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Anotace

This bachelor thesis deals with the development, optimization and validation of an analytical
method for determination of antibiotic ciprofloxacin in water using LC/MS. At first, the
development and optimization of the analytical method was performed. The following parameters
were selected for optimization: mobile phase composition and injection volume of sample,
conditions of electrospray, voltage on S-lens and F-lens, collision energy, maximum trap fill time
and number of microscans. Then, the analytical method was successfully validated. Finally, the
method was applied for the determination of the antibiotic ciprofloxacin in the layers made from

PEEK.
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1 CILE PRACE

e Vypracovat literarni resersi na dan¢ téma.

e Vypracovat analytickou metodu na stanoveni antibiotika -ciprofloxacin pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci véetné provedeni zékladni
optimalizace této analytické metody.

e Provést validaci analytické metody.

e V pfipadé¢ dostupnosti vzork biologicky aktivnich vrstev obsahujici antibiotikum
ciprofloxacin, pro jejichz hodnoceni je metoda vyvijena, provést stanoveni obsahu tohoto

antibiotika uvolnéného z téchto vrstev do roztoku (zpravidla destilovana voda).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorochinolonova antibiotika

Fluorochinolonové antibiotika, derivaty chinolonovych antibiotik, patiily do neddvna
k jednim z nejuzivanéjSich antibiotickych ptipravki. Divodem je ucinek vii¢i grampozitivnim
1 gramnegativnim bakteriim, tzv. atypickym patogenim (mykoplazmata, chlamydie) a z ¢asti
1 bakteriim anaerobnim [1, 2]. Dal§im divodem je téZ schopnost rychlého baktericidniho €¢inku
arychlého pronikdni do bunck a tkani. Fluorochinolony jsou piipravky cisté syntetického
ptvodu [1].

Mechanismus U¢inku je zaloZen na inaktivaci enzyml topoizomerdz (DNA gyrdza
a topoizomeraza 1V), které rozplétaji dvousroubovici bakterialni DNA, coz ma za nasledek
neschopnost bakterialni buniky transkripce a déleni, tedy vzniku jejich dcetinych bunék [2].

Jako u vétSiny 1€¢iv 1 pii uzivani fluorochinolonti muze dojit ke vzniku nezadoucich
ucinki. Mezi ziidka se vyskytujici, avSak v literatufe nejcastéji diskutované patii fototoxicita,
vznik srde¢ni arytmie a zanét Slach [2]. Dale bylo prokazano poskozeni rastovych chrupavek na
animalnich modelech, proto plati pro vSechny fluorochinolony kontraindikace do 18 let, v obdobi
téhotenstvi a kojeni (nicméné byla provedena fada studii zabyvajicich se timto problémem bez
zjevného prokazani tohoto nezddouciho tc¢inku) [2, 3]. K obvyklej$im nezddoucim uéinkim pak
patii bolesti hlavy, zavraté, neuzea (nutkani ke zvraceni) a prajem [2].

Fluorochinolony jsou zhlediska rezistence jednou znejrizikovéjSich  skupin
antibakterialnich 1€¢iv, jelikoz rezistence k nim vznikd velmi rychle, v nékterych ptipadech
1 v prubéhu 1écby [2, 3]. S ohledem na tento zavazny problém jsou fluorochinolony v soucasné
dobé¢ 1€ky pouze rezervnimi, indikovanymi v piipad€ netucinnosti ¢i nevhodnosti jinych antibiotik

in vitro (ve skle) z dvodu toxicity nebo nezadoucich Gcinki [3].

2.1.1 Klasifikace

Chinolony, jejichz zakladni struktura je uvedena na Obr. 1, jsou déleny do Ctyf generaci
na zéklade¢ jejich ti€innosti. Mimo chinolony 1. generace jsou vSichni ostatni zastupci oznacovany
jako fluorochinolony, jelikoz obsahuji atom fluoru na chinolovém jadfe. To mé za nasledek

vyrazné zvyseni jejich ucinnosti [2, 3].
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Obr. 1: Zakladni struktura chinolonu.

1. generace zahrnuje ptipravky, které jsou dnes jiz vétSinou piekonané [3]. Jedna se
o pfipravky kyselého charakteru, vyuZzivané pro lécbu infekci mocovych cest z divodu jejich
Spatného vstiebavani a vylu€ovani moci v nezménéné formég. Spektrum U€inku zahrnuje jen
bakterie Celedi Enterobacteriaceae. Mezi zastupce této generace patii kyselina nalidixova,
kyselina oxolinova a cinoxacin [4].

2. generace ma vlivem substituce fluorem a nahrazenim methylu piperazinovym zbytkem
vyrazn¢ vyssi ucinnost oproti 1. generaci a schopnost proniknout do sekretii a tkéni, coz rozsituje
jejich pouziti na infekce mékkych tkani, hornich a dolnich cest dychacich a jiné. Ptipravky této
generace téz UCinkuji na chlamydie a mykoplazmata. Zastupci této skupiny jsou ciprofloxacin,
ofloxacin a levofloxacin [4].

3. generace vykazuje rozsiteni spektra u¢inku, avSak téz nartst uc€inkti nezadoucich, jako
jsou napiiklad neurotoxicita a kardiotoxicita. Mezi zéastupce této generace patii léky
neregistrované v CR jako napt. pazufloxacin, gatifloxacin a sparfloxacin [3, 4].

4. generace ma opét rozsifené spektrum cinku, a to o anaerobni bakterie a pneumokoky.

K zéstupctim této skupiny patii moxifloxacin a gatifloxacin [4].
2.2 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin je chemickd sloucenina se strukturnim vzorcem uvedenym na Obr. 2
a systematickym nazvem 1-cyklopropyl-6-fluor-4-oxo-7-(piperazin-1-yl)-1,4-dihydrochinolin-3-
karboxylova kyselina s molekulovou hmotnosti 331,35 g/mol. Je to témét bily ¢i nazloutly

krystalicky prasek, slab¢é hygroskopicky, prakticky nerozpustny ve vod¢ [5].
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Obr. 2: Strukturni vzorec ciprofloxacinu.

Jako jeden ze zastupcii 2. generace fluorochinolonli vykazuje pozoruhodnou
antimikrobidlni aktivitu (MIC = 10 ng/ml pro bakterii Escherichia coli), vynikajici
farmakokinetické vlastnosti a malo vedlejSich ucinki. Z téchto divoda byl zaveden do klinické
praxe pro léceni riznych bakteridlnich infekci, v€etné infekci hornich a dolnich cest dychacich,
nekterych infekci ktize, kosti a mékkych tkani [6].

V ptipadé nesnaSenlivosti ¢i neucinnosti antituberkulotik prvni fady lze ciprofloxacin
pouzit k terapii tuberkul6zy a spolecné s levofloxacinem nachéazeji uplatnéni také v terapii proti
Mycobacterium avium u pacientll pozitivnich na HIV [6, 7].

Ciprofloxacin byl poprvé uveden na trh v roce 1986 [1] a od té¢ doby je stale pouzivan
v mnoha lé¢ivych ptipravcich, jejichz seznam je uveden v ptiloze A. VSechny 1éCivé piipravky
obsahujici tuto 1é¢ivou latku jsou v CR vydavané pouze na lékatsky predpis. Pro rok 2017 bylo
do Iékaren a jinych zdravotnickych zafizeni doddno 548 524 kust 1écivych ptipravki, které

obsahovaly lé¢ivou latku ciprofloxacin [8].
2.3 Kapalinova chromatografie

Chromatografické metody patii do skupiny separacnich metod, které vyuzivaji déleni
slozek vzorku mezi dvé rizné, vzdjemné nemisitelné faze. Fazi mobilni (pohyblivou) a stacionarni
(nepohyblivou). V ptipad¢ kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina, stacionarni faze
pak miize byt tuha latka nebo kapalina ukotvend na povrchu tuhého nosi¢e Stacionarni faze,
obvykle oznacovana jako sorbent, je umisténa v chromatografické koloné [9, 10]. Ptes tuto kolonu
pak protéka mobilni faze a dochéazi k postupnému rozdélovani slozek, pii némz dochazi
k opakovanému ustalovani rovnovahy latek mezi fadzemi, coZz lze popsat distribu¢ni

konstantou Kp [9].
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Kde Kp je distribu¢ni konstanta, /4], je koncentrace slozky A ve stacionarni fazi, /4] je
koncentrace slozky A v mobilni fazi. Cim je hodnota distribuéni konstatnty dané latky vyssi, tim
delsi dobu bude slozka zadrZzovana ve stacionarni fazi, tedy hodnota jejiho retencniho ¢asu bude
vys§i a naopak [10].
V soucasné dobé se pro stopovou kvantitativni analyzu organickych sloucenin nejcastéji
pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC), kde je mobilni faze ptivadéna do systému pomoci vysokotlakého Cerpadla [9]. Na Obr. 3

je znazornéno blokové schéma HPLC.

Obr. 3: Blokové schéma HPLC. (1) Zasobniky mobilnich fazi, (2) odplyiiovac, (3) sméSovac,
(4) vysokotlaké cerpadlo, (5) davkova¢ vzorku, (6) chromatografickd kolona, (7) detektor,

(8) datova stanice. Obrazek pievzat z publikace [9].

Smésovaci zarizeni slouzi s vyuzitim zasobnikli obsahujicich rtizné mobilni faze bud’
k ptipravé smési kapalin o stalém slozeni v priibéhu separace (izokratickd eluce), nebo k fizeni
zmen ve slozeni mobilni faze v pribehu separace (gradientova eluce) [11].

Vysokotlaka cerpadla jsou zatizeni zajiStujici pozadovany prutok mobilni faze, kde se
b&Zné pracuje s tlaky v rozmezi 1-100 MPa pii pritoku mobilni faze 0,1-10 mlL.min™' [9, 10].
Material cerpadel musi byt zcela inertni, tzn., nesmi byt naruSovan mobilni fazi a kontaminovat

jiuvolnénymi latkami [11].



