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Abstrakt

Cilem této prace byla optimalizace separacnich podminek vysokoucinné kapalinové
chromatografie pro separaci oxazepamu a lorazepamu. Dale byla porovnana detekce
sdiodovym polem a hmotnostnim spektrometrem. Pro hmotnostni spektrometr byly
pouzity dva druhy iontovych zdroju — klasického elektrosprej a elektrosprej s piidavnym
tryskovym proudem.

Optimalnich separacnich podminek bylo dosazeno pouzitim mobilni faze obsahujici
acetonitril/0,1% octovou kyselinu (30/70) (v/v) a separa¢ni kolony Kinetex C8 100A (75 x
2,1 mm, 2,6 um). Za téchto separac¢nich podminek doslo k rozdé¢leni studovanych analyti
na zakladni linii a celkova doba analyzy nepiesahla tfi minuty.

Ze studovanych detekci bylo dosazeno nejnizsich hodnot limitu detekce (LOD) a limitu
stanovitelnosti (LOQ) pomoci ionizace elektrosprejem s piidavnym tryskovym proudem.

Pro tento typ ionizace se limity detekce pohybovaly od 17 pg ml™' do 32 pg ml™.

Klicova slova
1,4-benzodiazepiny, HPLC-UV a HPLC-MS/MS



Abstract

This work was focused on the optimization of separation of oxazepam and lorazepam in
high performance liquid chromatography. Diode array detection and mass spectrometric
detection using electrospray ionization and electrospray ionization with Jet Stream
technology were optimized and compared.

The optimal chromatographic system consisted of a Kinetex C8 100A (75 x 2.1 mm, 2.6
um) and binary mobile phase of acetonitrile/0.1% formic acid (30/70) (v/v). Under the
optimized separation conditions both studied compounds were baseline resolved and eluted
within 3 min.

Electrospray ionization with Jet Stream technology provided the lowest values of the
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ). Limits of detection were
ranging from 17 to 32 pg mL™".
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1. SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

OC ittt stupen Celsitv, jednotka teploty

ACPI .., chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPL fotoionizace za atmosférického tlaku

AS faktor asymetrie piku

AU e relativni jednotka proslého svétla

CZE.....oi zonova kapilarni elektroforéza

DAD ..o detektor diodového pole

ESI. e ionizace elektrosprejem

ESI-JS . ionizace elektrosprejem s piidavnym tryskovym
proudem

AM e, decimetr krychlovy, jednotka objemu

o PSSR gram, jednotka hmotnosti

GABA ... y-aminomaselna kyselina

GABAA-TeCeptor ........cccccvvvenens podjednotka receptoru pro y-aminomaselnou kyselinu

GG plynova chromatografie

HPLC ..., vysokoucinna kapalinova chromatografie

T e iontova past

K e retencni faktor

A vlnova délka

LD50 ceveeeiiieiiiee e letalni davka pro 50 % jedinct

LLE ., extrakce z kapaliny do kapaliny

LOD .viiiiiiicieeee limit detekce

LOQ i limit stanovitelnosti

M e metr, jednotka délky

MIN s minuta, jednotka ¢asu

MRM ..o mod multiplexni reakce

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS ..o, tandemova hmotnostni spektrometrie

M/Z.ooiiiiiiiieee e, pomér molekulové hmotnosti a ndbojového ¢isla

N s teoreticky pocet pater na metr kolony

NP e normalni faze



o USSR pascal, jednotka tlaku

PDA . fotodiodové pole

PPSP .o prutok pfidavného susiciho plynu
Q e kvadrupol

R12 i rozliSeni dvou piki

RP reversni faze
Sttt sekunda, jednotka Casu

S e —— siemens, jednotka vodivosti

SD i smérodatna odchylka

SIM monitorovani vybranych iontl
SPE o extrakce na pevné fazi
LU PUPRPO cas

TOF e pruletovy analyzator

TPSP i teplota ptidavného suSiciho plynu
UV e ultrafialova oblast

V volt, jednotka napéti

VIS e oblast viditelného svétla



2. UVOD

Benzodiazepiny jsou nedilnou soucasti dneSnich 1¢ka, plsobi jako psychoaktivni
latky®. Jsou v piipraveich urdenych k nespavosti, v lécich na zklidnéni, mohou se
pouzivat i piilécbe epilepsie. Pii dlouhodobém pouzivani se mohou vyskytnout i
negativni uc¢inky poruchy zmény osobnosti jako je apatie ¢i ztrata soustiedéni.

Benzodiazepiny jsou nejéastéji stanovovany v krvi, séru, moc¢i a ve vlasech. Kvli
nadmérnému pouzivani mnoha 1é¢iv, véetné¢ benzodiazepinti, se mohou tyto latky
dostavat do zivotniho prostiedi. Benzodiazepiny se spolu s dal§imi latkami stanovuji
ve vzorcich vod a kalt.

Pro separaci této skupiny 1éCiv se nejcastéji pouziva vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC) a kapilarni elektroforéza (CZE).
Méné Castd jsou stanoveni pomoci imunoanalytickych metod, voltametrie ¢i
potenciometrie.

Cilem této bakalaiské prace bylo nalézt vhodné podminky k separaci oxazepamu a
lorazepamu na separacni koloné obsahujici povrchové porézni cEéstice. Dale byly
porovnany z hlediska citlivosti dva typy detekce a to detekce s diodovym polem a
tandemova hmotnostni detekce. Optimalizovana LC-MS metoda bude v budoucnu

pouzita ke stanoveni benzodiazepinti v realnych vodnych vzorcich.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Benzodiazepiny

Benzodiazepiny jsou psychoaktivni latky, které se vazou na GABA a-receptor pro y-
aminomaselnou kyselinu (GABA)l. GABA je jednim z neurotransmiterti, ktery snizuje
drazdivost bun¢k. Navazanim GABA na GABAa-receptor dojde k otevieni iontového
kanalu pro chloridy a naslednému zvySeni membranového potencialu. Touto kaskadou
déjii dojde ke snizeni citlivosti bunky. Na tento receptor pisobi nejenom
benzodiazepiny, ale 1 barbituraty, nebenzodiazepinova hypnotika nebo ethanol?.

Jako prvni pro perordlni podani byl syntetizovan diazepam pod obchodni znackou
Valium®. Oxazepam se pouzivéa jako stfednddobé hypnotikum, lorazepam slouZi jako
antiepileptikum.

