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Abstrakt

Tato prace se zabyva analyzou ropinirolu a jeho ne€istot z procesu syntézy pomoci
hmotnostni spektrometrie. V teoretickém uvodu je shrnuta metoda hmotnostni
spektrometrie. V experimentalni praci se vénuji pfedevS§im interpretaci hmotnostnich
spekter vzorkli naméfenych jak bez fragmentace, tak s CID fragmentaci. Méteni bylo
provadéno na trojitém kvadrupolu s elektrosprejovou ionizaci. V Casti prace jsou také
shrnuty vlastnosti vzorka z hlediska kvantifikace v médu SRM. Hlavnim pfinosem této
prace je objasnéni fragmentace ropinirolu a jeho necistot, které miZze poslouzit pro dalsi

studie téchto latek.

Abstract

This thesis is focused on the analysis of ropinirole and its impurities related to the
synthesis process using mass spectrometry. The theoretical introduction summarizes
method of mass spectrometry. The experimental part is devoted to interpretation of
mass spectra of samples measured both without fragmentation and using the CID
fragmentation. Measurements were performed on a triple quadrupole with electrospray
ionization. Properties of samples with respect to the quantification using SRM mode are
also summarized in the paper. The main contribution of this work is clarification of the
fragmentation of ropinirole and its impurities, which may serve for further studies of

these substances.
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Seznam zkratek a symbolii

API — atmospheric pressure ionization (ionizace za atmostérického tlaku)
CID - collision induced dissociation (disociace vyvolana srazkou)

CZE — capillary zone electrophoresis (kapilarni zénova elektroforéza)
Da — Dalton, jednotka relativni molekulové hmotnosti

ECD - electron capture dissociation (disociace zachytem elektronu)

EI — electron ionization (elektronova ionizace)

ESI — electrospray ionization (elektrosprejova ionizace)

ETD - electron transfer dissociation (disociace ptenosem elektronu)

eV — elektronvolt, jednotka prace

FT-ICR —iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GC — gas chromatography (plynova chromatografie)

HCD - higher-energy collisional dissociation (vysokoenergetickd disociace)

HPLC — high-performance liquid chromatography (vysokot¢inna kapalinova
chromatografie)

Hz — Hertz, jednotka frekvence

IR — infrared (infracerveny)

IRMPD - infrared multiphoton dissociation (multifotonova disociace infraCervenym
zéatenim)

LC — liquid chromatography (kapalinova chromatografie)

LOQ - limit of quantitation (mez stanovitelnosti)

m/z — pomé&r hmotnosti iontu a jeho elementarniho naboje, jednotka je Th
ml — mililitr, jednotka objemu

MRM — multiple reaction monitoring (sledovani vybranych reakci)

MS — mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

ng — nanogram, jednotka hmotnosti

nl — nanolitr, jednotka objemu

Pa — Pascal, jednotka tlaku

PSD — post-source decay (fragmentace za iontovym zdrojem)

psi — pounds per square inch, jednotka tlaku

Q — quadrupole (kvadrupoél)

QC — quality coefficient (koeficient kvality)



R — korelaéni koeficient

RIC — reconstructed ion chromatogram (rekonstruovany chromatograficky zaznam
iontu)

RSD - relativni smérodatné odchylka

SIM - selected ion monitoring (skenovani vybraného iontu)
SRM - single reaction monitoring (sledovani vybrané reakce)
Th — Thomson, jednotka m/z

TIC — total ion current (celkovy iontovy proud)

UV — ultra violet (ultrafialovy)

V — Volt, jednotka napéti

ug — mikrogram, jednotka hmotnosti



1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie (zkr. MS) je analytickd instrumentalni metoda umoziujici
objasnéni struktury latky a jeji kvantifikaci. Principem méfeni je pfevedeni neutralnich
molekul analytu (v libovolném skupenstvi) na ionty v plynné fazi a jejich nasledna
analyza interakci s elektromagnetickym polem'. Vysledkem analyzy je hmotnostni
spektrum — zaznam zavislosti ¢etnosti iontl na jejich m/z (pomér hmotnosti iontu a jeho
elementarniho naboje). Vyhodami metody jsou malé spotieba vzorku a velka citlivost,
nevyhody jsou piedev§im vysokd potizovaci cena a destrukce méfené¢ho vzorku. MS se

pouziva ke kvalitativni i kvantitativni analyze a naléza uplatnéni v mnoha oborech.

1.1 Instrumentace

Zatizeni pro hmotnostni spektrometrii se nazyva hmotnostni spektrometr a sestava
se ze tfi hlavnich moduli: iontového zdroje, analyzatoru a detektoru, které jsou sefazeny
v logickém poftadi, viz obrazek 1. Dal§imi nepostradatelnymi ¢astmi spektrometru jsou

vakuovy systém, vstup pro zavedeni vzorku a iontova optika.

Hmotnostni

analyzator

lontovy zdroj

Obrazek 1 Schéma hmotnostniho spektrometru. Prerusovana linka znaci moznost
ionizace za atmosférického tlaku. Prevzato z [1].

1.1.1 Iontové zdroje

V iontovém zdroji probihd ptfeména neutrdlnich molekul na ionty a prevedeni
vzorku do plynné faze (pokud vzorek jiz nebyl plynny). Pro ionizaci molekuly musi byt

dodand energie vétsi nez ionizacni energie dané molekuly. Ioniza¢ni techniky se déli

1 Vyjimkou je analyzator doby letu, u které¢ho pii analyze nedochézi k interakci s elmag. polem.



podle energie dodané vzorku na mékké a tvrdé. U mékkych ioniza¢nich technik staci
energie pouze na vytvoreni iontu z neutralni molekuly vzorku, pfipadné¢ miize dojit
k malé fragmentaci. Tvrdé ioniza¢ni techniky dodaji molekule piebytek energie, ktery
vede k velké fragmentaci vzniklého iontu. Bézné€ se pouzivaji tvrdé ioniza¢ni techniky u
GC-MS a mekké u LC-MS.

V soucasnosti nalézaji nejvétsi uplatnéni API techniky (atmospheric pressure
ionization — ionizace za atmosférického tlaku), které umoziuji snadné pouziti
hmotnostni detekce ve spojeni s kapalinovymi separa¢nimi technikami, a elektronova

ionizace umoznujici praci s rozsahlymi databazemi spekter.

Tvrdé ionizacni techniky

U tvrdych ioniza¢nich technik je analytu dodéan velky nadbytek energie a dochazi
vzdy k fragmentaci vychozi molekuly. Mista fragmentace jsou dand vazebnou energii a
vyslednd hmotnostni spektra tedy budou pro chemické individuum pfi stejné dodané
energii totozna. Tato skuteCnost umoznuje existenci databazi hmotnostnich spekter.
Databaze obsahuji tisice ovéfenych spekter latek a umoznuji urychlit identifikaci

neznamé latky pouhym porovnanim naméreného spektra se spektrem z databaze.

Mékké ionizacni techniky

U mékkych ionizac¢nich technik nedochazi k silné fragmentaci a ve spektru se vzdy
nachazi pik molekulového aduktu. K ionizaci je pouzivan velky rozsah energii a i1
spektra jednoho analytu naméfend na stejném typu pfistroje mohou byt odliSna. Z téchto

diivodli neexistuji pro mekké ionizacni techniky databaze hmotnostnich spekter.

Elektrosprej (ESI — ,, electrospray ionization “)

v

Elektrosprej patfi mezi API techniky a je nejrozSifenéjsi ionizacni technikou pro
HPLC-MS [2]. Techniky ionizace za atmosférického tlaku jsou nejpouzivané;si iontové
zdroje pro spojeni hmotnostniho spektrometru s kapalinovou chromatografii. VSechny
tyto techniky vyuzivaji sprejovani jako zpusob pievedeni vzorku do plynného stavu.
Sprejovani probihd pomoci elektrického pole (pouze elektrosprej), pneumaticky pomoci

plynu nebo vyhiivanim kapilary.



Pro citlivost analyzy je zdsadni nejen zptlisob sprejovani ale 1 geometrie spreje oproti
vstupu do analyzatoru. Existuje néckolik zékladnich geometrickych uspofadéanich

elektrospreje, viz obrazek 2.

Kolma (ortogonalni)

~

| Mimo osu (off axis) Jl  Zsprej |

Obrazek 2 Geometricka usporadani elektrospreje. Prevzato z [3].

Uspotadani v ose je nejstarsi, ale dnes se jiz nepouziva, protoze spolu s proudem
iontl vstupuje do analyzatoru 1 pfili§ mnoho neutralnich ¢astic. Uspotadani mimo osu a
kolmé uspotadani propousti mnohem méné neutralnich ¢astic. Zahnuti proudu iontl je
umoznéno napéetim vlozenym na vstupni Stérbinu, které proud elektrostaticky urychluje
a zaostfuje, zatimco neutralni ¢astice pokracuji po nezménéné draze a oddéluji se od
iontd. Nejpouzivangj§im usporadanim je Z-sprej, ktery je tvoifen dvéma kolmymi
vstupy.

