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1. Uvod

Chemie byla ve svych pocatcich zaméfena spise na
pripravu latek a kvalitativni poznavani a nevyuzivala ani
zdaleka exaktni vypocty v takové mife, jako ve stejné dobé
napiiklad fyzika ¢i astronomie. Je pravda, Ze jiz prace pio-
nyrd chemie nesly v ur€ité mife prvky kvantitativni analy-
tické chemie, ale za skutecného prikopnika oboru byva
obvykle povazovan $védsky chemik Torbern Bergman,
ktery sestavil prvni systematicka schémata pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu a popsal vSechna v t¢ dobé znama
a dostupna &inidla'?. Dé&jinnou ironii je, Ze zakladatel ana-
lytické chemie Bergman pfitom ztstal celozivotnim pfivr-
zencem tzv. flogistonové teorie v chemii, ktera byla falzi-
fikovéna praveé predevsim diky kvantitativnim experimen-
tam, které¢ ukazaly, ze latky spalenim nabyvaji na hmot-
nosti, piestoze hofenim mély ztratit ,,ﬂogiston“l’z.

V roce 1850 publikoval Ludwig Wilhelmy praci’®
o tom, ze rychlost inverze roztoku cukrové titiny zavisi na
koncentraci cukru i kyseliny dusi¢né. Prace byla rozvede-
na Wilhelmem Ostwaldem® a tvoii nejen stavebni kamen
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chemické kinetiky a potazmo tedy jeden z pilitd fyzikalni
chemie, ale také v plné mife poukdzala na dilezitost velmi
pfesné kvantitativni chemické analyzy v SirSim kontextu
chemické védy, aplikované i zékladni. Obecné lze argu-
mentovat, ze pokrok v chemii i biochemii od druhé polovi-
ny 19. stoleti az po dnesni dobu by se nebyl byval obesel
bez kvantitativnich metod analytické chemie, a ta si tak
zaslouzené¢ vydobyla zasadni misto v celé chemii a piibuz-
nych védeckych oborech.

Hmotnostni spektrometrie je jednou z metod, ktera
sehrala vyznamnou roli jak v samotné kvantitativni analy-
tické chemii, tak i v obecné&jsim kvantitativnim popisu
chemickych probléma’. Hmotnostni spektrometr je nejen
pfistroj pro chemickou analyzu, ale také v podstaté fyzi-
kélné-chemickou laboratofi pro experimenty v plynné fazi
a hmotnostni spektrometrie umoznila kvantifikaci celé
fady dulezitych fyzikalné chemickych vlastnosti pro §iro-
kou Skalu spécii. Druhou, v dnes$ni dobé nesrovnatelné
dilezitejsi oblasti, ve které hmotnostni spektrometrie po-
skytuje bohaté kvantitativni informace, je samoziejmé
samotné analytickd chemie. Vyznam hmotnostni spektro-
metrie v této oblasti dokonce i nadéle roste a hmotnostni
spektrometrie je dnes zékladni kvantifikacni metodou
v analytické chemii, kde postupné piebira pozice celé fady
jinych diive pouzivanych analytickych technik. Lze do-
konce fici, Ze v dnesni analytické praxi se mnohem vétsi
pocet hmotnostné spektrometrickych méfeni tyka kvantifi-
kace vzorku nez feSenim problémii molekularni struktury.
Vsechny hmotnostni spektrometry sice umoziuji za vhod-
nych podminek experimentu kvantifikaci vzorku, ale stan-
dardem pro kvantifikaci malych molekul (jakoz i tryptic-
kych peptidi) jsou trojité kvadrupoly. Hlavni vyhody troji-
tych kvadrupold oproti ostatnim hmotnostnim spektrome-
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hodou je, ze pouziti SRM/MRM je mozné pouze pro cile-
nou analyzu jiz identifikované¢ho analytu, coz je ovSem
podminka pti kvantitativni analyze splnéna. A pravé kvili
vyznamu kvantitativni analyzy jsou trojité kvadrupdly
celosvétove nejprodavanéjSimi hmotnostnimi spektrometry
v konfiguraci LC-MS.

Tento text se zabyva zakladnimi pojmy a koncepty
dilezitymi pro kvantitativni hmotnostné spektrometricka
stanoveni. Rada znich neni specificki pro hmotnostni
spektrometrii a ma stejny nebo obdobny vyznam v dalSich
analytickych metodach, ale v tomto textu je zohlednéno
pouze hmotnostné-spektrometrické hledisko.

Pfi pouziti urcitého zjednoduseni 1ze rozlisit tfi oblasti
kvantifikace hmotnostni spektrometrii. Jednou je anorga-
nickd prvkova analyza, dnes téméf vyhradné pomoci
ICP-MS, druhou analyza malych organickych molekul (at’
jiz pomoci LC-MS nebo GC-MS) a tfeti analyza velkych
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biomolekul. Jak jiz bylo uvedeno, v tomto textu popsané
terminy jako mez detekce nebo citlivost maji obecnou
platnost, ale piiklady jsou vzdy uvadény primarné
s ohledem na organickou analyzu malych molekul.

2. Citlivost

Citlivost je obecny termin v kvantitativni analytické
chemii, ktery vyjadiuje odpoveéd’ analytického signalu na
zavedeni analytu za definovanych podminek. Matematicky
se tedy jednd o smérnici zavislosti mnozstvi analytu na
intenzit¢ signidlu — tedy o smérnici kalibracni kiivky.
Z praktického hlediska se citlivost projevuje jako schop-
nost odlisit signdl ze dvou vzorkli o rtizné koncentraci.
Cim je citlivost v&t3i (sm&rmice strmgjsi), tim bliz$i hodno-
ty analytického signalu je mozné jesté rozliSit na zakladé
uréeni jejich rozdilu®.

