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1. UVOD

Jednim z nejlepsich dikazli pro usvédceni podezielé osoby ze spachéani trestného
¢inu jsou otisky prstl. Jejich vyhoda vychazi z predpokladu, Ze s nejvétsi pravdépodobnosti
neexistuji dva lidé, ktefi by méli totozné otisky prsti. Védni obor zabyvajici se touto
problematikou se nazyva daktyloskopie. Jeho naplni je odbér na misté ¢inu a analyzovani
papilarnich linii, ze kterych se otisk sklada. Diky rozvoji védy a techniky je v posledni dobé
mozné ziskat i jeho chemické sloZeni, k Cemuz se vyuzivd tada analytickych metod
zalozenych napiiklad na infraCervené a Ramanové spektroskopie nebo hmotnostni
spektrometrii. Postupy zalozené na hmotnostni spektrometrii hraji vyznamnou roli a
predevsim jim byla vénovéana pozornost v této bakalaiské praci O rtiznych ptistupech k
zobrazovani chemického sloZeni otiskti prstii pojednava teoreticka Cast, v experimentalni
¢asti je testovan desorpéni nanoelektrosprej pro analyzu povrchil. Sledovéana byla pfitomnost
1é¢iv na povrchu, coz by mohlo byt vychodiskem pro jejich nasledné zobrazovani z otisku

prstu.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Identifikace osob

Jiz od nepaméti lidstvo feSilo problém s individudlni identifikaci osoby. Badatelé
Z raznych oborl se snazili najit néjaky zptsob, ktery by mohl spolehlivé potvrdit identitu
¢lovéka. Informace tykajici se této problematiky jsou piehledné shrnuty napiiklad v knize
Forensic science — druhé vydani od autord Stuarta H. Jamese a Jon J. Nordbye z roku 2005,
ze které jsem Cerpal [1].

Prvni védecka metoda zvana bertillonaz po svém zakladateli Alphonsi Bertillonovi
spocivala v prométrovani jednotlivych ¢asti lidského téla. Bertillon vychazel z predpokladu,
ze se délky nékterych lidskych kosti a obvody lebek u dospélych jedinci neméni. Tento
postup se aplikoval pro identifikaci zlo¢incti — recidivisti. Zadrzeny byl podroben méieni,
hodnoty byly uloZzeny do kartotéky a pfi opétovném zadrzeni byl na jejich zdkladé
identifikovan. Od bertillonaze bylo casem odstoupeno, jelikoz se zjistilo, ze dva odlisni lidé
mohou mit shodné antropometrické znaky.

Ve snaze nalézt spolehlivéjsi identifikaéni metodu se upnula pozornost badateld na
otisk prstu. Zakladni kamen polozil J. E. Purkyné, ktery v roce 1823 publikoval praci, ve
které popsal zakladni vzory papilarnich linii na koncovych ¢lancich prsti a klasifikoval je
do nékolika skupin. Rada védcti se o tuto problematiku zacala zajimat, a tim pfisla na svét
nova metoda pro identifikaci jedince zvand daktyloskopie, kterd patfi dnes k nejhojnéji
pouzivanym kriminalistickym technikam.

Kriminalistickd daktyloskopie je levna a spolehliva metoda identifikace osob. Jeji
pomoci se nejen hledaji pachatelé, ale i identifikuji neznama téla. Vychazi z predpokladd,
ze kazdy ¢lovek ma jedinecny otisk prstii, ty se po dobu Zivota neméni a jsou neodstranitelné.
Otisky prsti délime do tfi skupin: viditelné, plastické a latentni.

U viditelnych otiskii prstii neni tfeba jakékoli upravy pro jejich zobrazeni. Jsou to
otisky tvofené naptiklad krvi ¢i inkoustem. Plastické otisky jsou takové, které byly
vytvofeny na mékkém povrchu (plastelina, maslo), jsou trojrozmérné a véts§inou neni potieba
dalSich uprav. Latentni skupinu tvofi otisky prsti, u kterych je tfeba pouzit specialni forenzni
techniky, typicky naneseni prasku, K jejich zviditelnéni. Pro zviditelnéni latentnich otiskti
prsti pouzivame fadu metod zalozenych na riznych principech [1].

Prvni skupinu tvoii fyzikalni metody. Jejich podstatou je naneseni jemnych ¢astic na
povrch materidlu a tim vytvofenim kontrastu mezi papilarnimi liniemi a pozadim. VétSina

praska jsou anorganické latky v riznych barevnych provedenich. Daji se rozdé€lit na



magnetické (napt. modifikovany nebo Cisty zelezny prach) a nemagnetické (napt. hlinikovy
prasek, grafit). Ziskané otisky se fotografuji nebo skenuji.

Druhou skupinu tvoifi metody chemické. Jejich principem je reakce mezi
chemickymi latkami vyskytujicimi se v otisku prstu a ¢inidlem. Mezi ¢inidla patii nejcastéji
ninhydrin, dale pak jod, dusi¢nan stfibrny ¢i estery kyanoakrylové kyseliny. Ninhydrin se
bézné pouziva jako ¢inidlo k detekci aminokyselin, plsobi jako oxida¢ni €inidlo a pfi reakci
nejdiive dojde k dekarboxylaci ptislusné aminokyseliny a vznikly meziprodukt hydrolyzuje
a nasledné probiha reakce s dal$i molekulou ninhydrinu za vzniku zbarveného produktu.
V zavislosti na pH prostfedi maji pak vysledné produkty lehce odlisné zabarveni. Reakce
s jodem patti spiSe na pomezi fyzikalnich a chemickych metod, protoze jeji princip je
zaloZen na sublimaci jodu a zachytavani jeho castecek na otiscich. Zviditelnéni pomoci
dusi¢nanu stiibrného je zaloZeno na jeho reakci s chloridy z otisku, ¢imz vznikne chlorid
stiibrny a ten nasledné projde fotoredukci na elementdrni stfibro. Tato metoda se jiz
Vv soucasnosti prili§ nevyuziva. Estery kyseliny kyanoakrylové, které se vyuzivaji napt. jako
tzv. vtefinova lepidla, naSly své uplatnéni také ve forenzni chemii. Zahtatim kyanoakrylati
dojde k vyvoji par, které se na otiscich prsti usazuji ve formé polykyanoakrylatu. Ten je
viditelny 1 pouhym okem, lze vSak vyuzit i ptidavek fluorescencniho nebo nefluorescenéniho

barviva, ktery otisk prstu jesté zvyrazni a zviditelni.

2.2 Analytické instrumentalni metody zobrazovani otiskii prsti

Pro vySetfovani kriminélnich trestnych ¢inG mize byt nejen piinosné ziskat otisk
prstu klasickymi postupy, ale 1 chemicky otisk prstu, kdy jsou chemické latky pfifazeny
Kk papilarnim liniim. Takovato informace umozinuje prokazat manipulaci vySetfované osoby
naptiklad s drogami, ale miZe také napomoci pfii rozliSeni prekrytych otiskl prsti. Zakladni

metody pouzivané pro tyto ucely jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

2.3 Spektralni metody

Spektroskopické zobrazovani je technologie, ktera kombinuje digitalni zobrazovani
a spektroskopii, kde se ziskavaji vysoce kvalitni spektralni a prostorové informace za dany
Casovy interval. Vyuziva se v fad¢ odvétvi, z nichz jednim jsou i forenzni védy. Moznym
uplatnénim je detekce chemickych latek v latentnich otiscich prstdi, coz mize byt velice
uzitetné pro vySetfovani kriminalnich ¢ind. V ilustracnim ptipad¢ je zadrzena osoba, ktera

je podeziela z vyroby vybusnin. Po sejmuti otiskl prstl a jejich nasledné analyze je zjisténo,
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ze obsahuji latky, které jsou slozkou vybusnin a tedy s nimi musela osoba manipulovat [2].
V dalsim ptipad¢ lze prokazat, ze osoba strilela diky nélezu povystielovych ¢astic Vv jejich
otiscich [3]. Jina z moznych aplikaci je usvéd¢eni drogovych dealerti pozitivnim nalezem
latky z drog [4].

