by mohl byt vliv pfitomné matrice v lidském mazu, ktery by potencidlné mohl rozdily
Vv intenzitach signalu mezi povrchy ovlivnit. Dalsim divodem by mohl byt také vliv pfipravy
vzorkd. V ramci testovani vlivu povrchil na intenzitu signalu byla nanesena homogenni
vrstva latky opakovanym sprejovanim, kde by potencidlné mohl hrat vliv odlisné

krystalizace na raznych povrsich.

Na zavér experimentalni casti byla provedena optimalizace hmotnostné
spektrometrického zobrazovani s vyrazné vys$Sim posuvem vzorku (4-5x), které bylo ve
vysledku bohuzel zatim neusp&$né. Oba potencidlni problémy, které byly vyfeSeny
nenapravily posuny jednotlivych pixeli (resp. ablatovanych liniovych skenti)
v rekonstruovanych 2D mapach prostorové distribuce analytl. Z tohoto divodu zatim

zustava maximalni rychlost zobrazovani pomoci r-DUV-LAESCI-MSI na hodnoté 2
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pixely/s v ramci analyzy v jednom moddu, nebo 1 pixel/s pfi simultanni analyze v obou
moddech ESI a APCI.

Zéaverem lze konstatovat, Ze byla provedena detailni optimalizace r-DUV-LAESCI-
MS/MSI. Snahou bylo bliz§i pochopeni kli¢ovych mechanismt, zlepSeni méficich
parametrd a také posun jejich limitt. |pfes netspéchy V prubéhu vypracovavani
experimentalni Casti bylo doplnéno mnoho novych a zajimavych informaci, které jsou
uziteéné a aplikovatelné pro dalsi vyzkum. Diky unikatnim vlastnostem r-DUV-LAESCI-
MS/MSI ma tato technika velky potencial do budoucna predevsim v analyze biologickych
vzorkt/povrchi. Velkou motivaci by byla jeji optimalizace pro rozsahlou studii lipidovych
profilt, a tudiz jeji aplikovatelnost v klinické diagnostice. Touto cestou by bylo mozné napf.
diagnostikovat pacienty z jejich otisku prstu, a to by bylo naprosto prialomové. Jelikoz v tom

sam vidim velky potencial, planuji navazat na toto téma v ramci mého doktorského studia.
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Seznam pouzitych zkratek

2D
ACN
AP
APCI

APPI

CCD

CE
cps
DAG
DART
DBE
DC
DESI

El

ELDI-MS

ESCI

ESI

FA

FAB
FT-ICR-MS

GC-MS

Dvourozmérny (Two-dimensional)
Acetonitril (Acetonitrile)
Atmosfericky tlak (Atmospheric pressure)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure
chemical ionization)

Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure
photoionization)

Elektronicka sou¢astka pro snimani obrazové informace (Charged
coupled device)

Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

Pocet dopadu iontd za sekundu (Counts per second)
Diacylglycerol (Diacylglycerol)

Piima analyza v realném case (Direct analysis in real time)
Pocet dvojnych vazeb a kruht (Double bonds equivalent)
Stejnosmérny proud (Direct current)

Desorpéni elektrosprejova ionizace (Desorption electrospray
ionization)

Elektronova ionizace (Electron ionization)

Spojeni laserové desorpce s elektrosprejovou ionizaci s hmotnostni
spektrometrii (Electrospray laser desorption ionization — mass
spectrometry)

Duaélni iontovy zdroj elektrosprejové ionizace a chemické ionizace
za atmosférického tlaku (Electrospray ionization-atmospheric
pressure chemical ionization dual source)

Elektrosprejova ionizace (Electrospray ionization)
Kyselina mravenc¢i (Formic acid)
Bombardovani urychlenymi atomy (Fast atom bombardment)

Hmotnostni spektrometrie s iontovou cyklotronovou rezonanci
s Fourierovou transformaci (Fourier-transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry)

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Gas
chromatography -mass spectrometry)
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HPLC-MS

ICP
IC
IPA
ITO
LA

LAESI

LC-MS

LDI-MS

LIBS

LOD
MALDI

MALDESI

MS
MSI
MS/MS
m/z

Nd:YAG

N/A
OES
o]0

000

oT

Vysoce-ucinna kapalinovéa chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (High performance liquid chromatography — mass
spectrometry)

Indukéné vazané plazma (Inductively coupled plasma)
Infracervena oblast elektromagnetického zateni (Infrared)
Isopropanol (Isopropanol)