Konkrétné v hmotnostni spektrometrii je citlivost
fundamentalné¢ vyjadiena jako pomér naboje, ktery pro
pfislusny ion zméii detektor po dopadu zvoleného iontu
a hmotnosti ddvkovaného analytu. Jednotky jsou tedy C/kg

hmotnosti davkovaného vzorku mohou pouzit libovolné
koncentracni jednotky. Pokud se citlivost vyjadiuje za
definovanou dobu méfeni detektoru, pak je mozné pouzit
k vyjadreni odezvy piimo iontovy proud (naptiklad A/kg).
V hmotnostnich spektrometrech s definovanym plynnym
zavedenim vzorku je mozné vyjadfit citlivost také jako po-
mér iontového proudu a parcialniho tlaku analytu (A/Pa). Pfi,
v dnesni dobé obvyklém, pouziti nasobicovych detektorti
(nebo pii méfeni indukovaného proudu v FT-MS) je misto
iontového proudu pouzita arbitrarn¢ vyjadiena intenzita
signalu, ktera je na ose y vynaSena proti mnoZzstvi nebo
koncentraci davkovaného analytu. Tato intenzita neni ob-
vykle pfimo pifepocitatelnd na iontovy proud (vybity na-
boj). V béZné analyze ovSem uzivatel pochopitelné nez;jis-
tuje hodnoty na detektoru, ale odecita je v softwaru, ktery
na ose y ve spektru ukazuje formalni intenzitu vyskytu
iontll o daném m/z nebo pomér signalu analytu a interniho
standardu.

3. Mez detekce

Mez detekce je termin, ktery urCuje nejmensi mnoz-
stvi analytu potiebného k ziskani signalu, ktery mtze byt
odlisen od néhodného signalu (Sumu)’™'2. Z této definice
mimo jiné vyplyva, ze mez detekce zavisi na volbé
deskriptoru ndhodného signalu a je tedy terminem, jehoz
konkrétni pojeti je viceméné zavislé na dohod¢ a muize se
v ruznych situacich lisit. Mez detekce je obvykle odhadnu-
ta za pouziti priméru hodnoty signalu slepého vzorku
(blanku), smérodatné odchylky slepé¢ho vzorku a predem
urcené hladiny vyznamnosti. Asi nejcastéjsi definice meze
detekce ji zavadi jako trojndsobek smeérodatné odchylky
slepého vzorku, zatimco desetindsobek je potom nazyvan
mezi kvantifikace. Vztah mezi slepym vzorkem, mezi
detekce a mezi kvantifikace je graficky vyjadfen na obr. 1.
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Tato Casto prijimana definice meze detekce pro analytic-
kou instrumentaci pochézi od Kaisera'*™* a hodnota 3 pro
nasobek smérodatné odchylky byla Kaiserem zvolena na
zakladé Cebyﬁevovy nerovnosti, kterd urcuje, ze tvar roz-
déleni nemtze mit pravdépodobnost vétsi nez 1/9 nad
tirovni t¥ odchylek priméru’ (neboli, Ze alespoi 1-(1/K%)
hodnot rozdéleni lezi vramci k standardnich odchylek
priiméru; pro k = 3 je to tedy 89 %)’. To je hodnota, kterou
autor definice povazoval za bezpecnou z praktického hle-
diska. Jiny zptisob definice meze detekce muze byt zalo-
zen na alfa testu, kdy se testuje, zda je pfitomen pouze
slepy vzorek nebo i analyt. Pokud distribuce sleduje nor-
malni rozdéleni, tak pouZivand hladina alfa = 0,05 odpovi-
da 2,927 standardnich odchylek. Tedy z praktického labo-
ratorniho hlediska ¢islo stejné korespondujici Kaiserové
definici.

V kazdém ptipadé je konkrétni hodnota meze detekce
vzdy platna pouze pro dany analyt a konkrétni analyticky
protokol. Velmi dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje ana-
lytickou metodu, je matrice vzorku. To plati obzvlasté
siln€¢ v hmotnostni spektrometrii, kde chemické latky
v matrici (napftiklad soli) mohou velmi negativné ovliviio-
vat ionizaci analytu, a tedy citlivost (potlaceni signalu
v hmotnostni spektrometrii), nebo navySovat Sum méfeni,
pokud samy produkuji signal stejné jako analyt. Je znamo,
ze hmotnostni spektrometrie je nazyvana spektrometrii
spise z divodt historickych a diky podobnosti zdznamu
dat s ostatnimi spektrometrickymi metodami. Ve skutec-
nosti se vSak hmotnostni spektrometrie lisi od spektrome-
trie v celé fad€ zasadnich aspekti. Tyto rozdily se pocho-
pitelné dotykaji i vyznamu matri¢nich efektt pfi stanoveni
realnych vzorkll. Zatimco skutené spektrometrické meto-
dy jsou zaloZené na interakci vzorku s urCitou formou
elektromagnetického zafeni, a tedy pomérné dobte fyzikal-
n¢ definovany, procesy, ke kterym dochazi pii ionizaci

10 sigma (blank)