V soucasné dob¢ se pro nejen tyto ucely analyzovani otiskll prstli vyuzivaji nejvice
infraervena spektroskopie (v blizké a stfedni oblasti), mikro rentgenova fluorescencni

spektrometrie (micro-X-ray fluorescence MXRF) a Ramanova spektroskopie [5].

2.4  Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie je analytickd metoda pro identifikaci sloucenin a pro
poznani jejich struktury. Infracervenym zéafenim je elektromagnetické zareni v rozsahu
vlnoéti 13000-10 cm™. Principem této metody je absorpce infraderveného zafeni pii
prichodu vzorkem, pfi které dochazi ke zméné rotacné vibra¢nich energetickych stavi
molekuly. Oblast 4000-1000 cm™ nazyvame oblasti skupinovych (charakteristickych)
vibraci, které vyuzivame pro identifikaci funk¢nich skupin molekuly. Pasy v oblasti 1500 -
600 cm™ jsou nazyvané oblasti ,,otisku palce* (fingerprint region) [6].

Ve forenznich védach je infracervena spektroskopie atraktivni detekéni technikou,
ktera umoznuje analyzu specifickych chemickych sloZek v latentnich otiscich prstd, jelikoz
je nedestruktivni a velice Casto nevyzaduje Zadnou dalsi upravu vzorku. Nejcastéji se
vyuzivd uspotfadani infraCervené spektroskopie S Fourierovou transformaci (FTIR).
V kombinaci s rozsitenym polem zobrazovaci optiky lze analyzovat vzorek do velikosti
nékolika centimetrii. Bylo prokazéano, Ze chemické zobrazovani pomoci FTIR je vhodné pro
snimani otiskil z rtiznych naroénych povrchll (véetné polymernich bankovek, mnoha druhii
papirt ¢i lepicich pasek). V nékterych ptipadech se mize latentni otisk nachézet na povrchu,
ze kterého nemtize byt analyzovan a je tedy tieba jej za pomoci specialni gelové pasky
pfenést do laboratofe k dal§Simu zkoumani. K minimalizovani interference gelu se pouziva
technika zeslabeného tplného odrazu (attenuated total reflection ATR) [7].

ProtoZe infraCervené spektrometry s globarovym zdrojem nejsou dostatecné citlive,
bylo vyvinuto méfeni se synchrotronovym zdrojem SR-FTIR (synchrotron radiation-based
FTIR) pro mikro skenovani mikroskopickych castic. Banas a kol. demonstrovali potencial
této techniky pro presnou identifikaci pevnych mikroskopickych ¢astic s primérem do 4 pm

nachazejicich se v latentnich otiscich prsti na riznych povrsich z kazdodenniho zivota [8].
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Je dobie znamo, ze chemické slozeni otisku prstu zalezi na véku. V roce 2008
Hemmila a kol. uspésné prokazali pomoci FTIR a mezi slozkami obsazenymi v otiscich a
vékem s vyraznym posunem kolem puberty [9]. To znamena, Ze tato technika by mohla byt
vhodna k odhadu véku osoby, ktera zanechala otisk prstu na misté ¢inu, i kdyz nejsou znamy
zadné dalsi informace, naptiklad nebyla nalezena shoda v databazi. Tento postup je vSak
mozny jen za podminek, kdy byl otisk nejprve nalezen bez poskozeni naptiklad zdrojem

svétla.

2.5  Fluorescenéni spektrometrie

Fluorescence oznacuje emisi svétla latkou, ktera absorbovala elektromagnetické
zafeni. Po odejmuti zdroje zafeni prestava latka emitovat (svitit). Fluorescence mé tadu
praktickych uplatnéni. Vyuziva se napiiklad v medicin€é, mineralogii nebo pii detekci
kosmického zareni. Své misto ma také ve forenznich védach, kde ji 1ze vyuzit pro detekci a
zobrazeni otiskl prstii.

V souCasné dobé se nejvice vyuziva tzv. mikro rentgenova fluorescenéni
spektrometrie (micro-X-ray fluorescence MXRF). Tato technika se také pouziva pro zvySeni
kontrastu mezi samotnym otiskem prstu a povrchem, na kterém se nachazi. Principem je
detekce prvka (draslik, chlor, atd.) obsazenych v otiscich. Maly bod na povrchu vzorku je
ozafen rentgenovym paprskem a detekuje se emitované zafeni. Pohybovanim rentgenového
paprsku po povrchu vzorku vznika dvou dimenzionalni obrazek distribuce prvki na zékladé
detekce zmén intenzity zafeni a polohy. Tyto rozdily odpovidaji relativni koncentraci daného
prvku ve vzorku [10]. V soucasnosti je MXRF schopna zobrazit povrch az do velikosti
nékolika cm? s prostorovym rozlisenim v rozmezi od nékolika um do nékolika set um
Vv zavislosti na ptistroji. Toto z ni déla idealni techniku pro detekci otisku prsta [11], [12].

Worley a kol. uvetejnil v roce 2006 praci, ve které zkouSeli analyzu otiskl prsta
pomoci MXRF. Zavérem bylo, Ze je vhodna pro zobrazeni otiskil i naro¢nych povrchi.
Jelikoz se jednd o nedestruktivni techniku, umoznuje nasledné vyuziti vzorku, jako je
naptiklad extrakce DNA [12].

Hlavni vyhodou MXRF je schopnost zobrazit otisk prstu a zdroven 1 zjistit jeho
chemické slozeni. Nekteré otisky zanechané na zvlastnich typech povrchi €i za specialnich
podminek mohou byt obtizné detekovatelné konven¢nimi kontrastnimi metodami. Jedna se
zejména o vlaknité papiry, textilie, dfevo, kize, plasty a lidskou kazi [13], [14]. Dale

zviditelnéni otiski zanechanych na tmavych nebo vicebarevnych podkladech mtze byt
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obtizn¢ proveditelné béznymi technikami kvuli malému kontrastu s povrchem [15]. Otisky
prsti patfici predpubertadlnim détem mohou byt taktéz obtizné detekovatelné, zvlasté po
uplynuti delsi doby, jelikoz neobsahuji kozni maz a jsou tvoieny relativné tékavymi volnymi
mastnymi kyselinami [16]. Ve vSech téchto pfipadech zobrazovani zaloZené na jejich

elementarnim slozeni za vyuziti MXRF je velmi cenné.

2.6 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je technika vhodna k ziskavani informaci o vibracnich a
rotacnich stavech molekuly zalozena na sledovani Ramanova rozptylu. Je nedestruktivni a
vyzaduje malou ¢i zddnou Upravu vzorku. Pfi Ramanové efektu je dopadajici svétlo pfi
prichodu vzorkem neelasticky rozptyleno a frekvence je posunuta o energii
charakteristickych molekulovych vibraci. Dnes se pro Ramanovu spektroskopii pouzivaji
jako zdroje lasery v Sirokém rozsahu frekvenci od blizké ultrafialové oblasti do blizké
infracervené oblasti. To umoznuje vybér optimalnich excita¢nich podminek pro kazdy
vzorek [17].

Ve forenznich védach naSla své misto naptiklad pfi analyzovani otiskl prsth. Jeji
pomoci jsme schopni detekovat pfitomnost exogennich latek. Lze ji pouzit naptiklad v
pfipad¢ analyzovani otiskdl prstd, které byly ziskdny za pomoci esterli kyseliny
kyanoakrylové (CNA) [18].

Day a kol. vyuzil Ramanovu spektroskopii pro detekci zakézanych latek a jinych
exogennich substanci v latentnich otiscich prsta [19].

V bézné praxi mohou néktera nosnad média ztézovat identifikaci stopovych latek,
jelikoz poskytuji signal, ktery miize zastinit slabsi odezvu hledanych slozek. K odstranéni
tohoto nedostatku byla vyvinuta metoda BTEM (band-target entropy minimization). Pfi ni
se zpracovavaji data vzorku. Nasledné je provedena identifikace knihovnou spekter [5].