Vzorek je pfivadén vyhfivanou kapilarou s vloZzenym napétim a do prostoru
elektrospreje miize vstupovat ve tiech podobach:

a) elektrosprej samotného roztoku vzorku — vhodny pouze pro malé pritoky,
pouziva se u nanoelektrospreje (nanoESI — nanoelektrosprej);

b) elektrosprej s ptidavnym tokem kapaliny — ptidana kapalina podporuje ionizaci
(pouziva se u spojeni CZE-MS);

c) elektrosprej s podporou zmlzovaciho plynu — plyn pneumaticky usnadiuje

zmlzovani (nejbezngjsi typ elektrospreje u HPLC-MS).
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Elektrosprej je pouzivan v usporadani tryskajiciho kuzelu (,,cone-jet®), pii kterém je
vzorek sprejovan za konstantniho pritoku. Vysoké napéti na konci kapilary (obvykle
5kV) umoznuje elektrostatické rozpraSovani kapaliny. Povrch kapaliny na konci
kapilary se vlozenym napétim protahuje smérem k protilehl¢ elektrodé, tvoii se
Taylortiv kuzel, viz obrazek 3 str. 11. Utrzenim z konce Taylorova kuzelu vznikaji
kapky rozpoustédla s analytem nesouci na povrchu naboj. B¢hem odpatfovani
rozpoustédla z kapek se zvySuje hustota povrchového naboje [4]. Pfi dostate¢ném
zmenSeni kapky se repulzni sily vyrovnaji povrchovému napéti, tento stav se nazyva
Rayleightiv limit. Po dalSim zmenSeni kapky repulzni sily pfevladnou a dojde ke
Coulombické explozi. Kapka se rozpadne na mensi kapicky také nesouci na povrchu
naboj. Cely proces se opakuje, dokud vznikajici kapicky nejsou tak malé, Ze obsahuji
pouze nékolik iontl analytu. Jednotlivé ionty analytu se poté mohou uvolnit dvéma
zpusoby:

a) zbytkovy naboj (,,charge residue®) — po Coulombické explozi se uvolni nabita
kapicka obsahujici jediny iont vzorku s malym mnozstvim rozpoustédla - vSechno
rozpoustédlo se poté odpafi, az ziistane samotny iont;

b) vypafeni iontd (,ion evaporation®) — po Coulombické explozi zlstdva analyt
ve vetsi kapiCee - pifi priblizeni k Rayleighovu limitu doje k vytrzeni samotného iontu
analytu z kapky [5].

Se zvysujicim se po¢tem iontli a kapicek nesoucich naboj se stejnym znaménkem
dochazi k jejich elektrostatickému odpuzovani a tvofi se chvost, viz obrazek 3.

Plume
Taylor Cone

Jet

Capillary

Obrazek 3 Profil kapaliny v elektrospreji. "Taylor Cone" Tayloriiv kuzel, "Jet" proud,
"Plume" chvost, "Capillary" kapilara s vlozenym napétim. Prevzato z [6].

Vznik nabitych kapek zavisi na vlastnostech ptivodni kapilary, pratoku vzorku
a zmlzovaciho plynu nebo ptidavné kapaliny, pfitomnosti aditiv ve vzorku a typu
analytu. Elektrosprej je jedinou pouzivanou ionizaéni technikou, kde je vzorek

zmlzovan elektrostaticky a ne pouze mechanicky. Z tohoto diivodu neni vhodny pro
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nepolarni analyty a rozpoustédla. Analyt ionizovany elektrosprejem ma nejcastéji

podobu protonizované molekuly nebo aduktu s alkalickymi kovy.

1.1.2 Analyzatory

Analyzator je vakuovany prostor, ve kterém dochédzi k interakci ionth
s elektromagnetickym polem. Na zaklad¢ této interakce se ionty pohybuji rtznou
rychlosti nebo po riznych drahéch a tim dochdzi k jejich disperzi podle hodnoty m/z.
Ovladaci systém pfistroje umoziuje analyzu ve tfech riznych nastavenich:

a) Full SCAN / TIC (,,total ion current®) - v €ase je prubézné cyklicky sniméno
celé spektrum v piedem zadaném rozmezi m/z, nejCastéji se toto nastaveni pouziva pii
pouziti MS jako detektoru v separa¢nich metodach;

b) RIC (,,reconstructed ion chromatogram*) - po ukonceni analyzy se ze ziskanych
dat dodate¢né extrahuje chromatograficky zdznam konkrétniho iontu;

¢) SIM (,,selected ion monitoring®) - je detekovan pouze ion o zvoleném m/z. Tato
moznost se pouzivd, pokud ve vzorku hleddme zndmou latku nebo provadime jeji

kvantifikaci.

Kvadrupol

Kvadrupél je tvofen ¢tyfmi kovovymi tyCemi o délce cca 20-30 cm s kruhovym
nebo hyperbolickym priufezem. Tyce jsou usporadany do vrcholi ¢tverce a k analyze
iontd dochdzi v prostoru mezi nimi. Na ty€e je vlozeno stejnosmerné a stiidavé napéti
tak, aby protilehlé ty¢e mély vzdy souhlasny naboj, viz obrazek 4 str. 13. V prostoru
uvnitf analyzatoru vznikd proménlivé elektrické pole, ve kterém zacnou letici ionty
oscilovat s riznou amplitudou podle svého m/z [8]. Pokud se iont pii oscilaci piilis
piiblizi ke stén¢ kvadrupdlu, je zachycen a analyzatorem neprojde. Pouze ionty o
urcitém m/z pii daném nastaveni napéti projdou do detektoru. Kvadrupol tedy pracuje
jako filtr, ktery propousti pouze n€které ionty. Pohyb iontl uvnitf kvadrupolu je zavisly
na vlozeném napéti a lze ho vyjadtit rovnicemi pro pohyb po ose x a po ose y (rovnice
1 a 2 str. 13), kde Vje sttidavé napéti, U stejnosmérné napéti, e naboj, m; hmotnost
iontu, ry polomér kruznice vepsané ty¢im kvadrupolu, o frekvence stfidavého napéti

atcas[9].
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-(U+Vcosat)

' 4

X - +(U+Veosat)

Obrazek 4 Schéma kvadrupolu. Napéti na tycich se sklada ze stejnosmérné (U) a
stridavé slozy (V*coswt). Prevzato z [7].

2
d f+L2(U+Vcosa)t)x:O (1)
dt= m,r,
d’y__e _

o 2(UJrV(:osa)t)y—O (2)
e~ mr,

Reseni téchto rovnic nadel francouzsky matematik Mathieu pomoci zavedeni novych
parametrd a (pro ¢asové neménné pole, vyvolané stejnosmérnou slozou napéti) a ¢ (pro
casoveé proménné pole, vyvolané stfidavou slozkou napéti), viz rovnice 3 a 4, kde V' je
stfidavé napéti, U stejnosmerné napéti, e naboj, m; hmotnost iontu, 7, polomér kruznice
vepsan¢ ty¢im kvadrupdlu a o frekvence radiofrekvencniho napéti. Grafickym
znazornénim zavislosti parametru @ na parametru ¢ pro iont o daném m/z je stabilitni

diagram, viz obrazek 5 str. 14.

2eV
9:="49~"— 7 (3)
m;ryw
4eU
a,=—a,=——"— (4)
m,r,

Stejnosmérné 1 stfidavé napéti se u kvadrupdlu méni obvykle tak, ze zlstava
zachovan jejich pomér. Piimka zobrazujici tento pomér se nazyva ,scan line* a je
nastavena tak, aby protinala oblasti stability iontd pod vrcholem (ne ve vrcholu)
a zaroven vytinala v oblasti vzdy stejny usek (neméni se rozliSeni), viz obrazek 6 str. 14.

Pii snimani spektra TIC v pritoku je nutné, aby se vkladané napéti mnohokrat
zménilo - tak je postupné mozné detekovat ionty v celém zadaném rozsahu m/z

(kvadrupdl je tzv. skenujici analyzator). Pro efektivni analyzu je nutné, aby byla

13



frekvence zmén napéti co nejvyssi. Pro lepsi rozliseni je tedy tfeba zadavat co nejmensi

rozsah m/z, ktery bude skenovan.

4= -dy

Y

Obrazek 5 Stabilitni diagram iontu v kvadrupolu. Barevné oblasti znaci stabilitu iontu
v ose x (zluté) a v ose y (Sedé), cervené je oznacena oblast pomeru a ku q pouzivand v
MS. Prekresleno z [7].

ati
|

&rné napé

Stejnosm

T T ]' L '| T L
Stridavé napéti

Obrazek 6 "Scan line" - primka predstavujici pomeér stejnosmérného a stridavého
napeéti pri analyze. Prerusované je vykreslena ideadlni kiivka zavislosti obou napéti
(nepouziva se kviili narocnosti na kalibraci pristroje). Prekresleno z [10)].

Hlavni nevyhodou kvadrupélu je jeho malé rozliSeni neumoziujici snadné urceni
sumarniho vzorce a piesnou izotopickou analyzu. Na rozdil od ostatnich analyzatort je

ale kvadrupo6l velmi robustni, méné narocny na udrzbu a jeho potizovaci cena je nizka.
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1.1.3 Detektory

V detektoru dochazi k detekci pfilétajicich ionth a jejich pievedeni na elektronicky
signal, ktery je zpracovavan v pocitaci. Detektory jsou soucasti vSech hmotnostnich
spektrometrti kromé t&ch s analyzatory Orbitrap a FT-ICR?.

NejpouzivanéjSim typem detektoru u hmotnostnich spektrometrti je elektronasobic.
Ionty z analyzatoru dopadaji na povrch konverzni dynody, kde dochazi k emisi
elektrontl, které jsou usmérnény do ndsobice. V nasobici se elektrony odrazi soustavou
dynod se zvySujicim se vlozenym napétim a proud leticich elektronti se tak nasobi pfi
kazdém dalSim odrazu od povrchu dynod (lavinovy jev). Vysledny signal je oproti
poétu privadénych iontd zesilen az 107krat a signal je méfen jako celkovy vznikly
proud. Elektronasobi¢e jsou vyrabény ve dvou podobach jako elektrondsobi¢ s
diskrétnimi dynodami nebo elektrondsobi¢ s jedinou kontinualni dynodou (channeltron).

