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SOUHRN  

 

Disertační práce se zabývá studiem rychlých separací ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií se zamě ením na analýzu nových psychoaktivních látek a oligosacharidů. 

Teoretická část je věnována rychlým chromatografickým separacím a separacím iontovou 

mobilitou ve spojení s hmotnostní spektrometrií včetně jejich praktických aplikací. Jsou zde 

rovněž popsány postupy umožňující odlišení nedostatečně separovaných mobilitních píků. 

Teoretickou část uzavírají kapitoly zabývající se novými psychoaktivními látkami (NPS)  

a kyselinou hyaluronovou. 

Výsledky práce zahrnují studium a validaci chromatografické separace 15 NPS 

ze skupiny katinonů a fenylethylaminů v moči pomocí ultra-vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (UHPLC) a ultra-vysokoúčinné superkritické fluidní chromatografie 

(UHPSFC). K úpravě vzorků moče byl použit jednoduchý postup „z edit-zfiltrovat-

analyzovat“. Z hlediska výtěžnosti i matričních efektů poskytovala UHPSFC kompaktnější 

výsledky, avšak na vyšších koncentračních hladinách docházelo k p enosu analytu  

do následující analýzy. Tento jev lze minimalizovat proložením analytické sekvence slepými 

vzorky. P i separaci izomerů NPS bylo dosaženo lepších výsledků technikou UHPSFC, která 

oproti UHPLC umožnila úspěšně rozlišit izomery 3-FMC a 4-FMC. Pro všech 15 NPS byly 

stanoveny limity detekce a kvantifikace, p ičemž limity detekce se pohybovaly v rozmezí  

0,01 až 5 ng/ml moče. Kromě chromatografické separace byly nové psychoaktivní látky 

analyzovány pomocí iontové mobility ve spojení s hmotnostní detekcí. Vedle testování vlivu 

druhu driftového plynu na iontově mobilitní separaci byly vypočteny hodnoty CCS (účinného 

srážkového prů ezu), které jsou další charakteristikou látky vhodnou pro potvrzení její 

identifikace. 

V souvislosti s menší rozlišovací schopností iontové mobility byl vyvinut jednoduchý 

postup k určení ploch nedostatečně separovaných mobilitních píků, který vychází  

z p edpokladu dobré opakovatelnosti driftového času a tvaru mobilitního píku (ATD profilu). 

Profil mobilitního píku je popsán jednou nebo více Gaussovskými funkcemi, z nichž je  

pro jednotlivé složky v binárních směsích získána tzv. ATD funkce. Tyto ATD funkce byly 

aplikovány na iontově mobilitní data modelových směsí oligosacharidů odvozených od kyseliny 

hyaluronové. Plochy píků jednotlivých složek získané fitováním dob e korelovaly s hodnotami, 



 

které byly získány integrací HPLC píků. Navržený postup se může uplatnit nejen p i analýze 

oligosacharidů, ale také u dalších analytů špatně separovaných iontovou mobilitou. Dosažené 

výsledky ukazují význam rychlých separací p i analýze toxikologicky nebo biologicky 

zajímavých látek. 

  



 

SUMMARY 

 

The dissertation deals with rapid separations coupled to mass spectrometry with the 

focus on analysis of new psychoactive substances and oligosaccharides. The theoretical part is 

devoted to fast chromatographic separations and separations by ion mobility spectrometry 

coupled to mass spectrometry, including their practical applications. Procedures allowing  

for distinguishing poorly separated mobility peaks are also described. The theoretical part is 

concluded by the chapters dealing with new psychoactive substances (NPS) and hyaluronic acid. 

The results include the development and validation of chromatographic separation  

of 15 NPS (cathinones and phenylethylamines) in urine based on ultra-high performance liquid 

chromatography (UHPLC) and ultra-high performance supercritical fluid chromatography 

(UHPSFC). A simple "dilute-filter-and-shoot" procedure was used to treat urine samples. 

UHPSFC provided more uniform results in terms of recovery and matrix effects, but carryover 

of certain analytes was observed at higher concentration levels. This phenomenon can be 

reduced sufficiently by inserting blank samples into the analytical sequence. Regarding  

the separation of NPS isomers, better results were obtained by the UHPSFC that allowed for 

successful differentiation of 3-FMC and 4-FMC isomers, as opposed to UHPLC. Limits  

of detection and quantification were determined and LOD in the range from 0.01 to 5 ng/mL 

urine was observed. Besides chromatographic separation, new psychoactive substances were 

analyzed using ion mobility coupled to mass detection. In addition to testing the influence  

of the drift gas on the ion mobility separation, the CCS (collision cross section) values were also 

measured. CCS represents another characteristic suitable for confirming the identity of the 

substance.  

Due to the lower resolving power of ion mobility, a simple procedure has been developed 

to determine areas of insufficiently separated mobility peaks, based on the assumption of good 

repeatability of drift time and peak shape (ATD profile). The mobility peak profile is described 

by one or more Gaussian functions, from which ATD functions are obtained for the individual 

components of the binary mixtures. These ATD functions were applied to the ion mobility data 

of model mixtures of hyaluronic acid-derived oligosaccharides. The peak areas of the individual 

components obtained by fitting correlated well with the values got integrating HPLC peaks. 

ATD functions might be useful not only for analysis of oligosaccharides but also for other 



 

analytes poorly separated by ion mobility. The achieved results demonstrate the importance  

of rapid separations for analysis of toxicologically or biologically relevant substances. 
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1. ÚVOD 

 

Význam analytické chemie v dnešní době dokládá skutečnost, že se tento obor stává 

stále více nepostradatelnou součastí ady odvětví, mezi které pat í farmacie, toxikologie, 

potraviná ský průmysl, sledování životního prost edí, dopingové kontroly a mnoho dalších. 

Vysoké nároky na analýzu rozmanitých vzorků vedou k vývoji velmi citlivých a selektivních 

technik umožňujících analýzu širokého spektra analytů v matričně složitých vzorcích ve velice 

krátkých časech. Právě rychlost separace je jedním z hlavních parametrů, kterému je v této práci 

věnována pozornost. 

Disertační práce je zamě ena na studium, vývoj a aplikaci rychlých separací ve spojení 

s citlivou hmotnostně spektrometrickou detekcí. Vyvíjeny a porovnány byly dvě 

chromatografické techniky (UHPLC a UHPSFC) v analýze patnácti nových psychoaktivních 

látek v lidské moči. Kromě chromatografické separace byla ešena také problematika iontově 

mobilitní separace těchto látek s cílem určení jejich účinného srážkového prů ezu jako 

charakteristické veličiny p ispívající k identifikaci. Pro odlišení špatně separovaných iontově 

mobilitních píků byl navržen postup, který byl testován na binárních směsích oligosacharidů 

odvozených od kyseliny hyaluronové. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1. Úvod k rychlým separacím 

Z hlediska chromatografie lze za rychlé separace považovat analýzy, u kterých dochází 

k eluci složek vzorků v jednotkách minut p íp. sekund. V p ípadě iontové mobility lze výsledky 

mě ení získat v jednotkách až desítkách sekund. Narůstající zájem o oblast vývoje rychlých 

separací je způsoben p edevším neustále se zvyšujícím počtem prováděných analýz a pot ebou 

získat rychle výsledky a to i v p ípadě matričně složitých a rozmanitých vzorků. Cílem je dospět 

k co nejrychlejší separaci dosahující pot ebné účinnosti a rozlišení s následnou citlivou a 

selektivní detekcí. Rychlé separace nacházejí své uplatnění v mnoha oblastech, kde je kladen 

důraz p edevším na čas. Nap íklad v toxikologii, klinické chemii, p i dopingových kontrolách, 

ale i v proteomice a metabolomice, kde je pot ebná účinná separace velmi komplexních vzorků 

obsahujících až stovky složek. 

Na základě těchto požadavků je v posledních letech smě ována pozornost na vývoj 

vysokotlakých technik poskytujících výsledky ve významně kratších časech ve srovnání  

s technikami konvenčními. Mezi tyto techniky, dnes již běžně používané, adíme ultra-

vysokoúčinnou kapalinou chromatografii (UHPLC) využívající pro zvýšení účinnosti separace 

stacionární fáze s plně porézními částicemi menšími než 2 µm. Rychlých separací lze však 

dosáhnout i jinými cestami, než je zmenšování plně porézních částic, nap . použitím 

monolitických kolon nebo povrchově porézních částic. Později na trh uvedená ultra-

vysokoúčinná superkritická fluidní chromatografie (UHPSFC) není prozatím tak běžnou 

technikou, v mnoha p ípadech se však osvědčila jako vhodná alternativa k UHPLC. Právě proto 

je možné nalézt adu publikací, ve kterých jsou tyto dvě techniky vzájemně porovnávány [1-7]. 

Rovněž elektromigrační techniky je možné využít k rychlým separacím. To dokládá ada 

publikovaných aplikací, které v módu kapilární elektroforézy (CE) jsou schopny separací v ádu 

sekund až jednotek minut [8-11]. 

Dalším typem techniky umožňující rychlou separaci, které je taktéž věnována pozornost, 

je spojení iontové mobility s hmotnostní spektrometrií (IM-MS). Tato technika je schopná 

poskytovat rychlé výsledky i bez nutnosti za azení chromatografického systému, jelikož 

umožňuje separaci iontů p ímo v mobilitní cele integrované s hmotnostním spektrometrem. 
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Spojení IM-MS p ineslo nové možnosti v separaci a kvantifikaci izobarických/izomerních 

sloučenin. IM-MS rozši uje možnosti identifikace látek, ově ování struktur, ale také zlepšuje 

poměr signálu k šumu p i kvantitativní analýze. K ově ení a identifikaci látek se využívá 

charakteristické veličiny – účinného srážkového prů ezu neboli CCS (collision cross section), 

jehož hodnotu lze touto technikou určit [12]. 

 

2.2. Rychlé chromatografické separace 

V posledních letech došlo ke značnému nárůstu počtu nových komerčně dostupných 

technologií v oblasti chromatografie. Cílem těchto nových technologií je dosažení rychlejší 

analýzy bez ztráty kvality separace nebo získání vyššího rozlišení v rozumném čase [13].  

Jednou z možností jak dosáhnout rychlejších separací je zmenšování plně porézních 

částic chromatografického sorbentu až na průměr menší než 2 µm, což ovšem p ináší zvýšené 

nároky na chromatografickou instrumentaci z hlediska tlaku, za kterého je systém schopen 

pracovat. Tento směr vývoje rychlých separací se prosadil v roce 2004 p íchodem prvního 

komerčně dostupného UHPLC systému Acquity UPLC od firmy Waters. Dnešní moderní 

systémy jsou schopny pracovat až do tlaků 1500 barů (~ 22000 psi) [14]. Z Van Deemterovy 

k ivky pro různé průměry částic sorbentu (Obr. 1) je z ejmé, že optimální separační účinnosti 

pro menší částice je dosaženo p i vyšších lineárních průtokových rychlostech a v jejich širším 

rozsahu a to z důvodu nízkého odporu proti p evodu hmoty ve stacionární fázi. S použitím kolon 

naplněných částicemi menšími než 2 µm lze tak dosáhnout lepší účinnosti, rozlišení a zkrácení 

doby analýzy [15,16]. 
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Obr. 1: Znázornění van Deemterovy k ivky pro různé průměry plně porézních částic 

stacionární fáze. (p evzato z cit. [16]) 

 

Na druhou stranu využití takto malých částic sebou nese nárůst zpětného tlaku v systému 

dle Darcyho zákona [17,18]. P i rychlých a účinných separacích za ultra-vysokého tlaku je 

kladen velký důraz na kvalitu a stabilitu stacionární fáze. V dnešní době jsou pro techniku 

UHPLC dostupné různé typy stacionárních fází (pro reverzní, normální LC, hydrofilní 

interakční chromatografii (HILIC) aj.) v rozmezí průměru částic sorbentu 1,5 – 2 µm. Tento typ 

kolon se s úspěchem využívá v adě odvětví jako je nap íklad farmacie, biomedicína, analýza 

potravin a monitoring složek životního prost edí. 

Dalším pokrokem ve vývoji stacionárních fází bylo vyvinutí povrchově porézních částic 

(SPP – superficially porous particles) složených z pevného neporézního jádra o průměru 1,7 µm 

a pórovitého vnějšího obalu o tloušce ~ 0,5 µm. Tento moderní typ stacionárních fází, 

označován také jako „fused-core“, „core-shell“ nebo „solid-core“, eší díky malým rozměrům 

částic problém nízké kapacity kolon, který nastává p i použití klasických povrchově porézních 

částic s většími rozměry. Současně také používané malé rozměry povrchově porézních částic 

pozitivně ovlivnily odpor proti p evodu hmoty ve stacionární fázi, podélnou a ví ivou difúzi 

[19-22]. Koncept povrchově porézních stacionárních fází s průměrem částic pod 3 µm byl 

komercializován v roce 2007 p edstavením této nové generace částic určených pro separaci 

malých i velkých molekul [23]. Použití kolon naplněných tímto typem částic umožňuje 

dosáhnout podobných výsledků jako u UHPLC kolon s 2-3krát nižšími tlaky [24,25]. SPP 
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kolonová technologie p edstavuje jednoho z hlavních konkurentů k UHPLC kolonám, jelikož 

počet výrobců těchto kolon narůstá [13,20,26]. 

Zrychlení chromatografické separace lze také docílit pomocí monolitických 

stacionárních fází. Jsou tvo eny jedním kusem porézního pevného materiálu s jedinečnými 

vlastnostmi z hlediska permeability a účinnosti [27,28]. Na monolitických kolonách lze 

pozorovat dva typu pórů: I) makropóry – umožňující rychlý tok mobilní fáze skrz monolit  

p i relativně nižších tlacích, II) mesopóry – které zajišťují velký povrch monolitu a tím i vysokou 

separační kapacitu [29]. Během 90. let 20. století byly vyvinuty jak organické monolity nap . 

na bázi polymetakrylátu (vhodné k separaci biomolekul včetně oligonukleotidů, peptidů a 

intaktních proteinů [30,31]), tak anorganické monolity založené nap . na oxidu k emičitém.  

Ty nacházejí uplatnění p i separaci malých molekul. Dnes je rozší ená druhá generace monolitů 

uvedených v roce 2011, které mají menší makropóry 1,2 µm a větší mesopóry 15 nm. Tato 

generace k emičitých monolitů má obdobné kinetické vlastnosti jako kolony naplněné 

porézními částicemi menšími než 2 µm [32]. Ve srovnání s kolonami plněnými klasickými plně 

porézními částicemi o průměru 5 µm umožňují monolitické kolony dosažení vyšší účinnosti za 

současně nižších zpětných tlaků [33,34]. Komerčně dostupné monolitické kolony z oxidu 

k emičitého se p ipravují v PEEK kolonách a mohou být vystaveny maximálnímu tlaku 200 bar 

[4]. Na Obr. 2 a 3 jsou srovnány různé typy výše popsaných stacionárních fází z hlediska 

účinnosti a zpětných tlaků p i daných průtocích [35]. 

 

 

Obr. 2: Zobrazení van Deemterovy k ivky pro různé typy stacionárních fází. (p evzato 

z cit. [35]) 
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Obr. 3: Srovnání kolonového tlaku (100 mm × 2,1 mm) pro různé stacionární fáze  

p i použití mobilní fáze voda:acetonitril (1:1 v/v) a teplotě 30 °C. (p evzato z cit. [35]) 

 

Stacionární fáze jsou využívány nejen p i výrobě klasických kolon, ale také se používají 

jako náplň kanálků separačních mikročipů [36], které mohou nacházet uplatnění v oblasti 

mobilních analytických systémů. Zajímavou oblastí, ve které se s úspěchem využívá nových 

stacionárních fází, jsou tzv. sub-sekundové separace neboli separace pod jednu sekundu. Tyto 

separace využívají nejkratších komerčně dostupných kolon (50 × 4,6 mm i. d.), které jsou 

naplněny různými stacionárními fázemi (obvykle povrchově porézními částicemi), k analýze 

různých t íd sloučenin. Binární nebo ternární směsi, chirální a achirální analyty jsou odděleny 

v čase i kratším než jedna sekunda. Tento nový p ístup by mohl být využíván jak p i rychlém 

screeningu, tak ve dvourozměrné kapalinové chromatografii [37]. 

S vývojem nových a stabilnějších stacionárních fází začal být na poli chromatografické 

separace více studován vliv teploty, což smě ovalo k nové technice – ultra rychlé kapalinové 

chromatografii za zvýšené teploty (UFHTLC – Ultra Fast High Temperature Liquid 

Chromatography). S rostoucí teplotou klesá viskozita mobilní fáze [38], snižuje se zpětný tlak 

v systému a lze pracovat za vyšších průtoků, což vede k rychlejšímu vymytí látek z kolony [39]. 

P i extrémně vysokých teplotách postačí pro separaci čistě vodná mobilní fáze, která oproti 

organickým mobilním fázím p ináší adu výhod z hlediska ceny, toxicity a vlivu na životní 

prost edí. Na druhou stranu tato technika sebou nese i adu úskalí, nap . degradaci 

termolabilních analytů, vliv teploty na stabilitu stacionární fáze a konstrukční náročnost 

instrumentace [40]. 

Na poli rychlých separací se stále častěji lze setkat s aplikací superkritické fluidní 

chromatografie (SFC), která se v posledních letech stala užitečnou alternativou k UHPLC. 
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Superkritická fluidní chromatografie je založena na jedinečných fyzikálních vlastnostech 

mobilní fáze, kdy je využíván p edevším oxid uhličitý (CO2) v nadkritickém stavu. Nevýhodou 

CO2 je jeho nízká polarita a s tím i spojená nedostatečná eluce polárních látek z kolony. Tento 

problém je často vy ešen p idáním modifikátoru do mobilní fáze. Obvykle se jedná o polární 

organické rozpouštědlo (methanol, acetonitril apod.). P i separaci se pracuje p i teplotě a tlaku 

vyšším, než jsou kritické hodnoty. Za těchto podmínek mobilní fáze vykazuje vyšší hustotu než 

plyn, což p ispívá k rychlejší eluci látek bez vzniku nadměrného zpětného tlaku v systému [41]. 

Difuzivitou a viskozitou se k němu p ibližuje. Hodnoty difúzního koeficientu látek se 

v nadkritickém stavu pohybují o 1-2 ády výše než v kapalinách [42]. Stejně jako v p ípadě 

vývoje kapalinové chromatografie, kdy byl v roce 2004 p edstaven systém UHPLC, tak i vývoj 

SFC vedl ke vzniku systému UHPSFC (ultra-vysokoúčinná superkritická fluidní 

chromatografie), který umožňuje analýzy za vysokých zpětných tlaků. První komerčně 

dostupný ultra-vysokoúčinný superkritický fluidní chromatograf Acquity UPC2 byl v roce 2012 

p edstaven firmou Waters [3,43]. 

Aplikace rychlých separací se uplatňuje taktéž v oblasti plynové chromatografie. 

Takzvané „Fast GC“ dovoluje 3-10krát snížit časovou náročnost analýzy oproti konvenční 

plynové chromatografii. Od klasické plynové chromatografie se odlišuje v použití kratších 

kolon, s užším průměrem a tenčím filmem stacionární fáze, rychlejšími teplotními programy, 

volbou nosného plynu (vodík) a jeho průtokovou rychlostí [44,45]. 

K rychlému získání kvalitních analytických výsledků je zapot ebí nejen dob e 

optimalizované separace, ale i správně zvolené detekční techniky kompatibilní 

s chromatografickým systémem. S nárůstem ultra-vysokoúčinných chromatografických 

separací se objevují některá omezení ve spojení těchto technologií s hmotnostní spektrometrií 

(MS). Pro rychlé separace a zachování rozlišení/účinnosti (získání úzkých píků) je zapot ebí i 

adekvátně rychlý pracovní cyklus hmotnostního analyzátoru obecně detektoru. Nejnovější 

generace hmotnostních spektrometrů tato spojení již umožňují. Některé analyzátory jsou 

vhodnější pro UHPLC a UHPSFC (nap . trojitý kvadrupól nebo průletový analyzátor) než jiné 

(nap . iontová past nebo hmotnostní analyzátory s Fourierovou transformací). Z důvodu 

používání kolon o nízkých objemech je t eba počítat s významnějším vlivem mimo-kolonových 

p íspěvků na rozši ování píků, tedy i p íspěvku detektoru. Ultra-vysokoúčinné systémy 

umožňují pracovat p i vyšších lineárních průtokových rychlostech mobilní fáze, proto je rovněž 
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důležitá schopnost zvolené ionizační techniky zajistit vysokou citlivost i za těchto vyšších 

průtoků. Nejnovější vývoj v oblasti hmotnostně spektrometrické instrumentace spočívá ve 

změně v technologiích analyzátorů a v designu iontové optiky, která tak umožňuje lepší 

transmisi iontů a dosažení vyšší citlivosti a rychlosti mě ení, což je výhodné pro spojení ultra-

vysokoúčinné chromatografie s hmotnostní spektrometrií na poli rychlých separací [13,46]. 

Toto tvrzení je doloženo prudkým nárůstem počtu publikací zabývajících se technikou UHPLC-

MS (Obr. 4 A, C). Mezi nejčastěji využívané hmotnostní analyzátory ve spojení UHPLC-MS 

pat í jednoznačně trojitý kvadrupól (QqQ) a kombinace kvadrupólu s průletovým analyzátorem 

(Q-TOF) (Obr. 4 B) [13]. 

 

 
C) Počet publikací 

 

Obr. 4: A) Zobrazení počtu publikací využívajících techniku UHPLC-MS od roku 2004. 

B) Zobrazení počtu aplikací UHPLC-MS systémů na základě použitého typu MS analyzátoru. 

(p evzato z cit. [13]) a C) Graf počtu publikací aktualizovaný o roky 2012 – 2017. (vyhledávání 

na Web of Science dle slov „(UPLC or UHPLC) and MS“ 6. 3. 2018) 

 

0

500

1000

1500

2000

2012 2013 2014 2015 2016 2017

Po
če

t p
u

lik
a

í

Rok



9 
 

2.3. Aplikace rychlých chromatografických separací 

S rychlými chromatografickými separacemi se setkáváme v celé adě odvětví, kde se 

využívají k identifikaci a kvantifikaci různých typů analytů. Tato kapitola pojednává o praktické 

aplikaci dvou technik ultra-vysokoúčinné chromatografické separace (UHPLC a UHPSFC) 

p edevším z oblasti bioanalýzy, studia metabolismu léčiv, multi-reziduálního screeningu vzorků 

potravin a životního prost edí. 