Skli¢ko pokryté vodivou vrstvou oxidu In a Sn (Indium tin oxide)
Laserova ablace (Laser ablation)

Laserova ablace ve spojeni s elektrosprejovou ionizaci (Laser
ablation-electrospray ionization)

Kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(Liquid chromatography-mass spectrometry)

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci-ionizaci (Laser
desorption-ionization mass spectrometry)

Spektrometrie laserem buzeného plazmatu (Laser-Induced
breakdown spectroscopy)

Meze detekce (Limit of detection)

Matrici asistovana laserova desorpce-ionizace (Matrix assisted laser
desorption-ionization)

Matrici asistovana laserova desorpce s elektrosprejovou ionizaci
(Matrix assisted laser desorption-electrospray ionization)

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

Hmotnostni zobrazovani (Mass spectrometry imaging)

Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem mass spectrometry)
pomé&r hmotnosti ku naboji (mass to charge ratio)

Yttrium aluminium granat dopovany neodymem (Neodymium-doped
yttrium aluminum garnet)

Neni dostupny (Not available)
Opticka emisni spektrometrie (Optical emission spectrometry)

Diacylglycerol s dvéma navazanymi olejovymi kyselinami
(Diacylglycerol bonded with two oleic acids)

Triacylglycerol s navazanymi tfemi olejovymi kyselinami
(Triacylglycerol bonded with three oleic acids)

Orbitrap (Orbitrap)
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PEG
Pl
PO

ppm

RF

RSD
r-DUV-LAESCI-MS

SL

SNR
TAG
TOF
UHPLC

uv
Q-TOF

XRF

Polyethylenglykol (Polyethylenglycol)
Fotoionizace (Photoionization)

Diacylglycerol s dvéma navazanymi kyselinami palmitovou a
olejovou (Diacylglycerol bonded with palmic and oleic acid)

Miliontina (Parts per milion)
Radiofrekvenc¢ni (Radiofrequency)
Relativni smérodatna odchylka (Relative standard deviation)

Spojeni laserové ablace s laserem ve vzdalené UV oblasti

a hmotnostni spektrometrii obsahujici dualni iontovy zdroj
kombinace elektrosprejové ionizace a chemické ionizace za
atmosférického tlaku (remote-Deep ultraviolet-laser ablation with
electrospray ionization-atmospheric pressure chemical ionization
dual source — mass spectrometry)

Sprejovaci kapalina (Sheath liquid)

Pomér signalu k Sumu (Signal to noise ratio)
Triacylglycerol (Triacylglycerol)
Analyzator doby letu (Time of flight)

Ultra vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie (Ultra-high
performance liquid chromatography)

Ultrafialova oblast elektromagnetického zafeni (Ultraviolet)

Hybridni hmotnostni analyzator-kvadrup6l a analyzator doby letu
(Quadrupole-time of flight)

Rentgenova fluorescence (X-ray fluorescence)
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Priloha 1

S.1.  Tabulkové vyhodnoceni optimalizace pritoku a ,,sheath liquid*
Tabulka S1 Namérend data z optimalizace pritoku a ,,sheath liquid
Antracen Kofein

