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Anotace

This bachelor thesis deals with the development, optimization and validation of an analytical
method for the determination of the antibiotic carbenicillin disodium in water by LC/MS. Two
chromatographic modes, reversed-phase chromatography (RP) and hydrophilic interaction
chromatography (HILIC), were tested for chromatographic separation. For each
chromatographic mode, basic optimization of mobile phase composition, mobile phase flow
rate and sample injection volume was performed. Subsequently, optimization of mass
detection conditions — heated electrospray parameters, ion optics voltage, choice of precursor
and product ions, normalized collision energy and ion trap filling time — was done. Finally,
validation of both analytical methods was performed for their application to evaluate
the applicability of different procedures for the preparation of biologically active thin films
releasing the antibiotic carbenicillin to water.
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1. Uvod

Boj clovéka s patogeny je kazdodenni problém celosvétové populace. Moderni véda
a technika, v porovnani s davnou minulosti, poskytuje ¢lovéku obrovské moznosti, které diive
nebyly ani predstavitelné — at’ uz se jedna o moderni 1é¢iva na bazi proteinli a genetickych
materidlti nebo antibiotik. V mnoha ptipadech neni vyzkum zaméien jen na samotna 1éciva,
ale 1 na efektivni prenos do cilovych bun¢k. Bohuzel, tyto nové 1éCivé ptipravky jsou vétSinou
velmi drahé a pro vétSinu populace stile nedostupné. Dal§im globalnim problémem
jezrychlujici se narGst antibiotické rezistence, proti které 1ze nejlépe bojovat véasnou prevenci.

Nové pomysiné dvefe pro uUCinnéjsi lé€bu ¢&i prevenci se otviraji s nastupem
nanotechnologii. Specidlné¢ upravené povrchy pomoci nanocéstic (tzv.tenké vrstvy)
se ve zdravotnictvi ¢asto vyuzivaji pro svoje specifické vlastnosti, jako je snadna udrzba,
a hlavné schopnost u¢inné potladovat §iteni infekce. Casto se kombinuji se specidlnimi natéry,
které navic mohou ¢istit vzduch a likvidovat i nepatrné mnozstvi patogent.

Jednou z perspektivnich oblasti této technologie je vyvoj biologicky aktivnich vrstev.
Ty se od klasickych tenkych vrstev odliSuji deponovanou vrstvou obsahujici imobilizované
biologicky aktivni latky (napf. antibiotika), které se mohou za urcitych podminek fizené
uvoliiovat do okolniho prostiedi. Vyuziti takto upravenych povrchii nabizi pfinos
pfi chirurgickych zékrocich, kde by mohly tvofit souc¢ast implantatd ¢i rtiznych tkanovych
nahrad. Postupné uvoliiovani biologicky aktivni latky by mohlo zabranovat ¢i sniZovat riziko
vzniku infekce, a dokonce piispivat k samotnému procesu hojeni.

Pro uspé$né pouziti biologicky aktivni vrstvy je vSak nezbytné zvladnout
reprodukovatelny proces pfipravy této vrstvy, jehoZ soucasti je i charakterizace mnozstvi
uvolnéného antibiotika v zavislosti na cCase. Vzhledem k extrémné nizkym koncentracim
a omezenému mnozstvi vzorku je nezbytné pouzit citlivou metodu, schopnou spolehlivé
identifikace a kvantifikace. Témto pozadavkim vyhovuje nejlépe technika kapalinové
chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii, kterd v provedeni v systému
S obracenymi fazemi a v systému hydrofilni interakéni chromatografie umoznuje stanoveni
velice Siroké oblasti sloucenin. Cilem této bakalatské prace je vyvoj analytické metody
vyuzivajici vySe uvedenou techniku pro stanoveni obsahu antibiotika karbenicilin ve vodé,
ktera bude pouzitelnd pro hodnoceni vhodnosti riznych postupti ptiprav biologicky aktivnich

tenkych vrstev uvoliiyjicich toto antibiotikum do vody.



2. Teoreticka Cast

2.1. Antibiotika

Antibiotika lze zcela jist¢ zafadit mezi nejvétsi objevy minulého stoleti. Lidé je
vSak nevédom¢ zacali vyuzivat jiz dlouha staleti pted jejich oficialnim vznikem. Jako priklad
si 1ze uvést vareni piva, kde ptidni mikroorganismy produkovaly tetracyklin nebo pii potirani
ran bylinkami s hlinou, za u¢elem snizeni infekce a podpofeni tak 1éCby i dal§imi biologicky
aktivnimi latkami. Tyto zkuSenosti a poznatky byly vyuzivany bez hlubsiho védéni skutecné
podstaty jejich fungovani, byly pfedavany z generace na generaci az do dnesnich let, kdy véda
jiz jejich skute¢nou podstatu fadné vysvétlila [1,2].

V pribéhu 17. a 18. stoleti nastala zdsadni zména v porozuméni mikroorganismim,
a to diky objevu mikroskopu. Piestoze bylo urcité povédomi o mikroorganismech, stale nebyl
znam princip pfenosu nemoci a u¢innych zplisobtl, jak se jim branit. Az béhem 19. a 20. stoleti
byly objeveny zpuisoby pfenosu nakaz a efektivni 1é¢by [2].

Prvni antibiotikum, které spatiilo svétlo svéta jako vysledek vyzkumné prace, objevil
prakticky nahodou doktor Alexandr Fleming na konci 20. let minulého stoleti. Na zaklad¢
vysledki své studie prokazal, ze plisenn Penicillium notatum produkuje latku s baktericidnim
ucinkem, kterou pojmenoval penicilin [3].

Nicméné, k dosazeni Cisté a ucinné formy této latky pro pouziti v 1écbé riiznych
onemocnéni vyzadovalo vice nez dalSich deset let vyzkumu. Po ivodni fazi nastalo v oblasti
antibiotik obdobi rychlého rozvoje, tzv. antibioticky boom, kdy byly na trh uvadény nové
formy téchto latek. Véfilo se, Ze antibiotika pfinesou revolu¢ni pokrok v 1é¢bé mnoha
smrtelnych chorob. Toto oekavani vSak bohuZzel vedlo k nadmérnému a témet neomezenému
uzivani antibiotik [3].

Kratce po zavedeni antibiotickych 1é¢iv ve 40. letech se vSak zacaly vyskytovat prvni
ptfipady antibiotické rezistence. Na pocatku byly tyto pfipady izolované, castecné diky
rychlému uvedeni novych antibiotickych 1é¢iv v 50. a 60. letech, které kompenzovaly vzniklou
rezistenci [4].

V dneSni dob& je antibioticka rezistence jednou z nejvétSich globélnich hrozeb
pro zdravi lidstva, potravinovou bezpecnost a celkovy rozvoj, protoze v budoucnu mohou
chybét t¢inné latky pro boj s patogennimi mikroorganismy. Hlavni pfi¢inou tohoto procesu je
selekéni tlak antibiotik a jejich nevhodné uZivani nebo naduzivani, jak u lidi, tak u zvifat.
A tento problém se neustale zrychluje. Jelikoz cely svét stoji na prahu postantibiotické éry,

prioritou by mélo byt vyfesit tento problém, aby drobnd poranéni a bézné infekce opét
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nezpusobovaly smrtelné nasledky. K tomuto cili lze pfispét prevenci, jako je myti rukou

nebo ockovani, vyvojem novych antibakterialnich latek a spravnym uzivanim antibiotik [5].

2.2. Beta-laktamova antibiotika

Beta-laktamova antibiotika jsou nejcastéji pouzivanou skupinou antibiotik, zahrnujici
peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. Zvlastni skupinu tvofi inhibitory
beta-laktamaz [6]. Tato antibiotika maji spole¢ny znak v podobé tzv. beta-laktamového kruhu,
ktery je vyznacen Cervené na Obr. 1 u kyseliny 6-aminopenicilanové. Tento kruh je zdkladem
pro tvorbu mnoha druhd penicilind s riznymi vlastnostmi. Neporusenost kruhu a schopnost
priniku bunécnou sténou jsou zdkladnimi podminkami u€innosti kazdého beta-laktamového
antibiotika. Beta-laktamovy kruh se vaze do aktivniho mista cilovych enzymu, jako jsou
transpeptidazy a karboxylazy, které se ucastni vystavby bunécné stény bakterii a zajist'uji jeji
tvrdost. Vazbou se narusi syntéza peptidoglykanu a bunka ztraci svou tvarovou i osmotickou
stabilitu. Soucasné se spusti autolytické enzymy rozvoliujici jiZ vytvofenou bunécnou sténu,
coz vede k lyzi bakteridlni buiiky a jejimu zaniku. Beta-laktamy tedy plsobi na bunky

baktericidné [7].

H,N
3
3
N
0 COOH

Obr. 1: Beta-laktamovy kruh (vyznaceno ¢ervené) v molekule

kyseliny 6-aminopenicilanové [7].

Mnoho bakterii je jiz odolnych vici této tfidé antibiotik. Klinicky nejvyznamnéjSim
mechanismem pro vznik rezistence je tvorba enzymi znamych jako beta-laktamazy,
které hydrolyticky $tépi beta-laktamovou vazbu a tim inaktivuji antibiotikum. Tyto enzymy
jsou rozdéleny na penicilinazy a cefalosporinazy podle svého specifického ucinku. Existuji
také Sirokospektré enzymy, které uc¢inkuji na oba typy antibiotik. V omezené mife mlze byt

rezistence zpusobena snizenim permeability bunééné stény pro antibiotika.



Tretim mechanismem muze byt zména citlivosti cilovych enzymi na ucinky
beta-laktamovych antibiotik [7].

Inhibitory beta-laktamaz piedstavuji nestandardni skupinu, do které patii kyselina
klavulanova, sulbaktam a tazobaktam. Tyto latky vykazuji velmi nizkou az Zzadnou
antibiotickou aktivitu, avsak jejich ¢inek spociva v cileni na enzymy beta-laktamazy a jejich
ireverzibilnim navéazani, ¢imz dané enzymy deaktivuji. Inhibitory beta-laktamaz se pouzivaji
pouze v kombinaci s beta-laktamovymi antibiotiky, ktera nejsou  odolna
vuci beta-laktamazam. Timto se rozSifuje spektrum ucinku antibiotik a zvySuje se i jejich
ucinnost [7].

Mezi nejveétsi vyhody téchto antibiotik se fadi rychly nastup uc¢inku a nizkd toxicita,
cozumoznuje jejich pouziti u pacientd vSech vékovych skupin, vcetn€ novorozenct,
téhotnych Zen a seniort. Dalsi vyhodou je jejich relativné levna syntéza. Jsou nejvhodnéjsi
pro 1écbu akutnich a zavaznych infekci v krvi nebo v dobie prokrvenych tkénich. Pouzivaji
se k 1écbé infekce dychacich cest, infekce mocovych cest, infekce meékkych tkani
a neuroinfekce. Nicméng¢, vedlejsi Gi€inky jsou pomérné bézné, predevsim se jednd o alergické
reakce, které postihuji pfiblizné kazdého desatého pacienta. Alergické reakce se mohou
projevit jako vyrazky avV extrémnich pifipadech mohou vyvolat anafylakticky Sok
(u 1z 10 000 pacientit). Casto se vyskytuji i gastrointestinalni obtize [8].

2.2.1. Peniciliny

V ptedeslych kapitolach bylo zminéno, Ze peniciliny jsou prvni skupinou objevenych
a pouzivanych antibiotik. Tyto latky jsou uc¢inné proti rychle se délicim bunikam, ale na bunky
v klidovém stavu pfili§ neplsobi. Zakladni struktura penicilini obsahuje kyselinu
6-aminopenicilanovou (viz Obr. 1), ke které je navazan thiazolidinovy kruh
na beta-laktamovém jadte. Z Obr. 2 je patrné, Ze jednotlivé druhy penicilini se od sebe odlisuji
slozenim boc¢niho fetézce [4,7].

Obecné peniciliny vykazuji vétsi ucinnost proti grampozitivnim bakteriim nez proti
gramnegativnim. Toto je dano skuteCnosti, ze u gramnegativnich bakterii je bunétna sténa
obklopena fosfolipidovou dvojvrstvou membranou, coz brani prachodu penicilinového
antibiotika. Upravou postranniho fetézce je mozné modifikovat vlastnosti antibiotika,
zahrnujici rozSifeni jeho antibakteridlniho spektra na gramnegativni bakterie, sniZeni

rezistence vuci beta-laktamazam nebo zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti [7,9].



Pfirodni peniciliny, které Ize klasifikovat jako 1. generaci, jsou pfirodnim produktem
plisn¢ Penicillium chrysogenum a byly zékladem pro vyvoj novych 1ékd. Do této skupiny
se fadi penicilin G, penicilin V a benzathin-benzylpenicilin. Tyto peniciliny maji nékolik
vyhod, jako je nizkéd vyrobni cena, snadné podavani, vynikajici distribuce do tkéani a ptiznivy
terapeuticky index. Na druhé stran¢ jsou citlivé na zalude¢ni kyseliny a mohou byt snadno
degradovany bakterialnimi beta-laktamazami. Téz u 10 % pacientd vyvolavaji alergické

reakce [9,10].
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Obr. 2: Zakladni struktury penicilint [9].
Penicilindze rezistentni peniciliny, oznacované také jako 2. generace,

jsou polosyntetické modifikace ptirodnich penicilini. Tyto peniciliny jsou odolné
vici bakteridlnimu enzymu beta-laktamaze a disponuji rozsifenym spektrem wcinnosti,
ackoliv jsou méné ucinné nez ptirodni peniciliny. Mezi zastupce této skupiny patii
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dicloxacilin, nafcilin, oxacilin, cloxacilin, flucloxacilin a methicilin. Nékteré z téchto latek,
jako jsou methicilin, cloxacilin a flukloxacilin, se vyznacuji vysokou frekvenci nezadoucich
ucinku, veetné hepatotoxicity [9,10].

Aminopeniciliny, fazené do 3. generace, jsou rovnéz vytvoreny modifikacemi
ptirodnich penicilini. Tato skupina byla prvni, u které se prokazala ucinnost
vuci gramnegativnim bakteriim a slouzila jako prototyp pro vyvoj dalSich penicilint,
napiiklad karboxypenicilinli. Mezi zastupce této skupiny patii amoxicilin a ampicilin,
bacampicilin a pivampicilin. Aminopeniciliny jsou vSak nestabilni vuci beta-laktamazam.
Casto se kombinuji s inhibitory, jako je sulbaktam nebo kyselina klavulanova.
Stejné jako ptedchozi generace, mohou aminopeniciliny zptisobovat poskozeni jater [9,10].

Peniciliny s rozsifenym spektrem Uc¢inku (4. generace) jsou pfipraveny substituci
aminoskupiny na molekule ampicilinu. Jejich hlavni vyhodou je vysokd tuc¢innost
proti gramnegativnim bakteriim. AvSak i pfes tuto vlastnost jsou stale citlivé na enzym
beta-laktamazu. Zastupci této skupiny zahrnuji piperacilin a tikarcilin, které jsou casto
kombinovany s inhibitory beta-laktamaz, stejné jako karbenicilin, mezlocilin a azlocilin.
U karbenicilinu a tikarcilinu byla pozorovana unikatni toxicita, ktera se projevuje dysfunkci
krevnich desti¢ek, hypokalémii a nebezpecné zvysenou koncentraci sodiku v krvi (hlavné
kvuli potebé vyssich davek k 1é¢bé infekce) [9,10].

V pribéhu stale probihajiciho vyzkumu je snaha vytvotit idealni penicilin, ktery bude
odolny vii¢i enzymim beta-laktamazy, bude netoxicky, snadno dostupny a bude mit vynikajici
schopnost pronikat bakterialni sténou a silnou afinitu k proteinim ho vazajicim. Mezi tyto

vyzkumné 1éky se zatrazuje temocilin, apacilin a foramdinocilin [9].