Dalsim typem detektoru je fotonasobiC. Ionty z analyzatoru dopadaji na povrch
konverzni dynody, ze které vyrazi elektrony. Elektrony poté dopadaji na fosforovou
desti¢ku a dochazi k emisi fotond. Proud fotonii se zesiluje ve foton4sobici a nakonec
dopada na fotokatodu, odkud se uvoliiuji elektrony. Signal je méten jako vznikly proud
na fotokatod¢. Fotonasobi¢ je témét neopotiebitelny, ale je zaroven méné citlivy nez
elektronasobic.

Zbylé typy detektorii jsou méné Casté a patii mezi n€¢ napiiklad Faradayova klec

nebo mikrokanalova desticka.

1.1.4 Vakuum, iontova optika a zavedeni vzorku

Vakuum je pro hmotnostni spektrometr zcela zisadni. Zatimco existuji iontové
zdroje pracujici za atmosférického tlaku i vakua, u vSech spektrometri je vakuum
nepostradatelné v prostoru analyzatoru a detektoru. Umoziuje prulet ionti bez srazek a
je tak zachovéna jejich draha a rychlost. Vyvoj vykonnych vakuovych pump umoznil
vznik ionizacnich technik pracujicich za atmosférického tlaku a pouziti hmotnostniho

spektrometru jako detektoru pro kapalinové separa¢ni metody’.

2 Tyto analyzatory provadi zaroven detekei.

3 Tato pouziti kladou na vakuové pumpy vysoké naroky kvtli mnozstvi od¢erpavanych atomt/molekul.
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Vakuum je definovano jako stav plynné faze o tlaku menSim nez atmosféricky a déli
se na vakuum hrubé, jemné, vysoké a ultravakuum. Vakuovy systém u hmotnostnich
spektrometrt je vzdy dvoustupniovy, protoze soucasna vakuova technika pro dosazeni
vysokého vakua neni schopna pracovat oproti atmosférickému tlaku. Prvnim stupném je
dosazeno jemného vakua pouzitim rotacnich olejovych a spirdlovych pump. Ve druhém
stupni je tlak snizen na 10° — 10® Pa pouzitim diftznich a turbomolekularnich pump,
které vzdy pracuji pouze oproti jemnému vakuu.

Iontova optika je ¢ast optiky zabyvajici se vedenim proudu iontd. V souvislosti
s MS se iontovou optikou nazyvaji soucastky spojujici jednotlivé moduly hmotnostniho
spektrometru, jejichz ulohou je zaostfovat a ptipadné urychlovat proud ionta.

Prvni soucastkou iontové optiky je prechod mezi iontovym zdrojem a analyzatorem.
Ionty ze zdroje musi byt usmérnény a jejich ztraty by mély byt minimalni. Zaroven by
m¢elo dal projit minimalni mnozstvi neutralnich ¢astic*. Tento pfechod je u soucasnych
pfistroji tvofen nejcastéji vyhiivanou kapildrou. Vyhtivani brani prudkému ochlazeni
ionth pii vstupu do vakua, pti kterém by mohlo dochazet ke tvorbé klastrii. Pro dosazeni
vétsiho proudu iontl a tim i vétsiho signdlu se uziva Sestikanalové kapilary. Vice kapilar
umoziiuje vyssi pritok iontit a zaroven nedochazi ke zméné laminarniho proudéni na
turbulentni jako pii pouziti vétSiho vnitiniho priméru kapilary.

Dalsi ptechody mezi riznymi stupni vakua a jednotlivymi moduly jsou tvoieny
iontovymi nalevkami, skimmery nebo také multipoly. Multipdly (hexapdly a oktapdly)
jsou konstruk¢éné obdobou analyzatoru kvadrupoélu, ale na tyCovité elektrody se vklada
pouze stiidavé napéti. Diky tomu jimi prochdzi vSechny ionty a dochazi pouze k jejich
zaostfeni a ne ke vzniku nestabilnich oscilaci.

Zavedeni vzorku do iontového zdroje je mozné tfemi zptisoby:

a) mnapojeni hmotnostniho spektrometru na vystup z chromatografické kolony
(u GC obvykle ve vakuu, u LC za atmosférického tlaku);

b) piimé zavedeni vzorku pomoci evakuované sondy;

¢) kombinace zavedeni vzorku a ionizace u desorp¢nich iontovych zdroji (je

mozné provadét za atmosférického tlaku i ve vakuu).

4 Tato podminka je zvlast’ dtlezitd u API technik, kde pfechod odd¢€luje prostor s atmosférickym tlakem
od vakua.
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1.1.5 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Analyzatory umoznujici dvou a vicestupfiovou analyzu iontl se nazyvaji tandemové,
znaci se MS/MS nebo MS". Tandemové MS piistroje jsou zafizeni schopnd selektivni
separace vybran¢ho iontu a jeho dal$i fragmentace. Tento proces se u nékterych
tandemii muze opakovat az desetkrat. Diky tomu lze detailn¢ analyzovat strukturu
analytu. Proces fragmentace v tandemu probiha n¢kolika moZnymi mechanismy:

a) fragmentace za zdrojem (PSD — ,Post Source Decay“) — ionty vzniklé
v iontovém zdroji maji ptebytek vnitini energie, ale k jejich rozpadu dochéazi az
v prostoru analyzatoru [10];

b) disociace zachytem elektronu (ECD — ,Electron Capture Dissociation®) —
vicenasobné kladné nabité ionty zachycené v ICR cele interaguji s nizkoenergetickymi
elektrony uvoliiovanymi ze zhaveného vldkna - energie vznikld ¢asteCnou neutralizaci
poté zpuisobi prebytek vnitini energie a dojde k fragmentaci [11];

c) disociace ptenosem elektroni (ETD — ,,Electron Transfer Dissociation®) —
zdrojem elektrond jsou radikal-anionty s malou elektronovou afinitou; pii interakci
s vicenasobné kladn€ nabitymi ionty dochazi k prenosu elektronu a k fragmentaci
obdobné¢ jako u ECD [12];

d) multifotonova disociace infraCervenym zéfenim (IRMPD - | InfraRed
MultiPhoton Dissociation*) — paprsek infraterveného zafeni je zaméfen piimo do
prostoru iontové pasti nebo ICR cely - interakci zafeni s ionty se zvySuje jejich vibraéni
energie, az dojde k fragmentaci;

e) disociace vyvolana srazkou (CID — ,,Collision Induced Dissociation®) — proud
ionth prochdzi kolizni celou, tj. prostorem stlakem vySSim nez je vakuum
v hmotnostnim spektrometru (az 10* Pa) naplnénym koliznim plynem (dusik, argon,
helium). Zde dochézi ke srazkam iontl s neutralnimi molekulami plynu [13]. Energie
srazky se u iontu méni na vibraéni a rozSifuje se do vSech vazeb molekuly. Nejslabsi
vazby zanikaji a dochézi k fragmentaci. Tento typ fragmentace je u béznych tandemi
nejCastéjsi. Pokud je fragmentace provadéna v hmotnostnim spektrometru

s analyzatorem Orbitrap, nazyva se HCD (,,higher-energy collisional dissociation®)°.

5 V Orbitrapu nedochazi k fragmentaci v prostoru analyzatoru, ale v multipolu pfipojeném na C-trap.
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Trojity kvadrupol
Trojity kvadrupdl (QqQ nebo také TripleQuad) je tandemovy hmotnostni
spektrometr slozeny ze tii kvadrupold (nebo dvou kvadrupodli a jednoho multipdlu).

Tento tandemovy hmotnostni spektrometr miize pracovat v nékolika modech, viz

obrazek 7.
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Obrazek 7 Pracovni mody trojitého kvadrupolu. Sledovani vybrané reakce se zkracuje
SRM nebo MRM. Prevzato z [7].

Vyuziti prvniho a tfetiho kvadrup6lu zalezi na pouZzitém nastaveni, prostiedni
multipdl je vZdy mistem, kde probiha fragmentace. U trojit¢ho kvadrupdlu je
fragmentace uskute¢iiovana procesem CID, proto se viazeny multipdl nazyva kolizni
celou [14]. Trojity kvadrupdl 1ze pouzivat i jako jednoduchy hmotnostni spektrometr.
V takovém ptipad¢ pracuje pouze prvni kvadrupol a zbylé moduly funguji jako iontova

optika — ionty jimi prochézeji bez interakce.

1.2 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum je grafické znazornéni zavislosti Cetnosti iontl na m/z.
Na ose x je hmotnost iontu délend jeho elementdrnim nabojem a tato veli¢ina je
konvenéné bezrozmérna. V soucasnosti se stale Castéji pouziva pro m/z nova jednotka

Thomson, ktera byla navrzena v roce 1991.

18



Spektrum miize mit dvé podoby, viz obrazek 8.

a
] 5B7.50 k)
585.50 585,50

587.50

586.50 586.50 588,50 53850

\ &89 .51 589 50
vy |

T T T T T T
5é5 Séﬁ 5é? SéB Ség SéD 285 G586 587 888 589 590

Obrazek 8 Hmotnostni spektrum a) profilové - spektrum jak je zaznamenano
detektorem; b) centroidové - piky redukovany na sloupce v tezisti piivodniho piku.

IS4

Intenzita neboli Cetnost iontli se vyndsi na osu y jako absolutni nebo relativni viici
piku s nejvetsi intenzitou. Ten se nazyva zakladni pik a jeho intenzita je z definice vzdy
rovnd 100 %. U mekkych ionizac¢nich technik byva zdkladni pik zdznamem
molekulového iontu. Naopak u tvrdych ioniza¢nich technik je molekula fragmentovana
a molekulovy pik ve spektru chybi nebo je jeho intenzita velmi mald. Ionty vzniklé
fragmentaci se nazyvaji fragmentové ionty a jejich m/z je vzdy menSi nez m/z
molekulového iontu. Pokud se ve spektru objevuji ionty sm/z vE&tSim nez u
molekulového iontu, jednd se o aduktové ionty vzorku s rozpoustédlem nebo

prostiedim.

