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APLIKACE PASIVNIHO VZORKOVANI A NECILENE LC/HRMS
ANALYZY PRO HODNOCENI ZDROJU ZNECISTENI
A IDENTIFIKACI NOVYCH PRIORITNICH POLUTANTU

1. Cil metodiky

Rostouci lidska populace a kvalita Zivota pfimo i nepfimo zapficifuji
zvySovani znedisténi Zivotniho prostrfedi. Neustaly pfisun cizorodych latek
zrozli¢nych zdroju rozsifuje pocet amnozstvi chemickych latek, o jejichz vyskytu
a osudu v zZivotnim prostredi, stejné jako o jejich vlivu na ekosystém a lidské
zdravi, mame jen kusé informace. Znamé chemické latky jsou sdruzovany do
specializovanych databazi. Napfriklad nejvétsi z nich, provozovana American
Chemical Society (ACS), eviduje kolem 219 milion( unikatnich sloucenin
s pfifazenym identifikatorem (CAS - z angl. Chemical Abstracts Service).
Registr Evropské unie (REACH - z angl. Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals) obsahuje informace o spotiebé a ¢astecné také
0 mozném riziku pro zdravi a prostredi pfiblizné 360 000 latek. S pfihlédnutim
ke skutecnosti, Ze toxicita latek mize byt ovlivnéna pfitomnosti dalSich
slouc¢enin nebo se muize ménit jejich transformaci v prostredi, ma za nasledek,
Ze posouzeni rizik expozice slozitym smésim chemickych sloucenin vyzaduje
rozsahly a komplexni pfistup (Bernhardt a kol., 2017).

Mikropolutanty (cizorodé znecistujici latky pochazejici z lidskych aktivit)
se v Zivotnim prostiedi vyskytuji ve stopovych koncentracich (<ng.L"" nebo
<ng.kg’), a presto mohou mit negativni Ucinky na zivé organismy. Pro vyzkum
inaslednou regulaci predstavuji naro¢nou vyzvu diky rozmanitosti latek, obvykle
nizké koncentraci a slozitosti environmentalnich matric, jako jsou povrchové
a podzemni vody, sedimenty ¢i pady, ve kterych se vyskytuji (Sousa a kol.,
2018). Pfenos chemikalii mezi slozkami zivotniho prostiedi i v ramci potravniho
fetézce umoznuje vzajemna propojenost vodniho a ptdniho prostredi. Mobilitu
mikropolutantd ovliviwuji jejich fyzikalné-chemické vlastnosti a také vlastnosti
okolniho prostredi. Jakmile jsou jednou uvolnény do prostredi, v rdmci matric
se mohou transportovat, akumulovat nebo degradovat/transformovat.
Znalosti o vlastnostech zajmovych latek nebo expozi¢nim scénafi (napf. vodni
organismy biokoncentraci z vody) pomahaji zaméfit vzorkovaci i analytické
metody na relevantni matrice (Escher a kol., 2020).

Poslednich nékolik let je snaha védch upfena na neprozkoumané
chemikalie vyskytujici se v prostfedi ve stopovém mnozstvi. Neustaly vyvoj
analytickych metod Uspésné zajiStuje provazani identifikace neznamych
latek pfitomnych v Zivotnim prostfedi se stanovenim rizika. Kapalinova
chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (LC-MS, z angl.
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) je dnes jiz béznou metodou
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu znamych mikropolutantl v fadé
environmentdlnich matric (Brack a kol., 2017; Hollender a kol., 2017). Diky
zvyseni citlivosti, rozliSovaci schopnosti a spravnosti ur¢eni m/z hmotnostnich



spektrometrd byla umoZznéna identifikace neznamych latek i ve slozitych
matricich. Pouziti vysoko rozliSujicich hmotnostnich spektrometr( k analyzam
v plném skenu (HRMS full scan; z angl. High Resolution Mass Spectrometry) bez
pfedchozich informaci o pfitomnych slou¢eninach je optimalnim zplsobem,
jak detekovat Siroké spektrum latek a ziskat jejich presné prvkové slozeni.
Rozsifeni analyz o tandemovou hmotnostni spektrometrii ve vysokém rozliseni
pak pomaha odhadnout jejich molekulovou strukturu a identifikovat je (Zedda
a Zwiener, 2012; Hollender a kol., 2017). Spole¢né s pfistrojovou technikou se
zlepsuji i softwarové prostiedky pro zpracovani ziskanych dat. Lepsi detekce
pikd sniZuje pocet falesné pozitivnich zachytl a dostupné databaze spekter
urychluji identifikaci sloucenin. V pfipadé zkoumani transformacnich produktd
se pristupuje napfiklad k softwarovym ndavrhdm transformace v nékolika
naslednych stupnich.

Princip necilené (NT, z angl. non-target) chemické analyzy je zachyceni co
metod LC-MS je schopna obsahnout pfiblizné stovky analytd s popsanou
charakteristikou a dochazi k diskriminacilatek neznamych nebo novych (Bletsou
akol., 2015; Escher akol., 2020). Necilenou analyzu mizZzeme podpofit vlozenim
informaci o latkach, které ve vzorku predpokladame. V takovém pfipadé
hovotime o suspektnim screeningu (analyza podezrelych / o¢ekavanych latek,
téz suspektni analyza; SA, z angl. suspect screening), kdy se data HRMS analyzy
v plném skenu porovnavaji se znamymi hodnotami m/z, prvkovym slozenim
nebo transformacnimi procesy uvedenymi v seznamech zajmovych sloucenin
(Krauss akol., 2010; Gosetti akol., 2016). Takto Ize rozsifit seznam podezielych
slou¢enin az na tisicovky bez nutnosti referen¢nich standardd. Potvrzovani
identity probiha na zakladé porovnavani s knihovnami hmotnostnich spekter
¢i pokrocilé manualni interpretace. Data ze suspektnich analyz jsou ziskavana
s vétsi citlivosti a intenzitou diky vynechavani pravdépodobné nezajmovych
signalt (Hulleman a kol., 2023), ale necilenda analyza je naro¢na nejenom
vzhledem k nakladné analytické instrumentaci, ale také z pohledu zpracovani
dat.

Cilem této metodiky je pfiblizit na redlnych pfikladech postupy necilené
analyzy vody pomoci kapalinové chromatografie s vysoko rozliSujici hmot-
nostni spektrometrii (LC-HRMS). Metodika navazuje na jiz dfive vydané me-
todiky o pasivnim vzorkovani (Grabic a kol., 2015, 2018) a obecném pfistu-
pu k hodnoceni vyuziti odpadnich vod a cistirenskych kalli pro zemédélstvi
(Kodes a kol., 2023), které rozsifuje o obecné platné postupy a principy neci-
lené analyzy pro identifikaci neznamych zajmovych sloucenin.



APLIKACE PASIVNIHO VZORKOVANI A NECILENE LC/HRMS
ANALYZY PRO HODNOCENI ZDROJU ZNECISTENI
A IDENTIFIKACI NOVYCH PRIORITNICH POLUTANTU

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Soucasny stav poznani v oblasti necilené analyzy

Obecny postup pro NT analyzy zahrnuje obecné zavedené kroky
modifikované podle typu vzorku, dostupné analytické techniky a softwart.
Pfi zkoumani kontaminantl se nelze vyhnout krokdm, které vedou k niz§imu
poctu identifikovanych sloucenin, nez kolik jich je ve vzorku pfitomno, viz
obr. 1. Z obrazku je patrné, Zze zasadni vliv budou mit vzorkovani a extrakce,
ale také pouzité separa¢ni metody. Vztah mezi analyzou ucinku pomoci
bioanalytickych metod a instrumentalni analyzou byl obsahle diskutovan v nasi
pfedchazejici metodice (Kodes$ a kol., 2023). Jednoduse jej Ize popsat tak, ze
slouceniny detekovatelné pomoci instrumentalnich metod jsou podmnozinou
sloucenin, které se podileji na Gcinku na organismy. V nasledujicich kapitolach
jsou shrnuty metody, postupy a doporuceni pro dosazeni co nejvyssiho poctu
identifikovanych sloucenin.

Detekovatelné
slouceniny

Kvantifikovatelné
slouéeniny

Obr. 1. schéma snizovdni poctu sloucenin ve vzorku v pribéhu celého analytického
postupu.

2.1.1. Odbér a pfiprava vzorki

Necileny screening je zpusob, jak podrobné vymezit obsah chemickych
znedistujicich latek ve vzorku. Fyzikalné-chemické vlastnosti mikropolutanta
ovliviuji jejich zastoupeni v rGznych slozkach zivotniho prostredi, ale
i schopnost jejich transportu nebo sorpce. Vzorkovaci plan tedy musi byt
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pfizpGsoben zamyslenému cili experimentu (Escher a kol.,, 2020). Vodni
a plUdni prostfedi jsou Uzce provdzana a mikropolutanty prechazeji pres
jednotlivé slozky nebo se v nich kumuluji. Vybér matrice, ¢asovy plan nebo
opakovani odbérd vyznamné ovliviiuje sloZzeni i mnozstvi slou¢enin ve finalnich
vzorcich. Napfiklad sedimenty nebo pldy mohou slouzit jako pohled do
historie pro slouceniny, které jsou dostate¢né stabilni (Chiaia-Hernandez a kol.,
2014), a naopak mohou pomoci pfi sledovani degradace/transformace méné
stabilnich polutantd. Opacnou vzorkovaci strategii jsou bodové vzorky vody
jako ukazatele aktualniho stavu vodnich tok( / téles v okamziku vzorkovani.
Jsou sice nejméné naroc¢né jak finan¢né, tak z pohledu naro¢nosti odbéru, ale
maji mnohem mensi vypovidajici hodnotu.

Vyhodnéjsi alternativou jsou kompozitni vzorky odebirané v rdznych
c¢asovych fadach, kdy ziskavame informace z vétSiho c¢asového horizontu
(Menger a kol., 2020). Jak jiz bylo uvedeno v nasich predchozich metodikach
(Grabic akol., 2015, 2018), zmnoha davodu je vhodnéjsi pouzit pro vzorkovani
vodnich dtvard pasivni vzorkovace. Obvykle se jedna o sorbent vlozeny mezi
dvé polopropustné membrany (POCIS - Polar Organic Compound Integrative
Sampler, SPMD - SemiPermeable Membrane Device, ChemCatcher) nebo
o material sorbujici mikropolutanty pfimo z vody (SpeedDisk, listy silikonového
polymeru). Svym zplGsobem unikatni srovnani vysledkd dosazenych tremi
rznymi pasivnimi vzorkovadi pro polarni mikropolutanty bylo provedeno v praci
Fialové a kol. (2024). Pasivni vzorkovace zajistuji sbér informaci o znecisténi
v ramci tydnG az mésich podle uzitého typu a zaroven umoznuji i zachyceni
slou¢enin na velmi nizkych koncentra¢nich hladinach, které by jinak nebyly
detekovatelné (Escher a kol., 2020). V tab. 1, ktera byla pfevzata z prfedchozi
metodiky KodeSe akol. (2023), jsou porovnany podminky vzorkovani a extrakce
pro bézné pouzivané LC-MS metody analyzy vod.

-10 -
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Tab. 1. Prehled koncentracnich faktort pro riizné metody vzorkovdni, dpravy a analyzy
vzorkt vody (Kodes a kol., 2023).

Objem Findlni  Koncen-

Metoda Typicka d?b’a Filtrace Objem pro objem tracni
vzorkovani vzorku .
extrakci vzorku faktor
Vycisténa Povrchova
odpadni podzemni
voda voda
SPE 24 hodin/ 24 hodin/
extrakce bodové  bodové M° gl U=l U LlU ety
In-line P 24 hodin/ 24 hodin/ - 4 1-5ml  ekv. 5 ul 200-1 000
bodové  bodové
Off-line SPE 24 hodin/ 24 hodin/ ne 1-3 1 1-31 0,1-1 1000-
plné vody bodové bodové ml 33000
. 7 . . 1400-
POCIS 14 dni 28 dni ne 1,4-31* vzorkova¢ 1 ml 3000
7 . 80-200 | . 80 000-
SPMD 30 dni 30 dni ne - vzorkovac¢ 1 ml 200 000
. q . 50-1501 . 50 000-
silikon 30 dni 30 dni ne rx vzorkovac¢ 1 ml 150 000

*Povrchovd plocha vzorkovace: standardni POCIS 41 cm? **standardni SPMD 460cm?;

***jeden pldt silikonu 100 cm?

Priprava vzorku k analyze zavisi na jeho povaze a méla by byt minimalni
bez rizika ztrdt nebo degradace sloucenin. U vzorkd vody je vhodna
minimalni manipulace a v necilené analyze ¢asto pouzivame primy nastfik
do chromatografického systému, pfipadné predchozi zfedéni nebo Setrnou
filtraci k odstranéni vétsich ¢astic. Extrakce na pevnou fazi (SPE, z angl. Solid
Phase Extraction) jiz vnasi do Upravy vzorku krok, ktery sniZzuje celkovy pocet
detekovatelnych sloucenin (obr. 1). Na druhou stranu vsak zvySuje 3anci
zachytit mikropolutanty pfitomné na nizkych koncentra¢nich hladinach a lze
pouzit kombinované systémy s vice mechanismy zachytu pro rozsifeni spektra
analytd.