sheath liquid® Pritok ESI+ APCI+ ESI+ | APCI+
ul [M™] [M+H]* [M™] [M+H]* | [M+H]* | [M+H]*
5 | 7,02E+04 | 8,81E+04 | 5,35E+05 | 1,31E+05 | 4,19E+05 | 3,29E+05
ACN+H20 11 (V) 20 | 2,79E+04 | 3,70E+04 | 3,26E+05 | 1,10E+05 | 4,18E+05 | 4,85E+05
50 | 1,66E+04 | 1,23E+04 | 2,51E+05 | 1,20E+05 | 2,37E+05 | 3,81E+05
100 | 1,08E+04 | 1,09E+04 | 1.74E+05 | 7,.80E+04 | 1,03E+05 | 3,17E+05
5 | 1,60E+04 | 1,18E+05 | 3,60E+04 | 1,99E+05 | 4,59E+05 | 2,63E+05
MeOH+H:0 1:1 (viv) |20 | 145E+03 | 3,13E+03 | 3,98E+03 | 8,02E+03 | 380E+05 | 3,03E+05
50 | 8,40E+02 | 3,25E+03 | 2,94E+03 | 5,96E+03 | 7,52E+04 | 8,91E+04
100 | 7.16E+02 | 2.12E+03 | 2.44E+03 | 5 94E+03 | 1,18E+04 | 6,63E+04
5 | 6,44E+03 | 3,51E+04 | 8,68E+03 | 3,41E+04 | 8,32E+04 | 7,29E+04
PA+H,0 111 (V) 20 | 1,20E+03 | 3,22E+03 | 2,80E+03 | 6,49E+03 | 7,94E+04 | 4,56E+04
50 x 1,16E+03 | 2,16E+03 | 3,49E+03 | 4,17E+04 | 6,14E+04
100 x x 8,63E+02 | 1,46E+03 | 6,76E+04 | 1,81E+05
5 | 574E+03 | 3,17E+04 | 1,24E+04 | 4,66E+04 | 1,08E+06 | 6,52E+05
ACN+MeOH+IPA+H20 750" |1 64E+03 | 3,13E+03 | 2,99E+03 | 6,38E+03 | 4,94E+05 | 4,32E+05
1:1:1:1 (Viv) 50 | 9,84E+02 | 1,39E+03 | 1,56E+03 | 3,54E+03 | 3,79E+05 | 3,38E+05
100 x x 7,72E+02 | 3,86E+03 | 1,69E+05 | 3,28E+05
5 | 3,73E+03 | 9,47E+03 | 3,17E+03 | 1,24E+04 | 1,59E+06 | 1,09E+06
ACN+H20 1:1 (viv) 20 | 1,12E+03 | 4,74E+02 | 1,71E+03 | 3,73E+03 | 6,59E+05 | 5,86E+05
+FA 0,1% 50 x 2,09E+03 | 3,00E+03 x 3,31E+05 | 3,90E+05
100 x x x x 1,51E+05 | 4,82E+05
5 | 2,64E+03 | 5,91E+03 | 5,07E+03 | 1,30E+04 | 1,46E+05 | 2,16E+05
MeOH+Hz0 1:1 (viv) [0 x x 9,40E+02 | 3,85E+03 | 1,27E+05 | 1,85E+05
+FA 0,1% 50 | 2,86E+03 | 9,01E+03 | 3,09E+03 | 9,43E+03 | 7,07E+05 | 7,92E+05
100 | 6,25E+02 | 1.15E+03 | 1.72E+03 | 6 93E+03 | 4,25E+05 | 1,10E+06
5 | 5,04E+03 | 2,18E+04 | 8,64E+03 | 3,28E+04 | 4,54E+05 | 3,14E+05
IPA+H0 1:1 (vIv) 20 | 3,81E+03 | 3,52E+03 | 1,82E+03 | 4,05E+03 | 2,45E+05 | 2,91E+05
+FA 0,1% 50 | 1,07E+03 | 1,48E+03 | 1,48E+03 | 3,51E+03 | 2,15E+05 | 2,16E+05
100 | 4.79E+02 | 4.32E+02 | 7.83E+02 | 1.54E+03 | 2,03E+05 | 2,90E+05
5 | 2,29E+03 | 1,02E+04 | 5,48E+03 | 1,71E+04 | 1,06E+06 | 6,81E+05
ACN+MeOH+IPA+H:0 [ 50" |6 13E+02 | 1,12E+03 | 1,63E+03 | 5,28E+03 | 3,53E+05 | 5,08E+05
1:1:1:1 (Vi) +FA 0,1% | 50 x x 1,89E+03 | 2,62E+03 | 1,86E+05 | 3,58E+05
100 x x 8,26E+02 | 1,65E+03 | 1,13E+05 | 1,69E+05

(Pozn.: ,, x*“ — analyt nebyl detekovan)




S.2.  Vyhodnoceni testovani vlivu povrchii na intenzitu signalu analyti

Tabulka S2 Vysledky analyzy kofeinu v ESI+ modu

Oznaceni Primérna Vybérvovy odl?ad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 5,77E+04 1,30E+04 22,1 32
R 1,22E+05 2,22E+04 40,3 67
B 1,21E+05 3,55E+04 44,4 67
M 1,31E+05 2,72E+04 44,6 72
z 1,15E+05 2,81E+04 35,6 63
P 1,53E+05 3,83E+04 42,9 84
ITO 1,82E+05 1,17E+05 132,3 100
Ref 1,13E+05 5,85E+04 147,8 62
Cu 1,60E+05 1,14E+05 183,6 88
SF 1,08E+05 2,28E+04 27,3 59