3 sigma (blank)
T

LoD LoQ

Obr. 1. Vztah mezi smérodatnou odchylkou, mezi detekce
a mezi stanovitelnosti
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v hmotnostni spektrometrii, by $lo spiSe oznacit jako che-
mické. Zejména pfti pouziti modernich metod mekké ioni-
zace jsou ionty z neutrdlni molekuly analytu vytvofeny
pfiddnim ¢i odebranim protonu, kationtu nebo aniontu.
Ionizace tedy zavisi jak na rovnovaze, tak i na kinetice
téchto procest a je zfejmé, ze chemické prostredi, ve kte-
rém se tyto déje odehravaji, ma vliv na mnozstvi vytvore-
nych iontl za jinak stejnych instrumentalnich podminek.
Proto plati, Ze mez detekce nebo stanovitelnosti
v hmotnostni spektrometrii je vzdy vztaZzena ke konkrétni
matrici vzorku, napfiklad vodé€, moci, plazmé nebo kon-
krétnimu biologickému nebo enviromentdlnimu extraktu.
Neékdy je mez detekce nazyvana ,.citlivosti®, to je vSak
zcela Spatné (viz predchozi definice). Kaiserova definice je
pravdépodobné nejcastéjsi nejen v hmotnostni spektrome-
trii, ale i ve vSech spektrometrickych metodach. Neni ale
zdaleka jedind, napfiklad technickd norma DIN 32 645
(cit.'®) zavadi mez detekce pouze jako spide kvalitativni
pojem, a to sice jako koncentraci, pfi které je analyt
v matrici detegovan v poloviné ptipadi. Kromé toho tato
norma definuje dalsi termin — mez identifikace, a to jako
koncentraci, pii které jsou jak faleSné pozitivni, tak i fales-
né negativni méfeni na urovni vyskytu 1 %.

Tak jako vkazdé analytické metodé, mez detekce
v hmotnostni spektrometrii je ovlivnéna kazdym krokem
analytického stanoveni a piediprava vzorku nebo separac-
ni technika Casto hraji vétsi roli nez samotny hmotnostni
spektrometr. Z hlediska instrumentace je nejvétsim fakto-
rem, ktery ovliviiuje mez detekcei citlivost v dnesnich
hmotnostnich spektrometrech, efektivita ionizace a trans-
portu analytu do hmotnostniho spektrometru.

4. Odstup od Sumu

Odstup od sumu’™'® je parametr, ktery udava, kolikrat
1ze signél v plném rozsahu snizit, nez se dostane na Groven
Sumu. Sum je pii méfeni piitomen po celou dobu, takze
ovliviiuje kazdé méfeni a intenzita analytického signalu je
tedy ovlivnéna i intenzitou Sumu. V hmotnostni spektro-
metrii se lze setkat jak s Sumem elektronickym, tak
isSumem vdisledku chemického pozadi, napf.
v disledku signélu matrice v desorpénich ionizac¢nich me-
todach, nebo signalu necistot iontového zdroje, kolony ¢i
mobilni faze. Takovému Sumu, ktery nema pivod
v samotné elektronice, ale nalezi analytickému signalu
molekul pfitomnych v pozadi systému, se nékdy fika
»~chemicky Sum“ a je principialné odlisného pivodu od
Sumu elektronického. Pokud je mozné rozlisit ptivod Sumu
v systému, pak je spravnéjsi pouzivat pro pomér signalu
a chemického Sumu spise termin ,,odstup od pozadi signa-
lu“ (signal-to-background ratio). Elektronicky Sum je sta-
tistického ptvodu, a proto je mozné odlisit signal od Sumu
nastavenim delSich dob sbéru analytického signalu a jeho
naslednym s¢itdnim. Redukce Sumu v Case je v tomto pfi-
padé tmérnd druhé odmocniné doby akvizice nebo poctu
sbiranych spekter. To znamen4, Ze pokud je misto jednoho
spektra ulozeno spekter deset, zvysi se odstup od Sumu
faktorem pfiblizné 3,2.
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5. Mez detekce metody a instrumentalni mez
detekce

Moderni LC-MSMS systémy, nejcastéji trojité
kvadrupély v rezimu SRM/MRM, vykazuji velmi nizky
Sum, takZe firemni specifikace mohou obsahovat obrovské
hodnoty S/N. Casto je to pro standardizovany 1 pg orga-
nické latky (napf. reserpin ¢i chloramfenikol) 1:100 000,
nékdy dokonce 1:1 000 000. To by pfi pouziti definice
mezi detekce a kvantifikace jako S/N 3, resp. 10, vedlo
extrapolaci k nesmysIné€ nizkym hodnotdm v fadu jednotek
&i desitek attogrami (107" g). Pokud jsou viak takto mal4
mnozstvi na LC-MS systém skuteéné davkovana, ptistroj
bud’ nedokaze zadny analyticky signal vyprodukovat, nebo
jen svelmi S$patnou reprodukovatelnosti. Proto se
v nékterych ptipadech zacala pouzivat tzv. Mez detekce
metody, MDL (Method Detection Limit)'"'®, ktera je defi-
novéna jako minimalni koncentrace analytu, kterd miize
byt méfenim urcena jako nenulova na hladiné vyznamnosti
99 % pii stanoveni z piislusné matrice vzorku.