Citlivost bézné Ramanovy spektroskopie neni dostatecna kvili malému povrchu,
ktery je schopna analyzovat. Zhruba 50 let po objevu Ramanova efektu byla vyvinuta
technika SERS (povrchem zesileny Ramantv rozptyl, surface-enhanced Raman scattering).
Principem je adsorpce molekul na zdrsnély kovovy nebo nanocasticovy povrch, ktery
zesiluje méfeny signal [20]. Vyhodou této techniky je moznost ziskat informace o vzorku
jako tfeba pfitomnost nepatrného mnozstvi moci, specifickych aminokyselin ¢i proteind.
Z tohoto diivodu se jevi jako cennd metoda forenzni védy k detekci biomarkerti a stopovych

slozek obsazenych v otiscich prsta [21].
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2.7  Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie ma své vyznamné misto v analyzovani otiskt prsti. Jeji
pomoci lze ziskat jak informace o chemickém sloZeni otiskl prstti proméfenim zkoumaného
povrchu, tak 1 otisk prstu z naméfenych signali iontli rekonstruovat pro nasledné
daktyloskopické vyhodnoceni. Nejpouzivangjsi techniky hmotnostni spektrometrie jsou

popsany v nasledujicich kapitolach.

2.8  Hmotnostné spektrometrické zobrazovani

Techniky hmotnostni spektrometrie pftispivaji  k identifikaci latek uréenim
molekulové hmotnosti nebo struktury z fragmenta¢nich spekter. Bylo prokazano, ze
zobrazeni hmotnostni spektrometrii (MSI mass spectrometry imaging) poskytuje
komplementarni informace ke konvenénim metodam, napiiklad K plynové ¢i kapalinové
chromatografii. Existuje nékolik metod vyuzivajicich hmotnostni spektrometrii, které se
pouzivaji k ziskani informaci o otiscich prstl. Patii k nim spojeni plynové chromatografie—
hmotnostni spektrometrie (gas chromatography-mass spectrometry GC-MS), vysokoucinna
kapalinova chromatografie-hmotnostni  spektrometrie  (high  performance liquid
chromatography-mass spectrometry HPLC-MS), kapilarni elektroforézy—hmotnostni
spektrometrie  (capillary electrophoresis—mass spectrometry CE-MS), desorp¢ni
elektrosprejové ionizace (desorption electrospray ionization DESI), desorpce a ionizace
laserem za ucasti povrchu (surface-assisted laser desorption/ionization SALDI), desorpce
laserem za Gcasti matrice (matrix-assisted laser desorption/ionization MALDI), hmotnostni
spektrometrie sekundarnich iontt (Secondary ion mass spectrometry SIMS) a pfima analyza
Vv redlném case (direct analysis in real time DART). Pomoci MSI miiZzeme nejen zobrazit
otisk prstu, ale 1 ziskat informace o latkach exogennich a endogennich (napf. volné mastné
kyseliny, estery cholesterolu, skvalen) v ném obsazenych [22]. Na druhou stranu techniky
hmotnostni spektrometrie jsou ndkladné a v mnohych ptipadech nekompatibilni s nékterymi

metodami ziskavani otiskd prstl na misté ¢inu [5].
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2.9  Hmotnostni spektrometrie s desorp¢ni elektrosprejovou ionizaci

Desorpéni elektrosprejova ionizace (Desorption Electrospray DESI) byla vytvofena
za uCelem piimé analyzy biologickych vzork. Vyhody DESI spocivaji v jednoduché ¢i
zadné tprave vzorku a v provedeni analyzy za atmosférického tlaku za podminek okoli [23].
Nevyhodou pak je horsi povrchové rozliSeni nez poskytuje MALDI technika. Patii do
skupiny ambientnich ionizacnich technik mezi nimiz napiiklad laserova ablace ve spojeni
s elektrosprejovou ionizaci (LAESI) poskytla zvlasté uzitecnd zobrazeni biologickych
systémil, véetné in vivo systému [24].

Principem DESI je vytvofeni nabitych kapicek elektrosprejem. Ty jsou sméfovany
na povrch vzorku, kde vytvaii tenky film, ktery rozpousti analyt. Dopad dalSich primarnich
kapic¢ek zapfic¢inuje vznik sekundarnich kapicek obsahujicich analyt. Po tomto procesu
nasleduje standardni elektrosprejovy odpafovaci proces odpafovani a zmensovani nabitych
kapek, kdy jsou v poslednim kroku z kapek uvoliiovany ionty do plynné faze [25]. Pti
hmotnostné spektrometrickém zobrazovani jsou vystupem hmotnostni spektra zaznamenana
pro jednotlivé body povrchu postupnym sméfovanim proudu nabitych kapi¢ek napfiic
povrchem [26]. Prostorové rozliseni DESI je typicky 200 pm, ackoli byly zaznamenany i
znateln¢ lepsi hodnoty [27].

Pomoci DESI Ize analyzovat $iroké spektrum latek, od jednoduchych aminokyselin
po alkaloidy, terpenoidy a steroidy, peptidy i proteiny. Diky tomu se jevi jako atraktivni
metoda pro aplikaci ve forenznich analyzach a zajisténi bezpe€nosti, coz mimo jiné zahrnuje
analyzovani suché krve, latentnich otiskl prstl, detekci vybusnin ¢i chemickych bojovych
prostiedkd [23]. Ifa a kol. jako prvni vyuzili DESI hmotnostni spektrometrii k zobrazeni
latentniho otisku prstu a k ziskani informaci o distribuci endogennich latek na povrchu

zkoumaného otisku [26].
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Obrazek 1. a) DESI-MS obraz distribuce kokainu na latentnim otisku prstu zanechaném na
skle, b) pocitaéem vytvoieny obraz otisku prstu z DESI méfeni, ¢) inkoustovy otisk prstu
zanechany na papiru a opticky naskenovan, d) pocitaem vytvoteny otisk z opticky
naskenovaného otisku prstu. Obrazek prevzaty z cit. [26]

Obrazek 1 ukazuje otisk prstu s kokainem pricemz otisk byl rekonstruovan (obr. 1a)
pro signal pti m/z 304 odpovidajici iontu [M+H]" kokainu po méfeni latentniho otisku prstu
na skle. Pro srovnani je ukazan otisk prstu stejné osoby vytvoreny inkoustem na papiie (obr.
1c). Shodné nalezené znaky ukazuji, ze hmotnostni spektrometrie umoznuje identifikaci
osob podle jejich otiska.

Mirabelli a kol. publikovali praci, ve které demonstruji vyuziti DESI hmotnostni
spektrometrie pfi analyzovani a zobrazeni otisku prstu obsahujiciho latky z kondomu.

Aplikace tohoto postupu mize usnadnit vySetiovani sexualnich utoka [28].

2.10 Hmotnostni spektrometrie s desorpci laserem za tucasti povrchu

Jak jiz bylo zminéno v tvodu, jednim z kritickych tkoll pti analyzovani otiskt prsti
je jejich nalezeni na misté ¢inu. Nejcastéji pouzivanou metodou je zviditeliovani pomoci
prasku. Hmotnostni spektrometrie s desorpci laserem za ucasti povrchu (surface-assisted
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laser desorption ionization SALDI) byla shledana jako vhodna pro analyzovani takto
zviditelnénych latentnich otiskd.

Desorpce a ionizace laserem (LDI) je proces pienosu energie, ktery vytvaii malé
anorganické a organické ionty v plynné fazi, kdyz je analyt vystaven piisobeni laseru.
Technika SALDI vyuziva pro zprostiedkovani ionizace vhodného povrchu (substratu)
tvofeného nanomateridlem, z néjz je analyt desorbovan. Takovéto uspotfaddani chrani analyt
pred pfimym plisobenim laseru, ¢imz se snizuje fragmentace. Ve forenzni védach ma SALDI
napiiklad vyuziti prave pfi analyzovani otiski prstil.

SALDI s analyzatorem doby letu (ToF) byla pouzita pti analyze nikotinu v otisku
prstu, ktery byl zviditelnén hydrofobnim kfemicitym nanopraskem (substrat pro SALDI) a
sejmut lepici paskou. Vysledkem byla detekce nikotinu a jeho metabolitu (kotininu). Touto
metodou Ize spolehlivé rozliit otisk prstu nekutaka od kufaka, a to podle intenzity iontu
m/z 163 v hmotnostnim spektru [29]. Bylo prokazano, ze i rizné farmaceutické substance
mohou byt detekovatelné v otisku prstu pravé pomoci SALDI-ToF. Lim a Seviour prokazali
Vv latentnim otisku prstu, ktery byl vyvinut vySe zminénym postupem, pifitomnost
terbinafinu, coz je antimykotikum [30]. Obsah 1éCiv v otiscich odkazuje na Zivotni styl a
dalsi dilezité osobni informace, které mohou byt vyhodné pii patrani po osobach
podezielych ze spachéni trestné¢ho ¢inu.