2.2.2. Karbenicilin disodna sul

V piedchozi kapitole bylo zminéno, Ze se jedna o semisynteticky karboxypenicilin
S chemickym vzorcem uvedenym na Obr. 3, sumdrnim vzorcem Ci7H16N2Na20eS
a systematickym nazvem dinatrium-(2S, 5R, 6R)-6-[2-fenylacetamido-2-karboxylato]-3,3-
dimethyl-7-oxo-4-thia-l1-azabicyklo[3,2,0] heptan-2-karboxylat. Ma molekulovou hmotnost
422,36 g/mol a je dostupny jako bily nebo slabé nazloutly hygroskopicky prasek,
ktery se snadno rozpousti ve vodé, 96% lihu nebo methanolu. Jeho registracni ¢islo CAS
je 4800-94-6 [11,12].

Karbenicilin byl poprvé pfipraven z ampicilinu, oproti nému ma $ir$i spektrum t¢inku

(s vyjimkou Enterococci), pfedevsim proti gramnegativnim bakteriim. Stejn¢ jako ampicilin



je ucinny proti bakteriim jako jsou Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella, Shigella,
Listeria a beta-laktamaze negativni H. injluenzae. Karbenicilin navic vykazuje aktivitu i proti
Pseudomonas aeruginosa a indol-pozitivnim proteim (Enterobacter, Providencia,
Morganella) [9]. Casto je preferovan pied ampicilinem v selekénich protokolech,
protoze vykazuje zvySenou stabilitu. Karbenicilin se také pouziva k regulaci bakteridlniho
ristu v rostlinach a v aplikacich genetické transformace k selekci bunék transformovanych
AmpR [13]. Hlavnim regula¢nim genem AmpR se zapina a vypina exprese stovky gent,
véetné téch, které jsou zapojeny do antibiotické rezistence, a umoziuje nahodnym mutacim
snadnéji zvySovat expresi genli zodpovédnych za antibiotickou rezistenci. Tento gen tedy
funguje jako evolu¢ni katalyzator pro vyvoj rezistence vici antibiotikiim. Lze fici,
Ze U mikroorganisml nesouci AmpR se rezistence vyviji rychleji nez u téch, které tento gen
nemaji [14].

Avsak je prokazano, ze nékteré gramnegativni bakterie si jiz vypéstovaly rezistenci
vuci karbenicilinu, jako je naptiklad Escherichia coli se 100% rezistenci nebo Pseudomonas
aeruginosa, u které se vyvinula rezistence na urovni 13,6 %. I toto je jednim z diivodu,

pro¢ se karbenicilin dnes jiz k 1é¢b¢ vétsinou nevyuziva [15].
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Obr. 3: Strukturni vzorec disodné soli karbenicilinu [16].
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Pti klasické syntéze karbenicilinu dochazi ke vzniku diastereomerti, coz komplikuje

kvantitativni analyzu pomoci vysokou¢inné¢ kapalinové chromatografie (HPLC).



Casto se vyskytuje eluce dvou pikl, zejména pii pouziti metanolovych mobilnich fazi
a vysoce ucinnych chromatografickych kolon [17].

Ptestoze karbenicilin je penicilinem S rozsifenym spektrem Ucinku, ktery je stabilni
Vv pfitomnosti zalude¢nich kyselin, v dneSni dob¢ se jiz v léCivych pfipravcich bézné
nevyskytuje. Vyjimkou je Geocilin (znam i pod nazvem Geopen), ktery obsahuje aktivni latku
karbenicilin indanyl sodny [18]. Tento krok zdivodnuji nevyhody karbenicilinu zminéné
v kapitole 2.2.1. Navic je pfi pouziti karbenicilinu nutné podavat vyssi davky z dtivodu jeho
niz§i aktivity, coz mize vést k nadmérnému zatiZzeni téla sodikem [9]. Tomu lze piedejit
napf. lokalni aplikaci antibiotika. Tim je docileno rovnomérné distribuce antibiotika pfimo
na misté infekce, pfiCemz lokalni koncentrace pfevysuje koncentraci pfi systémové aplikaci.
Vyhodou je malé vstiebavani, a tudiz i mensi celkova toxicita. Lze se tak vyhnout rizikim

a nevyhodam intraven6zni aplikace [19].

2.3. Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci patii mezi
nejvyznamngéj$i analytické metody, které se pouzivaji pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
organickych sloucenin v nejriznéjsich matricich. Kapalinovy chromatograf slouzi k rozdéleni
sloZzek (sloucenin) vzorku do jednotlivych tzkych a symetrickych zon ve tvaru piku.
Hmotnostni detektor pak funguje jako identifikator sloucenin na zakladé jejich retenéniho
Casu, m/z prekurzorovych ¢i produktovych iontd a slouzi i ke kvantifikaci jejich obsahu
ve vzorku na zaklad¢ intenzity odezev téchto iontu [20].

Kapalinovad chromatografie je nejcastéji (80-90 % vSech aplikaci) realizovédna
V systému s obracenymi fazemi (RP), a tak je vétSinou prvni volbou pfi vyvoji novych HPLC
metod [20]. Charakteristické uspofadani tohoto systému je tvotfeno polarngjsi MF (vodna
apripadn¢ i1 organicka slozka, s vys$im procentualnim zastoupenim vody), zatimco SF
jeméné polarni, typicky tvofena silikagelem modifikovanym riznymi funk¢nimi
skupinami — obvykle se jedna o fetézce oktadecylové (C18). Alternativné lze navazat i jiné
nepolarni zbytky, jako je fetézec oktylovy (C8), alkylovy nebo aromaticky (cyklohexylové
a fenylové skupiny) [21]. Hlavnim separa¢nim mechanismem v RP jsou hydrofobni
(solvofobni) interakce a obecné zde plati, ze ¢im niZsi polaritu analyt m4, tim silnéji interaguje
se stacionarni fazi a tim vy$$i ma retencni Cas. Tento typ staciondrni faze je v praxi Siroce
roz$iten, nebot’ dokaze oddélit slozky i na zakladé nepatrnych strukturnich rozdilt v nepolarni

¢asti molekul a vyuziva se tedy hlavné u latek nepolarnich ¢i slabé polarnich [22].



Dalsi dalezitou oblasti chromatografickych systémt je hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC), coz je typ chromatografie, ktera naopak vyuziva hydrofobnéjsi MF
s vysokym obsahem organickeé slozky (> 80 %), obvykle acetonitrilu S malym mnoZstvim vody
nebo pufru. Stacionarni fize ma hydrofilnéjsi charakter a je tvofena polarnimi latkami, jako je
silikagel, bud’ samostatny nebo modifikovany navazanim polarnich ligandd (napf. amino,
kyano, diol) ¢i polarnich organickych polymert. Na povrchu polarni SF se po kondicionaci
MF vytvofti silné hydrofilni vrstva vody, kde probiha vlastni separace. Mechanismus dosud
neni pln¢ objasnén, ale pravdépodobné se jednd o komplexni proces, ve kterém se riznou
mérou uplatiuji elektrostatické interakce, vodikové vazby a rozdélovaci mechanismus.
Kombinace téchto mechanismu tak vede k jedinecné selektivité¢ HILIC systémt. Elu¢ni poradi
v HILIC je opa¢né nez v RP, takze latky, které jsou v RP eluovany Vv nizkych retenénich
¢asech, maji v HILIC vysokou retenci a naopak. V poslednich letech HILIC stoupa
na oblibenosti diky schopnosti efektivné separovat latky poldrni, hydrofilni a iontové
(napft. 1éCiva a jejich metabolity), které se v RP neseparuji. Diive byla HILIC tazena k NP,
mechanismem separace se vSak od tohoto typu znaéné odliSuje, protoze separacni
mechanismus je u HILIC komplexng&jsi [22,23]. Vyhodou oproti NP i RP je moznost
analyzovat polarni latky ve slozitych matricich. Navic pouzitim vysokého podilu organické
slozky v MF se zvySuje kompatibilita s MS (zvlasté ESI), nebot’ dochazi k rychlému vypareni
rozpoustédla a tim se zvySuje celkova citlivost oproti RPLC-ESI-MS (az desetinasobng).
Co se tyce selektivity se HILIC s RP vzdjemné dobte dopliiuji. Na druhé stran€ je u HILIC
Casto zapotiebi kontrolovat pH a iontovou silu v pouzitych MF (napf. pro zaruceni jedné
iontové formy analytu) pfidavkem vhodného pufru, coZ zplisobuje nejen zhorSeni MS detekce,
ale miZe dochazet i k nesymetrickému tvaru a chvostovani pikt. Soli v pufrech mohou rovnéz
pfispivat k polarité analytu, a to vede k rozdilnym zménam retence [23].

Pro spojeni LC-MS se nejcastéji vyuZzivaji mékkeé techniky ionizace za atmosférického
tlaku (API). Nejuniverzalngjsi a nejvice uzivanou technikou v této oblasti je ionizace
elektrosprejem (ESI), pfip. vyhiivanym elektrosprejem (HESI). Pfi této metodé se vzorek
analytu, ktery vychdzi z chromatografické kolony nebo sklenéné stiikacky, pifivadi
na kovovou kapilaru s vysokym napétim (3-5 kV). Na konci kapilary dochazi k pfenosu
naboje, ¢imz se povrch stava nestabilnim a deformuje se, vznikd tzv. Taylortiv kuzel.
ZmlZovaci plyn pak rozprasuje privadény eludt za vzniku stabilniho, jemného spreje,
tvofeného drobnymi, nabitymi kapickami. Postupnym odpafovanim rozpoustédla se zvySuje

hustota povrchového ndboje na kapickach. Piipfekroceni kritické hodnoty dojde



ke Coulombické explozi, coz je rozpad kapi¢ek na mensi kapi¢ky a k rozdéleni piivodnich
naboji. Tento proces se opakuje n€kolikrat, az do vzniku iontu analytu [24,25].

Dilezitou roli zaujima 1 vzajemné postaveni kapilary a transferové trubice, ktera odvadi
vznikl¢é ionty o spravné polarité dale do analyzatoru. Tato geometrie systému muze podstatné
ovlivnit celkovou citlivost a robustnost metody. Téchto feSeni je vicero — vzadjemné postaveni
muze byt horizontalni, vertikalni, pod uhlem 45°, horizontalni mimo transferovou trubici
¢i tzv. z-sprej [26].

Zésadni vliv na odezvu detektoru na analyt mé polarita ionizace, jejiz volba souvisi
se strukturou analytu a jeho ochoty k (de)protonaci. Spravny vybér polarity mize signal zesilit
az o Sest fadd. Je volen vzdy takovy madd, ktery poskytuje nejvyssi pomér signalu analytu
ku Sumu detektoru (S/N). Pro spojeni LC-MS se vétSinou voli pozitivni ionizace, ale pokud
je S/N srovnatelny pro oba mody, tak se radgji voli ionizace negativni, jelikoz snizuje riziko
potencialnich nezadoucich interferenci [27].

Celkovy pocet iontl vstupujici do transferové trubice je limitovan elektrickym proudem
(max. 1 pA), ktery vznika v disledku potencialu umisténého na hrotu kapilary (oxidaéni
nebo redukéni proces, v zavislosti na volbé modu). Pii pouziti vysSSich koncentraci soli
bude iontovy proud pievazné tvoien slozkami iontl soli, a ionty vzorku budou hufe
detekovatelné — dochazi k tzv. iontové supresi. Pii nizké koncentraci analytu nebo nizkém
pratoku (<1 ul) muze byt iontovy proud tvofeny ziontl analytu nedostacujici, coz vede
K jejich nahrazenim ionti z rozpoustédla nebo k tvorbé radikalt [24].

Pfi samotném transportu iontli dochazi k prudkému ochlazeni vlivem zmény tlaku,
cozmiize vést ke vzniku klastri. K vyvarovani tohoto problému je potfeba transferovou
trubici a iontovy zdroj vyhiivat min. na 250 °C a také pouzit protiproud pomocného
zmlzujiciho plynu (vétSinou dusiku), ktery fokusuje kuzel spreje a eliminuje vodni pary a jiné
neutralni molekuly [26].

Iontova optika je umisténa ve vakuové Casti hmotnostniho spektrometru a podili
se na u¢inném prenosu iontd z iontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru. Upravou napéti
na téchto plochych prstencovych elektrodach 1ze snizit detekeni limit piistroje. Bezprostiedné
za transferovou trubici jsou umistény vstupni ¢ocky, které zaostiuji privadény tok ionti.
Ten dale prochazi soustavou dalSich elektrod a multipoltl zakon€enych koncovymi ¢ockami,
které reguluji (snizuji) rychlost ionti vstupujici do analyzatoru [24].

Hmotnostni analyzéator separuje ionty v plynné fazi za vysokého vakua podle jejich
poméru hmotnosti a ndboje (m/z). K tomu dochéazi vlivem interakei iontd s magnetickym

nebo elektrickym polem, nebo pomoci riznych rychlosti iontti o odlisnych m/z [20].
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Z nizkorozliSovacich analyzatorii se nejCastéji pouziva kvadrupdlovy analyzator (Q)
nebo sférickd iontova past (IT). NepfiliS rozsifend je linearni iontova past (LIT),
ktera je slozena ze ¢&tyf hyperbolickych elektrod zakonéenych coCkami. Zachyt iontd
je uskute¢nén pomoci vloZzeni stejnosmérného (na elektrodach) a vysokofrekvencniho
sttidavého napéti (na cockach). Toto uspotadani poskytuje vysokou kapacitu a ucinngjsi
zachyt iontl, coz vede k vyssi citlivosti a rozsahu pfistroje, nez 1ze dosdhnout v klasickém
provedeni IT [24,28]. Oproti niZze uvedenym analyzatorim maji vySe uvedené analyzatory
bohuzel nizké hmotnostni rozliSeni i nizkou spravnost ur¢eni hmoty [29]. PokrocilejSimi jsou
tzv. vysokorozliSovaci analyzatory, mezi které se fadi analyzator doby letu (TOF), orbitalni
iontova past (Orbitrap) nebo tzv. iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
(ICR) [24]. Stale vétsi oblibenosti se vSak té$i tandemové uspoifadani, tj. kombinace
hmotnostnich analyzatori. Téchto uspofddani je na trhu velké mnozstvi, ale pro LC-MS
je nejtypictéjsi trojity kvadrupol (QQQ), kvadrupdl s priletovym analyzatorem (Q-TOF),
nebo v posledni dobé orbitalni past s kvadrupdlem a/nebo linearni iontovou pasti (hybridni
Orbitrapy) [28].

Tandemové hmotnostni spektrometry jsou vybaveny tzv. kolizni celou, v nizZ jsou ionty
izolovany a ptipadné¢ srdzkami fragmentovany na pozadované produktové ionty pomoci
kolizniho plynu (o relativn¢€ vysokém tlaku) a urychlovanim iontt elektrickym polem (kolizni
energie). Dochazi ke srazkam iontll analytl, tzv. prekurzorovych iontl s koliznim plynem,
coz vede ke zvySeni vnitini energie iontd, a tim ke vzniku specifickych fragmenti,
tzv. produktovych iontil. Tento jev se nazyva kolizn¢ indukovana disociace (CID) [25].