Spolecnost Agilent Technologies zacala pro hmot-

nostni spektrometrii pouzivat mirné pozménény koncept
MDL, takzvanou Instrumentalni mez (limit) detekce'®%,
(IDL — Instrument Detection Limit). Podle této metodolo-
gie, pouzivané firmou Agilent pro GC-MS a LC-MS
s trojitymi kvadrupdly, je proveden opakovany pocet na-
stiikli vzorku (minimalné sedmi) o koncentraci zhruba 2 az
5% nad ocekavanou mezi detekce. V praxi se vétSinou pro-
vede nastiik nékolika koncentraci, aby se zjistila koncen-
tra¢ni hladina vhodna k popisu IDL. Po integraci ploch
pikl jednotlivych nastfikd se spoc€itd procentudlni sméro-
datna odchylka a IDL se urci dle nasledujiciho vzorce,
obdobného jako pro MDL:
IDL=t(n—1;0,01) - (%RSD /100) - x (davkované mnozstvi)
kde t je kriticka hodnota Studentova rozdéleni pro hodnotu
spolehlivosti 0,99 s n—1 stupni volnosti; n je pocet opako-
vani méfeni (nastfikd na kolonu), %RSD je relativni smeé-
rodatnd odchylka v procentech, davkované mnozstvi x je
mnozstvi analytu nastfiknuté na kolonu v jednotkach, ve
kterych bude vypoéten IDL'**".

Piikladem vypoétu miize byt nastiik 5 fg (5:107"° g)
analytu na kolonu v 15 opakovanich. Pokud byla relativni
smérodatna odchylka 15 méteni 12 %, tak IDL se spocte
nasledovné:

IDL = 2,624 - (12/100) - 5,0 = 1,6 fg

(2,624 je hodnota Studentova rozdéleni pro n=15 pii n—1
stupnich volnosti).

6. Mez kvantifikace

Vedle pivodniho a v hmotnostni spektrometrii dnes
jiz do znaéné miry opousténého pojeti S/N a modernéjsiho
MDL/IDL konceptu se v hmotnostni spektrometrii velmi
Casto pouziva i definice zalozend na posuzovani maximal-
ni pfipustné relativni odchylky a chyby méteni (pfesnost
a spravnost). Tato metodologie®?® je doporu¢ena nap.
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americkou FDA. Doporuceni FDA stanovi, Ze za mez
kvantifikace (LoQ) Ize povazovat koncentraci nebo davko-
vané mnozstvi, pfi které je relativni odchylka a chyba od
skutecné hodnoty vrozmezi +20 % (tedy, Ze pfesnost
a spravnost jsou v rozmezi 80-120 %). To se zjiStuje opa-
kovanym déavkovanim vzorku o zndmé koncentraci
(nejméné¢ 3%, podle nékterych doporu¢eni FDA 5-6%)
anaslednou zpétnou kvantifikaci dle kalibracni kiivky,
jakoz i vypoctem relativni odchylky. Nejnizsi platny bod
kalibra¢ni kiivky tedy musi byt v rozmezi 20 % (pro chy-
bu i smérodatnou odchylku) a definuje LoQ, coz by se
mélo oveétit davkovanim nezavislého QC standardu. Dle
stejného doporuceni FDA by ostatni platné body kalibrac¢ni
kiivky mély byt v rozmezi 15 %. To znamena, ze i pokud
jsou splnéna dalsi kritéria pro mez kvantifikace, naptiklad,
ze S/N musi byt vétsi nez 10 a odezva 10% vy$si nez smé-
rodatnd odchylka hodnoty slepého vzorku matrice, tak
kritérium 20% rozmezi pro spravnost a presnost nemtize
byt pominuto, a to ani v pfipadé, ze existuje dostatecny
odstup od signalu slepého vzorku.

Principialné je tato definice obdobna IDL/MDL kon-
ceptu, neb se orientuje na ptipustny rozptyl méteni pii
koncentracich na urovni meze detekce, ale ma tu vyhodu,
Ze se vztahuje ke konkrétni kalibra¢ni kfivce, a tedy kromé
presnosti obsahuje i spravnost méteni.

7. Iontové chromatogramy

Pti kvantifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie je
v dnesni dobé nejcastéji vyuzito spojeni s vhodnou sepa-
ra¢ni nebo prutokovou metodou. Hmotnostni spektrometr
tak figuruje jako detektor pro plynovou chromatografii,
kapalinovou chromatografii, superkritickou chromatografii
nebo kapilarni elektroforézu. Z pratokovych metod Ize
uvést prutokovou injekéni analyzu a také ptimé zavedeni
vzorku do zdroje pomoci vhodné laboratorni (vétSinou
stiikackové) pumpy. O pouziti zavedeni vzorku do zdroje
s atmosférickou ionizaci (nejcastéji elektrosprejového) bez
pouziti pfedfazené separacni metody se také nékdy hovoii
jako o ,,pfimém vstupu®, coz je ale termin, ktery byl dfive
pouzivan pro pfimé zavedeni vzorku do elektronového
ioniza¢niho zdroje.