Davkovaci zarizeni je téméef vyhradné tvofeno Sesticestnym ventilem s davkovaci
smyckou definovaného objemu, jez slouzi k nastfiku vzorku pomoci sklenéné¢ mikrostiikacky
do proudu mobilni faze, ktera je protlaCovana kolonou pod vysokym tlakem [11, 12].
V soucasnosti je jiz vetSina zatizeni vybavena automatickymi davkovaci rtiznych konstrukei
(tzv. autosamplery) [9].

Chromatografické kolony pro HPLC jsou, na rozdil od kolon pro plynnou chromatografii
(GC), kratsi, s menSim vnitfnim primérem a jsou plnéné mikropartikularnimi C¢asticemi.
Nejcastéjsi délka kolon se pohybuje v rozmezi 10-20 cm s vnitfnim primérem od 0,2 do 2 cm
[10]. Vzhledem k potiebé odolnosti viici vysokému tlaku mobilni faze jsou vétSinou vyrobeny
z antikorozni oceli ¢i tlustosténného skla. Napli, vhodna stacionarni faze, je obvykle oxid
kiemicCity (silikagel) pfevazné chemicky modifikovan navazanim vhodnych funkénich skupin,
které urcuji vyslednou polaritu stacionarni taze [12]. Velikost zrn naplné se prevazné pohybuje
mezi 2—-5 pm [9]. Jako ochrana kolony pied ucpanim nerozpusténymi mechanickymi ¢asticemi ze
vzorku ¢i mobilni faze se velmi Casto pouzivaji chromatografické predkolonky [11].

Detektory pouzivané v HPLC systému, které jsou vzdy umistény za chromatografickou
kolonou, zaznamenavaji zmény v signalu pii prichodu mobilni faze obsahujici slozky vzorku
a Cist¢ mobilni faze [9]. M¢ly by byt selektivni pro analyt, malo citlivé na mobilni fazi
1 interferujici slouceniny, s Sirokym linearnim dynamickym rozsahem, nizkym Sumem 1 driftem
zakladni linie a musi co nejméné ptispivat k rozsifovani chromatografickych zon [11]. Mezi
nejbeéznéjsi patii spektrofotometricky detektor, ktery umoziiuje detekci latek absorbujici zafeni
v UV/VIS oblasti, fluorimetricky detektor pro latky vykazujici fluorescenci nebo hmotnostni
detektor, ktery detekuje jednotlivé separované latky na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti a naboje
aj. [11, 12].

Vysledkem chromatografické analyzy je pak chromatogram, tedy zdznam odezvy
detektoru na retencnim Case. Lze z néj ziskat kvalitativni 1 kvantitativni informace tykajici se
separovanych latek. Zakladni kvalitativni charakteristikou je retencni Cas latky, tedy doba
uplynutd od néstfiku vzorku do dosazeni maxima eluéni kiivky (piku). Dalsi kvalitativni
charakteristiky lze ziskat dle typu pouzit¢ho detektoru, pificemz nejvice kvalitativnich
charakteristik 1ze ziskat vétSinou pouzitim hmotnostniho detektoru. Kvantitativni charakteristikou

je pak plocha piku ¢i jeho vyska [9].



2.4 Hmotnostni detektor

Hmotnosti spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda, slouZici k pfevodu molekul na
ionty, rozliSeni vzniklych iontli na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z) azdznamu
relativnich intenzit téchto iontd. Zakladnimi kroky této techniky jsou: odpateni vzorku, ionizace,
urychleni iontl pomoci iontové optiky, separace iontd v hmotnostnim analyzatoru
a jejich detekce [11].

Zékladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou vstup vzorku, iontovy zdroj,
hmotnostni analyzitor a detektor. Schéma hmotnostniho spektrometru je zndzornéno

na Obr. 4. [11].

. ionty
ion L
ty urditého
m/z
[ F— — — [
e
vstup . detektor
vzorku 10nt0\{}" hmotnostni vyhodnocovaci
zdroj analyzator zafizeni

Obr. 4: Schéma hmotnostniho spektrometru.

lontovy zdroj slouzi k ionizaci analyzované latky, jehoz konstrukce se 1isi podle pouzité
ionizacni techniky [13, 14]. Univerzalni ionizac¢ni technika neexistuje. Pro spojeni LC-MS jsou
nejzasadnéjsi API techniky (ionizace za atmosférického tlaku). Nejvyznamnéjsi nejvice uzivanou
API technikou je technika uzivajici k ionizaci molekul elektrosprej (ESI). Rozpustény analyt je
piiveden do kovové kapilary, na niZ je vlozeno vysoké napéti (3—5 kV). Na jejim vystupu dochazi
vlivem zmlZzujiciho plynu k rozpréseni ptivadéné¢ho eludtu (z chromatografické kolony nebo
piimo ze sklenéné stiikacky) za vzniku jemného spreje drobnych kapicek s vysokou hustotou
povrchového naboje. Postupnym odpafovanim rozpoustédla dochdzi ke zvySovéani hustoty
povrchového néboje, az v okamziku piekro€eni kritické hodnoty dojde k rozpadu na jesté¢ mensi
kapicky a rozdé€leni piivodnich nabojii. Opakovanim celého procesu nakonec dojde ke vzniku
iontl analytu [13].

Hmotnostni analyzator slouzi k déleni ionth podle poméru jejich hmotnosti
a naboje (m/z) [14]. K rozliSeni iontii dochdzi na zéklad¢ raznych fyzikalnich principt. Ve spojeni
s kapalinovou chromatografii se Casto uplatiiuje kvadrupolovy analyzétor, ve kterém dochdzi
k déleni iontii na zaklad¢ stability oscilace ve stiidavém elektrickém poli. Déle pak iontova past,

ktera pracuje na podobném principu jako kvadrupdlovy analyzétor, priletovy analyzator, kde



dochézi k rozdéleni iontil na zakladée rizné doby letu a nejnovéjsi typ, orbitalni iontova past, kde
dochazi k rozdéleni iontil vlivem rizné frekvence jejich harmonickych oscilaci [13, 14].
Detektory prevadéji proud dopadajicich iontl na proud elektront. K detekei iont se velmi
Casto pouzivaji elektronové ndsobiCe, které obsahuji dalsi elektrody, jez vyrazné zesiluji
elektronovy proud (10* az 10% krat). Dalsim typem je detektor s konverzni dynodou
a fotonasobicem, ktery méni v konverzni elektrod¢ naraz iontu na vyrazeny elektron, ten vyrazi
foton pfi dopadu na fosforescencni stinitko, jez je nasledné zachycen fotondsobicem. Oba
detektory jsou velmi citlivé, avSak zivotnost elektronového nasobice je vyrazné kratsi [11].
Pouzitim hmotnostniho detektoru l1ze ziskat dva zakladni druhy zaznamti: chromatogram
(viz. Kapitola 2.4) a hmotnostni spektrum [13]. Hmotnostni spektrum je oznaceni pro zavislost
relativnich intenzit iontd na poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z), kde relativni intenzita

nejintenzivnéjsiho iontu piedstavuje 100 % [9].
2.5 Fluorescenc¢ni detektor

Fluorescenc¢ni detektory méfi intenzitu fluorescencniho zaieni, tzn. intenzitu sekundarniho
emisniho zafeni fluoreskujicich latek vznikajiciho po absorpci primarniho excitacniho zéateni.
Po absorpci excitaéniho zafeni z ultrafialové oblasti zatfeni latky emituji fluorescencni zareni
o stejné, nebo Castéji o vyssi vlnové délce (vlivem vibracni relaxace), nez byla vinova délka
absorbovaného excitacniho zafeni [9, 15]. Detekce emisniho zéafeni je provadéna pomoci
fotonasobice, ktery musi byt chranén pted vlivem excitacniho zafeni, a to jeho umisténim kolmo
na smér excitatniho zafeni a pouzitim interferencnich filtri [9]. Mobilni faze by mély byt také
dikladné odvzdusnény, jelikoz vlivem vzdusného kysliku ptitomného v roztocich dochazi k tzv.
zhaseni, tedy jevu zplisobujiciho pokles vytézku luminiscence [9].

Moderné zkonstruované fluorescenéni detektory umoziiuji snimat emisni 1 excitacni
spektra separovanych latek v priabehu separace a poté zvolit optimalni vinovou délku excitacniho
1 emitovaného zatreni. Hodnoty téchto vinovych délek lze programovatelné¢ ménit v pritbéhu eluce
pro dosazeni maximalni citlivosti pro jednotlivé separované latky [9]. Fluorescen¢ni detektory

patii k velmi selektivnim a citlivym detektoriim, ¢asto pouzivanym ve spojeni s HPLC [15].



2.6 Magnetronové naprasovani

Magnetronové naprasovani je jednou z Casto pouzivanych technik pro depozici tenkych
vrstev. Takto pfipravené vrstvy je pak vpraxi mozné pouzit v biomedicing, Iékafstvi,
elektrotechnickém pramysli — senzory, displeje mobilnich telefont; strojirenstvi (zlepSeni
mechanickych vlastnosti a tfeni) — vrtaky, frézy; energetice — fotovoltaika, kontakty na

polovodicich a mnoho dalSich. Schéma magnetronového naprasovani je zndzornéno na Obr. 5.
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Obr. 5: Schéma magnetronového napraSovani.

Magnetron je tvofen elektrodou, uvnité které jsou umistény magnety. Tyto magnety
vytvareji magnetické pole, jez tvofi spolu s polem elektrickym elektromagnetickou past pro
elektrony, ktera slouzi ke zvySeni koncentrace elektronil v blizkosti odpraSovaného terce. Tyto
elektrony ionizuji pracovni plyn [16].