Kompletni informaci o fragmentaci vybraného iontu lze ziskat skenem produktovych
iontl za vzniku MS/MS spektra, které slouzi k identifikaci latek. Ke kvantifikaci se vyuZziva
rezimu monitorovani vybranych reakci (SRM) nebo monitorovani vice reakci (MRM).
Pro tyto ucely se voli takovy produktovy ion, ktery po optimalizaci kolizni energie poskytuje
nejintenzivngj$i ion v MS/MS spektru, nebo v piipadé interferenci zcela specificky ion,
byt mize byt méné intenzivni. Timto modem, ktery je velmi citlivy a selektivni,
Ize kvantifikovat az stovky analyti v pribéhu jedné analyzy [24,25]. Dilezitym parametrem
Vv kvantitativni LC-MS analyze je rychlost skenovéni, kterd musi byt vhodn€ zvolena
s ohledem na S§itku chromatografického piku. Pro ziskani reprodukovatelnych vysledk
je nezbytné, aby byl chromatograficky pik vytvofen z min. 10 bodd, tzn., Ze musi byt v daném
casovém okn¢ provedeno min. 10 skenli. OvSem vyssi rychlost skenovani obecné snizuje
citlivost pfistroje, zejména v piipadé LIT, proto je nutné ¢asto hledat urcity kompromis jak

Vv poctu SRM ¢i MRM piechodd, tak v rychlosti skenovani [28].
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Pii spojeni kapalinového chromatografu s hmotnostnim detektorem je pro ziskdni
intenzivniho a stabilniho signalu nutné dbat na fadu faktorti. Ackoliv zdroj ESI poskytuje
dobré vysledky pro pratoky MF do Iml/min, niz8i pratoky (0,05-0,2 ml/min) vedou
ke zvySeni citlivosti. To vSak vyzaduje pouziti kolon s niz§im priamérem (1,0-2,1 mm)
amensi velikosti ¢astic (<3 um), pfi¢emz nejlep$iho rozliSeni se dosahuje s kapilarnimi
kolonami. Je také vhodné pouzivat ptredkolonky, aby bylo snizeno riziko ucpani kolony
a k minimalizovani vlivu interferujicich latek [28].

Téz vétsSina typickych MF (napi. voda, acetonitril, metanol) je kompatibilni s ESI,
pfiemz pfi vysSim podilu organické slozky v MF dochazi ke zlepSeni ti¢innosti ionizace.
Pti pouziti pufrovanych MF se musi vzit vvahu i vlastnosti vznikajicich adukti,
protoze netékavé adukty mohou zplisobovat znecisténi iontového zdroje. Z tohoto divodu
se fosfatové pufry ¢i octan/mravencan sodny musi zaménit za octan/mravencan amonny, které
netékavé adukty nevytvari. Nicméné, i tyto pufry mohou zptisobovat iontovou supresi (ackoliv
v mensi mife), proto by jejich koncentrace méla byt minimalni (zpravidla max. jednotky

mmol) [28].

2.4. Moznosti stanoveni karbenicilinu

Star$i studie (publikovany koncem minulého stoleti) byly vétSinou zaméfeny
na stanoveni karbenicilinu v plazmé amoé¢i [30,31], nebo se zabyvaly sledovanim
karbenicilinu a jeho degrada¢nich produktt [17]. Pro separaci a stanoveni karbenicilinu byla
vyuzivana metoda HPLC s UV detekei pti 208 nm [31] a 254 nm [17, 30]. Nejnovéjsi studie,
vyuzivajici HPLC-MS/MS metodu, se zaméiuji na stanoveni karbenicilinu ve sloZitych
matricich spolu s dal§imi antibiotiky (pfedevS§im beta-laktamy) [32,33]. Mezi posledni
a vysoce ucinné metody patii spektralni SERS metoda, v které se dosahlo podobné nizkych
detekénich limiti, jako pii pouziti MS detekce [34]. V Tab. 1 byly shrnuty vybrané parametry
analytickych metod, s dirazem na spodni meze detekce/kvantifikace, jelikoz v této praci je

snaha dosédhnout co nejnizsich kvantifikacnich limitt.
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Tab. 1: Piehled analytickych technik a jejich vybranych parametra.

Doba Koeficient
Koncentra¢ni Mez detekce )
Analyticka technika | analyzy determinace
) rozsah metody
[min] [1]
HPLC-UV [17] 30 0,25-4,05 g/l neuvedeno 0,998
HPLC-UV [30] 30 10-250 mg/I neuvedeno > 0,999
HPLC-UV [31] 8 0,25-20 mg/I neuvedeno > 0,99
HPLC-MS/MS [32] 60 1-500 pg/l 0,5-3 ng/kg neuvedeno
UPLC-MS/MS [33] 23 1-200 pg/l 0,32 ng/kg 0,997
SERS [34] 6 4,22 ng/1-0,42 gl 2,66 pg/l 0,9908

Ve studii [17] (rok 1980) bylo cilem stanoveni monohydratu karbenicilinu sodného
spolu s jeho degradaénimi produkty a urcit nejpravdépodobnéjsi cestu jeho rozpadu. Téz byl
vyzkouman vliv pH a slozeni MF na separaci jeho diastereomerii. K tomu byla pouzita metoda
HPLC s UV detekei (220 nebo 254 nm) a prutokem 1-1,5 ml/min. Jako MF byla pouzita smés
35 nebo 37% metanolu s 50mM KH2POj4 (v/v), jako SF byla pouzita kolona Spherisorb ODS
5 um (C18). Uprava pH byla provadéna pfidanim 10% HsPO4, jako iontové parové &inidlo byl
pouzit tetra-n-butylamoniumbromid. Bylo dokazano, Ze velmi piisnou kontrolou pH
Ize dosahnout eluci karbenicilinu jen v jednom piku (pH 3,35), rozklad probihal hydrolytickou
nebo dekarboxylaéni cestou (pii pH 7). Mez kvantifikace byla urena jako spodni mez
kalibrace, tj. 0,25 g/l [17].

V praci [30] (rok 1993) byla vyvinuta HPLC metoda ke stanoveni obou diastereomeri
karbenicilinu disodného v plazmé a moci (lidské, krali¢i a potkani). K detekci byl pouzit UV
detektor (254 nm). Tato metoda byla také vyuzita ke stanoveni vazby diastereomera
karbenicilinu na bilkoviny in vitro v lidské a krali¢i plazmé. Absolutni konfigurace
diastereomerii byla uréena pomoci *H-NMR. Pouzitdi MF byla slozena z50mM octanu
amonného a metanolu v riznych pomérech — pro lidské vzorky 9:1 (v/v). Prutok MF byl
nastaven na 1,2 ml/min. Jako SF byla pouzita kolona Cosmosil 5 um (5C18-AR). Vzorky byly
pfipraveny pro analyzu s vyuzitim extrakce analytu na tuhou fazi (SPE). Kalibra¢ni kiivka
byla linearni vrozsahu od 10-250 mg/l pro plazmu a 25-500 mg/l pro moc
(pro S- i R- karbenicilin). Mez kvantifikace byla uréena jako spodni mez kalibrace,

tj. 10 mg/l. Vazba na bilkoviny byla méfena ultrafiltraci — bylo zjisténo, ze v lidské plazm¢ je
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uptednostiiovana vazba S-epimeru, zatimco v krali¢i plazmé je stereoselektivita vazby opacna
[30].

V dalsi studii [31] (rok 1994) bylo cilem vyvinout spolehlivou HPLC metodu s UV
detekci pti 208 nm pro stanoveni monohydrat karbenicilinu sodného v lidském séru za pouziti
vnitiniho standardu (IS) piperacilinu. Vyvoj zahrnoval i metodu extrakce karbenicilinu
do kapaliny, coz bylo provedeno kombinaci srazeni proteini ACN, zachyceni zbytki
kyselinou citronovou (pH 1,9) a extrakci ethylacetatem. Pouzitd MF obsahovala ACN, 20mM
tetrabutylamonium fosfat 40mM fosfore¢nan sodny monobazicky (520:740:740, v/v/v).
Uprava pH na 6,6 byla provadéna pomoci roztoku hydroxidu sodného. Pritok byl nastaven
nal ml/min. Jako SF byla pouzita kolona Microsorb 3 um (C18). Metoda byla Gspésné
validovana v koncentraénim rozmezi 0,25-20 mg/l (mez kvantifikace urcena jako spodni mez
kalibrace). V této studii se nepodatilo spojit diastereomery do jednoho piku i pies vyzkouseni
riznych kombinaci MF a SF. Ke kvantifikaci tak byla pouzita suma vysek obou piku [31].

V praci [32] (rok 2016) byla vyvinuta a validovana HPLC-MS/MS metoda k soub&zné
analyze 120 1éCiv patiici do 12 skupin veterinarnich antimikrobialnich latek v potravinach
zivocisného plvodu — v mléce, vejcich, svaloving a jatrech (hovézi, ovéi, kufeci, slepici).
Pouzita MF obsahovala 0,1% kyselinu mraven¢i (MF-A) a ACN (MF-B). Chromatograficka
separace probihala v gradientovém rezimu (procentualni zména MF-B od 5% do 80 %)
pti prutoku 0,1 ml/min (1-5 min) a 0,2 ml/min. (5-60 min). Jako SF byla pouzita kolona
Hypersil Gold 5 um (C18). Kdetekci byl pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym
kvadrupolem. Karbenicilin s retenénim ¢asem 17,86 min byl kvantifikovan v pozitivnim modu
ionizace pomoci prekurzorového iontu 378,8 m/z a produktovych iontd 237,7/300,9 m/z
(kolizni energie 17/16 eV). Ptiprava vzorkd zahrnovala extrakci ultrazvukem (UAE)
ACN-voda (90:10, v/v) a kone¢né ¢isténi pomoci automatické SPE obsahujici sorbent HLB.
Koncentra¢ni rozsah metody (pro vech 120 1é¢iv) byl 1-500 pg/l s mezi detekee 0,53 pg/kg
(vztazené na matrici) [32].

Pravdépodobné posledni praci [33] (rok 2023) na toto téma byla studie vyuzivajici
UPLC-MS/MS metodu pro soucasné stanoveni 52 beta-laktamovych antibiotik ve vzorcich
masa a drubeze, vodnich produktl, mléka a vajec za pouziti modifikované QUEChERS
techniky pro piipravu vzorkd. Pouzita MF obsahovala 0,4% kyselinu mravenéi (MF-A)
a ACN (MF-B). Chromatograficka separace probihala v gradientovém modu (procentualni
zména MF-B od 4 % do 80 %) pfi konstantnim prutoku 0,5 ml/min. Jako SF byla pouzita
kolona Agilent ZORBAX SB-Aq 3,5 um (RP). Také byly vyzkouseny dal§i dvé kolony.
Pfi pouziti kolony Waters ACQUITY UPLC-BEH 1,7 um (C18) nedochazelo k detekci
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karbenicilinu a tikarcilinu, celkova separace neposkytovala uspokojivé vysledky. Pfi pouziti
kolony Kinetex F5 1,7 um jiz byla separace vSech analytli uspésna, ale piky u karbenicilinu,
tikarcilinu a cefotiamu vykazovaly vétsi Sitku. K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr
s trojitym kvadrupolem v rezimu MRM a pozitivni ESI. Retencni Cas karbenicilinu byl
16,58 min a kvantifikace byla provedena pomoci prekurzorového iontu 379,3 m/z
a produktovych iontd 160,2/220,1 m/z, pficemz ion 160,2 m/z byl pouzit jako hlavni
kvantifika¢ni ion (kolizni energie 24/18,9 eV). Ptiprava vzorkli byla provedena pomoci
metody QUEChERS. Pro optimalni extrakci bylo vybrano rozpoustédlo ACN-voda v poméru
75:25 (v/v). Koncentraéni rozsah metody pro stanoveni karbenicilinu byl 1-200 pg/l, s mezi
detekce 0,32 pg/kg (vztazeno na matrici) [33].

Posledni uvedena studie [34] vyuziva ke stanoveni karbenicilinu disodného povrchem
zesileny Ramantv rozptyl (SERS — surface-enhanced Raman scattering). Tato spektralni
metoda je zalozena na stfibrnych nanocasticich jako substratu, ktery s pomoci agrega¢niho
¢inidla (MgSO4) umoziuje vysoce citlivou detekci karbenicilinu. Mezi vyhody SERS patii
rychly a levny pribéh (v porovnani napt. s HPLC), nedestruktivnost metody, stejné tak jako
vysoka citlivost a efektivni identifikace vnitinich chemickych otiskii — v nékterych studiich
byly pomoci SERS detekovany jednotlivé molekuly [34]. Princip metody je zalozen
na zesileni Ramanova rozptylu — to je zajiSténo nanocasticemi ze vzacného kovu (nejcastéji
stiibro a zlato), které maji vhodnou plazmonovou rezonancni frekvenci (zesiluji
elektromagnetického pole) atim dokdzi zvysit signdl Ramanova rozptylu molekul
absorbovanych na povrchu [34,35]. Pii SERS analyze karbenicilinu bylo zapotiebi
agrega¢niho Cinidla siranu hotfec¢natého, bez kterého nebylo mozné pozorovat zadny signal.
Koncentraéni rozsah metody pro stanoveni karbenicilinu byl 4,22 ng/I-0,42 g/l, s mezi
detekce 2,66 pg/l. Tato metoda je navic vhodna i pro sledovani reakci, jako je otevirani
beta-laktamového kruhu nebo degradace karbenicilinu — lIze aplikovat i na detekci
penicilinu G [34].
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie a ¢inidla

e Standard: karbenicilin disodna stl — Cistota > 94 % (PanReac AppliChem)

e Kyselina mravenci — Cistota pro LC-MS > 99 % (Thermo Fisher Scientific)

e Kyselina octova — ¢istota pro LC-MS > 99,8 % (Sigma-Aldrich)

e Octan amonny — Cistota pro LC-MS > 99 % (Sigma-Aldrich)

e Mravencan amonny — Cistota pro MS > 99 % (Sigma-Aldrich)

e Metanol — ¢istota pro LC-MS > 99,95 % (Biosolve)

e Acetonitril — ¢istota pro HPLC > 99,5 % (Avantor)

e Deionizovana voda generovana piistrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

e Dusik generovany systémem Genius 1022 — Cistota > 99,5 % obj. (Peak Scientific)

e Helium — Cistota 99,999 % obj. (Linde)

3.2. Instrumentalni vybaveni a spotiebni material

e Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo)

e Hmotnostni detektor Velos Pro s ionizaci s vyhiivanym elektrosprejem (Thermo)

e Vyrobnik deionizované vody Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

e Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific)

e Analytické vahy MS105DU (Mettler Toledo)

e Automatické davkovaci pipety Transferpette S (Brand) o objemech 10-100 pl,
100-1000 pl a 1-10 ml

e (Odmérné sklo, tiida ptesnosti A (Fisherbrand)

e Sklenéna davkovaci stiikacka o objemu 10 pl (Hamilton)

e Spotiebni material: plastové Spicky, krimpovaci vialky z €irého skla s hlinikovym
uzavérem a PTFE septem.

e Ovladani systétmu LC-MS a vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno pomoci
programt LTQ Tune plus, Xcalibur a DC MS Link. Zpracovani vysledku bylo
provedeno v programu Microsoft Office Excel.

e Chromatografické kolony uvedené v Tab. 2. Pro jednotlivé kolony (vyjma kolony

LC-003) byly pouzity i ptislusné predkolonky se shodnou SF.
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Tab. 2: Testované chromatografické kolony.

Vyrobce Chromatograficka kolona Interni znaceni
Thermo Acclaim RSLC C18 (100 x 3,0 mm; 2,2 um) LC-003
Kinetex Biphenyl (150 x 3,0 mm; 2,6 um) LC-011
Phenomenex | Synergi Polar RP C12 (250 x 3,0 mm; 4,0 um) LC-015
Kinetex HILIC (150 x 3,0 mm; 2,6 um) LC-009

3.3. Priprava roztoku

3.3.1. Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze neobsahujici organické rozpoustédlo byly pfipravovany vzdy Cerstvé
a nebyly uchovavany po dobu vice nez 2 dnli. Mobilni faze obsahujici organické rozpoustédlo
byly uchovavany dle potieby.

Pti ptipravé MF obsahujici roztok octanu amonného ¢i mraven¢anu amonného bylo
pro ptipravu zasobnich roztoki téchto soli vzdy navazeno piesné takové mnozstvi soli nutné
pro pozadovany objem a koncentraci. V priabéhu optimalizace metody se vyzadovany objem
1 koncentrace roztoki liSily, a tak byly navazky upravovany podle potieby. Po navazeni
potiebného mnozstvi do kadinky byla navazka rozpuSténa v deionizované vodé
a kvantitativné¢ prevedena do odmérné banky, ktera byla doplnéna deionizovanou vodou
po rysku.