Pii spojeni se separacnimi nebo pritokovymi metoda-
mi musi hmotnostni spektrometr poskytnout ¢asovy za-
znam (chromatogram, elektroforeogram) signalu, podobné
jako jiné detektory (FID, UV atd.). Chromatogram
v hmotnostni spektrometrii je soubor nasledné zmétenych
hmotnostnich spekter, pficemz kazdé reprezentuje spek-
trum odpovidajici slozeni eluovanému v piislusném re-
tencnim Case. Takovy zadznam, ktery reprezentuje vyskyt
a intenzitu iontu v daném retencnim case, se oznacuje ter-
minem iontovy chromatogram. Terminologicky existuje
nékolik druhti iontovych chromatogramd:

Chromatogram celkového iontového proudu (total ion
current chromatogram TICC nebo total ion chromatogram
TIC) je chromatogram vytvoteny jako zavislost celkového
iontového proudu v sérii hmotnostnich spekter zaznamena-
nych jako funkce retencniho ¢asu. Celkovy iontovy proud
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(tedy souhrn vSech iontd v daném spektru) je v principu
mozné zméfit pfimo napf. detektorem faradayovského
typu, ktery monitoruje p¥imo iontovy paprsek (v zavislosti
na mist€ méfeni a typu hmotnostniho spektrometru se bude
pohybovat v rozmezi od pA do desitek az stovek pA), ale
v modernéjsi podobé& je TICC rekonstruovan uméle az po
samotné hmotnostni analyze. TICC tedy reprezentuje su-
macni signal vSech iontovych intenzit a je tedy jakousi
obdobou nespecifického detektoru, napt. UV.

Chromatogram extrahovanych iontii (extracted ion
chromatogram, EIC) je chromatogram vytvofeny jako
z4vislost intenzity signalu pozorovaného pii zvolené hod-
noté m/z nebo série hodnot ve skupin€ hmotnostnich spek-
ter ziskanych jako funkce reten¢niho casu. Jedna se tedy
Casto pouze jednoho vybraného iontu o uréené hodnoté m/z.
Takovy Casovy zaznam je velice uzite¢ny, protoze umoz-
fiuje zobrazit retencni cas jednoho konkrétniho iontu
a umoziiuje tak rychlou lokalizaci analytu jakoz i rychlé
zobrazeni pifitomnosti necistot nebo dalSich latek, které
maji signifikanci pro piislusnou analyzu. Signél extrahova-
nych iontl je obzvlasté dobie vyuzitelny pro kvantifikaci,
protoze omezeni hodnoty m/z snizuje moznost prispévku
signalu od ostatnich sloucenin pfitomnych ve vzorku.

MRM/SRM chromatogram. NejCastéjsim fragmentac-
nim moédem sbéru signdlu pifi kvantitativni hmotnostni
spektrometrii je monitorovani vybrané reakce (selected
reaction monitoring — SRM) a monitorovani vice reakci
(multiple reaction monitoring MRM; jedna se
o zaménitelny termin, nékdy pouZivany pokud metoda
obsahuje vice nez jednu SRM). V téchto experimentech se
monitoruje vybrana reakce (vétSinou kolizi indukovana
disociace) rodi¢ovského iontu o zndmém m/z za vzniku
produktového iontu rovnéz o znamém mi/z. Intenzita vznik-
1ého iontu o daném m/z v Case mlze byt rovnéz vynesena
jako chromatogram a tento zaznam je dnes pravdépodobné
nejpouzivangjsi forma dat pouzivana pti kvantifikaci po-
moci hmotnostni spektrometrie.

Chromatogram zakladniho piku (base peak chromato-
gram, BPC) je chromatogram ziskany vynesenim iontové-
ho signéalu pfedstavovaného zikladnim pikem detegova-
nym v kazdém jednotlivém hmotnostnim spektru.

Zatimco terminy chromatogram celkového iontového
proudu a chromatogram extrahovanych ionti maji smysl
apouziti i pfi pfimém zavedeni vzorku pomoci pumpy,
zavedeni chromatogramu zékladniho piku dava smysl pou-
ze ve spojeni se separaénimi metodami.

V hmotnostni spektrometrii se velmi ¢asto demon-
struje schopnost dosdhnout pozadovanou mez detekce
graficky, jako ukédzkovy chromatogram extrahovanych
iontd, ¢asto v MSMS rezimu pro konkrétni zvoleny MRM
prechod, ktery odpovida absolutnimu mnozstvi analytu
davkovaného na kolonu. Takova demonstrace meze detek-
ce, prodejci obvykle nazyvana ,.citlivost™, ma svoji prak-
tickou uzitecnost, ale je zasadnim zplsobem zavisla na
podminkdch méfeni. Pokud se jednd o demonstraci za
ucelem prodeje hmotnostné spektrometrického systému,
tak potencidlnimu nakupujicimu lze vzdy doporucit znac-
nou obezietnost. Dosazené specifikace také siln¢ zavisi na
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zvoleném analytu. Neni napf. ndhodou, Ze oblibenym de-
monstraénim analytem citlivosti v hmotnostni spektrome-
trii je verapamil, tercidrni amin a od roku 1982 Gspé&sny 1ék
na vysoky tlak, ktery z bézn¢ pouZivanych standardnich latek
vykazuje nejvetsi ionizacni efektivnosti jak v ESI, tak i APCI,
a je proto povazovan za vhodny demonstratni analyt napf.
i v ambientnich desorp¢né-ionizacnich metodach.

8. Interni standard

Protoze ucinnost pfevodu analytu ze vzorku skrze
ionizacni zdroj a hmotnostni analyzator az do detektoru,
ktery zméfi iontovy signal, zavisi na mnoha faktorech
a nelze ji predpovédét s dostateCnou spravnosti, je pro
spolehlivou kvantitativni analyzu v hmotnostni spektrome-
trii vzdy zapottebi pouzit interni standard. Tedy latku, jejiz
obsah ve vzorku je znam a jejiz signal se porovna se signa-
lem neznamého analytu a provede se normalizace pomoci
vydéleni signalu analytu signalem interniho standardu. To
plati i v pfipadé, kdy je pro kvantifikaci pouzit model ex-
terni kalibracni kiivky, ktery je spoleény vSem analytic-
kym metodam. Pokud je na ose x vyneseno napt. molarni
mnozstvi, hmotnost nebo koncentrace latky, potom se na
ose y nevynasi pfimo signal analytu, ale pomér signalu
analytu k signalu interniho standardu, bez ohledu na to,
zda se k urceni signalu pouziva vyska nebo plocha piku.