Vlivem nerovnovaznosti plazmatu, kdy tézké kationty plynu ziskavaji oproti vyrazné
leh¢im elektroniim mensi energii, dochazi ke vzniku tzv. stejnosmérného zéporné¢ho predpéti na
vysokofrekvenc¢ni katodé, které nasledné urychluje kationty jejim smérem. Pi1 dostatecné energii
dopadajicich kationtl pak dochazi k emisi atomil, molekul nebo molekulovych fragmentl z terce,
tedy stavebnich prvki, znichZ naslednou polymerizaci vznikaji vysokomolekularni latky

(polymery) [16].



Polymerizace se uskutec¢iiuje bud’ iontovymi a/nebo radikalovymi procesy. Dochazi
k tzv. propagaci, pfi nizZ reakcemi mezi jednotlivymi radikaly ¢i ionty vznikaji kovalentni vazby,
nebo dojde pouze k nartstu fetézce a presunuti aktivniho centra [17].

Vzniklé polymerni meziprodukty pak dopadaji na substrat, kde vytvoii plazmovy polymer
(vrstvu). Nicméné nadeponovana vrstva je stale ovlivilovana pisobenim plazmatu a dochazi
k polymerizaci v jiz vzniklych vysokomolekuldrnich latkach. Polymerizace tedy probiha jak
v plynné fazi, tak na povrchu substratu. DalSim ovliviiujicim faktorem je pak sprasovani, kdy
dochazi k tzv. ablaci jiz nadeponované¢ho materialu [17].

V ramci procesu je mozno menit mnoho parametrti jako napiiklad ptikon, teplotu,
depozi¢ni rychlost, tlak v depozi¢ni komofte aj. Tim je moZzno ovliviiovat vlastnosti deponované
vrstvy, mezi néZ patii napiiklad stupen sesitovani, chemické sloZeni, drsnost vysledného povrchu
atd. Miazeme tak tedy deponovat nejen materialy s podobnymi vlastnostmi jako je pocatecni

material terCe, ale také materialy s vlastnostmi lepS§imi, ¢i zcela novymi [16].
2.7 Kvantitativni analyza ciprofloxacinu pomoci HPLC

Ciprofloxacin je v praxi sledovan zejména jako kontaminant vod. Jak jiz bylo uvedeno
v kapitole 2.1, dochazi k neZadoucimu nartistu rezistence nejen na ciprofloxacin, ale na vétSinu
fluorochinolont, na ¢emZ ma hlavni podil jejich ¢asté uzivani a jimi znecisténé Zivotni prostiedi.

Odpadni vody z farmaceutickych tovaren ¢i nemocnic obvykle obsahuji vysoké
koncentrace 1é¢ivych ptipravki, zejména antibiotik a konvencni €istirny odpadnich vod nejsou
vhodné pro jejich odstranéni. To ma za nasledek mozné znecisténi vod povrchovych. Z tohoto
divodu je nutné ptitomnost 1é¢iv v odpadnich vodach sledovat. Analyza je provadéna v naprosté
vetsing pomoci HPLC se spektrofotometrickou, fluorescenéni ¢i hmotnosti detekei. Za ucelem
odstranéni negativniho vlivu matrice a dosazeni co nejnizSich detek¢nich limith je casto
provadéna extrakce analytu na tuhou fazi (SPE) nebo derivatizace (v ptipadé pouziti FLD).
V Tab. 1 jsou shrnuté riizné techniky a detekcni limity pro stanoveni ciprofloxacinu, jichZ bylo

dosazeno ve vybranych pracich.
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Tab. 1: Pfehled detek¢nich limith ciprofloxacinu pro rizné analytické techniky.

Analyticka Extrakéni LOD Objem k

technika technika Derivatizace [ng/ll  extrakci [ml] Citace
LC-DAD - . 0,25 i
LC-FLD i ; 0,063 i 8
LC-DAD-FLD SPE
fl kami 1 1
(Strata X 500 mg/3mi) | oreskamin 000 00

LC-MS/MS SPE

- 0,001 I |
(tripl. kvadrupol)  (Strata X 500 mg/3ml) ’ 00 [19]
LC-MS/MS SPE

i 0,03 50 [20]
(tripl. kvadrupol)  (Strata X 500 mg/3ml)
LC-DAD EME ) 0.04 0 y
LC-FLD EME : 0,018 10 [21]

Nejvyssich detekénich limithh bylo dosazeno v praci [18] za pouziti technik LC-DAD
a LC-FLD, coz neni ptekvapiveé, vzhledem k nevyuziti tpravy vzorku k analyze (extrakce ¢i
derivatizace). Naopak nejnizsich detek¢énich limith bylo dosazeno v pracich [18, 19]. V praci [18]
byla vyuzita technika LC-DAD-FLD v kombinaci s derivatizaci fluoreskaminem a SPE extrakci
a v praci [19] byla vyuzita technika LC-MS/MS pouze v kombinaci s SPE extrakci. Vyhodou
LC-MS/MS techniky, oproti LC-DAD-FLD, je tedy moZnost eliminace extrakéniho kroku pfi
soucasném dosazeni stejnych ¢i podobnych detekénich limitt. S klesajicim poctem operaci pii
piipravé vzorku k analyze klesa moznost vzniku ndhodnych i systematickych chyb a dochazi
k tspote Casu, chemikalii 1 spotfebniho materidlu. Z Tab. 1 je ziejmé, Ze s vyuZitim riznych
analytickych technik Ize dosdhnout velmi nizkych hodnot detek¢nich limith pro stanoveni
antibiotika ciprofloxacin, nicméné tato hodnota je pomérné zavisla na Gpravé analytu (extrakce €1
derivatizace) a pouzitém detektoru.

Pro ucely této prace bylo nutné pouziti takové techniky, kterou 1ze dosahnout co nejnizsich
mezi detekce (max. stovky ng/l), a to bez nutnosti jakékoli upravy vzorku k analyze, jelikoz
k dispozici bude omezené mnoZstvi vzorku (jednotky mililitrdl). DalSim faktorem je
téz snaha o maximalni pfesnost stanoveni, jelikoZ v pocatecni fazi tohoto typu vyzkumu je
dalezité prokazatelné rozliSit 1 drobné zmény v mnozstvi imobilizovaného ciprofloxacinu.
Z téchto diivodu je proto velmi vhodné pouziti LC-MS/MS techniky, ktera se t¢émto pozadavkim

blizi nejvice.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie a Cinidla

Standard: ciprofloxacin — €istota pro HPLC: > 98,0 % (Sigma-Aldrich)

Vnitini standard: umbeliferon — ¢istota 99 % (Sigma-Aldrich)

Kyselina mravenci — Cistota pro LC-MS: = 98 % (Sigma-Aldrich)

Kyselina chlorovodikova — 36 % (Merck)

Acetonitril — Cistota pro LC-MS: > 99,9 % (Merck)

Deionizovana voda generovana ptistrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

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

Helium — ¢istota 99,999 % obj. (Linde)

3.2 Instrumentalni vybaveni a spotfebni material

Kapalinovy chromatograf fady UltiMate 3000 (Thermo) slozeny ze zasobniku mobilni
faze SRD-3600, cerpadla mobilni faze HPG-3400RS, nastiikového modulu s chlazenym
zasobnikem vialek WPS-3000TRS, vyhtivanym kolonovym prostorem TCC-3000RS,
spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem DAD-3000RS a hmotnostnim
detektorem Velos Pro s ionizaci vyhfivanym elektrosprejem. Ovladani pfistroje
1 vyhodnocovani namétenych dat bylo provedeno pomoci programt Chromeleon Xpress,
LTQ Tune Plus 2.7 a Xcalibur 2.2.

Kapalinovy chromatograf fady UltiMate 3000 (Thermo) slozeny ze zasobniku mobilni
faze SR-3000, Cerpadla mobilni faze LPG-3400SD, nastfikového modulu s chlazenym
zasobnikem vialek WPS-3000TSL, vyhitivanym kolonovym prostorem TCC-3000SD,
spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem DAD-3000RS, fluorescencnim
detektorem FLD-3400RS a elektrochemickym detektorem ECD-3000RS. Ovladani
pristroje 1 vyhodnocovani naméienych dat bylo provedeno pomoci programu
Chromeleon 7.2.

Chromatograficka kolona: Acclaim 120 C18; délka 100 mm; vnitini primér 3,0 mm;

velikost ¢astic 2,2 um (Thermo)
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Chromatografickd ptedkolona: SeurityGuard Cartridges™; C18; délka 4 mm; vnitini
pramér 3,0 mm (Phenomenex)

Vyrobnik deionizované vody Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific)

Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo™)

Orbitalni tiepacka: Orbit 1000 (Labnet)

Automaticka davkovaci pipeta BioPettePLUS o objemu 100—1000 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta BioPettePLUS o objemu 10-100 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta Transferpette®S o objemu 1-10 ml (Brand)

Odmeérné sklo, tfida piesnosti A (Fisherbrand)

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Spottebni material: plastové Spicky, krimpovaci vialky z Cirého skla s hlinikovym
uzavérem a septem pryz/teflon, hlinikova félie

Zpracovani vysledkt bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2015 (Microsoft)

a EffiValidation 4.0 (EffiChem).
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3.3 Priprava roztokii

3.3.1 Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze A (MF-A) byla pfipravena odpipetovanim 250 pl kyseliny mravenci
automatickou pipetou (100—-1000 pl) do 250 ml odmérné banky a doplnénim deionizovanou
vodou po rysku. Mobilni faze byla pro kazdé méfeni ptipravovana vzdy Cerstva a nebyla déle
uchovavana.

Mobilni faze B (MF-B) byla pfipravena odpipetovanim 250 pl kyseliny mravenci
automatickou pipetou (100—-1000 pl) do 250 ml odmérné baiiky a doplnénim acetonitrilem po

rysku. Mobilni faze byla uchovavana max. 1 mésic pfi laboratorni teplot¢.