UHPLC-MS technika nachází uplatnění p i cílené analýze léčiv v biologických 

matricích, jako je plazma, moč, sliny, tkáně, vlasy aj. Součástí tohoto typu vzorků je celá ada 

endogenních sloučenin, které mohou interferovat se sledovaným analytem a p ekrývat 

detekovaný signál. Proto je důležité minimalizovat matriční efekty a zlepšit analytické postupy 

již od p ípravy vzorku, p es chromatografickou separaci, detekci a způsoby kvantifikace (nap . 

použití standardů značených stabilními izotopy). V p ípadě analýzy matričně složitých vzorků 

se proto jako nejvýhodnější kombinace jeví spojení UHPLC s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií [13,47]. Tato kombinace technik byla využita p i vývoji metody pro stanovení 

léčiva nifedipinu (blokátor vápníku, používaný p i léčbě kardiovaskulárních poruch) v lidské 

plazmě u 30 dobrovolníků. Metoda s celkovým časem separace do 1,2 min. byla validována 

v širokém koncentračním rozmezí (0,05 – 150 ng/ml) a její reprodukovatelnost byla ově ena 

reanalýzou 116 vzorků [48]. 

 V p ípadě studia metabolismu léčiv rozlišujeme dva typy p ístupů. Prvním je cílená 

analýza, kdy jsou sloučeniny/struktury metabolitů známy či p edpokládány. Využívá se 

p edevším p i studiu stability, aktivity či p i kvantifikaci metabolitů. Po chromatografické 

separaci se jako detekční technika nejčastěji volí trojitý kvadrupól pracující v režimu SRM 

(single reaction monitoring, sledování jedné/vybrané reakce). Druhý p ístup se uplatňuje p i 

identifikaci metabolitů a zkoumání metabolických cest léčiv. Jedná se o necílenou analýzu a 

využívá se hmotnostně spektrometrických systémů s vysokou rozlišovací schopností [13,47]. 

UHPLC-MS/MS nachází uplatnění ve farmakologii a farmakokinetice p i tzv. ADME 

screeningu léčiv. Jedná se o monitoring absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece aktivní 

léčivé látky. UHPLC separace na koloně BEH (Ethylene Bridged Hybrid) C18 s částicemi  

o velikosti 1,7 µm nap íklad umožnila zkrátit celkovou dobu analýzy o 80 % ve srovnání 

s klasickou HPLC separací [49].  
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Další oblastí, kde se s výhodou uplatňuje UHPLC, je multi-reziduální screening. 

V rámci tohoto screeningu je důležité najít rovnováhu mezi zvolenou extrakční technikou a 

zároveň dosažením co nejvyššího rozlišení tak, aby byl co nejlépe minimalizován vliv matrice. 

Do této kategorie spadá analýza početných a komplexních vzorků potravin, životního prost edí 

aj. P i těchto analýzách je rovněž podstatné snížit riziko falešně pozitivních a falešně 

negativních výsledků. Náročnost vývoje metody umožňující multi-reziduální screening vyplývá 

z nutnosti skloubit hned několik důležitých faktorů. Metoda musí umožňovat monitoring 

vysokého počtu sloučenin různých struktur nacházejících se v komplexní matrici v nízkých 

koncentracích [13,47]. Jako p íklad využití UHPLC-MS v oblasti multi-rezidualního screeningu 

lze uvést analýzu 23 perfluorovaných alkylových sloučenin v potravinách živočišného původu 

(mléko a ryby). Vyvinutá metoda zahrnuje prekoncentraci analytů disperzní extrakcí tuhou fázi 

pomocí sorbentu C18 a ENVI-Carb, což umožnilo dosáhnout limitů kvantifikace 

perfluorovaných sloučenin v rozsahu 0,001 – 0,006 μg/kg pro mléko a 0,002 – 0,013 μg/kg  

pro ryby [50]. V p ípadě analýzy mléka stojí také za zmínku screening 21 veterinárních léčiv 

metodou kombinující rychlou QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) 

extrakci s UHPLC separací a QqQ detekcí s celkovým časem separace 3 minuty [51]. 

Hlavní výzvou v oblasti metabolomiky je pochopení principů fungování buněčných 

metabolických procesů. Sledované analyty jsou součástí komplexních biologických matric, jako 

jsou tkáně a tělní tekutiny. P itom je nezbytné použít separační metodu s vysokým rozlišením a 

citlivostí, aby bylo možné detekovat a kvantifikovat i velmi nízké obsahy metabolitů, které si 

často bývají chemickou strukturou velmi podobné [13,47]. P íkladem využití UHPLC-MS 

v metabolomice je stanovení biomarkerů značících rozvoj Alzheimerovy choroby. Onemocnění 

je možné rozpoznat na základě množství amyloidních β-peptidů v mozkomíšním moku. Jejich 

izolace ze vzorku byla provedena SPE extrakcí (Oasis MCX) s následnou UHPLC separací  

na koloně BEH300 C18 (2,1 × 150 mm, 1,7 µm). Detekce byla provedena na základě sledování 

MRM (multi-reaction monitoring, sledování více reakcí) p echodů (Obr. 5) pomocí QqQ. Bylo 

dosaženo hodnot LOQ lepších než 0,1 ng/ml mozkomíšního moku [52]. 
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Obr. 5: A – C) Chromatogramy pro MRM p echody jednotlivých amyloidních  

β-peptidů extrahovaných z mozkomíšního moku, D) standardy těchto látek značené izotopem 
15N. (p evzato z cit. [52]) 

 

Kromě širokého uplatnění UHPLC v oblasti rychlých separací se stále častěji dostává  

do pop edí technika UHPSFC. Ta je vhodná pro širokou škálu analytů a může sloužit jako 

alternativní nebo doplňková metoda k UHPLC. V adě publikací jsou právě tyto dvě separační 

techniky srovnávány. Prost ednictvím UHPSFC byly analyzovány nap íklad směsi běžně 

užívaných léčiv [43], dopingové látky (anabolika, hormony, kanabinoidy, glukokortikoidy aj.) 

[1,2,7,53], nové syntetické drogy [54], izomery farmaceuticky zajímavých látek [5] a textilní 

barviva [55]. 

S narůstající sofistikovaností dopingových podvodů v profesionálním i amatérském 

sportu je nezbytné pracovat na vývoji nástrojů a metod umožňujících odhalit zneužívání 

zakázaných látek sportovci. V rámci antidopingových kontrol bývá sledována p ítomnost 

nelegálních látek nebo jejich metabolitů v těle sportovce. Za jednu ze slibných metod odhalující 

p es sto dopingových látek v moči lze považovat UHPSFC-MS/MS metodu vyvinutou  

L. Novákovou a kol. Její výsledky byly porovnány s výsledky získanými konvenčním UHPLC-

MS/MS systémem. Obě metody umožňují separaci během 7 minut včetně ekvilibrace. UHPLC-

MS/MS prokázalo nižší limit detekce pro 21 % analytů, zatímco UHPSFC-MS/MS  poskytovala 
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nižší limit detekce ve 32 %. Ve zbylých procentech testovaných dopingových látek se obě 

metody v limitech detekce významně nelišily. Tato studie prokázala, že UHPSFC-MS/MS je 

slibnou technikou p i odhalování dopingových podvodů [1,2]. 

Aplikační možnosti UHPSFC-MS/MS metody byly prokázány rovněž p i kontrole 

alergenních disperzních barviv p ítomných v textilních výrobcích. Metoda založená  

na ultrazvukem asistované extrakci vzorku textilu umožňuje ve spojení s tandemovou 

hmotnostní spektrometrií (QqQ) detekci až 17 barviv v čase kratším než 5 min. Pro dosažení 

optimální chromatografické separace byly testovány čty i typy stacionárních fází, z nichž 

nejlepší separaci a citlivost detekce poskytla kolona BEH C18 [55]. 

UHPSFC nachází své uplatnění také v oblasti kontroly kvality farmaceutických 

produktů. Jako p íklad lze uvést analýzu tablet agomelatinu, který pat í do skupiny nových 

antidepresiv. Aktivní farmaceutická složka agomelatinu může být p i výrobě doprovázena až 

šesti strukturně velice podobnými nečistotami, které ovšem mají odlišné fyzikálně-chemické 

vlastnosti. Nejlepší chromatografická separace s úplným rozlišením byla dosažena  

na stacionární fázi BEH 2-EP p i použití CO2 s gradientem organického modifikátoru 

(methanolu) od 5 do 30 % s p ídavkem 20 mM mravenčanu amonného a 5 % vody (Obr. 6). 

Látky byly detekovány PDA detektorem p i 225 nm [6]. 

 

 

Obr. 6: Separace aktivní farmaceutické složky agomelatinu a šesti strukturně 

podobných nečistot. 1. 2-(7-methoxynaftalen-1-yl)acetonitril, 2. N,N-bis[2-(7-

methoxynaftalen-1-yl)-ethyl]acetamid, 3. 2-(7-methoxynaftalen-1yl)acetamid, 4. agomelatin 

(API), 5. 2-(7-methoxynaftalen-1-yl) kyseliny octové, 6. bis[2-(7-methoxynaftalen-1-yl)-

ethyl]amin, 7. (2-(7-methoxynaftalen-1-yl)ethan-1-amin hydrochlorid. (p evzato z cit. [6]) 
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Kromě výše zmíněných aplikací existuje celá ada dalších studií zabývajících se 

využitím obou ultra-vysokoúčinných chromatografických technik. Z těchto studií vyplývá, že 

rychlé separace budou stále častěji vytěsňovat klasické časově náročnější techniky/metody, což 

může v konečném důsledku vést ke snížení provozních nákladů, pop . k omezení vlivu  

na životní prost edí díky menší spot ebě rozpouštědel. 

 

2.4. Separace iontovou mobilitou a iontovou mobilitou s hmotnostní 

spektrometrií  

Na zcela odlišném principu rychlé separace funguje iontově mobilitní spektrometrie 

(IMS). Jedná se o techniku, která umožňuje separaci již ionizovaných látek během několika 

milisekund. Její princip je založen na separaci iontů v plynné fázi na základě jejich rozdílné 

pohyblivosti. Pohyb těchto iontů je ovlivňován elektrickým polem vkládaným na mobilitní celu 

a také srážkami s driftovým (tlumícím) plynem p ítomným v cele. Rychlost pohybu iontů je 

rovněž dána jejich hmotností, nábojem, velikostí a tvarem, p ičemž vlastnosti iontu analytu a 

driftového plynu určují tzv. účinný srážkový prů ez iontu [56-58]. Instrumentace  

pro analytickou iontově mobilitní spektrometrii byla prvně p edstavena pod názvem plasmová 

chromatografie nebo plynová elektroforéza [59]. Tato nová technika byla následně rozvíjena 

p edevším ve spojení s hmotnostní spektrometrií. V roce 1962 bylo poprvé popsáno spojení 

těchto dvou tak blízkých technik iontové mobility s hmotnostní spektrometrií (IM-MS) [12,58]. 

Jak lze vidět na Obr. 7, tak p ibližně od roku 2000 dochází k významnému využití této techniky 

v oblasti výzkumu, což dokládá nárůst v počtu recenzovaných publikací [58]. 
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A) 

 

B) 

 

Obr. 7: A) Graf zobrazující vývoj v počtu publikací související s technikou IM-MS 

během posledních 30 let. Šipky ukazují roky, kdy byly uvedeny na trh komerční p ístroje. 

(p evzato z cit. [58]) B) Graf  počtu publikací aktualizovaný o roky 2014 – 2017. (vyhledávání 

na Web of Science dle slov „ion mobility and mass spectrometry“ 6. 3. 2018) 

 

Iontově mobilitní spektrometr se skládá ze t í základních částí (iontový zdroj, iontově 

mobilitní cela a detektor). V p ípadě spojení s hmotnostním spektrometrem je mezi iontově 

mobilitní celu a detektor za azen hmotnostní analyzátor. Jako iontový zdroj pro IM-MS bývá 

voleno MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization, ionizace a desorpce laserem  

za účasti matrice) nebo ESI (electrospray, elektrosprej). Následuje mobilitní cela, ve které ionty 

migrují vlivem elektrického pole. Další částí je hmotnostní analyzátor. Obvykle se jedná o TOF 
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nebo Q-TOF, což jsou analyzátory s vysokou rychlostí mě ení. Poslední částí je detektor iontů 

(Obr. 8) [60,61]. 

 

 

Obr. 8: Schéma IM-MS. 

 

Ve spojení IM-MS jsou využívány p edevším čty i typy iontově mobilitních 

spektrometrů – iontově mobilitní spektrometrie v driftové trubici (DTIMS), s pohybující se 

vlnou (TWIMS), s vysokonapěťovou asymetrickou vlnou (FAIMS) a se zachycením iontů 

(TIMS) [12,57,58,60-65]. Jednotlivé principy iontově mobilitních cel jsou uvedeny v kapitole 

2.4.1., kde je rovněž pojednáváno o jejich výhodách a nevýhodách (Tab. I). 

 

2.4.1. Iontov  mobilitní cely 

 Iontově mobilitní spektrometrie v driftové trubici  

Jedná se o nejstarší a zároveň koncepčně nejjednodušší iontově mobilitní analyzátor. 

Ionty jsou p ivedeny do driftové trubice, kde putují působením slabého elektrického pole  

(5 – 100 V) za p ítomnosti inertního plynu (nejčastěji se jedná o helium) s protisměrným 

prouděním. K separaci iontů dochází na základě rozdílných iontových mobilit. Menší a 

kompaktnější ionty se méně často srážejí s inertním plynem, jsou méně zpomalovány a jejich 

driftové časy jsou kratší ve srovnání s většími ionty (Obr. 9) [58,60-62]. Doba pot ebná 

k průletu iontu driftovou trubicí (driftový čas) se vztahuje k jeho rotačně průměrované 

prů ezové ploše tj. účinnému srážkovému prů ezu (CCS, Ω). P i použití tohoto typu mobilitní 

cely jsou hodnoty CCS mě eny a vypočítávány p ímo viz kap. 2.4.2. (str. 20). 
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Obr. 9: Princip iontově mobilitní spektrometrie v driftové trubici. (p evzato z cit. [62] 

a upraveno) 

 

 Iontově mobilitní spektrometrie s pohybující se vlnou 

Druhý typ mobilitní cely je tvo en sérií kruhových elektrod, kdy se na každou z těchto 

elektrod vkládá stejnosměrné napětí, čímž je vytvá ena kontinuální symetrická potenciálová 

vlna. Na sousední elektrody se aplikuje radiofrekvenční napětí opačných fází, které fokusuje 

ionty. Cela je naplněna inertním plynem s protisměrným pohybem. Ionty s vyšší mobilitou jsou 

unášeny vlnou rychleji, zatímco ionty s nižší mobilitou se p evalují p es vlnu a putují tak 

pomaleji (Obr. 10) [58,60-62]. 

 

 

Obr. 10: Princip iontově mobilitní spektrometrie s pohybující se vlnou. (p evzato z cit. 

[62] a upraveno) 

 

Hodnoty účinného srážkového prů ezu s využitím tohoto typu iontově mobilitní cely 

nelze mě it p ímo z důvodu komplikovaného působení elektrického pole na ionty. Účinný 
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srážkový prů ez lze získat pomocí kalibrace na standardy, jejichž hodnoty CCS jsou známy  

z mě ení v driftové trubici (DTIMS). 

 

 Iontově mobilitní spektrometrie s vysokonapěťovou asymetrickou vlnou 

Další uvedené za ízení (Obr. 11) je zkonstruováno ze dvou elektrod, na které se vkládají 

napěťové pulzy. Ionty jsou zaváděny do mobilitní cely kolmo k elektrickému poli a rovnoběžně 

s prouděním driftového plynu. Disperze iontů je určována st ídavým asymetrickým tvarem 

napěťových pulzů. Kladný vysokonapěťový pulz je vkládán po kratší dobu oproti 

nízkonapěťovému negativnímu pulzu. Aplikací jen těchto pulzů by docházelo k vychýlení iontů 

k jedné ze dvou elektrod a nakonec ke kontaktu iontů s elektrodou a jejich neutralizaci. Z tohoto 

důvodu je nutné trajektorii pohybu iontů upravit vložením kompenzačního napětí, kdy p i jeho 

určité hodnotě na detektor prochází pouze určité ionty. Skenováním tohoto napětí lze získat celé 

iontově mobilitní spektrum. 

Tento typ iontově mobilitní cely se primárně využívá k odstranění nežádoucího pozadí 

v analyzovaném vzorku a k separaci analytů. Nelze ji využít k určování účinného srážkového 

prů ezu (CCS), jelikož se aplikují vysoké hodnoty elektrického pole, což neumožňuje p ímou 

korelaci mezi driftovým časem a strukturou analytu [58,60-62]. 

 

Obr. 11: Princip iontově mobilitní spektrometrie vysokonapěťovou asymetrickou 

vlnou. (p evzato z cit. [62] a upraveno) 
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 Iontově mobilitní spektrometrie se zachycením iontů 

V po adí čtvrtý uvedený iontově mobilitní spektrometr využívá elektrické pole 

s axiálním gradientem k udržení iontů ve stacionární pozici (nehybně) oproti pohybujícímu se 

driftovému plynu. Síla elektrická je v rovnováze s působením proudu plynu a ionty se  

po dosažení rovnováhy sil ve směru podélné osy nepohybují, jsou zafokusovány a separovány 

na základě poměru velikosti k náboji. Aplikované radiofrekvenční napětí ionty fokusuje 

v radiálním směru. Separované ionty jsou následně za snižování intenzity elektrického pole 

(snižování elektrické síly na ně působící) eluovány driftovým plynem, který je unáší směrem 

k hmotnostnímu analyzátoru/detektoru (Obr. 12). Ionty s větším poměrem velikosti k náboji 

vstupují do detektoru d íve oproti iontům s menším poměrem [63-66]. 

 

 

Obr. 12: Princip iontově mobilitní spektrometrie se zachycením iontů. (p evzato z cit. 

[64] a upraveno) 
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Tab. I. Srovnání výhod a nevýhod čty  typů iontově mobilitních cel [58,63-65]. 

 Výhody Nevýhody 

DTIMS 

P ímé stanovení CCS (Ω) 
z Mason-Schampovy rovnice. 

 
Oddělení iontů s velice 

podobnou mobilitou – vysoká 
rozlišovací schopnost (>100, def. 
Ω/∆Ω mě eno FWHM*). 

 

Geometrické uspo ádání 
nynějších komerčních p ístrojů 
dovoluje za azení mobilitní cely 
pouze hned za ionizaci. 

 
Pokud se iontově mobilitní 

separace provádí za atmosférického 
tlaku, dochází ke ztrátám iontů  
p i jejich p enosu do vakuovaného 
hmotnostního prostoru. 

TWIMS 

CCS (Ω) mohou být určeny 
pomocí kalibrace. 

 
Může být využito p i 

mobilitní separaci fragmentových 
iontů generovaných nap . kolizí 
indukovanou disociací. 

Nutnost provedení kalibrace 
p i určování CCS (Ω). 

 
Relativně nízká rozlišovací 

schopnost (≤~45, def. Ω/∆Ω mě eno 
FWHM*). 

 
Může docházet ke zvyšování 

vnit ní energie iontů v TWIMS cele 
a jejich fragmentaci. 

FAIMS 

Vysoká rozlišovací 
schopnost (≤~100, mě eno 
FWHM*). 

 
Relativně jednoduchá 

instalace iontové mobility  
na různé typy hmotnostních 
spektrometrů. 

 

CCS (Ω) nelze určit. 
 

Geometrická konfigurace 
p ístrojů umožňuje za azení 
mobilitní cely pouze hned  
za ionizací. 

 
Snížení citlivosti v důsledku 

horšího pracovního cyklu  
p i vložení kompenzačního napětí. 

TIMS 

Za ízení je kompatibilní a 
snadno propojitelné s MS. 

 
Lze dosáhnout rozlišovací 

schopnosti >100. 
 
Možnost dosažení vyšší 

citlivosti díky lepšímu p enosu 
iontů. 

Pro určování CCS (Ω) nutná 
kalibrace. 

 
P i současném technickém 

ešení je mobilitní cela p ed azena 
p ed kolizní celu, nelze provádět 
mobilitní separaci fragmentových 
iontů. 

 
* FWHM – full widht at half of maximum, ší ka píku v polovině výšky 
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2.4.2. Účinný srážkový pr ez (Collision Cross Section, CCS, Ω) 

Účinný srážkový prů ez je mírou interakce iontu s neutrálními molekulami driftového 

plynu. Souvisí s chemickou strukturou, tvarem a velikostí iontů, ale také s použitým typem 

driftového plynu. Hodnoty CCS jsou úměrné velikosti molekuly driftového plynu. P ímé 

určování účinného srážkového prů ezu je možné jen v p ípadě použití iontově mobilitní cely 

DTIMS, kdy se driftové časy mě ené p i dané teplotě (T) a tlaku p evádějí na CCS ešením 

Mason-Schampovy rovnice (1) bez nutnosti použití standardu. P ímé mě ení lze aplikovat jen 

na malé molekuly. U velkých molekul (nap . proteiny) může docházet ke změnám hodnot CCS 

v závislosti na teplotě. V p ípadě iontově mobilitní cely TWIMS se mě ení účinného srážkového 

prů ezu pro analyt provádí pomocí kalibrantu, jehož hodnoty CCS jsou v daném driftovém 

plynu známy. Experimentální hodnoty účinného srážkového prů ezu lze srovnat s teoretickými 

hodnotami vypočtenými nap . v programu MOBCAL pomocí molekulárně dynamických 

simulací [58,67]. 
 Ω =  ze6N · πμk T ½ · K    ,   (1)  

kde K0 – redukovaná mobilita (hodnota pro standardní tlak a teplotu), z – počet 

elementárních nábojů iontu, e – náboj elektronu, N – počet částic driftového plynu 

v jednotkovém objemu, kB – Boltzmanova konstanta, T – absolutní teplota plynu,  

µ – redukovaná hmotnost páru ion-driftový plyn [58]. 