Interni standard je tedy vhodné zvolena sloucenina,
ktera se ptida do vzorku (do kazdého vzorku a kalibra¢ni-
ho bodu vzdy stejné mnozstvi), pfiCemz jeji mnozstvi je
obvykle znamo. Signal interniho standardu kompenzuje
nejen rozdilnost chovani riznych molekul v hmotnostnim
spektrometru, ale napf. ztraty pii zachdzeni se vzorkem
(typicky extrakce). Z hlediska hmotnostni spektrometrie
jsou potom pomoci interniho standardu kompenzovany
pfedevSim rtzné ioniza¢ni ucinnosti a ionizaéni suprese
v disledku ptitomnosti matri¢nich efektt.

Je v principu mozné (a nikoliv neobvyklé) pracovat
bez interniho standardu, pouze dle externi kalibracni kiiv-
ky, ale je nutné pocitat s tim, ze odchylky budou vyznam-
né veétsi nez pii pouziti internich standardt, linearita kalib-
race horsi a blize k mezi detekce pro metodu s internim
standardem mohou byt jiz dva rtizné kalibraéni body zis-
kané bez interniho standardu nerozliSitelné. Navic se pfi
absenci internich standardi velice riskuje, Ze ndhodna
ztrata pii zpracovani vzorkti nebo nové matricni efekty
nebudou viibec zaznamenany. Pro plnohodnotnou validaci
metody je tedy pouziti internich standardt realné nevyhnu-
telné. Naopak je v nékterych pfipadech mozné pracovat
pouze spomérem analyt/interni standard bez kalibracni
ktivky. V takovém ptipadé je mozné dosdhnout napt. rela-
tivni kvantifikace dvou analytil v jednom vzorku.

9. Vybér a pouziti interniho standardu

NejlepSim internim standardem je vzdy isotopicky
znafena verze molekuly, kterd ma byt kvantifikovana.
V hmotnostni spektrometrii jsou nejcastéji pouzity znacici
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isotopy °C, "N, *H, ale v ptipadé vyskytu dalsich prvka je
mozné pouzit i jejich dalsi stabilni isotopy. Pfi pouziti
deuteria je tfeba mit na paméti, Ze k oznaceni jsou pouZzi-
telné pouze ty pozice, na kterych nedochazi k vodik-
-deuteriové vyméné. Neni zvykem pouzivat radioaktivni
isotopy, protoze jejich aplikace nepiinasi z hlediska hmot-
nostni spektrometrie zddnou vyhodu oproti isotopim sta-
bilnim a pouziti radioaktivnich materiald na hmotnostnich
spektrometrech je dovoleno pouze na k tomu urcenych
specializovanych pracovistich.

Isotopicky znacené interni standardy maji podobné
nebo dokonce identické vlastnosti jako analyt. To se tyka
pfedevsim rozpustnosti a extrakénich vytézkl pii riznych
procedurach ptedipravy vzorku. Dale maji velmi podobné
chovéani v chromatografii (retenéni Casy se obvykle lisi
velice malo) a témét identické ioniza¢ni chovani. Jejich
jedinou nevyhodou je, Ze nemusi byt vzdy k dispozici ne-
bo mohou byt pfili§ drahé. Z tohoto diivodu se nékdy musi
vystacit s internim standardem, ktery je pouhym analogem
analytu, tedy chemickou latkou s podobnou strukturou,
ktera se 1isi napf. pritomnosti nebo absenci funkéni skupi-
ny. Analog miize byt vybran pfimo z katalogu, z dostupné
knihovny latek, nebo se mize jednat o latku, ktera byla
meziproduktem pfi syntéze analytu.

V metabolickych studiich a obecné pii préci
s realnymi biologickymi vzorky se nedoporucuje pouzivat
analogy zaloZené na methylaci/demethylaci (+14 Da) nebo
hydroxylaci/dehydroxylaci (£16 Da) analytu, protoze stej-
né hmotnostni posuny jsou také obvyklé v pfirozeném
metabolismu latek a analyt mohl byt tedy metabolicky
pfeménén na latku s molarni hmotnosti liSici se o 14 nebo
16 Da. Za vyhodné interni standardy se povazuji chlorova-
né analogy analytu, protoze Casto eluuji pii blizkém re-
ten¢nim Case a jsou tedy ionizovany za podobnych podmi-
nek sloZzeni mobilni faze jako analyt. Pfi analyze lipidt se
v n¢kterych pfipadech jako internich standardd pouziva
lipidovych analogli, které¢ obsahuji mastné Kkyseliny
s lichym poctem uhlikii. Argumentem je, Ze tyto se
v zivoCisnych bunkach vyskytuji naprosto minimalnég,
protoze syntéza mastnych kyselin se d€je pridavanim ace-
tyl-koenzymu A, tedy skladanim dvouuhlikatych fragmen-
tt (byt’ v poslednich letech se o pfitomnosti mastnych ky-
selin s lichym poc¢tem uhlikti vede nova diskuse). Pfi pou-
ziti  strukturnich analogd jako internich standardd
v tandemové hmotnostni spektrometrii (SRM kvantifikace)
je tieba dbat, aby nedochézelo k piekryvu SRM piechodu
mezi analytem a internim standardem. To hrozi napf.
v ptipadé, kdy by interni standard a analyt mohly piejit na
stejny ion v dusledku fragmentace ve zdroji. Vzdy je zapo-
ttebi zkontrolovat pozadi SRM interniho standardu ve
vzorku bez pridaného interniho standardu a stejné zkontro-
lovat, Ze interni standard nijak nepfispiva na intenzité
SRM piechodu analytu. Pfi pouziti isotopicky zna¢eného
standardu, ktery ma ale stejny fragmentovy produktovy
ion jako analyt, sice nemize dojit k prekryvu celého pie-
chodu (protoze prekurzory maji odlisné m/z), ale je tieba
zkontrolovat, zda nedochazi k ¢asovému piekryvu produk-
tovych iontl v kolizni cele (,,cross-talk”). Interni standard
miZze mit stejny nebo velice blizky retencni Cas jako ana-
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signal