3.3.2 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok standardu pro optimalizaci (ST-Ia) o koncentraci 1 g/l byl pfipraven
navazenim piesn¢ asi 5 mg ciprofloxacinu do 5 ml odmérné banky, rozpusténim v roztoku 0,1 %
obj. HCOOH ve vod¢ (MF-A) a doplnénim stejnym roztokem po rysku. Zasobni roztok byl pro
kazdé méfeni ptipravovan vzdy Cerstvy a nebyl dale uchovavan.

Zasobni roztok standardu pro kvantifikaci (ST-Ib) o koncentraci 1 g/l byl pfipraven
navdzenim pifesné asi 5 mg ciprofloxacinu do 5 ml odmérné banky, rozpusténim v roztoku
0,1 M HCI1 a doplnénim stejnym roztokem po rysku. Zasobni roztok byl pro kazdé méfeni
piipravovan vzdy Cerstvy a nebyl dale uchovavan.

Zasobni roztok vnitiniho standardu (VS-I) o koncentraci 1 g/l byl pfipraven navazenim
pfesné asi 5 mg umbeliferonu do 5 ml odmérné banky, rozpusténim v roztoku acetonitril-voda
v poméru 20/80 obj. a doplnénim stejnym roztokem po rysku. Zasobni roztok byl pro kazdé

méieni ptipravovan vzdy Cerstvy a nebyl dale uchovavan.

3.3.3 Priprava pracovnich roztoki pro optimalizaci

Pracovni roztok standardu pro optimalizaci (PRst-I) o koncentraci 10 mg/1 byl pfipraven
odpipetovanim 100 pl zadsobniho roztoku standardu ST-Ia automatickou pipetou (10-100 pl) do

10 ml odmérné baniky a doplnénim stejnym rozpoustédlem po rysku.
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3.3.4 Priprava pracovnich roztoki pro zjiSténi stability analytu

Ptiprava pracovnich roztokl standardu (PRsr-Ix, PRst-11x) pro zjisténi stability standardu
je shrnuta v Tab. 2.

Pracovni roztok standardu (PRst-Ix) o koncentraci 10 mg/l byl pfipraven odpipetovanim
100 ul zasobniho roztoku automatickou pipetou (10-100 pl) do 10 ml odmérné baiky
a doplnénim danym rozpoustédlem po rysku.

Pracovni roztok standardu (PRst-11x) 0 koncentraci 200 pg/1 byl pfipraven odpipetovanim
1000 pl pracovniho roztoku PRst-Ix automatickou pipetou (100-1000 pl) do 50 ml odmérné

banky a doplnénim danym rozpoustédlem po rysku.

Tab. 2: Pfiprava pracovnich roztoki pro stabilitu analytu.

Zasobni  Oznaéeni R . Kone. Oznadeni o Konc.
roztok  PRgr-Ix ozpoustédlo PRsr-Ix pp . 1y RozpouStédlo  PRgr-lIx
[mg/1] [ng/1]
ST-Ia PRsr-IA deion. voda PRsr-ITA deion. voda
ST-Ib PRst-IB 0,1 M HC1 10 PRst-1IB 0,1 M HC1 200
ST-Ib PRsr-IC deion. voda PRst-IIC deion. voda

Pracovni roztok vnitfniho standardu (VS-II) o koncentraci 10 mg/l byl pfipraven
odpipetovanim 100 pl VS-I automatickou pipetou (10-100 pl) do 10 ml odmérné baiky
a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.

Ptiprava smésnych pracovnich roztokiti (PRmix-II) pro testovani stability o koncentraci
100 pg/l je shrnuta v Tab. 3. Celkem bylo pro kazdy pracovni roztok PRsr-IIA—C pfipraveno
6 Iekovek, pricemz 3 1¢kovky byly obaleny hlinikovou fo6lii pro testovani ve tmé a 3 1ékovky byly
ponechany ciré pro testovani za svétla. Roztoky PRsr-IIA—C a pfislusné rozpoustédlo byly
pipetovany automatickou pipetou (1-10 ml), roztoky PRys-II byly pipetovany automatickou
pipetou (100—1000 pl).
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Tab. 3: Pfiprava smésnych pracovnich roztokl (PRmix-II), pfislusnd rozpoustédla a testovaci

podminky.
Oznad. Testovaci Prac. Objem Objem Objem Celk.
PRuix- odmink roztok  PRgr-I1 VS-1I Rozpoustédlo  rozp. objem
1 P Y stand. [ml] [ml] [ml] [ml]
t
A SVI;?O PRsr-TIA deion. voda
tma
B svétlo PRsr-1IB 5 1 0,1 M HCl 4 10
tma .
C svétlo PRs7-1IC deion. voda

3.3.5 Priprava pracovnich roztoki pro kalibraci

Pracovni roztok standardu (ST-II) o koncentraci 10 mg/l byl ptfipraven odpipetovanim
98,6 ul ST-Ib automatickou pipetou (10-100 pl) do 10 ml odmérné baiky a doplnénim
0,1 M roztokem HCI po rysku.

Pracovni roztok standardu (ST-III) o koncentraci 200 pg/l byl pfipraven odpipetovanim
200 ul ST-II automatickou pipetou (100—-1000 pl) do 10 ml odmérné banky a doplnénim
0,1 M roztokem HCI po rysku.

Pti ptipravé pracovniho roztoku vnitiniho standardu (VS-II) bylo postupovano stejné jako
v kap. 3.3.4.

Pracovni roztoky, v€etné roztokl zasobnich byly vzdy ptipravovany cerstvé.

3.3.6 Priprava kalibracnich roztokii

Ptiprava kalibra¢nich roztokd je shrnuta v Tab. 4. Celkem bylo pfipraveno
10 koncentracnich urovni, vSechny ve tfech nezavislych opakovanich. Kalibraéni roztoky byly
pfipraveny do 1,8 ml ¢irych vialek.

0,1 M roztok HCI byl pipetovan automatickou pipetou (100—-1000 ul), pracovni roztok
standardu ST-III sttikackou Hamilton (5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul) pod hladinu 0,1 M roztoku
HCI a pracovni roztok vnitfniho standardu VS-II. stfikackou Hamilton (100 pl urenou pro

pipetovani vnitinich standardl) nad hladinu roztoku ve vialce.
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Tab. 4: Ptiprava kalibrac¢nich roztok.

Konc. Oznac.
uroven roztoku

Konc.
ST

[ng/1]

Konc.
VS

[ng/1]

Objem
ST-III
[ml]

Objem
VS-II
[ml]

Objem 0,1
M HCl
[md]

Celkovy
objem
[md]

Kla
1 K1b
Klc

0,1

100

0,5

100

900

1000

K2a
2 K2b
K2c¢

0,2

100

100

899

1000

K3a
3 K3b
K3c

0,5

100

2,5

100

898

1000

K4a
4 K4a
K4c

100

100

895

1000

K5a
5 K5b
K5c

100

10

100

890

1000

K6a
6 K6b
Ké6c

100

25

100

875

1000

K7a
7 K7b
K7¢

10

100

50

100

850

1000

K8&a
8 K8b
K8&c

20

100

100

100

800

1000

K9a
9 K9b
K9c¢

50

100

250

100

650

1000

K10a
10 K10b
K10c

100

100

500

100

400

1000
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3.3.7 Priprava roztoki pro zjisténi LOD a LOQ

Pracovni roztok standardu (ST-IV) o koncentraci 10 mg/l byl pfipraven odpipetovanim
93,8 ul ST-Ib automatickou pipetou (10-100 pl) do 10 ml odmérné baiky a doplnénim
0,1 M roztokem HCI po rysku.

Pracovni roztok standardu (ST-V) o koncentraci 200 ug/l byl ptipraven odpipetovanim
200 ul ST-IV automatickou pipetou (100-1000 pl) do 10 ml odmérné banky a doplnénim
0,1 M roztokem HCI po rysku.

Pracovni roztok standardu (ST-VI) o koncentraci 200 ng/l byl pfipraven odpipetovanim
100 pl ST-V automatickou pipetou (10-100 pl) do 100 ml odmérné banky a doplnénim
0,1 M roztokem HCI po rysku.

Pti ptipravé pracovniho roztoku vnitiniho standardu (VS-II) bylo postupovano stejné jako
v kap. 3.3.4.

Ptiprava roztokt pro zjisténi LOD a LOQ, které byly pouzity pro vlastni méfeni, je shrnuta
v Tab. 5. Celkem byly ptipraveny 4 koncentracni urovné¢, kazda ve 3 nezavislych opakovanich.
0,1 M roztok HCI byl pipetovan automatickou pipetou (100—1000 pl), pracovni roztok standardu
ST-VI stiikackou Hamilton (5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul) pod hladinu 0,1 M roztoku HCI
a pracovni roztok vnitiniho standardu VS-II stfikackou Hamilton (100 pl uréenou pro pipetovani

vnittnich standard() nad hladinu roztoku ve vialce.

Tab. 5: Ptiprava roztokt pro zjisténi LOD a LOQ.
Konc. Konc. Objem Objem Objem Celkovy

Konc. Oznac.

Groveii  roztoku ST VS ST-VI VS-1I 0,1 M objem
[ng/1] [ng/l] (] (] HCI [pl] (]

la

1 1b 1 100 5 100 895 1000
Ic
2a

2 2b 2 100 10 100 890 1000
2¢c
3a

3 3b 5 100 25 100 875 1000
3c
4a

4 4a 10 100 50 100 850 1000
4c
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3.3.8 Priprava kontrolnich roztoki

Pro kontrolu ¢istoty chemikalii, jednotlivych roztokti, mobilni faze, pfistroje a Cistoty
prace za Ucelem odhaleni pifipadné kontaminace v pribéhu ptipravy vzorkil a/nebo pii jejich

analyze byly pfipraveny 3 kontrolni roztoky, jejichz ptiprava je shrnuta v Tab. 6.