(Pozn.: ,,cps “ — pocet dopadu iontii za sekundu; SNR — pomeér signdlu k sumu (signal to noise
ratio), SNR: <3 — nedetekovano, 3-10 detekovdano a nestanoveno; > 10 — stanoveno)
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Graf S1 Vysledky analyzy povrchii pro kofein v ESI+ médu



Tabulka S3 Vysledky analyzy kofeinu v APCI+ méodu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]

Z 5,67E+04 1,06E+04 22,0 30
R 1,17E+05 1,81E+04 42,5 63
B 1,14E+05 3,26E+04 42,5 61
M 1,31E+05 2,31E+04 48,8 70
Z 1,11E+05 2,40E+04 39,1 59
P 1,45E+05 3,42E+04 47,6 77

ITO 1,53E+05 9,56E+04 139,9 81

Ref 9,96E+04 5,10E+04 151,5 53

Cu 1,87E+05 1,24E+05 233,1 100

SF 1,24E+05 2,54E+04 36,8 66

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S2 Vysledky analyzy povrchii pro kofein v APCI+ médu



Tabulka S4 Vysledky analyzy PEG (600) v ESI+ modu

Oznaceni Pramérna Vybérvovy odl?ad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 9,84E+02 4,51E+02 4,6 3
R 1,18E+03 4,75E+02 6,0 4
B 1,13E+04 1,49E+03 47,9 35
M 1,93E+03 5,87E+02 8,5 6
Z 9,86E+02 4,43E+02 4,2 3
P 1,37E+04 1,64E+03 55,8 43
ITO 2,30E+04 6,48E+03 106,8 72
Ref 3,03E+04 2,82E+03 148,5 94
Cu 3,21E+04 3,09E+03 163,7 100
SF 4,74E+03 8,74E+02 21,1 15

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S3 Vysledky analyzy povrchii pro PEG (600) v ESI+ modu



Tabulka S5 Vysledky analyzy PEG (600) v APCI+ modu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .

povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]

Z 4,15E+02 2,27E+02 8,3 1

R 6,58E+02 2,91E+02 16,8 2

B 1,02E+04 1,47E+03 2124 35

M 1,40E+03 4,68E+02 31,2 5

z 4,63E+02 2,34E+02 14,6 2

P 1,17E+04 1,52E+03 195,9 40

ITO 1,89E+04 7,63E+03 589,3 65

Ref 2,51E+04 2,68E+03 501,9 86

Cu 2,91E+04 3,95E+03 940,9 100

SF 4,24E+03 7,45E+02 53,0 15

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S4 Vysledky analyzy povrchii pro PEG (600) v APCI+ médu




Tabulka S6 Vysledky analyzy kathinonu v ESI+ modu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 1,90E+03 1,09E+03 1,8 53
R 2,66E+03 1,08E+03 1,9 75
B 2,94E+03 1,22E+03 1,9 82
M 2,00E+03 9,97E+02 1,2 56
z 2,29E+03 9,58E+02 1,4 64
P 3,53E+03 1,19E+03 2,0 99
ITO 2,86E+03 2,19E+03 4,4 80
Ref 1,71E+03 6,02E+02 6,7 48
Cu 3,56E+03 1,55E+03 10,5 100
SF 3,08E+03 1,12E+03 2,0 86

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S5 Vysledky analyzy povrchii pro kathinon v ESI+ médu



Tabulka S7 Vysledky analyzy kathinonu v APCI+ médu

Oznaceni Primérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]

Z 1,92E+03 1,01E+03 1,9 41
R 2,61E+03 1,03E+03 1,8 56
B 3,14E+03 1,11E+03 1,9 68
M 1,89E+03 9,26E+02 1,3 41
V4 2,26E+03 8,90E+02 14 49
P 3,27E+03 1,09E+03 2,0 70

ITO 3,43E+03 2,61E+03 5,5 74

Ref 2,40E+03 9,28E+02 8,5 52

Cu 4,65E+03 2,10E+03 15,8 100
SF 3,36E+03 1,09E+03 2,2 72

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S6 Vysledky analyzy povrchii pro kathinon v APCI+ modu




Tabulka S8 Vysledky analyzy methedronu v ESI+ modu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 2,20E+03 6,75E+02 1,2 21
R 2,81E+03 7,17E+02 1,3 27
B 2,50E+03 7,11E+02 11 24
M 2,16E+03 7,01E+02 0,9 21
Z 1,84E+03 6,22E+02 0,8 18
P 2,09E+03 6,63E+02 0,8 20
ITO 1,75E+03 2,18E+03 24 17
Ref 1,11E+03 4,87E+02 2,8 11
Cu 1,03E+04 3,83E+03 25,2 100
SF 2,23E+03 6,46E+02 0,9 22