Pro separace v syst¢ému RP (pro kolony LC-003, LC-011 a LC-015) byly MF-A
ptipravovany vzdy do vody a MF-B do acetonitrilu nebo methanolu. Pro separace v systému
HILIC (pro kolonu LC-009) byly pfipravovany MF-A vzdy do acetonitrilu nebo methanolu
a MF-B do vody. V nékterych piipadech byly MF dale okyseleny piidavkem kyseliny octové
nebo kyseliny mravenéi, v mnozstvich odpovidajicich pozadovanym objemovym
koncentracim. Konkrétni slozeni pouzitych MF je pro jejich pomémé velké mnozZstvi

| prehlednost uvedeno az v prislusnych podkapitolach (viz kap. 4. Vysledky a diskuse).

3.3.2. Priprava zasobniho roztoku karbenicilinu

Zasobni roztok standardu o koncentraci 1 g/l (ST) byl pfipraven navaZenim piesné

asi 10 mg karbenicilinu disodné soli do 10 ml odmérné barnky a doplnénim deionizovanou
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vodou po rysku. Byl pfipravovan pro kazdé méfeni Cerstvy a neuchovaval se pro pozdéjsi

méfeni.

3.3.3. Priprava pracovniho roztoku pro optimalizaci (RP)

Pracovni roztoky standardu pro ucely optimalizace o pozadované koncentraci byly
piipraveny odpipetovanim odpovidajiciho objemu zasobniho roztoku standardu ST

do odpovidajici odmérné bariky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

3.3.4. Priprava pracovniho roztoku pro optimalizaci (HILIC)

Pracovni roztoky standardu pro tcely optimalizace o poZadované koncentraci byly
pfipraveny odpipetovanim odpovidajicitho objemu zéasobniho roztoku standardu ST

do odpovidajici odmérné barnky a doplnénim MF-A urcené pro HILIC separace po rysku.

3.3.5. Priprava vychozich roztoku pro validaci (RP)

Pracovni roztok standardu o koncentraci 10 mg/l (ST2rp) byl pfipraven odpipetovanim
100 pl ST do 10 ml odmérné banky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.
Pracovni roztok standardu o koncentraci 200 pg/l (STzre) byl pfipraven odpipetovanim

250 ul STare do 25 ml odmérné banky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

3.3.6. Priprava rady pracovnich roztoku pro validaci (RP)

Ptiprava kalibra¢nich roztokl pro RP separaci je shrnuta v Tab. 20 v Ptiloze A. Celkem
bylo ptipraveno 10 koncentra¢nich trovni v rozsahu 1-200 pg/l, kazda koncentra¢ni uroven
v 5 opakovanich. Roztoky jednoho opakovani kazdé koncentra¢ni irovné byly pouzity jako
kalibrac¢ni roztoky pro konstrukci kalibracni kiivky a zbyvajici roztoky byly pouzity jako QC

roztoky pro validaci piesnosti a spravnosti metody.

3.3.7. Priprava vychoziho roztoku pro validaci (HILIC)

Pracovni roztok standardu pro validaci pro metodu HILIC o koncentraci 10 mg/l
(ST2niL) byl ptipraven odpipetovanim 250 pl ST do 25 ml odmérné barnky a doplnénim MF-A

urcené pro HILIC separace po rysku.
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3.3.8. Priprava rady pracovnich roztoki pro validaci (HILIC)

Nejprve byla pfipravena fada pracovnich roztokli pro validaci o 11 koncentrac¢nich

urovnich dle Tab. 3 a Tab. 21.

Tab. 3: Priprava fady pracovnich roztokt pro validaci.

Koncentrace Objem Objem Celkovy
Koncentraéni | Oznaceni )
standardu standardu deionizované objem
uroven roztoku
[no/] STomi [mi] vody [ml] [ml]
1 STk 50 0,05 9,95 10
2 STk 100 0,1 9,9 10
3 STks 150 0,15 9,85 10
4 STka 200 0,2 9,8 10
5 STks 500 0,5 9,5 10
6 STke 1000 1 9 10
7 STk7 1500 1,5 8,5 10
8 STks 2000 2 8 10
9 STko 3000 3 7 10
10 STkio 4000 4 6 10
11 STk 5000 5 5 10

Pro dosaZeni co nejlepSich separaci v systému HILIC 1 pro simulaci zamysleného odbéru
vzorku destilované vody obsahujici karbenicilin je nutné, aby v kazdém analyzovaném
roztoku (kalibracni roztoky, QC roztoky, slepé vzorky, redlné vzorky aj.) bylo zajisténo téméf
stejné (nejlépe identické) sloZzeni rozpoustédla, a to s maximalnim mozZnym obsahem
organické slozky. Z tohoto ditvodu byla pro pfipravu vlastnich kalibra¢nich roztoki a QC
roztokli kazda koncentracni uroven pracovniho roztoku pro validaci dale jesté vzdy
10x nafedéna pomoci MF-A pro HILIC separace. Ptiprava byla provedena odpipetovanim
vzdy 100 pl daného roztoku (STk1 — STk11) Z odmérné baiiky do 1,8 ml krimpovacich vialek
obsahujici 900 ul MF-A pro HILIC separace akazda vialka byla poté ihned uzaviena
krimpovacim vickem s PTFE septem. Ptiprava kalibracnich roztokii do vialek je shrnuta
v Tab. 21 vPiiloze A. Celkem bylo pfipraveno 11 koncentra¢nich urovni v rozsahu

5-500 pg/l, kazda koncentracni uroven v 5 opakovanich. Roztoky jednoho opakovani kazdé
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koncentra¢ni Grovné byly pouzity jako kalibrac¢ni roztoky pro konstrukci kalibra¢ni kiivky

a zbyvajici roztoky byly pouzity jako QC roztoky pro validaci piesnosti a spravnosti metody.

3.3.9. Priprava slepych roztoku

Pro kontrolu c¢istoty chemikalii, pfistroje, MF a Cistoty prace za ucelem odhaleni
pfipadné kontaminace v priabéhu piipravy vzorkii anebo pfi jejich analyze byly v pribéhu
analyz proméfovany cistd MF/deionizovana voda, tj. bylo odpipetovano 1 ml Cisté

MF/deionizované vody pouzité pii ptipraveé roztokt v dany den do 1,8 ml vialky.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Optimalizace chromatografické separace

4.1.1. Testovaci analyza

Testovaci analyza byla provedena za ucelem zjiSténi retencniho cCasu analytu,

popt. reten¢énich c¢ast jeho obou diastereomernich forem, budou-li chromatograficky

rozdéleny. Vychozi podminky separace byly zvoleny s ohledem na doporuceni Skolitele.

Jelikoz ma analyt podobnou strukturu jako ampicilin (1i8i se ve funkéni skuping), byly zvoleny

podminky pro stanoveni tohoto analytu stejné jako pro V laboratofi jiz zavedené stanoveni

ampicilinu [36]. Chromatogram z testovaci analyzy je zobrazen na Obr. 4.

Vychozi podminky separace:

e Chromatografické kolona:

e Objem nastiiku:
e Teplota kolony:
e Pritok MF:

e Mobilni faze:

e Slozeni MF:

Vychozi podminky hmotnostni detekce:
e Teplota transferové trubice:
e Teplota kapilary:
e Pomér pratokl plynu (S/A):
e Potencial na F-Cockach:
e Potencial na S-Cockach:
e Nap¢ti na kapilare:
e MS skeny:
o XIC:
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Acclaim RSLC 120
(100x3,0 mm; 2,2 um)

2,5 ul

30 °C

0,5ml/min

MF-A 0,1% HCOOH ve vodé
MF-B 0,1% HCOOH v ACN
80:20 (v/v)

350 °C

350 °C

60/20 Arb.

9V

60 V

+3,0 kV

FSMS (50-500 m/z)

379 m/z ... [M+H]*

401 m/z ... [M+H+Na]*
423 m/z ... [M+H+2Na]*

C18
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Obr. 4: Chromatogram — testovaci analyza.

Vzhledem k piili§ vysokym retenénim faktoriim (9 a 10,5) a oddéleni diastereomert byla
provedena zékladni optimalizace chromatografické separace. Ugelem této optimalizace bylo
zkratit dobu analyzy a snaha o eluci analytu v jednom chromatografickém piku (dosazeni
a staciondrni faze, pritok MF a objem nastfiku. Po provedené optimalizaci chromatografické
separace byla také provedena optimalizace hmotnostni detekce.

Vzhledem k planovanému pouziti metody na analyzy pouze vzorkt s matrici
ptedstavujici jen deionizovanou vodu za podminek kratké izokratické separace, nebyl v této

fazi vyvoje do metody zahrnut vnitini standard, ktery jinak byvéa nedilnou soucasti kazdé

kvantitativni LC-MS analyzy.

4.1.2. Optimalizace mobilni a stacionarni faze

4.1.2.1. Kolona Acclaim RSLC 120 C18 (LC-003)

Byly vyzkouseny MF 0 riizném slozenim uvedené v Tab. 4. U méfeni ¢. 1 byl analyt
eluovan v mrtvém case (retencni ¢as 0,8 min). Proto byl u méfeni €. 2 a 3 snizen podil MF-B,
coz zvysilo retenci, ale bohuzel za soucasného snizeni symetrie pikt (méfeni ¢. 2 faktor
asymetrie As= 0,77, resp. 1,9; méfeni ¢. 3 As=1,6, Sitka piku 9 min). Z tohoto divodu bylo
dalsim krokem okyseleni MF-A pfidavkem kyseliny mravenci. Ptinizkém procentudlnim
obsahu MF-B (5 % obj.) byl reten¢ni faktor pfili§ vysoky a nedochazelo k separaci analytu,
proto byl podil MF-B zvySen. Za téchto podminek (méfeni ¢. 5) byly piky S reten¢nim
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faktorem 5,7, resp. 6,7 jiz symetri¢téjsi (As=0,89; resp. 1,1), ale byly pomérné Siroké (0,8 min)
a nebyly zcela chromatograficky rozdéleny, ani zcela nekoeluovaly (Ri;1,5-2,0). Dale byl
vyzkousen vliv soli v MF-A (octanu amonného) a zména organického rozpoustédla v MF-B
(MeOH). Zatéchto podminek (méfeni ¢. 6) doSlo ke zlepSeni separace, piky byly
jiz symetrické (As=1,1, resp. 1,1), ale retence analytu se prodlouzila (reten¢ni faktor 13,
resp. 17). Proto byly nasledné (méfeni ¢. 7-11) vyzkouseny MF jak s vyssi koncentraci soli
(pro zuzeni piku), tak i s vy$§im obsahem MeOH (pro sniZeni reten¢niho faktoru). Vyssi
koncentrace soli vSak separaci ovlivnila negativné, protoze doslo ke sniZeni odezvy detektoru
(sniZzeni poméru signalu k Sumu S/N, z méfeni ¢. 8—¢. 10 o 2,6x, resp. 2,4x), navic dochazelo
I K rozsitfovani pikt (0,6 min), u méteni ¢. 10 opét nebyly piky chromatograficky rozdéleny,
ani zcela nekoeluovaly (Rij 1,5-2,0). Vyssi obsah organické faze v MF snizil reten¢ni faktor

a napomohl separaci.

Tab. 4: Slozeni pouzitych MF a kapacitni faktory analytu (kolona LC-003).

5 ME-A MF-B
Cislo Retenéni faktor
Obsah Obsah
méteni ) Slozeni i Slozeni [1]
[% obj.] [% obj.]
1 80 Deionizovana voda 20 ACN nedetekovano
2 95 Deionizovana voda 5 ACN 0,7/1,3
3 98 Deionizovana voda 2 ACN 8
4 95 0,1% HCOOH 5 ACN nedetekovano
5 80 0,1% HCOOH 20 ACN 5,716,7
6 90 50mM CH;COONHa4 10 MeOH 13/17
7 85 50mM CH;COONHa4 15 MeOH 6,5/8,4
8* 80 50mM CH;COONH, 20 MeOH 3,6/4,7
9 85 250mM CHs;COONHa4 15 MeOH 8,1/10
10 80 250mM CHsCOONHa4 20 MeOH 47159
11 70 250mM CH;COONH4 30 MeOH 19/2.3

*Podminky pti dosazeni nejlepsi separace

Nejlepsi separace na koloné LC-003 bylo dosazeno za podminek méfeni €. 8, ptislusny
chromatogram je zobrazen na Obr. 5. Nebylo sice dosazeno uplné koeluce obou forem

do jednoho tzkého a symetrického piku, ale separace ve formé dvou zcela chromatograficky
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rozdélenych uzkych a symetrickych pikd (As=0,95, resp. 1,1) soptimalnimi reten¢nimi
faktory (3,6, resp. 4,7) byla shledana jako pfijatelna pro piipadné zamyslené pouziti. Idealnim
piipadem by vSak byla uplnd koeluce obou forem, a tak byly testovany dalS§i moZznosti

Separace.

100 — Ml
80

60 E

m/z=379

100

m/z=401

Relativni odezva detektoru [%]

20 m/z=423

AR R LA A A AL R A RAd LA LALLM AR L RAM L) MM LD WA LN WA ALK AL REM) A LAY Liad A LA nd
0 1 2 k] 14 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13

Retenéni ¢as [min]

Obr. 5: Chromatogram méteni ¢. 8 (LC-003).

4.1.2.2. Kolona Kinetex Biphenyl (LC-011)

Jelikoz analyt obsahoval benzenové jadro, byla vyzkousena kolona Kinetex Biphenyl,
ktera diky modifikaci SF bifenylovou skupinou vykazuje zvySenou selektivitu k sloucenindm
tohoto typu. V Tab. 5jsou shrnuty pouzit¢é MF a reten¢ni faktory analytu. V porovnani
s ptedchozi kolonou (LC-003) vSak obecné bylo dosazeno horSich chromatografickych
separaci.

Zapodminek méteni €. 1 doSlo k oekavanému vyraznému zvysSeni chromatografickému
rozliSeni (2,9), ale piky vykazovaly abnormalni tvar — oblast maxima vysky piku mé¢la
charakter plata. Dale byl vyzkousen vliv ptidavku kyseliny octové do MF-A (méfeni €. 2).
Snizenim pH se podle ocekavani mirn¢ zvysila retence, ale lepSiho tvaru pikii nebylo
dosazeno, a navic doslo ke sniZeni signalu (o jeden tad). Vzhledem ke skutecnosti, ze vliv
pridavku aditiv do MF nem¢l pozitivni efekt na kvalitu separace, byly dale testovany pouze
MF obsahujici vodu a MeOH. Postupnym zvySovanim podilu MeOH v MF (2—10 %)

dochazelo k o¢ekavanému snizovani reten¢nich Cast, ale separace byla zcela nevyhovujici.
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Pfi niz8§im obsahu MF-B ob¢ formy ¢aste¢né koeluovaly, pfi vyssim obsahu MF-B dochazelo
jiz k eluci jedné formy analytu, avSak bohuzel t¢éméf v mrtvém case — retencni faktor 0,62
(viz Obr. 6). Z divodu nizkého reten¢niho faktoru, ktery by mél byt v rozmezi 1-10 [21], je
ovsem tato separace prakticky nepouzitelna, protoze oblast eluce piku lezi v oblasti mrtvého

Casu, a tak existuje zvysené riziko negativniho vlivu nesorbujicich se interferentd.

Tab. 5: Slozeni pouzitych MF a retenéni ¢asy analytu (kolona LC-011).