Koncentracni oblast vhodna
pro interni standard

koncentrace

Obr. 2. Priklad kalibraéni kiivky s vyznacenou oblasti vhod-
nou pro volbu koncentrace interniho standardu

lyt, coz je bézné u isotopové znacenych internich standar-
dd. Pokud by vsak mél mit stejnou hodnotu m/z, tak je
samoziejme nutné pracovat s dostatecnym chromatografic-
kym rozliSenim (mohou tak nastat ¢tyfi kombinace shodné-
ho/odlisného retenéniho Casu a shodného/odlisného m/z).
V nejhorsim ptipadé¢ neni k dispozici ani isotopicky znace-
na molekula, ani analog a je tieba pouzit genericky interni
standard. Pak je dulezité vybrat alespon latku s podobnou
polaritou a rozpustnosti v pouzivanych systémech. Pokud
bude analyza provadéna z komplexni matrice vzorku, pak
je vhodné predem otestovat, zda analyt i genericky interni
standard trpi zhruba podobnym potlacenim signalu
v disledku matri¢nich efektd.

Interni standard se pridava na zacatku prace se vzor-
kem, urcit¢ pred piipadnou extrakci analytu z matrice
vzorku nebo pfed srdZenim vzorku. Do kazdého vzorku se
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pridava stejné mnozstvi interniho standardu, pficemz je
samoziejmé dulezité, aby byl interni standard bezpecné
detegovatelny. Neni ale vhodné pridavat piili§ velké
mnozstvi interniho standardu, které by mohlo zplisobovat
ioniza¢ni supresi analytu. Empirické pravidlo doporucuje
pfidat takové mnoZzstvi analytu, aby odpovidalo zhruba
spodni treting kalibracni kiivky analytu (obr. 2).

10. Kalibra¢ni kiivka

Kalibracni kiivka je graf, ktery ukazuje, jak se odpo-
veéd’ pfistroje, tedy analyticky signal, méni s koncentraci
analytu. Jedna se o zakladni model v instrumentalni analy-
tické chemii, a tedy i v kvantitativni analyze hmotnostni
spektrometrii, ktery je zalozen na principu porovnani sig-
nalu neznamého vzorku se souborem signdll vzorki
o znamych koncentracich nebo ddvkovanych mnoZzstvich.
Ptiklad kalibra¢ni kfivky s vyznaCenim dilezitych parame-
trd je na obr. 3.

Body zméfené kalibracni zavislosti se vétSinou pro-
kladaji pomoci modelu linearni regrese. Vznikne tak mo-
del popsany rovnici y = ax + b, kde a vyjadiuje citlivost
a b signal pozadi. Rovnice je nasledné pouzitelna pro vy-
pocet koncentrace neznamého vzorku (x) ze zméfené ode-
zvy (v). Pii praci sinternim standardem v hmotnostni
spektrometrii se pak na ose y vynasi pomér signalu analytu
a interniho standardu, coz umozni pfislusnou normalizaci.
Vyhodou kalibra¢ni kiivky je jeji univerzalnost — nezalezi
na tom, jak dobfe je analytickd metoda popsana teoreticky
a jak dobfe Ize odezvu detektoru predem spocitat. To je
v hmotnostni spektrometrii obzvlast¢ dulezité, protoze
tvorba signalu je v této metod¢ zavisla na velkém poctu
dy ESI a MALDI maji fadu empirickych parametri, které
je nemozné zohlednit pti teoretickych predpovédich inten-
zity signalu.

A

Linearni dynamicky rozsah

[ [
_______________________ LoL
LoQ
Hladina Sumu
koncentrace

Obr. 3. Modelova kalibraé¢ni kiivka se schematicky ukazanou mezi stanovitelnosti (LoQ) a mezi linearity (LoL). Smérnice regresni

ktivky udava citlivost
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Kalibrac¢ni kiivka je obecné linearni v rozmezi nékoli-
ka tadi mnozstvi analytu (linearita se li$i pro rizné druhy
hmotnostnich analyzatori a detektorl). Kdyz se signal
bliZi saturaci detektoru nebo iontového zdroje, tak se ka-
libra¢ni kiivka postupné ohybd, az se stane rovnobéZnou
sosou x. Naopak v blizkosti meze detekce miZze dojit
k odchylkdm na ob¢ strany. Vyss§i hodnoty jsou vétSinou
zpusobeny kontaminaci systému, at’ uz vstupniho davko-
vani (v€etné€ chromatografického systému) nebo iontového
zdroje. Niz§i hodnoty jsou zpisobeny ztratou analytu napf.
sorpci na materidlu. V podstaté jedinym omezenim modelu
kalibra¢ni kiivky je nutna dostupnost analytu pro pfipravu
kalibranich standardd, obvykle v dostatecné Cistoté
a predev§$im o znamém mnozstvi. I v hmotnostni spektro-
metrii je pouzitelna metoda standardniho ptidavku tak, jak
je znama z ostatnich analytickych metod.