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S7 Vysledky analyzy povrchii pro methedron v ESI+ modu




Tabulka S9 Vysledky analyzy methedronu v APCI+ médu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 3,53E+03 7,22E+02 1,7 16
R 3,62E+03 7,79E+02 1,5 16
B 3,68E+03 7,97E+02 1,5 17
M 3,36E+03 7,83E+02 1,4 15
z 2,98E+03 7,22E+02 1,3 14
P 3,45E+03 8,10E+02 1,3 16
ITO 2,57E+03 2,89E+03 4,1 12
Ref 1,81E+03 6,56E+02 4,3 8
Cu 2,20E+04 7,79E+03 40,7 100
SF 3,97E+03 7,75E+02 1,5 18

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S8 Vysledky analyzy povrchii pro methedron v APCI+ modu




Tabulka S10 Vysledky analyzy kyseliny palmitové v ESI+ médu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 4,75E+03 1,45E+03 2,0 3
R 3,93E+03 1,34E+03 1,5 3
B 4,32E+04 1,99E+04 15,8 31
M 3,18E+03 1,35E+03 1,2 2
Z 2,75E+03 1,31E+03 1,0 2
P 3,85E+04 1,76E+04 14,8 28
ITO 2,39E+04 1,64E+04 10,1 17
Ref 5,01E+03 2,38E+03 2,7 4
Cu 1,40E+05 2,65E+04 353 100
SF 4,57E+03 2,00E+03 1,7 3

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S9 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu palmitovou v ESI+ médu
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Tabulka S11 Vysledky analyzy kyseliny palmitové v APCI+ modu

Vybérovy odhad

Oznaceni _ Prﬁr_nérné smérodatné SNR Normal.izované
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 9,77E+03 1,49E+03 4,2 2
R 8,30E+03 1,41E+03 34 2
B 9,19E+04 3,69E+04 36,1 22
M 1,20E+04 1,55E+03 4,9 3
Z 1,04E+04 1,51E+03 41 2
P 8,80E+04 3,06E+04 38,6 21
ITO 5,84E+04 2,91E+04 25,3 14
Ref 1,49E+04 4,04E+03 7,5 4
Cu 4,25E+05 4,38E+04 81,6 100
SF 2,37TE+04 2,56E+03 9,6 6

(Pozn.: SNR — pomer signalu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)

Kyselina palmitova, APCI+
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Graf S10 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu palmitovou v APCI+ méodu
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Tabulka S12 Vysledky analyzy kyseliny palmitové v ESI- médu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 4,97E+02 5,55E+02 0,1 1
R 7,77E+02 7,90E+02 0,1 1
B 3,96E+04 3,32E+04 5,3 47
M 9,25E+02 9,27E+02 0,1 1
Z 3,42E+02 5,44E+02 0,1 <0,5
P 2,74E+04 2,58E+04 3,7 33
ITO 1,85E+04 1,80E+04 2,5 22
Ref 9,31E+03 4,73E+03 1,3 11
Cu 8,36E+04 5,03E+04 11,2 100
SF 1,52E+03 2,15E+03 0,2 2

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S11 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu palmitovou v ESI- modu
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Tabulka S13 Vysledky analyzy kyseliny palmitové v APCI- médu

Oznaceni Primérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 8,20E+02 1,12E+03 0,1 <0,5
R 1,81E+03 1,62E+03 0,1 1
B 1,00E+05 7,46E+04 6,6 42
M 3,00E+03 2,02E+03 0,2 1
z 1,05E+03 1,18E+03 0,1 <0,5
P 7,63E+04 6,30E+04 5,0 32
ITO 5,12E+04 5,13E+04 3,4 22
Ref 2,57E+04 1,27E+04 1,7 11
Cu 2,38E+05 1,20E+05 15,6 100
SF 6,96E+03 4,94E+03 0,5 3

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S12 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu palmitovou v APCI- médu
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Tabulka S14 Vysledky analyzy skvalenu v ESI+ mdédu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 3,38E+03 7,25E+02 48,0 30
R 2,69E+03 5,30E+02 30,3 24
B 2,30E+03 7,19E+02 30,5 21
M 3,15E+03 6,85E+02 49,0 28
Z 2,76E+03 6,52E+02 34,6 25
P 2,36E+03 6,69E+02 23,9 21
ITO 1,11E+04 1,67E+04 123,3 100
Ref 6,09E+03 1,14E+03 58,5 55
Cu 7,28E+03 1,01E+04 86,2 66
SF 5,31E+03 1,43E+03 44 4 48