Kromé otiskt zviditelnénych pomoci kiemicitého prasku lze SALDI analyzovat i
otisky vytvofené estery kyseliny kyanoakrylové znamé pod zkratkou CNA. Sundar a Rowell
publikovali v roce 2013 na toto téma praci, ve které popisuji sejmuti otiskt prsti s obsahem
drog (kokain, metadon) nebo 1é€iv (aspirin, paracetamol a kofein) ze sklenéného podkladu
a jejich nasledné podrobeni SALDI-ToF hmotnostni spektrometrii. Otisk prstu byl
zviditelnén CNA metodou a popraSen Cernym magnetickym praskem. Poté byl vystaven
param rozpoustédla a sejmut lepici paskou. Takovyto otisk byl pak ptimo analyzovan na
pasce bez dalsi ipravy SALDI-ToF-MS. Vysledkem je poznatek, Zze bez pouziti prasku a
rozpous$tédla neni moZzné pfimou analyzou hmotnostni spektrometrii prokazat pfitomnost

drog [31].

2.11 Hmotnostni spektrometrie s desorpci laserem za pritomnosti matrice

Od roku 2009, kdy byla poprvé hmotnostni spektrometrie S desorpci laserem za
pfitomnosti matrice (matrix-assisted laser desorption ionization MALDI) pouzita k analyze

slozeni otisku prstu, jeji aplikace strmé rostly. Dnes je to nejprozkoumanéjsi technika
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snejvice publikacemi, patenty a aplikacnimi sdélenimi, navic vyborné kompatibilni
s metodami vyvijeni otiskll prsti na misté ¢inu [32]. MALDI umoznuje ionizaci Siroké skaly
latek véetné nizkomolekularnich metabolitt drog, polysacharidi a lipida[33].

Tato mekka technika generuje desorpci ionty v plynné fazi. Desorpce je zptisobena
laserem za pomoci nizkomolekularnich netékavych organickych latek, jako naptiklad
kyselin pii méfeni v pozitivnim moédu, které vykazuji velkou konjugaci nasobnych vazeb,
coz umoznuje absorpci laserové energie [34].

Pro ziskani informaci o chemickém otisku prstu byly testovany rtizné postupy
nanaSeni matrice. Slibnym z hlediska kvality dat a povrchového rozliSeni bylo nanaSeni
matrice sprejovanim, ale vyzadovalo pfedchozi vizualizaci otisku [32], [33].

Pro vyfeseni tohoto problému byla navrzena tzv. dry wet metoda aplikace matrice
[35]. V tomto piipadé¢ je samotna MALDI matrice (nejpouzivanéjsi je kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoticova—a-CHCA) jako zviditeliujici prasek nanesena stéteCkem na latentni otisk,
stejné jako kdyz se otisk na misté ¢inu zviditeliiuje pouzitim specialnich praska. Ferguson
s tymem zjistil, ze takovymto nanesenim matrice se papilarni linie zviditelni a 1ze je sejmout
paskou z povrchu [36]. Podle spektroskopickych vlastnosti matrice, kromé optickych obrazti
mohou byt zachyceny i UV a fluorescenéni obrazy otisku prstu a ty Ize dale pouzit pro
vyhledavani v databazi a identifikaci podezielého. Sejmuty otisk je nasledné¢ rovnomérné
posprejovan aerosolem rozpoustédla. To umoziiuje rozpusténi matrice i analytu a jejich ko-
krystalizaci [37]. Nasledné mize byt na takto osetiené otisky aplikované MALDI skenovani
poskytujici molekulovy obraz papilarnich linii.

,,Dry-wet“ metoda poskytla jeden z prvnich ptikladi dvojitého zobrazovani
papilarnich linii, kdy samotné naneseni matrice poskytne optickych obraz, hmotnostni
spektrometrie pak chemicky obraz otisku. Dale bylo prokazano skenovaci elektronovou
mikroskopii (scanning electron microscopy SEM) a MALDI-MSI (MALDI mass
spectrometry imagining), ze metoda ,,dry-wet* neni jen 1épe reprodukovatelna, rychlejsi a
ucinnéjsi nez metoda sprejem nandsené matrice, ale také Ze s niz§i velikosti Castic matrice

bude vysledny obraz otisku kvalitn&jsi (viz. obr.2) [35].
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MALDI MS image
SEM images m/z 283.3

A3

Spray coated

Dry-Wet
Unground matrix

Dry-Wet

Manually ground
matrix

Dry-Wet

Mechanically ground
and sieved matrix

Dry-Wet
Mechanically ground
matrix (< 10 um)

Obr.2 Srovnani otisku prsti ziskanych metodou ,,dry-wet®“. Pievzato z Cit.[32]. Zobrazeni
vzorku pomoci SEM a MALDI-MSI. Panel A1-E1 ukazuje 700x zvétSeny obraz otisku
prstu, ktery byl potahnuty sprejem (Spray coated — SC) a metodu dry-wet (DW)

s rozdilnymi velikostmi ¢astic (A1 = SC metoda, B1 = DW metoda, nerozemleta matrice,
C1 = DW metoda, manualné rozemletd matrice, D1 = DW metoda, mechanicky rozemleta
a proseta matrice, E1 = DW metoda, mechanicky rozemletd matrice (< 10nm velikost
Castic)). Panel A2-E2 ukazuje 3000x zvétseny panel A1-E1. Panel A3-E3 ukazuje
odpovidajici obraz iontu pii m/z 283,3 z MALDI hmotnostni spektrometrie. Panel E4

ukazuje obraz E3, ktery neprosel normalizaci
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Dalsi pouzivanou MALDI matrici je 1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-hepta-1,6-
dien-3,5-dion znamy pod nazvem kurkumin. Kurkumin byl testovan ,,dry-wet* metodou za
laboratornich podminek, ale i v podminkach imitujicich realné pouziti. Bylo zji$téno, ze tato
latka vykazuje vyrazné zlepSeni zobrazeni otisku prstu, pravdépodobné kvili tvorbé
vodikovych vazeb mezi mastnymi kyselinami/glyceridy obsazenych v koznim mazu (lat.
sebum) a karbonylovou/hydroxylovou skupinou z kurkuminu [32].

S. Francese s kol. publikovala ¢lanek, ve kterém demonstrovala univerzalnost
kukuminu jako MALDI matrice pro lipidy a dalS$i malé molekuly, ale i pro peptidy a
proteiny. V nékterych piipadech vykazoval dokonce lepsi vlastnosti nez kyselina a-kyano-
4-hydroxyskoticova. Nevyhodou ovsem je, Ze silna adheze kurkuminu k otisku prstu
zpusobuje velice té€Zko odstranitelné skvrny na povrchu, kde byl otisk zanechan. Z tohoto
duvodu se od jeho vyuZiti v praxi na misté ¢inu upustilo [38].

R. Bradshaw s tymem vypracoval studii pojednavajici 0 moznosti detekce lubrikantt
z kondomii v otiscich prstu, ¢imz je mozna identifikace osoby podezielé ze spachdni
sexudlniho utoku. Vyuzili MALDI hmotnostné spektrometrické zobrazovani s aplikaci a-
CHCA matrice, kterou v prvni kroku poprasili otisk, coz umoznilo jeho sejmuti. Prokazali
pouzitelnost této techniky pii vySetfovani na misté ¢inu [39].

MALDI hmotnostni spektrometrie je také vhodnad pro analyzovani Siroké Skaly
riznych 1é¢iv a drog a jejich metabolit. Vyhodou je rovnéz fakt, ze nékteré techniky
pouzivané pro lokaci a sejmuti otiskd prstd, jako napfiklad naneseni pény kyseliny

kyanoakrylové, nebrani detekci takovych latek [40].

