Obrazek 1

Zavislost vypocteného poméru
signal/Sum na oblasti vybéru Sumu a
sifce okna Sumu. Vsechny tfi obrazky
znazornuji identicky chromatogram.

Obrazek 2

Zavislost vypocteného poméru
signal/Sum na metodé vypoctu
sumu (Peak-to-peak, RMS nebo auto
RMS). Vsechny tii obrazky znazornuji
identicky chromatogram.

Spolehlivé a korektni srovnani

citlivosti pristroju:

Instrument

Detection Limit (IDL)

PFi vybéru hmotnostniho spektrometru ve spo-
jeni s chromatografii je citlivost jeden z dilezi-
tych parametru. Nejcastéji je vyjadiovana jako
pomér signélu k Sumu (signal-to-noise, S/N) pfi
nastiiku definovaného mnozstvi vybraného ana-
lytu a pfistroj, ktery dosahne vy3si hodnoty, je
povazovan za citlivéjsi. Nicméné hodnota S/N
zavisi na mnoha proménnych a Ize ji tedy jed-
noduse ovlivnit bud' umélym zvysenim signalu,
nebo snizenim Sumu. Signal Ize napfiklad zvysit
napétim detektoru, pro ziskani nizsiho Sumu
Ize zaznam vyhladit, odecist Sum tam, kde je

nejnizsi (nezavisle na elu¢nim case analytu),
a v neposledni fadé zalezi na zplsobu vypoctu
vysky Sumu (peak-to-peak, RMS apod.).

Uvedené postupy v praxi vedou k navyseni
hodnoty S/N, které vSak neni postaveno na re-
alném zdkladé, a extrapolovana mez detekce
neodpovida skute¢né stanovitelnému mnozstvi
analytu. Obrazky 1 a 2 ilustruji, jak Ize pro iden-
ticky chromatogram ovlivnit hodnotu S/N az
o dva rady. V tomto svétle je porovnani pfistroja
na zakladé S/N minimalné diskutabilni.
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Dalsim z kritickych bodu pfi stanovovani meze
detekce pfistroje je jiz zminéna extrapolace
signdlu k Sumu. Jako pfiklad muaze poslouzit
nejnovéjsi generace LC/MS trojitych kvadrupdld,
kde se pro pozitivni polaritu elektrospreje ve
specifikaci uvadi S/N pro 1 pg reserpinu v hod-
notach pres 100 000:1. Pokud budeme za mez
detekce (LOD) povazovat koncentraci analytu,
pro kterou se dosdhne S/N > 3:1, po extrapo-
laci by LOD téchto pfistroji mélo byt nizsi nez
0,05 fg vnesenych na kolonu. Pfitom ve skutec-
nosti se dosahuji meze detekce o 1 az 2 fady
vyssi. Citlivost analytickych pfistrojii udavana
takovymto zplsobem ve specifikacnich listech je
tedy irelevantni a jednd se o nic nefikajici ,¢islo”
na papire.

Pro korektni porovnani citlivosti je vhod-
né&jsi pouzivat metody, které jsou v praxi cas-
to vyuzivané pro stanoveni meze detekce ¢i
kvantifikace. Tyto postupy jsou zakotveny i v
oficidlnich metodickych pokynech pro labo-
ratofe. Napf. dle EPA - Analytical Detection
Limit Guidance, [1] je limit detekce metody
(Method Detection Limit - MDL) definovan
jako minimalni koncentrace slouceniny, kterd
mUze byt zméfena a reportovana s 99% mi-
rou pravdépodobnosti, Ze koncentrace ana-
lytu je vétsi nez nula. Pro stanoveni MDL je
nutné opakované méreni koncentrace analy-
tu (alespon 7x) v prislusné matrici o koncen-
traci 1-5 néasobku ocekdvané mezi detekce.

Z namérenych dat je MDL vypocteno jako:

MDL:t{n—l,l-a:0.99)X s
kde:
t1 1ac009)€ Kritickd hodnota Studentova roz-

déleni pro hodnotu spolehlivosti 0,99 s n-1
stupnd volnosti (pro 7 opakovani je hodnota
Studentova rozdéleni 3,143)

n je pocet opakovani
s je smérodatna odchylka odezvy z opakova-
nych méreni.