 

2.5. Aplikace iontové mobility ve spojení s hmotnostní spektrometrií  

Iontová mobilita se využívá samostatně v adě aplikací nap . p i bezpečnostních 

kontrolách na letištích, p i ově ování čistících procedur ve farmaceutické výrobě a analýze 

farmaceuticky aktivních látek, p i analýze pesticidů a veterinárních léčiv [68-73]. S uvedením 

komerčních ešení IM-MS se otev ely další zajímavé aplikační možnosti. Mezi hlavní p ínosy 

tohoto spojení pat í: potlačení chemického šumu, separace iontů do t íd, separace izomerů a 

izobarických látek, zlepšování identifikace látek (pomocí charakteristiky účinného srážkového 

prů ezu).  

Jednou z oblastí kde lze IM-MS aplikovat je studium léčiv a jejich metabolitů [74,75]. 

Jedná se o součást vývoje nových léčiv a pochopení principů fungování léčiva, jelikož 
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v organismu může docházet ke vzniku metabolitů s toxickým účinkem. Tyto metabolity se 

v biologických vzorcích nacházejí v p íliš nízkých koncentracích, než aby bylo možné  

pro charakterizaci jejich struktury použít NMR spektroskopii. Slibnou technikou s nízkými 

limity detekce vhodnými pro analýzu metabolitů je LC-MS/MS. Problematická může být 

identifikace izomerních látek poskytujících identická tandemová hmotnostní spektra, pokud 

nedisponujeme p íslušnými referenčními standardy k určení retenčních časů izomerů [58]. 

Touto problematikou se zabýval Dear a kol. (2010), kte í využili spojení LC-IM-MS  

k charakterizaci modelové směsi hydroxylovaných metabolitů ondansetronu. Technikou 

TWIMS-MS od sebe úspěšně rozlišili ondansetron a t i jeho polohové izomery (6-, 7- ,8-(OH)) 

(Obr. 13). Auto i rovněž prost ednictvím softwaru MOBCAL vypočítali teoretické hodnoty 

CCS, které následně porovnali s experimentálními hodnotami CCS získanými z mě ení 

TWIMS-MS. Hodnoty CCS získané oběma způsoby se lišily o méně než 1 Å2, což lze využít 

p i p i azení konkrétní struktury určitému mobilitnímu píku a tedy p i identifikaci jednotlivých 

izomerů. I když by v tomto p ípadě iontová mobilita neposkytla dostatečnou separaci izomerů 

ve směsi, IM-MS se může stát účinným nástrojem p i strukturní charakterizaci metabolitů [74]. 

To bylo následně potvrzeno i studií zabývající se polohovými izomery metabolitů léčiv 

publikované v roce 2011 [75]. 

 

 

Obr. 13: Mobilogramy ondansetronu a jeho 6-, 7- a 8-hydroxyl metabolitů. (p evzato 

z cit. [74]) 
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Taktéž problematiku separací chirálních látek je možné ešit prost ednictvím IM-MS 

[76-78]. Dwiedi a kol. p edstavili metodu chirální iontově mobilitní spektrometrie (CIMS)  

pro separaci enantiomerů léčiv, aminokyselin a cukrů. Tato technika je podobná tradiční IMS 

s tím rozdílem, že součástí driftového plynu je také těkavé chirální činidlo, v tomto p ípadě se 

jednalo o (S)-(+)-2- butanol. Separace iontů je pak založena na jejich stereospecifické interakci 

s tímto chirálním činidlem. Tato metoda byla úspěšně testována na schopnosti separovat 

enantiomery, jak je doloženo nap . separací racemické směsi atenololu (Obr. 14) [76]. Ne každé 

technické ešení IMS dovoluje p idávat do driftového plynu takovéto činidlo. Nap íklad  

u TWIMS by mohlo docházet k jeho kondenzaci v p ístroji. 

 

 

Obr. 14: Mobilogram racemické směsi atenololu v driftovém plynu N2 s obsahem  

10 ppm chirálního činidla (S)-(+)-2- butanolu. (p evzato z cit. [76]) 

 

Velmi perspektivní oblastí, ve které se začíná uplatňovat technika IM-MS, je 

zobrazování (imaging) tkání. Profilování a zobrazování tkání umožňuje p ímou analýzu a 

lokalizaci biomolekul (bílkovin, peptidů a lipidů), zatímco je udržena celistvost tkání. 

Zobrazování povrchů probíhá s žádnou nebo minimální úpravou vzorků. Ve spojení s IM-MS 

dochází k významnému zvýšení selektivity a potlačení vlivu biologické matrice na hodnotu 

poměru signál/šum a také k separaci izobarických interferujících molekul. Jackson a kol. využili 

spojení MALDI-IM-MS za účelem mapování distribuce lipidů v mozkové tkáni krys. Lipidy 

p edstavují významné biomolekuly nacházející se v mozku. Hlavními detekovanými 

biomolekulami byly v tomto p ípadě fosfolipidy, konkrétně fosfatidylcholin a sfingomyelin 

[79]. 
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Další potenciální oblastí pro využití IM-MS je monitoring průběhu reakcí v reálném 

čase.  Kontrola reakcí v reálném čase je důležitou součástí procesu výroby chemikálií a léčiv. 

Je to způsob, jak p i výrobě zajistit jejich požadovanou čistotu a kvalitu. Kromě standardně 

využívaných technik jako LC, IČ, MS, NMR je žádoucí mít k dispozici i nové techniky 

poskytující v kratších časech kvantitativní a strukturní informace o reakčních meziproduktech a 

produktech, což dovoluje flexibilně ovlivňovat průběh probíhající reakce. Harry a kol. ově ili 

možnost použití IM-MS pro monitorování průběhu reakce na pokusu založeném  

na deprotonizaci 7-fluor-6-hydroxy-2-methylindolu hydroxidem sodným. Auto i současně 

porovnávali data získaná z IM-MS s daty namě enými samotnou hmotnostní spektrometrií. 

Výsledky obou metod jsou srovnatelné, avšak iontová mobilita p ináší možnost jak dosáhnout 

větší selektivity a může p ispět i k ešení problémů strukturní analýzy [80]. 
 

Rozši ující se využívání IM-MS ve vědecké sfé e, biotechnologiích a farmacii klade 

vyšší nároky na vývoj a zdokonalení odpovídající instrumentace. V literatu e lze nalézt adu 

dalších p íkladů, které dokládají p ínos iontové mobility v oblasti zlepšování chemického šumu, 

strukturní analýzy, zvýšení selektivity mě ení. Tak jak se bude IM-MS stávat komerčně 

dostupnější, tak i výhody tohoto post-ionizačního separačního kroku budou využívány nejen  

ve výzkumu, ale i p i běžných laboratorních a průmyslových aplikacích. 

 

2.6. Postupy pro odlišení nedostatečn  separovaných mobilitních pík  

V p edchozí kapitole bylo spojení iontové mobility s hmotnostní spektrometrií 

p edstaveno jako slibná analytická technika, která p ináší nové možnosti separace a kvantifikace 

ady izomerních a izobarických sloučenin. Iontová mobilita s technologií TWIMS nebo DTIMS 

disponuje rozlišovací schopností v rozsahu desítek až stovky, což nemusí být v mnoha 

p ípadech dostatečné. Pro srovnání v hmotnostní spektrometrii je dosahováno rozlišovací 

schopnosti v ádu desítek tisíc až miliónů. V IMS lze separace zlepšit použitím vyššího tlaku 

driftového plynu nebo p ímou náhradou dusíku jakožto driftového plynu nap íklad argonem 

nebo oxidem uhličitým [81]. Ani tyto úpravy experimentálních podmínek však nemusí vést 

k požadovanému zlepšení separace. 

Nedokonale separované analyty mohou být odlišeny za použití chemometrických metod. 

Tyto metody jsou obecně založeny na vyhledávání určitého počtu složek ve směsi s následným 
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extrahováním jejich mobilogramů z experimentálních dat. Jedna z využívaných metod se 

nazývá SIMPLISMA (Simple-to-use Interactive Self-modelling Mixture Analysis). 

SIMPLISMA je algoritmus, který je schopen dekonvulovat soubor dat do nezávislých 

komponent [82]. Metoda vyvinutá Windigem a Guilmentem [83] může být aplikována právě  

na iontově mobilitní data. Jedna ze studií použila metodu SIMPLISMA pro detekci klastrových 

iontů generovaných ze směsi par pentan-1-olu a oktan-1-olu. Tento p ístup vyžadoval sadu dat 

se dvěma nezávislými proměnnými nap . driftovým časem a koncentrací. Během sběru dat byla 

koncentrace měněna za pomoci programované teploty odpa ování vzorku [84]. Zpracování dat 

metodou SIMPLISMA bylo mimo jiné aplikováno i p i identifikaci výbušnin [85]. Další 

možností jak ešit problematiku p ekrývajících se píků v mobilogramu nabízí metoda XFIDTD 

(Extracted Fragment Ion Drift Time Distributions, extrakce signálu fragmentových iontů 

v závislosti na driftovém čase). Látky jsou odlišeny na základě jejich jedinečných 

fragmentových iontů. Tento postup byl použit nap . p i analýze izomerů fosforylovaných 

peptidů, extraktů z nafty a izomerů glykanů manózy [86,87]. U zmíněných metod není nezbytné 

znát p edem počet analytů, ale jejich signály se musí lišit pro některé kombinace nezávislých 

experimentálních proměnných jako driftový čas-koncentrace nebo driftový čas-hmotnostní 

spektrum. K selhání p i zpracování dat může dojít nap íklad v p ípadě špatně oddělených 

izomerů s identickým nebo velmi podobným hmotnostním spektrem. 

Princip dekonvoluce se také často aplikuje na komplexní chromatografické signály,  

u kterých dochází k částečné koeluci z důvodu nedostatečného rozlišení. Počet koeluovaných 

látek je možné určit na základě první nebo druhé derivace. Chromatografická data jsou následně 

vyhlazena a popsána kombinací jednotlivých chromatografických píků, které reprezentují 

konkrétní analyty [88]. Tvary těchto píků je možné predikovat pomocí chromatogramů z analýz 

standardů daných látek. P i navrhování jejich tvaru se p edpokládá, že pík může být symetrický, 

frontující nebo chvostující, avšak s jedním maximem a dvěma inflexními body. Tento 

p edpoklad nebývá v některých p ípadech splněn u iontově mobilitních dat. Profil mobilitních 

dat jednoho analytu může mít více než jedno maximum nebo více než dva inflexní body, což by 

mohlo být mylně interpretováno jako důsledek p ítomnosti většího počtu látek. [89].  P íčinou 

může být vliv prostorového náboje nebo p ítomnost konfomerů nebo protomerů (proton může 

být lokalizován na různých místech ve struktu e iontu). V důsledku toho může běžná 

dekonvoluce mobilogramu detekovat více než jeden pík pro jeden analyt. Může také dojít 
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k situaci, že část signálu jednoho analytu je p i azena látce druhé a tím je chybně stanoven 

poměr analytů. P íkladem je analýza p ekrývajících se izomerních oligosacharidů [89]. ATD 

(arrival time distribution) profil jednoho analytu byl fitován Gausovskými funkcemi s cílem 

zp esnit odečet driftového času a tím i určení CCS konformerů jednoho analytu. Postup byl 

demonstrován na crown-etherových komplexech a peptidech [90], nesloužil však k odlišení 

signálů různých analytů. 

Technika iontové mobility poskytuje velmi stabilní hodnoty driftového času, které 

nejsou ovlivněny matricí vzorku. Dobrá opakovatelnost driftového času a tvarů ATD profilů 

umožňuje popsání těchto profilů superpozicí Gausovských funkcí. Každá vytvo ená ATD 

funkce odpovídá jednomu analytu a může se skládat z jednoho nebo více Gausovských funkcí. 

Tento p ístup umožňující ešit problematiku integrace p ekrývajících se asymetrických píků byl 

aplikován p i analýze izomerů oligosacharidů kyseliny hyaluronové [91]. Podrobné ešení této 

problematiky je jedním z cílů disertační práce a je součástí experimentální části a výsledků. 

 

2.7. Nové psychoaktivní látky a jejich analýza 

Nové psychoaktivní látky (NPS) nazývané rovněž jako „nové syntetické drogy“ tvo í 

širokou skupinu zneužívaných látek. Tyto látky se získávají pozměněním chemické struktury 

zakázaných drog, jako jsou katinony, kanabinoidy, benzodiazepiny, fenylethylaminy apod., 

nebo syntézou látek s odlišnou strukturou, ale působící na stejné receptory jako klasické drogy. 

Mají obdobné účinky jako zakázané návykové drogy, avšak mohou být na trh uváděny jako 

jejich legální náhrada, protože nejsou legislativním procesem dostatečně rychle za azeny  

na seznam zakázaných látek. Často jsou dostupné nejen na nezákonném („černém“) trhu, ale 

dokonce i volně na internetu a v obchodech typu „Amsterdam shop“. Významnější nárůst  

ve zneužívání NPS byl zaznamenán v roce 2009 (Obr. 15) a od tohoto roku se počet nově 

uvedených psychoaktivních látek neustále zvyšuje [92,93]. Pouze v Evropě jich bylo během let 

2014 – 2016 nově detekováno celkem 265 [94]. Podle poslední dostupné statistiky byly v roce 

2015 syntetické katinony nejčastěji zadrženou skupinou látek v rámci NPS a to v množství 

čítající celou jednu t etinu všech zabavených drog v uvedeném roce (p es 1.8 tuny) [94].  
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Obr. 15: Grafické zobrazení počtu NPS ohlášených UNODC systémem včasného 

varování. (p evzato z cit. [93]) 

 

Nebezpečnost NPS spočívá v neznalosti jejich fyziologických účinků, čímž p edstavují 

velmi vážné riziko pro lidské zdraví [95-97]. Rutinní postupy používané v toxikologických 

laborato ích byly vyvinuty pro identifikaci klasických zneužívaných drog, a proto mohou 

v p ípadě identifikace NPS selhávat. Vývoj nových metod a postupů umožňujících jejich rychlé 

odhalení je zásadní pro zlepšení v oblasti diagnózy intoxikace nebo identifikace těchto 

neznámých látek. 

Pro screening NPS v zadržených vzorcích a biologických materiálech byla popsána ada 

metod, nejčastěji založených na principu plynové a kapalinové chromatografie ve spojení 

s hmotnostní detekcí [92,98-101]. Separace a identifikace těchto látek pomocí GC-MS vyžaduje 

p ečištění vzorku, extrakci a často také derivatizaci polárních analytů (silylace, acetylace, 

methylace). V p ípadě použití elektronové ionizace poskytují tyto látky často jednoduchá 

hmotnostní spektra bez p ítomnosti molekulového iontu, což nemusí postačovat k jejich 

identifikaci. Navíc se může jednat o nové analogy, jejichž hmotnostní spektra nejsou součástí 

databáze. Identifikaci může napomoct využití chemické ionizace, poskytující informaci  

o molekulové hmotnosti [98].  S komplikacemi se lze setkat nap íklad p i použití GC-MS  

u analýzy fluormethkatinonů a fluoramfetaminů. Izomery fluormethkatinonů se vyznačují 

rozdílnou tepelnou stabilitou, kterou však lze ešit jejich acetylací. Ovšem ani po za azení tohoto 

derivatizačního kroku nedochází ke zlepšení separace a jednotlivé izomery bývají odlišeny jen 

částečně (~ 0,2 min). Rovněž interpretace hmotnostních spekter izomerů fluormethkatinonů i 
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fluoramfetaminů bývá obtížná a to z důvodu velké podobnosti spekter jednotlivých izomerů 

[102]. Určitých úspěchů bylo dosaženo p i separaci izomerů N-alkylovaných katinonů 

(ethylmethkatinonů a dimethylmethkatinonů) pomocí GC-EI-MS/MS. Strukturní izomery byly 

v tomto p ípadě odlišeny na základě různé intenzity produktových iontů [103]. Jako nadějné se 

jeví spojení plynové chromatografie s vakuovou ultrafialovou spektroskopií (GC-VUV). 

Pomocí VUV absorpčních spekter je možné rozlišit adu izomerů, včetně 3-fluormethkatinonu 

od 4-fluormethkatinonu, což bylo potvrzeno studií zabývající se analýzou 43 syntetických drog. 

Technika VUV poskytuje unikátní UV spektra, která v kombinací s retenčními daty umožňují 

odlišit polohové izomery, avšak limity detekce této techniky v současné době nedosahují hodnot 

pro GC-MS [104]. Omezením v p ípadě plynové chromatografie může být termální nestabilita 

některých NPS v nást ikovém prostoru a riziko strukturních změn těchto analytů za zvýšené 

teploty. Proto se pro tyto látky nabízí využití jiné chromatografické techniky, nap . UHPLC,  

u které je eliminováno riziko termální degradace. 

Existuje několik studií popisujících analýzu nových psychoaktivních látek pomocí 

UHPLC s UV p ípadně ESI-MS detekcí. Jedná se o rychlou separační techniku, která ve většině 

p ípadů analýz NPS nevyžaduje časově náročnou derivatizaci. Použitím měkké ionizační 

techniky elektrospreje je možné získat informaci o molekulové hmotnosti. Li a kol. ve studii 

zabývající se screeningem methylovaných a fluorovaných fenylethylaminů a katinonů využili 

výhodnost spojení UHPLC s UV a MS detektory. P estože kombinace účinné separace a dvojí 

detekce p edstavuje velice efektivní analytickou techniku, tak v p ípadě rozlišení polohových 

izomerů katinonů nedostačovala. Zatímco izomery se substitucí v ortho-poloze se poda ilo vždy 

rozlišit, izomery lišící se v meta- a para- poloze byly odseparovány pouze částečně [99]. Další 

studie zabývající se problematikou rozlišení izomerů NPS byla provedena Takedou a kol., kte í 

p i separaci izomerů testovali jak klasickou C18 kolonu, tak také kolonu s naftylethyl 

stacionární fází (NAP) (Obr. 16). Druhá z uvedených kolon umožnila úspěšně odseparovat 

izomery uplatněním π-π interakcí mezi stacionární fází a analytem. Tento typ stacionární fáze 

se nabízí jako vhodný pro izomerní separaci různě substituovaných katinonů a fenylethylaminů 

[105].  
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Obr. 16: Separace polohových izomerů 2-, 3-, 4-FMC na koloně NAP a C18. (p evzato 

z cit. [105]) 

 

Další technikou s potenciálem rychle a účinně separovat psychoaktivní látky s podobnou 

či izomerní strukturou je UHPSFC. Tato technika byla použita pro separaci polárních 

syntetických katinonů a silně bazických fenylethylaminů. Skupina 15 látek zahrnující rovněž  

4 izomerní páry byla úspěšně separována na silikagelové koloně BEH v čase kratším než  

3 minuty s rozlišením R>1. Současným zvýšením průtoku a změnou strmosti gradientu mobilní 

fáze lze analýzu zkrátit až na 1,61 min tak, aby izomerní páry byly stále dostatečně rozlišeny 

(Obr. 17) [54]. 

 

 

Obr. 17: Separace 15 zástupců z ad syntetických katinonů a fenylethylaminů v čase 

1.61 min. 1) katinon, 2) bufedron, 3) 3-MMC, 4) MDA, 5) 3-FMC, 6) 4-FMC (flefedron),  

7) 2C-H, 8) 4-MEC, 9) BDB, 10) methedron, 11) methylon, 12) ethylon, 13) butylon,  

14) 2C-B, 15) nafyron. (p evzato z cit. [54]) 
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Separační schopnosti relativně mladé UHPSFC techniky jsou často srovnávány už 

s dob e zavedenými GC a UHPLC technikami. V jedné ze studií, která porovnávala tyto t i 

chromatografické p ístupy, byla ešena separace 31 syntetických kanabinoidů, p ičemž 9 z nich 

byly polohové izomery, jejichž separace bývá problematická. UHPSFC separovala kanabinoid 

JWH-018 a všech jeho devět polohových izomerů s R≥1 v čase kratším než 7,5 min. V p ípadě 

GC byly separovány jen čty i tyto izomery v čase pod 21 min a UHPLC systém rozlišil pouze 

t i izomery v čase pod 10 min [106]. Srovnání těchto t í technik bylo také provedeno v další 

studii zabývající se separací 34 polohových izomerů syntetických katinonů. Dvěma 

nejslibnějšími systémy umožňujícími separovat největší počet izomerů byly UHPSFC a UHPLC 

v HILIC módu, které oddělily 28 respektive 27 katinonů. Pomocí GC s nepolární kolonou bylo 

separováno 22 izomerů a v p ípadě UHPLC s C18 kolonou pouze 7. Z hlediska počtu 

separovaných polohových izomerů, ale také doby analýzy, se osvědčily techniky UHPSFC a 

UHPLC s HILIC kolonou, jejichž výstupy mohou být pro získání co nejspolehlivějších dat 

doplněny o informace poskytnuté technikou GC [107]. 

 

S narůstajícím počtem nových NPS vyskytujících se na trhu je nezbytné disponovat 

selektivními a časově nenáročnými metodami umožňujícími identifikovat jak čisté látky, tak 

pro toxikologické účely také látky p ítomné v biologických vzorcích. Důležitým faktorem není 

jen vlastní analýza, ale rovněž náročnost zpracování vzorku, zvláště těch se složitější matricí. 

Součástí výsledků této práce je porovnání dvou rychlých chromatografických metod (UHPLC 

a UHPSFC) p i analýze 15 NPS p ítomných ve vzorcích moči. Obě metody byly úspěšně 

validovány a jsou aplikovatelné pro rutinní analýzy [108]. 

 

2.8. Iontov  mobilitní spektrometrie v analýze kyseliny hyaluronové 

Sacharidy jsou skupinou látek zastávajících adu důležitých rolí v živých organismech. 

Jsou využívány p edevším jako zdroj energie, bývají základní stavební jednotkou mnoha buněk 

a také buňky chrání p ed působením různých vnějších vlivů. Jsou látkami biologicky aktivními, 

p ípadně složkami biologicky aktivních látek (nap . glykoproteiny, koenzymy, hormony aj.) 

[109]. Sacharidy se mohou vyskytovat jako samostatné cukry (monosacharidy) nebo jako 

stavební bloky oligomerních respektive polymerních struktur (oligosacharidů a polysacharidů). 

Monosacharidy jsou tvo eny jednou cukernou jednotkou, p ičemž oligosacharidy se skládají  
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z 2 – 10 monosacharidových jednotek spojených vzájemně glykosidovými vazbami. Pro více 

než 10 monosacharidových jednotek se používá označení polysacharidy [109]. 