Zakladni strukturni jednotkou je 1,4-benzodiazepin, ktery je rtizné substituovany
dal$imi funk¢énimi skupinami. Mezi zkoumanymi latkami v této praci byl oxazepam,
ktery je na obr. 1 a lorazepam na obr. 2. V tab. 1 jsou uvedeny vybrané vlastnosti obou

analytu.

ZI

OH

Obr. 1: Strukturni vzorec oxazepamu. (7-chloro-3-hydroxy-5-fenyl-1,3-dihydro-2H-
benzo[e][1,4]diazepin-2-on)
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Obr. 2: Strukturni vzorec lorazepamu. (7-chloro-5-(2-chlorofenyl)-3-hydroxy-1,3-
dihydro-2H-benzo[e][1,4]diazepin-2-on)

Tab. 1: Vybrané vlastnosti oxazepamu a lorazepamu.

Relativni ~ Molekulovy K LDso (mys, oralng)

Latka A
hmotnost vzorec [mg kg™1]
oxazepam 286,715 CysH1;1CIN,O, 11,2 1540
lorazepam 321,157 Ci5H10CIN2O, 11,0 1850

3.2 Metody vyuzivané k detekci benzodiazepint

Nejcastéjsi metodou detekce a separace benzodiazepint, respektive oxazepamu a
lorazepamu, je HPLC-MS/MS® 8 nebo HPLC-UV*®. Biologické vzorky a vzorky vod
jsou casto analyzovany plynovou chromatografii s tandemovou hmotnostni

1920 \/ mensi mife jsou kanalyze benzodiazepinii pouzity kapilarni

spektrometrii
a2l . 2 .23 : . 24
elektroforéza®', imunoanalytické metody??, voltametrie?® nebo potenciometrie®.

VétSina analyz je provedena pomoci HPLC sreversnimi fazemi. Nejcastéji

4,8,9,18 nebo

pouzivanymi stacionarnimi fazemi byla oktadecylova stacionarni faze
oktylova faze>®*°. Jako mobilni faze se pouZivala kombinace vody a acetonitrilu* casto
s piidavkem mravendi kyseliny®. Byly publikovany préace, které pouZivaly tfislozkové
mobilni faze obsahujici acetonitril, methanol a octan amonny’. Isokratické eluce® jsou
méng¢ Casté nez gradientové.

Benzodiazepiny jsou nejcastéji stanovovany v biologickych vzorcich, jako jsou

vlasy, krev ¢i krevni sérum, sliny a mo¢. Vybrané separace biologickych materiala jsou

uvedeny v tab. 2.
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Tab. 2: Prehled vybranych separaci pro stanoveni benzodiazepint v lidskych a zvitecich biologickych vzorcich.

_ ) Teplota kolony Puvod LOD LOQ
Benzodiazepiny Mobilni faze Stacionarni faze (kolona) . . Detekce
[°C] vzorku [ngml] [ngml~]
Oxazepam, KH,PO,/CH3;0H/ Supelcosil LC-18 DB 35 lidska 50 75 uv
lorazepam (C2Hs)0 (4,6 x 250 mm, 5 um) plasma 50 75 (245 nm)
a jing"
Oxazepam CH3CN/H,0 Zorbax Eclipse C8 - krysi plasma 0,7 2,0 uv
a jing’ (4,6 x 150 mm, 5 um) a mozkova tkan (238 nm)
Oxazepam CH3;CN/HCOOH XTerra MS C8 - lidska mo¢ 13,9 42,0 ESI-Q-MS
a jiné® (2,1 x 250 mm, 5 pm)
Oxazepam, HCOOH/CH3CN/ Zorbax Eclipse XDB-C18 40 peroralni 0,5 0,5 MS/MS
lorazepam HCOONH, (4,6 x 150 mm, 5um) tekutina 0,25 0,5
a jiné®
Oxazepam, HCOOH/CH3CN/ Waters SunFire C18 30 krev, plasma a 0,1 0,2 MS/MS
lorazepam HCOONH, (2,1 x 150 mm, 3,2 um) sérum 0,005 0,03
a jiné’®
Oxazepam, CH3CN/HCOOH XTerra MS C8 - lidské vlasy - 1 MS/MS
lorazepam (2,1 x 100 mm, 3,5 pm) - 5
a jing™
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Biologické materialy byly pted analyzou ptecistény a zakoncentrovany pomoci extrakce
na pevné fazi (SPE) nebo extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)**%*314,

T. Smyth a kol. se zabyvali fragmentaci oxazepamu v MS za pouziti elektrospreje
jako iontového zdroje s dvéma riznymi hmotnostnimi analyzatory''. Prvn& byl pouzit
kvadrupol spojeny s iontovou pasti (ESI-Q-IT) a nasledné¢ kvadrupol spojeny
s praletovym analyzatorem (ESI-Q-TOF). Fragmentace oxazepamu je znazornéna

na obr. 3.

H O _|H. ()TH'

N
Y S SN
= H
H
Cl =N
————

-18 Da

. -H20

miz 287
Oxazepam m/z 269
Aldehyd

ol ]
-78 Da | |

-CoHe Cl

miz 163

m/z 241

Obr. 3: Fragmentace oxazepamu v MS™.

Benzodiazepiny a jejich metabolity se vyskytuji také v odpadnich vodach'?.
V publikaci z roku 2013 bylo zkoumano 22 psychoaktivnich latek véetné oxazepamu a
lorazepamu v ¢&istirnach odpadnich vod v Pekingu v Cing. Pfeduprava vzorku byla
pomoci SPE a separace probihala na koloné¢ X-bridge C18 (2 x 150 mm, 3,5 pm)
pti gradientové eluci. Mobilni faze obsahovala 0,2% mravenci kyselinu s hydroxidem
amonnym o pH 3,5 a druha slozka obsahovala 50/50 acetonitril/methanol (v/v). Detekce
probihala pomoci MS a jako iontovy zdroj byl pouzit elektrosprej. Dalsi stanoveni

benzodiazepinti pomoci HPLC v riznych vzorcich vod jsou uvedena v tab. 3.
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Tab. 3: Piehled vybranych separaci pro stanoveni benzodiazepinti z vodnich zdrojt.