Sedimenty, pady, pasivni vzorkovace nebo biologické vzorky museji byt
extrahované, aby byly analyty prevedeny do vhodného rozpoustédla. Béhem
extrakce by se mély Setrné odstranit interference z matrice, a naopak zachovat
a zkoncentrovat co nejvice sloucenin a predejit jejich degradaci (Petrie a kol.,
2015; Milman a Zhurkovich, 2017). Uprava, extrakce a ¢isténi vzork( vzdy
ovlivni selektivitu, citlivost a opakovatelnost analyz. Rychly rozmach NT metod
a absence standardnich valida¢nich postuptd pro Siroky rozsah detekovanych
latek komplikuji posuzovani kvality publikovanych vysledkl (Hajeb a kol.,
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2022). U NT analyzy jsou zasadni slepé vzorky (rozpoustédlové, procesni
a polni), které odfiltruji signaly pfitomné v pozadi daném vzorkovanim, extrakci
avlastni analyzou. Kontrola matricovych efektl a Uspésnost extrakci se zajistuji
predevsim pfidanim vnitfnich standard( (izotopicky znacené referencni
standardy) a vypoctenim jejich vytéznosti pomoci cilenych kvantifika¢nich
metod (Schulze a kol., 2020).

2.1.2. Instrumentalni analyza a sbér dat

Necileny screening zacina detekci ionizovanych molekul pfitomnych ve vzor-
ku po jejich pfedchozi separaci na chromatografické koloné. Chromatograficka
separace je vybirana vzhledem k pouzité vzorkovaci a extrakéni metodé. V této
metodice se zabyvame polarnimi polutanty, a tak je metodou prvni volby kapa-
linovad chromatografie na reverzni fazi, tedy silikagelu modifikovaném vétsinou
C18 tetézcem. Dopliikové je mozné aplikovat komplementarni metody jako
HILIC chromatografie (z angl. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography)
pro zachyceni velmi polarnich az iontovych slou¢enin analogicky metabolomic-
kym metodam (Giebuftowicz a kol., 2024).

Nejcastéjsi ionizacni technikou spojenou s NT-HRMS je elektrosprej (ESI;
zangl. Electrospray lonization) jako mékka ioniza¢ni technika zarucujici zddnou
nebo minimalni fragmentaci iontd v iontovém zdroji (Menger a kol., 2020). Vy-
sledné chromatogramy v modu plného skenu obsahuji informace o viech de-
tekovanych iontech, jako jsou retencni ¢as (RT, z angl. Retention Time) a pomér
hmotnosti k naboji - m/z) v definovaném rozmezi hmot a mohou byt rozsifeny
pfidanim dalsiho stupné MS (MS2-M"), tedy fragmentaci prekurzorovych iontl
a zaznamem produktovych iontl. MS? spektra jsou kli¢cova pro zvyseni jistoty
identifikace sloucenin. Pro ziskani dat s odpovidajici mirou strukturnich infor-
maci tedy potrebujeme hybridni hmotnostni spektrometry. V tom pfipadé je
pfed vysoko rozlisujicim MS, kterym je vétSinou TOF (z angl. Time of Flight
mass analyzer) nebo orbitalni past (OIT - z angl. Orbital lon Trap mass ana-
lyzer), predfazen kvadrupoélovy hmotnostni spektrometr s nizkym rozlisenim.

ZpUsobem vybéru prekurzorovych iontd pro fragmentaci rozliSujeme dva
typy experimentd, které jsou prehledné zobrazeny v obr. 2. Datové zavisla
akvizice (DDA; z angl. Data-Dependent Acquisition) selektuje automaticky
signaly z MS" plného skenu iontt na zdakladé jejich intenzity a pritomnosti
v seznamu suspektnich iontl. K méreni MS? produktovych spekter dochazi
pouze pfi pfekro¢eni nastaveného spodniho limitu intenzity signalu s vyuzitim
uzkych izola¢nich oken (1-3 m/z). Vyhodou DDA je vysoka kvalita a cistota
fragmentacnich spekter. Datové nezavisla akvizice (DIA; z angl. Data-
Independent Acquisition), kde jsou pro MS? vybrany vsechny signdly ze
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stanoveného rozsahu m/z (nékolik izola¢nich oken vétsinou o rozsahu 100-
150 m/z, a nedochdzi tak k limitaci intenzitou signalu. Zaroven vétsi pocet
produktovych fragmentd ztéZuje interpretaci MS/MS spekter. DDA je obecné
vice zastoupena napfi¢ publikovanymi experimenty zamérenymi na HRMS full
scan, ac¢koli DIA poskytuje vétsi prehled o neznamych analytech. Datové akvizice
v MS? pIném skenu v kombinaci s DIA Ize spolehlivé pouzit k uskladnéni dat
pro pozdéjsi retrospektivni vyhledavani a identifikaci. Na rozdil od uchovavani
fyzickych vzork@l nedochazi k degradacim nebo jinym znehodnocovanim
(Schulze a kol., 2020).

Ms?

Plny e MS? spektrum ‘

sken i
\
K Ms! Ms? Ms?

DDA | e Selektivni MS2 = ‘ ‘
! | [ Ll |
& MS' Ms?

DIA e Plné MS? ‘ > ‘ ‘
k | I | |

Obr. 2. Schématické zndzornéni rozdili mezi akvizicemi dat typu DDA a DIA
v tandemové hmotnostni spektrometrii.

Obé vySe popsané metody maiji své slabiny, které se dodavatelé pfistroja
snazi kompenzovat zavedenim pokrocilych metod, jako jsou napi. SWATH
anebo AcquireX, které kombinuji prvky jak DIA, tak i DDA. Napfiklad AcquireX
firmy Thermo Fisher Scientific vychazi z DIA za pouziti tzv. top N metody, kdy
je pro MS? experiment vybrano N nejintenzivnéjsich m/z z kazdého MS' skenu.
V AcquireX jsou pak tyto m/z pfidany do tzv. exclusion listu - seznamu m/z,
které nejsou vybrany pro MS? experimenty v opakovaném nastiiku vzorku.
Tento postup je opakovan podle nastaveni az 10krat, a umoznuje ziskat kvalitni
MS? spektra i pro prekurzorové ionty o nizké intenzité.

2.1.3. Zpracovani dat

Vysledné datové soubory obsahuji obsahlé chromatogramy s s vysokym
poctem detekovanych signall z celého vzorku. Typicky soubor naméfeny
v pIném skenu (rozliseni 70 000 FWHM; z angl. Full Width at Half Maximum)
kombinovany s DIA (rozliSeni 15 000 FWHM) ma velikost mezi 150 a 300 MB.
S ohledem na naroc¢nost jejich zpracovani je nutné vyuZzit programové
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zpracovani vysledkd. Primérné se v jednom vzorku nachazi 103-10° signald
(Verkh akol., 2018). Podle typu softwaru se mohou soubory zpracovavat pfimo
nebo po konvertovani na vhodny format. Vybér softwaru pro zpracovani dat
zavisi na tom, co bychom chtéli z dat ziskat, ale i na jejich cenové dostupnosti.
Nékteré softwary jsou dostupné bez omezeni nebo ¢aste¢né zdarma (MS-
DIAL, mzMine, GNPS, enviMass atd.), ale ¢asto vyzaduji pokrocilou znalost
programovani. Zaroven firmy dodavajici hmotnostni spektrometry zajistu;ji
software kompatibilni vétSinou jen s daty daného dodavatele (Compound
Discoverer — Thermo Fisher; Mass Lynx - Waters; ChemVista - Agilent atd.).
Cena za licenci takového programu pak mlze dosahovat stovek tisic korun.

V odborné literature byly publikovany rtizné pristupy k analyze komplexnich
necilenych dat, které ¢asto kombinuji vice softwar(. Nicméné zakladni kroky
vedouci k identifikaci neznamych slouéenin ve vzorku by mély byt dodrzeny pfi
kazdém experimentu.

Zpracovani zacind automatickym detekovanim pikd v chromatogramu,
odstranénim Sumu a signald z pozadi na zakladé slepych vzorkd, odfiltrovanim
falesné pozitivnich signaltd nebo signalti nedostatecné intenzivnich a pfifazenim
reten¢nich ¢ast a m/z ke kazdému z nich. Nastaveni minimalni intenzity signalu
muUze vyrazné ovlivnit vybér pikd pro dalsi vyhodnocovani. Signaly detekované
s pfilis nizkym prahem intenzity vnaseji falesné pozitivni chyby, které pochazeji
z pozadi. Pfilis vysoky prah intenzity zase maze zpUsobit chybu tzv. falesné
negativni detekce, kdy z vysledk( mizi potencialné zajmové slouceniny. Spravné
vybrané slepé vzorky slouZzi k odstranéni interferenci z laboratornich podminek
amatrice. Signaly ze slepych vzork( nachazejici se ve vzorcich pod nastavenym
limitem (b&Zny pomér vzorek / slepy vzorek je >5-10) jsou odstranény (Zedda
a Zwiener, 2012). Dale jsou signaly slou¢eny napfi¢ vzorky a sefazeny uz jako
slouceniny. Kazda sloucenina ma udanou exaktni molekulovou hmotnost
(nebo m/z), izotopovy vzor a z nich navrzené prvkové slozeni. Nasledné muize
byt navrzena molekularni struktura(y), jejiz spravnost midzeme odhadnout
podle rozdilu skute¢né (monoizotopické) a navrzené m/z (Hug a kol., 2014),
pfitomnosti heteroatomu/a jako jsou halogeny nebo sira.

Faze detekce a integrace piku je zcela zasadni, protoze ovliviiuje vSechny
nasledné kroky vyhodnoceni vysledk( necilené analyzy. Schulze a kol. (2023)
pouzili pét rGznych softward a algoritmd pro analyzu stejného souboru
dat a dosli k velmi prfekvapivému vysledku, Ze pfekryv zachycenych signald
(m/z s RT) byl pouze 7,2 % pro vice nez tfi algoritmy. Podobné porovnani
péti softwar( provedené Hohrenkem a kol. (2020) naslo pouze 10% shodu,
pficemz odfiltrovani pozadi ze slepych pokust a shoda mezi opakovanim
nastrik( vyrazné ovliviiovaly tuto Uspésnost. Z téchto publikovanych vysledk
vyplyva nutnost vlastni validace parametrd nastaveni daného softwaru. DalSim
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zavérem vyse zminénych autor( bylo to, Ze zvolend metoda analyzy dat je
vzdy kompromisem mezi poc¢tem detekovanych signald a jejich kvalitou. Autofi
metodiky mohou jen pfidat poznamku, Ze pro identifikaci je zatim vzdy nutna
manualni kontrola a ovéfeni, a méné signall ¢asto znamena vice spolehlivé
identifikovanych sloucenin.

Poté co analyzou datovych souborll ziskame seznam potencionalné
pfitomnych sloucenin, mizeme pokracovat ve zvySovani jistoty jejich
identifikace nebo dale postupovat necilenym pfistupem a porovnavat vzorky
mezi sebou bez nutnosti identifikace sloucenin. U této techniky pracujeme
s celym souborem signald jako jednim komplexnim znakem popisujicim celkovy
stav vzorku. Jako hodnoty k porovnani mizeme pouzit pocty slou¢enin nebo
i jejich intenzitu. Pomoci popisné statistiky pro zhodnoceni vicerozmérnych
dat (analyza hlavnich komponent - PCA, z angl. Principal Component Analysis),
urovné zmény vzhledem k referenénimu vzorku nebo mistu a regrestni statistiky
je mozné sledovat rozdily/vztahy mezi vzorky napfiklad pfi upravé pitné nebo
¢isténi odpadni vody (Mdller a kol., 2011; Hollender a kol., 2017; Novakova
a kol., 2023).

Zakladnim cilem necilené analyzy je identifikace neznamych latek, v naSem
pfipadé sloucenin, které se nachazeji jak v zavlahové, tak i podzemni vodé. Tyto
slouc¢eniny pak mohou byt dale hodnoceny z pohledu jejich mobility a ohrozeni
podzemnich vod. Vysledkem projektu NAZV QK23020018 byla identifikace
napl. 6:2 fluorotelomerniho oktan sulfonatu nebo difenylguanidinu a jejich
hodnoceni z pohledu ohrozeni podzemnich vod (Kodes$ a kol., 2025a).

Jedna z moznosti postupu vyhodnoceni dat je porovnavani namérenych
hodnot m/z s teoretickymi m/z vypoctenymi na zakladé prvkového slozeni
znamych nebo predikovanych sloucenin. Vyhledavani vhodnych kandidata
vyzaduje databaze sloucenin (napf. Chemspider ChemSpider: Search and
Share Chemistry - Homepage, Pubmed PubMed, NORMAN NORMAN Database
System) nebo zaznamy hmotnostnich spekter (MS, MS2, MS") shromazdéné
do knihoven hmotnostnich spekter (MassBank MassBank, METLIN metlin-nl.
scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage, mzCloud) mzCloud -
Advanced Mass Spectral Database k porovnavani. Kazdé spektrum je specifické
pro pouzity spektrometr, ioniza¢ni techniku a podminky fragmentace, jaké jsou
dany naptiklad parametry kolizni energie (Kind a Fiehn, 2010). K potvrzeni
identity latek se nejcastéji pouziva dostupnych referencnich standardd nebo
porovnani s fragmentovymi MS? spektry. Nedostatek ovérenych MS? spekter
vede k pouzivani in silico nastroja pro odhad fragmentaci (Chao a kol., 2020).
Vyvoj softwarl pro predikci rozpadu prekurzorovych iontd (rodi¢ovskych
struktur) je na vzestupu s cilem umoznit identifikaci nezndmych latek az na
uroven 2D struktury (Hupatz a kol., 2025).
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Nejmodernéjsi pfistupy k vyhodnocovani NT dat zahrnuji pouziti umélé
inteligence a umélé neuronové sité a jsou ¢asto spojeny i s odhadem toxicity
identifikované slouceniny (Peets a kol., 2024; Meekel a kol., 2025). Algoritmy
vyhledavajici signaly v datech je rovnou charakterizuji podle kvality a odstrariuji
ty, co nespliuji definované pozadavky. Vyfazuji tak falesné pozitivni signaly
a zlepsuji reprodukovatelnost identifikace (Lennon a kol., 2024).