1.2.2 Hmotnost iontu

Na ose x hmotnostniho spektra odecitdime hodnoty m/z detekovanych iontl. Pokud
se jednd o jednonasobn¢ nabité ionty, odpovida m/z cCiselné hmotnosti iontu
v jednotkach amu. Pro ucely hmotnostni spektrometrie se pouzivaji tii zplsoby
vyjadieni hmotnosti iont:

a) monoizotopickd hmotnost — pocita se pouze z relativnich atomovych hmotnosti
nejstabilngjSich izotopti. V hmotnostnich spektrech odpovida zpravidla vrcholu piku

daného iontu;
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b) primérna hmotnost zahrnuje do vypoctu vazenou hmotnost vSech znamych
izotopu prvkil. Tato hmotnost odpovida ve spektru stiedu piku daného iontu;

¢) nomindlni hmotnost je vypocitand z celoCiselnych hmotnosti prvkd;
v soucasnosti se nepouziva, protoze vzhledem k presnym hodnotdm m/z ziskanych
analyzou se pfili$ 1i$i. Rozdil mezi pfesnou a nominalni hmotnosti se nazyva hmotnostni

nadbytek/ubytek a u ionth s m/z nad 500 Th dosahuje az 0,5 Th.

1.2.3 Interpretace hmotnostniho spektra

Urceni hmotnosti

Zjisténi molarni hmotnosti je zdkladnim krokem pro identifikaci neznamé molekuly.
Odecitani hmotnosti z hmotnostniho spektra zdsadné zavisi na pouzité ionizacni
technice a zjiS§ténd hmotnost je pouze monoizotopickd. U tvrdych ionizacnich technik
muze pik iontu ptivodni molekuly uplné chybét. Pokud je ptfitomen, jedna se o pik
molekulového iontu a Ize piimo odecist monoizotopickou hmotnost molekuly, ktera je
Ciselné shodna s hodnotou m/z°. Pti pouziti mékkych ioniza¢nich technik je pik iontu
puvodni molekuly ve spektru vzdy pfitomny a zpravidla byva i zékladnim pikem. Jedna
se vzdy o molekulovy adukt, nejcastéji s vodikovym, n€kdy se sodnym nebo draselnym

kationtem. Molarni hmotnost molekuly musi byt tedy z m/z vybrané¢ho piku vypocitana.

Dusikové pravidlo

Pokud provadime analyzu organickych latek tvorenych béznymi prvky (uhlik, vodik,
kyslik, sira, chlor, fosfor, fluor, atd.), plati pro tyto prvky, ze pokud maji lichy (resp.
sudy) pocet valen¢nich elektronli, je licha (resp. sudd) i jejich relativni atomova
hmotnost. Jedinou vyjimkou je dusik, ktery ma pét valen¢nich elektront a jeho relativni
atomovd hmotnost je sudd. Z toho vyplyva dusikové pravidlo - pokud sloucenina
obsahuje sudy pocet dusikovych atomti jeji monoisotopicky molekulovy iont bude
detekovan se sudym m/z. Stejné¢ tak molekulovy iont s lichym poctem atomt dusik
bude mit lichy m/z. Pro iontové adukty, nebo ionty se sudym poctem elektronti plati

dusikové pravidlo obraceng.

6 U pfistroji s dostateCnym rozliSenim je tieba uvazovat i hmotnostni Ubytek zptisobeny odtrzenym
elektronem.
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Prirodni izotopové smési

Kvili rtiznému zastoupeni izotopli v molekulach analytu muize byt pik iontu
obklopen mnoha mensimi piky, které lze odliSit na pfistroji s dostatecné velkym
rozliSenim. Tyto piky jsou izotopology — odpovidaji iontim se stejnym sumdarnim
vzorcem liSicim se pouze izotopovym slozenim. Pro snadnou orientaci v izotopickém
klastru se izotopology zpravidla znaci jako A+n (m/z vétsi o n Th), kde A pfedstavuje
monoizotopicky pik.

Vétsina prvkii ma vice nez jeden pfirozeny izotop. V pfirodé se izotopy jednoho
prvku vyskytuji vzdy ve stejném poméru typickém pro dany prvek. Tento pomér se
promitd 1 do hmotnostnich spekter sloucenin. Zastoupeni jednotlivych izotopologl
nékolika nejbéznéjsich prvki je srhnuto v tabulce 1. Uhlik se rovnéz vyskytuje v pfirodé
v izotopické smési. Zastoupeni uhliku “C je tak nizké (stopové), Ze neni uvazovan.
Uhlik "*C naopak tvofi ptiblizné 1,1 % veskerého uhliku a pomoci intenzity izotopologt
analyzované latky lze odhadnout pocet uhlikli ve vzorku, viz tabulka 2 str. 22.

Tabulka 1 Prirodni izotopové zastoupeni béznych prvki. RC relativni intenzita piku;
prevzato z literatury [15].

Prvek A y At y A+2 y Typ prvku®
Ar RC (%) Ar RC (%) Ar RC (%) |”
H 1 100 2 0,015 A
C 12 100 13 1,1 A+l
N 14 100 15 0,37 A+l
o 16 100 17 0,04 18 0,2 A+2
F 19 100 A
Si 28 100 29 5,1 30 3,4 A+2
P 31 100 A
S 32 100 33 0,79 34 4,4 A+2
Cl 35 100 37 32 A+2
Br 79 100 81 97,3 A+2
1 127 100 A

Neutralni ztraty

Pfi fragmentaci iontll se sudym poctem elektronti (u mekkych ionizacnich technik)
dochazi nejcastéji ke vzniku fragmentd ztratou stabilni neutrdlni molekuly. Protoze
neutrdlni molekuly nelze detekovat, lze tyto ztraty pozorovat pouze jako rozdil
ve hmotnosti dvou iontll. Znalost neutralnich ztrat pomaha objasnit strukturu analytu.

Rozdily v m/z porovnavanych pikll v rozmezi 4-14 Th a 21-25 Th patii do tzv.
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zakazanych ztrat. Tyto rozdily nemohou byt vysvétleny ztratou stabilni neutralni
molekuly a jejich pfitomnost znamend, Ze porovnavané piky nejsou prekurzorovy a
produktovy iont, nebo doslo k vzacnému jevu odstépeni radikélu.

Tabulka 2 Izotopové prispevky uhliku - relativni intenzita oproti zakladnimu piku A.
Prevzato z literatury [15].

A+l A+2 A+l A+2 A+3
C, 1,1 0 Ce 18 1,5 0,1
C, 2,2 0,01 C, 19 1,7 0,1
C, 3,3 0,04 C 20 1,9 0,1
o 44 0,07 C, 21 2,1 0,1
C, 5,5 0,12 C, 22 2,3 0,2
C, 6,6 0,18 C, 24 2,8 0,2
C, 7,7 0,25 C,. 26 3,3 0,3
¢ 8,8 0,34 C, 29 3,9 0,3
o8 9,9 0,44 C,. 31 4,5 0,4
Co 11 0,54 C, 33 5,2 0,5
C. 12,1 0,67 C,. 39 7,2 0,9
C., 13,2 0,8 C. 44 9,4 1,3
C. 14,3 0,94 C., 55 15 2,6
C. 15,4 1,1 C. 66 21 4,6
C. 16,5 1,3 C.oo 110 60 22

1.3 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejnizs§i koncentrace analytu, pti které je presnost
stanoveni takova, Ze lze provést kvantifikaci. Urceni LOQ pii uziti hmotnostniho
spektrometru lze provést dvéma zpiisoby: empirickou metodou - prométeni fedici fady
a statistickou metodou - vypoctem ze Sumu z opakovaného méfeni blanku [16]. Obecné

se u MS povazuje za vhodnéjs$i metoda empiricka.

Mez stanovitelnosti je tedy koncentrace v takovém fedéni, které je krajnim bodem
linedrniho dynamického rozsahu. Linedrni dynamicky rozsah se z namétenych hodnot
fedici fady uréi pomoci QC a R koeficienti. QC koeficient se pocitd podle rovnice 5 str.
23, kde y; namétfena hodnota, y teoreticka hodnota y; vypoctena z regresni rovnice

pfimky, y primér hodnot y;.
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A 2
Yi— Vi
(==
0C=100-| —L— (5)
n—1
Korela¢ni koeficient R se pocita podle rovnice 6, kde X; je odchylka hodnoty x; od
praméru hodnot x;, ¥; odchylka hodnoty y; od priméru hodnot y;.. Linearita se obecné
povazuje za prokazanou, kdyZ R je vétsi nez 0,99 a QC je mensi nez 5 %. Méfeni je
vhodné provadét alespon v tripletu a plati, ze relativni smérodatnd odchylka pro

jednotlivé koncentrace nesmi ptesahnout 20 %.

R= Z(Xi'Yi) (6)
VE (X (rp)

1.4 Cil prace

Cilem této prace je identifikovat ropinirol a jeho necistoty pomoci hmotnostni
spektrometrie, pfifadit kazdé latce strukturni vzorec a objasnit jejich fragmentaci
méfenim na trojitém kvadrupodlu. DalSim cilem je urcit mez stanovitelnosti jednotlivych

latek métenim v SRM mddu trojitého kvadrupolu.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 PouZité chemikalie

Rozpoustédlo pro piipravu vzorkl byl 50% acetonitril pfipraveny smisenim stejné¢ho

objemu 100% acetonitrilu a deionizované vody. Mobilni faze A byl Cisty acetonitril,

mobilni faze B byl roztok 0,1% kyseliny mravenci v deionizované vodé pfipraveny

smisenim obou &istych rozpoustédel v poméru 1:1000. Cisty acetonitril byl acetonitril s

Cistotou >99.9 % LC-MS Chromasolv od firmy Fluka Analytical. Kyselina mravenci

byla pro analyzu ACS s Cistotou 98-100 % od firmy Merck. Deionizovana voda byla

precisténa na Milli-Q Water Purification System.