2.12 Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontt (Secondary ion-mass spectrometry
SIMS) pracuje na principu bombardovani vzorku vysokoenergetickym svazkem iontt (1-40
keV), coz zplsobuje desorpci sekundarnich iontl. Vysledny obraz vznika rastrovanim

svazku iontll po povrchu na kterém je naneseny vzorek [5].

SIMS byla shledana jako vhodna technika pro forenzni vyuziti pii analyze otiski
prsti zanechanych na misté ¢inu, naptiklad pro odhadnuti stafi otisku na zaklad¢ signalt
nasycenych mastnych kyselin v rozpéti molarnich hmotnosti od 143 g/mol do 395 g/mol
[41]. Szynkowska se spolupracovniky zobrazila a analyzovala otisky prstu kontaminované
riznymi latkami zanechané na Ctyfech typech povrchii (ocel, hlinik, mosaz a sklo). Prace

ukazala, ze vyuziti techniky mtze byt vhodné pro analyzovani otisku prstu jak z hlediska
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identifikace exogennich latek tak i jejich distribuce na celém povrchu [42].

Zajimava je prace publikovana N. Montaltem s kol. v roce 2013, kde bylo zkoumano,
zda otisk vznikl po tisku z laserové tiskarny nebo pted nim [43]. Zmapovanim vybranych
endogennich prvk Na*, K* a CsHs* lze ziskat obraz papilarnich linii a zaroven tyto ionty
byly pozorovany pouze u otiskll vzniklych po tisku [43]. Zobrazovani technikou SIMS mize
byt pouzito jako posledni moznost zlepSeni vizualizace latentniho otisku prstu v piipadé,
kdy vzorek neni Gplné€ vyvinut konven¢nimi ¢inidly, jako je péna kyseliny kyanoakrylové
[44].

Mezi nevyhody hmotnostni spektrometrie sekundéarnich iontd patii zejména nutnost
vlozit vzorek do vakuové komory, ve které mohou nastat zmény chemického otisku prstu,
jako tfeba redukce nékterych mastnych kyselin nebo zmény koncentraci lipidi a skvalenu, a

prodlouzeni doby a ceny analyzy [44].

2.13 Nezobrazovaci techniky hmotnostni spektrometrie

Spojeni plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC-MS), kapilarni
elektroforéza-hmotnostni spektrometrie (CE-MS) a pfima analyza v redlném case (DART-
MS) nejsou schopny poskytnout vyobrazeni otiskti prstt, avSak hraji duleZitou roli pii
poskytovani chemickych informaci.

GC-MS byla jednou z nejpouzivangjsich technik pro studovani endogennich latek
Vv otiscich prsti. Bylo zjisténo, ze latky obsazené v jednotlivych otiscich se vyrazné lisily u
kazdé osoby a také dochazelo pro danou osobu k jejich zménam v case [45] [46]. Pomoci
GC-MS se zjistilo, ze lidé rozdilnych ras a pohlavi maji rozdilny pomé&r nékterych metyl
esterti mastnych kyselin [47].

GC-MS obecné vyzaduje rozpusténi analytu, k ¢emuz je zapotiebi vétsiho mnozstvi
vzorku (latek vytvaiejicich otisk), a muze tim byt ohrozeno nasledné skenovani,
mikroskopické zkoumani a ulozeni otisku do databaze [48].

Pfimé analyza v redlném case je metoda ambientni ionizace, kterd vyuziva
mechanismu ionizace v plynné fazi a pro analyzu potfebuje jen malé mnozstvi vzorku.
Samotna analyza je rychla a vzorky se méfi pfimo, bez nutnosti jejich aprav. Musah a kol.
vroce 2012 demonstrovali schopnost DART-MS pfi identifikaci lubrikac¢nich latek
pouzivanych v kondomech ( nonoxynol-9) a tady dalsich latek souvisejici se sexualnimi
utoky [49]. Dale tuto techniku také pouzili pro identifikaci mastnych kyselin v latentnich

otiscich. DART nabizi rychlou a dostate¢né citlivou metodu analyzovani otisk prsti.
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3. PRAKTICKA CAST
3.1  Pristroje a chemikalie

K méfeni vzorkl ucinnych aktivnich farmaceutickych substanci z tablet byl pouzit
hmotnostni spektrometr Xevo TQD (Waters, Manchester, Velkd Britanie) S iontovym
zdrojem ESI a nanoDESI. Komer¢ni vstup hmotnostniho spektrometru v ptipadé nanoDESI
byl nahrazen vstupem se vzorkovacim kénusem a vyhiivanou kapilarou umoziujici regulaci
podtlaku. Jako sprejovaci kapilara nanoDESI slouzila kfemenna kapilara (2+1 pm 1. D.,
PicoTips emmiter, New Objective, Woburn, USA). Uspoiadani iontového zdroje je

zobrazeno na obrazku 3 (iontovy zdroj nanoDESI).

svorka vkladajici

it piipojeni
napeti

_ vakuového

Cerpadla

) . vyhfivana
sprejovaci kiemennd - - Kkapilira

kapilira o=

| — silanizované mikroskopické
sklicko s nanesenymi vzorky

Obrazek 3 Zobrazeni uspotfadani nanoDESI iontového zdroje

Tabulka | Nastaveni parametri pro iontovy zdroj ESI

parametry hodnoty
napéti na sprejovaci kapilare (kV) 2,2
napéti na koénusu (V) 32
teplota zdroje (°C) 100
pritok desolvata¢niho plynu (I/hod) 100
teplota desolvata¢niho plynu (°C) 100
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Tabulka Il Nastaveni parametrt pro iontovy zdroj nanoDESI

parametry hodnoty
napéti na sprejovaci kapilaie (kV) 2,2
teplota vyhtivané kapilary (°C) 200
teplota zdroje (°C) 100

Nastaveni parametrt jednotlivych iontovych zdroju je uvedeno v tabulce | a II.
Pratok vzorku v ptipadé ESI byl 10 ul/min. Ovladani pfistroje a sbér dat byly zajistény
prostfednictvim software MassLynx 4.1. (Waters, Manchester, Velka Britanie). Vyhtivani
kapilary (nanoDESI) bylo zajisténo externim zdrojem s regulaci Termostat FY400 (CD
Automation, Eastbourne, Velké Britanie).

Pouzité chemikalie: methanol HPLC kvality (Fisher Chemical, Pardubice, Ceska
republika), voda (upravena na piistroji Direct — Q VV Millipore, Merck, Darmstadt,
Némecko), kyselina mravenéi p.a. (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika), standardy
kyselina acetylsalicylova p.a (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika), kofein p.a (Fluka,
Praha, Ceska republika), vzorky komerénich analgetik Panadol Extra (Brentford, Velka
Britanie), Acylpyrin (Herbacos Recordati, Pardubice, Ceska republika) byly zakoupeny
V bézné 1€karne.

V léCivém pripravku Panadol extra jsou jako uc¢inné latky obsaZeny paracetamol a
kofein. V jedné tableté je 500 mg paracetamolu a 65 mg kofeinu. V piipravku Acylpyrin je
obsazena jako G¢inna latka kyselina acetylsalicylova (500 mg Vv jedné tableté). Na obr. 4,5

a 6 jsou zobrazeny struktury aktivnich farmaceutickych substanci obsazenych ve vybranych

JOIR:

HO

1é¢ivech.

Obr. 4 Paracetamol

O§ OH

o_ _0O
~F
CHj

Obr. 5 Kyselina acetylsalicylova
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Obr. 6 Kofein

Tabulka 111 Informace o0 analyzovanych aktivnich farmaceutickych substancich

kolizni
sumarni prekurzorovy  napctina  fragmentové )
# nazev latky ) ) energie
vzorec ion (m/z) konusu (V) ionty
V)
1 paracetamol CgHoNO, 152 [M+H]* 45 110 20
kyselina
) CoHsO4 179 [M-H] 20 137 5
acetylsalicylova
3 kofein CsH1oN4O2 195 [M+H]* 45 138 45

3.2 Pracovni postup
3.2.1 Ptiprava zasobnich roztokl

Zasobni roztoky standardt (kofein, kyselina acetylsalicylova) pro experimenty ESI
byly pfipraveny o koncentraci Img/ml rozpusténim navazky piislusného standardu
Vv odpovidajicim objemu smési rozpoustédel methanol:voda (1:1, v/v). Jako pracovni roztok

slouzil 10x ztedény zasobni roztok u obou standardu.