) _ Teplota kolony Ptvod LOD LOQ
Benzodiazepiny Mobilni faze Stacionarni faze (kolona) 4 _,. Detekce
[°C] vzorku [ngml] [ngml ]
Oxazepam A: H,O/CH30H/ Aquity UPLC BEH C18 30 odpadni vody, 0,15 0,98 MS/MS
a jiné"® CH3COOH (1 x 150 mm, 1,7 pm) kal
B: CH3;0H/CH3;COOH
Lorazepam CH3;0OH/HCOOH Pursuit UPS C18 35 odpadni vody 2 6 MS/MS
ajiné14 (2,1 x 50 mm, 2,4 um)
Lorazepam CH3CN/H,0 Purospher Star RP-18 - fi¢ni voda - - MS/MS
a jiné™ (2,0 x 150 mm, 5 pm)
Oxazepam CH3;OH/HCOOH/ XBridge C18 21 odpadni vody - 0,004  MS/MS
ajiné16 H,0 (2,1 x 150 mm, 3,5 um)
Oxazepam, HCOONH,/CH3;CN Atlantis C18 - fi¢ni voda - 10 MS/MS
lorazepam, (2,1 x 50 mm, 3 pm) - 10

- .17
a jiné
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Druhou nejCastéji  pouzivanou separatni technikou po HPLC vV analyze
benzodiazepini je plynova chromatografie (GC)lg’ZO. Dale mohou byt benzodiazepiny

stanoveny pomoci kapilarni elektroforézy®.
3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Objeveni kapalinové chromatografie je piisuzovano M. S. Cvétovi, kterému se
podafilo na prelomu 19. a 20. stoleti rozd¢lit rostlinna barviva pomoci systému, kde
jako separacni kolona slouzila sklenéna trubice naplnéné uhli¢itanem vapenatym a jako
mobilni fize byla pouZita riizna organicka rozpoustédla®.

HPLC je separacni metoda zalozena na rizné distribuci latky mezi staciondrni a
mobilni fazi. Separace v chromatografické kolon¢ probiha kvili rozdilné afinité latek
ke stacionarni a mobilni fazi. Cim silng&ji je vazan analyt, pohybujici se s mobilni fazi,
na stacionarni fazi, tim se zvysuje jeho reten¢ni ¢as a dojde K postupné separaci latek
do jednotlivych zon.

Zakladni rozdé¢leni kapalinové chromatografie je na chromatografii s normalnimi
fazemi (NP) a na chromatografii s reversnimi fazemi (RP)®. Jako prvni byla objevena
chromatografie s normalnimi fazemi, kdy stacionarni faze je polarni a mobilni faze
slozkou nepolarni. Nejbéznéji pouzivanymi mobilnimi fazemi v chromatografii
s normalnimi fazemi jsou napiiklad hexan ¢i heptan. Stacionarni faze jsou vétSinou
nabazi porézniho oxidu hlinitého, oxidu kfemicitétho nebo oxidu hotecnatého.
Chromatografie s normalnimi fazemi Se Vyuziva pro separaci polarnich latek.

Chromatografie s reversnimi fazemi je opakem chromatografie s normalnimi fazemi,
tzn. pouziva nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi. Témét 90 % analyz
nizkomolekuldrnich latek se provadi pomoci chromatografie s reversnimi fazemi.
V soucasné dobé se na trhu vyskytuje celd fada stacionarnich fazi urcenych
pro chromatografii s reverznimi fazemi, at' uz se jedna o klasické silikagelové
stacionarni faze, které mohou byt modifikovany fadou ligandii (oktadecyl, oktyl, fenyl,
bifenyl, fenylhexyl a jiné), pfes polymerni ¢i monolitické az po hybridni stacionarni
faze, které jsou velmi popularni v ultra vysokoucinné kapalinové chromatografii.

Jednim se soucasnych trendi v HPLC je pouziti kolon s povrchové poréznimi
casticemi. Povrchové porézni Céstice jsou tvofeny neporéznim silikovym jadrem,

na kterém je nanesena vrstva staciondrni faze. Tyto kolony poskytuji vysokou separacni
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ucinnost kvuli uzs$i distribuci velikosti Castic a vysSi hustoté naplnéni kolony
Vv porovnani s klasickymi pln¢ poréznimi casticemi. Kolony s povrchové poréznimi
Casticemi o velikosti Castic 2,6 pm poskytuji podobnou G¢innost jako klasické kolony
S pIn¢€ poréznimi ¢asticemi o velikosti pod 2 um.

V dnesni dobé se stale vice hledi na miniaturizaci stacionarnich fazi®'. Vznikaji tim

oblasti vyzkumu jako ¢ipové nano-kapalinové-chromatografické systémy.

3.4 Typy detekce v HPLC

Pro detekci analytli ve vysokouc¢inné kapalinové chromatografii se pouzivaji rizné
typy detektora®. Nejbeznéj§imi jsou detektory absorpcni fotometrické (méfici proslé
svétlo), hmotnostni spektrometry (MS), fluorescencni (méfici sekundarni zafeni
po absorpci primarniho elektromagnetického zafeni), amperometrické (méfici vznikly
proud pfi pruchodu oxidované ¢i redukované formy latky) a refraktometrické (pracujici
na indexu lomu svétla).

Nejbéznéji pozivanym detektorem je absorpcni fotometrickyzg, ktery pracuje
v UV/VIS oblasti. Méfenou veli¢inou je absorbance, ktera je dana Lambertovym-

Beerovym zakonem podle rovnice (3.1).
A=¢g - l-c=-logT (3.1)

kde A je absorbance, &, molarni absorpéni koeficient [dm3 mol™! cm™1], 1 délka

kyvety [cm], ¢ molarni koncentrace [mol dm~3] a T transmitance.

Dulezitou soucasti fotometrického detektoru je zdroj svétla. Pro svétlo ve viditelné
oblasti se vyuziva wolframova zérovka, v ultrafialové oblasti je to deuteriova vybojka.
Pracuje se pfi stalé vinové délce.

Existujyi také detektory diodového pole, PDA — fotodiodové pole, které meéfi
absorbanci v celém rozsahu spektra, aniz by se pierusovala samotnad separace.
Vysledkem je zdznam ve 3D — na hlavni ose x je elucni Cas, na ose y je velikost
absorbance a na ose z vinové délky.