2.2 Vzorky

Vzorky jsou ropinirol a pét jeho necistot. Latky byly syntetizovany a dodany firmou

SmithKline Beecham Pharmaceuticals (Tonbridge, UK) v roce 1998 vcetné ndkresu

jejich struktur bez legendy, viz obrazek 9.

N(CH,CH,CHj),.HCI N(CH,CH,CH3),.HCI N(CH,CH,CHs),.HCI
O a
N 0 N N 0
H H 0 H
ropinirole {15} {3}

hydrochloride {9}

HCLHN/\I/\/ HNCH,CH,CH;.HCI N(CH,CH,CHs),.HCI

N (0] N
H H H

{11} {8} 8}

Obrazek 9 Struktury latek. Prevzato z clanku [17].
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Vsechny latky byly v praSkovém stavu ulozené v uzavienych sklenénych vialkach s
oznacenim specifickymi kody farmaceutické firmy. Vzorky byly ziskdny pro ucely
vyzkumu jejich vlastnosti z hlediska separace kapalinovou chromatografii [17] a

kapilarni zéonovou elektroforézou [18].

2.3 Instrumentace

Hmotnostni spektra byla méfena na sestavé kapalinového chromatografu Agilent
1290 Infinity UHPLC s pumpou QuatPump G4204A a hmotnostniho spektrometru
Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS. Méfeni byla provadéna pii pritoku
mobilni faze 0,200 ml/min za laboratorni teploty 21°C bez zapojené kolony. Mobilni
faze byly roztoky A a B v poméru 50:50. Nastiik byl 0,10 ul s oplachem jehly po dobu
3 s pii teplot¢ 15°C. Kapildra v elektrospreji byla vyhtivana na 320°C a bylo na ni
vloZeno napéti 5 kV. Tlak zmlZzujiciho plynu byl 40 psi.

2.4 Postup

Vzorky pro méfeni o koncentraci 0,5 mg/ml jsem pfipravila rozpusténim
praskovych vzorkli v 50% acetonitrilu v celkovém objemu 2 ml. Kazdy vzorek jsem
nejdiive zméfila jako TIC spektrum a poté proméfila jejich spektra s CID fragmentaci
s rozsahem fragmentacnich energii 5-25. Pfi porovnani namétenych spekter jsem pro
kazdy vzorek zvolila takovou fragmentacni energii, pii které byl ve spektru jesté patrny
prekurzorovy iont. Poté jsem pii této fragmentacni energii v modu skenovéni

produktovych ionti zméfila spektra fragmentace izotopického klastru kazdého vzorku.

Pro méfeni LOQ vzorki v . médu MRM jsem z naméfenych spekter CID
fragmentace vybrala produktové ionty, které byly v danych spektrech nejcetnéjsi a
fragmentacni energii, pii které byl vybrany pik zvoleného iontu nejintenzivnéjsi.
Z rozpusténych vzorkll v koncentraci 0,5 mg/ml jsem pfipravila fedici fadu s fedénim:
8x, 8x, 8x, 4x, 4x, 4x, 2x, 2x, 2x, 2x, 2x. Kazdy vzorek jsem m¢fila tfikrat a poté
zm¢étila Cisté rozpoustédlo jako blank. Do urceni lineraniho dynamického rozsahu a
meze stanovitelnosti jsem zapocitala pouze fedéni, u kterych je relativni smérodatna

odchylka mensi nez 20 %.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Vzorek 1

Zakladnim pikem TIC spektra, viz tabulka 3, je pik 261,2, ktery odpovida
protonované molekule latky. Z toho vyplyva, Ze monoizotopickd hmotnost molekuly
vzorku 1 je 260,2. Tato hmotnost odpovida ropinirolu nebo jeho izomerni necistoté.
Piky 262,2 a 263,2 jsou izotopology piku 261,2. Zbyvajicimi piky TIC spektra jsou piky
114,1 a 160,1.

Tabulka 3 Zaznam TIC hmotnostniho spektra vzorku 1. Pro grafické zobrazeni spektra
viz obrazek 10 str. 42.

m/z (Th) Relativni intenzita (%)

114,1 3,38
160,1 1,35
261,2 100,00
262,2 18,76
263,2 1,74

Ve spektru CID fragmentace s kolizni energii 20 jsou oba ionty stale pfitomné a pik
iontu 114,1 je velmi intenzivni, viz tabulka 4. To znamend, Ze tento iont je poméerné
stabilni. V dostupnych ¢lancich o ropinirolu je tento iont ¢asto zmiflovan jako idealni
pro kvantifikaci ropinirolu v matrici pomoci MRM modu [20, 21]. To je umoznéno
pravé jeho velkou intenzitou, diky které je pfi fragmentaci ropinirolu vzdy zakladnim

pikem fragmentacniho spektra.

Tabulka 4 Zaznam hmotnostniho spektra produktovych iontii prekurzoru 261,2

vzorku 1. Meéreno pri fragmentacni energii 20, pro grafické zobrazeni spektra viz
obrazek 11 str. 42.

m/z (Th) Relativni intenzita (%) m/z (Th) Relativni intenzita (%)
43,1 1,41 105,1 0,67
44,0 1,12 114,1 100,00
58,0 0,50 117,1 1,03
72,1 5,15 132,1 8,99
86,1 17,45 160,1 17,64
102,1 0,50 261,2 3,05
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Iont s m/z 114,1 je v literatufe popisovan jako alkylimoniovy kationt vznikly
fragmentaci terciarnich aminii [22, 23]. Relativni intenzity izotopologti 115,1 a 116,1 a
dusikové pravidlo potvrzuji, ze iont ma sumarni vzorec C;H4N. ProtoZe tento iont ma
u vzorku 2 mnohem mensi intenzitu a neni ani zédkladnim pikem fragmenta¢niho
spektra vzorku 2, mohu potvrdit, Ze vzorek 1 je ropinirol (struktura {9}) neboli
4-[2-(dipropylamino)ethyl]-2H-indol-2-on.

Z téchto faktl a strukturniho vzorce ropinirolu vyplyva, ze iont 114,1 je N,N-
dipropylmethaniminium. Ionty 86,1 a 72,1 odpovidaji neutralni ztraté¢ ethenu (resp.
propenu) z iontu 114,1 a jedna se o N-methyl-N-propylmethaniminium a N-
propylmethaniminium. Dal$i vyznamné piky patii iontim 160,1 a 132,1. Vzhledem ke
struktuie ropinirolu jsem sumadarni vzorec iontu 160,1 s pomoci izotopologl, viz
tabulka 5 a dusikového pravidla odhadla jako C;oH;(NO odpovidajici fragmentovému
iontu vznikajicimu neutralni ztratou dipropylaminu z 2-(N,N-dipropylamino)ethylového
zbytku. Jedna se pravdépodobné o 4-ethenyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-indolium. Pik 132,1
ma hodnotu m/z ptesné o 28 Th mensi nez pik 160,1 a proto pfedpoklddam, ze vznikl
neutralni ztratou oxidu uhelnatého z oxindolového jadra [19] iontu 160,1.

Tabulka 5 Hmotnostni spektrum produktovych iontii prekurzoru z izotopického klastru

iontu 261,2 vzorku 1. Mereno pri fragmentacni energii 20, pro grafické zobrazeni
spektra viz obrazek 12 str. 42.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
43,1 1,53 116,1 0,29
44,0 1,26 117,1 1,02
58,0 0,52 118,1 0,09
72,1 5,31 132,1 8,83
73,1 0,22 133,1 0,87
86,1 17,74 160,1 16,91
87,1 1,01 161,1 1,95
102,1 0,50 162,1 0,14
105,1 0,67 261,2 2,74
106,1 0,10 2622 0,51
114,1 100,00 2632 0,06
115,1 8,49

Zbylé piky presahujici 1 % relativni intenzity jsou piky 43,1, 44 a 117,1. Iont 43,1

neobsahuje dusik a jeho hmotnost odpovidd propylovému karbokationtu. lont 44
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obsahuje jeden atom dusiku a domnivam se, ze se jednd o methylmethaniminium. Oba
tyto ionty vznikaji odStépenim stabilni molekuly z iontu 72,1. V prvnim piipad¢ jde o
ztratu ethylaminu a ve druhém o ztratu propenu. Iont 117,1 vznikd fragmentaci iontu
132,1. Rozdil v m/z tedy ¢ini 15 Th, z ¢ehoz vyplyva, Ze se nejedna o ztratu neutralni
molekuly, protoze ubytek 15 Da patii do tzv. zakazanych ztrat. Zaroveii ma tento iont
lichou hodnotu m/z, pfestoze ztrata 15 Da nemohla byt zplisobena odstépenim jakékoli
formy dusiku. Z téchto faktd soudim, Ze se nejpravdépodobnéji jedna o kation-radikal
vznikajici odtrzenim methylového radikalu.

Vsechny uvedené reakce jsem shrnula ve schéma fragmentace, viz obrazek 24
str. 47.

Z naméfenych spekter vyplyva, Ze pro stanoveni vzorku 1 v médu SRM je ideéalni
ptechod 261,2—114,1 pfi fragmentacni energii 15. Touto metodou jsem z namétenych
udajt, viz tabulka 17 str. 53, ur¢ila mez stanovitelnosti na 0,954 ng/ml a horni mez
linedrniho dynamického rozsahu na 7,81 pg/ml s korelacnim koeficientem 1,0000 a QC

koeficientem 0,7855.

3.2 Vzorek 2

Hmotnostni TIC spektrum vzorku 2 je prakticky shodné s TIC spektrem vzorku 1,
viz tabulka 6. Zakladni pik a jeho izotopology maji téméf stejné pomery jako u vzorku 1
a maji totozné hodnoty m/z, coz potvrzuje, ze oba vzorky maji stejny sumarni vzorec
Ci¢H2sN,O a monoizotopickou hmotnost 260,1. Proto se domnivam, Ze se jednd o

strukturni izomer vzorku 1.