Tab. 6: Pfiprava kontrolnich roztoki.

Oznaceni Objem ST-III Objem VS-II Objem 0,1 M HCl  Celkovy objem
roztoku [wd] [wd] [wd] [wd]
Rozpoustédlo 0 0 1000 1000
Vnitini standard 0 100 900 1000
Standard 100 0 900 1000
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace chromatografické separace

4.1.1 Testovaci analyza

Testovaci analyza byla provedena za t¢elem identifikace a ptifazeni hodnoty reten¢niho
Casu analytu (ciprofloxacinu). Vychozi podminky separace i1 volba wvnitiniho standardu
(umbeliferon), které byly zvoleny na zakladé¢ doporuCeni mého Skolitele a vychazeji z jiz

pouzivané metody na stanoveni ampicilinu ve vodé [22], jsou shrnuty v néasledujicim piehledu:

Vychozi podminky separace:
e Chromatograficka kolona a ptredkolona: viz. kap. 3.2
e Objem nasttiku: 20 pl
e Teplota kolony: 30 °C
e Pritok mobilni faze: 0,5 ml/min
e Mobilni faze: 80% obj. MF-A a 20 % obj. MF-B (izokraticka eluce)

e Chromatogram: viz Obr. 6

100 o .
} 1,25 min Ciprofloxacin

Relativni odezva [%)
N w S wv (o) ~ [o:] (¥
o o o o o o o o

iy
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Retencni ¢as [min]

Obr. 6: Chromatogram — testovaci analyza.
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Na zaklad¢ testovaci analyzy bylo zjiSténo, Ze za vychozich podminek je analyt eluovan
témet v oblasti mrtvého €asu, coZz znamend, Ze retence byla pfili§ nizka. Bylo tedy nezbytné
provést zakladni optimalizaci sloZzeni mobilni faze a objemu ndsttiku, aby bylo dosazeno vhodné

retence a co nejnizsi meze detekce.

4.1.2 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Cilem této optimalizace bylo dosdhnout dostatecné retence analytu, tedy dostatecné
dlouhé doby zadrZeni analytu na kolon¢. Mira retence byla posuzovana na zakladé hodnot
kapacitniho poméru (viz rovn. 2). Kapacitni pomér by mél byt vzdy vyssi nez 2,0 [23]. Pokud
jsou vysledné hodnoty nizsi nez 2,0, neni analyt na koloné¢ zadrzovan dostate¢né dlouhou dobu.

Testovani slozeni MF je shrnuto v Tab. 7.

fo = R )

tm
Kde £ je kapacitni pomér, ¢z je retencni ¢as slouceniny, ¢y je mrtvy retenni Cas.

Tab. 7: Optimalizace slozeni mobilni faze — hodnoty kapacitnich pomért.

Slozeni mobilni faze

Kapacitni pomér [1]

MF-A [% obj.] MF-B [% obj.]
90 10 11,6
85 15 3,9
82,5 17,5 2,2
80 20 0,3
70 30 0,6

Na zaklad¢ téchto méteni bylo zjisténo, ze pii obsahu 20 a 30 % MF-B dochazelo k pfilis
nizké retenci analytu. Naopak pii obsahu 10 % MFB byla retence pfili§ vysoka a analyza trvala
prilis dlouhou dobu. S ohledem na pozadavek co nejkratsi analyzy a podminku dostatecné retence
analytu na chromatografické kolonég, byl tedy nakonec zvolen obsah MFB 17,5 %, pii némz bylo

dosazeno hodnoty kapacitniho poméru 2,2.
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4.1.3 Optimalizace objemu nastriku

Cilem optimalizace tohoto parametru bylo dosdahnout co nejvétsiho objemu nastiiku
vzorku pro ziskani co nejnizs$i meze detekce analytu, za soucasné podminky dodrzeni symetrie
piku. Jako hodnotici kritérium byl pouzit faktor symetrie (As). Hodnota As by se méla pohybovat
v rozmezi 0,8—1,5. Hodnota 1,0 znaci uplnou symetrii piku [23].

Testovany byly objemy nasttiku: 5; 10; 15; 20; a 25 pl. Vysledné hodnoty As jsou
uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Optimalizace objemu nastiiku — hodnoty faktoru symetrie.

Objem nastriku [pl] Faktor symetrie [1]
5 2,00
10 1,86
15 1,79
20 1,86
25 1,86

Z Tab. 8 je patrné, ze zadnd hodnota faktoru symetrie nevyhovuje uvedenému rozmezi
0,8 — 1,5. VSechny hodnoty jsou vyssi nez 1,5, tedy dochézi k tzv. chvostovani piki.

Vzhledem k pouziti této metody a s ohledem na nulovy vliv matrice, byl zvolen objem
nasttiku 25 pl 1 pfes vyssi hodnou faktoru symetrie z divodu pozadavku na dosazeni co nejnizsi

meze detekce.

22



4.2 Optimalizace hmotnostni detekce

Optimalizace podminek hmotnostni detekce byla provedena pouze pro analyt a jako

vychozi podminky byly zvoleny hodnoty doporuc¢ené v dokumentaci vyrobce pfistroje.

4.2.1 Optimalizace podminek elektrospreje

Cilem této optimalizace bylo zvolit vhodnou kombinaci potencidlu HESI kapilary,
pratoku plynt a teplot HESI kapildry a transferové trubice tak, aby odezva detektoru byla co
nejvyssi a zaroven byla zajiSténa dostate¢nd stabilita signalu hmotnostniho detektoru.

Pti optimalizaci bylo postupovano podle Tab. 9, tedy od optimalizace ¢. 1 po optimalizaci
¢. 5. U kazdé optimalizace byly testovany tfi hodnoty. Jako vychozi pro dané testovani byly
zvoleny hodnoty oznacené hvézdickou (*). Po vybrani nejvhodnéjsi hodnoty dané optimalizace

(tu¢né zvyraznénd) byla prave tato hodnota pouzita za vychozi pro nasledné optimalizace.

Tab. 9: Optimalizace podminek ionizace vyhfivanym elektrosprejem.

Cislo optimalizace P¥iloha Parametr Hodnota
1 B potencial HESI [kV] 2 3* 4
2 C pratok hl. zmlZujiciho plynu [arb] 50 60* 70
3 D prutok pomocného zmlzujiciho plynu [arb] 15  20* 25
4 E teplota HESI [°C] 300 350* 400
5 F teplota transferové trubice [°C] 350 380* 400

Optimalni hodnoty parametri byly vybrany na zaklad¢ udaji ze zdznaml uvedenych

v ptilohach B-F.

4.2.2 Optimalizace parametri iontové optiky (S-Cocky a F-Cocky)

Cilem této optimalizace bylo nastaveni vybranych parametrii iontové optiky tak, aby bylo
dosazeno co nejvyssi odezvy detektoru. Nejveétsi vyznam v této Casti piistroje maji tzv. S-Cocky
a F-Cocky, coz jsou ploché prstencové elektrody, které jsou umistény ve vakuové casti
hmotnostniho spektrometru. Zaostiuji a reguluji tok iontl pfichazejicich z iontového zdroje do
hmotnostniho analyzatoru [24]. Hodnotou napéti na téchto kruhovych elektrodach lze zna¢né

ovlivnit meze detekce piistroje.

23



Nejprve bylo provedeno méfeni potencialu na S-Coc¢kéach v rozmezi 0 az 70 V, dale pak
na F-Cockach v rozmezi -15 az -5 V. Kazdé méfeni bylo provedeno ttikrat. V Tab. 10 jsou uvedeny

namétfené hodnoty této optimalizace.

Tab. 10: Hodnoty TIC pfi optimalizaci S-Cocek a F-Cocek.

Potencial [V]

Méreni

S-¢ocky F-¢ocky
1 60 -1,75
62 -8,00
3 60 -7,75

Na zdklad¢ namétenych dat uvedenych v Tab. 10 byl zvolen potencidl pro S-Cocky

60 V a pro F-Cocky -7,75 V. Zaznamy méfeni €. 3 jsou uvedeny v ptiloze G.

4.2.3 Optimalizace kolizni energie a volba MRM prechodii

Pti této optimalizaci byla zvolena nejvhodnéjsi hodnota kolizni energie, kterd je nutna
k optimalni fragmentaci molekularniho iontu analytu na fragmentované ionty. Pro analyt i vnitini
standard byly zvoleny dva prechody. Jeden pfechod ke kvantifikaci, druhy za ucelem ovéteni,
tedy identifikaci. Hodnoty fragmentovych iontl byly zvoleny na zdklad¢ nejvyssi intenzity

odezvy detektoru. Hodnoty koliznich energii a zvolené MRM piechody jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11: Hodnota optimalnich koliznich energii a MRM ptechody.

Kolizni energie [%] Prechod ke kvantifikaci Prechod k ovéreni
Ciprofloxacin 31 332 — 288 332 —> 314
Umbeliferon 26 163 > 119 163 —» 91

Hodnoty energie 31 % a 26 % byly zvoleny na zaklad¢ udajt v ptiloze H, tedy hodnoty
energie, po jejiz aplikaci byla odezva detektoru na dany fragmentovy ion maximalni. Jako

optimalni pak byla zvolena hodnota 31 %.
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Na Obr. 7 a Obr. 8 jsou zobrazena hmotnosti spektra analytu a vnitiniho standardu se

zvyraznénymi hodnotami MRM ptechod.