Dalsim velmi hojné vyuzivanym detektorem je hmotnosti spektrometr. Metoda
hmotnostni spektrometrie je zalozena na pievedeni molekuly na kladné ¢i zaporné ionty
a nasledné separaci iontl na zékladé¢ jejich poméru molekulové hmotnosti a nabojového

¢isla (m/z).
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Velmi dilezitou ¢asti MS je iontovy zdroj, ktery slouzi k pfevedeni analytu na
kladné ¢i zaporné nabité ionty. Ve spojeni LC/MS se pouzivaji ioniza¢ni techniky
za atmosférického tlaku: ionizace elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace
za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).

Elektrosprej je nejcastéji pouzivanym iontovym Zdrojeng. Princip vzniku iontl je
nasledujici. Mobilni faze s analytem prochdzi kapilarou, na které¢ je vlozeno napéti.
Intenzivni pole na konci kapilary tvoii konicky meniskus, ze kterého se uvoliluje sprej
vysoce nabitych kapicek. Néaslednym odpatrenim rozpoustédla (pomoci inertniho plynu)
vznikaji ionty, které jsou iontovou optikou vedeny do hmotnostniho analyzatoru.
Mohou vznikat zaporné 1 kladné ionty, zavisi na polarité¢ vlozené¢ho napéti. Vyhodou
elektrospreje je Siroka oblast pouziti, nevyhodou je omezena pouzitelnost pro nepolarni
mobilni faze a latky.

Nékteré komercni firmy pouzivaji rizné modifikace elektrospreje. Naptiklad firma
Agilent umoziuje k ionizaci analytl pouzivat elektrosprej S pfidavnym tryskovym
proudem (ESI-JS). Tato technologie zlepSuje desolvataci iontd a jejich prostorové
zaostfeni, ¢imz u fady analyti dochazi k citlivéjsi detekei.

Druhym nejcastéji pouzivanym ionizaénim zdrojem je chemicka ionizace
za atmosférického tlaku. Princip vzniku ionti je nasledujici. Mobilni faze s analytem je
rozpraSovana do vyhiivané komurky. Zdrojem elektront je koronovy vyboj, ktery
ionizuje plyny ve zdroji. Vzniklé ionty koliduji s molekulami rozpoustédla za vzniku
sekundarnich reak¢nich iontd, které nasledné ionizuji molekuly analytu. Vyhodou APCI
je uplatnéni pro méné polarni latky, nevyhodou je nevhodnost pro termélné labilni
latky.

Ttetim nejcastéji pouZivanym ioniza¢nim zdrojem je fotoionizace za atmosférického
tlaku. APPI vyuzivd UV lampy, kterd je zdrojem fotonu, které jsou absorbovany
molekulami analytu za vzniku iont. APPI je vhodna pro latky, které se Spatn¢ ionizuji
v ESl a APCI.

Hmotnostni analyzatory rozliSuji ionty podle jejich podilu hmotnosti a naboje (m/z).
Vyuziva se magneticky hmotnosti analyzator, kvadrupolovy analyzator, priletovy
analyzator (TOF) a iontova past (IT). Nejstar§im hmotnostnim analyzatorem je
magneticky analyzator. Ten funguje na principu elektromagnetl, mezi kterymi

prolétavaji ionty. DalSim typem hmotnostniho analyzatoru je kvadrupdlovy analyzator,
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ktery je tvofen ¢tyfmi kruhovymi tyCemi piipojenymi ke stejnosmérnému a sttidavému
napéti. Ionty uvniti tohoto pole za¢nou oscilovat a k detektoru projdou pouze ionty
ourcené m/z. Priletovy analyzator je tvofeny pouze trubici, kterd je evakuovana.
Separace iontll je déna jejich odlisSnou dobou letu z iontového zdroje do detektoru.
Iontova past zadrzuje ionty mezi elektrodami a propousti je dale.

Vysledkem snahy spojit vyhody jednotlivych analyzatorti jsou hybridni analyzatory —
trojity kvadrupdl (QQQ), kde druhy kvadrupdél funguje jako kolizni cela (nékdy
oznacovano QgQ), iontova past-kvadrup6l (IT-Q) a kvadrupdl-prilletovy analyzator (Q-
TOF).

Dalsi soucasti hmotnostniho spektrometru je detektor. Pouzivaji se elektrondsobice

y v 2
nebo fotonasobice?

. Elektronasobi¢ je zalozen na sérii dynod se vzristajicim
potencidlem. Fotondsobicové detektory jsou citlivéjsi a maji delsi zivotnost. Funguji
na principu premény iontu na konverzni dynodé na elektrony, které dale dopadaji
na fosforovou desti¢ku, kde dochazi k emisi fotont. Ty dopadaji na fotokatodu, kde

fotoelektrickym jevem dojde k emisi elektrond, které jsou znasobeny soustavou dynod.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie

e acetonitril (Cistota > 99,9 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

e methanol (Cistota > 99,9 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

e mravenci kyselina (¢istota 98 — 100 %, Merck, Némecko)

e deionizovana voda (vodivost 1,85 puS)

e |orazepam (Cistota = 99 %, poskytnuto Martinem Schmidem, Univerzita
ve Styrském Hradci, Styrsky Hradec, Rakousko)

e oxazepam (Cistota > 99 %, poskytnuto Martinem Schmidem, Univerzita

ve Styrském Hradci, Styrsky Hradec, Rakousko)
4.2 Pristroje

e HPLC - kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1260 Infinity s trojitym
kvadrup6lovym hmotnostnim spektrometrem Agilent Technologies Triple Quad

e kolona: Kinetex C8 100A (75 x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 um), (Phenomenex,
Torrance, Kalifornie, USA)

e analytické vahy — APX-100 (Denver Instrument, Némecko)

e ultrazvuk — Ultrasonic LC 30H (Némecko)

4.3 Programy

e sbirani dat v programu Agilent MassHunter Workstation Acquisition verze
B.03.01 (Agilent Technologies, USA)

e zpracovani dat v programu Agilent MassHunter Qualitative Analysis verze
B.03.01 (Agilent Technologies, USA), Microsoft Excel 2010 Professional
(Microsoft Co., USA) a OriginPro 8.0 (OriginLab Co., USA)

4.4 Priprava vzorku

Zasobni roztoky byly pfipraveny navazenim 10,0 mg oxazepamu a 9,5 mg
lorazepamu, které byly kvantitativné pievedeny do 10,0 ml odmérnych banék a

rozpustény 50% acetonitrilem. Odmérné banky s roztoky byly nasledné umistény
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na deset minut do ultrazvukové lazné. Zasobni roztoky byly pouzity pro méfeni

kalibra¢nich zavislosti.