Slabinou necilené analyzy je kvantifikace, protoze dochazi k zaznamu
intenzity signalu, ktery bez odpovidajicich referencnich standardd nemdze
byt prfeveden na koncentraci dané latky. lonizace pfi ESI je vysoce variabilni
a mezi plochou piku a mnoZzstvim latky ve vzorku nemusi mit souvztaznost.
Pfi zaméreni identifikace pouze na vysoce intenzivni slou¢eniny mohou byt
eliminovany latky sice s mensimi plochami pikd, ale biologicky aktivni a u¢inné.
Pomoci mGze prioritizace pikl podle izotopovych vzorcl - napf. pro slouceniny
obsahujici ve svém vzorci chlor nebo brom. Tyto sloudeniny jsou casto
spojovany se znecisténim lidskou produkci a mohou byt potencialné toxické
(Novakova a kol., 2023).

S vyvojem a dostupnosti HRMS instrumentace vzrostl exponencialné rozvoj
NT analyz a identifikace neznamych sloucenin ve vzorcich Zivotniho prostredi.
Napfriklad publika¢ni databaze Web of Science (WOS) v roce 2011 uvadi jen 28
védeckych ¢lanka zminujicich vyuziti takového typu analyzy. Za rok 2025 jich
bylo jiz 182, pficemz nejvétsi zlom nastal mezi lety 2019 a 2020 (z 81 na 133
zaznamd), jak je patrné z grafu v obr. 3.

0 : - - - - - T - . T T

Obr. 3. Pocty ¢ldnki publikovanych v jednotlivych letech v databdzi Web of Science
(WOS) s klicovymi slovy ,non-target screening” a ,liquid chromatography”. Udaje za rok
2026 zahrnuji pouze prvni tfi mésice roku.
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Srozvojem necilené analyzy vyvstava otazka posouzenikvality publikovanych
vysledk( a jejich spravnosti. Hlavni problémy pfi hodnoceni spolehlivosti
vysledkd NT jsou: ¢astd absence standardizovanych postupt kontroly kvality,
velké rozdily mezi pouzitymi softwary, pfistupy a algoritmy, nedostatek vnittnich
standard a nedostate¢ny rozsah dostupnych knihoven spekter. | odlisné
zavéry vystupl identifikace se obtizné komunikuji ve stru¢né a prehledné
formé. V soucasné dobé je jistota nebo urover identifikace standardizovana
pro metabolomické studie, ale také pro environmentalni analyzy, kde je
pouzivana pétiuroviiova stupnice navrzena Emmou Schymanski, z niz byla
odvozena podrobnéjsi specialné pro PFAS (z angl. Per- and Polyfluoroalky!
Substances) (Schymanski a kol., 2014; Escher a kol., 2020; Charbonnet a kol.,
2022). Ve zmiflované publikaci Schymanski a kol. (2014) bylo definovano
pét stupnd spolehlivosti identifikace, které se od té doby obecné pouzivaji
pro popis identifikovanych slou¢enin. Urovné jsou odstupfovany na zakladé
exaktni hodnota m/z a reten¢ni ¢as, az po 1. stupef oznacujici slouc¢eniny
potvrzené oproti referen¢nimu standardu. Dodrzovani uzan¢nich drovni jistoty
identifikace pfi sdileni vysledk( posiluje jejich spolehlivost a validitu.

Tab. 2. Urovnéjistoty identifikace nezndmé slouceniny podle Schymanski a kol. (2014).

Urovei jistoty identifikace  Popis

Struktura potvrzena porovnanim s referen¢nim
standardem na zakladé shody reten¢niho ¢asu, MS

1  Potvrzena struktura a MS/MS spektra (pfipadné potvrzeni pomoci dalSich
analytickych metod, napt. NMR; z angl. Nuclear
Magnetic Resonance).

Pravdépodobna Pravdépodobna struktura ur¢ena porovnanim
2a struktura (knihovna/  experimentdlniho MS a MS/MS spektra s databazi
literatura) nebo knihovnou spekter.

Pravdépodobna struktura navrzena na zakladé
Pravdépodobna experimentalnich dat - diagnostickych fragmentt

L struktura (fragmenty) a interpretace MS a MS/MS spektra, bez pfimého
porovnani s knihovnou nebo standardem.
o A Navrzeno nékolik moznych struktur (napt. izomery),
3 Ll U7 které nelze jednoznacné rozlisit na zékladé dostupnych

struktury dat
Jednoznacné urcené prvkové slozeni molekuly na

4 Sumarni vzorec 2 - Ay n 2
zékladé spravné m/z a izotopového vzoru.

Detekovany signal charakterizovany na zakladé presné

5  Exaktni m/z a spravné hodnoty m/z bez dalSich strukturélnich
informaci.
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Necilena analyza poskytuje unikatni nahled do chemického profilu vzorku,
ktery je nutny k pochopeni celkového zastoupeni mikropolutantd a identifikaci
neznamych latek (Menger a kol., 2020). Vzhledem k mnoZstvi detekovanych
sloucenin je nutné pfistoupit k prioritizaci, at uz pfi vybéru vzorkované matrice
pak spojuji bioanalytické postupy (efektové smérovana analyza - EDA; z angl.
Effect-Directed Analysis), jako je napf. afinitni ¢isténi vzorku s NT analyzou,
kdy dochazi ke snizeni komplexity vzorku a specifické detekci latek s danym
biologickym efektem (Peng a kol., 2016; MikuSova a kol., 2024).

Komunikace vysledk(l z necilené nebo suspektni analyzy musi vzdy
zahrnovat popis pouzitych technik, metody odbéru vzorku, jeho pfipravu,
detaily analytickych metod a v neposledni rfadé také detaily prace s daty
(nastaveni parametr(i detekce piku atd.). Vyhodou dat analyzovanych DIA
je moznost zpétného vyhodnoceni a také opakované analyzy pokrocilejsimi
metodami a za pouziti soucasnych knihoven spekter. Vzhledem k pozadavkim
na otevienou védu a také cCasto zadavatelim studii se ukladani a sdileni dat,
véetné metadat o experimentech, stava standardem. Vétsinou jde o verejné
pfistupné databaze typu ZENODO (https://zenodo.org/), kde lze vytvorit
DOI pro tato data a k nim spravovat pfistup napft. heslem. Pfehled o tzv. FAIR
(Findable, Accessible, Interoperable and Reusable) principech spravy dat lze
dohledat tfeba na Narodni platformé Open Science FAIR principy - Narodni
platforma Open Science.

2.2. Popis vzorkovanych mist, pouzité metody vzorkovani
a instrumentalni analyzy

Projekt NAZV ¢ QK23020018, v jehoz pribéhu byla ziskana data pro
tuto metodiku, byl zaméfen na prohloubeni dosavadnich znalosti o systému
voda/plda/podzemni voda v zavlazovanych oblastech s pouzitim pasivniho
vzorkovani. Cilem byla identifikace novych zajmovych slou¢enin vhodnych pro
zafazeni do nasledného monitoringu znecisténi povrchovych a podzemnich
vod. Pro necileny screening je pozadovan komplexni pfistup ke vzorkovani, aby
nedochazelo ke zbyte¢né diskriminaci detekovatelnych latek specifickych pro
rizné matrice. Soubor krokl vedoucich k identifikaci novych mikropolutantd
potencidlné nebezpelnych pro zivotni prostfedi by mél vyustit v nasledny
relevantni monitoring téchto latek na rozsifeném poctu lokalit.

-18 -


https://openscience.cz/cs/data/fair-principy/
https://openscience.cz/cs/data/fair-principy/

APLIKACE PASIVNIHO VZORKOVANI A NECILENE LC/HRMS
ANALYZY PRO HODNOCENI ZDROJU ZNECISTENI
A IDENTIFIKACI NOVYCH PRIORITNICH POLUTANTU

2.2.1. Vybér vzorkovanych lokalit a jejich popis

Cely projekt byl zaméren na identifikaci sloucenin, které jsou relevantni
z pohledu pfipadné kontaminace povrchovych a podzemnich vod pouzivanych
jako zdroje pitné a zavlahové vody. Lokality pro odbér vzorkl byly vybrany na
zdkladé informaci o vyuziti vod pro zavlahy v Integrovaném systému plnéni
ohlasovacich povinnosti tzv. ISPOP (zdkon ¢. 25/2008 Sb.) a vystupl Studie
oveéreni stavu zavlahovych systému a jejich inventarizace (Novak a kol., 2016),
kdy byly vytipovany oblasti se zavlahovymi systémy ve stfednim Podyji,
a hornim i stfednim Useku Labe vcetné Jizery. Zkombinovanim datovych
a mapovych udaja byly vybrany tfi 3Sirsi lokality, kde probéhla rekognoskace
v terénu (obr. 4).

Ve druhém kroku probéhla analyza existence objektl (vrtl) monitorovaci
sité podzemnich vod Ceského hydrometeorologického ustavu (CHMU) v téchto
oblastech. U vrtd, které lezi v zavlazovanych oblastech, byl posouzen sledovany
kolektor podzemnich vod a nasledné byly vybrany vrty sledujici mélké kolektory.
Tyto kolektory lezi bezprostfedné v podlozi zavlazovanych pld avoda perkolujici
nesaturovanou zénou dotuje podzemni vodu v kolektoru. Ostatni objekty
sledujici hlubsi kolektory veetné kolektor( v jejich nadlozi byly z vybéru objektd
pro monitoring vyfazeny. Na vytipovanych lokalitach byla nasledné provedena
terénni rekognoskace, kdy byla pfimo na misté posouzena shoda mezi udaji
ziskanymi z informacnich systémi a skute¢nym stavem v terénu. Na zakladé
terénni rekognoskace byl proveden finalni vybér vrt( pro monitoring, kdy byly
vyfazeny objekty, v jejichz okoli nebyly nalezeny Zadné zavlahové systémy.
Pro monitoring povrchovych vod byly vybrany lokality reprezentujici vodni tok
vyuzivany pro odbéry zavlahovych vod, popfipadé infrastrukturu ur¢enou pro
zavlahu v jednotlivych oblastech. Pro monitoring povrchovych vod jako zdroja
pro zavlahy bylo vybrano osm profild (Lysa nad Labem / Labe; Obfistvi / Labe;
Pfedmeéfice / Jizera; Hradec Kralové / Labe; Dyjakovice / Dyje; Dyje / Dyje;
Krhovice / zavlazovaci kanal Krhovice-Hevlin a Slup / Dyjsko-mlynsky nahon).
Pro monitoring podzemnich vod bylo vybrano 12 vrt CHMU, z toho 3est ve
stfednim Polabi / Pojizefi, jeden v hornim Polabi a pét v Podyji. Po deinstalaci
byly vzorkovace okamzité zamrazeny na -18 °C a pfi této teploté uchovany az
do vlastni extrakce a analyzy v laboratofi. V zamrazeném stavu byly uchovavany
az do provedeni analyz i odebrané bodové vzorky podzemnich vod. V nejblizsim
okoli vrt byl na jafe a v obdobi aktivniho zavlaZzovani proveden odbér vzorkd
ptdy s cilem zachytit vliv zavlah na chovani sledovanych latek v pddnim
prostredi.
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Na zakladé cilenych analyz z dlouhodobého monitoringu CHMU jsme
predpokladali mozny pfispévek znecisténi podzemnich vod vodami
zavlahovymi. Tato hypotéza byla testovana diferen¢nimi analyzami zavlahovych
vod s pfislusnymi podzemnimi vodami v dané oblasti.

zavlahy podzemni voda [tis. m*] zévlahy povrchova voda [tls. m?]
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Obr. 4. Mapa vzorkovanych lokalit na podkladu mapy zaviaZovanych oblasti (Novdk
a kol., 2016).

2.2.2. Pouzité metody vzorkovani

Metody vzorkovani odpovidaly pozadovanému zaméru identifikace
Sirokého spektra sloucenin. Soubézné vyuziti nékolika vzorkovanych matric
zaruc¢uje komplexni poznani o pfitomnosti a chovani mikropolutantd
a zvySuje pravdépodobnost jejich zachytu. Pro necilenou analyzu jsou vhodné
pasivni vzorkovace POCIS (Fialova a kol., 2024), které maji oproti bodovym
vzorkim vody nékolik zasadnich prednosti: integrdlni sbér dat v case
a zkoncentrovani slou¢enin na stopové urovni kontaminace, coz vede k vétsi
vypovidaci schopnosti o stavu znecisténi. Pasivni vzorkovace byly umistény ve
vybranych podzemnich (vrtech) a povrchovych vodach na cca tfi tydny. Vzorky
podzemnich vod byly odebrany v dynamickém stavu tzn. pfed odbérem vzorku
byly z vrtu od¢erpany minimalné 3 objemy vody pfi sou¢asném sledovani
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fyzikalné-chemickych parametrd cerpané vody a odbér vzorku byl provadén
po ustdleni téchto parametri. V téchto objektech byly po odbéru vzorki
podzemnich vod instalovany a exponovany do perforované casti vystroje
vrtu i pasivni vzorkovac¢e POCIS v konfiguraci pro monitoring ve vrtech (typ
POCIS HLB, vyrobce Affinisep, Francie) po dobu 21-42 dni. | pfes zminované
vyhody pasivnich vzorkovac¢t mize byt pro nékteré typy sloucenin problémem
proudéni vody v okoli vzorkovate, membrana vzorkovace ¢i nizka afinita
k sorbentu, a proto bylo provedeno také kvalitativni srovnani poctu slouc¢enin
identifikovanych z extraktd POCIS se vzorky vody (podzemni i povrchové)
analyzovanymi pfimym nastfikem - tedy bez diskriminace vzorkovanim i
extrakci.