V rámci této disertační práce je ešena problematika p ekrývajících se mobilitních píků 

série oligosacharidů odvozených od kyseliny hyaluronové (HA). Je to p irozeně se vyskytující 

lineární polysacharid, který pat í do skupiny glykosaminoglykanů (GAG), d íve známých  

pod označením kyselé mukopolysacharidy. Kyselina hyaluronová (HA) se od ostatních GAG 

liší tím, že je nesulfatovaná a nevytvá í proteoglykany, jelikož se neváže na specifické proteiny. 

Tato látka je v živých organismech všudyp ítomná. Je běžně syntetizována adou buněk a je 

p irozenou součástí tělesných tekutin a tkání nap . jako želatinová složka sklivce oka, složka 

tekutiny kloubů nebo hlavní komponenta placenty [110]. Bylo prokázáno, že tato látka je 

neimunogenní, netoxická a nepůsobí zánětlivě [111,112]. Ve své p irozené formě existuje HA 

jako polymer o vysoké molekulové hmotnosti 105 – 107 Da, jelikož může obsahovat až desítky 

tisíc sacharidů navázaných za sebou. Molekula HA se skládá ze st ídajících se jednotek 

disacharidů tvo ených N-acetyl-D-glukosaminem (GlcNAc) a D-glukuronovou kyselinou 

(GlcA), které jsou dohromady spojeny st ídajícími se β1→4 a β1→3 glykosidickými vazbami 

(Obr. 18). 

 

 

Obr. 18: Struktura molekuly kyseliny hyaluronové. 

 

Z analytického hlediska identifikace sacharidů může být značně komplikována izomerií 

(stereochemie monomerních jednotek, variability jejich vazby a potenciálního větvení etězce). 

Obecně identifikace izomerů a izobarických sloučenin je možná prost ednictvím tandemové 

hmotnostní spektrometrie, která však může selhat v p ípadě spektrální podobnosti látek nebo  



31 
 

p i nedostupnosti p íslušného standardu [113].  V této situaci se zásadním krokem stává 

separace. Kromě klasických chromatografických nebo elektroforetických technik se nabízí také 

iontově mobilitní spektrometrie, která umožňuje rozlišení izomerů na základě tvaru jejich 

molekuly. Schopnosti této techniky byly využity, jak p i analýze malých sacharidů, tak také p i 

charakterizaci fragmentů polysacharidů. Jednalo se o objasnění struktury tetros a hexos ve formě 

sodných aduktů [114]. V další studii byly separovány izomerní disacharidy prost ednictvím 

TWIMS [115]. P i separaci těchto látek byl také studován vliv změny driftového plynu. 

Nahrazení N2 oxidem uhličitým vedlo ke zlepšení rozlišení izomerů disacharidů [116]. P esto 

ve všech těchto zmíněných p ípadech nebylo dosaženo optimálního rozlišení a iontově mobilitní 

píky se p ekrývaly. 

Možný způsob ešení problematiky p ekrývajících se iontově mobilitních píků byl 

p edstaven ve studii zamě ené na analýzu izomerů derivátů HA prost ednictvím IM-MS 

kombinované s ionizací elektrosprejem. Pro rozlišení všech polohových izomerů bylo využito 

selektivní redukce p íslušných oligosacharidů pomocí NaBH4. V hmotnostních spektrech 

produktů redukce separovaných iontovou mobilitou byly identifikovány jedinečné fragmentové 

ionty umožňující rozlišení jednotlivých izomerů. Tvar mobilitních píků izomerních 

deprotonovaných molekul byl určen na základě ATD produktového iontu, který je jedinečný 

pro každý izomer. Znalost tvaru mobilitního píku umožnila určit poměry ploch izomerů, aniž 

by byla vyžadována identifikace pomoci standardů [89]. Jak je již uvedeno na konci kapitoly 

2.6., problematika oligosacharidů kyseliny hyaluronové je ešena i v rámci výsledků 

experimentální části této práce. 
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3. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

Tématem doktorské práce bylo studium, vývoj a aplikace rychlých separací ve spojení 

s hmotnostní spektrometrií. Stanoveny byly dva cíle: 

 

1. Studium chromatografického chování NPS ze skupiny katinonů a fenylethylaminů, 

porovnání dvou technik (UHPLC a UHPSFC) s hmotnostní detekcí p i analýze NPS v lidské 

moči. Kromě chromatografických separací bylo úkolem otestovat možnost iontové mobility  

ve spojení s hmotnostní spektrometrií p i identifikaci zmíněných látek. 

2. Navrhnout postup pro odlišení nedostatečně separovaných iontově mobilitních píků a 

otestovat jej na analýze oligosacharidů odvozených od kyseliny hyaluronové. 

 

ešení obou cílů vedlo k publikačním výstupům: 

1. Borovcová L., Pauk V., Lemr K., Analysis of new psychoactive substances in human 

urine by ultra-high performance supercritical fluid and liquid chromatography: 

validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018) – v tisku 

DOI: 10.1002/jssc.201800006 

2. Borovcová L., Hermannová M., Pauk V., Šimek M., Havlíček V., Lemr K., Simple 

area determination of strongly overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta 

981 (2017) 71–79. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

4.1.  Ultra-vysokoúčinná chromatografie nových psychoaktivních látek  

 

Materiály uvedené v této části byly publikovány v rámci prvoautorské publikace cit. 

[108]. 

 

Chemikálie a vzorky 

Použity byly dále uvedené chemikálie: methanol (MeOH), acetonitril (ACN), aceton a 

propan-2-ol (i-PrOH) v HPLC čistotě, kyselina mravenčí (≥95%) a mravenčan amonný (≥99%) 

vše zakoupeno od společnosti Sigma-Aldrich (Praha, Česká Republika). Voda byla p ečištěna 

Milli-Q systémem (Millipore, Mollsheim, Francie). 

K analýze bylo použito 15 standardů (p.a.) nových psychoaktivních látek ve formě 

hydrochloridů. Struktury těchto látek jsou zobrazeny na Obr. 19. Standardy  

3-fluoromethkatinonu (3-FMC) a 3-methylmethkatinonu (3-MMC) byly získány od společnosti 

Cayman Pharma (Neratovice, Česká Republika), zbylé byly zakoupeny od společnosti Lipomed 

AG (Arlesheim, Švýcarsko). 

Vzorky moče byly získány od šesti dobrovolníků (t ech žen a t ech mužů) a jejich 

smícháním byl vytvo en jeden vzorek směsné moči. 
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Obr. 19: Struktury testovaných fenylethylaminů a katinonů. 1) katinon; 2) bufedron;  

3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H; 8) 4-MEC; 9) BDB;  

10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG (nafyron). 
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P íprava standardních a pracovních roztok  

Zásobní roztoky jednotlivých standardů drog byly p ipraveny ve směsi MeOH:H2O 

(50:50 v/v) o koncentraci 1 mg/ml a skladovány p i -18 °C. Tyto látky byly rozděleny do skupin 

dle jejich hmotnostně spektrometrické odezvy: LCI (NRG); LCII (methedron, methylon, 

ethylon, butylon, 2C-B); LCIII (bufedron, 3-FMC, 4-FMC, 2C-H, 4-MEC); LCIV (katinon,  

3-MMC, MDA, BDB); SFCI (3-MMC, methylon, ethylon, butylon, NRG); SFCII (bufedron,  

3-FMC, 4-FMC, 4-MEC, methedron); SFCIII (2C-H, 2C-B); SFCIV (katinon, MDA, BDB). 

Následně byly všechny analyty smíchány a z eděny MeOH k p ípravě roztoků 1 až 9 dle  

Tab. II, jejichž p ídavek sloužil k p ípravě pracovních roztoků resp. modelových vzorků.  

 

Tab. II. Koncentrace nových psychoaktivních látek v jednotlivých roztocích standardů. 

Číslo 

roztoku 

UHSFC-MS, ng/mL UHPLC-MS, ng/mL 

SFCI SFCII SFCIII SFCIV LCI LCII LCIII LCIV 

9 1000 10000 25000 100000 - - - - 

8 500 5000 12500 50000 200 2000 10000 20000 

7 100 1000 2500 10000 100 1000 5000 10000 

6 20 200 500 2000 20 200 1000 2000 

5 4 40 100 400 4 40 200 400 

4/5 2 20 50 200 - - - - 

4 0,8 8 20 80 0,8 8 40 80 

3 0,4 4 10 40 0,4 4 20 40 

2 0,2 2 5 20 0,2 2 10 20 

1 0,1 1 2,5 10 0,1 1 5 10 

 

Celkem byly p ipraveny t i kalibrační ady pro každou techniku. Jedna kalibrační ada 

látek v čistém rozpouštědle a dvě kalibrační ady pro moč s p ídavkem standardů (p ídavek p ed 

resp. po úpravě vzorků). Vždy bylo smícháno 200 μl vody nebo moči s 10 μl roztoku standardu 

o vhodné koncentraci (Tab. II) a dále bylo p idáno 790 μl MeOH (UHPLC) nebo i-PrOH 

(UHPSFC). Vzorky byly ponechány v ultrazvuku po dobu 1 minuty a filtrovány p es nylonové 

st íkačkové filtry o průměru 13 mm s velikostí pórů 0,22 μm (Labicom, Olomouc, Česká 

Republika). V p ípadě p ípravy kalibrační ady pro moč s p ídavkem po úpravě byla nejprve 
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smíchána moč s MeOH (UHPLC) nebo i-PrOH (UHPSFC) v poměru 2:8. Směs byla prot epána, 

ultrazvukována po dobu 1 minuty a zfiltrována. Ze směsi bylo odebráno 990 µl, ke kterým bylo 

následně p idáno 10 µl roztoku standardu o dané koncentraci (Tab. II). Slepým vzorkem byla 

směs moči a daného rozpouštědla v poměru 2:8. Všechny t i kalibrační série byly uchovávány 

v autosampleru p i 10 °C a analyzovány během 24 hodin. 

 

P ístrojové vybavení 

K vlastnímu mě ení vzorků nových psychoaktivních látek byly použity Acquity UPC2 a 

I-Class Acquity UPLC systémy ve spojení s hmotnostním spektrometrem Xevo TQS  s iontovým 

zdrojem elektrosprejem Z-spray (vše Waters, Manchester, Velká Británie). P ístroje byly 

ovládány a data byla sbírána softwarem Waters MassLynx 4.1. K integraci chromatografických 

píků byl použit software TargetLynx (vše Waters, Manchester, Velká Británie). Výpočet Log D 

p i 25 °C byl proveden pomocí softwaru Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) verze 

11.02. 

 

Hmotnostní detekce 

Látky byly analyzovány v kladném módu, p ičemž parametry elektrospreje byly 

nastaveny na tyto hodnoty:  

 napětí na sprejovací kapilá e: +2,8 kV    

 teplota zdroje: 150 °C       

 průtok plynu (N2) kónusem: 150 l/h 

 napětí (offset) zdroje: 50 V 

 zmlžovací plyn (N2): 5 / 3 bar pro UHPLC-MS / UHPSFC-MS 

 desolvatační plyn: 1000 l/h / 700 l/h pro UHPLC-MS / UHPSFC-MS 

 desolvatační teplota: 500 °C / 300 °C pro UHPLC-MS / UHPSFC-MS 

 

Pomocnou kapalinou v elektrospreji p i UHPSFC-MS byl MeOH. Jeho průtok  

0,4 ml/min byl zajištěn izokratickým vysokotlakým čerpadlem Isocratic Solvent Manager 

(Waters, Manchester, Velká Británie). 
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Pro každou látku byly vybrány dvě fragmentační cesty (dva SRM p echody, selected 

reaction monitoring, sledování vybrané reakce) na základě poměru signálu k šumu. Průtok 

kolizního plynu (Ar) byl nastaven na 0,2 ml/min. Napětí na kónusu a kolizní energie byly 

optimalizovány pro každý p echod SRM zvlášť. Doba prodlevy (dwell time) byla nastavena  

na 0,005 s, zpoždění p i p epínání mezi p echody (inter-channel delay) na 0,003 s. P ehled 

zvolených SRM p echodů, použité napětí na kónusu a kolizní energie jsou uvedeny v Tab. III. 

 

Tab. III. Zkoumané NPS a jejich SRM p echody. 

# Látka 
Sumární 

vzorec 

Prekurzorový 

ion 

Nap tí na kónusu, 

V 

Fragmentové 

ionty 

Kolizní 

energie, V 

1 katinon C9H11NO 150 30 
117 

132 

18 

12 

2 bufedron C11H15NO 178 
28 

20 

131 

147 

20 

12 

3 3-MMC C11H15NO 178 
10 

20 

145* 

147 

20 

12 

4 MDA C10H13NO2 163 40 
103 

105 

25 

17 

5 3-FMC C10H12NOF 182 32 
103 

148 
27 

6 
4-FMC 

flefedron 
C10H12NOF 182 32 

103 

148 
27 

7 2C-H C10H15NO2 
165 

182 

45 

30 
135 25 

8 4-MEC C12H17NO 192 
30 

10 

144 

145 

28 

18 

9 BDB C11H15NO2 
177 

194 

40 

20 
135 17 

10 methedron C11H15NO2 194 28 
146 

161 

26 

12 

11 methylon C11H13NO3 208 10 
132 

160 

24 

16 
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12 ethylon C12H15NO3 222 32 
146 

174,1 

26 

18 

13 butylon C12H15NO3 222 32 
146 

174,1 

26 

18 

14 2C-B C10H14NO2Br 
260 

262 
30 

212,9 

214,9 
30 

15 
NRG 

nafyron 
C19H23NO 282 40 

141 

211 

22 

18 

- tučně vypsané ionty byly použity ke kvantifikaci pro obě techniky, pouze v p ípadě odlišností 

jsou ionty použité pro kvantifikaci pro UHPSFC-MS označeny * 

 

Chromatografické podmínky 

a) UHPLC-MS 

Nejlepší separace bylo dosaženo p i použití kolony Acquity UPLC Phenyl (100 ×  

2,1 mm, 1,7 µm) s in-line filtrem. Mobilní fáze byla složena z H2O (A) a MeOH (B), p ičemž 

obě složky byly s p ídavkem 0,1 % kyseliny mravenčí. Program gradientové eluce byl 

následující: 0 min – 95 % A; 3 min – 5 % A; 3.1 – 5 min – 95 % A. Průtok mobilní fáze byl 

nastaven na 0,45 ml/min a teplota kolony na 35 °C. Dávkováno bylo 5 µl vzorku a oplach 

dávkovací jehly byl proveden 800 µl směsi H2O:MeOH 9:1 (v/v). 

 

b) UHPSFC-MS 

UHPSFC metoda byla p ejata z p edchozí publikace [54] a upravena tak, aby bylo 

dosaženo co nejlepšího kompromisu mezi rozlišením izomerů a rychlostí analýzy. K analýzám 

byla použita kolona Acquity BEH (100 × 3,0 mm, 1,7 µm) s in-line filtrem p i 40 °C. Mobilní 

fázi tvo il oxid uhličitý s modifikátorem (methanol s 20 mmol/l mravenčanu amonného). 

Gradient modifikátoru byl nastaven následovně: 0 min – 6 %; 3 min – 25 %; 3.1 – 5.5 min –  

6 %. Průtok mobilní fáze byl 2,0 ml/min. Automatický regulátor tlakového odporu byl nastaven 

na 2000 psi (138 barů). Dávkováno bylo 5 μl vzorku. K oplachu dávkovací jehly bylo využito 

směsi H2O:MeOH 1:1 (v/v) s 0,1 % kyseliny mravenčí (1000 µl) a následně směsi  

MeOH:i-PrOH 3:1 (v/v) s 0,1 % kyseliny mravenčí (1000 µl).  
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Výpočet rozlišení 

Rozlišení bylo vypočítáno ze vzorce: 

 R = ,  tR −tRw / +w / ) 

 

kde tRA, tRB – jsou retenční časy látek A a B a w1/2A, w1/2B – ší ka píků v polovině výšky 

látky A a B. 

 

Parametry validace metody 

Veškeré vzorky byly na každé koncentrační úrovni analyzovány 6-krát.  

 Preciznost byla vypočítána jako relativní směrodatná odchylka (RSD) z ploch píků. 

 Kalibrační k ivky byly sestrojeny jako závislosti koncentrace na průměrné hodnotě 

plochy píků pomocí softwaru OriginPro 2015 (OriginLab, Northampton, MA, USA). 

Pro jednotlivé body byla stanovena podmínka preciznosti pod 15 % (pod 20 % na úrovni 

LOQ). Kalibrační k ivky byly konstruovány pomocí vážené lineární regrese 1/x2 [117], 

v posuzovaném rozsahu byly lineární (koeficient determinace R2 byl vyšší než 0,990). 

 P esnost byla určena porovnáním hodnot získaných z kalibračních závislostí a pravých 

hodnot (obsah standardu v p ipravovaném vzorku). 

 Limity detekce a kvantifikace byly vypočítány jako 3,3 × σ/S respektive 10 × σ/S, kde 

σ p edstavuje směrodatnou odchylku úseku na ose y a S hodnotu směrnice kalibrační 

závislosti. 

 Výtěžnost (RE, %) byla vypočítána jako poměr ploch píků A1/A2, kde A1 je plocha 

píku daného standardu p idaného do vzorku moče p ed jeho úpravou, A2 plocha píku 

daného standardu p idaného do vzorku moče po jeho úpravě. 

 Matriční efekt (ME, %) byl určen jako poměr A2/A3, kde A3 je plocha daného standardu 

získaná analýzou jeho roztoku v čistém rozpouštědle. 

 Ke stanovení p ípadného p enosu analytu do následných analýz (carryover) byl  

po analýze vzorku o nejvyšší koncentraci (horní hranice kvantifikace ULOQ) nast íknut 

vzorek moče bez p ídavku sledovaných látek (slepý pokus). Poměr plochy píku zjištěné 

pro slepý pokus a vypočtené hodnoty plochy píku odpovídající LOQ byl vyjád en v %. 
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4.2. Analýza nových psychoaktivních látek pomocí spojení iontové 

mobility s hmotnostní spektrometrií  

 

Materiály uvedené v této části jsou součástí diplomových prací Sandry Benické 

s názvem „Iontová pohyblivost s hmotnostní spektrometrií ve forenzní analýze“ a Jany 

Ondruchové s názvem „Účinný srážkový prů ez p i identifikaci drog spojením iontové mobility 

s hmotnostní spektrometrií“, některé části byly rovněž prezentovány na workshopech, 

p ednáškách a formou plakátových sdělení. U obou zmíněných diplomových prací byla autorka 

disertační práce konzultantkou a podílela se na mě ení, vyhodnocování a korekturách textů. 

Podílela se taktéž na p ípravě výše zmíněných prezentací. 

 

Chemikálie a vzorky 

Pro p ípravu roztoků byly použity methanol a acetonitril (HPLC čistota; VWR 

International S.A.S.), kyselina mravenčí (≥95%; Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika)  

a voda upravená Milli-Q systémem (Millipore, Mollsheim, Francie). 

Analyzováno bylo 15 standardů nových psychoaktivních látek (viz kap. 4.1. Chemikálie 

a vzorky a Obr. 19) a navíc ethylfenidát (EPH), pentedron a methoxetamin (MXE) (Obr. 20), 

které byly poskytnuty Celní správou ČR. Pro určení hodnot CCS byly jako kalibrační standardy 

použity DL-polyalanin (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) a směs nízkomolekulárních 

látek: N-ethylanilin (98%), acetaminofen (≥99%), alprenolol hydrochlorid (≥98%), 

ondansetron, clozapin-N-oxid, kolchicin (≥95% HPLC), verapamil hydrochlorid (≥99%)  

a reserpin (≥99% HPLC) (vše Sigma-Aldrich, Praha, Česká Republika). 
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a)                                                      b)                                                      c) 
 

Obr. 20: Struktury drog poskytnuté Celní správou ČR a) ethylfenidát (EPH,  

Mr = 247,1572 g/mol), b) pentedron (Mr = 191,1310 g/mol) a c) methoxetamin (MXE, Mr = 

247,1572 g/mol).  

 

P íprava roztok  drog a kalibrant   

Zásobní roztoky jednotlivých standardů drog byly p ipraveny o koncentraci 1 mg/ml  

ve směsi MeOH:H2O (50:50 v/v). Postupným eděním byly následně p ichystány pracovní 

roztoky o koncentraci 1 μg/ml. 

Zásobní roztok kalibrantu polyalaninu byl p ipraven o koncentraci 1 mg/ml ve směsi 

ACN:H2O (50:50 v/v). Poté bylo nachystáno 10 ml pracovního roztoku o koncentraci 2 μg/ml 

polyalaninu, jenž obsahoval 20 μl zásobního roztoku polyalaninu, 1 μl 0,1% HCOOH a odměrná 

baňka byla nakonec doplněna po rysku směsí ACN:H2O (50:50 v/v). 

Druhý kalibrant tvo ený směsí látek se p ipravoval obdobným způsobem. Prvně byly 

p ipraveny zásobní roztoky o koncentraci 1 mg/ml všech šesti látek (acetaminofen, alprenolol, 

N-ethylanilin, clozapin-N-oxid, kolchicin, ondansetron, reserpin a verapamil). Z nich byl 

p ipraven směsný pracovní roztok o výsledné koncentraci 2 μg/ml obsahující zmíněné látky. 

 

P ístroje, nastavení parametr  a pr b h m ení 

Všechny vzorky nových psychoaktivních látek byly mě eny na p ístroji Synapt G2-S 

spojující iontovou mobilitu s hmotnostní spektrometrií. Vybaven byl elektrosprejem Z-spray. 

Ovládání a sběr dat byly zajištěny prost ednictvím softwaru Waters MassLynx 4.1. (vše Waters, 

Manchester, Velká Británie). Roztoky standardů nových psychoaktivních látek o koncentraci  

1 μg/ml byly dávkovány do iontového zdroje p ímou infuzí průtokem 10 μl/min. 
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Látky byly analyzovány v kladném módu, p ičemž parametry elektrospreje byly 

nastaveny na tyto hodnoty: 

 napětí na sprejovací kapilá e: +1,25 kV    

 teplota zdroje: 100 °C       

 průtok plynu (N2) kónusem: 100 l/h 

 napětí (offset) zdroje: 80 V 

 napětí na kónusu: 30 V 

 zmlžovací plyn (N2): 6 bar 

 desolvatační plyn: 600 l/h 

 desolvatační teplota: 400 °C 

 

P i testování driftového plynu byly parametry iontové mobility nastaveny s ohledem  

na použitý plyn (změnu účinného srážkového prů ezu) a riziko fragmentace analytů v mobilitní 

cele (nastavení RF napětí) podle Tab. IV. 