Tabulka 6 Zaznam TIC hmotnostniho spektra vzorku 2. Pro grafické zobrazeni viz
obrazek 13 str. 43.

m/z (Th) Relativni intenzita (%)

114,1 0,70
132,1 0,58
160,1 4,56
161,1 0,53
2612 100,00
2622 18,73
2632 1,73
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Ve spektru vzorku 2 je ale pik 114,1 podstatné méné intenzivni. To znamena, ze iont
114,1 je u vzorku 2 mnohem méné stabilni nez u vzorku 1. Tento rozdil je zplsoben
zménou ve struktuie (alkylamino)alkylového zbytku navdzaného na oxindol. Jak uz
jsem zminila v diskuzi u vzorku 1 pravé skutecnost, ze pik 114,1 je u vzorku 2 tak malo
intenzivni povazuji za jeden z dikazl, ze vzorek 1 je ropinirol a vzorek 2 jeho izomerni
necistota {11}, tj. 4-{2-[(2-methylpentyl)dipropylamino]ethyl}-2H-indol-2-on. Tomu
odpovida i ptedpoklad, ze pik 114,1 je zde tak mdlo intenzivni, protoZe se jednd o mén¢
stabilni N-(2-methylpentyl)methaniminium vzniklé ze sekundarniho aminu.

Pik 160,1 je zdkladnim pikem fragmentacniho spektra, viz tabulka 7. Z n¢ho
odstépenim molekuly oxidu uhelnatého vznikd iont 132,1 (rozdil 28 Th). Ten déle
podléhd ztraté kyanovodiku, jak potvrzuje rozdil 27 Th a dusikové pravidlo za vzniku
tontu 105,1.

Prvnim zasadnim rozdilem oproti fragmenta¢nimu spektru vzorku 1 je pfitomnost
pikd 148,1, 57,1 a 85,1. Pik 148,1 znaci iont 4-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-indolium
vznikly ztrdtou propylmethaniminu. Tato ztrdta je mozna, protoze ve zbytku je
sekundarni amin namisto terciarniho. Pfitomnost piku 148,1 povazuji za dalsi z dtkazu,
ze vzorek 2 neni ropinirol. Dal§i vyznamné piky patii iontim 57,1 a 85,1. Protoze se
nevyskytuji ve spektru fragmentace vzorku 1, lze odvodit, ze jsou to ionty vzniklé
fragmentaci alkylového zbytku typického pro vzorek 2. Iont 85,1 odpovida
karbokationtu 2-methylpent-2-ylia vzniklému ztratou methyliminu z iontu 114,1. Tont
57,1 s ibytkem 28 Da odpovida ztraté ethenu z iontu 85,1.

Tabulka 7 Zaznam hmotnostniho spektra produktovych ionti prekurzoru 261,2

vzorku 2. Meéreno pri fragmentacni energii 20, pro grafické zobrazeni spektra viz
obrazek 14 str. 43.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
41,0 0,90 115,1 0,84
43,1 18,21 117,1 2,53
44,0 32,22 132,1 26,96
57,1 5,98 148,1 3,08
85,1 3,43 160,1 100,00
105,1 1,44 177,1 0,76
114,1 20,57 261,2 4,01
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Vzhledem k absenci piku 72,1 a strukturnimu vzorci vzorku 2 se domnivam, ze iont
43,1 vznika z iontu 85,1 ztratou propenu a iont 44 vznika z iontu 114,1 ztratou pentenu.
Tyto piky znalici propylovy karbokationt (43,1 Th) a methylmethaniminium (44 Th)
jsou u vzorku 2 mnohem vice intenzivni oproti vzorku 1. To je zptisobeno mensi
stabilitou jejich prekurzort.

Zbyvajicimi piky jsou pik 105,1 a 117,1. Oba ionty maji ptivod v iontu 132,1. Iont
105,1 s ubytkem 27 Da vznikd ztratou kyanovodiku a iont 117,1 odStépenim
methylového radikalu. Pro grafické zobrazeni fragmentace vzorku 2 viz obrazek 25
str. 48.

Z naméfenych spekter jsem urcila, Ze pro stanoveni vzorku 2 v moédu SRM je idedlni
ptechod 261,2—160,1 pfi fragmentacni energii 17. Touto metodou jsem z naméfenych
udaji, viz tabulka 18 str. 54, ur¢ila mez stanovitelnosti na 0,954 ng/ml a horni mez
linearniho dynamického rozsahu na 62,5 pg/ml s korelaénim koeficientem 0,9999 a QC

koeficientem 4,3359.

3.3 Vzorek 3

Zakladni pik TIC spektra je 301,2 a piky 302,2 a 303,2 jsou jeho izotopology, viz
tabulka 8 str. 31. Pik 301,2 oznacuje adukt molekuly s vodikovym kationtem, z toho
vyplyva, Ze monoizotopickd hmotnost vzorku je 300,2. Ta se od hmotnosti ropinirolu
1181 presné o 40 Da. Dale jsou v TIC spektru ptitomny piky 114,1 a 200,1. Iont 114,1 byl
jiz diskutovan a zna¢i N,N-dipropylmethaniminium. Iont 200,1 ma m/z vys$si presné o
40 Th oproti iontu 160,1, ktery se vyskytoval ve spektru ropinirolu. Z toho vyvozuji, ze
se jedna o iont vznikly stejnou fragmentaci, tj. ztratou dipropylaminu. Jeho pfitomnost
potvrzuje, Ze hmotnostni nadbytek vzorku 3 oproti ropinirolu je zptisoben substituentem
na oxindolu. Z téchto faktl vyplyva, Ze vzorek 3 je nelistota {18}, tj. 3-propyliden-
4-[2-(dipropylamino)ethyl]-2H-indol-2-on. Zbylé piky TIC spektra jsou necistoty
vzorku 3.

Zakladnim pikem fragmentacniho spektra je 114,1 a ve spektru jsou i piky 72,1
a 86,1, které vznikaji jeho dalsi fragmentaci, viz tabulka 9 str. 31. Pomé&rn¢ intenzivni je
pik 172,1 , ktery ma m/z o 28 Th nizsi oproti piku 200,1 a jedna se o jeho produktovy
iont vznikly ztratou oxidu uhelnatého. Ten déle odstépuje methylovy radikal (15 Da)
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Tabulka 8 Zaznam TIC hmotnostniho spektra vzorku 3. Pro grafické zobrazeni spektra
viz obrazek 15 str. 43.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
114,1 445 291,4 0,61

2001 2,30 300,1 0,54

2612 4,26 301,2 100,00

2752 2,90 302,2 22,18

2762 1,07 303,2 2,40

z propenylového zbytku za vzniku iontu 157,1. Produktem fragmentace iontu 200,1 je
také iont 158,1 se ztratou 42 Th odpovidajici propenu, ktery se odstépil z oxindolového
jéadra.

Iont 202,1 je 4-ethyl-2-oxo-3-propyliden-2,3-dihydro-1H-indolium, jehoz vznik je
umoznén neutrdlni ztratou N-propylpropan-1-iminu. Tato ztrata je mozna v disledku
zvySeni elektronové hustoty na oxindolu vlivem kladného indukéniho efektu

propylidenu.

Tabulka 9 Zdznam hmotnostniho spektra produktovych iontii prekurzoru 301,2
vzorku 3. Méreno pri fragmentacni energii 20, pro grafické zobrazeni viz obrazek 16
str. 44.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)

43,0 0,77 160,2 0,79

72,1 2,74 170,0 0,82

86,1 10,27 171,0 0,89
100,1 1,80 172,1 7,50
102,1 1,48 173,1 0,03
114,1 100,00 182,1 0,80
143,1 0,82 185,1 0,66
144,1 0,93 2001 22,54
157,1 3,47 202,1 5,10
158,1 3,99 301,2 4,13

Zbyvajici dvojice pikt 100,1 a 102,1 mad dle mého nazoru pivod v molekule
vzorku 3 protonizované na dusiku 2-(N,N-dipropylamino)ethylového zbytku namisto
na dusiku oxindolu. Iont 102,1 je N-propylpropan-l-aminium a iont 100,1 je N-
propylpropan-1-iminium. Zatimco iont 102,1 vznikl i u vzorku 17 a u vzorku 2 ne (coz

potvrzuje, ze se jedna o dalsi iont typicky pro 2-(N,N-dipropylamino)ethylovy zbytek),

7 U vzorku 1 nebyl diskutovan, protoze jeho intenzita byla mensi nez 1 %.
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iont 100,1 je unikatni pro spektrum vzorku 3 a pravdépodobné je jeho vznik umoznén
indukénim efektem, stejné jako u iontu 202,1.

Uvedené reakce jsou shrnuty ve schéma fragmentace, viz obrazek 26 str. 49.

Z namétenych spekter jsem urcila, Ze pro stanoveni vzorku 3 v moédu SRM je ideélni
piechod 301,2—114,1 pti fragmentacni energii 15. Touto metodou jsem z naméfenych
udajii, viz tabulka 19 str. 55, urc¢ila mez stanovitelnosti na 0,477 ng/ml a horni mez
linedrniho dynamického rozsahu na 62,5 pg/ml s korelacnim koeficientem 0,9999 a QC

koeficientem 3,1777.

3.4 Vzorek 4

Vzorek 4 se od ostatnich sloucenin li§i 1 svym vzhledem. Vzorek v pevném stavu
byl syté oranzovo-Cerveny a zbarveni si uchoval i po rozpusténi. Tato vlastnost
naznacuje piitomnost konjugovanych dvojnych vazeb.