4.5 Optimalizace separace oxazepamu a lorazepamu

Bylo optimalizovano slozeni mobilni faze vhodné k separaci oxazepamu a
lorazepamu. Byly testovany mobilni faze obsahujici acetonitril nebo methanol jako
organicky modifikator s 0,1% mraven¢i Kyselinou v rizném objemovém poméru.

1 za isokratické eluce.

Vsechny analyzy probihaly pii pratoku mobilni faze 0,4 ml min™
Teplota kolony byla nastavena na 30 °C a vzorky udrzovany pii teploté 22 °C. Objem
nastiiku byl 1 pl. Byl sledovdn vliv obsahu organického modifik4toru v mobilni fazi
na retenci sledovanych analytt, symetrii pikd, pocet teoretickych pater na metr kolony a

rozliSeni analyti.

4.6 Optimalizace nastaveni hmotnostniho detektoru

Za jiz optimalizovanych separacnich podminek byl proveden scan blanku a vzorku,
obsahujic oba analyty. Po zjisténi prekurzorovych iontl obou analyti bylo
optimalizovano napéti na fragmentoru v médu monitorovani vybranych iontd (SIM).
Nasledné byly zjiStény produktové ionty a byla optimalizovana v modu multiplexni
reakce (MRM) hodnota kolizniho napéti.

Byla hledana optimalni hodnota napéti na fragmentoru, ktera je potiebna k tomu, aby
maximalni pocet iontli daného analytu byl vtaZzen do hmotnostniho spektrometru.

V kolizni cele se optimalizuje kolizni energie, ktera ovliviiuje fragmentaci
prekurzorového iontu. Hodnota kolizni energie by méla byt takova, aby
z prekurzorového iontu vznikl specificky fragment o co nejvyssi intenzité.

Byly hledany prekurzorové ionty oxazepamu a lorazepamu za pouZziti ESI jako
iontového zdroje za podminek: teplota suSiciho plynu 305 °C, pratok suSiciho plynu
10 Imin~?! a tlaku nebulizéru 275,8 kPa. Fragmentace iontli probihala pii napéti 135
V a napéti kapilary bylo 5000 V.

Byly zaznamenavéany kladné [M + H]" ionty, které se tvori snadn&ji, protoze oba
analyty obsahuji sekundarni aminoskupinu, kterou lze snadno protonizovat za tvorby
kationtu.

Byly pouzity dva iontové zdroje — ESI a ESI-JS pro MS. U ESI byla optimalizovana
teplota plynu, pritok plynu, tlak nebulizéru a napéti kapilary. U ESI-JS se
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optimalizovaly hodnoty teploty plynu, pratoku plynu, tlaku nebulizéru, teplota
ptidavného susiciho plynu a prutok piidavného susiciho plynu. Hodnota napéti kapilary

byla vzata stejna z predchozi optimalizace.

4.7 Kalibracni zavislosti, limit detekce a limit stanovitelnosti

Byly provedeny tfi kalibrace za optimalizovanych separacnich podminek s riznymi
zpusoby detekce: HPLC-UV, HPLC-ESI-MS/MS, HPLC-ESI-JS-MS/MS. Linearita a
test vyznamnosti usekd byly vyhodnoceny pomoci Studentova testu.

Pro UV detekci bylo zjisténo absorpéni maximum obou analytt, byla provedena
kalibratni zavislost oxazepamu od koncentrace 500 pg ml ' po koncentraci
122 ng ml~1 a lorazepamu od koncentrace 475 pg ml~! po koncentraci 116 ng ml™1.

Pro kalibraci HPLC-ESI-MS/MS byly nejdfive optimalizovany podminky iontového
zdroje ESI a poté méfena koncentraéni fada oxazepamu Vv rozsahu od 31 ugml™?
do2ngml™!. Lorazepam byl méfen v koncentraénim rozsahu od 30 ugml™?
do2ngml™1,

Pro kalibra¢ni zavislost HPLC-ESI-JS-MS/MS byly méfeny koncentrace oxazepamu
stejné jako v piedeslé analyze HPLC-ESI-MS/MS, pro lorazepam byly koncentrace
v rozsahu od 32 uyg ml~! do 2 ng ml~1,

Limit detekce (LOD) byl pocitdn jako trojndsobek Sumu zakladni linie a vydélen
smérnici kalibracni ptimky zavislosti vysky piku na koncentraci daného analytu. Limit
stanovitelnosti (LOQ) byl bran jako desetindsobek Sumu zdkladni linie a vydélen
smémici kalibra¢ni ptimky. Sum zékladni linie byl stanoven jako rozptyl hodnot pfi

desetindsobku Sitky piku pii zakladné.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace separa¢nich podminek

Optimalizace separa¢nich podminek byla provadéna za méfeni HPLC-UV. Jako
vhodna vinova délka detekce byla zvolena vlnova délka 230 nm, nebot’ se jedna
0 vlnovou délku absorpéniho maxima, kdy dochdzi k maximalni odezvé detektoru.

Absorpéni spektrum pro oxazepam je uvedeno na obr. 4 a pro lorazepam na obr. 5.
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Obr. 4: Spektrum oxazepamu v UV/VIS oblasti.
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Obr. 5: Spektrum lorazepamu v UV/VIS oblasti.
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Nejprve byl pouzit acetonitril jako organicka faze a jako vodna faze 0,1% mravenci
kyselina. Byl sledovan vliv poméru organické a vodné slozky v mobilni fazi na rizné
separacni faktory: reten¢ni faktor, faktor asymetrie piku, pocet teoretickych pater
na metr kolony a rozlieni obou analytti. Udaje jsou uvedeny v tab. 4. Viechna méfeni
byla provéadéna v tripletech a do tabulky byly vzaty priméry namétenych velicin.

Z tab. 4 je zfejmé, Ze nejrychlejsi eluce obou analytt probiha pii vétsim zastoupeni
acetonitrilu v mobilni fazi. Pti vy$§im obsahu acetonitrilu v mobilni fazi analyty eluuji
témef s mrtvym ¢asem a nedochazi k jejich separaci. Symetrie piku je nejlepsi pro 30%
obsah acetonitrilu v mobilni fazi, kdy jsou piky nejmén¢ odlisné od gaussovského piku.
Pii zvySovani obsahu acetonitrilu v mobilni fazi byl faktor asymetrie pikd nizsi nez

jedna, coz znacéi rozmyvani pika vpiedu.