#33083 IT: 7.957 ST:0.13 uS:1 NL: 3.45E5 —
F: ITMS + p HESI Full ms 2 332.00@cid30.00 [90.00-500.00] m/Z _‘ 288
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum analytu se zvyraznénymi MRM piechody.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum vnitiniho standardu se zvyraznénymi MRM piechody.
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4.2.4 Optimalizace maximalni doby plnéni pasti a po¢tu mikroskent

Cilem této optimalizace bylo zvoleni nejvhodné&js$i maximalni doby plnéni pasti s tak
vysokym poctem mikroskentl, aby byl vysledny chromatograficky pik slozen alespoii z 15 bodt
a zaroveti bylo dosaZzeno co nejvyssiho poméru signalu k Sumu. Cim vyssi je maximalni doba
plnéni pasti, tim vys$i je 1 mnozstvi ionttl, které linedlni iontova past mize pouzit k detekci a ¢im
vys§i je pocet mikroskend, tim vyssi je pomér signalu k Sumu (S/N) [24].

Me¢éteni bylo provedeno za pouziti pracovniho roztoku standardu o koncentraci 10 ng/l.
Testovany byly hodnoty poc¢ti mikroskenti 1, 3 a 5 a pro kazdou hodnotu byla zvolena doba plnéni
pasti 100, 200 a 500 ms. Hodnoceny byly primarni zaznamy bez pouziti matematického

vyhlazovani dat. Vysledné hodnoty poc¢tu bodi na pik a signalu k Sumu jsou shrnuty v Tab. 12.

Tab. 12: Namétené hodnoty optimalizace maximalni doby plnéni pasti a poctu mikroskent.

RAW data Data po mat. vyhlazeni
. Doba . -
Koncentrace . Pocet ) plnéni Pocet Pocet
analytu [ng/l] mikroskeni pasti [ms] bodu na S/N bodu na S/N
pik pik
100 > 30 18 > 30 25
1 200 > 30 16 >30 8
500 > 30 24 27 15
100 30 25 23 10
10 3 200 27 27 21 15
500 15 18 12 18
100 22 19 12 12
5 200 17 21 12 16
500 14 33 9 34

Z namétenych dat uvedenych v Tab. 12 je zifejmé, ze kombinace 3 mikroskenti a doby
plnéni pasti 200 ms je pro pozadovany ucel nejvhodnéjsi (tucné zvyraznénd). Uvedena jsou RAW

data a pro porovnani i data po uprave a vyhlazeni.
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4.3 Volba podminek fluorescen¢ni detekce

Volba podminek fluorescencni detekce zahrnovala vhodnou volbu vlnové délky
excita¢niho zafeni, vinové délky emisniho zafeni a vlnové délky emisniho filtru.

Nejprve bylo provedeno méfeni emisniho a excitacniho spektra analytu a nalezeni téch
vlnovych délek, pfi nichz bylo dosaZeno maximalni odezvy detektoru. Emisni vlnova délka byla
méfena v rozsahu vinovych délek 300-650 nm, excitaéni vlnova délka pak v rozsahu
200-300 nm. Emisni a excitacni spektra analytu jsou uvedena na Obr. 9 a Obr. 10. Nésledn¢ byl
zvolen emisni filtr o vhodné vinové délce, jehoz hodnota se musi nachazet mezi excitacni a emisni
vlnovou délkou analytu. K dispozici byly emisni filtry o vinovych délkach 280 nm, 370 nm,
435 nm a 530 nm.

Apex Ciprofloxacin_FLD (EM/PMT1) at 4.60-min-Apex Excitation: 280.0 nm

% Ciprofloxacin_FLD (EM/PMT1) at 4.60 min
Ciprofloxacin_FLO{ERBPMT1) at 4.60 min

55.0
50.0

40.0

30.0
20,0
10.0
0.0
] nm
B L e e e e e L B e e L L e e e e s e |
300 350 400 450 500 550 600 650
Obr. 9: Emisni spektrum analytu.
180 - Apex Ciprofloxacin_FLD (EX/PMT1) at 4.60 min Apex Emission: 320.0 nm
1| % Ciprofloxacin_FLD (EX/PMT1) at 4.60 min
150_‘ Ciprofloxacin_FLD (EX/PMT1) at 4.60 min
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Obr. 10: Excitacni spektrum analytu.

Na zakladé ziskanych hodnot z Obr. 9 a Obr. 10 byla zvolena excitaéni vlnova délka

446 nm, emisni vinova délka 289 nm a vinova délka emisniho filtru 370 nm.
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4.4 Volba podminek spektrofotometrické detekce

V piipadé tohoto typu detekce bylo provedeno pouze méteni absorpcniho spektra analytu

v UV/VIS oblasti v rozsahu 190—-800 nm a nésledn¢ byla vybrana vinova délka maxima absorp¢ni

kiivky.
Na Obr. 11 je zobrazeno absorp¢ni spektrum pro analyt.
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Obr. 11: Absorp¢ni spektrum analytu.

Na zikladé¢ =ziskanych hodnot zObr. 11 byla zvolena
spektrofotometrickou detekci v UV/VIS oblasti 280 nm.

vlnovd délka pro
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4.5 Stabilita ciprofloxacinu

Pti prvnim meéfeni kalibrace zdsobniho roztoku standardu ST-la, pfi némz byla pro
rozpusténi analytu pouzita MF-A, byla pozorovana nedostatecnd stabilita analytu. Ptiprava
kalibrac¢nich roztokl byla stejna jako v kapitole 3.3.5 a 3.3.6, avSak namisto pouziti zasobniho
roztoku ST-Ib byl pouzit jiz zmiflovany zasobni roztok ST-Ia a fedéni bylo provedeno pomoci
deionizované vody.

Na Obr. 12 jsou zobrazeny poméry ploch pikli analytu k plocham pikti vnitiniho standardu

v zavislosti na zvySujici se koncentraci.

~
(ee)

\S] w

Pomér plochy piku ST/VS [1]

0 20 40 60 80 100
Koncentrace [pg/1]

Obr. 12: Kalibraéni kiivka — analyt rozpustén v MF-A.

Z Obr. 12 je patrnd jista nestabilita analytu, jelikoZ odezva detektoru na vnitini standard
vyjadiena jako plocha piku byla téméf konstantni (RSD = 1,1 %). Byla proto vylouc¢ena moznost
nespravné piipravy roztokli ¢i chyba zplsobena LC/MS systémem. Z tohoto divodu byla
provedena sada experimentalnich méfeni, kde byly testovany rizné vlivy, které by mohly stabilitu
ovlivnit. Testovanymi vlivy byly vliv nepifimého denniho slune¢niho svétla (svétlo vs. tma) a druh
rozpoustédla (MF-A vs. 0,1 M HCI vs. voda). Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér

namétfenych hodnot +/- interval spolehlivosti na statistické hladin€ vyznamnosti 95 %.
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Pti kazdém testovani bylo pouzito Sest I¢kovek, pficemz vzdy tfi byly obaleny hlinikovou
folii a tf1 ponechany ¢iré, tedy svétlo mohlo pronikat skrz sklenénou sténu 1ékovky do roztoku.
Jako rozpoustédla pak byly testovany roztoky MF-A a 0,1 M HCI.

Z kazdé 1€kovky bylo po ptfedem urcenych ¢asovych intervalech 0, 1, 2, 3,4 a 18 h (navic
24 h pfti pouziti 0,1% HCI jako rozpoustédla), odebrano 500 pl roztoku automatickou pipetou
(100-1000 pl) a nasledné¢ zméteno. Priprava roztokd pro testovani stability byla shrnuta

v kapitole 3.3.4.

Na Obr. 13 jsou zobrazeny vysledné hodnoty testovani stability za svétla a ve tmé za

pouziti zdsobniho roztoku ST-Ia (rozpoustédlo MF-A).
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Obr. 13: Testovani stability — analyt rozpustén pomoci MF-A.
Z namétenych dat uvedenych na Obr. 13 je patrné, ze pouziti MF-A ma negativni vliv na
stabilitu roztoku, a to za ptistupu i neptistupu svétla. Z tohoto divodu bylo piistoupeno ke zméné

rozpoustédla a MF-A byla nahrazena 0,1 M HCI.

Na Obr. 14 a Obr. 15 jsou zobrazené vysledné hodnoty testovani stability za pfistupu

svétla a ve tmé€ za pouZiti zdsobniho roztoku ST-Ib (rozpoustédlo 0,1 M HCI).
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Obr. 14: Testovani stability — analyt rozpustén pomoci 0,1 M HCI, fedéni v 0,1 M HCI.
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Obr. 15: Testovani stability — analyt rozpustén pomoci 0,1 M HCI, fedéni v deionizované vodé.

Z Obr. 14 je zieymé, ze zménou rozpoustédla bylo dosazeno vyrazné vyssi stability
analytu. Z toho divodu byl pro ucely kvantifikace ptipravovadn novy zasobni roztok standardu
ST-Ib, ktery byl pfipravovan za pouziti 0,1 M HCI jako rozpoustédla a timto rozpoustédlem
byl nésledné 1 fedén. Pro planované vyuZiti roztoku analytu pro imobilizaci na vrstvy vSak muselo
byt navic provedeno i testovani stability za mirnéjSich podminek (pH 5), ¢ehoz bylo dosazeno
rozpusténim analytu pomoci roztoku 0,1 M HCI a naslednym fedénim deionizovanou vodou. Jak
je vidét na Obr. 15, vyssi hodnota pH zpiisobila v nékterych ptipadech snizeni stability, které vSak

bylo spolupracovnikem vyvijejicim vrstvy vyhodnoceno jako akceptovatelné.
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4.6 Validace metod LC-MS a LC-FLD

Po provedené optimalizaci chromatografické separace, hmotnostni detekce a volby
vhodného rozpoustédla byla provedena validace analytické metody, ktera méla prokézat jeji
vhodnost pro zamyslenou kvantitativni analyzu antibiotika ciprofloxacin ve vod¢. Validace byla
provedena pro metodu LC-MS a pro porovnani i pro metody LC-FLD a LC-UV.