 

Tab. IV. Parametry iontové mobility. 

 N2 CO2 Ar 

Rychlost vlny 

(m/s): 
2200 1100 1100 

RF napětí (V): 250 150 150 

Výška vlny (V): 40 40 40 

Průtok 

driftového plynu 

(ml/min): 

90 90 90 

 

 

V p ípadě určování účinných srážkových prů ezů probíhalo mě ení pouze v driftovém 

plynu dusíku p i rychlosti vlny 700 m/s. Ostatní parametry byly zachovány. Důvody změny 

rychlosti vlny jsou vysvětleny v kap. 5.2.2. Mě ení jednotlivých nových psychoaktivních látek 
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a kalibrantu (polyalanin respektive směs nízkomolekulárních látek) neprobíhalo jednotlivě, ale 

v návaznosti za sebou. Nejprve byl promě en kalibrant (I), poté proběhlo šest mě ení dané drogy 

a na závěr byl opět promě en tentýž kalibrant (II). Označení I a II značí po adí mě ení, nikoli 

konkrétní kalibrační směs. Získaná data byla zpracována v programu DriftScope (Waters, 

Manchester, Velká Británie). 

  



44 
 

4.3. Určení ploch nedostatečn  separovaných mobilitních pík  

 

Materiály uvedené v této části byly publikovány v rámci prvoautorské publikace cit. 

[91]. 

 

Chemikálie a vzorky 

Navržený postup byl testován pomocí oligosacharidů odvozených od kyseliny 

hyaluronové (HA), které byly dodány společností Contipro a.s. (Dolní Dobrouč, Česká 

republika) a jsou uvedeny v této práci jako oligosacharidy ∆HA2AN, HA2AN, HA3NN, 

HA4AN, HA4NA, HA6AN, HA6NA, HA6ANdeac. Celé číslo p edstavuje počet stavebních 

bloků (GlcA – D-glukuronová kyselina a GlcNAc – N-acetyl-D-glukosamin), ∆ značí dvojnou 

vazbu mezi C4 a C5 GlcA a deac p edstavuje deacetylaci jedné stavební jednotky GlcNAc. 

Symboly AN, NA, NN popisují stavební bloky na koncích oligosacharidových etězců. 

Nap íklad v p ípadě HA4AN (Obr. 21) byla GlcA p ítomna na neredukujícím se konci,  GlcNAc 

byl na konci, kde může probíhat redukce, p ičemž u HA4NA tomu bylo naopak. U HA3NN byl 

GlcNAc p ítomen na obou koncích. Zásobní roztoky oligosacharidů byly p ipraveny  

ve směsi MeOH:H2O (50:50 v/v) o koncentraci 1 mg/ml. Tyto zásobní roztoky byly z eděny 

stejnou směsí rozpouštědel na pracovní roztoky o koncentracích 1 µg/ml (pro HA2 a HA3),  

5 µg/ml (pro HA4 a HA6). 

Methanol (MeOH) a propan-2-ol (i-PrOH) (LC-MS Chromasolv čistota), kyselina 

octová (ACS reagent grade, ≥99,7%), kyselina mravenčí (eluční p ísada pro LC-MS), 

borodeuterid sodný (≥98% atom D) a hydroxid sodný (p.a.) byly zakoupeny od společnosti 

Sigma-Aldrich (Praha, Česká Republika). Voda (vodivost <0,3 µS cm-1) byla p ečištěna 

systémem Elix 35 Water (Merck Millipore, Praha, Česká Republika). 

Redukované izomery oligosacharidů (10 mg/ml ve vodě) byly p ipraveny redukcí 

oligosacharidů pomocí šesti ekvivalentů NaBD4. Reakce probíhala 30 minut p i 20 °C. Poté 

byla p idána kyselina octová v množství 15 ekvivalentů tak, aby byl rozložen veškerý zbývající 

sodno-boranový komplex. 
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Obr. 21: Struktura oligosacharidu HA4AN odvozeného od kyseliny hyaluronové. 

 

P ístrojové vybavení 

Experimenty byly provedeny na Synaptu G2-Si (iontová mobilita s hmotnostním 

spektrometrem) s iontovým zdrojem elektrosprejem Z-spray (vše Waters, Manchester, Velká 

Británie).  

Látky byly analyzovány v negativním módu, p ičemž parametry elektrospreje byly 

nastaveny na tyto hodnoty: 

 napětí na sprejovací kapilá e: -2,7 kV    

 teplota zdroje: 100 °C       

 průtok plynu (N2) kónusem: 0 l/h 

 napětí (offset) zdroje: 80 V 

 napětí na kónusu: 60 V pro ∆HA2AN, HA2AN a 140 V pro ostatní 

 zmlžovací plyn (N2): 6 bar  

 desolvatační plyn: 600 l/h 

 desolvatační teplota: 250 °C  

 

Parametry iontové mobility:  

 průtok driftového plynu (N2): 90 ml/min 

 výška vlny: 40 V  

 rychlost vlny: 360 m/s pro směsi obsahující HA6, 600 m/s pro směsi obsahující HA4 

a 1300 m/s pro směsi obsahující HA2 
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Kolizí indukovaná disociace (CID) izomerů oligosacharidů byla provedena v kolizní 

cele p ed mobilitní celou (tranfer) s kolizní energií odpovídající napětí 50 V za vzniku 

jedinečných fragmentových iontů m/z 554,133 (HA4ANred) a 557,159 (HA4NAred) nebo  

65 V za vzniku jedinečných iontů m/z 602,246 (HA6ANred) a 575,197 (HA6NAred). Průtok 

kolizního plynu (Ar) byl 2 ml/min. 

Pracovní roztok byl zaváděn p ímou infúzí do elektrospreje průtokem 5 µl/min. Binární 

směsi oligosacharidů (∆HA2AN (m/z 378,081) : HA2AN (m/z 396,096), HA3NN (m/z 599,164) 

: HA4NA (m/z 775,182), HA6ANdeac (m/z 1112,302) : HA6AN (m/z 1154,316), HA6ANred 

(m/z 1157,405) : HA6NAred (m/z 1157,405) a HA4ANred (m/z 778,249) : HA4NAred  

(m/z 778,249)) byly p ipraveny v různých poměrech a analyzovány ve t ech opakováních.  

Pro ovládání p ístroje a následné zpracování dat byl použit software MassLynx 4.1. (Waters, 

Manchester, Velká Británie).  

Pro prvotní testování navrhovaného postupu byly vybrány binární směsi oligosacharidů 

∆HA2AN : HA2AN a HA3NN : HA4NA. Pro specifické hodnoty m/z  ± 0,01 jednotlivých 

složek byly extrahovány mobilogramy a následně exportovány do tabulky. V dalším kroku byla 

data manuálně posunuta o určitý počet binů tak, aby byly vytvo eny různé p íklady separace 

složek ve směsi. Celý rozsah osy driftového času (13,78 ms) odpovídá 200 binů. 

 

Fitování mobilitních pík  pomocí Gaussovských funkcí 

K fitování mobilitních píků (jinak také ATD profilů) byl použit nástroj „peak analyzer 

wizard“ (OriginPro 2015, OriginLab, Northampton, USA) s následným výběrem možnosti 

„FitPeaks“ a nastavením režimu základní linie (baseline) na „žádná“. Prvně byla vytvo ena ATD 

funkce (FATD). Namě ené ATD profily standardů p ípadně jedinečných fragmentových iontů 

jednotlivých složek byly popsány Gaussovskými funkcemi. Určení počátečního počtu 

Gaussovských funkcí a jejich maxim bylo založeno na hledání skrytých píků v ATD profilech 

pomocí druhé derivace a filtrováním výšky píků s prahovou hodnotou 1 %. Fitování bylo 

provedeno s iterační tolerancí 1 × 10-10 a následujícím nastavením: plocha píku ≥ 0, vrchol píku 

(center) ± 0,1 ms, ší ka píku v polovině výšky (FWHM) ± 0,01 ms. FWHM největšího píku byla 

odhadnuta pomocí nástroje „Peak analyzer“, p ičemž ší ky ostatních píků byly vypočítány  

na základě vztahu: FWHMn = FWHMh * (centern/centerh)1/2, kde h je symbolem pro nejvyšší pík 

a n je symbol pro ostatní píky. P i tomto postupu se vycházelo z p edpokladu, že píky se rozši ují 
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v důsledku difúze iontů, tzn. p i kratším driftovém času by měl být pík užší. P i fitování bylo 

vyžadováno, aby koeficient determinace (R2) dosahoval p inejmenším hodnoty 0,999. 

V p ípadě, že byl koeficient determinace (R2) nižší než tato hodnota, byla p idána další 

Gaussovská funkce s cílem lépe popsat ATD profil. Ta byla umístěna buď do největší mezery 

mezi sousedními Gaussovskými funkcemi (píky), nebo na základě vizuální kontroly tak, aby 

došlo ke zlepšení hodnoty R2. Výsledné Gaussovské funkce (G, G1, G2 a další) byly spojeny  

za vytvo ení výsledné ATD funkce (FATD): 

G = A/ FWHM × ( π4 × ln ) × exp −4 × ln × t − cFWHM  

Gn = kAn × A/ kwn × FWHM × ( π4 × ln ) × exp −4 × ln × t − c − kcnkwn × FWHM  FATD = y + G + G + G + G … 

kde t je čas v milisekundách (ms), y0 je generováno p i fitování a p edstavuje základní 

linii (baseline), kAn je konstanta určující poměr plochy píku n ku ploše nejvyššího píku A. 

Podobně tak kwn je poměr pro FWHM a kcn p edstavuje posun mezi vrcholem píku n a vrcholem 

nejvyššího píku c. 

 

FATD byla generována samostatně pro každou složku ve směsi. Hodnoty kAn, kwn, kcn, c 

a FWHM byly stanoveny jako průměry t í opakování. Tato opakování také poskytla rozdíly Dc 

a DFWHM mezi nejvyšší a nejnižší hodnotou vrcholu a ší ky píku. 

Analyzovány byly binární směsi, tudíž vždy byly generovány dvě ATD funkce, které 

byly následně použity k nafitování ATD profilů směsí, p ičemž byly nastaveny následující 

parametry: vrchol píku c ± Dc (ms), FWHM (ší ka píku v polovině výšky) FWHM ± DFWHM 

(ms) a plocha píku ≥ 0. 

Vzhledem k tomu, že získané ATD profily jedinečných fragmentů a prekurzorových 

iontů byly mírně posunuty, tak také vrcholy píků ATD funkcí získaných z dat fragmentových 

iontů byly zarovnány s profily vzorku. Výstupem popsaného postupu byly plochy píků 

jednotlivých složek ve vzorku. 
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Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Pro srovnávací určení plochy píků izomerních oligosacharidů odvozených od kyseliny 

hyaluronové byl použit chromatografický systém Acquity UPLC I-Class ve spojení 

s hmotnostním spektrometrem Synapt G2-Si s iontovým zdrojem elektrosprejem Z-spray (vše 

Waters, Manchester, Velká Británie). Separace byla provedena na koloně Jupiter 4 µm Proteo 

90 Å (4,6 × 250 mm, Phenomenex, Torrance, USA) za laboratorní teploty. Mobilní fáze se 

skládala z H2O (A) a MeOH (B), p ičemž obě složky byly obohaceny o 0,1 % kyseliny 

mravenčí. Program gradientové eluce byl následující: 0 – 3 min – 100% A; 33 min – 70% A;  

34 min – 20% A; 36 min – 20% A; 37 min – 100% A; 45 min – 100% A. Průtok mobilní fáze 

byl nastaven na 0,5 ml/min. Dávkováno bylo 5 µl vzorku. Izomerní směsi byly p ipraveny  

o koncentraci 5 µg/ml v H2O:MeOH (1:1, v/v). 

 

Izomery byly analyzovány v negativním módu, p ičemž p ístrojové parametry byly 

nastaveny na tyto hodnoty: 

 napětí na sprejovací kapilá e: -2,7 kV    

 teplota zdroje: 100 °C       

 průtok plynu (N2) kónusem: 50 l/h 

 napětí (offset) zdroje: 80 V 

 napětí na kónusu: 60 V  

 zmlžovací plyn (N2): 6 bar 

 desolvatační plyn: 800 l/h 

 desolvatační teplota: 500 °C  

 

Parametry iontové mobility:  

 průtok driftového plynu (N2): 90 ml/min 

 výška vlny: 40 V  

 rychlost vlny: 600 m/s  

 

Pro ovládání p ístroje a následné zpracování dat byl použit software MassLynx 4.1. 

(Waters, Manchester, Velká Británie). 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

5.1. Ultra-vysokoúčinná chromatografie nových psychoaktivních látek 

 

Materiály uvedené v této části byly publikovány v: L. Borovcová, V. Pauk, K. Lemr, 

Analysis of new psychoactive substances in human urine by ultra-high performance 

supercritical fluid and liquid chromatography: validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018) 

v tisku [108] 

 

5.1.1. Chromatografická separace 

V rámci UHPLC experimentů byly pro separaci 15 NPS testovány t i kolony Waters 

ACQUITY UPLC BEH Phenyl, BEH Shield RP18 a BEH C8 (všechny o rozměrech 100 ×  

2,1 mm, plněné částicemi 1,7 µm) s různými kombinacemi gradientů vodně organické mobilní 

fáze (MeOH, ACN). Nejlepší výsledky z hlediska separace, tvaru píků a doby analýzy poskytla 

kolona BEH Phenyl s mobilní fází obsahující vodu, methanol a 0,1 % kyseliny mravenčí  

(Obr. 22 a). Technika UHPSFC pro separaci stejných 15 NPS byla studována a popsána v naši 

p edchozí publikaci [54] z roku 2015. Vyvinutá separace byla částečně modifikována. Analýzy 

byly provedeny na koloně BEH s mobilní fází sestávající se z oxidu uhličitého a methanolu 

s p ídavkem mravenčanu amonného. Gradient byl upraven tak, aby bylo dosaženo kratší doby 

analýzy, aniž by došlo ke zhoršení separace prvních eluovaných látek (Obr. 22 b). Obě metody 

byly porovnány s ohledem na separaci látek a validační parametry. 
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Obr. 22: Chromatogramy vzorků moče s p ídavkem NPS a) UHPLC-MS, b) UHPSFC-

MS. 1) katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H; 

8) 4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG 

(nafyron), (struktury NPS viz Obr. 19, str. 34). 

 

P i srovnání retencí studovaných NPS se obě techniky jeví jako ortogonální (Obr. 23). 
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Obr. 23: Ortogonalita retenčních časů UHPLC a UHPSFC (RT – retenční čas).                 

1) katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H;  

8) 4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG 

(nafyron), (struktury NPS viz Obr. 19, str. 34). 

 

 Retence látek v UHPLC systému s kyselou mobilní fází korelovala poměrně dob e  

s Log D (logaritmem distribučního koeficientu pro systém oktanol/voda  p i pH 4,6), jelikož 

méně polární analyty s vyšší hodnotou Log D byly více zadržovány (R2 = 0,846 Obr. 24). 

Pozorování je v souladu s chováním látek v systému obrácených fází a lze p edpokládat, že 

významnou roli má hydrofobní efekt. 
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Obr. 24: Korelace retenčních časů a logaritmu distribučního koeficientu Log D (pH 4,6) 

v UHPLC pro NPS. 1) katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC 

(flefedron); 7) 2C-H; 8) 4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon;  

13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG (nafyron), (struktury NPS viz Obr. 19, str. 34). 

 

V použitém separačním systému UHPSFC naopak významnou roli hrála adsorpce  

a polární interakce analytu se stacionární fází, což je výrazně odlišný mechanismus od způsobu 

dělení látek v systému oktanol/voda (mezi retencí v UHPSFC a log D nebyla zjištěna korelace). 

Polární interakce však mohou významně p ispívat k separaci izomerních látek. 

Pro jednotlivé izomerní páry byly zjištěny následující hodnoty rozlišení (první hodnota 

je pro UHPLC, druhá pro UHPSFC): R2,3 = 1,86 a 2,20; R5,6 = <0,5 a 1,34; R9,10 = 5,00 a 1,87; 

R12,13 = 1,85 a 1,92 struktury viz Obr. 19 str. 34. V systému UHPLC bylo dosaženo největšího 

rozlišení u izomerů BDB a methedronu (R9,10 = 5,00), které se významně liší svými strukturami 

a lze u nich očekávat větší rozdíl v hydrofobním efektu. U ostatních izomerních párů 

s podobnějšími strukturami lze p edpokládat menší rozdíly v hydrofobních efektech  

a v důsledku jejich menší separaci v systému obrácených fází. Separace v UHPSFC  

s uplatněním polárních interakcí izomerů se stacionární fází poskytla lepší rozlišení. Úspěšné 

separace izomerního páru 3-FMC a 4-FMC bylo dosaženo pouze v UHPSFC (R5,6 = <0,5 a 1,34 

UHPLC a UHPSFC). Opakovatelnost retenčních časů látek na úrovni LOD byla lepší než 1 %  
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pro všechny NPS, s výjimkou 3-FMC a 4-FMC v systému UHPSFC (hodnoty RSD retenčních 

časů jsou v Tab. V str. 54). 

 

5.1.2. P íprava vzork  a volba rozpoušt dla 

Ke zpracování vzorků byl volen jednoduchý a rychlý postup „z edit-zfiltrovat-

analyzovat“ („dilute-filter-and-shoot“), což p ispělo k rychlé analýze zahrnující i zpracování 

vzorků. K eliminaci vysokého obsahu solí a dalších složek (nap . kreatinin, kreatin, močovina, 

kyselina močová), jakožto možných rušivých látek p i hmotnostně spektrometrické detekci, 

byla testována ada organických rozpouštědel s cílem vysrážet alespoň jejich část. V p ípadě 

UHPLC byl pro úpravu vzorků vybrán MeOH, který oproti rozpouštědlu s vyšší eluční silou  

(i-PrOH) výrazněji nedeformoval tvar píků. V p ípadě UHPSFC byl testován aceton, ACN a  

i-PrOH. Se všemi těmito rozpouštědly byla dosažena p ijatelná separace NPS i p i nást iku 5 µl. 

Avšak u acetonu docházelo k jeho rychlému odpa ování, ačkoli byly vzorky uchovávány 

v automatickém dávkovači p i teplotě 10 °C. Rovněž použití ACN se neosvědčilo, a to z důvodu 

nízkých výtěžností (<40 %) pro většinu látek. Navíc po dvou až t ech dnech bylo ve vialce 

pozorováno oddělování fází, pravděpodobně z důvodu vysolování. Pro zpracování vzorků byl 

nakonec zvolen i-PrOH, p estože docházelo ke štěpení píku 3-FMC. Štěpení lze eliminovat 

snížením nast ikovaného objemu na méně než 2 µl, což ovšem vede ke zhoršení LOD. Stejně 

tak snížení nast ikovaného objemu vedlo ke zlepšení tvaru píku katinonu a methylonu  

p i UHPLC analýze. Vliv matrice na štěpení píku byl pozorován u analytu BDB v systému 

UHPSFC (nedocházelo k němu p i analýze standardu v čistém rozpouštědle). 

 

5.1.3. Limit detekce 

Limity detekce byly určeny pro NPS v moči. Obě chromatografické techniky byly 

spojeny se stejným hmotnostním spektrometrem, ale různé hodnoty průtoku i složení mobilních 

fází v UHPLC a v UHPSFC mohly ovlivnit odlišně ionizační účinnost i signál pozadí.  

Ve většině p ípadů UHPLC poskytla srovnatelné nebo větší plochy píků pro stejné SRM 

p echody daných analytů na stejných koncentračních úrovních v čistém rozpouštědle i v moči. 

Pozorována byla 2-4 krát větší plocha u látek s primární aminoskupinou (katinon, MDA, BDB, 

2C-H a 2C-B). Pro tyto látky je typická vysoká hodnota pKa, okyselená mobilní fáze v UHPLC 

metodě podporovala jejich ionizaci. Jejich protonace v UHPSFC může být méně účinná kvůli 
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menší dostupnosti protonů v použité superkritické mobilní fázi. S výjimkou 2C-B měly tyto 

látky LOD v UHPSFC nad 1 ng/ml. Nejlepších limitů detekce v UHPSFC systému bylo 

dosaženo pro látky NRG, butylon, ethylon, methylon, 4-MEC a 3-MMC, jejichž hodnoty se 

pohybovaly v setinách ng/ml. Oproti UHPLC bylo technikou UHPSFC dosaženo až 10 × nižších 

limitů detekce pro sloučeniny 3-MMC a ethylon, 2-3 × nižší limity pro 4-MEC a methylon, 

p ičemž v pěti p ípadech byly obě techniky srovnatelné. Naopak u šesti NPS bylo dosaženo 

lepších limitů detekce pomocí UHPLC. Vůbec nejnižší limit detekce byl získán technikou 

UHPLC pro látku NRG (0,01 ng/ml) (Tab. V). Hodnoty LOD byly ovlivněny jak odezvou 

analytu, tak šumem pozadí, matričním efektem a výtěžností.   

 

Tab. V. Retenčních časy, LOD a LOQ studovaných NPS v moči. Instrumentální hodnoty LOD 

a LOQ byly 5 × nižší.  