Tab. 4: Vliv poméru organické a vodné faze na separaci analytd. (kK — retencni faktor,
As — faktor asymetrie piku, N — pocet teoretickych pater na metr kolony, Ry » — rozliseni

pikd a SD smérodatnd odchylka. Mrtvy ¢as kolony je pfi vySe danych podminkach 0,49

min.
CH3CN/0,1% HCOOH
Analyt _ k(SD)  As(SD) N(SD) Ry, (SD)
[obj. %]
oxazepam 20/80 15,3 (0,0) 1,36 (0,0) 162190 (4300)
25/75 6,2(0,1) 1,17 (0,0) 115060 (4110)
30/70 3,0(0,0) 0,90(0,0) 63160 (2180)
35/65 1,6 (0,0) 0,93(0,1) 33460 (1750)
40/60 1,0(0,0) 1,20(0,0) 35670 (210)
45/55 0,6 (0,0) 0,87 (0,0) 14430 (1150)
50/50 04(0,1) 078(0,1) 9520 (870)
lorazepam 20/80 20,7(0,2) 1,33(0,0) 163900 (1450) 7.7 (0,2)
25/75 8,1(0,1) 1,20 (0,1) 131130 (2240) 5,4 (0,1)
30/70 3,7(0,0) 0,94(0,1) 74870 (2300) 3,0 (0,0)
35/65 1,9(0,0) 0,86(0,1) 37990 (430) 1,5(0,1)
40/60 1,1(0,0) 0,63(0,0)  31320(50) 1,0(0,0)
45/55 0,7(0,0) 0,85(0,1) 15140 (130) _a
50/50 05(0,1) 0,87(0,2) 11730 (1290) _a
% koeluce
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Dalsi studovanou mobilni fazi byla smés methanol/0,1% mravenc¢i kyselina. Elu¢ni
sila methanolu je Vv reversni chromatografii mensi nez acetonitrilu, proto byly sledovany
pomeéry S vét§im zastoupenim methanolu ve smési.

Opét byl sledovan retenéni faktor, faktor asymetrie piku, pocet teoretickych pater
na metr kolony a rozliseni pikti. Udaje jsou uvedeny v tab. 5.

Snizovani zastoupeni methanolu v mobilni fazi vedlo ke zvySeni u¢innosti separace,
k vyssimu rozliSeni obou piki, K vys§imu retencnimu faktoru, ale zaroven i delSimu
Casu analyzy. Asymetrie pikt je vyssi nez jedna, piky se tedy rozmyvaji vzadu.

Methanol nebyl bran v uvahu pro separaci analytd, nebot’ s acetonitrilem analyza
trvala mnohem krat$i dobu se shodnym rozliSenim pikd. Nejvyssich hodnot reten¢niho
faktoru bylo dosahnuto pii 35 obj. % methanolu ve smési a zvySovanim zastoupeni

methanolu v mobilni fazi se reten¢ni faktor sniZzoval.

Tab. 5: Vliv poméru organické a vodné faze na separaci analyti. (K — retencni faktor,
As — faktor asymetrie piku, N — pocet teoretickych pater na metr kolony, R; » — rozliSeni
pikii a SD — smérodatna odchylka. Mrtvy ¢as kolony je pfi vySe danych podminkach
0,61 min.

CH30H/0,1% HCOOH

Analyt ) k(SD)  As(SD) N (SD) Ry (SD)
[obj. %]
oxazepam 35/65 18,7 (0,1) 1,3(0,04) 165090 (4492)
40/60 10,2 (0,0) 1,2 (0,05) 136330 (2550)
45/55 57(0,1) 1,0(0,07) 98400 (3550)
50/50 3,3(0,1) 0,8(0,00) 59480 (386)
lorazepam 35/65 22,4(0,1) 1,2(0,04) 166890 (9490) 4,8(0,1)
40/60 11,6 (0,1) 1,1(0,05) 144520 (4060) 3,0(0,0)
45/55 6,2(0,1) 0,9 (0,07) 102150 (3090) 1,5(0,1)
50/50 3,4(0,0) 0,8(0,00) 56170 (2130) -a
% koeluce

Na obr. 6 je chromatogram za optimalizovanych separa¢nich podminek pro 30 obj.
% acetonitrilu ve smési. Analyza smési oxazepamu a lorazepamu netrva déle nez tfi
minuty. Pfi pouziti methanolu jako mobilni faze se prodlouzila doba separace o vice jak

pét minut. To je zobrazeno na obr. 7. Objemové zastoupeni methanolu bylo 40 obj. %.
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Obr. 6: Chromatogram za optimalizovanych separa¢nich podminek: slozeni mobilni
faze acetonitril/0,1% mravenci kyselina 30/70 (v/v), priitok 0,4 ml min™', teplota kolony
30 °C, objem nastiiku 1 pl a vinova délka 230 nm. Koncentrace oxazepamu byla 615

ug ml™', koncentrace lorazepamu 675 pg ml™.
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Obr. 7: Chromatogram pii slozeni mobilni faze methanol/0,1% mravenci kyselina
40/60 (v/v), pritok 0,4 ml min”', teplota kolony 30 °C, objem nastfiku 1 pl a vlnové

délce 230 nm. Koncentrace oxazepamu byla 615 pg ml™", koncentrace lorazepamu 675

pgml™.
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Pro dalsi praci byla vybrana mobilni faze ve slozeni 30/70 acetonitril/0,1% mravenci
kyselina (v/v), jelikoz pii tomto slozeni probihala separace analyti nejrychleji a

rozliseni piki bylo rovno 3,0.

5.2 Optimalizace hmotnostniho spektrometru

Za optimalizovanych separacnich podminek mobilni faze acetonitril/0,1% mravenci
kyselina 30/70 (v/v), priitoku mobilni fize 0,4 ml min~?! a teploty kolony 30 °C byla
provedena optimalizace hmotnostniho spektrometru.

Na obr. 8 je hmotnosti spektrum oxazepamu, na obr. 9 je hmotnosti spektrum
lorazepamu. Zkoumané rozmezi bylo 100 — 500 m/z. Prekurzorovym iontem oxazepamu
je iont o m/z 287,0, pro lorazepam je prekurzorovy iont 321,0. Tyto fragmenty
vykazovaly nejvyssi intensitu.