Metoda standardniho ptfidavku je variantou modelu
kalibra¢ni kiivky. Do vzorku obsahujiciho nezndmou kon-
centraci analytu se pfidava vhodné mnozstvi ¢istého analy-
tu. Pomoci vicenasobného pridavku se ziska graf zavislosti
intenzity na koncentraci, ve kterém tsek mezi pocatkem
a prusecikem na zaporném sméru osy x udava koncentraci
analytu ve vzorku. Metoda standardniho pfipravku se pou-
ziva tehdy, pokud je konstrukce kalibra¢ni kiivky ovlivné-
na matricovymi efekty. Jeji pouziti pfedpokladd linearni
zavislost mezi signalem a koncentraci nebo mnozstvim
analytu.

Konstrukce kalibracni krivky a méreni vzorku

Je vhodné dopfedu odhadnout, naptiklad sadou pii-
bliznych méfeni, koncentracni rozsah, ve kterém ma byt
metoda kalibrovana (stanovované vzorky musi vzdy lezet
pripravé kalibracnich standardi je nékdy doporucovano
vyhnout se sériovému fedéni roztoku, protoze piipadna
chyba na pocatku se pak propaguje celou kalibra¢ni kiiv-
kou. Je také doporueno nepipetovat objemy mensi nez
10 pl a dohlédnout na to, Ze pipety jsou spravné kalibrova-
ny. Jednotlivé body kalibra¢ni kiivky jsou obvykle méfeny
od nejmensi koncentrace k nejvétsi (coz omezuje chybu
z pfenaSeni predchoziho kalibra¢niho roztoku do dalSiho
méfteni). Po zméfeni kalibraéni kiivky by mélo byt davko-
vano nékolik slepych vzorki, aby se potvrdilo, ze kalibrac-
ni standardy nekontaminovaly systém, pfipadné aby se
pfenesené kontaminace odstranily.

11. QC standardy a referen¢ni materialy

QOC standardy

QC standardy (z angl. quality control) jsou souborem
vzorkl o znamé koncentraci, které slouzi ke kontrole ka-
libracni kiivky, predevS§im jejiho posunu (driftu), napft.
v disledku zmény citlivosti. V GC-MS a LC-MS mize
zmeéna citlivosti nastat napt. kontaminaci iontového zdroje.
Jejich koncentraéni rozmezi by mélo byt rovnomérné roz-
prostiené podél celé kalibracni kiivky (spodni okraj, pro-
stiedek, horni okraj). QC standardy by mély byt pfiprave-
ny nezavisle na kalibra¢nich standardech z jinych zasob-
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nich roztokd, pfipadné z nezavislého vazeni analytu nebo
dokonce jinou osobou. Zpétna kvantifikace QC standardii
podle kalibra¢ni kiivky musi byt v rdmci maximdlni povo-
lené chyby metody.

Referencni materialy

Zatimco QC standardy jsou pfipravovany v laboratofi,
referencni materialy a certifikované referencni materialy
pouzivané k validaci metody jsou v drtivé vétsiné piipadl
pofizovany od specializovanych dodavatelti®***. Referend-
ni material (RM) je materiél, jehoZ jedna nebo vice hodnot
vlastnosti je dostate¢n¢ homogenni a dobie stanovena, aby
mohla byt pouzita ke kalibraci pfistroje nebo posouzeni
méfici techniky. Certifikovany referen¢ni material (CRM)
je referencni material vybaveny certifikanim dokumen-
tem vydanym k tomu uréenou certifikacni autoritou, ktery
obsahuje hodnoty referencnich vlastnosti s pfidruzenymi
nejistotami a s uvedenim platnych postupl. V pripadé, ze
je mozné zakoupit CRM od dvou vyrobcd, je doporuceno
pro piipravu kalibrace a QC standardli pouzit rozdilné CRM
standardy, a to z diivodu rozdilné navaznosti materiali.

Seznam zkratek

BPC Base Peak Chromatogram, chromatogram
zakladniho piku

CRM Certified Reference Materidl, certifikovany
referencni material

EIC Extracted Ion Chromatogram, chromatogram
extrahovanych iont

ICP-MS Inductively Coupled Plasma-Mass Spectro-
metry, hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem

IDL Instrument Detection Limit, instrumentalni
mez detekce

LC-MS Liquid Chromatography-Mass Spectrometry,
kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

LoQ Limit of Quantification, mez kvantifikace

MDL Method Detection Limit, mez detekce
metody

MRM Multiple Reaction Monitoring, monitorovani
vice reakei

MSMS Mass Spectrometry/Mass Spectrometry,
tandemova hmotnostni spektrometrie

RM Reference Material, referen¢ni material

S/N Signal-to-Noise ratio, pomér signalu
k Sumu (odstup od Sumu)

SRM Selected Reaction Monitoring, monitorovani
vybrané/ych reakce/i

TIC Total Ion Current, celkovy iontovy proud

TICC Total Ion Current Chromatogram,
chromatogram celkového iontového proudu
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