3.2.2 Ptiprava vzorkl pro experimenty desorpénim nanoelektrosprejem

Tablety komercnich 1éCivych piipravki se otfely na okraj zdrsnéného silanizovaného
povrchu podlozniho mikroskopického sklicka (Thermo Scientific, Menzel-Glaser, 76 x 26
mm), viz obr. 7. Takto pfipraveny vzorek byl podroben piimé desorpci ze sklicka bez/s
teflonovym nastavcem. Jako sprejovaci kapalina byla pouzita smés rozpoustédel
methanol:voda (3:1, v/v) okyselena 2% kyseliny mravenci. Latky byly méteny pii podtlaku
0,4 baru.

Dale byly pfipraveny suspenze obou komercnich 1é¢iv. Tableta 1éCiva se rozetiela

Vv tfeci misce, odebralo se 250 mg prasku do 5 ml odmérné banky, ktera se doplnila po rysku
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smési rozpoustédel methanol:voda (1:1,v/v). Nasledné doslo k homogenizaci v ultrazvukové

lazni. Vzorky byly méteny pii podtlaku 0,4 baru, neni-li uvedeno jinak.

Obrazek 7 Fotografie mikroskopickych sklicek. Vlevo se nachézi sklicko bez teflonového
nastavce, vpravo pak sklicko s teflonovym nastavcem. U obou skli¢ek byla vlevo otiena

tableta Acylpyrinu, vpravo Panadolu extra
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4. VYSLEDKY

4.1  Analyza ucinnych latek obsazenych v komercnich lécivych pripravcich

elektrosprejem a desorpénim nanoelektrosprejem

Vzorky standardi kyseliny acetylsalicylové a kofeinu byly analyzované pomoci ESI.
Vzorek byl méfen piimou infizi s prutokem10 pl/min.

Standard kyseliny acetylsalicylové poskytuje Vv hmotnostnim spektru v negativnim
moédu ion [M-H]™ pii m/z 179 (obr. 8). Fragmenta¢ni spektrum kyseliny acetylsalicylové po
izolaci iontu [M-H]  pti fragmentacnim napéti 10 V je zobrazeno na obr. 9. Pfi méfeni se ve
spektrech vyskytoval pomémé intenzivni ion m/z 137. Tuto skuteCnost lze pfisoudit
odstépeni acetylové skupiny (neutralni ztrata CoH.0). Dalsim fragmentem je ion s m/z 93

(obr. 10), ktery mize vzniknout ztratou C2H20 a CO- z iontu [M-H]".

- M52 ES-
1001 137.310 E‘ G.36e6
! o OH
|F T
|
| o] o}
.I ~F
| CH,
|
e U
[M-H]
|L 179.291
| =t

N il .
50 80 70 | 80 90 400 410 120 430 140 160 180 470 480 150 200 210 230 230 240 250 -

Obrazek 8 Hmotnostni spektrum standardu kyseliny acetylsalicylové, ionizace

elektrosprejem, méteno v negativnim modu
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Daughters of 1T9ES-

1001 137.058 1.22a6

[M-HJ-

OEO 60 7o B0 a0 100 110 120 130 140 150 160 170 TEO 190 200 210 220 230 240 ZSE”

Obrazek 9 Fragmentacni spektrum iontu m/z 179 kyseliny acetylsalicylové po izolaci iontu

[M-H] pti fragmenta¢nim napéti 10 V, ionizace elektrosprejem, méfeno v negativnim

modu
0 OH H Daughters of 179ES-
100, 93.126 L 3.32e5
! o] //,o
‘H
ﬁ |
‘ 136.995
59!343 ]3"
i I
| \J |
LJ [l &',
o | ey - miz

50 60 7o 80 90 100 10 120 130 140 150 160 470 180 190 200 210 220 230 240 250

Obrazek 10 Fragmentacni spektrum iontu m/z 179 standardu kyseliny acetylsalicylové pfi

fragmenta¢nim napéti 20 V, ionizace elektrosprejem, méfeno v negativnim modu
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Daughters of 1TT9ES-
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Obrazek 11 Fragmentacni spektrum iontu m/z 179 standardu kyseliny acetylsalicylové pii
fragmenta¢nim napéti 5 V, ionizace elektrosprejem, méteno v negativnim modu

Hmotnostni spektra na obr. 10 a 11 naznacuji, Ze pfi nizsi kolizni energii vznika
dominantné ion m/z 137, pfi vyssi dochazi k dalsi fragmentaci a zakladni pik ve spektru
odpovidd m/z 93. Toto odpovida ztraté acetylové skupiny C2H20 pii nizsi kolizni energii a
odstépeni acetylové skupiny C2H20 a CO2 pii vyssi kolizni energii.

Kofein poskytuje pfi mé&feni v positivnim médu ion [M+H]" pii m/z 195 (obr. 12).
Fragmentaéni spektrum kofeinu po izolaci iontu [M+H]* pfi napéti 10 V je zobrazeno na
obr. 13. Fragmentaci m/z 195 (obr. 14) byly ziskany hlavni fragmenty m/z 138, m/z 110,
m/z 83, m/z 69. Fragment m/z 138 by mohl odpovidat ztraté methylisokyanatové skupiné
C2H3NO, druhy z fragmentti (m/z 110) piedstavuje dalsi ubytek 28, coz odpovida odstépeni

CO skupiny. Tteti fragmentovy ion m/z 83 je nizsi o 27, coz naznacuje ztratu CHN.
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101.319 / 8.35e6
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Obrazek 12 Hmotnostni spektrum standardu kofeinu, ionizace elektrosprejem, méteno

V positivnim médu

|M+H]* Daughters of 195ES+
195.428 3.47e5

100 _I_

117.203

S - SN — ! |
GSD 60 To BO 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 255l z

Obrazek 13 Fragmentaéni spektrum kofeinu po izolaci iontu [M+H]" pfi napéti 10 V,

ionizace elektrosprejem, méfeno Vv positivnim modu

Obrazek 14 Fragmentacni spektrum iontu m/z 195 standardu kofeinu pfti fragmenta¢nim

napéti 20 V, ionizace elektrosprejem, méfeno Vv positivnim méodu
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Daughters of 162E5+
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Obrazek 15 Fragmentacni spektrum iontu m/z 152 odpovidajici latce paracetamol z
ptipravku Panadol extra pfi 12 V v positivnim modu, ionizace desorpénim
nanoelektrosprejem

Na obr. 15 je znazornéné fragmentaéni spektrum iontu m/z 152 pfi 12 V odpovidajici
ucinné farmaceutické substanci paracetamolu, ktery je spolu s kofeinem obsazen
Vv komerénim lé¢ivém pripravku Panadol extra. Zaznam vznikl analyzovanim suspenze
Panadolu extra, ktera byla pfipravena postupem uvedenym v kapitole 2.2.2. Z divodu
absence standardu paracetamolu nejsou zde uvedena dalSi hmotnostni spektra. Méteni
probihalo v positivnim médu.

V hmotnostnim spektru uvedeném na obr. 15 je patrny ion m/z 152 [M+H]", coz
odpovida molekule paracetamolu. Dalsi intenzivni ion m/z 110 je produktem fragmentace,

ktery pravdépodobné vznikl odstépeni acetylové skupiny C2H20.