5 MF-A MF-B Retencni
Cislo
Obsah Obsah faktor
meéfeni ) Slozeni ) Slozeni
[% obj.] [% obj.] [1]
1 90 50mM CH3COONHa4 10 MeOH 3,1/4/4
50mM CHsCOONH. +
2 90 10 MeOH 3,6/51
0,1% CHsCOOH
3 98 Deionizovana voda 2 MeOH 25/3,1
4 97 Deionizovana voda 3 MeOH 21/24
5 96 Deionizovana voda 4 MeOH 1,7/1,9
6 95 Deionizovana voda 5 MeOH 1,3/1,6
7 94 Deionizovana voda 6 MeOH 1,3/3,4
8 93 Deionizovana voda 7 MeOH 0,69
9* 90 Deionizovana voda 10 MeOH 0,62

*Podminky pti dosaZeni nejlepsi separace
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Obr. 6: Chromatogram méfeni ¢. 8 (LC-011).
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4,1.2.3. Kolona Synergi Polar RP C12 (LC-015)

Kolona obsahujici tuto SF (husté vdzana C12) byla zvolena diky své schopnosti
efektivnéji separovat polarni aromatické slouceniny. Vzhledem Kk rozméram kolony
a velikosti ¢astic byl na zakladé doporuceni od vyrobce prutok MF zvySen na 1 ml/min.
Rovnéz bylo vyzkouseno rizné slozeni (viz Tab. 6), které ale ke zlepSeni separace a silngjSimu
signalu nevedly (u prvnich tfech méteni pokles signalu o dva fady). Pfi pouziti nejlepSich
nalezenych podminek pro kolonu LC-011 bylo dosazeno podobné separace — dochazelo
k mirnému zvySeni reten¢niho faktoru (1,5) a obé formy koeulovaly ve formé jednoho piku,
ale signal se vyrazn¢ snizil. Pfi snizeni podilu MF-B na 5 % byl jiz reten¢ni faktor 7,8
V optimalnim rozmezi ale pik byl pomérné¢ Siroky a chvostoval (faktor asymetrie 2,3).
Pti sniZeni podilu MF-B na 0 % dochézelo k Giplné retenci. Pro dalsi testovani byl obsah MF-
B opét zvolen na urovni 10 % jako pii méfteni €. 1, ale MF-A byla nové okyselena piidavkem
kyseliny octové. Po této tpravé se prudce zvysila retence (retencni faktor 22; resp. 25),
ale dochazelo opét k ¢asteéné koeluci obou forem a piky byly pfili§ nizké a Siroké (2 min).
Pro snizeni reten¢niho faktoru byl v méfeni ¢. 5 zvySen podil MF-B (20 %), ale znovu
dochazelo k eluci dvou forem analytu a piky byly pfiblizné€ stale stejné Siroké. Poslednim
méfenim byl jeSté otestovdn vliv pfidavku octanu amonného, ale opét bez zlepSeni
chromatografické separace — caste¢na koeluce obou forem a Siroky pik (1 min).
Nejlepsi chromatograficka separace pro tuto kolonu byla ziskdana za podminek méteni €. 2

a jeji chromatogram je zobrazen na Obr. 7.

Tab. 6: Slozeni pouzitych MF a retené¢ni ¢as analytu (kolona LC-015).

. MF-A MF-B Retencni
Cislo
Obsah Obsah faktor
meéteni ) Slozeni ) Slozeni
[% obj.] [% obj.] [1]
1 90 Deionizovana voda 10 MeOH 15
2* 95 Deionizovana voda 5 MeOH 7,8
3 100 Deionizovana voda 0 MeOH nedetekovano
4 90 0,1% CH>COOH 10 MeOH 22125
5 80 0,1% CHsCOOH 20 MeOH 7,2
6 90 10mM CH3;COONHa4 10 MeOH 2,1

*Podminky pti dosazeni nejlepsi separace
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Obr. 7: Chromatogram méfeni ¢. 2 (LC-015).

4.1.2.4. Kolona Kinetex HILIC (LC-009)

Tato kolona, jejiz SF je tvofena nemodifikovanym silikagelem, separuje analyty pomoci
mechanismu HILIC. Vzhledem Kk parametrim této kolony byl ponechan prutok MF
nalml/min (dle doporuceni vyrobce). Slozeni pouzitych MF, s retenénimi faktory
a pomérem S/N je shrnuto v Tab. 7. Jako prvni byla otestovana separace pouze za pouziti
MF-A — zde se jiz podafilo eluovat obé formy analytu v jednom uzkém piku, bohuzel v§ak
v mrtvém reten¢nim Case. Bylo tedy potieba najit sloZzeni MF s niz$i elu¢ni silou. Jako prvni
krok K silngjsi retenci byla provedena vymeéna aditiva (octan amonny za mraven¢an amonny)
a snizeni podilu vodné faze v MF-A na polovinu. Pro moznost dodatecnych uprav elué¢ni sily
byla zatazena MF-B do celkového slozeni MF. Za pouziti téchto podminek pii obsahu MF-B
4 % (0obj.) bylo u méteni €. 2 dosazeno mirné vyssi retence (retencni faktor 0,82), bohuzel stale
nizké, ale nepatrné vzrostl pomér S/N (10—11). Proto pro jesté siln€jsi retenci byla zvySena
koncentrace octanu amonného v MF-A, coz vedlo u méfeni ¢. 3 ke zvySeni jak retenéniho
faktoru (0,82—1,7), tak i poméru S/N (11—26). Jelikoz postupnym zvySovanim mnozstvi
octanové soli ve slozeni MF vedlo ke zlepSeni chromatografické separace, bylo vyzkouseno
dalsi slozeni MF s koncentrovangjSimi roztoky soli. U méfeni ¢. 4 bylo opét dosazeno vyssiho
reten¢niho faktoru (1,7—2,2) i vyssiho poméru S/N (26—32), chromatograficky pik byl
symetricky (As= 1,1). Dalsim zvysenim mnozstvi aditiva v MF-A bylo dosazeno nepatrné

vyssi retence (2,2—2,4), ale jiz doslo k prvnimu poklesu poméru S/N (32— 30).
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S ohledem na dosazené vysledky, zajem o Setrnéjsi podminky ESI ionizace i nizsi

provozni naklady, bylo jako optimalni slozeni MF zvoleny podminky méfeni ¢. 4

v

(chromatogram viz Obr. 8), které zaroven poskytovaly nejintenzivnéjsi signal (pomér S/N).

Tyto podminky byly nasledné pouzity pro optimalizaci zbyvajicich chromatografickych

parametra pro systém HILIC.

Tab. 7: Slozeni pouzitych MF, reten¢ni ¢as analytu a pomér S/N (kolona LC-009).

. Retenéni
Cislo Podil SIN
MF-A MF-B faktor
méfeni MF-B [1]
[1]
100mM 100mM HCOONHg,
1 0% HCOONH4, ACN ACN, deionizovana voda 0 10
(10:90, viv) (10:50:40, viviv)
10mM 100mM CHsCOONHLs,
2 4% CH3:COONHs4, ACN, deionizovana voda 0,82 11
ACN (5:95, vIv) (5:55:40, viviv)
50mM 100mM CHsCOONHea,
3 4% CH3COONHya4, ACN, deionizovana voda 1,7 26
ACN (5:95, viv) (5:55:40, viviv)
100mM 100mM CHsCOONHy4,
4* 4% CH:COONHs,, ACN, deionizovana 2,2 32
ACN (5:95, v/v) voda (5:55:40, viviv)
250mM 100mM CH3COONHys,
5 4% CHsCOONHa4, ACN, deionizovana voda 2,4 30
ACN (5:95, viv) (5:55:40, viviv)
*Podminky pti dosazeni nejlepsi separace.
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Obr. 8: Chromatogram s optimalizovanou MF méfeni ¢. 4 (LC-009).
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4.1.3. Optimalizace objemu nastiiku

Pro systém RP byl vyzkousen a zvolen nejvyssi mozny objem nastriku 25 pl. Jelikoz
poskytoval uspokojivé vysledky (tzké a vysoké piky, faktory asymetrie 1,1, resp. 1,1),
byl zvolen pro tento systém jako optimalni.

Optimalizace objemu nastiiku byla provadéna pouze pro HILIC. Pfi nastiiku vzorku
v rozpoustédle s vysokou elu¢ni silou (tj. analyt rozpu$tén ve vodné fazi, jako simulace
realnych vzorkt) bylo nutné zvolit takovy objem, aby nedochéazelo k nezadoucimu rozmyti
piku nebo eluci analytu v mrtvém c¢ase. Hodnoceni tohoto parametru bylo provedeno
porovnanim faktoru asymetrie piku v zavislosti na objemu nastiiku vzorku ve 2 rtznych
rozpoustédlech (MF-A nebo smés deionizované vody-MF-A 10:90, v/v). S ohledem
na ziskané vysledky (viz Tab. 8.) byl jako optimalni zvolen objem nasttiku 10 pl, jelikoz vliv
elu¢ni sily rozpoustédla jiz nemél vyznamny vliv na tvar piku a zaroven bylo mozné dosahnout

niz§i meze kvantifikace nezli s nastfikem o objemu 5 pl.

Tab. 8: Vyska piku a jeho $ifka v zavislosti na rozpoustédle a objemu nastiiku.

) Kritérium Analyt ve vodé-MF-A
Objem . . Analyt pouze v MF-A
piijatelnosti (10:90, viv)
nastiiku . N
] As Siika piku Faktor Siika piku Faktor
: [1] [min] asymetrie [1] [min] asymetrie [1]
20 0,21 1,2 0,6 0,49
15 0,19 1,1 0,25 0,74
0,9-1,2 [37]
10* 0,23 1,1 0,22 1,2
5 0,16 0,95 0,21 1,2

*Podminky pti dosaZeni nejlepsi separace.

4.1.4. Optimalizace pritoku

Pro systtm RP byla snaha zkratit dobu analyzy bez negativniho vlivu na mez
kvantifikace. Byly vyzkouseny pratoky MF vrozsahu 0,6-1 ml/min. V ziskanych
chromatogramech byly hodnoceny poméry S/N obou pikt (vliv na mez kvantifikace), jejich
retencni Casy (vliv na dobu analyzy) i dosazené tlaky na koloné (vliv na zivotnost kolony).

Vysledky jsou shrnuty v Tab. 9. Jako optimalni byl vybran pratok 0,6 ml/min pfi kterém bylo
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dosazeno nejvyssiho poméru S/N, tlak na kolon€ poskytoval dostate¢nou rezervu vzhledem
k maximalnimu moznému tlaku a doba analyzy 5 minut byla stale pfijatelna pro zamyslené

ucely.

Tab. 9: Retenc¢ni ¢asy a S/N pro testované prutoky.

Tlak [bar]
Pratok MF [ml/min] Naméfeny Kritérium SIN [1] Reten(‘jni cas
ptijatelnosti [min]
*0,6 360 41786 3,0/3,7
0,7 415 281763 2,6/3,2
0,8 470 <700 [38] 24159 23/28
0,9 530 22152 2,1/25
1 585 20/51 19/23

*Podminky pfti dosazeni nejlepsi separace.

Priatok pro systém HILIC byl ponechdn na 1 ml/min, protoZze doba analyzy cinila
jen 3 minuty a tlak na koloné byl 280 bar (max. povoleny tlak 600 bar [39]). Optimalni
hodnota dle doporuceni vyrobce je tuto kolonu LC-009 stanovena na 0,8 ml/min. Z téchto

divodu nebyla optimalizace provadéna.

4.2. Optimalizace hmotnostni detekce

Optimalizace podminek byla provedena pro prekurzorovyion analytu [M+H]"
0 specifické hmotnosti 379 m/z se zaméfenim na dosazeni maximalni odezvy detektoru

a stability signalu.

4.2.1. Optimalizace podminek elektrospreje

Nastaveni HESI iontového zdroje bylo pro RP systém zvoleno na zéaklad¢€ v laboratofi
jiz vyvinuté a zvalidované metody na stanoveni strukturné podobné slouc¢eniny ampicilin [36].
Vychozi nastaveni HESI iontového zdroje pro HILIC systém bylo provedeno na zékladé
doporuceni Skolitele a nasledné byla provedena dikladna optimalizace vybranych parametrt.
Postupné byly optimalizovany tyto parametry: teplota HESI kapilary a jeji potencial,

poméry mezi pritoky hlavniho (sheat, S) a pomocného (auxiliary, A) zmlzujiciho plynu
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a teplota transferové trubice. V Tab. 10 je uveden rozsah testovanych parametrti spole¢né
s vychozimi hodnotami a vybérem optimalnich hodnot. V Ptilohach B-E (Obr. 18 az Obr. 21).
jsou uvedena data na jejichz zakladé bylo provedeno vyhodnoceni optimalizace uvedenych
parametrii. V pribehu vSech méfeni se po zméné hodnoty optimalizovaného parametru vzdy
¢ekalo cca 500 skenli (vyjma pii nastaveni potencidlu na HESI kapilate — cca 100 skent),

aby byla zarucena stabilizace podminek.

Tab. 10: Optimalizace podminek HESI pro systém HILIC.

Optimalizovany parametr Ptiloha Hodnota
Teplota HESI kapilary [°C] B 250 300" 350V
Potencial HESI kapilary [kV] C +2,5 +2,75 +3*V +3,25 +3,50
Pomér pritoku plynu S/A [1] D 30:10 45:15  60:20*V
Teplota transferové trubice [°C] E 250* 300 350V

VVychozi hodnoty, *hodnota pti dosazeni optimalniho signalu.

Jako optimalni teplota HESI kapilary byla zvolena hodnota 300 °C. Pfi vyssi teploté
350 °C sice jesté dochdzelo k mirnému nariistu signalu, ale toto zvySeni nebylo nijak
vyznamné, a navic se zvysila variabilita signalu. Z téchto diivodl byla zvolena Setrnéjsi nizsi
teplota 300 °C. Hodnota potencialu na HESI kapilafe byla ponechana na doporucené (vychozi)
hodnoté +3 kV, jelikoz nedochazelo k vyznamné zméné signalu. V ptipad¢ poméru pritoku
hlavniho a pomocného plynu byl vybran pomér 60:20, ptfi némz bylo dosaZeno az 3x vyssiho
signalu nez pii nizich pritocich plynd, ackoliv za mirn€ zvySené variability signalu.
z testovanych teplot poskytovala az 2x vyssi odezvu detektoru nez pii vyhiivani na vyssi
teploty. Stabilita signalu po zoptimalizovani vyse uvedenych podminek byla excelentni s RSD
1,8 % (viz Obr. 26 v Ptiloze H), pfi¢emz maximalni pfipustna hodnota uvedena v ovladacim

programu pfistroje je RSD 15 % .

4.2.2. Optimalizace parametri iontové optiky (S-¢oCky a F-¢ocky)

Utelem této optimalizace bylo zvolit takovou hodnotu potencialit na F-&ockach
a S-Cockach, aby bylo dosazeno co nejvyssi transmise iontl z iontového zdroje do iontové
pasti, coz bylo hodnoceno na zékladé hodnoty celkového iontového proudu (TIC).

Tento parametr mohl byt z principu optimalizovan pro systtm RP a HILIC soucasné,
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protoze transport iontll a jejich fokusace se v zdsad¢ nelisi pti pouziti obou systémil. Métfeni
potencialu na F-Cockach bylo provedeno v rozmezi od -30 do -5 V, pro S-¢oc¢ky v rozmezi
od 0 do +70 V. V Ptiloze F (Obr. 22 a Obr. 23) jsou k dispozici zdznamy z téchto méfeni.
Na zéklad¢ namétenych dat byl zvolen potencial pro S-Cocky +66 V a pro F-cocky -8,5 V.

4.2.3. Volba MRM prechodu a optimalizace kolizni energie

Tato ¢ast optimalizace byla provedena za ucelem volby vhodnych MRM piechoda
a nasledné nalezeni optimalnich hodnot normalizované kolizni energie (NCE) pro kazdy
MRM piechod. Jako prekurzorovy ion byl zvolen ion 379 m/z, ktery vykazoval nejvyssi
odezvu nejen za pouziti vSech chromatografickych podminek vyzkousenych v této praci,
ale i v n¢kterych z dosud publikovanych studii [32,33]. Produktové ionty byly zvoleny
na zaklad¢ velikosti intenzity odezvy detektoru pii pouziti hodnoty NCE 35 %,

ktera je doporu¢ovana vyrobcem jako vychozi hodnota (viz Obr. 9).
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum analytu (379 m/z) se zvyraznénymi MRM piechody — pfima

infuze analytu do iontového zdroje.
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V zavislosti na pouzitém separa¢nim systému se ziskana MS/MS spektra mirné lisila.
Pti pouziti systému s RP mél nejvyssi odezvu MRM piechod 379—160 (shodné s praci [33]),
zatimco pii pouziti systétmu s HILIC byla naméiena nejvyssi odezva pro MRM piechod
379—204. Pro RP byl vybran MRM piechod 379—160 ke kvantifikaci, jako kontrolni byl
vybran MRM pfechod 379—220. Pro HILIC byl vybran MRM piechod 379—204
ke kvantifikaci, jako kontrolni byl vybran MRM piechod 379—238.