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S13 Vysledky analyzy povrchii pro skvalen v ESI+ modu
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Tabulka S15 Vysledky analyzy skvalenu v APCI+ modu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 3,67E+03 6,85E+02 73,1 19
R 3,78E+03 6,72E+02 62,0 19
B 3,10E+03 9,75E+02 105,4 16
M 4,55E+03 9,61E+02 105,0 23
Z 4,14E+03 7,71E+02 141,7 21
P 3,49E+03 8,51E+02 80,9 18
ITO 1,96E+04 2,86E+04 621,0 100
Ref 1,48E+04 2,60E+03 223,9 75
Cu 1,80E+04 1,69E+04 242,3 92
SF 6,89E+03 1,61E+03 105,0 35

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S14 Vysledky analyzy povrchii pro skvalen v APCI+ modu
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Tabulka S16 Vysledky analyzy cholesterolu v ESI+ modu

Oznaceni Pramérna Vybérvovy Od}}ad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 2,16E+02 1,66E+02 4,5 3
R 2,7T7TE+02 1,77E+02 4,3 4
B 2,45E+03 1,20E+03 45,8 33
M 4,05E+02 2,18E+02 11,2 5)
Z 1,94E+02 1,67E+02 6,2 3
P 3,57E+03 1,81E+03 72,6 48
ITO 1,96E+03 2,11E+03 52,8 26
Ref 1,04E+03 1,27E+03 18,3 14
Cu 7,41E+03 2,31E+03 95,4 100
SF 4,94E+02 3,40E+02 10,0 7

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S15 Vysledky analyzy povrchii pro cholesterol v ESI+ modu
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Tabulka S17 Vysledky analyzy cholesterolu v APCI+ médu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 3,30E+02 1,79E+02 9,2 2
R 4,16E+02 2,11E+02 14,6 2
B 3,56E+03 1,57E+03 136,7 18
M 6,40E+02 2,83E+02 13,6 3
Z 3,03E+02 1,84E+02 4,9 1
P 6,12E+03 2,68E+03 135,7 30
ITO 3,89E+03 4,17E+03 94,3 19
Ref 2,83E+03 3,86E+03 63,8 14
Cu 2,04E+04 7,55E+03 211,7 100
SF 6,68E+02 4,48E+02 17,7 3

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S16 Vysledky analyzy povrchii pro cholesterol v APCI+ modu
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Tabulka S18 Vysledky analyzy stearyl steardtu v ESI+ modu

Oznaceni Pramérna Vybérvovy odl?ad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 6,59E+03 1,15E+03 29,6 29
R 6,83E+03 1,73E+03 32,8 30
B 1,51E+04 3,90E+03 99,4 67
M 8,34E+03 2,46E+03 29,7 37
z 4,24E+03 1,66E+03 16,5 19
P 1,66E+04 4,89E+03 65,0 73
ITO 1,13E+04 3,04E+03 19,6 50
Ref 1,09E+04 3,18E+03 30,3 48
Cu 2,26E+04 1,63E+04 66,4 100
SF 5,13E+03 2,09E+03 17,7 23

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S17 Vysledky analyzy povrchii pro stearyl steardt v ESI+ médu
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Tabulka S19 Vysledky analyzy stearyl steardatu v APCI+ méodu

Oznaceni Pruomérna Vybérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné SNR . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 8,63E+03 1,35E+03 72,7 43
R 8,90E+03 2,19E+03 96,7 44
B 1,89E+04 4,65E+03 2224 94
M 1,08E+04 3,01E+03 134,7 54
z 6,06E+03 1,78E+03 69,6 30
P 2,01E+04 5,84E+03 226,0 100
ITO 1,03E+04 2,07E+03 115,1 o1
Ref 9,47E+03 2,38E+03 83,9 47
Cu 1,74E+04 1,20E+04 197,7 86
SF 8,36E+03 2,06E+03 71,7 42

(Pozn.: SNR — pomer signdlu k sumu (signal to noise ratio), SNR: <3 — nedetekovdino,; 3-10
detekovadno a nestanoveno,; > 10 — stanoveno)
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Graf S18 Vysledky analyzy povrchii pro stearyl steardt v APCI+ modu
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Tabulka S20 Vysledky analyzy kyseliny olejové v olivovém oleji v ESI+ modu