V TIC spektru je zékladni pik 275,2 s m/z vétsi o 14 Th oproti zdkladnimu piku
ropinirolu (261,2), viz tabulka 10. Z toho vyplyva, Ze tato slouCenina ma oproti

ropinirolu molarni hmotnost o 14 Da vyssi, tj. 274,2 Da.

Tabulka 10 Zaznam TIC hmotnostniho spektra vzorku 4. Pro grafické zobrazeni viz
obrdzek 17 str. 44.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%)

114,1 1,46
174,1 1,35
261,2 0,95
275,2 100,00
276,2 18,82
2717,2 2,01

Dalsi vyznamné piky jsou 174,1 a 114,1. Domnivam se, Ze pik 174,1 je obménou
piku 160,1 (vznikd z pivodni molekuly protonované na dusiku indolu ztratou
dipropylaminu) u vzorku 1, z ¢ehoz vyplyva, Ze hmotnostni nadbytek 14 Da oproti
ropinirolu je zpiisoben substituentem navazanym piimo na oxindolu. Ze srovnani
relativnich intenzit zdkladniho piku a jeho izotopologi s jejich ekvivalenty u vzorku 1
plyne, Ze rozdil ve struktufe oproti ropinirolu zplsobil pouze malé zvySeni pfispévku

M+1 piku (262,2 vs. 276,2) a velké zvySeni piispévku M+2 piku (263,2 vs. 277,2).

32



Jediny bézny prvek, ktery muze takové zmény zptisobit je kyslik. Z téchto fakti a
ptitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb vyplyva, Ze vzorek 4 je necistota {15}, tj.
4-[2-(dipropylamino)ethyl]-1H-indolo-2,3-dion. Pik 114,1 je pik typicky pro 2-(N,N-
dipropylamino)ethylovy zbytek a byl uz diskutovan. Zbyvajici pik 261,2 je necistota
vzorku 4.

Zakladnim pikem spektra CID fragmentace s fragmentacni energii 20 je jiZ zminény
pik 114,1, viz tabulka 11, coz je 2-(N,N-dipropylamino)methylium. To je potvrzeno

pritomnosti iontd 86,1 a 72,1, které vznikaji jeho dalsi fragmentaci. Z iontu 72,1 poté

------

Tabulka 11 Zaznam hmotnostniho spektra produktovych iontu prekurzoru 275,2
vzorku 4. Meéreno pri fragmentacni energii 20, pro grafické zobrazeni spektra viz
obrdzek 18 str. 44.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
43,1 1,47 103,1 11,56
44,0 1,40 114,1 100,00
58,0 0,52 118,1 1,92
60,0 0,51 119,0 2,91
72,1 10,07 146,1 8,84
77,0 0,59 156,1 0,53
86,1 17,40 174,1 88,35
91,0 0,51 2752 10,40
102,1 4,87

Druhym nejintenzivnéj$im pikem je uZ zminény pik 174,1. Ten znaci 4-ethenyl-2,3-
dioxo-2,3-dihydro-1H-indolium. Jeho dalsi fragmentaci, konkrétné ztratou oxidu
uhelnatého vznika iont 146,1. Iont 146,1 je prekurzorem pro tii dalsi ionty - 103,1,
118,1 a 119. Tont 103,1 odpovida ztrat¢ kyseliny isokyanaté (43 Da), iont 118,1 ztraté
druhé molekuly oxidu uhelnatého (28 Da) a pik 119 ztrat¢ kyanovodiku (27 Da).

Zbyvajicim pikem je iont 102,1 vznikajici pfi fragmentaci molekuly vzorku
protonizované na dusiku 2-(N,N-dipropylamino)ethylového zbytku. VSechny uvedené
reakce jsem shrnula do schématu fragmentace, viz obrazek 27 str. 50.

Z namétenych spekter jsem urcila, ze pro stanoveni vzorku 4 v médu SRM je ideélni
piechod 275,2—114,1 pti fragmentacni energii 17. Touto metodou jsem z naméefenych

udajii, viz tabulka 20 str. 56, ur¢ila mez stanovitelnosti na 0,954 ng/ml a horni mez
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linearniho dynamického rozsahu na 62,5 pg/ml s korelacnim koeficientem 1,0000 a QC

koeficientem 2,6686.

3.5 Vzorek 5

V TIC spektru je zfejmy izotopicky klastr naznacujici vyskyt chloru, viz tabulka 12
str. 34. Zakladni pik patfici protonizované molekule a jeho M+2 pik jsou v poméru
piiblizné 3:1, coz je charakteristické pro pfitomnost pravé jednoho atomu chloru.
Zaroven je molarni hmotnost vzorku 5 o 34 Da vyssi oproti molarni hmotnosti
ropinirolu. Z téchto faktl vyplyva, ze vzorek 5 se od ropinirolu 1i§i substituci jednoho
atomu chléru namisto jednoho atomu vodiku® a jedna se o necistotu {3}, tj. 5-chloro-
4-[2-(dipropylamino)ethyl]-2H-indol-2-on.

Tabulka 12 Zdznam TIC hmotnostniho spektra vzorku 5. Pro grafické zobrazeni viz
obrazek 19 str. 45.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
114,1 0,54 296,2 17,67
194,0 1,25 297,2 32,68
261,2 1,49 298,2 5,70
2752 1,74 299,2 0,58
2952 100,00 301,2 0,83

Dalsi vyznamné piky v TIC spektru jsou pik 194,1, ktery odpovida piku 160,1 s
hmotnostnim nadbytkem zplisobenym ptitomnosti chloru, a pik 114,1 charakteristicky
pro 2-(N,N-dipropylamino)ethylovy zbytek.

Zakladnim pikem fragmenta¢niho spektra s fragmentacni energii 25 je pik 194, viz
tabulka 13 str. 35. Jedna se o S5-chloro-4-ethenyl-2-ox0-2,3-dihydro-1H-indolium.
Ptritomnost chloru potvrzuje pik 196, ktery ma relativni intenzitu 30 %, viz tabulka 14
str. 36. Z iontu 194 vznikaji ionty 158,1 a 159,1, které nemaji M+2 piky v poméru 3:1 a
vznikly tedy ztratou chloru. V piipade piku 158,1 jde o neutrdlni ztratu chlorovodiku,
ktera odpovida snizeni monoizotopické hmotnosti iontu o 36 Da. Z tohoto iontu dale
vznika ztratou oxidu uhelnatého iont 130,1. U iontu 159,1 doslo k radikalovému
odstépeni chloru (35 Da), tomu odpovidd i licha hodnota m/z, ktera vzhledem k

zachovani dusiku ve struktufe ukazuje na radikdlovy charakter fragmentu.

8 Monoizotopickd hmotnost atomu chloru je 35 Da.
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Jediny dalsi pik s izotopickym klastrem odpovidajicim iontu s chlérem je pik 166°.
Ten mé hodnotu m/z o 28 Th niZ8i oproti zakladnimu piku 194 - to znaci, Ze vznikl
neutralni ztratou oxidu uhelnatého. Z tohoto iontu dalsi fragmentaci vznikaji ionty s m/z
130,1 a 131,1. Oba tyto piky nemaji izotopicky klastr 3:1, vznikly tedy odstépenim
chléru. Tyto ionty jsou obdobou iontd 158,1 a 159,1 - iont 130,1 ma ptivod ve ztraté
chlorovodiku a iont 131,1 v od$tépeni chlorového radikalu. Oba ionty podléhaji dalsi
fragmentaci. Z iontu 130,1 se uvoliiuje molekula kyanovodiku a vznika iont 103,1. Iont
131,1 ztraci methanimin za vniku iontu 102. Ve spektru fragmentace jsou pfitomny

také piky 43,1 a 44 znacici propylovy karbokation a N-methylmethaniminium.

Tabulka 13 Zdznam hmotnostniho spektra produktovych iontu prekurzoru 295,2
vzorku 5. Pro grafické zobrazeni spektra viz obrazek 20 str. 45.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
43,1 3,12 131,1 12,86
44,0 1,47 149,0 0,80
60,1 0,38 151,0 0,90
72,1 10,78 158,1 16,75
86,1 15,39 159,1 74,66
102,0 1,80 166,0 35,71
102,1 4,54 194,0 100,00
103,1 3,25 253,1 1,00
114,1 64,99 2952 10,48
130,1 15,82

Poslednim pikem je pik 102,1  vznikajici pfi fragmentaci molekuly vzorku
protonizované¢ na dusiku 2-(N,N-dipropylamino)ethylového zbytku. Pro schéma
fragmentace vzorku 5 viz obrazek 28 str. 51.

Z namétenych spekter vyplyva, Ze pro stanoveni vzorku 5 v modu SRM je idealni
pfechod 295,2—194 pfi fragmentacni energii 20. Touto metodou jsem z naméfenych
udaji, viz tabulka 21 str. 57, urcila mez stanovitelnosti na 7,63 ng/ml a horni mez
linearniho dynamického rozsahu na 62,5 pg/ml s korelaénim koeficientem 0,9999 a QC

koeficientem 3,8555.

9 Piky 166 a 168 v poméru cca 3:1.
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Tabulka 14 Hmotnostni spektrum produktovych iontit izotopického klastru iontu
295,2. Meéreno pri fragmentacni energii 25. Pro grafické zobrazeni spektra viz obrazek
21 str. 45.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
43,1 3,75 151,0 1,10
440 1,82 152,9 0,41
60,1 0,80 158,1 21,12
72,1 13,60 159,1 88,22
73,1 0,66 160,1 10,48
86,1 19,84 161,1 0,55
87,1 1,20 166,0 36,25
102,0 1,84 167,0 3,44
102,1 4,27 168,0 10,77
103,1 4,95 169,0 0,94
114,1 85,65 194,0 100,00
115,1 9,62 195,0 10,04
130,1 19,50 196,0 30,04
131,1 18,59 197,0 2,92
132,1 1,50 295.1 10,02
139,0 0,82 296,2 1,95
146,0 0,95 2972 3,86
148.9 1,04 298.2 0,54
3.6 Vzorek 6

Zakladnim pikem TIC spektra je pik 219,1 odpovidajici molekulovému aduktu s
vodikovym kationtem, viz tabulka 15. Piky 220,1 a 221,1 jsou jeho izotopology.
Monoizotopickd hmotnost vzorku 6 je tedy 218,1 Da. Hmotnostni tubytek oproti

molekule ropinirolu je 42 Da.