Zékladnimi hodnocenymi valida¢nimi parametry byly linearita, spravnost, piesnost,
rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti. Pro metodu LC-UV mohly byt hodnocenymi
valida¢nimi parametry pouze mez detekce a mez stanovitelnosti, a to z divodu nedostatku

minimalniho poctu kalibra¢nich bodu (5 bodit) zptisobeného nedostatecnou citlivosti UV detekce.

4.6.1 Linearita

Prvnim hodnocenym parametrem byla linearita, ktera byla pro obé metody vyhodnocena
na zaklad¢ kritérii ptijatelnosti (QC koeficient < 5 % a korelacni koeficient > 0,9990), ptevzatych
z publikace [25]. Testovany rozsah koncentrace analytu byl zvolen na koncentra¢ni trovni
0,1-100 pg/l. V obou ptipadech detekce bylo nutné z ditvodu nesplnéni kritérii piijatelnosti
vyloucit nejvyssi koncentracni Groven, tedy 100 pg/l.

V Tab. 13 jsou shrnuty zdkladni parametry tykajici se linearity v testovaném rozsahu
0,1-50 pg/l. Rovnice obou kalibracnich pfimek jsou uvedeny ve tvaru y = k - x + ¢, kde k je
smérnice kalibraéni pfimky, ¢ je intercept, y je pomér plochy piku analytu ku plose piku vnitiniho
standardu a x je pomér koncentrace analytu ku koncentraci vnitiniho standardu. Pro veétsi
piehlednost a s ohledem na vzdy stejnou hodnotu koncentrace vnitiniho standardu je
v kalibracnich kiivkach na ose x uvedena pouze koncentrace analytu. Vyhodnoceni bylo

provedeno pomoci programu Effivalidation 4.0.

Tab. 13: Valida¢ni parametry — linearita.

Parametr Kritérium prijatelnosti LC-MS LC-FLD
Smérnice [I/pg] - 0,0808 0,0203
Intercept [1] - -0,0097 -0,0029
Korela¢ni koeficient [1] >0,9990 0,9997 0,9996
QC koeficient [%] <5,00 3,70 4,38
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Na Obr. 16 a Obr. 17 jsou zobrazeny vysledné kalibra¢ni pfimky obou metod v rozsahu

koncentraci analytu 0,1-50 pg/l.
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Obr. 16: Kalibra¢ni piimka pro LC-MS.
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Obr. 17: Kalibra¢ni ptimka pro LC-FLD.
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4.6.2 Spravnost a presnost
Dal§imi hodnoticimi parametry byly spravnost vyjadiena jako vytéZnost a piesnost
vyjadiena jako opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD). Hodnotici kritéria
byla ptfevzana z publikace Guidelines for Standard Method Performance Requirements [26].
Testovani spravnosti a piesnosti bylo provedeno za pouziti hodnot ziskanych pii méfeni
kalibrace v koncentratnim rozsahu 0,1-50 pg/l pro LC-MS i LC-FLD. Vyhodnoceni bylo

provedeno pomoci programu Effivalidation 4.0 a je shrnuto v Tab. 14.

Tab. 14: Vysledné hodnoty pro spravnost a piesnost.

. Kriterium LC-MS LC-FLD
Koncentracni prijatelnosti
uroven [pg/l]  Spravnost Presnost Spravnost Presnost Spravnost Presnost
[Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo]
1,0 95 5,1 104 4,7
10 60 - 115 <21 100 2,9 96 2,4
50 100 1,0 101 0,7

Na zékladé¢ naméfenych hodnot uvedenych v Tab. 14 bylo zjiSténo, ze spravnost pro
LC-MS se pohybuje v rozmezi 95-100 % a v ptipadé¢ LC-FLD 96-104 %. Ptesnost pro
LC-MS se pohybuje v rozmezi 1,0-5,1 % a v ptipadé¢ LC-FLD 0,7-4,7 %. V obou ptipadech byla
splnéna kritéria pfijatelnosti v koncentraénim rozmezi 1,0-50 pg/l, u nizSich koncentraci nikoli.
Ob¢ metody jsou tedy schopné stanovit analyt s téméf stejnou spravnosti a presnosti, pricemz
nepatrné lepSich hodnot bylo dosazeno podle ocekéavani u FLD detekce, kterd je mnohem

robustnéjsi, nez MS detekce.

4.6.3 Rozsah

Na zaklad¢ vysledkl linearity, spravnosti a pfesnosti bylo potvrzeno, ze obé metody
(LC-MS, LC-FLD) poskytuji vysledky s dostateCnou spravnosti a presnosti v koncentraénim
rozsahu 1,0-50 pg/l.
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4.6.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Poslednimi hodnocenymi parametry byly mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti
(LOQ). Hodnoty téchto parametri byly zjistény experimentalné postupnym snizovanim
koncentrace analytu do okamziku ptiblizného dosazeni poméru signalu k Sumu (S/N) hodnoty
3 pro LOD a hodnoty 10 pro LOQ dle pozadavkl uvedenych v publikaci [9]. LOD a LOQ byly
hodnoceny pro metody LC-MS, LC-FLD a LC-UV.

Ptiprava roztoki pro zjisténi LOD a LOQ je shrnuta v kapitole 3.3.8. Zjisténé hodnoty

S/N ziskané z vyhodnocovacich programt Xcalibur a Chromeleon jsou uvedeny v Tab. 15-17.

Tab. 15: Hodnoty S/N pro stanoveni LOD a LOQ metodou LC-MS.

Koncentracni uroven [ng/l] 2 5 10
Oznaceni roztoku a b c a b c a b c
S/N 3 3 2 6 7 5 10 18 9

Tab. 16: Hodnoty S/N pro stanoveni LOD a LOQ metodou LC-FLD.

Koncentracni uroven [ng/l] 30 100

Oznaceni roztoku a b c a b c

S/N 3,8 2,9 3,2 12,7 9,7 10,5
Tab. 17: Hodnoty S/N pro stanoveni LOD a LOQ metodou LC-UV.

Koncentraéni urovei [ng/l] 5000 10 000

Oznaceni roztoku a b c a b c

S/N 3 3 2,5 12,3 12,9 12,5

Na zaklad€¢ hodnot pomért signalu k Sumu (S/N) z Tab. 15-17 bylo zjiSténo, ze pro
metodu LC-MS hodnota meze stanovitelnosti (LOQ) odpovida koncentraci 10 ng/l a hodnota
meze detekce (LOD) odpovidéa koncentraci 2 ng/l. Pro metodu LC-FLD odpovidé hodnota meze
stanovitelnosti (LOQ) koncentraci 100 ng/l a hodnota meze detekce (LOD) koncentraci 30 ng/l.
Pro metodu LC-UV byla zvolena hodnota koncentrace meze stanovitelnosti (LOQ) 8 000 ng/l
a hodnota koncentrace meze detekce (LOD) 5 000 ng/I.

Na zdkladé¢ porovnani mezi detekce a stanovitelnosti se ukdazalo, Ze pifi pouziti
hmotnostniho detektoru lze dosdhnout piiblizné o 1 fad niZSich hodnot neZz pii pouziti
fluorescencniho detektoru. Oproti tomu pii pouziti spektrofotometrického detektoru v UV oblasti

se hodnoty meze detekce i1 stanovitelnosti pohybovaly piiblizn€ o 3 fady vyse.
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4.7 Testovani metody pro stanoveni ciprofloxacinu ve vrstvach

4.7.1 Depozice vrstev

Vrstvy byly piipraveny a dodany Mgr. Jifim Kratochvilem. Depozice vrstev byla
provadéna na PiF JU na Ustavu fyziky a biofyziky v laboratofi fyziky plazmatu.

Podminky depozice vrstev pomoci techniky magnetronového naprasovani:
e Prutok pracovniho plynu: Ar = 10 sccm, N> = 10 sccm
e Radiofrekvencni ptikon na magnetron: 40 W
e Tlak v depozi¢ni komote: 3 Pa
e Vzdalenost vzorku od magnetronu: 10 cm
e Magnetron: 3 palcovy, plné vyvazeny
e Deponovany material: nylon 6,6
e Cas depozice: 1 h

e Tloustka vrstvy: 400 nm

Na Obr. 18 je uvedena fotografie pouzitého magnetronu.

Obr. 18: Pouzity magnetron.
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4.7.2 Stanoveni ciprofloxacinu ve vrstvach

Celkem bylo piipraveno 9 vrstev, které byly naneseny na polymernim substratu PEEK
a 9 kontrol (substrat bez deponovanych vrstev). Vrstvy spole¢né s kontrolami (dale jen vzorky)
byly po tiech vlozeny do petriho misek (celkem 6) a zality roztokem ciprofloxacinu o koncentraci
5 g/1. V tomto roztoku byly impregnovany po dobu 30 min.

Po uplynuti 30 min impregnace byly vzorky po jednom vyjmuty pomoci pinzety z roztoku

a oplachovany zptisobem, jez je uveden v Tab. 18.

Tab. 18: Postup oplachu vrstev a kontrol.

Oznaceni misky Oplachova kadinka 1  Oplachova kadinka 2 Oplachova kadinka 3

A\ |

K1 0,1 M HCI 0,1 M HCl 0,1 M HCl
V2 ) ) )

K2 1sopropanol 1sopropanol 1sopropanol

V3 . , . , .. ,

K3 deionizovana voda deionizovana voda deionizovana voda

Mezi oplachovymi kadinkami 1-2 a 2-3 byly vzorky oplachnuty jest¢ pomoci stiicky
obsahujici isopropanol z ditvodu co nejefektivnéjSiho odstranéni piebytecného ciprofloxacinu
obsazen¢ho na povrchu vzorkil. Nasledovalo suseni, pfi némz byly vzorky opfeny o petriho misku
kolmo k filtratnimu papiru, jimz byla pokryta pracovni plocha stolu. SuSeni probihalo pii
pokojové teploté, aby se zabranilo tvorbé makroskopickych nepravidelnych sediment [22]. Poté
byly suché vzorky opét pomoci pinzety vlozeny do sklenénych 1€kovek (celkem 18) umisténych
na tfepackach a zality 10 ml roztoku vnitiniho standardu o koncentraci 100 pg/l.