Oznaceni Pramérna V}'/bérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 1,78E+05 4,10E+04 55
R 2,27E+05 5,48E+04 70
B 2,07E+05 3,56E+04 64
M 2,31E+05 7,86E+04 71
z 2,65E+05 6,33E+04 81
P 1,82E+05 6,47E+04 56
ITO 1,54E+05 1,21E+05 47
Ref 2,00E+05 9,32E+04 61
Cu 3,26E+05 1,70E+05 100
SF 2,36E+05 8,87E+04 72

Kyselina olejova v olivovém oleji, ESI+
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Graf S19 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu olejovou v olivovém oleji v ESI+ modu
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Tabulka S21 Vysledky analyzy kyseliny palmitové v olivovém oleji v ESI+ mddu

Oznaceni Pramérna V}'/bérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 4,98E+04 1,36E+04 49
R 6,66E+04 2,03E+04 65
B 5,98E+04 1,35E+04 58
M 6,84E+04 3,07E+04 67
z 8,02E+04 2,54E+04 78
P 5,78E+04 2,55E+04 56
ITO 5,21E+04 5,14E+04 o1
Ref 7,22E+04 3,99E+04 70
Cu 1,02E+05 6,99E+04 100
SF 7,52E+04 3,81E+04 73

Kyselina palmitova v olivovém oleji, ESI+
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Graf S20 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu palmitovou v olivovém oleji v ESI+ médu
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Tabulka S22 Vysledky analyzy DAG [PO-H20+H]" v olivovém oleji v ESI+ mddu

Oznaceni Pramérna V}'/bérvovy Od},lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 9,70E+03 2,75E+03 53
R 1,19E+04 3,72E+03 65
B 1,04E+04 3,00E+03 57
M 1,22E+04 4,71E+03 66
z 1,37E+04 4,09E+03 75
P 1,14E+04 4,07E+03 62
ITO 1,11E+04 1,11E+04 61
Ref 1,24E+04 8,08E+03 68
Cu 1,19E+04 1,49E+04 65
SF 1,83E+04 7,50E+03 100

Tabulka S23 Vysledky analyzy DAG [OO-H20+H]" v olivovém oleji v ESI+ mddu

Vybérovy odhad )
Oznaceni Priimérna Normalizovana
) . smérodatné ) )
povrchu intenzita [cps] intenzita [%]
odchylky [cps]
7 1,09E+04 3,26E+03 51
R 1,38E+04 4,08E+03 65
B 1,19E+04 3,46E+03 56
M 1,36E+04 5,77E+03 64
Z 1,58E+04 4,87E+03 74
P 1,31E+04 4,84E+03 61
ITO 1,25E+04 1,29E+04 59
Ref 1,46E+04 9,35E+03 69
Cu 1,38E+04 1,73E+04 65
SF 2,13E+04 8,52E+03 100
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INTENZITA [CPS]

Tabulka S24 Vysledky analyzy TAG (trielaidin) v olivovém oleji v ESI+ modu

Oznaceni Pramérna V}'Ibérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 2,29E+03 8,65E+02 70
R 2,41E+03 1,03E+03 73
B 2,08E+03 9,85E+02 63
M 2,35E+03 1,09E+03 72
z 2,60E+03 1,06E+03 79
P 2,17E+03 1,09E+03 66
ITO 2,17E+03 1,89E+03 66
Ref 2,22E+03 1,46E+03 68
Cu 1,78E+03 2,29E+03 54
SF 3,28E+03 1,50E+03 100

DAG a TAG v olivovem oleji, ESI+
3,5E+04

3,0E+04
2,5E+04
2,0E+04

1,5E+04

1,0E+04

5,0E+03

0,0E+00 Vi : B i
Z R B M Z

P ITO Ref Cu SF
mDAG [PO-H20+H]+ mDAG [OO-H20+H]+ mTAG [OOO+H]+

Graf S21 Vysledky analyzy povrchii pro dva DAG a TAG v olivovém oleji v ESI+ médu
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Tabulka S25 Vysledky analyzy kyseliny olejové v olivovém oleji v APCI+ médu