Tabulka 15 Zaznam hmotnostniho TIC spektra vzorku 6. Pro grafické zobrazeni viz
obrdzek 22 str. 46.

m/z (Th) Relativni intenzita (%)

132,1 2,39
148,1 1,49
160,1 19,88
161,1 2,35
219,1 100,00
220,1 15,36
221,1 1,32
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Dalsi piky v TIC spektru jsou 132,1 a 160,1 typické pro oxindolové jadro ropinirolu.
Na rozdil od ropinirolu je zde iont o m/z 148,1. Tento iont obsahuje podle dusikového
pravidla jeden atom dusiku a pravdépodobné zna¢i 4-methyl-2-0x0-2,3-
dihydro-1H-indolium, jehoz vznik neutralni ztratou propylmethaniminu je umoznén
pritomnosti sekundarniho aminu v (alkylamino)alkylovém zbytku. Zaroven zde chybi
pik 114,1 a neni ani ve fragmentacnim spektru. Z toho vyplyvé, Ze molekula neobsahuje
2-(N,N-dipropylamino)ethylovy zbytek. Spolu s hmotnostnim ubytkem z téchto fakth
vyplyva, ze vzorek 6 je necistota {8}, tj. 4-[2-(propylamino)ethyl]-2H-indol-2-on.

Zakladnim pikem fragmenta¢niho spektra méteného s fragmentacéni energii 15 je pik
160,1 (diskutovany uz dfive), viz tabulka 16. Z né&j neutralni ztratou oxidu uhelnatého
vznika iont 132,1. Druhym nejintenzivngj§im pikem je 72,1 odpovidajici N-
propylmethaniminiovému kationtu odstépenému z protonované pivodni molekuly.

Piky 105,1 a 117,1 oznacuji ionty vznikajici dalsi fragmentaci iontu s m/z 132,1 a
piky 43,1 a 44 oznacuji ionty vznikajici fragmentaci iontu 72,1. VSechny tyto ionty byly
jiz diive diskutovany.

Tabulka 16 Zdznam hmotnostniho spektra produktovych iontii prekurzoru 219,1

vzorku 6. Meéreno pri fragmentacni energii 15, pro grafické zobrazeni spektra viz
obrdzek 23 str. 46.

m/z(Th)  Relativni intenzita (%) m/z(Th)  Relativni intenzita (%)
43,1 2,30 120,1 1,10
44,0 4,05 130,9 0,60
72,1 76,30 132,1 35,10
105,1 2,24 148,1 7,90
115,1 1,11 160,1 100,00
117,1 3,20 219,1 7,89

Poslednim pikem ve fragmenta¢nim spektru je pik 115,1. Domnivam se, Ze vznika
ztratou molekuly amoniaku z iontu 132,1. VSechny uvedené reakce jsou shrnuty ve
schématu fragmentace, viz obrazek 29 str. 52.

Z namétfenych spekter jsem urcila, Ze pro stanoveni vzorku 6 v moédu SRM je
idedlni reakce 219,1—160,1 pii fragmentacni energii 12. Touto metodou jsem z
namétenych daja, viz tabulka 22 str. 58, urcila mez stanovitelnosti na 3,81 ng/ml a
horni mez linearniho dynamického rozsahu na 7,81 pug/ml s korelacnim koeficientem

0,9998 a QC koeficientem 4,0165.
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4. 7.avér

V této praci se podatilo objasnit v§echna naméfena hmotnostni spektra a navrhnout
schéma fragmentace pro ropinirol a jeho pét necistot. Empirickou metodou jsem urcila
meze stanovitelnosti a linedrni dynamicky rozsah pro stanoveni vSech analyzovanych

latek hmotnostni spektrometrii v médu SRM.
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Tabulka 17 Redici Fada vzorku 1. RSD relativni smérodatnd odchylka, teoretickd
plocha je vypoctena z regresni rovnice primky.

fedéni

koncentrace

(ug/ml)

W

plocha pikku  plocha primér

smérodatna
odchylka

RSD (%) teoreticka plocha

62,5

1418385
1511705
1408359

1446149,7

56993,48

3,9

1521438

7,81

190120
191014
189290

190141,3

862,20

0,5

190180

0,977

23916
24912
23739

24189,0

632,36

2,6

23772

0,244

5827
5356
5453

5545,3

248,71

4,5

5943

0,0610

1435
1410
1431

1425,3

13,43

0,9

1486

0,0153

353
336
342

343,7

8,62

2,5

371

0,00763

179
180
173

177,3

3,79

2,1

186

0,00381

85
92
80

85,7

6,03

7,0

93

0,00191

46
46
40

44,0

3,46

7,9

46

0,000954

22
24
22

22,7

1,15

5,1

23
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Tabulka 18 Redici 7ada vzorku 2. RSD relativni smérodatnd odchylka, teoretickd

plocha je vypoctena z regresni rovnice primky.

fedéni

, koncentrace

(ng/ml)

plocha piku  plocha primér

smerodatna
odchylka

RSD (%) teoreticka plocha

62,5

889431
906362
883356

893049,7

11922,25

1,3

894813

7,81

124422
127280
125699

125800,3

1431,69

1,1

111852

0,977

15545
16720
16857

16374,0

721,20

4.4

13981

0,244

3894
3968
3842

3901,3

63,32

1,6

3495

0,0610

1008
1013
1011

1010,7

2,52

0,2

874

0,0153

250
248
252

250,0

2,00

0,8

218

0,00763

118
121
122

120,3

2,08

1,7

109

0,00381

60
69
60

63,0

5,20

8,2

55

0,00191

34
31
32

32,3

1,53

4,7

27

0,000954

17
18
14

16,3

2,08

12,7

14

0,000477

11

9,0

2,00

22,2

9
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Tabulka 19 Redici 7ada vzorku 3. RSD relativni smérodatnd odchylka, teoretickd

plocha je vypoctena z regresni rovnice primky.

fedéni

, koncentrace

(ug/ml)

plocha pikku  plocha primer

smérodatna
odchylka

RSD (%) teoreticka plocha

62,5

653275
661677
665614

660188,7

6302,70

1,0

661063

7,81

86044
90984
91456

89494,7

2997,67

3,3

82633

0,977

11094
11541
11239

11291,3

228,05

2,0

10329

0,244

2721
2742
2788

2750,3

34,27

1,2

2582

0,0610

688
717
672

692,3

22,81

3,3

646

0,0153

348
339
356

347,7

8,50

2,4

161

0,00763

173
174
178

175,0

2,65

1,5

81

0,00381

95
82
90

89,0

6,56

7,4

40

0,00191

43
48
53

48,0

5,00

10,4

20

0,000954

25
24
21

233

2,08

8,9

10

0,000477

14
11
12

12,3

1,53

12,4
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Tabulka 20 Redici iada vzorku 4. RSD relativni smérodatnd odchylka, teoretickd

plocha je vypoctena z regresni rovnice primky.

fedéni

koncentrace

(ug/mi)

plocha pikku  plocha primér

smérodatna
odchylka

RSD (%) teoreticka plocha

62,5

522393
534178
559628

538733,0

19030,83

3,5

539350

7,81

72576
71867
72125

72189,3

358,85

0,5

67419

0,977

9782
9925
9336

9681,0

307,21

3.2

8427

0,244

2485
2591
2645

2573,7

81,40

3,2

2107

0,0610

661
641
613

638,3

24,11

3,8

527

0,0153

332
318
336

328,7

9.45

2,9

132

0,00763

153
161
157

157,0

4,00

2,5

66

0,00381

86
75
77

79,3

5,86

7,4

33

0,00191

37
38
35

36,7

1,53

4,2

16

0,000954

18
16
15

16,3

1,53

9,4
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Tabulka 21 Redici rada vzorku 5. RSD relativni smérodatnd odchylka, teoreticka

plocha je vypoctena z regresni rovnice primky.

fedéni

koncentrace

(ng/ml)

plocha piku  plocha primér

smérodatna

odchylka

RSD (%) teoreticka plocha

62,5

104289
107244
100280

103937,7

3495,27

34

104144

7,81

15849
14159
13788

14598,7

1098,59

7,5

13018

0,977

1983
1833
2119

1978,3

143,06

7.2

1627

0,244

536
489
463

496,0

37,00

7,5

407

0,0610

126
130
128

128,0

2,00

1,6

102

0,0153

29
32
28

29,7

2,08

7,0

25

0,00763

14
13
15

14,0

1,00

7,1

13
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Tabulka 22 Redici rada vzorku 6. RSD relativni smérodatnd odchylka, teoreticka
plocha je vypoctena z regresni rovnice primky.

fedéni

koncentrace

(ug/mi)

plocha pikku  plocha primér

. smérodatna
odchylka

RSD (%) teoreticka plocha

62,5

235068
238664
244201

239311,0 4600,75 1,9

296600

7,81

38269
37895
34805

36989,7 1901,20 5,1

37075

0,977

5191
5358
5316

5288,3 86,87 1,6

4634

0,244

1224
1321
1233

1259,3 53,59 4,3

1159

0,0610

324
322
318

321,3 3,06 1,0

290

0,0153

83
76
83

80,7 4,04 5,0

72

0,00763

40
46
41

423 3,21 7,6

36

0,00381

22
17
19

19,3 2,52 13,0

18
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