Zpracovani vzorkd probihalo s ohledem na zachovani Sirokého spektra
mikropolutantd. Sorbenty z POCIS vzorkovac¢l byly extrahovany smési
rozpoustédel (metanol, dichlormetan, toluen), jak je podrobné uvedeno
v pfedchozich pracich (Grabic a kol., 2018; Vrana a kol., 2021) a zkoncentrovany
na objem 2 ml. Vzorky vody byly upraveny pouze filtraci (velikost filtru 0,2 pm,
regenerovana celuléza).

2.2.3. Pouzité metody instrumentalni analyzy

Extrakty pasivnich vzorkovacd byly analyzovany pomoci LC-HRMS na
hybridnim hmotnostnim spektrometru s kvadrupélem a orbitalni pasti
Q-Exactive HF (Thermo Scientific, USA). Pro chromatografickou separaci
analytd byla vybrana kolona Hypersil Gold aQ (Thermo Scientific) o rozmérech
50 mm x 2,1 mm vnitfniho prdméru a 5 pm velikosti ¢astic s predkolonou stejné
faze o rozmérech 20 mm x 2,1 mm a 5 pym c&asticemi. Kolona byla vybrana
pro kompatibilitu s 100% vodni fazi a dostate¢nou retenci vysoce polarnich
analytd. Pro chromatografickou separaci sloucenin a naslednou hmotnostné-
spektrometrickou detekci jsme pouzili gradient methanolu ve vodé, kdy byly
obé faze pufrované 10mmol octanem amonnym. Pro separaci byl pouzit
kapalinovy chromatograf Vanquish™ (Thermo Scientific) s vysokotlakou
tvorbou gradientu, jehoZ parametry jsou popsany v tab. 3.
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Tab. 3. Program gradientové eluce pouZity pro chromatografickou separaci.

Cas 10mmol r’oztok octavnu 10mmoll roztok octanu Prirtok
amonného ve vodé amonného v metanolu
[min] [%] [%] [ML.min"]
0 100 0 350
1 100 0 350
4 75 25 400
7,5 40 60 400
10 0 100 400
12 0 100 400
12,05 100 0 400
15 100 0 350

Pro analyzu extraktd pasivnich vzorkovacd a pad byl pouzit nastfik 10 pl
extraktu, ktery byl prfedtim naredén 1: 1 ultra ¢istou vodou, a pro vodné vzorky
byl pouzit pfimy nastfik 100 pl vzorku pomoci CTC PAL RST automatického
davkovate (PAL Systems, Zwingen, Svycarsko).

Jako ioniza¢ni zdroj byl pouZit vyhfivany elektrosprej (HESI, z angl. Heated
Electrospray lonisation). lonizace elektrosprejem je obecné povazovana za
nejrozsifenéjsi mékkou techniku ziskavani iontl bez nezadouci fragmentace
(Leendert a kol.,, 2015). Analyza probihala oddélené, ve dvou separatnich
nastficich vzorku, v pozitivhim a negativhim médu ionizace. Takto nedochazi ke
snizovani poc¢tu bodl na chromatograficky pik prfepinanim ioniza¢niho napéti
(pozitivni ESI+ / negativni ESI-). Konkrétni hodnoty pro HESI jsou uvedeny
v tab. 4.

Tab. 4. Parametry nastaveni elektrospreje pouzité v experimentu.

Podminky MS analyzatoru Q Exactive-HF
lontovy zdroj H-ESI
loniza¢ni napéti v ESI+ (V) 3500
lonizacni napéti v ESI- (V) 2 800
Zmlzujici (sheath) plyn (N2 5.0), relativni jednotky 40
Pridavny (auxiliary) plyn (N2 5.0), relativni jednotky 10
Teplota odparovani (°C) 275
Teplota prechodové kapilary (°C) 325
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Data pro necileny screening byla ziskana kombinaci MS' plného skenu
v rozsahu 100-800 m/z pfi rozliseni 60 000 FWHM na 200 m/z s MS? datové
nezavislou analyzou (DIA) pfi pouziti Sirokych izola¢nich oken (napf. 100 m/z).
Vzhledem k tomu, Ze neni mozné urcit optimalni kolizni energii ziskani
pouzitelnych MS? dat, pouzili jsme tzv. krokovou kolizni energii, kdy jsou frakce
izolovanych iontl fragmentovany pfi tfech rdznych energiich (15, 35 a 70), ale
analyzovany v orbitalni pasti najednou. Takové MS? spektrum bude s vysokou
pravdépodobnosti obsahovat produktové ionty. Nevyhodou je absence MS?
spekter ziskanych stejnym postupem v knihovnach spekter, jako jsou mzCloud
a MassBank, které obsahuji prevazné MS? spektra ziskana pfi jedné kolizni
energii. Tato skute¢nost bude vice diskutovana dale uvyhodnoceni dat (kapitola
2.4.2)). Parametry hmotnostné spektrometrické detekce jsou uvedeny v tab. 5.

Tab. 5. Parametry nastaveni MS analyzy, ndzvy nékterych parametri byly pro
prehlednost ponechdny v anglickém jazyce.

Ms' DIA MS? DIA MS?
Rozliseni orbitalni pasti
(FWHM) 70 000 15 000 15 000
AGC target 3 x10° 1x 10° 1x 10°
Maximum IT (ms) 70 ms 50 ms 50 ms
Rozsah skenu (m/z) 100-800 automaticky automaticky
Typ MS spektra profilové profilové profilové
m/z pro izolaci v MS? 150, 250, 350, 450 650
Izola¢ni okno (m/z) 110 300
Normalizovana kolizni energie 15, 35, 70 15, 35, 70

(NCE)

Dalsi drobnou nevyhodou DIA se Sirokym izola¢nim oknem je absence
prfimého spojeni prekurzoru a fragmentu (produktového iontu), jako napfriklad
u datové zavislé analyzy, ale vyhodou je sbér viech MS? dat. Takto ziskana
data se oznaduji za digitalné zmrazené vzorky, a pokud obsahuiji i izotopicky
znacené vnitfni standardy a napf. sadu kalibra¢nich standardd, je mozné
vyuzivat je i retrospektivné pro kvantifikaci sloucenin.
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2.3. Popis parametrii zpracovani dat pomoci softwaru Compound
Discoverer 3.3.

Compound Discoverer (CD; Thermo Scientific) je program vyvinuty pfimo
pro data ziskana na spektrometrech predmétného vyrobce, ktery ale umoznuje
zpracovavat i data z jinych pfistrojd po zméné jejich formatu. Dale uvedené
postupy analyzy necilenych dat v3ak maji obecnou platnost.

Datové soubory viech vzorkll se nahravaji do softwaru pfimo bez
pfedchoziho formatovani. Dllezité je definovat hypotézy, se kterymi budeme
pracovat, a oznacit typy vzorkd, matrice ¢i vzorkované lokality do nazvu ¢i
popisu vzork@. Vétsina program( pro analyzu dat umoziuje nejenom zakladni
operace detekce piku, izotopové obalky, aduktd, prvkového slozeni atd., ale
také statistické logické operace se ziskanymi daty.

Postup je mozné libovolné pfizplsobit pozadavkidim na vysledky zpracovani.
Zakladni operacni kroky zpracovani dat se individualné upravuji nastavenim
parametrd (hodnoty postupu nastavené pro komentovany experiment jsou
uvedeny v tab. 6).

Tab. 6. Parametry zdkladniho nastaveni postupu vyhodnoceni dat od vybéru piku
(peak picking) az po diferencni analyzu. U ndzvi jednotlivych kroki byly ponechdny
i origindlni anglické ndzvy, u parametri jsou pro zachovdni presnosti uvedeny pouze
origindIni ndzvy.

Procesni krok Parametr Hodnota

Vstupni soubory

gzt:grzsekter (Select Nejniz&f RT 1
Nejvyssi RT 12
Total Intensity Threshold 0
Minimum Peak Count 1
Min. Precursor Mass 100 Da
Max. Precursor Mass 800 Da
Mass Analyzer FTMS
MS Order MS2; MS1
Activation Type HCD
Acquisition Type Not specified
Min. Collision Energy 0
Max. Collision Energy 1000
Scan Type Any
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Tab. 6. pPokracovini

Procesni krok

Vstupni soubory

Srovnani retencnich cast
(Align Retention Times)

Detekce sloucenin (Detect
Compounds)

Parametr

Polarity Mode

MS1 Mass Range
FAIMS CV

S/N Threshold (FT only)

Unrecognized Charge
Replacements

Unrecognized Mass
Analyzer

Unrecognized MS Order
Unrecognized Activation
Type

Unrecognized Polarity
MS Resolution@200
MSn Resolution@200
Precursor Selection

Use Isotope Pattern in
Reevaluation

Provide Profile Spectra
Spectra to Store

Store Chromatograms
Alighment Model

Alignment Fallback
Maximum Shift
Shift Reference File
Mass Tolerance

Remove Outlier
Mass Tolerance

Min. Peak Intensity
Min. # Scans per Peak

Use Most Intense
Isotope Only

Precursor Mass Tolerance

-25 -

Hodnota

+ nebo -

Not specified
Not specified
1,5

1

ITMS
MS2
CID

+
60 000
30 000
Use MS(n-1) precursor

True

Automatic
All

False
Adaptive curve

Linear model
0,3 min

True

5 ppm

False

5 ppm

250 000

6

True

0 ppm



Tab. 6. pPokracovini

Procesni krok

Vstupni soubory

Seskupovani sloucenin
(Group Compounds)

Parametr

Max. Gaps to Correct
Min. Adjacent Non-Zeros

Trace Mass Update
Strategy

Chromatographic S/N
Threshold

Remove Baseline
Gap Ratio Threshold
Max. Peak Width

Min. Relative Valley
Depth

Group Isotopes for
RT Tolerance

Use Peak Quality for
Grouping

Filter Bad Peaks Only
Zig-Zag Index Threshold
Jaggedness Threshold
Modality Threshold
Remove False Positive

Isotopes

lons

Base lons

Remove Singlets

Detect Persistent
Background lons

Mass Tolerance

RT Tolerance
Minimum Valley

Align Peaks

Preferred lons
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Hodnota

0
1

Weighted mean

1,5

False
0,5
0,6 min

0,1

Br; Cl
0

True

False

0,4

0,4

0,9

True

[M+H]*" (positivni méd)
[M-H]" (negativni mod)

[M+H]*" (positivni méd)
[M-H]" (negativni mod)

True

False

5 ppm

0,4 min
10 %
False

[M+H]*" (positivni mod)
[M-H]" (negativni mod)
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Tab. 6. pPokracovini

Procesni krok

Vstupni soubory

Oznaceni sloucenin pozadi
(Mark Background)

Anotace slouceniny (Assign
Compound Annotations)

Hodnoceni izotopové obal-
ky (Pattern Scoring)

Parametr

Area Integration
Area Contribution
CV Contribution

FWHM to Base
Contribution

Jaggedness Contribution
Modality Contribution

Zig-Zag Index
Contribution

Peak Rating Threshold

Number of Files
Max Sample/Blank

Max Blank/Sample
Hide Background

Mass Tolerance

Data Sources

Use mzlogic

Use Spectral Distance
SFit Threshold

SFit Range

Clear Names

Isotope Patterns

Mass Tolerance
Intensity Tolerance
SN Threshold

Min Spectral Fit

Preferred lons
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Hodnota

Most Common lon
3
0,5

2

0

True
5 ppm

Predicted Compositions;
MassList; mzCloud; Chem-
Spider

True
True
50
50
False

Cl, CI2, CI3, Cl4, CI5, Cl6,
Cl7, CI8, Br, Br2, Br3, Br4,
Br5, CIBr, CIBr2, CI2Br

5 ppm
30 %
3

60 %

[M+H]*' (positivni mod)
[M-H]" (negativni mod)



Tab. 6. pPokracovdni

Procesni krok
Vstupni soubory

Vyhledavani v online
knihovné spekter mzCloud
(Search mzCloud)

Navrh prvkového slozeni
(Predict Compositions)

Parametr

Compound Classes

Precursor Mass Tolerance

FT Fragment Mass
Tolerance

IT Fragment Mass
Tolerance

Library
Post Processing
Max Results

Annotate Matching
Fragments

Search MSn Tree
Identity Search

Match Activation Type
Activation Energy

Activation Energy
Tolerance

Apply Intensity Threshold
Similarity Search

Match Factor Threshold
Use DIA Scans

Max Isolation Width

DIA Activation Energy
Tolerance

DIA Match Factor
Threshold

Mass Tolerance
Min Elements
Max Elements

Min RDBE
Max RDBE
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Hodnota

All

5 ppm

5 ppm

0,4 Da

Autoprocessed; Reference
Recalibrated

10
True

False
HighChem HighRes
False

Any
20

True
Forward
40

True
500 Da

100

20

5 ppm

CH

C90 H190 Br8 CI8 F50 N10
018 P3 S5

0
40
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Tab. 6. pPokracovini

Procesni krok

Vstupni soubory

Vyhledavani v online data-
bazich slouc¢enin ChemSpi-
der (Search ChemSpider)

Apply Spectral Distance

Vyhledavani v knihovnach
presnych hmot (Search
Mass Lists)

Parametr

Min H/C

Max H/C

Max Candidates

Max Internal Candidates
Intensity Tolerance
Intensity Threshold

SN Threshold

Min Spectral Fit

Min Pattern Coverage
Dynamic Recalibration

Use Fragment Matching
Databases

Search Mode
Mass Tolerance

Max Results per
Compound

Max Predicted Compositi-
ons Searched

Result Order

Check All Predicted
Compositions

Mass Tolerance
Intensity Tolerance
Intensity Threshold
SN Threshold

Dynamic Recalibration

Mass Lists

Use Retention Time
RT Tolerance

Mass Tolerance
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Hodnota

0

3,5
20
200
40 %
0,1%
3

40 %
50 %
True
False

DrugBank; EINECS; EPA
DSSTox; EPA Toxcast; Mass-
Bank

Formula or Mass

5 ppm

100

5
CSID ASC
False

5 ppm
30 %
0,1%
3
True

Vice databazi (EFS HRAM,
MassBankEU, PFAS, Pub-
ChemlLite atd.)