  UHPSFC-MS UHPLC-MS 
Číslo Látka RT (min) 

(RSD*, 
%) 
(n=6) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

RT (min) 
(RSD*, 
%) 
(n=6) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

1 katinon 1,289 
(0,35) 

5,15 15,61 1,451 
(0,66) 

0,50 1,51 

2 bufedron 1,012 
(0,81) 

0,26 0,78 1,781 
(0,55) 

0,09 0,26 

3 3-MMC 1,151 
(0,73) 

0,07 0,20 1,902 
(0,36) 

1,04 3,16 

4 MDA 2,011 
(0,54) 

2,23 6,74 1,734 
(0,87) 

1,39 4,22 

5 3-FMC 0,941 
(2,25) 

0,37 1,11 1,625 
(0,40) 

0,06 0,19 

6 4-FMC 1,059 
(1,67) 

0,22 0,67 1,648 
(0,18) 

0,31 0,94 

7 2C-H 2,124 
(0,30) 

1,85 5,61 1,844 
(0,22) 

0,40 1,21 

8 4-MEC 1,117 
(0,50) 

0,04 0,13 2,006 
(0,17) 

0,08 0,23 

9 BDB 1,739 
(0,47) 

1,61 4,87 2,001 
(0,21) 

1,35 4,10 

10 methedron 1,604 
(0,87) 

0,19 0,58 1,771 
(0,79) 

0,33 1,00 

11 methylon 1,468 
(0,89) 

0,03 0,09 1,638 
(0,46) 

0,11 0,32 
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12 ethylon 1,279 
(0,58) 

0,03 0,09 1,876 
(0,40) 

0,25 0,76 

13 butylon 1,171 
(0,87) 

0,02 0,07 1,772 
(0,89) 

0,03 0,08 

14 2C-B 2,269 
(0,33) 

0,41 1,23 2,371 
(0,08) 

0,10 0,31 

15 NRG 1,095 
(0,45) 

0,04 0,11 2,741 
(0,06) 

0,01 0,02 

* RSD retenčních časů byly spočteny pro analýzy na LOD úrovni  
 

5.1.4. Preciznost, lineární rozsah a p esnost 

Z hlediska preciznosti byly obě studované techniky srovnatelné. Na úrovni LOQ u obou 

metod nep esáhla hodnota RSD namě ených ploch 20 % a na vyšších koncentračních úrovních 

byla nižší než 15 % s výjimkou jednoho kalibračního bodu v UHPLC pro analyt bufedron –  

20,5 % na úrovni LOQ a butylon – 15,2 % na vyšší koncentrační hladině (Tab. AI v p íloze).  

Koeficient determinace R2 byl vždy vyšší než 0,990 v p ípadě obou technik s výjimkou 

3-MMC a ethylonu v UHPLC (Tab. AIII v p íloze). Lineární koncentrační rozsah byl pro obě 

metody v rozsahu dvou až t í koncentračních ádů. Horní limit kvantifikace (ULOQ) byl omezen 

nelineárním průběhem kalibrační k ivky u plochy píků větší než dva milióny.  

Vážená lineární regrese (1/x2) poskytla pro většinu sloučenin dostatečnou p esnost  

± 15 % [117], s výjimkou jediného koncentračního bodu v UHPLC pro katinon – 81,2 %,  

3-MMC – 124,1 % a ethylon – 119,4 % (Tab. AI v p íloze). 

 

5.1.5. Matriční efekt 

Jednoduché zpracování vzorku neumožnilo odstranit matriční efekt (ME) potlačující 

iontový signál všech analytů v UHPSFC i UHPLC (Obr. 25; Tab. AI a Tab. AII v p íloze). 

Průměrný matriční efekt byl pro obě techniky témě  stejný (62 % UHPLC a 65 % UHPSFC).  

V p ípadě UHPSFC byl matriční efekt pro různé sloučeniny v rozsahu od 47 % do 73 %  

s průměrným RSD určeným z matričních efektů pro všechny analyty na všech koncentračních 

úrovních okolo 6,3 %. U druhé z technik se matriční efekty pro jednotlivé NPS pohybovaly 

v širším rozmezí 39 % – 94 % a průměrná hodnota RSD byla 12,3 % (Tab. AII v p íloze). 

Z důvodu nedostupnosti standardů NPS značených stabilními izotopy, lze považovat za výhodu 

vyrovnanější matriční efekty v UHPSFC. P i volbě jedné z látek jako vnit ní standard bude 

v UHPSFC její chování bližší ostatním stanovovaným látkám. 
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Obr. 25: Matriční efekty u techniky UHPSFC-MS a UHPLC-MS. Chybové úsečky 

odpovídají směrodatné odchylce matričního efektu pro danou látku a všechny její koncentrační 

hladiny. 

 

5.1.6. Výt žnost 

Stejně jako u matričního efektu, tak i u výtěžnosti UHPSFC  poskytovala bližší hodnoty 

pro různé látky. Průměrná výtěžnost (RE) byla 76 % a celkově se pro UHPSFC techniku 

pohybovala v rozmezí 71 až 85 % (Obr. 26, Tab. AI a Tab. AII v p íloze). Nebyly pozorovány 

žádné významnější změny výtěžnosti v závislost na koncentraci, jak dokládají malé chybové 

úsečky v grafu na Obr. 26. Průměrná hodnota RSD výtěžnosti pro všechny analyty a všechny 

koncentrační úrovně byla 4,1 %. U UHPLC byla většinou dosažena vyšší výtěžnost než  

u UHPSFC (v průměru 91 %), avšak v širším intervalu od 69 % do 119 % (Obr. 26, Tab. AI a 

Tab. AII v p íloze). U většiny sloučenin (katinon, 2C-H, bufedron, 3-MMC, 3-FMC, 4-MEC, 

methedron, methylon, bytylon) výtěžnost klesala se zvyšující se koncentrací. Rozdíly  

ve výtěžnosti mezi nejnižšími a nejvyššími body kalibrační závislosti byly u uvedených 
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sloučenin vyšší než 20 %. Tato závislost RE na koncentraci může negativně ovlivnit kvantifikaci 

NPS. Průměrná hodnota RSD výtěžnosti byla pro veškeré analyty a všechny koncentrační 

úrovně 11,6 %, což je témě  trojnásobně vyšší hodnota než v p ípadě techniky UHPSFC. 

Rozdíly ve výtěžnosti mezi technikami UHPSFC a UHPLC zjevně souvisely s použitím 

rozdílného rozpouštědla p i zpracování vzorků. Stejně jako u matričního efektu, tak i v p ípadě 

výtěžnosti jsou kompaktnější výsledky získané technikou UHPSFC p íznivější pro použití 

neznačeného vnit ního standardu. 

 

 

 

Obr. 26: Výtěžnost pro UHPSFC-MS a UHPLC-MS. Chybové úsečky odpovídají 

směrodatné odchylce výtěžností pro danou látku a všechny její koncentrační hladiny. 

 

5.1.7. P enos analytu do následných analýz (carryover) 

P enos analytu do následné analýzy byl v p ípadě UHPLC vždy nižší než LOD.  

V UHPSFC byl pro katinon a 2C-B p ibližně 120 % LOQ a 45-80 % LOQ pro MDA, 2C-H, 

methedron a methylon (Tab. AIII v p íloze). P i druhém nást iku slepého vzorku byl p enos pod 

LOD u všech analytů i u UHPSFC. Méně účinný oplach systému superkritické fluidní 
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chromatografie může být způsoben slabší eluční silou mobilní fáze. P esto i nejvyšší p enos 

pozorovaný u katinonu odpovídá méně než 0,4 % nast ikovaného množství (ULOQ bylo  

5000 ng/ml, nást ik 5 μl). K minimalizování p enosu je vhodné analyzovat vzorky od nejnižší 

po nejvyšší koncentraci nebo proložit sekvenci analyzovaných vzorků nást ikem slepých 

vzorků, to však prodlužuje celkovou dobu analýzy. 

 

5.1.8. Záv r 

Pro stanovení patnácti nových psychoaktivních látek v moči byly navrženy a validovány 

dvě jednoduché a rychlé metody, UHPLC a UHPSFC. P estože pro úpravu vzorků moči byl 

použit jednoduchý postup „z edit-zfiltrovat-analyzovat“, validační parametry výtěžnost  

i matriční efekt se pohybovaly v akceptovatelném rozmezí. Metoda založená na UHPSFC 

poskytovala z hlediska těchto dvou parametrů kompaktnější výsledky, zatímco u UHPLC 

metody byly pozorovány větší odchylky pro různé látky a koncentrační úrovně. V p ípadě 

UHPSFC docházelo na vyšších koncentračních hladinách k pozorovatelnému p enosu analytu 

do následné analýzy, čemuž lze zamezit proložením sekvence nást ikem slepého pokusu. 

Separace izomerů byla úspěšnější p i použití UHPSFC, kde se uplatňují polární 

interakce ve stacionární fázi, což p ispělo k izomerní selektivitě ve srovnání s nepolární 

stacionární fází v UHPLC. Systém UHPSFC se v tomto kontextu více podobá kapalinové 

chromatografii na normálních fázích, p ičemž je však p ídavkem pomocné kapaliny dosaženo 

lepší kompatibility s ionizací elektrosprejem. 

S ohledem na omezenou dostupnost či p ímo nedostupnost standardů NPS značených 

stabilními izotopy se jako vhodnější jeví metoda založená na UHPSFC, která poskytla podobné 

matriční efekty a zejména výtěžnosti pro různé NPS. Jedna ze studovaných látek (nap . 

methylon) může být zvolena jako interní standard pro stanovení ostatních studovaných NPS. 
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5.2. Analýza nových psychoaktivních látek pomocí spojení iontové 

mobility s hmotnostní spektrometrií 

 

Materiály uvedené v této části jsou součástí diplomových prací Sandry Benické 

s názvem „Iontová pohyblivost s hmotnostní spektrometrií ve forenzní analýze“ a Jany 

Ondruchové s názvem „Účinný srážkový prů ez p i identifikaci drog spojením iontové mobility 

s hmotnostní spektrometrií“, některé části byly rovněž prezentovány na workshopech, 

p ednáškách a formou plakátových sdělení. U obou zmíněných diplomových prací byla autorka 

disertační práce konzultantkou a podílela se na mě ení, vyhodnocování a korekturách textů. 

Podílela se taktéž na p ípravě výše zmíněných prezentací. 

 

5.2.1. Vliv volby driftového plynu na iontov  mobilitní separaci vybraných nových 

psychoaktivních látek 

Spojení iontové mobility s hmotnostní spektrometrií (IM-MS) bylo využito p i analýze 

18 NPS, jejichž struktury jsou uvedeny na Obr. 19 a 20. Pozornost byla věnována p edevším 

izobarickým a izomerním směsím těchto látek. Sledován byl vliv změny driftového plynu (N2, 

Ar a CO2) na selektivitu separace NPS. V Tab. VI jsou shrnuty zjištěné driftové časy. P estože 

se driftové časy pro jednotlivé izomerní látky a jejich směsi mírně liší, zlepšení rozlišení změnou 

driftového plynu často není dostačující a látky nelze ve směsi odseparovat. Největší rozdíl 

v driftovém čase (nejlepší rozlišení) vůči izobarickým látkám (3-FMC a 4-FMC) lze pozorovat 

pro 2C-H v N2. 

 

Tab. VI. Driftové časy izomerních a izobarických NPS ve t ech plynech. 

Látka Driftový čas v N2 Driftový čas v Ar Driftový čas v CO2 
butylon 7,32 7,38 8,03 
ethylon 7,38 7,43 7,92 
3-MMC 6,35 6,35 7,11 
bufedron 6,13 6,13 6,78 
3-FMC 6,08 6,02 7,11 
4-FMC 6,02 5,97 7,05 
2C-H 6,51 N/A 7,27 
BDB 6,78 N/A 7,65 

methedron 6,67 6,56 7,43 
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P i srovnání mobilitních profilů daných látek v různých driftových plynech (nap . 

izomery 3-FMC a 4-FMC Obr. 27 A, B) lze v p ípadě CO2 pozorovat štěpení píků, které lze 

p isoudit různým konformerům p ípadně protomerům dané látky. Dusík poskytoval širší píky 

než Ar, což p i srovnatelném driftovém čase rovněž naznačuje p ítomnost více konformerů nebo 

protomerů. 

 

A) 

 

B) 

 

Obr. 27: Mobilitní profily v různých driftových plynech A) 3-FMC a B) 4-FMC.  
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5.2.2. Určování účinného srážkového pr ezu 

Iontová mobilita ve spojení s hmotnostní spektrometrií byla dále použita ke zjišťování 

charakteristické veličiny – účinného srážkového prů ezu (neboli collision cross section; CCS). 

Účinný srážkový prů ez nových psychoaktivních látek byl určován na p ístroji s mobilitní celou 

TWIMS (iontová mobilita s využitím putující vlny), která vyžaduje kalibraci.  

Kalibrace p ístroje byla provedena na dva typy kalibrantů – polyalanin a směs 

nízkomolekulárních látek [77]. Polyalanin poskytuje jednonásobně nabité oligomery, které 

pokrývají rozsah m/z 231 – 799 a rozsah CCS 150 – 464 Å2. Je vhodný pro pozitivní i negativní 

mód. Druhým testovaným kalibrantem byla směs nízkomolekulárních látek obsahující 

acetaminofen, alprenolol, N-ethylanilín, clozapin-N-oxid, kolchicin, ondasetron, reserpin  

a verapamil, jejichž rozsah m/z 122 – 609 dob e pokrývá rozsah m/z testovaných 

psychoaktivních látek. Účinný srážkový prů ez (CCS) této směsi je v rozmezí 124,5 – 254,2 Å2. 

V p ípadě obou kalibrantů je důležité nastavení rychlosti vlny tak, aby se celý rozsah 

mobilitních píků (celá obálka) kalibrantu nacházel v jednom mobilitním okně. P i špatném 

nastavení rychlosti vlny p echázejí mobilitní píky kalibrantu do dalšího mobilitního okna, což 

vede k chybným výsledkům. U obou kalibrantů byla zvolena rychlost vlny 700 m/s. Vždy byl 

změ en kalibrant (mě ení I), následně vzorek v 6-ti opakováních a znovu kalibrant (mě ení II). 

CCS byla vyhodnocována na obě kalibrační mě ení. Výsledky byly využity pro srovnání 

vhodnosti kalibračních směsí, testování p idávání automaticky nedetekovaných signálů 

kalibrantu (důvodem byla nízká intenzita) a korelace mezi těmito dvěma kalibranty. Data byla 

vyhodnocována v programu DriftScope. V p ípadě obou kalibrantů získané hodnoty spolu dob e 

korelovaly. P idání píků o nízké intenzitě hrálo větší roli p i použití směsi nízkomolekulárních 

látek jakožto kalibrantu. Je vhodné p idat vždy všechny kalibrační body, které jsou k dispozici, 

aby byl kalibrantem co nejlépe pokryt interval mě ených hodnot CCS kalibrantem. 

Postup byl následně aplikován k zjištění hodnot CCS, které mohou být vhodnou 

dodatečnou charakteristikou látky doplňující informace získané z hmotnostního spektra.  

V Tab. VII jsou shrnuty výsledky pro modelovou směs. Hodnoty CCS získané p i analýze 

jednotlivých psychoaktivních látek (modelové standardy) jsou prakticky shodné s hodnotami 

získanými pro danou látku ve směsi (modelové vzorky), byť byly mě eny s časovým odstupem 

16 dnů. Podobně lze očekávat shodu mezi standardy a reálnými vzorky. 
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Tab. VII. Hodnoty CCS pro nové psychoaktivní látky v modelové směsi mě ené na kalibrant 

Polyalanin. 

 analyzovaná 
látka 

CCS (Å2) 
pro standardy 

CCS (Å2) 
Zjištěné p i 

analýze ve směsi 
Kalibrant I 

R2 CCS (Å2) 
Zjištěné p i 

analýze ve směsi 
Kalibrant II 

R2 

směs 5-ti 
látek 

3-FMC 141,40 140,01±0,02 

0,9985 

138,83±0,02 

0,9906 

butylon 153,17 151,89±0,03 150,79±0,03 

katinon 133,90 134,26±0,12 133,03±0,12 

NRG 177,17 177,81±0,12 176,98±0,12 

EPH 161,50 161,62±0,08 160,63±0,08 

 

5.2.3. Záv r 

Byl testován vliv druhu driftového plynu pro iontově mobilitní separaci izobarických  

a izomerních látek. Driftové časy se pro jednotlivé izomerní látky a jejich směsi lišily pouze 

mírně a nebylo dosaženo pot ebného rozlišení vrcholů p ekrývajících se píků. Iontově mobilitní 

separací se nepoda ilo látky ve směsi rozlišit. Vzhledem k dobré opakovatelnosti/stabilitě 

profilů mobilitních píků byl navržen nový postup zabývající se rozlišením p ekrývajících se 

mobilitních píků. O této problematice pojednává kap. 5.3., kde je testován nový postup  

na modelových směsích oligosacharidů kyseliny hyaluronové. 

Iontová mobilita ve spojení s hmotnostní detekcí byla použita k určování účinného 

srážkového prů ezu na p ístroji s mobilitní celou TWIMS. Významným parametrem nastavení 

byla rychlost vlny, jelikož p i jejím špatném nastavení dochází k p echodu mobilitních píků 

kalibrantu do dalšího mobilitního okna, což vede k chybným výsledkům. Byl testován druh 

kalibrantu, p idávání automaticky nedetekovaných signálů kalibrantu a korelace mezi těmito 

dvěma kalibranty. Následně byl postup aplikován na modelovou směs pěti látek, pro kterou byly 

zjištěny hodnoty CCS. Hodnoty CCS pro jednotlivé standardy látek se dob e shodovaly 

s hodnotami získanými p i analýze směsi, což ukazuje na potenciál CCS p i identifikaci látek, 

kdy je možné porovnávat CCS neznámé látky se standardem. 
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5.3. Určení ploch nedostatečn  separovaných mobilitních pík  

 

Materiály uvedené v této části byly zve ejněny v publikaci: L. Borovcová, M. 

Hermannová, V. Pauk, M. Šimek, V. Havlíček, K. Lemr, Simple area determination of strongly 

overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta 981 (2017) 71–79. [91] 

 

5.3.1. Opakovatelnost driftových čas  

Prokázaná dobrá opakovatelnost driftového času a tvaru ATD profilů (mobilitních píků) 

byla pot ebným p edpokladem pro námi nově navržený postup umožňující rozlišit analyty 

nedostatečně separované iontovou mobilitou. Stabilita iontové mobilitní separace byla 

prokázána/testována na t ech oligosacharidech (nap . HA4AN Obr. B1 v p íloze) p i použití 

stejného p ístroje a instrumentálního nastavení v pěti různých dnech. Relativní směrodatná 

odchylka (RSD) hodnot driftových časů byla ≤ 0,9 %. ATD profily se p ekrývají a jsou dob e 

opakovatelné. Podobně stabilita driftových časů byla demonstrována na analýze sta pesticidů 

[118]. 

 

5.3.2. Postup zpracování dat, tvorba ATD funkce 

Gaussovský ATD profil je možné získat pro sloučeniny poskytující ionty s pouze jedním 

geometrickým uspo ádáním. Rozší ené a asymetrické ATD profily p íslušející jedné sloučenině 

jsou známkou p ítomnosti iontů lišících se v jejich geometrickém uspo ádání. Každé z těchto 

uspo ádání p ispívá k vytvo ení ATD profilu, který je možné popsat lineární kombinací 

Gaussovských funkcí. V ideálním p ípadě se počet funkcí rovná počtu uspo ádání.  

Uváděný postup je vhodný ke zpracování mobilitních dat namě ených pro binární směsi, 

u nichž počet geometrických uspo ádání nebyl znám. Postup zahrnoval celkem t i kroky:  

1) získání mobilogramů standardů (jejichž hmotnostní spektra mohou být shodná) nebo 

mobilogramů vykreslených pro jedinečné fragmentové ionty dané látky, čímž se obdrží ATD 

profil jednotlivých sloučenin (Obr. 28 a, b); 2) každý profil je popsán jednou (Obr. 28 c) nebo 

několika Gaussovskými funkcemi (Obr. 28 d), Gaussovská funkce nebo kombinace těchto 

funkcí vytvá í pro každou sloučeninu ATD funkci (FATD) (červená a modrá k ivka na Obr. 28 c, 

d); 3) získané ATD funkce jsou aplikovány na mobilogramy vzorků k určení plochy píku 

jednotlivých sloučenin v binární směsi (Obr. 28 e, f). 
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Obr. 28: Schéma zpracování dat: a), b) experimentální ATD profily (mobilogramy) 

mě ené pro jednotlivé sloučeniny; c), d) popsání jednotlivých profilů jednou (c) nebo několika 

(v tomto p ípadě t emi – zelená k ivka) (d) Gaussovskými funkcemi a vytvo ené ATD funkce 

(červená a modrá k ivka); e), f) použití vytvo ené ATD funkce na experimentální mobilogramy 

odpovídající dvěma binárním směsím o různých poměrech sloučenin. 
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5.3.3. Aplikace ATD funkce na modelové sm si 

Výše uvedený postup byl testován na modelových směsích (∆HA2AN : HA2AN  

a HA3NN : HA4NA) s manuálním posunem/p ekryvem vrcholů píků (viz experimentální část). 

P i tomto testování byly použity směsi látek, které se lišily hodnotami m/z. Jejich mobilogramy 

tak mohly být extrahovány/vykresleny a nezávisle integrovány, čímž byla získána plocha píku 

pro každý oligosacharid ve směsi. Plochy pak byly porovnány s hodnotami získanými aplikací 

ATD funkcí. Složky ∆HA2AN a HA2AN vykazovaly symetrické ATD profily. Oba z těchto 

profilů byly dob e popsány pouze jednou Gaussovskou funkcí, která v těchto p ípadech byla 

rovněž jejich ATD funkcí (Obr. 29). ATD funkce byly aplikovány na binární modelovou směs 

obsahující ∆HA2AN a HA2AN, p ičemž byla modelována různá míra separace výše zmíněným 

posunem dat (Obr. 29 a-e). Aplikací testované metody se poda ilo prokázat p ítomnost obou 

oligosacharidů i v p ípadě mobilogramu s jedním maximem (Obr. 29 e, stejně tak Obr. 30 b, c). 

Popisovaným postupem bylo dosaženo dobrých výsledků pro různě se p ekrývající píky 

oligosacharidů. Ve všech stupních separace bylo docíleno dobré korelace mezi plochami 

získanými na základě fitování a hodnotami získanými integrací mobilitních píků (R2 ≥ 0.9995, 

směrnice ̴ 1) (Obr. B2 v p íloze).  

Druhá modelová směs se skládala z oligosacharidů HA3NN a HA4NA (Obr. 30). 

Symetrický profil HA3NN byl popsán jednou Gaussovskou funkcí a asymetrický profil HA4NA 

dvěma Gaussovskými funkcemi, které vytvo ili jednu výslednou ATD funkci FATD(HA4NA). 