4.2  Analyza aktivnich farmaceutickych substanci z tablet komer¢nich 1é¢ivych

pripravki desorpénim nanoelektrosprejem

Vzorky komer¢nich 1é¢ivych pripravka Panadol extra a Acylpyrin byly naneseny
otérem na silanizované mikroskopické sklicko viz obr. 7, umistény na néstavec pro vzorek
a ionizovany pomoci nanoDESI. Méfeni kazdého vzorku bylo provedeno 6x. Nasledné byl
ke sklicku ptidan teflonovy nastavec a opé€t se provedlo 6 méteni pro vzorek Panadolu extra

a 6 pro Acylpyrin. Doba sbéru dat pii méfeni byla nastavena na 1 minutu.
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Obrazek 16 Hmotnostni spektrum pfipravku Panadol extra, méteno v positivnim médu,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem

[M+H]* MS2 ES+
100 152,186 2.8965
F52.3-?5
=
174,248
[
190,196
149.286 | 153 304 ) IM+H]*
80.520 Vb 1mase || 195.491
ra08 =7 Ll UL [p & ) 222.282
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Obrazek 17 Hmotnostni spektrum ptipravku Panadol extra s teflonovym nastavcem,
meéfeno v positivnim modu, ionizace desorpénim nanoelektrosprejem (ionty m/z 174 a 190
mohu odpovidat [M+Na]" a [M+K]")
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Obrazek 18 Hmotnostni spektrum ptipravku Acylpyrin, ionizace desorpénim
nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu
MS2 ES-
100 13?I_2lﬁ' 6.45e5
=
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Obrazek 19 Hmotnostni Spektrum piipravku Acylpyrin s teflonovym nastavcem, ionizace

desorp¢nim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim médu
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Tabulka IV Naméiené hodnoty intenzit iontd, které odpovidaji t¢innym farmaceutickym

latkam, latek a jejich fragmentl v zévislosti na pfitomnosti teflonového nastavce.

arit-
ion RSD
vzorek #1 #2 #3 #4 #5 #6 | meticky
(m/2) R
prumer
4,3e 6,04E
152 | 1,40e7 | 1,32e7 5 1,63e6 | 2,95e6 | 1,67e5 6 91,0
+
Panadol
4,14E
extra

195 | 9,35e5 | 9,18e5 | 4,71e5 | 8,20e4 | 6,31e4 | 1,32e4 +5 94,8

2,60E
Panadol 152 | 2,89¢e5 | 9,18e5 | 1,63e5 | 2,42e3 | 1,58e5 | 3,20e4 +5 118,6

extra

s teflonovym 1,16E
nastavcem 195 | 1,35e4 | 2,03e4 | 1,44e4 | 4,56e3 | 7,56e3 | 9,39e3 +4 44,2

3,45E
179 | 3,13e4 | 3,45e3 | 4,68e4 | 5,54e4 | 3,82e4 | 3,19e4 +4 47,1

Acylpyrin
iRy 4 87E
6,4e
137 | 4,52e5 | 5,594 c 6,48e5 | 5,62e5 | 5,62e5 +5 417
2,39E
_ 179 | 2,96e4 | 2,98e4 | 1,96e4 | 1,81e4 | 3,41e4 | 1,19¢4 +4 32,8
Acylpyrin
s teflonovy
ym 3,95E
nastavcem

137 | 6,45e5 | 4,22e5 | 2,93e5 | 2,41e5 | 5,67e5 | 2,04e5 +5 41,7

Nahodné vybrana tableta 1é¢iva byla otfena na silanizované mikroskopické sklicko
viz obr. 7 a proméfena bez a s teflonovym nastavcem. V tab. IV jsou uvedeny hodnoty
intenzit sledovanych iontli v komer¢nich 1éCivych ptipravcich, odpovidajici priméry a

relativni smérodatné odchylky. V Panadolu extra byly sledovany ionty m/z 152 odpovidajici
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ucinné latce paracetamolu a m/z 195, ktery odpovida kofeinu. U piipravku Acylpyrin byly
sledovéany ionty m/z 179 odpovidajici ucinné latce kyseliné acetylsalicylové a m/z 137, ktery
patii hojné se vyskytujicimu produktu fragmentace.

Z uvedenych hodnot aritmetickych priméra vyplyva, ze s aplikaci teflonového
nastavce dochazi k snizeni intenzit sledovanych iontt. Z hlediska opakovatelnosti (relativni
smérodatné odchylky) jsou méfeni s a bez teflonového nastavce srovnatelna. Vyznamny
rozdil v hodnotéch relativni smérodatné odchylky RSD byl pozorovan pro Panadol extra pii
pouziti teflonového nastavce (118,6 % pro m/z 152 a 44,2 % pro m/z 195), coz lze ptisoudit
nehomogenité meétené¢ho vzorku (nanaSeni vzorku otérem tablety, méteni v riznych mistech

povrchu)

4.3  Zkoumani vlivu podtlaku na kvalitu hmotnostnich spekter ziskanych pomoci

desorp¢niho nanoelektrospreje

Za Ucelem ziskani co nejkvalitngjSich dat byla provedena série méteni pii rizné velkych
podtlacich zvlast’ pro vzorek Panadolu extra a Acylpyrinu. Nize jsou uvedena hmotnostni
spektra pro vzorek Panadol extra (obr. 20 aZz 25) naneseny ve formé suspenze a méfeny
Vv positivnim médu. Nasleduji hmotnostni spektra pro vzorek suspenze piipravku Acylpyrinu
(obr. 26 az 31) meéfeny v negativnim modu. Oba dva vzorky byly méfeny pomoci

desorp¢niho nanoelektrospreje.
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Obrazek 20 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra nanesené¢ho ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu pii odpojeném

podtlaku
MS2 ES+
100, 231.296 3.13e3
231.107
80.583
231,611
152,186 174.122
152.501 174.563 230.981
il 80457 0 0 180583 190.448
151.997 ] | 239.491
80.268 166.243 210178 225.118
197.508
56,985 127.855 140.147 153.609| | 211.585
| 80.079 198.265
79.890 | I
sa.041 I 92_117I 101950 115312 | I [
) ol ) OOV Y PO A L e O L L l‘ Wl | |
150 160 170 180 190 200 210 220

60 7o 80 30 100 110 120 130 140

Obrazek 21 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,
ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu pii podtlaku 0,05
baru
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Obrazek 22 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formeé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu pii podtlaku 0,2 baru

MS2 ES+

100+ 152.249 41266
195.302
|
174.311
= |
65.204
51.465 80.268 153,258 217.302
91.298 114.367 136.365 59435 | || 190322

236.276241.193
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120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 2

Obrazek 23 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu pii podtlaku 0,4 baru
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Obrazek 24 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu pii podtlaku 0,6 baru
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Obrazek 25 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu pii podtlaku 0,75

baru

37



MS2 ES-
100 202 866 M

240.248

116.573

2 50408 114.115

242,832

1337117 149.180 185.909 237.789

|
154077  177.274 191.015 246.110

128.612

90 100 MO0 120 130 140 150 160 170 180 190 20 230 240 253“:

Obrazek 26 Hmotnostni spektrum vzorku Acylpyrinu naneseného ve form¢ suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu pii odpojeném

podtlaku
MS2 ES-
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Obrazek 27 Hmotnostni spektrum vzorku Acylpyrinu naneseného ve form¢ suspenze,
ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu pii podtlaku 0,05

baru
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Obrazek 28 Hmotnostni spektrum vzorku Acylpyrinu naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpcnim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu pti podtlaku 0,2 baru
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Obrazek 29 Hmotnostni spektrum vzorku Acylpyrinu naneseného ve form¢ suspenze,

ionizace desorpcnim nanoelektrosprejem, méteno v negativnim modu pii podtlaku 0,4 baru
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Obrazek 30 Vzorek Acylpyrinu nanesené¢ho ve formé suspenze, ionizace desorpénim

nanoelektrosprejem, mefeno v negativnim modu pii podtlaku 0,6 baru
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Obrazek 31Vzorek Acylpyrinu nanesené¢ho ve formé suspenze, ionizace desorpcnim
nanoelektrosprejem, méteno v negativnim modu pii podtlaku 0,75 baru
Z vyse uvedenych hmotnostnich spekter (obr. 20-25) je zfejmé, ze podtlak ma
zéasadni vliv na kvalitu vysledka pfi analyzovani piipravku Panadol extra. Bez nastaveni
nebo pii velmi nizkém podtlaku (obr. 20 a 21) dochazi k vyraznému zhorSeni poméru signalu
k Sumu. Zvyseni podtlaku (obr. 24 a 25) vede Kk snizovani intenzit sledovanych ionti, coz

rovnéz nelze povazovat za vhodné. Na obr. 26-31 jsou zobrazena hmotnostni spektra
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ptipravku Acylpyrinu méfeného pii riznych podtlacich v negativnim moddu. Stejné jako
Vv piipad¢ Panadolu extra mé podtlak i u Acylpyrinu zasadni vliv na kvalitu vyslednych
hmotnostnich spekter. Jako optimalni podtlak k méfeni komerénich 1é¢ivych ptipravki

Panadol extra a Acylyprin se ukazala hodnota 0,4 baru (obr. 23 a 29).