False
2 min

5 ppm



Tab. 6. pPokracovdni

Procesni krok Parametr Hodnota
Vstupni soubory

Slouceni signalt (Merge

Features) Mass Tolerance 5 ppm
RT Tolerance 0,4 min

(Deserptive Statisticsy  Perameters e

(DDn;;;eer:fﬂTijlr::r:Z;sis) Log10 Transform True
Group Area Calculation Median
S
Update Peak Rating True
Area Contribution 10
CV Contribution 3
FWHM to Base 5
Contribution
Jaggedness Contribution 5
Modality Contribution 5
Zig-Zag Index 5

Contribution

2.4. Komentovany postup vyhodnoceni dat

2.4.1. Prace se soubory pied spusténim vyhodnoceni

Pro nazornost vysvétleni postupu analyzy a pouzitych metod jsme pouzili
data z pasivnich vzorkovacda exponovanych v roce 2024. Pfehled mist a matric
je uveden v tab. 7. Kazdy datovy soubor pro jednotlivy vzorek byl pfed analyzou
pfejmenovan tak, aby bylo jasné definovano misto a ¢as odbéru: Jizera_
Predmerice_1, kde Jizera_Predmerice znamena misto odbéru a 1 znamena
prvni odbér - jaro. Dale byly pojmenovany slepé pokusy, extrakéni Blank_1,
polni slepé pokusy napft. blank_NAZV_1 (extrakt z POCIS pro povrchové vody).
Zaroven jsme definovali kategorické proménné (povodi, voda), kterymi se blize
specifikuji analyzované vzorky. Cast tabulky, ktera takto vznikne, je pro ilustraci
ukazana v obr. 5.
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Tab. 7. prehled poctu pasivnich vzorkovacti v jednotlivych povodich, sezéndch
a matricich.

Jaro Podzim Léto
Povodi povrchova voda povrchova voda podzemni voda
Labe 4 4 5
Jizera 1 1 1
Dyje 4 3 5
File Sample identifier Sample Type Povodi Veda
= = - = - = - =
. F1 .0.5_2.5 Sample v | 5td v | std
. F2 325 Sample v . Std - I std
. F3 50_2.5 . Sample <| Std e std
| F4 _Blank_?*..d..-‘_'-.*_'! Blank = n/a = SW
_ F5 Blank_NAZV 2 Blank = nfa 3 SW
. F6 IEIank_I'\AZ"-’_GW Blank * | nfa 2 GwW
_FT _Dvnrce _ Sample = Labe_L - | GW
| F8 _D}f;dkovlcc _ Sample = Dyje B Gw
| F9  |Dyje_Dyjakovice_1 | Sample * | Dyje v | SW
.HG |Dyje_Dyjakovice 2 | Semple * | Dyje | SW

Obr. 5. Ukdzka tabulky ze softwaru Compound Discoverer 3.3. s popisem vzork( pro
dal$i zpracovdni. SW - surface water/povrchovd voda;, GW - groundwater/podzemni
voda.

Na obr. 5 jsou vidét jednotlivé parametry a kategorické proménné. Blank_
NAZV_1 je slepy pokus, ktery je pro potfeby zpracovani dat definovan jako
slepy pokus pro program - parametrem Sample Type, nema definovano
povodi, ale je ozna¢en v proménné Voda (matrice) jako povrchova voda - SW.
Standard, ve kterém bylo 50 ng.ml" analytd + 2,5 ng.ml" vnitfnich standard
(50_2.5), je definovan jako vzorek pro software, ale obéma proménnymi je
definovan jako standard. Pasivni vzorkovac Dvorce je vzorek z povodi dolniho
Labe ajde o vzorek podzemni vody. Takto nastavené parametry jsou pouzivany
algoritmem programu pro diferencni analyzu nebo mohou byt pouzity pro
filtrovani zobrazeni uzZivatelem - mdzZeme oznadit/zobrazit pouze podzemni
vody nebo pouze vzorky z povodi Dyje.

Je dulezité promyslet pojmenovani, kategorické proménné nebo i pfipadné
tiselné proménné (lze zadat napf. primérny pratok ve vzorkovaném obdobi
nebo pocet obyvatel v povodi, plochu obdélavané pldy v povodi apod.
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a pouzit je pro pfepocet - normalizaci signald) prfed spusténim vlastni analyzy.
V CD je mozné ménit nazvy ¢i kategorie v jiz procesovanych datech pouze
prfedefinovanim parametr a naslednym novym zpracovanim dat, coz je
vétsinou ¢asové narocné.

2.4.2. Zakladni zpracovani a vyhodnoceni MS’ dat

Pti zpracovani program provadi vybér spekter podle zadanych parametrd
(viz tab. 6 vySe), pak zvolenym algoritmem automaticky zkoriguje retencni
¢asy napfi¢ vzorky, podle typickych pik( v pozadi, a detekuje piky sloucenin.
Zde je dilezité zdlraznit, ze pokud pouzijeme korekci reten¢nich ¢asd, tak
korigovany cas, ktery je pfifazen slouceniné v CD neodpovida pfesné hodnoté
v plvodnim souboru z méreni. Detekce pikll (Detect Compounds) je zakladnim
kamenem vSech dalSich krokd v identifikaci neznamych sloucenin a také
mGze byt zakladnim kamenem drazu. Jak jsme jiz zminili v dvodu, pocet
detekovanych signall zavisi na parametrech, které do programu zadame, ale
také na algoritmu vyrobce softwaru, coz je pro béZného uzivatele ¢erna skfirika.
Jedingm mozZnym resenim je vlastni validace parametri, ze které mizeme
odvodit nastaveni pro nase ucely. Ve vysledku jde o kompromis, kdy volime
mezi vysokym poctem signald s velmi rozdilnou kvalitou a nizkym poctem
kvalitnich signall, kdy je vysoké riziko, Ze pomineme dulezité komponenty
ale mlze se jednat o slouceniny biologicky ¢i ekotoxikologicky relevantni.
Postup algoritmu v jednotlivych krocich je znazornén na obr. 6. Kazdy krok
je pfizplGsobitelny konkrétnim pozadavkim pomoci ménitelnych hodnot
u jednotlivych parametrd, jak bylo popsano v tab. 6.
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Obr. 6. Schématické zndzornéni postupu zpracovdni dat v softwaru Compound
Discoverer 3.3.

Po spusténi vyhodnoceni probéhne vybér spekter a jejich korekce na posun
reten¢niho casu. Pak je spusténa detekce sloucenin (Detect Compounds), kdy
je kazdé detekované MS' spektrum v jednotlivych vzorcich posuzovano podle
nastavenych parametrd: jsou vylouceny singlety - tedy m/z bez pfislusného
(vétSinou C,)) izotopového vzoru, jsou detekovany izotopové obalky
halogenovanych molekul a vylou¢eny jiné nez monoizotopické signdly, dale
jsou vylouceny signaly, které maji v MS"méné nez 6 bodli na chromatograficky
pik a odfiltrovany jsou také pfilis Siroké chromatografické piky (>0,6 min).

V kroku Merge Features jsou slouceny signdly se stejnou m/z a reten¢nim
¢asem napfi¢ soubory. Standardné pouzivdme chybu uréeni m/z <5 ppm
a odchylku ¢asu 0,4 min.

V pracovni kroku Group Compounds jsou detekované signdly v jednotlivych
vzorcich, které vykazuji shodu podle nastavenych parametrd, sjednoceny jako
jedna sloucenina. Hlavni roli zde opét hraje odchylka m/z (tolerance 5 ppm)
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a odchylka reten¢niho ¢asu (RT tolerance 0,4 min) mezi detekovanymi signaly.
Okno tolerance chyby v spravnosti uréeni m/z vychazi z rozliSeni hmotnostniho
spektrometru a také ze stability kalibrace daného pfistroje. Zavislost tzv.
extrakéniho okna pro spravnou m/z na rozliseni byla publikovana napftiklad
v odborném ¢lanku Xia a kol. (2011). Pro nazornost dokladame simulované
snizovani extrak¢niho okna = tolerance pro pesticid azoxystrobin ve vzorku
POCIS z toku Dyje (lokalita Dyjakovice) v obr. 7.

i 5ppm 7 i 3ppmI T 1ppm 3

=
" i ® | %

0,5 ppm

Sria s dnrerce

Obr. 7. Viiv nastavené tolerance odchylky spravné m/z na vykresleni piku azoxystrobinu
v chromatogramu. Modrd elipsa ukazuje na vypadek skenu pfi prilis nizké odchylce m/z.

Z obrazku je patrné, Ze tolerance 5 ppm je dostate¢na i pro malou zménu
hmotnostni kalibrace, kterd je pro orbitalni pasti <1 ppm/24 h. Pfi pfilis nizké
toleranci ke zméné m/z mize dochazet k tomu, Ze nékteré skeny budou
chybét a chromatograficky pik pak nebude detekovan (vypadek jednoho skenu
pfi 1 ppm a mnoha pfi 0,5 ppm toleranci odchylky m/z). Tento problém muze
nastat castéji pfi porovnani vzorkli méfenych s vyraznym ¢asovym odstupem
(napt. porovnani monitorovanych dat mezi lety), proto je pro necilené analyzy
doporucovana hmotnostni kalibrace vzdy pied zahajenim analyz. Pro jiné typy
vysoko rozliSujicich hmotnostnich spektrometrl (napt. TOF) jsou jak rozliseni,
tak i stabilita zavislé na vyrobci a typu pfistroje. Nastaveni parametru tolerance
je tedy do znac¢né miry definovano zkusenosti a empirii operatora. Tyto Udaje
se ale daji jednoduse ziskat z dat vnitrnich standardl pritomnych ve vzorcich.
Dolozeni stability kalibrace a rozliseni je v souc¢asné dobé vyzadovanym
parametrem pro publikovani dat z necileného screeningu a jedna se o jeden
ze zakladnich prvktit QA/QC (z angl. Quality Assurance and Quality Control).

Stabilita reten¢nich ¢asl je podminéna chromatografickou separaci, matrici
vzorkd a také starnutim kolony nebo jeji vyménou za novou. Je to obzvlast
ddlezity parametr, pokud porovnavame navzajem data namérena v jiném case,
coz mize byt typicka situace u monitoringu nebo z jinych matric, kde povaha
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vzorku mize zasadné ovlivihovat retenci nékterych nebo i vSech analytd.
Stejné jako u stability hodnot m/z Ize stabilitu RT sledovat pomoci vnitinich
standardd.

Dals$im parametrem, kterym mdizeme ovlivnit pocet detekovanych
sloucenin, je kvalita chromatografického piku vyjadfena jako vazeny soucet
nékolika dil¢ich parametri: plochy piku, rozptylu plochy piku replikatd (tento
parametr je validni hlavné v metabolomickych studiich), zasuméni krivky piku,
symetrie atd. Vysledkem je jedno ¢islo, které muizeme pouzit jako limitni
parametr pro identifikaci chromatografického piku (Peak Rating Treshold). Zde
opét velmi diirazné doporucujeme vlastni validaci vlivu nastaveni jednotlivych
parametrd pro detekci neznamych sloucenin. Nastaveni, ve kterém jsme pouzili
limitni hodnotu kvality piku 5 neni diskriminacni ani pro ponékud $irsi a méné
symetrické piky. Tento parametr je mozné pouzit pro dalsi zizeni kandidatd
pouzitim logickych funkci, napt. Peak Rating> 8 zGZime vybér pouze na velmi
dobre vykreslené Gausovské chromatografické piky.

DalSim procesnim krokem je porovnani signall ve vzorcich se slepymi
vzorky (Mark Background). V tomto kroku jsou oznaceny jako relevantni
pouze ty signaly, které maji pomér vzorek/slepy pokus> 5. Za podminek
demonstrovaného nastaveni to znamena, Ze signal bude bran do udvahy,
pokud je v minimalné jednom ze vzork( pétkrat vyssi nez ve slepém pokusu.
Signaly oznacené jako pozadi nejsou brany do uvahy pfi vyhodnocovani, ale
je mozné je zobrazit a pracovat s nimi. V tab. 8 jsou pro nazornost uvedeny
pocty signald pozadi a pak pocet sloucenin, které spliuji kritérium vzorek/
slepy pokus> 5 v obou ioniza¢nich médech v analyzovaném souboru vzorkd
pasivnich vzorkovacud z roku 2024.