Dale bylo zapotiebi nastavit vhodnou NCE pro piislusné MRM piechody. Hodnoty byly
uréeny na zaklad¢ dat uvedenych v Ptiloze G (Obr. 24 a Obr. 25). Kolizni energie byla
testovana v rozmezi NCE 0-100 % a na zékladé¢ téchto zaznami byla zvolena
jedna univerzalni hodnota NCE 30 %. Vybér této hodnoty byl uskute¢nén na zakladé dvou
kritérii — v Givahu byla brana nejen poloha maxima ktivky, ale 1 jeji prib¢h, aby ani u jednoho
ze ¢ty MRM piechodil nebyla zvolena oblast prudkého nartustu/poklesu kiivky. V Tab. 11
jsou zaznamenany NCE pro ptislusné MRM piechody.

Tab. 11: Namétené hodnoty NCE pro vybrané MRM piechody.

Separacni Typ MRM | Normalizovana kolizni energie [%]
MRM piechod

systém prechodu Optimalni Univerzalni

379—160 Kvantifika¢ni
RP 18

379—220 Kontrolni 20
379—204 Kvantifika¢ni

HILIC 30
379—238 Kontrolni

Optimalizace NCE byla pro MRM piechod 379— 204 dale provedena i empiricky
na zakladé S/N piku analytu v chromatogramech ziskanych pomoci HILIC separaci. Tyto
hodnoty byly shrnuty v Tab. 12. NCE uréena empiricky z chromatogramt se shoduje s NCE
ziskanou z méteni pomoci piidavného toku analytu do proudu MF, coZ potvrzuje vhodnost

spravného urceni univerzalni hodnoty.

Tab. 12: Empiricka optimalizace NCE.

NCE [%]

20

25

30* 35

40

45

50

SIN 1]

76

142

217 125

85

61

65

*Hodnota pfi dosazeni nejintenzivnéjSiho signalu.
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4.2.4. Optimalizace maximalni doby plnéni pasti

Ucelem této optimalizace bylo uréit optimalni dobu, po kterou je iontova past oteviena
pro akumulaci iontii. S prodluzujici se dobou plnéni iontové pasti se zvySuje i1 pocet iontl,
které mohou byt pouzity k samotné detekci, ¢imz lze dosahnout niz§ich mezi kvantifikace.
Tim se ovSem snizuje pocet provedenych MS/MS skenil, ¢imz klesa i pocet bodu, ze kterych
mize byt zkonstruovan dany chromatograficky pik. Pro ucely kvantifikace je nezbytné,
aby tento pocet ¢inil min. 10 bodu [28], coz bylo pouZito jako jedno z hlavnich kritérii pii této
optimalizaci. Druhym kritériem byla hodnota poméru S/N. Pfi pouziti kolony pro RP i HILIC
bylo vice nez 15bodl na pik i pfi maximalni testované doby plnéni iontové pasti (1000 ms).

Pro koncentraci analytu mirné¢ nad pfedpokladanou mezi kvantifikace (10 pg/l pro RP,
5 g/l pro HILIC) byly otestovany doby plnéni iontové pasti v rozsahu 200-1000 ms.
Z vysledki uvedenych v Tab. 13 vyplyva, ze maximalni testovana hodnota 1000 ms
je optimalni pro oba chromatografické systémy, protoze je pii ni dosazeno ptiblizné 15 boda

na pik za soucasného dosazeni maximalniho S/N.

Tab. 13: Hodnoty S/N pii optimalizaci maximalni doby plnéni iontové pasti pro RP.

RP HILIC
Doba plnéni
) Pocet bodu na Pocet bodu na S/IN
pasti [ms] ) SIN [1] )
pik [1] pik [1] [1]
200 40 17/33 30 29
500 25 25 /50 20 30
700 20 30/67 17 36
1000* 16 40/68 15 54

*Hodnota pfi dosaZeni nejintenzivnéjSiho signalu.

4.3. Souhrn optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce

Na zéklad¢ optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce byly
pro kazdy z obou chromatografickych systémi (RP 1 HILIC) ziskdny informace pro optimalni

nastaveni pfistroje uvedené nize.
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Systém RP

e Chromatograficka kolona: Acclaim RSLC C18 (100x3,0 mm; 2,2 um)

e Objem nastiiku: 25 ul

e Teplota kolony: 30 °C

e Priutok mobilni faze: 0,6 ml/min

e Pouzitd mobilni faze: MF-A 50mM CH3COONH3 ve vodé
MF-B MeOH

e SloZeni mobilni faze: 80:20 (v/v) MF-A:MF-B

e Teplota HESI kapilary: 350 °C

e Nap¢éti na HESI kapilare: +3,0 kV

e Pomér pritoku plynu (S/A): 60:20 Arb.

e Teplota transferové trubice: 350 °C

e Potencial na S-Cockach: +66 V

e Potencial na F-¢ockach: -85V

e Typ skenu: Sken produktovych ionti

e Pocet mikroskent: 1

e Doba plnéni iontové pasti: 1000 ms

e Normalizovana kolizni energie: 30 %

e Kuvantifikaéni MRM ptechod (Obr. 10): 379—160

e Kontrolni MRM piechod: 379—220

100
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Obr. 10: Ukazkovy chromatogram — RP separace.
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Systém HILIC

e Chromatograficka kolona: Kinetex HILIC (150x3,0 mm; 2,6 um)

e Objem nastiiku: 10 ul

e Teplota kolony: 30 °C

e Pritok mobilni faze: 1 ml/min

e Pouzita mobilni faze: MF-A  100mM CHsCOONHs, ACN
(5:95, v/v)

MF-B 100mM  HCOONH4,  ACN,

deionizovana voda (5:55:40, v/v/v)

¢ Slozeni mobilni faze: 96:4 (v/iv) MF-A:MF-B
e Teplota HESI kapilary: 250 °C

e Napéti na HESI kapilare: +3,0 kV

e Pomér pritoku plynu (S/A): 60:20 Arb.

e Teplota transferové trubice: 300 °C

e Potencial na S-¢ockach: +66 V

e Potencial na F-Cockach: -85V

e Typ skenu: Sken produktovych iontil
e Pocet mikroskenti: 1

e Doba plnéni iontové pasti: 1000 ms

e Normalizovana kolizni energie: 30 %

e Kuvantifikaéni MRM ptechod (Obr. 11):  379—204

e Kontrolni MRM piechod: 379—238
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Obr. 11: Ukazkovy chromatogram — HILIC separace.
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4.4. VValidace metod

Po dokonceni optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce byla
provedena validace obou nové vytvoienych analytickych metod. Cilem validace bylo pomoci
objektivniho posouzeni prokazat, Ze jsou tyto metody vhodné pro kvantitativni analyzu
karbenicilinu ve vodé. Pro tyto ucely byly vybrany nékteré zakladni valida¢ni parametry
uvedenych v doporuceni Evropské agentury pro 1éCivé pripravky (EMA) [40].
Validace v8ak nebyla z ¢asovych i praktickych duvodu provedena v plné §ifi, ale byly vybrany

Kalibra¢ni kfivka (tvofena minimalné 6 body) vyjadiuje vztah mezi nomindlni
koncentraci analytu a odezvou detektoru na dany analyt. Kalibra¢ni standardy pokryvaji cely
rozsah kalibrace a musi byt piipravené ptidanim znamého mnozstvi analytu do matrice — Vv této
praci je matrici deionizovana voda. Rozsah metody je pak ur¢en nejniz$im a nejvyssim bodem
kalibra¢ni ktivky (dolni a horni mezi kvantifikace), pfi¢emz musi byt splnéna nasledujici
kritéria: spravnost zpétné vypocétenych koncentraci kazdého kalibra¢niho standardu musi byt
vrozmezi +£15% na vSech koncentraénich urovnich kromé& dolni meze kvantifikace,
kde je povolené rozmezi 20 % [40].

Hodnoceni piesnosti a spravnosti je provedeno pomoci kontrolnich vzorki
(QC) ptipravenych stejné jako kalibra¢ni standardy, a to minimalné na ¢tyfech koncentra¢nich
tirovnich (dolni a horni mez, ptiblizné v /3 az v % a minimdln& ve % kalibra¢ni kiivky),
pfi¢emZ kazdd koncentra¢ni Groveil musi byt provedena minimaln€ v péti opakovanich.
Spravnost je urcena jako procentudlni diference vypoctené hodnoty od nominalni hodnoty
koncentrace analytu, ktera musi byt v rozmezi max. £15 %, vyjma dolni meze kvantifikace,
kde musi byt v rozmezi max. £20 %. Piesnost je vyjadiena jako vybérova smérodatna
odchylka (RSD), jejiz hodnoty musi byt ve stejném rozmezi jako V pfipadé spravnosti,

tj. max. £15 % vyjma dolni meze kvantifikace, kde musi byt v rozmezi max. £20 % [40].

4.4.1. Validace metody RP

441.1. Kalibraé¢ni krivka a rozsah

Rozsah testovanych koncentraci analytu byl stanoven v rozmezi 1-200 pg/l.
Kvili nesplnéni kritérii pfijatelnosti bylo nezbytné vyloucit ve vSech méfenich nejnizsi
a nejvyssi koncentraci, tj. 1 pg/l a 200 pg/l. V pribéhu vyhodnocovani musely byt vylouceny

i nekteré dalsi koncentra¢ni trovné (pro jednotlivé MRM piechody), které jsou blize
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specifikovany dale v této kapitole. Kviili rozd€leni diastereomerti bylo nutné validovat metodu
pro kazdy pik oddélené, nejprve jsou uvedeny vysledky ziskané pro prvni eluovany pik
(s reten¢nim ¢asem 3 min), poté jsou uvedeny vysledky pro druhy eluovany pik (s retenénim
¢asem 3,7 min).

V Tab. 14 jsou shrnuty vysledky pro oba MRM piechody 1. piku. V piipadé
kvantitativniho MRM piechodu bylo splnéno kritérium piijatelnosti na vSech koncentracnich
urovnich (tj. 2—-150 pg/1). Kvuli nesplnéni kritéria pfijatelnosti na koncentra¢nich trovnich
2 ug/l, 5 pg/l a 10 pg/l na kontrolnim MRM piechodu bylo nezbytné tyto kalibracni body

vyloucit, takze dolni mez kvantifikace musela byt zvySena az na 15 pg/l.

Tab. 14: Diference mezi nominalni a vypo¢tenou koncentraci analytu v kalibraénich vzorcich

za pouziti obou MRM prechodi (1. pik).

Kvantifikacni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—160 379—220
koncentrace ST YR T e
Vypoctena | . Kritérium | Vypoctena | . Kritérium
[ne/l] konc. le[ef;oe]nce ptijatelnosti konc. le[?;:]nce ptijatelnosti
[ug/] [%] [ug/] [%]
2 1,75 -13 Max. £20 %
5 4,71 -5,7 Vylouceno | >+20 %
+ 0,
10 8,94 11 Max. +20 %
15 15,8 53 14,1 -5,8
20 18,9 -5,7 Max. £15 % 20,1 0,47
50 51,6 3,2 53,3 6,6
) H H 1 M . :i:ls 0
100 95,6 44 93,1 6,9 ax. 15 %
150 146 -2,5 151 0,7

Vzijemna diference mezi vypoctenou koncentraci v kalibra¢nich vzorcich (pro 1. pik)
pomoci MRM piechodt 379—160 a 379—220 byla v rozmezi od -11 do 6,6 % (viz Tab. 22
v Ptiloze Ch).
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Kalibra¢ni ktivka pro kvantifikatni MRM piechod 379—160 1. piku, zobrazena

na Obr. 12, byla urCena rovnici ve tvaru y = 14,72 4+ 24,52x s koeficientem determinace

R? = 0,9965.

3500
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2000
1500
1000

500

Plocha piku [counts-min]

25 50 75 100 125 150
Koncentrace [ug/1]
Obr. 12: Kalibra¢ni ktivka pro rozsah 2-150 pg/1 pro RP

(kvantifikaéni MRM ptechod 379—160, 1. pik).

o

Kalibraéni ktivka, pro kontrolni MRM piechod 379—220 1. piku, zobrazena na Obr. 13,

byla uréena rovnici ve tvaru y = 52,05 + 16,36x s koeficientem determinace R? = 0,9966.

Plocha piku [counts min]

0 25 50 75 100 125 150
Koncentrace [ug/l]

Obr. 13: Kalibrac¢ni ktivka pro rozsah 15-150 pg/1 pro RP
(kontrolni MRM piechod 379—220, 1. pik).
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V Tab. 15 jsou shrnuty vysledky pro oba MRM ptechody 2. piku. Kvili nesplnéni

koncentraci, tj. 2 pg/l. Navic pro kontrolni MRM piechod bylo dale nutné vyloucit

| koncentra¢ni Groven 5 pg/l.

Tab. 15: Diference mezi nominalni a vypoc¢tenou koncentraci analytu v kalibra¢nich vzorcich

za pouziti obou MRM prechodi (2. pik).

Kvantifika¢ni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—160 379—220
kon[(i(;tlgace Vyll()gr(]?(t:ené Diference IV<”riterium . Vypoctena Diference IV(”riterium .
. [%] ptijatelnosti konc. [%] ptijatelnosti
[ne/l] [%] [ug/] [%]
5 5,59 -5,7 Max. £20 % | Vylougeno| >+20% | Max. 20 %
10 11,2 -11 11,5 15
15 15,1 53 16,8 12
20 20,6 -5,7 20,8 4,0
50 511 3.2 Max. £15 % 49,7 06 Max. £15 %
100 100 -4,4 90,5 -9,5
150 147 -2,5 157 4,7

Vzijemna diference mezi vypoctenou koncentraci v kalibra¢nich vzorcich (pro 2. pik)
pomoci MRM piechodt 379—160 a 379—220 byla v rozmezi od -9,9 do 11 % (viz Tab. 23
v Piiloze Ch).
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Kalibra¢ni kiivka, pro kvantifikatni MRM piechod 379—160 2. piku, zobrazena
na Obr. 14, byla urena rovnici ve tvaru y = —76,76 + 66,43x s koeficientem determinace

R? = 0,9940.
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Obr. 14: Kalibra¢ni kiivka pro rozsah 5-150 pg/l pro RP

(kvantifikaéni MRM piechod 379—160, 2. pik).