Oznaceni Pramérna V}'/bérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 2,47E+05 4,54E+04 57
R 2,93E+05 6,15E+04 68
B 2,47E+05 4,40E+04 57
M 2,71E+05 8,43E+04 63
z 3,10E+05 6,57E+04 72
P 2,11E+05 6,31E+04 49
ITO 1,69E+05 1,40E+05 39
Ref 2,48E+05 1,17E+05 57
Cu 4,32E+05 2,21E+05 100
SF 2,83E+05 9,20E+04 66

Kyselina olejova v olivovém oleji, APCI+

il

ITO Ref Cu

6,0E+05
5,0E+05

4,0E+05

3,0E+05
2,0E+05
1,0E+05
0,0E+00
R B M 4 P

INTENZITA [CPS]

v

Z

Graf S22 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu olejovou v olivovém oleji v APCI+ modu

24



Tabulka S26 Vysledky analyzy kyseliny palmitové v olivovém oleji v APCI+ moédu

Oznaceni Pramérna V}'/bérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]
Z 8,70E+04 1,89E+04 51
R 1,07E+05 2,85E+04 63
B 9,36E+04 2,13E+04 55
M 1,03E+05 4,00E+04 60
z 1,22E+05 3,19E+04 72
P 8,65E+04 3,11E+04 51
ITO 6,65E+04 7,19E+04 39
Ref 1,13E+05 5,88E+04 66
Cu 1,70E+05 1,12E+05 100
SF 1,15E+05 4,67E+04 68

Kyselina plamitova v olivovem oleji, APCI+

3,0E+05
2.5E+05
2 2 0E+05
O,
<
',51,55+o5
Z
Ll
= 1,0E+05
5,0E+04
0,0E+00
Z R B M Z P ITO Ref Cu SF

Graf S23 Vysledky analyzy povrchii pro kyselinu palmitovou v olivovém oleji v APCI+ modu
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Tabulka S27 Vysledky analyzy DAG [PO-H20+H]" v olivovém oleji v APCI+ médu

Oznaceni Pramérna V}'/bérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné . .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]

Z 6,81E+03 1,99E+03 58
R 7,01E+03 2,92E+03 60
B 6,50E+03 2,28E+03 56
M 7,75E+03 3,16E+03 66
Z 7,96E+03 3,11E+03 68
P 7,38E+03 2,80E+03 63

ITO 7,00E+03 6,65E+03 60

Ref 7,59E+03 5,11E+03 65

Cu 6,05E+03 9,45E+03 52

SF 1,17E+04 4,66E+03 100

Tabulka S28 Vysledky analyzy DAG [OO-H20+H]" v olivovém oleji v APCI+ mddu

Oznaceni Primeérna V}'Ibérvovy Odl,lad Normalizovana
. . smérodatné ) .
povrchu intenzita [cps] odchylky [cps] intenzita [%]

V4 7,38E+03 2,19E+03 56
R 8,07E+03 3,24E+03 62
B 7,53E+03 2,47E+03 58
M 8,16E+03 3,67E+03 62
z 8,49E+03 3,74E+03 65
P 7,61E+03 3,28E+03 58

ITO 7,60E+03 7,63E+03 58

Ref 8,73E+03 5,91E+03 67

Cu 6,69E+03 1,06E+04 51

SF 1,31E+04 5,26E+03 100
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INTENZITA [CPS]

Tabulka S29 Vysledky analyzy TAG (trielaidin) v olivovém oleji v APCI+ modu

Vybérovy odhad
Oznaceni Priimérna Normalizovana
) ) smérodatné ) )
povrchu intenzita [cps] intenzita [%]
odchylky [cps]
V4 1,58E+03 7,56E+02 70
R 1,28E+03 9,03E+02 57
B 1,43E+03 8,20E+02 64
M 1,80E+03 9,35E+02 80
Z 1,80E+03 9,48E+02 80
P 1,34E+03 8,32E+02 60
ITO 1,95E+03 1,44E+03 87
Ref 1,56E+03 1,14E+03 70
Cu 1,07E+03 1,76E+03 48
SF 2,24E+03 1,15E+03 100

DAG a TAG v olivovém oleji, APCI+
1,8E+04
1,6E+04
1,4E+04
1,2E+04
1,0E+04

8,0E+03
6,0E+03
4,0E+03
2 0E+03 i i i i l i
0,0E+00 W
Z R B M

z P ITO Ref Cu SF

mDAG [PO-H20+H]+ mDAG [OO-H20+H]+ = TAG [OOO+H]+

Graf S 24 Vysledky analyzy povrchii pro dva DAG a TAG v olivovém oleji v APCI+ modu
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