Tab. 8. Pocty signdlu (sloucenin), detekovanych zdkladnim nastavenim, rozdélené
pro pozitivni (ESI+) a negativni (ESI-) méd v demonstracnim soubor dat pasivnich
vzorkovact z roku 2024.

Pocet signali celkem Vzorek/pozadi> 5 Pozadi
ESI+ 44 668 37 139 7 549
ESI- 11 021 9225 1796

Pro vSechny signaly, v€etné pozadi, jsou z jejich pfesnych molekulovych
hmot vypocitana nejpravdépodobnéjsi prvkova slozeni (Predict Composition).
Pro tento procesni krok definujeme, které a kolik prvk(i mize byt do sloZeni
zahrnuto, maximalni odchylku zméfené m/z od monoizotopového piku daného
slozeni, pomér H/C, pocet nenasycenych vazeb (aromaticky kruh, dvojné
a trojné vazby), shodu MS' spektra s teoretickym spektrem podle prvkového
slozeni. Také definujeme pocet vnitinich kandidatt (200) a pocet kandidatnich
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sloZzeni s nejlepsimi vysledky pro zobrazeni a ulozeni (20). Nastaveni je opét
na operatorovi a mlze byt vice ¢i méné diskriminac¢ni. Nase doporuceni je
nepouzivat kifemik do prvkového slozeni (kvali mnozstvi izotopl), pouze
v pfipadé, Ze je podezieni na konkrétni slou¢eniny s obsahem kifemiku.

Vysledkem mize byt pouze nékolik slozeni, ktera vyhovuji zadanym kritériim
- napf. pro antidepresivum mirtazapin v ESI+ jsou to pouze dvé mozZnosti, a ta
spravna je fazena jako prvni, tedy nejlépe odpovidajici (tab. 9). Pro dosazeni
urovné 4 podle stupnice Schymanské je nutné mit jednozna¢né uré¢ené prvkové
sloZeni. Pro mirtazapin mame lepsi shodu spekter i vyrazné mensi odchylku
monoizotopické hmotnosti od zméfené m/z, a spliuje tedy predpoklad pro
zafazeni na Uroven 4 jistoty identifikace.

Tab. 9. prikiady urceni prvkového sloZeni pro dvé identifikované slouceniny mirtazapin

a PFHXS.

_Mono- 44 chylka .~ Potet  Shoda
Vzorec izotopicka m/z [ppm] RDBE* H/C Poradi s.hodnyc.h spekter

hmotnost izotopli [%]
Mirtazapin (ESI+)
C17 H19 N3 265,1579 -0,14 10 1,1 1 4 81,2
C14H20FN3 O 265,1590 -4,45 6 14 2 3 80,1
PFHXS (ESI-)
C5H2F9N4 O3PS 399,9442 -0,01 3 0,4 1 3 84,9
C6HF1303S 399,9439 0,67 0 0,2 2 3 81,3
C6 H131N208 S 399,9437 1,05 1 2.2 3 3 78,7
C7H16 FIN202P2S  399,9436 1,26 1 23 4 3 78,2
C3H8F3N2013PS 399,9437 1,17 0 2,7 5 3 713
C7H3F2N6 08P S 399,9439 0,68 9 0,4 6 3 75,4
C8 H6 F3 N6 02 P3 S 399,9438 09 9 0,8 7 3 75,0
C8 H20102P3 S 399,9442 -001 0 25 8 3 74,4
C8 H7 FN4 08 P2 S 399,9444 -0,59 8 0,9 9 3 72,5
C5H6 F2 N4 011S2 399,9443 -0,27 4 1,2 10 3 71,1
C6 HO F3 N4 05 P2S2  399,9442 -0,05 4 15 1 3 70,7
COH6F508PS 399,9441 0,08 5 0,7 12 3 69,8
C1I0H9F6 02 P3 S 399,9440 0,3 5 0,9 13 3 69,3
C5 H5 F4 N6 05 P S2 399,9437 1,22 5 1 14 3 69,3
C7 H8 F7 O5 P S2 399,9439 0,62 1 1,1 15 3 69,2
C8 H10 FIN6 S2 399,9437 1,1 6 13 16 3 66,6
COH14IN4PS2 399,9442 -0,18 5 1,6 17 3 64,9
C12H11F21035S 399,9442 -0,04 6 09 18 3 64,5
CO9H9N2 010 P S2 399,9436 1,31 7 1 19 3 63,2
C10 H13 F41S2 399,9440 0,5 2 13 20 3 63,1

9RDBE - stuperi nenasycenosti molekuly, z angl. Rings and Double Bond Equivalents
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Perfluorované slouceniny (PFAS) jsou v poslednich letech predmétem
zvyseného z3jmu ve viech slozkach prostfedi vodu nevyjimaje. Pro
perfluorohexansulfonovou kyselinu (PFHxS), ktera je predstavitelem jiz
legislativné regulovanych PFAS, uz mame vice kandidatd spliujicich podminky,
nez je 20 nastavenych jako limit pro zobrazeni a zobrazi se pouze 20 podle
poradi. V tomto pfipadé je spravna sloucenina az druha v poradi, protoze
prvni slozeni ma ponékud lepsi shodu MS' spektra a také nizsi odchylku
monoizotopické hmotnosti od m/z ve vzorku. Algoritmus vypoctu poradi,
vcetné vah jednotlivych pfispévkd, neni nikde uveden, a je tedy nutné brat
v potaz, Ze prvni neznamend vzdy ten spravny. Bohuzel CD neumi vypocitat
pocet atomd uhliku, ktery je dalezitym parametrem pfi rozhodovani
o spravnosti navrzeného slozeni, a tento vypocet je v pfipadé potieby nutné
provadét ru¢né. Miazeme si také pomoci dvéma dalSimi parametry, které nam
poskytuje MS' spektrum - izotopovou obalkou specifickych A+2 prvkd, které
maji izotop o dvé hmotnostni jednotky tézsi nez nejvice zastoupeny izotop
(S, Cl, Br atd.) a hmotnostnim ubytkem vazby. Program umi vyhledat a podle
shody spekter porovnat zadané pocty halogent (Cl, Br) a jejich kombinaci.
Pocty A+2 prvkd v molekule spole¢né s parametry jejich identifikace (pocty
izotopovych pikl, shoda spekter, pokryti obalky atd.) se nastavuji v procesnim
kroku Patern scoring.

Standardni hmotnostni Ubytek (m/z odecltena od nominalni hmotnosti
molekuly) je pro perfluorované a perhalogenované molekuly velmi odliSny od
ostatnich sloucenin - pohybuje se obvykle vrozmezi 0 az -0,1 pro zaokrouhleni
nominalni hmotnosti nahoru. Tento parametr je mozné pouzit pro selektivni
vyfiltrovani napt. PFAS sloucenin, jak je ukazano v obr. 8.
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Obr. 8. Graf standardniho hmotnostniho tbytku (Standard Mass Defect) sloucenin
(zaokrouhleni nomindini hmotnosti nahoru - Ceiling) na ose y proti molekulové
hmotnosti sloucenin (Molecular Weight), &ervené jsou vyznaceny potenciondini PFAS
nebo perhalogenované slouceniny.
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Hmotnostni Ubytek Ize s vyhodou pouzivat pfi identifikaci neznamych
slouc¢enin zMS" spekter vhomologickych fadach, kdy se slouceniny lisi napriklad
o CH,nebo CF,. Jako pfiklad si mGzeme opét uvést PFAS. Pokud identifikujeme
pouze jeden homolog z dané fady, tak pomoci Kendrickova hmotnostniho
Ubytku mazeme identifikovat dalsi homology. Kendrickdiv hmotnostni ubytek
je definovan jako rozdil Kendrickovy hmotnosti a nominalni Kendrikovy
hmotnosti, kde Kendrickova hmotnost = a x (b/c), kde a je pfesnda hmotnost
daného prvkového slozeni, b je nominalni hmotnost Kendrickova vzorce (napf.
CH, nebo CF,) a c je pfesna hmotnost Kendrickova vzorce. Homology pak maji
stejnou hodnotu Kendrickova hmotnostniho Ubytku, jak je ukazano v obr. 9.

0.0 <
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PFOS
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Obr. 9. Graf Kendrickova hmotnostniho tbytku (Kendrick Mass Defect) pro homology
CF, (zaokrouhleni nomindini hmotnosti nahoru - Ceiling) na ose y proti molekulové
hmotnosti slou¢enin (Molecular Weight). Cervené je vyznacen PFOS, v pravé &dsti
obrdzku je vysek, ktery ukazuje dva dalsi homology PFOS - PFHxS a PFBS.

Posledni dvé operace s MS' spektry jsou prohledavani seznama sloucenin
s prfesnymi a spravnymi hmotnostmi (nebo prvkovym slozenim) a online
prohledavani databazi, které také obsahuiji tyto informace.

Prohledavani pfedefinovanych seznam@ (Mass List Search) se fidi pouze
odchylkou v urceni m/z a shodou spektra v MS'. Existuje relativné velké
mnozstvi seznaml dodavanych jak vyrobci, tak i dostupnych v literature ve
formé tabulek v Excelu (Getzinger a kol., 2021). Neni také problém si sestavit
vlastni seznam. Jediné, co potifebujeme je prvkové slozeni dané slouceniny.
Compound Discoverer umoziuje i vyhledavani analytd pro tvorbu vlastnich
seznamu pomoci ChemSpideru a CAS nebo nazvu. Pfi tvorbé vlastnich knihoven
je tfeba davat pozor na iontové slouceniny - podle CAS jde napf. o draselnou
sl PFOS, ale sloucenina, kterd se nachazi ve vodé, je volna kyselina a je ji
potifeba do knihovny takto zadat. Podobny problém mize nastat u kvartérnich
amoniovych soli, které jsou permanentni kationty s riznymi anionty. Tento typ
vyhledavani je velmi rychly a pomUze nam predevsim pfi suspektnich analyzach,
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kdy se zaméfujeme napftiklad pouze na uréitou skupinu sloucenin, jako jsou
pesticidy, biocidy nebo PFAS. Pocet sloucenin v databazich dodavanych napt.
ke Compound Discovereru se pohybuje v tisicich az nizkych desitkach tisict
slouc¢enin. Seznamy cilovych slou¢enin zahrnuji jak polutanty, tak i pfirodni
latky a lidsky metabolom nebo exposom.

Online prohledavani nabizi jesté SirSi spektrum moznosti a je, na rozdil
od seznamu, soustavné aktualizovano. Problém nastava s redlnym casem
prohledavani. Ten zavisi na poctu a rozsahu zvolenych databazi, protoze
kazda zvolena databaze prodluzuje ¢as vyhledavani o desitky minut az hodiny
(v nasem pripadé jsme zvolili databaze DrugBank, EINECS, EPA DSSTox, EPA
Toxcast a MassBank). Jejich rozsah je ovSem mnohem 3irSi nez u offline
seznamd, hlavné v oblasti pramyslovych latek.

2.4.3. Zakladni zpracovani a vyhodnoceni MS? dat

MS? spektra jsou v Compound Discovereru automaticky vyhodnocovana
v procesnim kroku mzCloud search, kdy jsou porovnavana s online knihovnou
spekter mzCloud (mzCloud - Advanced Mass Spectral Database) podle
parametrd vyhledavani uvedenych v tab. 6. Pochopeni toho, co srovhavame
s tim, co je knihovnach MS? spekter, je zasadni pro vyhodnocovani identity (i
podobnosti spekter.

Jak jsme jiz zmifovali v instrumentalni ¢asti metodiky, pro neznamé
slouceniny nemizZzeme odhadnout optimalni kolizni energie, a proto pouzivame
krokovou kolizni energii, jejimz vysledkem je MS? spektrum produktd ze ti
odlisnych MS? experimentt. To plati jak pro DIA, tak i pro DDA MS2. Naproti
tomu naprosta vétsina MS? spekter v knihovnach je ziskana pfi jedné kolizni
energii. Z toho vyplyva jeden vyznamny zavér - faktor shody spekter je tfeba
brat spiSe orienta¢né, coz mlze byt matouci pro uzivatele se zkusenosti z GC-
MS, kde je ionizac¢ni energie vétSinové 70 eV, jak pro analyzy, tak i pro zaznamy
v knihovnach spekter. Doporucujeme pohlizet na ¢iselné hodnoty shody
spekter (match) jako na orientacni a vzdy posuzovat spiSe pfitomnost nebo
absenci produktovych iontd. | z tohoto divodu pouzivdame minimalni hodnotu
shody spekter pro DIA analyzy 20. Pro DDA MS? nebo cilené analyzy s vyuzitim
PRM (z angl. Parallel Reaction Monitoring) mizZeme tuto hodnotu zvysit na 40
nebo 50, protoze izola¢ni okno u DDA experiment( je obvykle 1 m/z a kvalita
i Cistota MS? spekter je vyrazné vyssi.

Pro nazornost uvedeme nékolik pripadl, kdy automaticka identifikace
funguje spravné a kdy je tfeba vysledky korigovat. V obr. 10 je srovnano
spektrum N, N’- difenylguanidinu ve vzorku se spektrem z knihovné mzCloud.
Hodnota shody spekter byla 94,7 %, tedy velmi vysoka.
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Obr. 10. Porovndni MS? spekter N,N"-difenylguanidinu ve vzorku a v knihovné mzCloud.