Kalibra¢ni kiivka, pro kontrolni MRM piechod 379—220 2. piku, zobrazena
na Obr. 15, byla uréena rovnici ve tvaru y = —131,79 + 54,67x s koeficientem determinace

R? =0,9939.
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Obr. 15: Kalibrac¢ni ktivka pro rozsah 10-150 pg/l pro RP

(kontrolni MRM piechod 379—220, 2. pik).
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4.4.1.2. Spravnost a presnost

Hodnoceni spravnosti a piesnosti bylo provedeno na vsech koncentracnich Grovnich
pokryvajici cely rozsah kalibracni kiivky, pfi¢emz kazda koncentracni uroven byla provedena
ve 4 nezavislych opakovanich. Procentudlni diference byla vypoctena jak pro kazdé
opakovani, tak i jako aritmeticky primér pro kazdou koncentracni uroven. Tyto primérné
hodnoty procentualni diference spolu s RSD jsou uvedeny pro prvni pik v Tab. 16 a pro druhy
pik v Tab. 17, pficemz v tabulkach jsou uvedeny vypoctené hodnoty pomoci obou MRM
prechodi. Vypoctené hodnoty spliiuji kritéria pfijatelnosti pro dané koncentra¢ni urovneé,
s vyjimkou Vv kontrolnim MRM ptechodu v druhém piku, kde neni splnéno kritérium piesnosti
pro koncentra¢ni urovenn 10 pg/l (pro tento MRM piechod se zuzuje koncentraéni rozsah
na 15-150 pg/l). V Ptiloze Ch lze najit pro prvni pik Tab. 24, pro druhy pik Tab. 25, ve kterych
jsou vypsané vypoctené koncentrace pro jednotlivé QC vzorky s jednotlivymi diferencemi
pro kazdy vzorek vypoctené pomoci obou MRM prechodd. Déla jsou v Ptiloze Ch uvedeny
Tab. 26 (pro prvni pik) a Tab. 27 (pro druhy pik), ve kterych byla vypsana vzajemna diference
QC vzorkl mezi vypoctenou koncentraci pomoci MRM ptechodi 379—160 a 379—220

(diference pocitana jen na té koncentracni urovni, kde obé metody spliiuji dana kritéria).

Tab. 16: Praimérna diference a RSD v QC vzorcich pro oba MRM piechody (1. pik).

. .. | Kvantifikaéni MRM piechod 379—160 | Kontrolni MRM piechod 379—220
Nominalni
koncentrace o o
[ug/1] Spravnost | Presnost plfi;;izrlinslti Spravnost | Piesnost plgjr;tt:i;n;i
[%] [%] 5 [%] [%] o]
2 -6,8 11 Max. £20 %
5 1,1 4,9 Vylougeno | >+20 % .
10 18 8.7 Max. +20 %
15 15 7,0 -3,1 6,7
20 2,1 35 | Max.£15% | -67 8,0
50 0,3 3,7 4,0 54 Max. £15 %
100 2,2 2,9 2,4 2,8 a2
150 -0,5 1,6 2,9 2,1
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Tab. 17: Primérna diference a RSD v QC vzorcich pro oba MRM ptechody (2. pik).

. .., | Kvantifikatni MRM piechod 379—160 | Kontrolni MRM piechod 379—220
Nominalni
kon[ifgn/ﬁace Spravnost | Presnost pE;;ieeiﬁ)Tti Spravnost | Pfesnost pléjr;ttgglon;i
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
5 20 1,0 Max. £20 % | Vylouceno | >£20 % |Max. £20 %
10 7,8 3,3 26 3,5
15 9,0 3,5 14 2,6
20 7,6 2,3 8,1 1,0
50 26 23 Max. 15 % 15 11 Max. 15 %
100 -4,8 3,8 -4.4 2,9
150 3,7 1,7 0,9 1,9

4.4.1.3. Rozsah

Na zaklad¢ kalibra¢nich standardii a ztoho odvozené kalibra¢ni piimky, vysledkii
spravnosti a piesnosti QC vzorkd bylo potvrzeno, Ze vytvorena analytickd metoda poskytuje
vysledky s dostate¢nou spravnosti a presnosti pro rozsah koncentraci analytu 2—150 pg/l
pro 1. eluovany pik se spodni mezi kvantifikace 2 pg/l a pro 2. eluovany pik 5-150 pg/l

se spodni mezi kvantifikace 5 pg/l.

4.4.2. Validace metody HILIC

4.42.1. Kalibraéni krivka a rozsah

Rozsah testovanych koncentraci analytu byl stanoven v rozmezi 5-500 pg/l.
Kvili nesplnéni kritéria pfijatelnosti bylo nezbytné vylouc¢it dvé nejnizsi koncentrace,
konkrétné 5 pg/la 10 pg/l. V Tab. 18 jsou shrnuty nominalni a vypoctené koncentrace
karbenicilinu a jejich vzajemna procentudlni diference jak pro kvantifika¢ni (379—204)
tak i pro kontrolni (379—238) MRM piechod. Vysledky uvedené v Tab. 18. prokazuji,

ze kritérii piijatelnosti bylo dosaZeno ve stejném rozsahu 15-500 pg/I.
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Tab. 18: Diference mezi nominalni a vypoctenou koncentraci analytu v kalibra¢nich vzorcich

za pouziti obou MRM ptechod.

Kvantifikacni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—204 379—238
kon[c;:%;/'igace Vyll()cc))r?(t:ené Diference IV{“ritérium . Vypoctena Diference Iviuritérium .
. [%] pfijatelnosti konc. [%] pfijatelnosti
[ug/l] [%] [ug/l] [%]

15 13,0 -13 Max. +20 % 13,5 -10 Max. £20 %

20 18,1 -9,6 18,4 -7,9

50 53,1 6,1 54,3 8,5

100 86,7 -13 90,0 -10

150 164 9,3 167 11

00 510 5.0 Max. 15 % 205 2.4 Max. 15 %

300 285 -5,1 279 -7,1

400 410 2,5 406 1,5

500 496 -0,86 503 0,55

Vyjimecnd spolehlivost metody je potvrzena i na zdkladé vzijemné procentudlni
diference mezi vypoctenou koncentraci v kalibracnich vzorcich pomoci obou MRM piechodu
379—204 a 379—238, jenz se pohybovala ve velice tizkém rozmezi od -2,5 % do +3,5 %
(viz Tab. 28 v Piiloze 1).
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Kalibra¢ni kiivka pro kvantifikatni MRM piechod 379—204 je zobrazena na Obr. 16

a byla uréena rovnici ve tvaru y = 17,88 + 25,65x s koeficientem determinace R? = 0,9965.
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Obr. 16: Kalibra¢ni kiivka pro rozsah 15-500 ug/l pro HILIC

(kvantifika¢ni MRM piechod 379—204).

Kalibra¢ni k¥ivka pro kontrolni MRM piechod 379—238 je zobrazena
na Obr. 17 a byla ur¢ena rovnici ve tvaru y = 40,69 + 16,17x s koeficientem determinace

R? = 0,9965.
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Obr. 17: Kalibra¢ni ktivka pro rozsah 15-500 pg/1 pro HILIC
(kontrolni MRM ptechod 379—238).
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4.4.2.2.

Presnost a spravnost

Hodnoceni spravnosti a piesnosti bylo opét provedeno na vSech koncentrac¢nich

urovnich pokryvajici cely rozsah kalibracni kiivky, pfi¢emz kazda koncentracni uroven byla

provedena ve 4 nezavislych opakovanich. Procentudlni diference byla vypoctena jak pro kazdé

opakovani, tak i jako aritmeticky primér pro kazdou koncentracni troven. Tyto primérné

hodnoty procentualni diference spolu s RSD jsou uvedeny v Tab. 19 pro oba MRM piechody.

VSechny vypoctené hodnoty spliuji kritéria piijatelnosti. V Piiloze | lze najit Tab. 29,

kde jsou vypsané vypoctené koncentrace pro jednotlivé QC vzorky s jednotlivymi diferencemi

pro kazdy QC vzorek (pro oba MRM piechody). Dale v Pfiloze I je uvedena Tab. 30, kde byla

vypsana vzajemna diference QC vzorkd mezi vypoctenou koncentraci pomoci MRM piechodi

379—204 a 379—238.

Tab. 19: Primérna diference a RSD v QC vzorcich pro oba MRM piechody.

Kvantifikacni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—160 379—220
koncentrace e =
[ng/1] Spravnost | Presnost pléjr;gl;)n;i Spravnost | Presnost plgjr;ttgﬁlor;i
0 0 0 0
[%] [%] [%] [%0] [%0] [%]
15 -13 0,93 Max. £20 % -3,2 14 Max. £20 %
20 -8,4 49 -11 11
50 -12 29 -10 12
100 -6,3 6,9 -9,5 6,3
150 -3,7 2,2 -2,6 1,7
: : Max. +15 ¢ : : Max. +15 ¢
200 24 8,1 ax. £15% T3 6,6 ax. £15 %
300 -5,5 10 -4,1 9,6
400 -3,3 3,1 '4,1 4)8
500 47 1,7 43 2,2
4.4.2.3. Rozsah

Na zéklad¢ vysledkd hodnoceni kalibra¢ni kiivky, spravnosti a pifesnosti bylo

potvrzeno, Ze vytvofena analytickd metoda pro systém HILIC poskytuje vysledky

s dostatecnou spravnosti a ptesnosti pro rozsah koncentraci analytu 15-500 pg/1, s dolni mezi

kvantifikace 15 pg/l.
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4.5. Sumarizace dosaZenych vysledkii a porovnani s ostatnimi studiemi

V porovnani s nové vyvinutymi analytickymi metodami uvedenymi v Kap. 2.4. bylo
dosazeno podobného rozsahu metody a mezi kvantifikace, ackoliv v diskutovanych pracich
[32,33] byly krom¢ Kkarbenicilinu stanovovany idalsi latky, a navic Vkomplexnich
biologickych matricich, kde bylo jesté potieba analyty ze vzorkll extrahovat. V téchto
metodach byl téz shodné pouzit prekurzorovy ion o specifické hmotnosti 379 m/z, ktery
poskytoval nejintenzivnéjsi signal. Ve studii [33] byly identicky pouzité i kvantifika¢ni
a kontrolni MRM ptechody pro RP systém (379—160 a 379—220). Pti srovnani se spektralni
metodou SERS [34] sice nebylo dosazeno tak Sirokého rozsahu metody, ale bylo dosazeno
niz§iho kvantifika¢niho limitu (pouze pro RP systém), coz je pro planované pouziti této
metody Zadouci. Tato spektralni metoda mé oproti uvedenym LC-MS metoddm vyhodu
Vv krat§i dobé analyzy, Sir§imu rozsahu kalibrace (4,22 pg/l-0,42 g/l) i v méné nakladné
analyze, ale umoznuje stanoveni pouze jednoho analytu [34].

Metoda vyuzivajici separaci v RP systému, s ohledem za pouziti metanolovych fazich
avysoce ucinnych chromatografickych kolon [17] wumoziovala separaci obou
diastereomernich forem karbenicilinu, coz by mohlo byt budoucnu vyuzito ve vyzkumu
tykajiciho se jedné a/nebo druhé formy. I piestoze dochazelo k eluci dvou pikd, poskytl tento
systém pro ob& formy nizsi kvantifikacni limity, které byly vyzadovany pro navazujici
experiment s biologicky aktivnimi vrstvami. Rozsah této metody (2—150 pg/l pro 1. eluovany
pik) se velmi blizil k rozsahu (1-200 pg/l) z nejnovéjsi studie pro stanoveni Karbenicilinu
a dalsich antibiotik pomoci LC-MS [33].

Pfi vyvoji a optimalizaci druhé metody vyuzivajici HILIC systém se tato volba jevila
jako efektivngjsi, jelikoz dochazelo keluci obou forem karbenicilinu v jednom piku,
coz napomohlo dosaZeni nejnizs$i instrumentalni meze kvantifikace (0,8 pg/l) v ramci této
prace. BohuZel na zéklad€ nutnosti fedéni vzorku rozpoustédlem s nizsi eluéni silou a nasledné
validace, musel byt rozsah metody stanoven na 15-500 pg/l. Tento rozsah se téméf shoduje
s rozsahem metody ze studie [32], kde byl stanoven na 1-500 pg/l. V obou metodach byl
pouzit i shodny MRM piechod 379—238, pficemz v této praci byl pouzit jako kontrolni,
zatimco ve studii [32] jako kvantifikacni. Oproti RP systému bylo dosaZeno SirSiho rozsahu
a pfiblizné o 30 % kratsi doby analyzy. Nevyhodou byla dlouha kondicionace kolony Vv fadu
hodin, vysoka spotieba acetonitrilu (téméf 1 ml/min) i aditiv do mobilni faze v LC-MS kvalité.

S ohledem na vyse uvedené vyhody a nevyhody je vhodnéjsi metodou pro zamyslené

ucel metoda vyuzivajici RP systém.
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5. Zavér

V ramci teoretické Casti prace byly souhrnné prezentovany zékladni informace tykajici
se beta-laktamovych antibiotik, s podrobnym popisem disodné soli karbenicilinu. Také byl
vysvétlen princip chromatografie na reversnich fazich a hydrofilni interak¢éni chromatografie,
jejich vyhody inevyhody, véetné spojeni S hmotnostni detekci, s dirazem na pouzitou
techniku ionizace HESI a hmotnostni analyzator LIT. V zavéru této ¢asti prace bylo provedeno
srovnani analytickych metod, které se zabyvaly stanovenim karbenicilinu.

V ramci experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace chromatografické separace
a hmotnostni detekce pro systémy RP i HILIC. Za optimélnich podminek pro kazdy
chromatograficky systém byla provedena zakladni validace obou analytickych metod,
kterd vychazela z pozadavkli Evropské agentury pro 1écivé ptipravky (EMA) uvedenych
v dokumentu M10 Validace bioanalytickych metod. V ptipadé¢ metody vyuzivajici systém RP
bylo dosazeno separace obou diastereomernich forem analytu, takze validace metody byla
provedena pro kazdou formu zvlast', a to pro kvantifikaéni MRM piechod 379—160 (shodny
pro obé& formy). Sirsiho rozsahu (2-150 pg/l) i niz$i hodnoty dolni meze kvantifikace bylo
dosazeno v piipad¢ diastereomeru eluovaného v retenénim ¢ase 3,0 min. Druhy diastereomer
eluovany Vv reten¢nim ¢ase 3,7 min sice vykazoval vyssi S/N, ale na koncentra¢ni Grovni 2 pg/1
nebylo dosazeno pozadovaného kritéria ptijatelnosti, takze rozsah pro tuto formu Ccinil
5-150 pg/l. V ptipadé HILIC systému byl jiz analyt eluovan v jedné form¢ v reten¢nim Case
2,3 min za pouziti kvantifikacniho MRM piechodu 379—204. Diky této skutecnosti a lepsi
kompatibilité¢ chromatografickych podminek bylo sice dosazeno nejnizsi instrumentalni meze
kvantifikace 0,8 pg/l, ale s ohledem na zamys$lené pouziti analyz vodnych roztokd bylo
nasledné nutné tento vodny roztok z diivodu jeho vysoké elucni sily 10x fedit acetonitrilem.
Tim bohuZel doSlo k vyznamnému zvySeni dolni meze kvantifikace a po nasledném
zohlednéni vysledku, ktery na koncentracni trovni 10 pg/l nevyhovoval danému kritériu
pfijatelnosti max. £20 %, musela byt zvySena dolni mez kvantifikace azna 15 pg/l. Na zaklad¢
zjisténych validacnich parametrt 1ze tedy konstatovat, Ze vhodné€j$i metodou pro stanoveni
karbenicilinu ve vodnych vzorcich je metoda vyuzivajici RP systém pii pouziti MRM
ptechodu 379—160.