Vysokou intensitu mé&l pik o hodnot¢ m/z 156,9, ktery nepochazi z ionizace

studovanych latek, ale jedna se o kontaminaci iontového zdroje.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum oxazepamu. Zavislost relativni intensity na poméru m/z.
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum lorazepamu. Zavislost relativni intensity na poméru m/z.

Nasledné bylo optimalizovano napéti na fragmentoru. Udaje jsou uvedeny v tab. 6.
Vyska piku o nejvyssi intensité oxazepamu byla dosaZzena pti napéti na fragmentoru
100 V, pro lorazepam pii 105 V. Nasledné byly prekurzorové ionty St€peny v kolizni
cele. Hmotnostni spektra vzniklych fragmentaci prekurzorovych iontd jsou uvedena

na obr. 10 pro oxazepam a na obr. 11 pro lorazepam.

Tab. 6: Vysky pikti oxazepamu a lorazepamu pii zmé&né napéti na fragmentoru.

Napéti Vysky piki [a. u.]

na fragmentoru [V] Oxazepam Lorazepam
90 49651 33720

95 49995 33572

100 52513 33143

105 50451 34413

110 51581 34032

130 48450 -8

135 52260 32254

150 48792 31595

% nebylo méfeno
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Obr. 10: Produktové ionty oxazepamu o m/z 287,0. Zavislost relativni intensity

na poméru m/z.
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Obr. 11: Produktové ionty lorazepamu o m/z 321,0. Zavislost relativni intensity

na pomeéru m/z.

Dal8im parametrem, ktery byl optimalizovan, bylo kolizni napéti. Zavislost intensity

vysky piku na koliznim napéti je uvedena na obr. 12. Pik o nejvyssi intensité byl zjistén

pro hodnotu kolizniho napéti 21 V pro oba analyty, se kterou byly nasledné provedeny

vSechny dal§i experimenty.
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Obr. 12: Zavislost vysky piku na koliznim napéti. (e oxazepam, o lorazepam)
Pro oxazepam, jehoz prekurzorovy iont m&l m/z rovno 287,0 byl zvolen fragment
om/z 241,0, protoze intensita tohoto fragmentu byla nejvyssi. Prekurzorovy iont

lorazepamu mél hodnotu m/z 321,0 a jeho fragment o nejvyssi intensité byl o m/z 275,0.

Vsechny optimalizované tidaje jsou uvedeny v tab. 7.

Tab. 7: Souhrn optimalizovanych veli¢in.

Analyt Prekurzorovy iont Produktovy iont Napéti Kolizni napé&ti
(m/z) (m/z) na fragmentoru [V] [V]
Oxazepam 270,0 241,0 100 21
Lorazepam 321,0 275,0 105 21

Pro optimalizaci ESI jako iontového zdroje byly sledovany tyto parametry: teplota

plynu, pritok plynu a tlak nebulizéru. Sledované parametry jsou uvedeny v tab. 8.
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Tab. 8: Hodnoty vysek piki analytii pro méfené parametry: teplota plynu, prutok plynu

a tlak nebulizéru.

Teplota plynu Pratok plynu Tlak nebulizéru Vysky piki [a. u.]
[°C] [dm3 min~1] [kPa] Oxazepam Lorazepam
305 10 275,8 11731 9085
305 10 379,2 9809 7757
305 10 172,4 12725 9783
305 10 103,4 11847 9185
305 13 275,8 10509 8489
305 5 275,8 9684 7268
330 10 275,8 12147 9454
350 10 275,8 12836 10035
350 10 172,4 14455 11824

Pro optimalni hodnoty — teplotu plynu 350 °C, priitok plynu 10 dm3 min~?! a tlak
nebulizéru 172,4 kPa bylo dale zjistovano napéti kapilary. Tyto parametry byly vybrany
na zaklad¢ nejvyssich vysek pikt pro jednotliva méteni.

Pro oxazepam je vyhodnéjsi napéti 1000 V, pro lorazepam 2000 V. Jako optimdlni
napéti kapilary bylo vzato 2000 V, jelikoz u oxazepamu nebyl veliky rozdil vysek pfi 1
KV a 2 kV. Namétené hodnoty jsou uvedeny v tab. 9.

Tab. 9: Zméfené parametry vysek pikii pro riizné kladné napéti kapilary pro [M + H]"
ionty analytu.

Napéti kapilary Vysky piki [a. u.]

[kV] Oxazepam Lorazepam
5 13057 10231
4 14584 11351
3 17297 13520
2 22857 16963
1 23951 12572

Za vSech optimalizovanych podminek pro ESI a hmotnosti spektrometr: teploty

plynu 350 °C, pritoku plynu 10 dm3® min~!, tlaku nebulizéru 172,4 kPa, koliznim
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napéti 21 V pro oba analyty a napéti na fragmentoru 100 V pro oxazepam a 105
V pro lorazepam byly zméteny zaznamy LC-MS/MS. Zaznam oxazepamu V MRM

modu je na obr. 13, lorazepamu na obr. 14.
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Obr. 13: Chromatogram v MRM modu pro oxazepam z prekurzorového iontu 0 m/z

287 na produktovy iont o m/z 241.
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Obr. 14: Chromatogram v MRM modu pro lorazepam z prekurzorového iontu 0 m/z

321 na produktovy iont o m/z 275.
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Nasledn¢ byly optimalizovany parametry iontového zdroje ESI-JS. Zkoumany byly
tyto parametry: teplota plynu, pratok plynu, tlak nebulizéru, teplota pfidavného susiciho
plynu (TPSP) a pratok ptidavného susiciho plynu (PPSP). Napéti kapilary bylo
ponechano na 2 KV, coz bylo optimalizovano pii optimalizaci ESI. VSechny

optimalizované veli¢iny jsou uvedeny v tab. 10.

Tab. 10: Optimalizace parametrti iontového zdroje ESI-JS pro oba analyty.