Ctyfi nejintenzivné;jéi fragmentové ionty vreferenénim spektru jsou pfitomny
na velmi podobnych intenzitach i ve vzorku, kde méla tato sloucenina nejvy3si
intenzitu signalu. Tato dobra shoda jde na vrub tomu, Ze v mzCloud obsahuje
MS? spektrum ziskané podobnym zplsobem - tedy krokovou kolizni energii,
i kdyZ s trochu jinymi parametry (10/30/50 misto nasich 15/35/55). Analyt byl
ve vzorcich pozdéji potvrzen cilenou analyzou po zakoupeni standardu.
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Obr. 11. Porovndni MS? spekter 4-hydroxy terbutylazinu ve vzorku a v knihovné
mzCloud.

Ponékud horsi je situace u 4-hydroxy terbutylazinu (viz obr. 11), kde jsou
v MS? spektru vzorku pfitomny dalsi intenzivni fragmentové ionty. To je bohuzel
u DIA experiment( se Sirokym izola¢nim oknem 100 m/z ¢astym jevem. Shoda
spekter je relativné nizkd - 38,4 %. Zde musime vychazet z toho, Ze vyrazné
fragmentové ionty ve spektru z knihovny nechybi ve spektru naméfeném
v nejintenzivnéjsim vzorku. | tato sloucenina byla potvrzena cilenou analyzou
se standardem.

Nejproblematic¢téjsi jsou pak slouceniny, které vykazuji faleSné pozitivni
shody a maji velmi chuda MS? spektra z pohledu fragmentovych iontd. Typickym
prikladem jsou izomery a izobary ftalatd, jak je ukazano v obr. 12.
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Obr. 12. Porovndni MS? spekter neidentifikovatelného ftaldtu ve vzorku se spektrem
dibutyl ftaldtu v knihovné mzCloud.

Spektra vykazuji velmi vysoké shody, ale to jen diky pfitomnosti
jednoho intenzivniho fragmentu s m/z 149,0235. Bohuzel identicka spektra
poskytuje cela rfada pfibuznych slou¢enin napt. di-isobutyl ftalat, oktyl ftalat
a mono(2-etylhexyl) ftalat. V takovém pripadé nemizeme o daném analytu
tvrdit, Ze je identifikovan na urovni 2 stupnice Schymanski, ale pouze na
urovni 3.

Dalsim pfipadem problémové identifikace mohou byt jiz vySe zmifiované
PFAS a také napft. detergenty z rodiny linearnich alkyl benzen sulfonatt (LAS).
Jejich technické smési obsahuji rdzné rozvétvené izomery, které nemusi,
stejné jako PFOS uvedené v obr. 13, vykazovat rozdily v MS" ani MS? spektru,
ale objevuji se jako vicenasobné identifikace stejné slouceniny v rozdilnych
retencnich casech.
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Obr. 13. Chromatogram PFOS ve vzorcich pasivnich vzorkovacti (nahofe). Osa x
zobrazuje retencni ¢as (min). Dole porovndni MS? spektra z experimentu a knihovny.

Zde lze nastésti izomery odlisit chromatograficky - v pouzitém systému
separace s reverznimi fazemi maji rozvétvené retézce nizsi retenci a jsou vzdy
eluovany pred n-homology, coz také bylo potvrzeno analyzou standardd.

V komplexnich vzorcich znecisténé vody se casto mlzeme setkat
s technickymi smésmi sloucenin, které casto obsahuji nejen homology, ale
také strukturni izomery jednotlivych homologl. Takovym pfipadem jsou
i jiz vySe zminované LAS. Pomoci MS? spekter jsme identifikovali ve vzorcich
n-dodecyl-benzensulfonovou kyselinu (LAS C12). Z obr. 14a je oviem patrny
rozdil mezi MS? spektrem odecteném ze vzorku a spektrem z knihovny.
Z chromatogramu na extrahovaném prekurzorovém iontu v MS' je také patrné,
Ze jde o smés nékolika izomera (obr. 14b).

-43 -



a

RAWTFILF{top) Dvorce (FT) 85386 RT=9 617 min_ M52 FTMS (-), (HCD. DA, 380 D000 153
REFERENCEIRottom): mzCloud 1llorary. 4-Dodecyloenzenesulfonic acld, G186 H30 035, MS (HCD, 325 18434@(10:300500)

B o

2idh [ DIA MS? spektrum ze vzorku ]

20 4

i | L _H_ |

=70 4
[ ddM$? spektrum mzCloud ]

Ilensty couts] ( 0°6)

-4 |

290 4

Inwensiy [counts] i* 0°6)

Obr. 14. Porovndni chromatogramii na jednotlivych produktovych iontech pro
n-dodecyl LAS s LAS detekovanymi ve vzorcich pasivnich vzorkovaci. Osa y uddvd
relativni intenzitu vzhledem k prekurzorovému iontu 325,1843. Osa x uddvda m/z (a) a
retencni ¢as (b).

Pokud znazornime extrahované produktové ionty, a to jak ve standardu
n-dodecyl LAS i dodecyl LAS ve vzorku (obr. 15), tak je patrné, ze jde opravdu
onedokonale rozdélenou smésizomerq, které navicviibec neobsahujin-dodecyl
LAS. Zatimco u linearniho izomeru je nejintenzivnéjsim iont s m/z 170,0033,
ve vzorku je to m/z 183,0110. Tento pfiklad jenom doklada, jak obtizna je
interpretace necilenych analyz, i kdyz je k dispozici spektrum v online knihovné.
Zde je nutné zdudraznit, Ze spektrum je odecteno v jednom bodé - nejcastéji
vrcholu piku a nemusi byt isté, zvlasté pak u DIA s izola¢nim oknem 100 m/z.
Compound Discoverer bohuzel nenabizi detekci Ccistoty spektra pomoci
srovnani vrchold a tvarG pikG v chromatogramech na produktovych iontech,
a je tak nutna dalsi ru¢ni operace, specidlné pro prekurzorové ionty na nizsich
intenzitach. Tuto velmi uzite¢nou funkci nabizeji jiné programy a v tom pfipadé
je velmi vhodné ji pouzivat.
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Obr. 15. Porovndni chromatogrami na jednotlivych fragmentovych iontech pro
n-dodecyl LAS s LAS detekovanymi ve vzorcich pasivnich vzorkovaca. Cisla u jednotlivych
chromatogramu uddvaji relativni intenzitu vzhledem k prekurzorovému iontu 325,1843.

Compound Discoverer neumoziiuje online prochazeni spekter v databazi
MassBank (MassBank), a tak je nutné manuadlni zadavani spekter nebo jejich
porovnani. MassBank obsahuje provérend (curated) spektra stejné jako
mzCloud (mzCloud - Advanced Mass Spectral Database), ale na rozdil od
této databaze obsahuje spektra ziskana na rozdilnych pfistrojich, rlznymi
ioniza¢nimi technikami i za rznych podminek. Je tedy nutné vyfiltrovat pouze
ta spektra, kterd jsou pro nase Ucely pouzitelna. Jinak zasady pro vyhodnoceni
shody i problémy zlstavaji stejné jako pro mzCloud, pouze je vyhodnoceni
podstatné pomalejsi. Vyhledavat lze podle monoizotopickych hmotnosti
prekurzoru s ménitelnou toleranci - my pouzivame 0,05 Da.
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V ptfipadé, Ze nemame shodu v ani jedné z téchto dvou rozsahlych online
knihoven, je mozné postupovat nékolika zptsoby:

Hledat MS? spektra v plvodni literatufe, pokud mame k dispozici
identifikaci na urovni 4 stupnice Schymanské.

Pouzit stale se rozsifujici paletu in silico nastroj, které umoznuji
vice ¢i méné presné simulovat ¢i interpretovat produktova spektra
podle navrzené struktury. My pouzivame komer¢né dostupny program
MassFrontier 7.0 (Thermo Fisher), ktery pouzivd fragmentace na
zakladé moznych reakci a publikovanych fragmentacnich mechanisma.
V soucasné dobé je v ném predikce fragmentovych iontd omezena
pouze na ESI+. Z volné dostupnych programid je mozné zminit napf.
MetFrag (MetFrag - home) nebo ¢aste¢né nekomeréni program mzmine
(mzmine - mzio), ktery je oviem vice zaméfen na metabolomiku.
Manualni interpretace MS? spekter - nutna znalost ionizac¢nich
a fragmentacnich mechanismd pro jednotlivé skupiny organickych
molekul.

Kazdy z téchto postupl je extrémné naro¢ny z pohledu casu, vysoké
kvalifikace a zkuSenosti operatora. Lze je doporudit pouze v pfipadé, ze jde
o vysoce prioritni slou¢eniny vyznamné pro dany ucel, nikoliv jako rutinni
postup.

Celou kapitolu mGzeme shrnout do nasledujicich doporuceni

Provést prioritizaci sloucenin, pro které bychom chtéli zvysit uroven
jistoty identifikace az na Uroven 2 nebo potencialné 1, protoze nejsme
schopni vyhodnotit vse, co je vdaném souboru dat (2.4.2.).

Pouzivat co nejvice automatizované postupy vyhodnoceni, které je
ovsem nezbytné nutné manualné zkontrolovat (2.4.3.).

. V pripadé, Ze nejsou dostupna MS? spektra v automatickém rezimu

vyhledavani, provést manualni vyhledavani v online knihovné spekter
MassBank ¢i v jiné, ale vzdy provérené knihovné spekter.

.V pripadé sloucenin, které nemaji zadné dostupné MS? spektrum

v knihovnach, ale mame o jejich identifikaci zajem, je nutné zvolit
nékterou z ¢asové naro¢nych metod.
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2.4.4. Ukazky pokrocilého vyhodnoceni dat po automatickém zpracovani

Pro redukci poctu signala (potencidlnich sloucenin) na ty, které jsou
dulezité pro finalni identifikaci, byly vyvinuty postupy zaloZzené na rdznych
principech (Hollender a kol., 2017). Jak jiz bylo zminéno vy3e, prioritizace je
nezbytna pro redukci poctu sloucenin, které se budou identifikovat interpretaci
MS? spekter. Pro nas projekt se jevi jako nejvice prinosny postup zaloZeny na
diferen¢ni analyze mezi vzorky s definovanou hypotézou (Kiefer a kol., 2021).
V obr. 16 je uveden pfriklad diferencni analyzy mezi povrchovou a podzemni
vodou ve vzorcich z povodi Dyje v pozitivhim ioniza¢nim moédu. Pouzili jsme
nastaveni parametru pro vyznamnost rozdilu (log, fold change) na hodnotu 2,
coz znamena, ze pomér je vyssi nez 4 nebo nizsi nez 0,25. Jako dalsi pomocny
parametr mizeme pouzit statistickou vyznamnost p, kterd by nastavena na
0,05. Tento parametr vi8ak ma opodstatnéni pouze v pfipadé, zZe porovnavame
replikaty experimentd, kdy se predpoklada normalini rozdéleni vysledk( kolem
stfedni hodnoty, coz neni pfiklad realnych vzorkl z rlznych profilG, cast
a typl vod. Z popisu obrazku je patrné, v povrchové vodé bylo 29 sloucenin
s prakazné vyssi intenzitou (4x vétsi primérna plocha piku) v porovnani
s podzemni vodou, z toho 16 na statisticky vyznamné urovni (zelena plocha
na obr. 16). Naopak 4x vétsi plochu piku v podzemni, nez v povrchové vodé
meélo 109 sloucenin, z toho 78 na hladiné vyznamnosti p <0,05 (¢ervena plochy
na obr. 16). V ramci nastavenych parametri pak nevykazovalo zadné rozdily
16 700 sloucenin (Seda plocha na obr. 16). Jako pfiklady rozdilné intenzity
v matricich mdzeme uvést lécivo tramadol a pesticid napropamid (obr. 17), kde
je tento rozdil i rozptyl ploch piku naprosto jasny.
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78 SW/GW < 0,25; p<0,05 16 SW/GW > 4; p<0,05
109 SW/GW< 0,25 29 SW/GW >4

-Log10 P-value
o = N W s ot O =~ 00 W

Laog2 Fold Change

Obr. 16. Vysledky diferencni analyzy mezi povrchovou (SW) a podzemni vodou (GW)
v povodi Dyje jsou zobrazeny jako vulkdnovy graf. Na ose x je pomér mezi prdmérnou
plochou piku ve skupiné povrchovych vod a podzemnich vod (log, fold change); osa y
vyjadiuje statistickou vyznamnost rozdilG mezi témito skupinami. Cervené popfipadé
zelené vyznaclené oblasti spliiuji poZadavky rozdilu v intenzité na poZadované hladiné
statistické vyznamnosti (p<0,05).
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Obr. 17. Zobrazeni rozdilii mezi tramadolem a napropamidem ve skupindch vzorku
rozdélenych podle povodi (Dyje, Jizera, Labe) a typu vody (GW-podzemni a SW-
povrchovd) pomoci krabicovych grafd, kde osa y zobrazuje primeérné plochy pikd.