Opět pro všechny modelované separace bylo dosaženo dobré korelace mezi plochami získanými 

na základě fitování a hodnotami získanými integrací mobilitních píků (R2 ≥ 0.9985,  

směrnice ̴ 1) (Obr. B3 v p íloze). Z hlediska separace se jednalo o podobné p ípady jako u směsi 

∆HA2AN : HA2AN. Jak však lze vidět z Obr. 29 e, 30 b vlivem (a)symetrie ATD profilů se 

p ekryvy pro studované látky lišily. Nap . na Obr. 30 b lze pozorovat vliv frontování profilu 

H4NA, který více zasahuje do profilu druhé složky směsi oproti p ekryvu symetrických 

Gaussovských profilů v p ípadě první testované směsi ∆HA2AN :  HA2AN.    
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Obr. 29: Modelové iontově mobilitní separace směsi ∆HA2AN : HA2AN (50:50, w/w). 

Aplikován byl posun mobilogramu HA2AN (v binech) a) 11, b) 5, c) 3, d) 2, e) 1. ATD funkce 

byly získány pomocí standardů ∆HA2AN (m/z 378,081) a HA2AN (m/z 396,096). 
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Obr. 30: Modelové iontově mobilitní separace směsi HA3NN : HA4NA (50:50, w/w). 

Aplikován byl posun HA3NN (v binech) a) 0, b) 19, c) 26, d) 27. ATD funkce byly získány 

pomocí standardů HA3NN (m/z 599,164) a HA4NA (m/z 775,182). 
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Dalším p íkladem je směs obsahující oligosacharidy HA6ANdeac a HA6AN, která 

poskytovala pouze jeden mírně deformovaný pík (Obr. 31). K popsání ATD profilů jednotlivých 

složek (mě ení standardů) bylo využito dvou respektive pěti Gaussovských funkcí. Aplikace 

ATD funkcí FATD(HA6ANdeac) a FATD(HA6AN) umožnila odhalit p íspěvek obou 

oligosacharidů tomuto jednomu píku. Podobně jako v obou p edchozích p ípadech se ionty 

oligosacharidů lišily hodnotou m/z, což umožnilo nezávisle integrovat jejich mobilogramy. 

Výsledky získané integrací a fitováním dob e korelovaly (R2 = 0.9987, směrnice ~ 1, Obr. 31). 

 

 

Obr. 31: Mobilogram směsi HA6ANdeac (m/z 1112,302) : HA6AN (m/z 1154,316) 

(50:50, w/w). Lineární korelace poměrů plochy píku HA6ANdeac ku celkové ploše.  Poměry 

byly vypočteny z dat získaných fitováním a integrací. V závorkách jsou uvedeny intervaly 

spolehlivosti. 
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 Jak je již uvedeno u výše popsaných p íkladů, výsledné ATD funkce složek binárních 

směsí byly aplikovány na vzorky s různým zastoupením složek (0:100, 5:95, 25:75, 50:50, 

75:25, 95:5 a 100:0). V p ípadě nízkého obsahu minoritní složky (≤ 5 %) nacházející se v hů e 

separované binární směsi dochází ke zhoršení její detekovatelnosti i korelace mezi plochou této 

složky získanou pomocí fitování a integrací mobilitních píků. Pro vyšší plochy minoritní složky 

zjištěné plochy vzájemně dob e korelovaly u všech t í směsí (∆HA2AN : HA2AN;  

HA3NN : HA4NA; HA6ANdeac : HA6AN, viz Obr. 31 a Obr. B2, B3, Tab. BI v p íloze). 

Zjištěné plochy složek může rovněž ovlivnit tvar ATD profilů. Nap íklad na Obr. 30 d (posun 

o 27 binů) nebyla fitováním  p i nízkém obsahu detekována složka HA4NA (Tab. BI v p íloze). 

Zatímco p i posunu o 19 binů (Obr. 30 b) se tuto složku i p i jejím nízkém obsahu poda ilo 

detekovat. Tento rozdíl je pravděpodobně způsoben lepším rozpoznáním p ekryvu frontující 

části než sestupné části píku HA4NA s píkem HA3NN. Vlivy jako nízký obsah složky, horší 

separace a také tvar ATD profilu vedou k obtížnější detekci a mohou způsobit falešně negativní 

nebo falešně pozitivní výsledky.  P esto se minoritní složku poda ilo v adě vzorků detekovat 

(Tab. BI v p íloze). 

 

5.3.4. Aplikace ATD funkce na izomerní sm si 

Po provedení testů na modelových směsích byl výše popsaný postup aplikován také  

na analýzu směsí izomerů oligosacharidů. První izomerní směs tvo ily oligosacharidy 

HA6NAred : HA6ANred, které byly mobilitně poměrně dob e separovány (Obr. 32). Profil 

HA6NAred byl popsán jednou Gaussovskou funkcí a profil HA6ANred pěti funkcemi. Plochy 

píků složek získané fitováním byly srovnány s hodnotami z integrací mobilitních i HPLC dat. 

V p ípadě integrace mobilitních dat (aplikována integrace ke kolmici) byla plocha HA6NAred 

nadhodnocena v důsledku frontování druhého píku (HA6ANred). Nadhodnocení lze doložit 

srovnáním poměrů ploch složek. HPLC data poskytla poměr ploch izomerů 22,2 : 77,8. Integrací 

mobilogramu byl získán poměr 31,8 : 68,2 a testovaným postupem 26,9 : 73,1. Z výsledků je 

patrné, že poměr získaný námi navrženým postupem byl bližší HPLC separaci, kdy jsou izomery 

zcela separovány. Výsledky získané na základě fitování dob e korelovaly s výstupy z HPLC  

(R2 = 0.9978, Obr. 32). 
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Obr. 32: Mobilogram izomerní směsi (HA6NAred : HA6ANred, 50:50 w/w) pro m/z= 

1157,405. Lineární korelace poměrů plochy píku HA6ANred ku celkové ploše směsi. Poměry 

byly vypočteny z dat získaných fitováním a HPLC. V závorkách jsou uvedeny intervaly 

spolehlivosti. 

 

Separace druhé testované směsi obsahující izomery HA4ANred a HA4NAred již nebyla 

úplná (Obr. 33). Profil první složky (HA4ANred) byl popsán jednou Gaussovskou funkcí  

a profil druhé (HA4NAred) t emi. Stejně jako v p ípadě první izomerní směsi i zde bylo 

dosaženo větší shody mezi poměry ploch jednotlivých izomerů ve směsi získanými HPLC 

separací 22,5 : 77,5 a fitováním 21,2 : 78,8. Integrace mobilogramu poskytla poměr 33,3 : 66,7. 

Důvodem vyšší shody je lepší rozlišení p ekrytých píků p i použití fitování. Integrace 

mobilitních dat je negativně ovlivněna nesouměrným profilem druhé složky (Obr. 33). HPLC 

separace izomerů na základní linii (chromatografické rozlišení 1,9 a vyšší) p ekonala metodu 

fitování zvláště v p ípadě významně odlišných ploch jednotlivých složek. Analýza směsí 
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izomerních oligosacharidů však prokázala aplikovatelnost fitování i p i významném p ekryvu 

mobilitních píků (Tab. BII v p íloze). 

 

 

Obr. 33: Mobilogram izomerní směsi (HA4ANred : HA4NAred, 50:50 w/w)  

pro m/z= 778,249. Lineární korelace poměrů plochy píku HA4ANred ku celkové ploše směsi. 

Poměry byly vypočteny z dat získaných fitováním a HPLC. V závorkách jsou uvedeny intervaly 

spolehlivosti. 

 

5.3.5. Aplikace ATD funkce na izomerní sm si p i využití jedinečných 

fragmentových iont  

V p edchozích kapitolách byly pro fitování využity ATD funkce generované na základě 

namě ených dat pro standardy. Vytvo ení ATD funkcí je také možné pomocí mobilogramů 

vykreslených pro jedinečné fragmentové ionty p íslušného izomeru. Postup vyžadoval dvě 

analýzy izomerní směsi: i) CID (kolizí indukovaná disociace) byla aplikována po mobilitní 
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separaci s následným vykreslením ATD profilů pro hodnoty m/z jedinečných fragmentových 

iontů (podmínkou je dostatečná intenzita jejich signálu). Následným fitováním ATD profilů 

byly získány výsledné ATD funkce pro oba izomery. ii) Vytvo ené ATD funkce byly poté 

použity na data stejného vzorku namě eného bez CID. Takový postup umožňuje odlišit ATD 

profily a určit plochy pro izomery, u kterých nejsou k dispozici standardy. 

Oba p ístupy, jak tvorba ATD funkcí na standardech, tak pomocí jedinečných 

fragmentových iontů, byly testovány na dvou binárních izomerních směsích o t ech různých 

poměrech (Tab. VIII). Získané výsledky vykazují dobrou shodu. 

 

Tab. VIII: Poměry ploch píků stanovené HPLC a dvěma p ístupy fitování mobilitních píků  

pro různé poměry izomerů. 

Izomerní směs HPLCa Fitování 

(standardů)a,b 

Fitování (jedinečných 

fragmentových 

iontů)a,c 

HA4ANred : HA4NAred 27,1 : 72,9 (0,2) 25,6 : 74,4 (0,4) 25,3 : 74,7 (0,6) 

HA4ANred : HA4NAred 69,2 : 30,8 (0,1) 67,9 : 32,1 (0,2) 67,5 : 32,5 (0,2) 

HA4ANred : HA4NAred 97,5 : 2,5 (0,1) 96,5 : 3,5 (0,2) 96,4 : 3,6 (0,1) 

HA6ANred : HA6NAred 76,5 : 23,5 (0,5) 78,9 : 21,1 (0,3) 78,0 : 22,0 (0,3) 

HA6ANred : HA6NAred 27,3 : 72,7 (0,6) 32,3 : 67,7 (0,2) 30,0 : 70,0 (0,2) 

HA6ANred : HA6NAred 2,0 : 98,0 (0,1) 3,7 : 96,3 (0,1) 2,4 : 97,6 (0,1) 

a V závorkách jsou uvedeny směrodatné odchylky. 
b ATD funkce získaná pomocí standardů. 
c ATD funkce získaná pomocí jedinečných fragmentových iontů. 

 

5.3.6. Záv r 

Navržený jednoduchý postup pro určování plochy p ekrytých mobilitních píků vychází 

z dobré opakovatelnosti driftového času a tvaru mobilitního píku (ATD profilu). Tvar píku je 

popsán jednou nebo vícero Gaussovskými funkcemi a je získána tzv. ATD funkce pro jednotlivé 

složky v binárních směsích nap . izomerů. K vyhodnocení byl použit program OriginPro 2015, 

avšak může být aplikován i jiný software umožňující stejnou analýzu píků. Fitování a  tvorba 
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ATD funkce pomocí standardů dovoluje analyzovat směsi látek s identickými hmotnostními 

spektry. Identifikace a kvantifikace látek se stejným elementárním složením je p íkladem 

aplikace, která je obtížná i pro hmotnostní spektrometry s velmi vysokou rozlišovací schopností. 

V p ípadě nedostupnosti standardů lze tento postup použít, pokud složky ve směsi poskytují 

odlišné fragmentové ionty. Navržený postup, který byl aplikován na oligosacharidy odvozené 

od kyseliny hyaluronové, umožňuje prokázat minoritní složky ve směsi již od jejího zastoupení 

okolo 5 %. Lze jej uplatnit nejen p i analýze oligosacharidů, ale také u dalších analytů špatně 

separovaných iontovou mobilitou. 
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6. ZÁV R 

 

V souladu se stanovenými cíli byly v rámci p edložené práce studovány a validovány 

dvě jednoduché a rychlé chromatografické metody, UHPLC a UHPSFC, pro stanovení 15 NPS 

v moči. K p ípravě vzorků byl zvolen jednoduchý postup „z edit-zfiltrovat-analyzovat“. Metoda 

UHPSFC poskytovala kompaktnější výsledky v matričních efektech a výtěžnosti oproti 

UHPLC, avšak na vyšších koncentračních hladinách docházelo k p enosu analytu do následné 

analýzy. Všechny dvojice izomerů psychoaktivních látek se poda ilo úspěšně separovat jen 

technikou UHPSF. Pomocí UHPLC se nepoda ilo rozlišit izomery 3-FMC a 4-FMC. Z důvodu 

nedostupnosti standardů NPS značených stabilními izotopy se UHPSFC jeví jako vhodnější 

technika, a to díky podobnějším matričním efektům a výtěžnostem pro různé NPS. 

Rovněž byla studována separace NPS pomocí iontové mobility ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií, včetně určování hodnot CCS pro tyto látky. Testován byl vliv druhu driftového 

plynu k rozlišení izomerních látek. Driftové časy těchto párů byly ve všech plynech velice 

podobné a nepoda ilo se látky dostatečně odseparovat. Ukázána však byla možnost využít CCS 

jako charakteristiku dané látky. 

Dobrá opakovatelnost iontově mobilitních profilů dovolila navrhnout nový postup 

k určení ploch nedostatečně separovaných mobilitních píků. Studovaný postup byl testován  

na oligosacharidech odvozených od kyseliny hyaluronové. Poda ilo se prokázat jeho 

aplikovatelnost na nedostatečně separované binární směsi. Obecně jej lze uplatnit i na jiné látky 

než oligosacharidy. 

Jedním z hlavních hledisek p i vývoji analytických metod je jejich časová náročnost. 

Důraz kladený na rychlou identifikaci neznámé látky bývá podstatný zejména p i určování 

intoxikace. Výše uvedené výsledky poukazují na možnosti rychlých separací p edevším 

v oblasti analýzy toxikologicky nebo biologicky zajímavých látek. 
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOL  

 

ACN – acetonitril 

ATD – arrival time distribution 

BDB – 1,3-benzodioxolyl-butanamin 

BEH – ethylene bridged hybrid 

CCS – collision cross section, účinný srážkový prů ez 

2C-B – 4-brom-2,5-dimethoxyfenylethylamin 

2C-H – 2,5-dimethoxyfenethylamin 

CID – collision induced dissociation, kolizí indukovaná disociace 

CO – p enos analytu do následných analýz, carryover 

CO2 – carbon dioxide, oxid uhličitý 

DTIMS – drift-time ion mobility spectrometry, iontově mobilitní spektrometrie v driftové 

trubici 

EI – electron ionization, ionizace elektronem 

EPH – ethylfenidát 

ESI – electrospray, elektrosprej 

FAIMS – field-asymmetric ion mobility spectrometry, iontově mobilitní spektrometrie 

s vysokonapěťovou asymetrickou vlnou 

3-FMC – 3-fluoromethkatinon 

4-FMC – 4-fluoromethkatinon 

FWHM – full widht at half of maximum, ší ka píku v polovině výšky 

GAG – glykosaminoglykany 

GC – gas chromatography, plynová chromatografie 

GlcA – D-glukuronová kyselina 

GlcNAc – N-acetyl-D-glukosamin 

HA – kyselina hyaluronová 

HILIC – hydrophilic interaction liquid chromatography, hydrofilní interakční chromatografie 

HPLC – high performance liquid chromatography, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

i. d. – internal diameter, vnit ní průměr 

i-PrOH – propan-2-ol 
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IM – ion mobility, iontová mobilita 

IMS – ion mobility spectrometry, iontově mobilitní spektrometrie 

LLOQ – lower limit of quantification, dolní limit kvantifikace 

LOD – limit of detection, limit detekce 

Log D – logarithm of distribution coefficient, logaritmus distribučního koeficientu 

LOQ – limit of quantitation, limit kvantifikace 

MALDI – matrix assisted laser desorption ionizatin, ionizace a desorpce laserem za účasti 

matrice 

MDA – 3,4-methylendioxyamfetamin 

ME – matrix effect, matriční efekt 

4-MEC – 4-methylethkatinon 

MeOH – methanol 

3-MMC – 3-methylmethkatinon 

MRM – multi-reaction monitoring, sledování více reakcí 

MS – mass spectrometry, hmotnostní spektrometrie 

MS/MS – tandem mass spectrometry, tandemová hmotnostní spektrometrie 

MXE – methoxetamin  

NAP – naftylethyl stacionární fáze 

NMR – nuclear magnetic resonance, nukleární magnetické resonance  

NPS – new psychoactive substances, nové psychoaktivní látky 

NRG – nafyron  

PEEK – polyether ether ketone, polyéter éter keton 

pKa – disociační konstanta 

QqQ – triple quadrupole, trojitý kvadrupól 

Q-TOF – quadrupole-time of flight, kvadrupól s průletovým analyzátorem 

QUEChERS – quick easy cheap effective rugged safe, rychlý jednoduchý levný efektivní 

robustní bezpečný 

R – resolution, rozlišení 

R2 – determination coefficient, koeficient determinace 

RE – recovery, výtěžnost 

RSD – relativní směrodatná odchylka 
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RT p íp. tr – retention time, retenční čas 

S – směrnice kalibrační závislosti 

SD – směrodatná odchylka 

σ – směrodatnou odchylku úseku na ose y 

SIMPLISMA – Simple-to-use Interactive Self-modelling Mixture Analysis 

SFC – supercritical fluid chromatography, superkritická fluidní chromatografie 

SPE – solid phase extraction, extrakce tuhou fází 

SPP – superficially porous particles, povrchově porézní částice 

SRM – single reaction monitoring, sledování jedné/vybrané reakce 

TIMS trapped ion mobility spectrometry, iontově mobilitní spektrometrie se zachycením iontů 

TOF – time of flight, průletový analyzátor 

TWIMS – travelling-wave ion mobility spectrometry, iontově mobilitní spektrometrie 

s pohybující se vlnou 

UFHTLC – ultra fast high temperature liquid chromatography, ultra rychlá kapalinová 

chromatografie za zvýšené teploty 

UHPLC – ultra-high performance liquid chromatography, ultra-vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie 

UHPSFC – ultra-high performance supercritical fluid chromatography, ultra-vysokoúčinná 

superkritická fluidní chromatografie 

ULOQ – upper limit of quantification, horní limit kvantifikace 

VUV – vacuum ultraviolet spectroscopy, vakuová ultrafialová spektroskopie 

XFIDTD – Extracted Fragment Ion Drift Time Distributions, extrakce signálu fragmentových 

iontů v závislosti na driftovém čase 
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P ÍLOHY 

 

P ílohy A: Ultra-vysokoúčinná chromatografie nových 

psychoaktivních látek 

 

Tab. AI: Srovnání matričního efektu (ME), výtěžnosti (RE), preciznosti a p esnosti  

pro techniky UHPSFC-MS a UHPLC-MS na různých koncentračních úrovních. 

 UHPSFC-MS UHPLC-MS 

Látka 
Konc., 
ng/ml 

ME, 
% 

RE, 
% 

Preciznost, 
% 

P esnost, 
% 

Konc., 
ng/ml 

ME, 
% 

RE, 
% 

Preciznost, 
% 

P esnost, 
% 

katinon 

        4,0 88,7 115,5 13,5 100,1 

20,0 40,0 72,8 9,0 99,8 20,0 74,8 101,9 6,0 81,2 

100,0 41,2 69,6 4,3 99,3 100,0 59,3 106,6 2,0 105,9 

500,0 45,4 74,8 1,7 109,2 500,0 59,4 98,6 1,3 97,2 

2500,0 50,2 72,2 3,6 98,4 1000,0 70,2 84,9 3,7 100,1 

5000,0 56,1 72,1 4,2 93,3          

MDA 

10,0 71,4 70,6 7,1 100,1 4,0     3,6 102,1 

20,0 69,6 67,3 7,3 98,6 20,0 62,5 106,8 3,3 87,6 

100,0 64,6 69,9 2,5 106,2 100,0 53,7 125,4 1,1 109,1 

500,0 60,3 75,4 2,9 102,5 500,0 53,6 115,0 1,1 100,0 

2500,0 66,7 73,4 2,8 92,7 1000,0 66,3 100,1 1,5 101,1 

2C-H 

        2,0     13,2 100,5 

5,0 74,2 73,6 8,9 97,8 10,0 54,4 113,0 3,8 97,9 

25,0 76,7 73,3 4,7 109,7 50,0 46,3 103,5 3,4 97,9 

125,0 67,0 77,0 2,1 107,4 250,0 49,3 92,3 1,7 96,2 

625,0 70,9 72,0 3,7 94,7 500,0 61,2 84,5 4,3 107,5 

1250,0 73,8 73,6 2,1 90,4         

BDB 

10,0 58,7 76,1 3,9 99,5 4,0     6,2 98,2 

20,0 58,4 75,3 4,9 100,3 20,0 102,1 60,9 4,1 107,7 

100,0 58,1 75,5 1,3 103,6 100,0 86,1 73,0 1,5 108,1 

500,0 54,0 80,3 1,7 102,4 500,0 83,4 73,1 1,9 91,6 

2500,0 59,3 77,6 1,6 94,3 1000,0 103,8 67,9 6,6 94,4 

bufedron 

        0,50 32,2 100,9 20,5 103,1 

1,0 66,3 74,1 7,3 100,1 1,0 35,2 99,8 14,2 96,6 

2,0 61,5 76,3 4,2 98,7 2,0 36,0 89,1 7,9 94,3 

10,0 64,7 75,8 4,4 104,3 10,0       

50,0 62,2 82,0 5,0 108,9 50,0 37,0 87,8 1,5 103,0 

250,0 66,1 76,4 5,7 97,9 250,0 40,2 79,6 1,5 98,6 

500,0 72,5 73,5 4,2 90,2 500,0 51,0 70,1 3,0 104,4 

3-MMC 

        2,0 67,7 106,6 12,5 101,5 

0,2 56,8 80,9 5,1 98,2 4,0 61,2 91,0 9,7 92,3 

1,0 59,1 78,7 3,8 107,7 20,0 66,7 108,3 3,2 124,1 

5,0 57,9 77,9 2,7 107,4 100,0 68,7 82,8 2,3 100,5 

25,0 59,3 73,1 6,9 95,7 500,0 70,3 76,0 2,6 89,8 
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50,0 63,5 74,1 2,5 91,0 1000,0 83,3 71,2 1,8 91,8 