Teplota Préttok plynu Tlék PSP opSP Vysky piki [a. u.]

plynu [dm3 min™1] nebulizéru [°C] [dm3® min~!] Oxazepam Lorazepam

[°C] [kPa]
350 10 172,4 300 10 8148 5879
350 10 172,4 250 10 6878 4635
350 10 172,4 350 10 9416 7183
350 10 172,4 400 10 10945 7643
350 10 172,4 300 7 7064 4634
350 10 172,4 300 12 8394 6071
350 10 241,3 300 10 7405 5355
350 10 103,4 300 10 8101 5412
350 10 310,3 300 10 6845 4861
350 13 172,4 300 10 7331 5164
350 7 172,4 300 10 7813 5522
300 10 172,4 300 10 7542 5247
350 10 172,4 400 10 11657 8416

Parametry jako je teplota plynu, pritok plynu a tlak nebulizéru zlstaly Stejné jako
u poziti ESI jako iontového zdroje. Nejvyssi hodnoty vysek pika pro ESI-JS meéla
hodnota 400 °C pro TPSP a PPSP mél nejlepsi hodnotu 10 dm® min~?!. VSechny tyto

parametry jsou zavislé na prutoku mobilni faze.

5.3 Kalibrac¢ni zavislosti pro testované typy detekce

Separa¢ni podminky pro kalibraci oxazepamu a lorazepamu byly nasledujici:
acetonitril/0,1% mravenci kyselina 30/70 (v/v), pritok mobilni fize 0,4 ml min~?,

teplota kolony 30 °C, teplota vzorkli 22 °C a objem nastfiku 1 pl. M¢éfilo se vzdy
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v tripletech.

Optimalizované podminky pro ESI jsou: teplota plynu 350 °C, pratok plynu 10 dm?®
min~' a tlak nebulizéru 172,4 kPa a ESI-JS jsou: teplota plynu 350 °C, pritok plynu 10
dm?® min~!, tlak nebulizéru 172,4 kPa, teplota piidavného susiciho plynu 400 °C a
pratok ptidavného susiciho plynu 10 dm?® min".

Vysledky regresni analyzy pro zavislost vySky piku na koncentraci analytu jsou

uvedeny v tab. 11. Regresni analyza pro plochy piku je uvedena v tab. 12.
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Tab. 11: Vysledky regresni analyzy vyhodnocené z vysek piku. (R? je koeficient determinace a SD smérodatna odchylka)

Smérnice (SD) Usek (SD) ) Linearni dynamicky LOD LOQ
Detekce  Analyt 5 R . . .
[a.u.mlng ] [a. u.] rozsah[ngml™] [ngml] [ngml ]
uv oxazepam 10629 (40) 0,26 (1,76) 0,9999 122 — 125000 79 263
lorazepam 9196 (148) 3,87 (6,06) 0,9977 116 — 119000 91 304
ESI oxazepam 159,3 (2,4) 1321 (451) 10,9984 2 — 488 0,214 0,714
lorazepam 150,9 (3,5) 531 (178) 0,9973 2-116 0,695 2,32
ESI-JS  oxazepam 629,2 (6,2) 783 (392) 0,9997 7-122 0,017 0,058
lorazepam 363,6 (4,2) 449 (272)  0,9996 8-124 0,032 0,107

Tab. 12: Vysledky regresni analyzy vyhodnocené z ploch piku. (R? je koeficient determinace a SD smérodatna odchylka)

Smérnice (SD)  Usek (SD) ,  Linearni dynamicky
Detekce  Analyt B R .
[a.u.smlng ] [a. u.] rozsah [ng ml ']
uv oxazepam 66262 (100) -8,2 (4,3) 0,9999 122 — 125000
lorazepam 59724 (906) 21,8 (37,2) 10,9979 116 — 119000
ESI oxazepam 1177 (15) 8239 (2833) 10,9989 2 —488
lorazepam 1135 (27) 4441 (1375) 0,9971 2-116
ESI-JS  oxazepam 4103 (24) 2541 (1525) 0,9999 8-122
lorazepam 2540 (42) 758 (2683) 00,9992 8-125
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Z tab. 11 a 12 je patrné, Ze nejméné citlivou detekci je UV detekce, ktera
poskytovala LOQ v fadech stovek ng ml™'. Na druhou stranu tato detekce poskytovala
nejsirsi linedrni dynamicky rozsah méfeni. Pii pouziti tandemové hmotnostni detekce
SESI se LOQ pohybovaly v tadech jednotek ng ml™'. Pii pouziti ESI-JS doslo
ke snizeni LOQ o dalsi #4d oproti ESI, na hodnoty desetin aZ setin ng ml™", coZ je
zpusobeno ucinnéjSim odsusenim mobilni faze s tim spojené zvysené tvorby iontd.
Ztab. 11 je také vidét, ze MS detekce poskytuje uzsi linearni dynamicky rozsah

koncentraci oproti UV detekci.

35



6. ZAVER

Byla vyvinuta rychla RP-HPLC metoda s UV a MS/MS detekci pro stanoveni
oxazepamu a lorazepamu. Byl sledovan vliv sloZzeni mobilni faze na separaci
studovanych analytd. Optimalni separa¢ni podminky byly nasledujici: kolona Kinetex
C8 spovrchové poréznimi c¢éasticemi o velikosti 2,6 pm, mobilni faze 30/70
acetonitril/0,1% mravendi kyselina (v/v), pritok mobilni faze 0,4 ml min* a teplota
kolony 30 °C.

Nasledné byly optimalizovany parametry tandemového hmotnostniho spektrometru.
Byly nalezeny prekurzorové a produktové ionty studovanych analytli s optimalnimi
hodnotami napéti na fragmentoru a kolizni energie vhodné k MRM méfeni. Oxazepamu
odpovidal prekurzorovy iont o m/z 287,0 (napéti na fragmentoru 100 V) a produktovy
iont 0 m/z 241,0 (kolizni energie 21 V). Lorazepamu odpovidal prekurzorovy iont o m/z
321,0 (napéti na fragmentoru 105 V) a produktovy iont o m/z 275,0 (kolizni energie
21 V). V zavislosti na sloZeni a priutoku mobilni faze byla provedena optimalizace ESI a
ESI-JS, aby doslo k odsuSeni mobilni faze a efektivni tvorb¢ ionti.

Za optimalizovanych separacnich a detekénich podminek (UV, tandemova MS s ESI
a ESI-JS) byla zméfena kalibracni zavislost ploch a vySek pikd na koncentraci
s tandemovou hmotnostni detekci vyuzivajici ESI-JS jako ionizaéni zdroj. LOD
pro oxazepam byl 0,017 ng ml™" a pro lorazepam 0,032 ng ml™'. Nejméné citlivou

detekci byla UV detekce, ktera vSak poskytovala nejsirsi linearni dynamicky rozsah.
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