Vyuziti této metody pro hodnoceni vhodnosti rtiznych postupii piiprav biologicky
aktivnich tenkych vrstev uvolnuyjicich karbenicilin do vody vSak jiz bohuzel nebylo
realizovano, protoze vyzkum v této oblasti byl z divodu nastupu pandemie COVID-19

v zavérecné fazi této kvalifikacni prace bez ndhrady ukoncen.
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7. Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ACN
AmpR

API

AR

Arb.
BEH
CAS

CID
C8
C18
EMA

ESI
HESI

HILIC

HLB
HPLC

LIT
MeOH
MF
MRM
MS

acetonitril

protein rezistence vuci ampicilinu (z angl. ampicillin resistance
protein)

ionizace za atmosférického tlaku (z angl. atmospheric pressure
ionization)

odolnost viici kyselinam (z angl. acid resistence)

relativni veli¢ina uréena referenénim méfenim (z angl. arbitrary)
propojeny ethylovy hybrid (z angl. bridged ethyl hybrid)

oddéleni Americké chemické spolecnosti spravujici databazi
chemickych sloucenin (z angl. chemical abstracts service)

kolizn¢ indukovana disociace (z angl. collision-induced dissociation)
oktylova skupina

oktadecylova skupina

Evropska agentura pro 1é¢ivé ptipravky (z angl. European Medicines
Agency)

ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization)

ionizace vyhiivanym elektrosprejem (z angl. heated electrospray
ionization)

hydrofilni interak¢ni chromatografie (z angl. hydrophilic interaction
chromatography)

hydrofilné-lipofilni rovnovaha (z angl. hydrophilic-lipophilic balance)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. high-performance
liquid chromatography)

iontova cyklotronova rezonance (z angl. ion cyclotron resonance)
vnitini standard (z angl. internal standard)

iontova past (z angl. ion trap)

kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)

linearni iontova past (z angl. linear ion trap)

metanol

mobilni faze

monitorovani vice reakei (z angl. multiple reaction monitoring)

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
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MS/MS

m/z

NCE
NMR
NP
ODS

Q

QC

QQQ
Q-TOF
QTrap
QUEChERS

RP
RSD
RSLC

SB-Aq
SERS

SF
SPE
SRM
SIA

S/N
TIC
TOF
UAE
UPLC

tandemova hmotnostni spektrometrie (z angl. tandem mass
spectrometry)

pomér hmotnosti iontu ku unifikované¢ atomové hmotnostni jednotce
poctem jeho naboju (bez ohledu na znaménko)

normalizovana kolizni energie (z angl. normalized collision energy)
nuklearni magnetickd rezonance (z angl. nuclear magnetic resonance)
normalni faze (z angl. normal-phase)

oktadecyl silan

kvadrupdlovy analyzator (z angl. quadrupole)

kontrolni (z angl. quality control)

trojity kvadrupdl

kvadrupol s analyzatorem doby letu (z angl. quadrupole-time-of-flight)
linearni iontova past

metoda predupravy vzorku (z angl. Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe)

reverzni faze (z angl. reversed-phase)

relativni smérodatna odchylka (z angl. relative standard deviation)
rychla kapalinova chromatografie (z angl. rapid separation liquid
chromatography)

stabilni vazba ve vodném prostiedi (z angl. stable bond-aquous)
povrchem zesileny Ramantv rozptyl (z angl. surface-enhanced Raman
scattering)

stacionarni faze

extrakce na tuhou fazi (z angl. solid phase extraction)

monitorovani vybranych reakci (z angl. selected reaction monitoring)
pomér pratoku hlavniho a pomocného zmlZovaciho plynu
(z angl. sheath gas/auxiliary gas)

pomeér signal k Sumu

celkovy iontovy proud (z angl. total ion current)

analyzator doby letu (z angl. time-of-flight)

extrakce ultrazvukem (z angl. ultrasonic-assisted extraction)
ultra¢innd kapalinova chromatografie (z angl. ultra performance

liquid chromatography)
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uv ultrafialova oblast spektra

viv objemovy pomeér
XIC extrahovany iontovy chromatogram (z angl. extracted ion
chromatogram)
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8. Pf‘ilohy
8.1. Priloha A

Tab. 20: Piiprava kalibra¢nich a kontrolnich roztoka pro RP.

uroven

Koncentracni

Oznaceni
roztoku

Koncentrace

karbenicilinu [pg/1]

Objem
STsre [pl]

Objem
vody [pl]

Celkovy
objem [ul]

K1

QCla

QC1b

QClc

Qc1d

995

K2

QC2a

QC2b

QC2c

Qcad

10

990

K3

QC3a

QC3b

QC3c

QCad

25

975

K4

QC4a

QC4b

QCac

Qcad

10

50

950

K5

QCb5a

QC5b

QC5c

QC5d

15

75

925

K6

QC6a

QC6b

QCé6c

QCé6d

20

100

900

K7

QC7a

QC7b

QC7c

Qc7d

50

250

750

K8

QC8a

QC8b

QC8c

QCad

100

500

500

K9

QC9

QC9

QC9c

QCod

150

750

250

10

K10

QC10a

QC10b

QC10c

Qc10d

200

1000

1000




Tab. 21: Priprava kalibra¢nich a kontrolnich roztoka pro HILIC.

Koncentra¢ni | Oznaceni Koncentrace Objem Objem Celkovy
uroven roztoku | karbenicilinu [pug/1] | STki11 [pl] | MF-A[ul] | objem [ul]

K1
QCla
1 QClb 5
QClc
Qcid
K2
QC2a
2 QC2b 10
QC2¢c
Qcad
K3
QC3a
3 QC3b 15
QC3c
Qcad
K4
QC4a
4 QC4b 20
QC4c
Qcad
K5
QCb5a
5 QC5b 50
QC5¢c
Qcsd
K6
QCé6a
6 QC6b 100 100 900 1000
QC6c
QCed
K7
QC7a
7 QC7b 150
QC7c
Qc7d
K8
QCs8a
8 QCsb 200
QC8c
Qcsd
K9
QC9
9 QC% 300
QC9c
Qcod
K10
QC10a
10 QC10b 400
QC10c
QC10d
K11
QClla
11 QC11b 500
QCllic
QC11d
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8.2. Priloha B

Tuning Manually
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Obr. 18: Optimalizace teploty HESI kapilary (250 °C, 300 °C, 350 °C) pro prekurzorovy ion
analytu (379,1 m/z).
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8.3. Priloha C

Tisrang banualy
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Obr. 19: Optimalizace potencialu HESI kapilary (2,5 kV; 2,75 kV; 3 kV; 3,25 kV a 3,5 kV)
pro prekurzorovy ion analytu (379,1 m/z).
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8.4. Priloha D
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Obr. 20: Optimalizace pomé&ru hlavniho a pomocného zmlzovaciho plynu (30:10, 45:15,
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8.5. Priloha E
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Obr. 21: Optimalizace teploty transferové trubice (250 °C, 300 °C, 350 °C)

pro prekurzorovy ion analytu (379,1 m/z).
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8.6. Priloha F

Adjusting S-LENS RF Amplitude
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Obr. 22: Optimalizace potencialu S-Coc¢ek pro prekurzorovy ion analytu (379,1 m/z).
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Obr. 23: Optimalizace potencialu F-¢ocek pro prekurzorovy ion analytu (379,1 m/z).
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8.7. Priloha G

Optimizing Collis icn Energy
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Obr. 24: Optimalizace normalizované kolizni energie pro MRM ptechod 379—160.
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Obr. 25: Optimalizace normalizované kolizni energie pro MRM ptechod 379—204.

65



8.8. Priloha H

Signal Stability : EXCELLENT, RSD =1.827670
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Obr. 26: Stabilita signalu odezvy prekurzorového iontu analytu (379,1 m/z) po provedené

optimalizaci.
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8.9.Priloha Ch

Validace metody RP.

Tab. 22: Diference mezi koncentracemi analytu (1. pik) v kalibra¢nich vzorcich vypoétenych
za pouziti MRM piechodtt 379—160 a 379—220 (RP).

Kvantifika¢ni MRM ptechod | Kontrolni MRM ptechoda Diference
379—160 379—220 [%]
[ug/l] [ug/]
15.8 14,1 -11
18,9 20,1 6,6
51,6 53,3 3,3
95,6 93,1 -2,6
146 151 3,3

Tab. 23: Diference mezi koncentracemi analytu (2. pik) v kalibra¢nich vzorcich vypocétenych
za pouziti MRM piechodt 379—160 a 379—220 (RP).

Kvantifikacni MRM ptechod | Kontrolni MRM piechodu Diference
379—160 379—220 [%]
[ug/] [ug/]
11,2 11,5 2,5
15,1 16,8 11
20,6 20,8 1,1
51,1 49,7 -2,8
100 90,5 -9,9
147 157 6,8
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Tab. 24: Nominalni a vypoctené koncentrace analytu (1. pik) v QC vzorcich, vypoctené

za pouziti MRM piechodti 379—160 a 379—220 (RP).

Kvantifika¢ni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—160 379—220
kon[(igr}tlgace Vylfgr?éené Diference Ifritéﬁium. VYE Sufaik Diference If.rité?um.
. [%] prijatelnosti onc. [%] piijatelnosti
[ng/1] [%] [ng/1] [%]
2 1,68 -16
; ;:12 _71’2 Max. £20 %
2 1,84 -7,9
5 4,86 -2,8
5 4,99 -0,11
5 542 83 Vylouc¢eno | >+20 % | Max. £20 %
5 4,96 -0,90
10 10,9 9,5
10 9,90 -1,0
10 9,47 -5,3
10 8,94 -11
15 15,6 3,8 15,6 4,0
15 13,7 -8,5 14,6 -2,3
15 16,3 8,4 14,6 -2,4
15 15,3 2,3 13,2 -12
20 20,1 0,35 18,7 -6,4
20 19,7 -14 17,4 -13
20 20,5 27 |Max-=5% g 1
20 21,4 6,8 20,7 3,7
50 50,2 0,31 48,4 -3,3
50 47,6 -4,8 54,8 9,5
50 51,9 37 53,6 72 | Max- 5%
50 51,0 2,0 51,3 2,6
100 101 0,56 106 6,5
100 101 1,1 100 0,012
100 107 6,6 102 2,4
100 101 0,50 101 0,84
150 148 -1,3 157 49
150 151 0,35 157 4,5
150 147 -2,3 152 15
150 152 1,3 151 0,62
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Tab. 25: Nominalni a vypoctené koncentrace analytu (2. pik) v QC vzorcich, vypoctené

za pouziti MRM piechodti 379—160 a 379—220 (RP).

Kvantifika¢ni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—160 379—220
koncentrace - = T -
(/] Vypoctena B IV(”rlterlum‘ Vypoctena Bl Iv(”rltenum.
konc. [%] piijatelnosti | konc. [%] piijatelnosti
[ug/l] [%] [ug/l] [%]
5 6,01 20
g 2’8‘71 ;2 Max. £20 % | Vylouéeno | >+20 % | Max. £20 %
5 5,90 18
10 10,8 8,2 13,1 31
10 11,2 12 12,8 28
10 10,3 3,5 12,3 23
10 10,7 7,3 12,2 22
15 16,4 9,3 17,0 13
15 16,4 9,2 17,7 18
15 17,0 13 16,7 11
15 15,6 4,1 17,0 13
20 21,0 51 21,6 79
20 22,2 11 21,9 9,5
20 21,3 6,5 21,4 7,0
20 21,5 7,7 Max. +15 % 21,6 8,0 Max. +15 %
50 49,1 -1,9 W a9 1 -1,9 =T
50 47,1 -5,8 48,7 -2,5
50 49,1 -1,8 49,2 -1,6
50 49,6 -0,87 50,0 0,093
100 99,1 -0,88 96,5 -3,5
100 94,3 -5,7 92,8 -7,2
100 90,6 -9,4 99,1 -0,93
100 96,9 -3,1 94,2 -5,8
150 157 4,8 155 3,5
150 154 2,8 151 0,70
150 152 1,7 149 -0,60
150 158 5,6 150 -0,22
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Tab. 26: Diference mezi koncentracemi analytu (1. pik) v QC vzorcich vypoétenymi pomoci
MRM prechodii 379—160 a 379—220 (RP).

Kvantifikacni MRM piechod | Kontrolni MRM piechodi Offzmmes

379—160 379—220 [%]
[ug/1] [ug/]
15,6 15,6 0,24
13,7 14,6 6,7
16,3 14,6 -10
153 13,2 -14
20,1 18,7 6,7
19,7 17,4 -12
20,5 17,7 -14
21,4 20,7 -2,9
50,2 48,4 -3,6
47,6 54,8 15
51,9 53,6 3.4
51,0 51,3 0,68
101 106 5,9
101 100 11
107 102 -39
101 101 0,34
148 157 6,3
151 157 4.1
147 152 3,9
152 151 -0,64
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Tab. 27: Diference mezi koncentracemi analytu (2. pik) v QC vzorcich vypoétenymi pomoci
MRM prechodii 379—160 a 379—220 (RP).

Kvantifikacni MRM piechod | Kontrolni MRM piechodi Offzmmes

379—160 379—220 [%]
[ug/1] [ug/l]
16,4 17,0 3,4
16,4 17,7 8,3
17,0 16,7 -1,9
15,6 17,0 8,9
21,0 21,6 27
22,2 21,9 -1,3
21,3 21,4 0,46
21,5 21,6 0,23
49,1 49,1 0,016
471 48,7 3,5
49,1 49,2 0,29
49,6 50,0 1,0
99,1 96,5 -2,6
94,3 92,8 -1.6
90,6 99,1 9.3
96,9 94,2 2,8
157 155 1,2
154 151 2,1
152 149 2.2
158 150 -5,9
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8.10. Prilohal

Validace metody HILIC

Tab. 28: Diference mezi koncentracemi analytu v kalibra¢nich vzorcich vypoctenych
za pouziti MRM piechodt 379—204 a 379—238 (HILIC).

Kvantifikacni MRM ptechod | Kontrolni MRM ptechod Diference
379204 379—238 [%]
[ug/1] [ug/]
13,0 135 3,5
18,1 18,4 18
53,1 54,3 2,3
86,7 90,0 38
164 167 1,6
210 205 -2,
285 279 2.1
410 406 0,92
496 503 14
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Tab. 29: Nominalni a vypoctené koncentrace analytu v QC vzorcich vypoctené za pouziti

MRM piechodii 379—204 a 379—238 (HILIC).

Kvantifikacni MRM ptechod Kontrolni MRM piechod
Nominalni 379—204 379—238
koncentrace oA P oA e
e | ono, | Derence | oo ont | kono, | DITeTenCe | cinon
T A N > N N 7 I [%]
15 13,0 -13 14,3 -4,5
ig gg 12 Max. £20 % i%i llg Max. £20 %
15 13,3 -12 13,9 -7,6
20 17,8 -11 19,4 -2,8
20 17,7 -12 15,0 -25
20 18,1 -9,3 18,9 -54
20 19,6 -1,8 18,0 -10
50 44,1 -12 45,6 -8,8
50 42,9 -14 44,1 -12
50 43,2 -14 38,5 -23
50 45,7 -8,6 51,4 2,7
100 87,7 -12 88,4 -12
100 91,8 -8,2 92,8 -7,2
100 92,6 -7,4 83,7 -16
100 103 2,8 97,0 -3,0
150 149 -0,78 149 -0,95
150 143 -4,4 148 -1,4
150 144 -3,8 143 -4.4
o o0 o | MaX.£15 % | ——h e Max. £15 %
200 198 -1,2 199 -0,53
200 173 -13 174 -13
200 211 5,5 200 -0,044
300 244 -19 256 -15
300 295 -1,5 301 0,36
300 283 -5,5 275 -8,3
300 310 3,4 318 6,0
400 377 -5,8 359 -10
400 377 -5,8 379 -5,3
400 394 -1,4 397 -0,70
400 400 -0,10 398 -0,39
500 512 2,4 508 1,7
500 529 5,8 521 4,1
500 520 4,1 521 4,1
500 532 6,4 536 7,2
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Tab. 30: Diference mezi koncentracemi analytu v QC vzorcich vypoctenych pomoci MRM
piechodu 379—204 a 379—238 (HILIC).

Kvantifikaini MRM pfechod | Kontrolni MRM pfechod | y.c o
379204 379238 [%]
[ug/1] [ug/]
13,0 14,3 9.9
13,0 125 -3.4
13.0 17,4 33
13,3 13,9 4,5
17,8 194 91
17,7 15,0 -16
18,1 18,9 4.3
19,6 18,0 -8,3
44.1 45,6 3,5
42,9 44,1 2,8
43,2 38,5 -11
45,7 51,4 12
87,7 88,4 0,79
91,8 92,8 11
92,6 83,7 9,6
103 97,0 -5,7
149 149 -0,16
143 148 3,1
144 143 0,65
141 145 2,4
199 200 0,49
198 199 0,65
173 174 0,45
211 200 5,3
244 256 4.8
295 301 19
283 275 -3,0
310 318 2,5
377 359 -4,6
377 379 0,56
394 397 0,70
400 398 -0,29
512 508 -0,67
529 521 -1,6
520 521 0,024
532 536 0,77
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