Podle této metodiky MDL zavisi na opakovatel-
nosti méfeni koncentraci na limitu kvantifikace
nebo nizsich.

Pro seriozni porovnani citlivosti pfistrojd
zacala spole¢nost Agilent Technologies uva-
dét i hodnotu Instrumentdlni Mez Detekce
(IDL), kterad je stanovena analogicky jako MDL,
tedy na zakladé nékolika opakovanych mére-
ni standardniho roztoku, jehoz koncentrace
nesmi byt vyssi, nez je pétindsobek odhado-
vané meze detekce. V praxi je vétSinou nut-
né provést opakované méreni pro nékolik
rlznych koncentra¢nich hladin a nasledné
se vybere ta, ktera je ke stanoveni IDL vhod-
na. Vypocet IDL probihd dle vyse uvedené
rovnice. IDL se u firmy Agilent Technologies
stala standardem pro specifikaci citlivosti
GC/MS i LC/MS pfistroji typu trojitého kva-
rupélu.
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mnozstvi opakovani
Reserpine (+) 1fg n=10 7.2 2.821 0.20 fg
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Prikladem vypoctu IDL v praxi je Tabulka |
a Obrazek 3. IDL bylo stanoveno pro LC/MS tro-
jity kvadrupol Agilent 6495 (Obréazek 4), ktery
je novinkou z roku 2014 a predstavuje soucas-
nou technologickou 3picku. V Tabulce 1 jsou
uvedeny vysledky opakovaného méfeni (n=10)

pfi nastfiku 1 fg absolutniho mnozstvi reserpi-
nu (ESI pozitivni), respektive chloramfenikolu
(ESI negativni), kdy vypoctena opakovatelnost
plochy piku pfi tomto analyzovaném mnozstvi
byla 7,2% pro reseprpin a 9,7% pro chloramfe-
nikol.
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Tabulka |

Vypocet Instrumentalni Meze Detek-
ce (IDL) pro reserpin a chloramfenikol
na trojitém kvadrupoélu Agilent 6495

Obrazek 3

Chromatogramy reserpinu (vlevo)

a chloramfenikolu (vpravo) znazornu-
jici opakované nastriky mnozstvi 1 fg
a mnozstvi odpovidajici vypoctené
mezi detekce



Obrazek 4
Trojity kvadrupdl LC-MS Agient 6495

Dle vy3e uvedené rovnice, v niz je smérodatna
odchylka vypoctena jako RSD x méfené mnoz-
stvi, bylo vypocteno IDL 0,2 fg pro reserpin
a 0,27 fg pro chloramfenikol. Na Obrazku 3
jsou vidét chromatogramy obou analytd z
opakovanych nastfikd mnozstvi 1 fg, preloze-
né s chromatogramem pfi nastfiku mnozstvi
odpovidajicimu vypoctenému IDL. Tento obra-
zek dokladuje nejen vynikajici opakovatelnost
na tak nizké hlading, jako je 1 fg, ale i fakt, Ze
stanovené IDL je stale jesté pohodiné deteko-
vatelnym mnozstvim analytu a signal pfiblizné
odpovida trojndsobku Sumu.

Zaver:

Specifikace citlivosti pfistroje zaloZzena na po-
méru signdlu k Sumu muze poskytovat zkres-
lujici informace, nebot hodnota signdlu k
sumu je snadno ovlivnitelna fadou parametrd.
Naopak parametr IDL pftindsi nékolik vyhod:
(i) s hodnotou IDL v podstaté nelze manipulo-
vat: se Sumem se nepracuje vibec, a zvyseni
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napéti detektoru zvysi pouze vysku signalu, ni-
koli mnozstviiontld dopadajicich na detektor, a
tim i opakovatelnost; (ii) pro vypocet se pouzi-
vaji koncentra¢ni hladiny blizko detek¢niho [i-
mitu a neni proto nutné vysledky extrapolovat.

Praktické priklady ukazuji, Ze tento pfistup
poskytuje realistické hodnoty meze detekce
pfistroje, a lze jej tudiz vyuzit jako objektivniho
parametru porovnani.
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