4.4  Analyza kombinovanych vzorki komerc¢nich 1é¢iv desorpénim

nanoelektrosprejem

Na silanizované mikroskopické sklicko byly naneseny dvé kapky suspenze vzorku
Panadolu extra na dvé riizna mista a jedna kapka vzorku Acylpyrinu (obr. 32). Oba vzorky
byly pfipraveny ve formé suspenze jak je uvedeno v kapitole 2.2.2. Jelikoz se Panadol extra
méfi pii positivnim moédu a Acylpyrin pifi negativnim, bylo provedeno méfeni vsech tii
vzorkd nejprve v positivnim modu, poté v negativnim. Na obr. 33 a 34 jsou zobrazena

hmotnostni spektra ptipravku Panadol extra z riznych pozic.

Obrazek 32 Silanizované mikroskopické sklicko s nanesenymi vzorky ve formé suspenzi.

1) kapka Panadolu extra, 2) kapka Panadolu extra, 3) kapka Acylpyrinu.
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4.4.1 Me¢fteni v positivnim modu
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Obrazek 33 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méteno v positivnim modu z pozice 1 viz obr. 32
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Obrazek 34 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu z pozice 2 viz obr. 32
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Obrazek 35 Hmotnostni spektrum vzorku Acylpyrinu naneseného ve formé suspenze,
ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v positivnim modu z pozice 3 viz obr. 32
Pii méfeni v positivnim modu poskytuji u¢inné latky z pripravku Panadol extra
hledané ionty. V piipadé latky paracetamolu se jedna o ion m/z 152 a u kofeinu jde o m/z
195. V ptipravku Acylpyrin je obsaZena jako ucinnd latka kyselina acetylsalicylova, ktera
poskytuje ionty m/z 179 a fragment m/z 137, avSak v negativnim modu. Z hmotnostnich
spekter uvedenych na obr. 33, 34 a 35 je patrné, Ze lze zaznamenat pfitomnost Panadolu

extra na povrchu a ze kyselina acetylsalicylova neni v positivnim modu detekovatelna.
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4.4.2 Me¢teni v negativnim modu
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Obrézek 36 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve form¢ suspenze,

ionizace desorp¢nim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu z pozice 1 viz obr.
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Obrazek 37 Hmotnostni spektrum vzorku Panadolu extra naneseného ve formé suspenze,

ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu z pozice 2 viz obr.
32
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Obrazek 38 Hmotnostni spektrum vzorku Acylpyrinu naneseného ve formé suspenze,
ionizace desorpénim nanoelektrosprejem, méfeno v negativnim modu z pozice 3 viz obr.
32

Na obr. 36, 37 a 38 jsou uvedena hmotnostni spektra z méfeni kombinovanych
vzorkli komer¢nich 1é¢iv v negativnim modu. Pii méfeni v negativnim moddu dochazi
k fragmentaci iontu m/z 179 kyseliny acetylsalicylové, ktera je obsazena v piipravku
Acylpyrin jako uc¢inna substance. Odstépenim acetylové skupiny C2H20 vznikd intenzivni
ion m/z 137. Latky paracetamol a kofein, coZ jsou Uc¢inné latky z ptipravku Panadol extra,
nebyly v negativnim modu efektivné detekovan. Moznou znamkou pfitomnosti
paracetamolu mtize byt ion m/z 150 odpovidajici jeho deprotonované molekule (obr. 36 a
37).
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5. ZAVER

Rada technik analytické chemie ma své uplatnéni i pii analyze otiskd prstii. Jejich
vyuzitim lze zjistit informace o chemickém slozeni otisku ¢i jej zobrazit. K pouzivanym
technikam patii i hmotnostni spektrometrie s desorpénim elektrosprejem, pomoci né¢hoz lze
ziskat informace o chemickém slozeni a po rekonstrukci i obraz otisku. V této praci byla
pozornost vénovana vyuziti unikatni techniky tzv. desorpéniho nanoelektrospreje
(nanoDESI) pii analyze povrchti kontaminovanych bézné dostupnymi 1é¢ivy pro utlumeni
bolesti. Jednalo se o tablety Panadolu extra a Acylpyrinu. Postupnymi experimenty byly
nalezeny vhodné podminky pro analyzy. Kromé ionizace byla ovéfovana fragmentace
aktivnich farmaceutickych substanci obsazenych ve zkoumanych komer¢nich 1é¢ivych
ptipravcich. Jmenovité se jednalo o paracetamol, kofein a kyselinu acetylsalicylovou.
Pomoci elektrospreje byly prométeny standardy, technikou nanoDESI byl méten otér tablety
na sklicku popt. vzorek po zaschnuti nanesené kapky suspenze tablety. Z hmotnostnich
spekter je zfejmé, Ze na kvalitu nanoDESI spektra ma vyznamny vliv regulace podtlaku ve
vstupni ¢asti hmotnostniho spektrometru. Nejkvalitngj$i zdznam byl ziskéan pfi podtlaku 0,4
baru. Nasledné bylo zjisténo, Ze pii pouziti teflonového nastavce pfipevnéného na
mikroskopické sklicko se vzorkem dochéazi ke sniZzeni signdlu v hmotnostnim spektru a
z hodnot relativnich smérodatnych odchylek nevyplyvalo ani zlepSeni opakovatelnosti
meéfeni, které bylo dfive pro jinou konfiguraci iontového zdroje pozorovano [50]. Pii méfeni
kombinovanych vzorki 1éCiv (obé 1éCiva byla pfitomna na analyzovaném povrchu) byla
provadéna analyza v kladném a zaporném modu a byla ukizana schopnost nanoDESI
poskytnout signal pro odliseni mist na povrchu s deponovanym Acylpyrinem nebo
Panadolem extra.

Na tyto experimenty je moZzné navazat samotnym proméfovanim otiskll prstl, kdy
bude jesté nutné ovétit povrchové rozliseni nanoDESI. V minulosti bylo demonstrovano
rozliseni v desitkach mikrometrti, coz by mélo byt postacujici, ale kritickym parametrem pak

mize byt citlivost. Z tohoto diivodu bylo diilezité testovat regulaci podtlaku [51].
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SEZNAM ZKRATEK

a-CHCA - kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

ATR - zeslabeny Uplny odraz, attenuated total reflection

BTEM - band-target entropy minimization

CE-MS - kapilarni  elektroforéza-hmotnostni  spektrometrie,  capillary
electrophoresis—mass spectrometry

CNA — kyselina kyanoakrylova

DART - pfima analyza v redlném case, direct analysis in real time

DESI - desorpéni elektrosprej, desorption electrospray ionization

DW — , dry-wet*

ESI - ionizace elektrosprejem, electrospray ionization

FTIR — infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, Fourier-transform
infrared spectroscopy

GC-MS - plynova chromatografie- hmotnostni spektrometrie, gas chromatography-
mass spectrometry

HPLC-MS - vysokotcinna kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie,
high performance liquid chromatography-mass spectrometry

LAESI - laserova ablace ve spojeni s elektrosprejovou ionizaci, laser ablation
electrospray ionization

LDI — desorpce a ionizace laserem, laser desorption ionization

MALDI - desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice, matrix—assisted laser
desorption/ionization

MSI — hmotnostn¢ spektrometrické zobrazovani, mass spectrometry imaging

MXRF — mikro rentgenova fluorescen¢ni spektrometrie, micro-X-ray fluorescence

NanoDESI - desorp¢ni nanoelektrosprej, desorption nanoelectrospray

SALDI - desorpce laserem za ucasti povrchu, surface-assisted laser desorption
ionization

SC — sprejem potahované, spray coated

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie, scanning electron microscopy

SERS — povrchem zesileny Ramantv rozptyl, surface-enhanced Raman scattering

SIMS - hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontli, secondary ion-mass

spectrometry
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SR-FTIR - infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci a
synchrotronovym zdrojem, synchrotron radiation-based FTIR
TOF - priletovy analyzator, time of flight

UV — ultrafialové, ultraviolet
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