Za stalého trepani bylo z kazdé 1¢kovky odebirano 500 pl roztoku v ¢asovych intervalech

15 min, 1 h, 4 h, 24 h. Kinetika uvoliiovani ciprofloxacinu z vrstev je uvedena na Obr. 19.
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Obr. 19: Uvoliovani ciprofloxacinu z vrstev.

Z Obr. 19 je ziejmé, ze vrstvy, které byly oplachovany v 0,1 M HCI ¢i deionizované vode,
nevykazuji prakticky Zadny nartist koncentrace v zavislosti na case. Tento problém byl zfejmé
zpusoben pii suSeni vzorki, vlivem povrchového napéti, které mé kapka vody (tedy 1 kapka
0,1 M HCl) oproti isopropanolu vyrazné vyssi. Ciprofloxacin tedy pravdépodobné difundoval
z vrstvy do kapky a spolecné s ni byl absorbovan filtraénim papirem. Oproti tomu vrstvy, které
byly oplachovany samotnym isopropanolem, vykazuji pomérné uspokojivy nartist koncentrace,
avSak uvolilovani ciprofloxacinu bylo zna¢né nestabilni. Vzorky kontrol obsahovaly ze zatim
neznamych divodi pomérné vysoké koncentrace ciprofloxacinu. Vzhledem k nedostateCnym
¢asovym moznostem vSak jiz nebylo mozné vramci této kvalifikacni prace provést dalsi

experimenty.
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5 ZAVER

V teoretické Casti této prace byly shrnuty zdkladni informace o fluorochinolonovych
antibiotikach a ciprofloxacinu. Déle byla popsana metoda kapalinové chromatografie, hmotnostni
a fluorescencni detekce a technika magnetronového naprasSovani. V posledni €asti pak byly
porovnany moznosti kapalinové chromatografie pro stanoveni ciprofloxacinu ve vodé.

V praktické ¢asti této prace byla nejprve provedena optimalizace podminek
chromatografické separace, konkrétné slozeni mobilni fize a objem nastfiku. Optimalnich
podminek bylo dosazeno pii obsahu 17,5 % mobilni faze B (0,1 % HCOOH v acetonitrilu)
v mobilni fazi A (0,1% HCOOH v deionizované vod¢), prutoku mobilni faze 0,5 ml/min, teploté
separace 30 °C a objemu nasttiku 25 pl. Poté byla provedena optimalizace podminek hmotnostni
detekce. Optimalnich podminek bylo dosazeno pii potencidlu HESI kapilary 4 kV, pritoku
hlavniho zmlzujiciho plynu 50 arb, pritoku pomocného zmlZujiciho plynu 20 arb, teplot¢ HESI
kapilary 350 °C, teploté transferové trubice 350 °C, potencidlu na S-¢ockach 60 V, potencialu na
F-Cockéch -7,75 V, normalizované kolizni energii 31 % a kombinaci 3 mikroskenti s dobou plnéni
pasti 200 ms. Nakonec byla provedena volba vhodnych podminek fluorescencéni detekce
a spektrofotometrické detekce v UV/VIS oblasti. Pro fluorescencni detekci byla zvolena excitaéni
vinova délka 446 nm, emisni vlnova délka 289 nm a vlnova délka emisniho filtru 370 nm. Pro
spektrofotometrickou detekci byla zvolena vlnova délka 280 nm. Dale pak bylo provedeno
testovani stability analytu, pfi¢emz nejlepSich vysledkl bylo dosazeno pii pouziti 0,1 M HCI jako
rozpoustédla a nasledného fedéni v témze roztoku.

Po zoptimalizovani metody LC-MS a volbé vhodnych podminek pro metody LC-FLD
a LC-UV byla provedena jejich validace, pfi niz byly hodnocenymi parametry linearita, spravnost
(vyjadiena jako vytéznost), presnost (vyjadiena jako opakovatelnost), rozsah, mez detekce a mez
stanovitelnosti (pro LC-UV pouze mez detekce a mez stanovitelnosti). Bylo zji$téno, Ze metody
LC-MS i1 LC-FLD poskytuji vysledky s dostate¢nou spravnosti a piesnosti v rozsahu koncentraci
1,0-50 pg/l. Pro LC-MS byla zjisténa mez stanovitelnosti 10 ng/l a mez detekce 2 ng/l. Pro
LC-FLD byla zjisténa mez stanovitelnosti 100 ng/l a mez detekce 30 ng/l. Obé tyto metody lze
tedy pouzit pro zamyslené pouziti. Pro metodu LC-UV byla zjist€éna mez stanovitelnosti

8 000 ng/l a mez detekce 5 000 ng/l, coz bylo jiz pro danou aplikaci nedostacujici.
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V zavéru této prace pak byla metoda LC-MS testovana v ramci experimentu, jez se
zabyval stanovenim ciprofloxacinu ve vrstvach. Vrstvy deponované na sorbentu PEEK spole¢né
s kontrolami  byly impregnovany v roztoku ciprofloxacinu o koncentraci 5 g/l
a oplachovany v isopropanolu, 0,1 M HCI ¢i deionizované vodé. Nasledné byla testovana kinetika
uvoliiovani ciprofloxacinu z vrstev v presné urCenych casovych intervalech. NejlepsSich vysledkt
bylo dosazeno pii oplachovani v isopropanolu za soucasného omyvani isopropanolem ve stficce.
Vysledky experimentu byly pomérné uspokojivé a byla prokazana funkcénost metody pro jeji
zamysSlené pouziti. Déle byla prokazana spravna volba vrstev, sorbentu a koncentrace roztoku

ciprofloxacinu pro impregnaci.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

API

Arb
EME
ESI

GC

in vitro
K
LC-DAD
LC-FLD
LC-MS
LC-MS/MS
LC-UV
LOD
LOQ
MF
MIC
MRM
m/z
PEEK
PR

QC
RSD
SPE

ST

S/N

TIC

VS

ionizace za atmosférického tlaku

relativni veli¢ina urcena referen¢nim méfenim

elektromembranova extrakce

ionizace elektrosprejem

plynové chromatografie

ve skle

kontrola

spojeni kapalinové chromatografie s detektorem s diodovym polem
spojeni kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
spojeni kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci v UV oblasti
mez detekce

mez stanovitelnosti

mobilni faze

minimalni inhibi¢ni koncentrace

pfechod pro monitorovani vicenasobné reakce

pomér hmotnosti iontu a naboje

polyetherketon

pracovni roztok

koeficient kvality linearni regrese

relativni smérodatnd odchylka

extrakce tuhou fazi

standard

pomér signdlu k Sumu

celkovy iontovy proud

vrstva

vnitini standard
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8 PRILOHY

8.1 Priloha A

Tab. 19: Légivé piipravky obsahujici ciprofloxacin registrované v CR ke dni 20. 3. 2018 [8].

Registrovany nazev LP

Doplnék nazvu

Lékova forma

CIFLOXINAL 250 MG
CIFLOXINAL 500 MG
CILOXAN

CIPLOX

CIPRINOL

CIPRINOL 100 MG/10 ML
CIPRINOL 250
CIPRINOL 500
CIPROFLOXACIN KABI
CIPROFLOXACIN KABI

INFALIN DUO 3 MG/ML +
0,25 MG/ML USNI KAPKY,
ROZTOK

250MG TBL FLM 10

500MG TBL FLM 10

3MG/ML AUR/OPH GTT SOL 1X5ML
500MG TBL FLM 10

200MG/100ML INF SOL 1X100ML
10MG/ML INF CNC SOL 5X10ML
250MG TBL FLM 10

500MG TBL FLM 10

400MG/200ML INF SOL 10X200ML
200MG/100MLINF SOL 10X100ML
30MG/ML+0,25MG/ML AUR GTT SOL 10ML

Potahované tablety
Potahované tablety

Oc¢ni/usni kapky, roztok
Potahované tablety

Infuzni roztok

Koncentrat pro infuzni roztok
Potahované tablety
Potahované tablety

Infuzni roztok

Infuzni roztok

Usni kapky, roztok

(3mg ciprofloxacin + 0,25 mg
dalsi 1é¢iva latka)
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8.2

Priloha B
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Obr. 20: Zavislost odezvy detektoru na molekularni iont analytu na potencialu HESI
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8.3

Priloha C
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Obr. 21: Zavislost odezvy detektoru na molekularni iont analytu na pratoku hlavniho
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Priloha D

Tuning Manually
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Obr. 22: Zavislost odezvy detektoru na molekularni iont analytu na pratoku pomocného

zmlzujiciho plynu (15, 20, 25 arb).



8.5

Priloha E

Tuning Manually
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Obr. 23: Zavislost odezvy detektoru na molekularni iont analytu na teploté HESI kapilary
(300, 350, 400 °C).
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8.6

Priloha F

Tuning Manually
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Obr. 24: Zavislost odezvy detektoru na molekularni iont analytu na teploté transferové
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8.7 Priloha G

Adjusting S-LENS RF Amplitude
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Obr. 25: Optimalizace potencialu S-Cocek (0 az 70 V).



Adjusting FrontLens
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Obr. 26: Optimalizace potencialu F-Cocek (-15 az -5 V).



8.8 Priloha H

Optimizing Collision Energy
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Obr. 27: Optimalizace kolizni energie pro analyt pro pfechod 332 — 288 (0 az 100 %).
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Optimizing Collision Energy
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Obr. 28: Optimalizace kolizni energie pro vnitini standard pro pfechod 163 — 119

(0 az 100 %).
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