Dalsi moznosti, jak zuzit vybér kandidatd pro identifikaci, je vybrat
zdjmovou skupinu podle vlozeného seznamu presnych a spravnych m/z.
To Ize provést pomoci logickych funkci napf. v Compound Discovereru je to
zadani filtru : shoda se seznamem presnych monoizotopickych hmotnosti ma
status minimalné jedné shody v tomto seznamu. P¥i pouziti naseho vlastniho
seznamu PFAS a detergentl jsme v ESI- datech redukovali pocet sloucenin na
32. Po odstranéni pikd s nizkou intenzitou ve vzorcich to bylo 30 sloucenin,
ze kterych bylo mozné identifikovat 25 na drovni jistoty 1-3. Na uUrovni 3 byla
fada homologl LAS (viz vyse) a jejich analogl dialkyltetralin sulfonat (DATS)
identifikovana pomoci Kendrickova hmotnostniho uUbytku, jak je popsano
vyse. Tento Uzky vybér polutantl pak mizeme pouzit v kombinaci s analyzou
zdkladnich komponent pro popis znecisténi lokalit vybranymi analyty. Priklad
takovéto analyzy je uveden v obr. 18.
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Obr. 18. Vysledky analyzy hlavnich komponent (PCA) pro analyzované vzorky
podzemnich (GW) a povrchovych (SW) vod, kdy proménné byly slouceniny identifikované
na drovni jistoty 1-3 ze seznamu PFAS a anionaktivnich detergentd. Cervenou elipsou
vyznacené vzorky z povrchovych vod jsou charakteristické prfitomnosti PFAS. V odlehlych
vzorcich (podzemni vody) Slup a Dvorce prevazuji anionaktivni tenzidy. Vlevo jsou roviny
PC1 a PC2 pripadd (vzorkovaci mista) a vpravo pak PC1 a PC2 rovina proménnych -
PFAS, LAS a DATS.

Z obrazku je patrné seskupeni pasivnich vzorkova¢h z povodi Labe
(povrchova voda), které je charakterizovano pfitomnosti PFAS a také dvou
vzorkli podzemni vody, kde je patrnd pfitomnost anionaktivnich tenzidd,
pficemz Slup je asociovana s niz§imi homology a Dvorce s vy$Simi homology
téchto sloucenin. Tento pfiklad ukazuje uzite¢nost vlastnich seznama
zajmovych slou¢enin pro identifikovani mist se zvySenou nebo vyrazné odlisnou
kontaminaci.

2.4.5. Komunikace a sdileni vysledkii necilenych analyz uzivateliim dat

Analyticky chemik, ktery pracuje s necilenymi analyzami, musi vysledky
analyz predavat déale koncovym uZzivatellm dat, coz velmi casto nebyvaji
analytici ani chemici, a vysledky tedy musi byt prezentovany srozumitelnou
formou. Jak jsme jiz popsali, data ziskand v ESI+ a ESI- jsou analyzovana
oddélené a je mozna duplicita nalezd (typicky pro léc¢iva, jako jsou napft.
diklofenak nebo telmisartan). Tyto duplicity je nutné sloucit a odstranit.
Doporucujeme prezentovani vysledk( formou tabulek, kdy jsou uvedeny nazev
a identifikator (napf. CAS) detekované slouceniny, monoizotopicka hmotnost,
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ioniza¢ni méd, vzdy s Urovni jistoty identifikace podle Schymanski a kol. (2014)
nebo Charbonnet a kol. (2022). Pfedchazime tim zasadnim nedorozuménim
ohledné nasledné prezentace a pouziti vysledkid necilenych analyz.

Publikace vysledkl necilenych analyz v literature vyzaduje pfisnou kontrolu
kvality. Dlraz je kladen na vysoky standard od pfistrojové analyzy az po
vyhodnoceni dat a také na oteviené sdileni dat (véetné primarnich). K tomuto
Ucelu byla zalozena a je provozovana platforma BP4NTA - Best Practices for
Non-Targeted Analysis (NTA Study Reporting Tool (SRT) - BP4NTA), na které
Ize stdhnout velmi uzite¢nou pomulcku nejen pro publikovani, ale také pro
udrzovani vysokého standardu necilenych analyz - Study Reporting Tool
(STR). STR je Sablona v Excelu, ktera umoziiuje kazdému zhodnotit kvalitu
a transparentnost jeho experimentt (Peter a kol., 2021). Neni nezbytné nutné
dodrzovat vSechny pozadavky, z nichz nékteré jsou aplikovatelné hlavné na
metabolomické studie, jedna se ale o uzite¢né voditko pro dokumentovani
QA/QC v ramci nasich provadénych analyz.

2.4.6. Priklady vysledkl dosazenych aplikaci necilenych analyz v ramci
projektu a moznosti vyuziti jiz ziskanych DIA dat

Postup necilené analyzy demonstrovany v této metodice vedl k prioritizaci
Sesti novych sloucenin:

e Prdmyslové pouzivanych latek jako jsou 1,3-diphenylguanidin
(urychlova¢ vulkanizace - pneumatiky, pryZe a stavebni materialy),
triethylcitrat (zmékcovadlo, rozpoustédlo a emulgator)

e Meziproduktt ve vyrobé barviv - kyselina naftalen-2-sulfonova a kyselina
benzo(d)thiazol-2-sulfonova

e Metabolitl Ié¢iv - 4-acetamidoantipyrin

e 6:2 fluorotelomersulfonové kyseliny, ktera se pouziva v hasicich pénach
a pfi pokovovani)

Tyto latky jsou relevantnimi kontaminanty v zavlazovanych padach, jak bylo
potvrzeno i cilenymi analyzami (Kode$ a kol. 2025a) a byly nasledné vybrany
pro studie jejich chovani v pldach pro vyhodnoceni jejich sorpéniho chovani
v tomto prostfedi a potencialniho ohrozeni podzemnich vod (Kode$ a kol.,
2025b; Kodesova a kol., 2026). Jednim z krokd vybéru vhodnych kandidata pro
dalsi studie je i dostupnost analytického standardu ¢i slouceniny s Cistotou
>98 %. To bohuzel diskriminuje velké mnozstvi sloucenin, zvlasté z rodiny
metabolitd a prdmyslovych slou¢enin dodavanych jako smési.

V dalSich studiich jsme kromé Siroké 3Skaly pesticidd a primyslovych
polutantd identifikovali i jejich metabolity, které jsme oviem nebyli schopni
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zafadit do cilenych analyz z totoznych ddvodd (Sadchenko a kol., 2026).
Vychodiskem z této situace je aplikace vypocetni chemie, kdy je mozné na
zakladé struktury vypocitat ioniza¢ni uc¢innost dané slouceniny a porovnat ji
se strukturné podobnou slouceninou v kalibra¢nim standardu (Liigand a kol.,
2020; Malm a kol., 2024; Wang, a kol., 2025). Pro ucely laboratofi podniki
Povodi, aleipro ucely védeckych pracovist, které se vypocetni chemii nezabyvaji,
neni dostupny ptistup kvantifikace takovych dat. Clenové zahrani¢niho tymu,
ktefi prisli s timto pfistupem, zalozili spin-off spole¢nost, kde je mozné tyto
kvantifikace objednat jako sluzbu. Quantem Analytics (Quantem Analytics -
Contaminant Quantification for suspect and non-target screening) nabizi
kvantifikaci necilenych dat formou online kalkulatoru, ktery je interaktivni
a uzivatelsky privétivy. Jako u v3ech cinnosti spojenych s necilenymi analyzami
jde o velmi nové pfistupy, které vyzaduji peclivou validaci, ktera neni cilem této
metodiky. Podle nasich prvnich vysledkd, je ale shoda mezi cilenymi analyzami
LC-MS/MS a kvantifikaci zLC-HRMS/DIA dat provedena na tréninkovém setu 40
pesticida a léciv v extraktu z pasivnich vzorkovacl v ESI+ az prekvapivé dobra,
s odchylkou do 30 %. V soucasnosti probiha rozsahlejsi ovéfeni spolehlivosti
tohoto zpudsobu kvantifikace ve vzorcich pld a pasivnich vzorkovact, ktera
bude pfedmétem budouci publikace.
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o u

3. Srovnani ,novosti postupti

Monitoring chemického stavu ve vodach EU je v soucasnosti zaloZzen na
analyzach tzv. prioritnich slou¢enin. RAmcova smérnice o vodach pracuje s ma-
ximdlné nékolika desitkami sloucenin, které byly identifikovany jako prioritni
nebezpecné nebo potencidlné nebezpecné latky. Prioritizace je slozity a zdlou-
havy proces, ktery nereflektuje dynamicky vyvoj pouziti chemickych latek
v pramyslu, domacnostech a zemédélstvi. V soucasné dobé (bfezen 2026) je
v databazi komercnich sloucenin EU (EINECS - European Inventory of Existing
Commercial Chemical Substances) evidovano 106 212 chemickych individui
nebo smési. K témto komerénim produktiim je tfeba pfipocitat i slouceniny,
které nejsou v databazi evidovany, napt. metabolity a transformacni produkty,
vedlejsi a odpadni produkty vyroby atd. (Kiefer et al., 2020). V ramci regulaci
podle platné legislativy ¢i v rdmci monitoringu jsou v CR sledovany maximalné
stovky polarnich kontaminantd vody. Nepomér mezi legislativhé danymi a po-
tencidlné kontaminujicimi slou¢eninami je tedy ziejmy.

Aplikace metod necileného screeningu na bazi vysoko rozliSujici
hmotnostni spektrometrie je v soucasné dobé stale vice vyuZivanym
nastrojem pro identifikaci slou¢enin pfitomnych v komplexnich smésich, jako
jsou kontaminované povrchové nebo podzemni vody (Hollender a kol., 2017;
Menger a kol., 2021). Pro zUzeni poc¢tu signald (potencialnich slouc¢enin) na
ty, které jsou dulezité pro finalni identifikaci, byly vyvinuty postupy zalozené
na raznych principech, jako je diferen¢ni analyza mezi vzorky s definovanou
kontaminaci a vzorky s velmi nizkou Urovni zatiZzeni (Kiefer a kol., 2021) nebo
efektové sméfované analyzy pro identifikaci potencidlné toxickych sloucenin
(Peets a kol., 2024) nebo endokrinnich disruptord (Mikusova a kol., 2024,
2025). Vsechny publikované informace jsou zatim dostupné pouze ve formé
védeckych ¢lankd v anglickém jazyce.

Tato metodika je prvni svého druhu zaméfena na popis postupu, vlivu
podminek méreni a vyhodnoceni a také problémi pfi necilené analyze vzorkd
vod. Navazuje na nase predchozi védecké publikace a prezentuje je formou
navodného postupu na demonstra¢nim souboru dat.

4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika se zabyva kombinaci pasivniho vzorkovani a necilené analyzy jako
nastroje pro identifikaci novych kontaminantd ve vodnim prostfedi. Popisuje
postupy identifikace potencialné znecistujicich slou€enin, coz je zakladnim
pfedpokladem k vyhodnoceni jejich ekotoxikologického rizika a také k fizeni
téchto rizik. Primarné by méla slouzit ke zlepSeni ochrany podzemnich vod
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¢i zdroji pitné vody a také mlze byt pouzita v SirSim kontextu pro sledovani
cCistirenskych procest. V zahrani¢i (napf. Némecko, Nizozemi) se pouziva pro
online sledovani a hodnoceni kvality surové vody pro Upravu pitné vody.

Tato metodika je ur¢ena zejména pro podniky Povodi v rdmci ¢innosti spravy
povodi, dale pro vyzkumné organizace, které se ochranou vody zabyvaji - napf.
Vyzkumny ustav vodohospodaisky T.G. Masaryka v.v.i., a vysoké Skoly. V SirSim
okruhu uzivatell také mohou byt provozovatelé Upraven pitné vody ¢i Cistiren
odpadni vody, ktefi se ale budou spiSe zajimat o aplikovatelnost necilenych
analyz pro kontrolu technologickych procesi.

5. Ekonomické aspekty

V pfipadé této metodiky je velmi obtizné odhadnout ekonomické aspekty
zavedeni, provozovani a pfipadnych benefitd necilenych analyz. Pofizeni
pfistrojového vybaveni, které je pro tyto Ucely vhodné, se pohybuje v fadu
12-30 miliont K¢ podle parametrd dané instrumentace. Pro uUcely analyzy
vzorkd vody je mozné pouzit pfistroje ze spodni poloviny tohoto rozsahu,
tedy do 20 miliont K¢. Naklady na provoz a udrzbu pfistroji se pohybuji
radoveé ve vysokych stovkach tisic az jeden milion K¢ za rok. Nejvy3ssi provozni
polozkou jsou platy kvalifikované pracovni sily, které se budou lisit podle
zaméstnavatele. Vzhledem k poctu analyz, které je jeden pfistroj schopen
provést za rok, je nezbytny pocet operatorli 2-3, aby byl pIné vyuzit potencial
pfistroje. Zde je tfeba uvést, Ze i v nasi laboratofi je zna¢na ¢ast pfistrojového
¢asu vysokorozliSujicich MS vénovana cilenym analyzam, napft. Ié¢iv a PFAS
v biologické matrici, takze skute¢né zatizeni necilenymi analyzami je nizsi.

Ekonomické pfinosy pasivniho vzorkovani jsme diskutovali jiz v nasich
vySe zminénych metodikach (Grabic a kol.,, 2015 a 2018). Necilené analyzy
zvysuji informacni vytéznost pasivniho vzorkovani specidlné v rozsahu
sledovanych sloucenin. Pfi pouziti datové nezavislych metod, coz je hlavni
naplni této metodiky, je vyraznym benefitem také budovani databaze datové
zmrazenych vzorkd, které mohou byt pouzity mnoha rlznymi zplsoby, véetné
retrospektivnich kvalitativnich i kvantitativnich analyz. Dostupnost datové
zmrazenych vzorkd pak midze v budoucnu razantné snizit naklady pro ovérovani
relevance napf. nové prioritizovanych polutantd, kdy neni potfebné opétovné
provadét naro¢né vzorkovaci kampané.

Hlavnim pfinosem metodiky je oviem pomoc pfi zavadéni necilenych analyz
jako nastroje, ktery vyrazné rozsifuje moznosti ochrany kvality podzemni
a pitné vody.
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