3-FMC 

        0,50 61,0 83,8 16,8 100,6 

1,0 49,7 83,2 7,8 98,7 1,0 69,4 84,8 6,4 101,4 

2,0 49,0 79,0 2,6 99,3 2,0 67,7 79,3 3,1 94,7 

10,0 53,9 74,7 4,7 102,6 10,0 69,9 70,6 2,1 101,7 

50,0 54,3 74,5 4,1 105,1 50,0 63,7 71,3 1,2 98,9 

250,0 57,0 73,3 4,2 98,5 250,0 65,6 69,5 1,8 98,3 

500,0 61,9 73,4 3,1 94,4 500,0 76,2 63,6 0,8 104,5 

4-FMC 

1,0 53,1 83,4 5,7 98,2         

2,0 52,9 82,5 4,3 102,4 2,0 59,5 90,2 8,2 100,0 

10,0 57,3 76,9 7,8 105,5 10,0 75,6 76,0 2,9 100,2 

50,0 59,8 74,6 5,7 105,8 50,0 69,0 75,8 1,1 98,9 

250,0 60,7 72,5 10,2 95,3 250,0 68,2 81,0 2,7 105,3 

500,0 64,6 75,3 2,5 92,9 500,0 69,9 78,3 3,5 95,7 

4-MEC 

0,20 64,9 67,5 6,6 102,4         

0,40 67,8 69,7 9,4 96,2 0,50 64,6 99,0 8,1 102,8 

1,0 62,7 72,7 4,7 97,0 1,0 69,7 93,3 10,0 95,3 

2,0 58,2 80,7 2,8 99,3 2,0 63,7 94,7 5,7 97,2 

10,0 65,3 83,2 1,0 108,4 10,0 66,8 94,6 2,1 105,2 

50,0 64,7 82,7 6,5 103,4 50,0 65,7 90,7 1,0 103,0 

250,0 65,4 80,8 4,6 93,2 250,0 69,1 83,1 1,2 95,9 

        500,0 85,6 75,9 1,9 100,5 

methedron 

1,0 68,9 74,9 4,5 100,4         

2,0 67,8 71,4 5,1 98,5 2,0 43,6 112,1 7,6 99,7 

10,0 64,3 72,0 6,4 102,7 10,0 43,4 106,8 3,8 102,1 

50,0 61,1 77,7 2,9 107,2 50,0 45,3 94,1 1,7 95,5 

250,0 62,3 74,7 3,4 97,6 100,0 59,5 82,0 3,2 102,7 

500,0 67,1 76,4 2,5 93,6        

methylon 
 

0,10 63,0 81,0 8,9 95,9         

0,20 64,0 78,3 9,1 99,1 0,40 84,9   4,1 99,2 

1,0 63,4 74,2 3,1 104,0 2,0 67,7 97,0 2,7 102,4 

5,0 62,2 73,1 4,4 102,8 10,0 65,8 89,6 6,7 108,5 

25,0 63,5 72,5 5,7 97,7 50,0 67,3 79,9 1,2 92,9 

50,0 68,5 74,7 1,7 96,4 100,0 80,0 70,4 1,2 96,9 

butylon 

0,10 65,0 79,5 9,7 100,4 0,10     14,0 104,9 

0,20 58,1 77,3 7,1 98,1 0,20 64,7 96,6 15,2 89,9 

1,0 59,7 78,0 5,0 104,2 0,40 61,8 94,8 7,4 98,9 

5,0 62,1 79,8 6,1 108,0 2,0 63,1 87,2 3,8 107,0 

25,0 63,3 74,6 5,7 94,3 10,0 60,7 88,2 1,6 107,4 

50,0 68,5 77,8 3,3 95,0 50,0 62,7 78,9 2,1 95,5 

        100,0 72,1 73,5 2,1 96,5 

ethylon 

0,10 62,3 76,3 3,3 99,1         

0,20 57,2 79,0 4,0 99,9         

1,0 61,8 80,2 4,7 109,1 0,40 42,9 110,2 4,7 95,9 

5,0 65,8 77,4 4,0 106,8 2,0 37,4 126,9 2,5 119,4 

25,0 63,2 73,2 10,3 93,3 10,0 38,6 139,1 1,7 108,8 

50,0 71,6 74,0 5,1 91,9 50,0 42,8 100,1 1,6 85,4 

       100,0 54,3   1,0 90,4 

2C-B         0,40 91,4 71,0 6,7 86,6 
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2,50 66,3 76,4 9,7 99,2 2,0 65,5 102,1 6,7 101,8 

5,0 60,1 77,3 11,9 100,8 10,0 62,8 96,2 4,9 95,3 

25,0 62,2 73,9 8,2 102,8 50,0 63,5 84,4 2,3 93,3 

125,0 58,2 78,8 3,0 105,1 100,0 73,9 78,4 2,4 107,0 

625,0 62,3 76,0 2,1 98,7         

1250,0 62,9 76,3 3,8 93,4         

NRG 

0,10 65,8 79,5 6,9 96,9 0,04 75,9 92,4 16,1 100,4 

0,20 65,8 86,0 4,2 104,0 0,20 96,5 80,5 7,4 97,7 

1,0 71,5 91,0 2,6 110,1 1,0 74,1 97,9 1,2 103,0 

5,0 69,4 88,9 6,2 107,1 5,0 75,7 86,3 2,7 93,8 

25,0 73,6 83,0 6,7 96,0 10,0 84,0 87,1 2,2 105,2 

50,0 78,9 78,4 7,3 85,9         
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Tab. AII: Průměrné hodnoty matričních efektů a výtěžností.  

  UHPSFC-MS UHPLC-MS 

# Látka ME, % ME, SD 
ME 
RSD, % 

RE, % RE, SD 
RE, 
RSD, % 

ME, % ME, SD 
ME 
RSD, % 

RE, % RE, SD 
RE 
RSD, % 

1 katinon 46,6 6,7 14,3 72,3 1,9 2,6 70,5 12,2 17,4 101,5 11,2 11,1 

2 bufedron 65,6 3,9 6,0 76,4 3,0 3,9 38,6 6,6 17,1 87,9 11,8 13,5 

3 3-MMC 59,3 2,6 4,3 76,9 3,2 4,2 69,7 7,4 10,6 89,3 15,6 17,5 

4 MDA 66,5 4,3 6,5 71,3 3,1 4,4 59,0 6,4 10,9 111,8 10,9 9,8 

5 3-FMC 54,3 4,8 8,9 76,3 3,9 5,2 67,6 4,9 7,3 74,7 8,0 10,7 

6 4-FMC 58,1 4,5 7,8 77,5 4,4 5,7 68,4 5,8 8,5 80,2 5,9 7,4 

7 2C-H  72,5 3,7 5,1 73,9 1,8 2,5 52,8 6,5 12,3 98,3 12,5 12,7 

8 4-MEC 64,1 3,0 4,7 76,8 6,6 8,6 69,3 7,5 10,8 90,2 8,0 8,9 

9 BDB 57,7 2,1 3,6 77,0 2,1 2,7 93,9 10,6 11,3 68,7 5,8 8,4 

10 methedron 65,2 3,2 4,8 74,5 2,4 3,3 47,9 7,7 16,1 98,8 13,5 13,7 

11 methylon 64,1 2,2 3,5 75,7 3,3 4,4 73,1 8,7 11,9 84,2 11,5 13,7 

12 ethylon 63,7 4,8 7,6 76,7 2,7 3,6 43,2 6,7 15,5 119,1 17,3 14,5 

13 butylon 62,8 3,8 6,0 77,8 1,9 2,4 64,2 4,1 6,4 86,5 8,9 10,3 

14 2C-B 62,0 2,7 4,4 76,5 1,6 2,1 71,4 12,0 16,8 86,4 12,7 14,7 

15 NRG 70,8 5,0 7,1 84,5 5,1 6,0 81,2 9,4 11,6 88,8 6,6 7,4 
 Pr m r 62,2 3,8 6,3 76,3 3,1 4,1 64,7 7,8 12,3 91,1 10,7 11,6 

 RSD, % 10,4     3,9     22,4     14,5     
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Tab. AIII: Kalibrační parametry (y= P*c + Q), limity detekce (LOD), dolní a horní limit kvantifikace (LLOQ, ULOQ), p enos analytu 
do následných analýz (CO, carryover). 

  UHPSFC-MS UHPLC-MS 

# Látka R2 Q P 
LOD 
ng/ml 

LLOQ 
ng/ml 

ULOQ 
ng/ml 

CO 1, % 
LLOQ 

CO 2, % 
LLOQ 

R2 Q P 
LOD 
ng/ml 

LLOQ 
ng/ml 

ULOQ 
ng/ml 

CO 1, % 
LLOQ 

1 katinon 0,996 34 531 5,15 15,61 5000 119 <LOD 0,991 810 2702 0,50 1,51 1000 <LOD 

2 bufedron 0,995 234 13339 0,26 0,78 500 <LOD <LOD 0,998 217 13372 0,09 0,26 500 <LOD 

3 3-MMC 0,994 120 28015 0,07 0,20 50 <LOD <LOD 0,980 209 3416 1,04 3,16 1000 <LOD 

4 MDA 0,997 2182 4496 2,23 6,74 2500 67 <LOD 0,993 23658 17067 1,39 4,22 1000 <LOD 

5 3-FMC 0,998 235 6822 0,37 1,11 500 <LOD <LOD 0,999 79 15357 0,06 0,19 500 <LOD 

6 4-FMC 0,996 268 5932 0,22 0,67 500 <LOD <LOD 0,999 144 12710 0,31 0,94 500 <LOD 

7 2C-H 0,992 550 2976 1,85 5,61 1250 45 <LOD 0,998 1834 4640 0,40 1,21 500 <LOD 

8 4-MEC 0,996 -1 25014 0,04 0,13 250 ≤LOD <LOD 0,998 508 29928 0,08 0,23 500 <LOD 

9 BDB 0,998 1170 3742 1,61 4,87 2500 <LOD <LOD 0,993 5753 11499 1,35 4,10 1000 <LOD 

10 methedron 0,997 361 12195 0,19 0,58 500 56 <LOD 0,999 302 11640 0,33 1,00 100 <LOD 

11 methylon 0,999 165 44716 0,03 0,09 50 80 <LOD 0,996 2965 51454 0,11 0,32 100 <LOD 

12 ethylon 0,994 230 77781 0,03 0,09 50 <LOD <LOD 0,978 1131 54015 0,25 0,76 100 <LOD 

13 butylon 0,996 150 51427 0,02 0,07 50 <LOD <LOD 0,994 599 44257 0,03 0,08 100 <LOD 

14 2C-B 0,998 51 1449 0,41 1,23 1250 121 <LOD 0,996 -37 7211 0,10 0,31 100 <LOD 

15 NRG 0,995 113 74264 0,04 0,11 50 <LOD <LOD 0,998 519 87036 0,01 0,02 10 <LOD 
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P ílohy B: Určení ploch nedostatečn  separovaných mobilitních pík  

 

 
Obr. B1: Ukázka opakovatelnosti ATD profilů. 
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Obr. B2: Lineární korelace poměrů plochy píku ΔHA2AN ku celkové ploše směsi 

ΔHA2AN : HA2AN. Poměry byly vypočteny pomocí fitování pro různé posuny (v binech):  

a) 11, b) 5, c) 3, d) 2, e) 1 a dat z HPLC. V závorkách jsou uvedeny intervaly spolehlivosti. 
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Obr. B3: Lineární korelace poměrů plochy píku HA3NN ku celkové ploše směsi 

HA3NN : HA4NA. Poměry byly vypočteny pomocí fitování pro různé posuny (v binech): a) 0, 

b) 19, c) 26, d) 27 a dat z HPLC. V závorkách jsou uvedeny intervaly spolehlivosti. 
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Tab. BI: Plochy píků (%) minoritních složek v binárních směsích (∆HA2AN : HA2AN, 

HA3NN : HA4NA, HA6ANdeac : HA6AN). Mobilogramy jednotlivých složek byly 

z namě ených dat extrahovány pro specifické hodnoty m/z a integrovány. Mobilogramy směsí 

byly fitovány ATD funkcemi (Obr. 29-31). 

Minoritní 
složkya 

Separační 
posun 
(bins) 

Integrace 
mobilitního 

píku(%) 

Fitování 
mobilitního píku 

(%) 
Rozdíl (%) 

∆HA2AN 11  0.7 0.4  -0.3 
∆HA2AN 11  1.9 1.8  -0.1 
HA2AN  11  1.0 1.1 0.1 
HA2AN  11  5.0 5.1 0.1 

∆HA2AN 5  0.7 0.0  -0.7 
∆HA2AN 5  1.9 1.5  -0.4 
HA2AN  5  1.0 1.5 0.5 
HA2AN  5  5.0 5.5 0.5 

∆HA2AN 3  0.7 0.0  -0.7 
∆HA2AN 3  1.9 0.6  -1.3 
HA2AN  3  1.0 2.2 1.2 
HA2AN  3  5.0 6.2 1.2 

∆HA2AN 2  0.7 0.0  -0.7 
∆HA2AN 2  1.9 0.0  -1.9 
HA2AN  2  1.0 2.2 1.2 
HA2AN  2  5.0 6.3 1.3 

∆HA2AN 1  0.7 0.8 0.1 
∆HA2AN 1  1.9 0.0 -1.9 
HA2AN  1  1.0 2.5 1.5 
HA2AN  1  5.0 6.1 1.1 
HA3NN  0  0.0 0.0  0.0 
HA4NA 0  0.1 0.1  0.0 
HA4NA 0  0.9 0.9  0.0 
HA3NN  19  0.0 1.4 1.4 
HA4NA 19  0.1 0.4 0.3 
HA4NA 19  0.9 1.0 0.1 
HA3NN  26  0.0 0.0  0.0 
HA4NA 26  0.1 0.0  -0.1 
HA4NA 26  0.9 0.0  -0.9 
HA3NN  27  0.0 0.0  0.0 
HA4NA 27  0.1 0.0  -0.1 
HA4NA 27  0.9 0.0  -0.9 

HA6ANdeac 0  0.0 0.3 0.3 
HA6ANdeac 0  3.7 6.1 2.4 
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HA6AN 0  0.0 0.0  0.0 
HA6AN 0  2.3 0.0  -2.3 

a byly vyhodnoceny směsi s minoritní složkou o ploše 5 % a méně. 

 

Tab. BII: Plochy píků (%) minoritních složek v izomerních směsích (HA6ANred : HA6NAred; 

HA4ANred : HA4NAred). 

Minoritní složkaa 
HPLC 

integrace pík  
(%) 

Fitování 
mobilitních pík  

(%) 
Rozdíl (%) 

HA6ANred 0.1 0.0  -0.1 
HA6ANred 1.5 1.9 0.4 
HA6NAred 0.0 0.0  0.0 
HA6NAred 2.4 4.4 2.0 
HA4ANred 0.0 0.1   0.1 
HA4ANred 6.1 6.3  0.2 
HA4NAred 0.0 0.3  0.3 
HA4NAred 2.8 4.6  1.8 

a byly vyhodnoceny směsi s minoritní složkou o ploše 6 % a méně. 

  



XI 
 

P ílohy C: Publikační výstupy  

 

1. Borovcová L., Pauk V., Lemr K., Analysis of new psychoactive substances in human 

urine by ultra-high performance supercritical fluid and liquid chromatography: 

validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018) – v tisku  

DOI: 10.1002/jssc.201800006 

 

2. Borovcová L., Hermannová M., Pauk V., Šimek M., Havlíček V., Lemr K., Simple 

area determination of strongly overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta 

981 (2017) 71–79. 

 



 

UNIVERZITA PALACKÉHO V OLOMOUCI 

 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra analytické chemie 

 

 

 
 

 

Spojení rychlých separací s hmotnostní spektrometrií v analýze 

oligosacharidů a nových syntetických drog 

 

AUTOREFERÁT 
k disertační práci 

 
 
 
 

 

Autor práce:                          Mgr. Lucie Borovcová 

Studijní obor:                          Analytická chemie 

Vedoucí disertační práce:          prof. RNDr. Karel Lemr, Ph.D.  

 
 

 

Olomouc 2018  

  



 

SOUHRN  

 

Disertační práce se zabývá studiem rychlých separací ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií se zaměřením na analýzu nových psychoaktivních látek a oligosacharidů. 

Teoretická část je věnována rychlým chromatografickým separacím a separacím iontovou 

mobilitou ve spojení s hmotnostní spektrometrií včetně jejich praktických aplikací. Jsou zde 

rovněž popsány postupy umožňující odlišení nedostatečně separovaných mobilitních píků. 

Teoretickou část uzavírají kapitoly zabývající se novými psychoaktivními látkami (NPS)  

a kyselinou hyaluronovou. 

Výsledky práce zahrnují studium a validaci chromatografické separace 15 NPS 

ze skupiny katinonů a fenylethylaminů v moči pomocí ultra-vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (UHPLC) a ultra-vysokoúčinné superkritické fluidní chromatografie 

(UHPSFC). K úpravě vzorků moče byl použit jednoduchý postup „zředit-zfiltrovat-

analyzovat“. Z hlediska výtěžnosti i matričních efektů poskytovala UHPSFC kompaktnější 

výsledky, avšak na vyšších koncentračních hladinách docházelo k přenosu analytu  

do následující analýzy. Tento jev lze minimalizovat proložením analytické sekvence slepými 

vzorky. Při separaci izomerů NPS bylo dosaženo lepších výsledků technikou UHPSFC, která 

oproti UHPLC umožnila úspěšně rozlišit izomery 3-FMC a 4-FMC. Pro všech 15 NPS byly 

stanoveny limity detekce a kvantifikace, přičemž limity detekce se pohybovaly v rozmezí 

0,01 až 5 ng/ml moče. Kromě chromatografické separace byly nové psychoaktivní látky 

analyzovány pomocí iontové mobility ve spojení s hmotnostní detekcí. Vedle testování vlivu 

druhu driftového plynu na iontově mobilitní separaci byly vypočteny hodnoty CCS (účinného 

srážkového průřezu), které jsou další charakteristikou látky vhodnou pro potvrzení její 

identifikace. 

V souvislosti s menší rozlišovací schopností iontové mobility byl vyvinut jednoduchý 

postup k určení ploch nedostatečně separovaných mobilitních píků, který vychází  

z předpokladu dobré opakovatelnosti driftového času a tvaru mobilitního píku (ATD profilu). 

Profil mobilitního píku je popsán jednou nebo více Gaussovskými funkcemi, z nichž je  

pro jednotlivé složky v binárních směsích získána tzv. ATD funkce. Tyto ATD funkce byly 

aplikovány na iontově mobilitní data modelových směsí oligosacharidů odvozených  

od kyseliny hyaluronové. Plochy píků jednotlivých složek získané fitováním dobře korelovaly 

s hodnotami, které byly získány integrací HPLC píků. Navržený postup se může uplatnit nejen 

při analýze oligosacharidů, ale také u dalších analytů špatně separovaných iontovou mobilitou. 



 

Dosažené výsledky ukazují význam rychlých separací při analýze toxikologicky nebo 

biologicky zajímavých látek. 

  



 

SUMMARY 

 

The dissertation deals with rapid separations coupled to mass spectrometry with the 

focus on analysis of new psychoactive substances and oligosaccharides. The theoretical part is 

devoted to fast chromatographic separations and separations by ion mobility spectrometry 

coupled to mass spectrometry, including their practical applications. Procedures allowing  

for distinguishing poorly separated mobility peaks are also described. The theoretical part is 

concluded by the chapters dealing with new psychoactive substances (NPS) and hyaluronic 

acid. 

The results include the development and validation of chromatographic separation  

of 15 NPS (cathinones and phenylethylamines) in urine based on ultra-high performance liquid 

chromatography (UHPLC) and ultra-high performance supercritical fluid chromatography 

(UHPSFC). A simple "dilute-filter-and-shoot" procedure was used to treat urine samples. 

UHPSFC provided more uniform results in terms of recovery and matrix effects, but carryover  

of certain analytes was observed at higher concentration levels. This phenomenon can be 

reduced sufficiently by inserting blank samples into the analytical sequence. Regarding the 

separation of NPS isomers, better results were obtained by the UHPSFC that allowed  

for successful differentiation of 3-FMC and 4-FMC isomers, as opposed to UHPLC. Limits  

of detection and quantification were determined and LOD in the range from 0.01 to 5 ng/mL 

urine was observed. Besides chromatographic separation, new psychoactive substances were 

analyzed using ion mobility coupled to mass detection. In addition to testing the influence  

of the drift gas on the ion mobility separation, the CCS (collision cross section) values were 

also measured. CCS represents another characteristic suitable for confirming the identity of the 

substance.  

Due to the lower resolving power of ion mobility, a simple procedure has been 

developed to determine areas of insufficiently separated mobility peaks, based on the 

assumption of good repeatability of drift time and peak shape (ATD profile). The mobility peak 

profile is described by one or more Gaussian functions, from which ATD functions are obtained 

for the individual components of the binary mixtures. These ATD functions were applied to 

the ion mobility data of model mixtures of hyaluronic acid-derived oligosaccharides. The peak 

areas of the individual components obtained by fitting correlated well with the values got 

integrating HPLC peaks. ATD functions might be useful not only for analysis  

of oligosaccharides but also for other analytes poorly separated by ion mobility. The achieved 



 

results demonstrate the importance of rapid separations for analysis of toxicologically or 

biologically relevant substances. 
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1. ÚVOD 

 

Význam analytické chemie v dnešní době dokládá skutečnost, že se tento obor stává 

stále více nepostradatelnou součastí řady odvětví, mezi které patří farmacie, toxikologie, 

potravinářský průmysl, sledování životního prostředí, dopingové kontroly a mnoho dalších. 

Vysoké nároky na analýzu rozmanitých vzorků vedou k vývoji velmi citlivých a selektivních 

technik umožňujících analýzu širokého spektra analytů v matričně složitých vzorcích ve velice 

krátkých časech. Právě rychlost separace je jedním z hlavních parametrů, kterému je v této 

práci věnována pozornost. 

Disertační práce je zaměřena na studium, vývoj a aplikaci rychlých separací ve spojení  

s citlivou hmotnostně spektrometrickou detekcí. Vyvíjeny a porovnány byly dvě 

chromatografické techniky (UHPLC a UHPSFC) v analýze patnácti nových psychoaktivních 

látek v lidské moči. Kromě chromatografické separace byla řešena také problematika iontově 

mobilitní separace těchto látek s cílem určení jejich účinného srážkového průřezu jako 

charakteristické veličiny přispívající k identifikaci. Pro odlišení špatně separovaných iontově 

mobilitních píků byl navržen postup, který byl testován na binárních směsích oligosacharidů 

odvozených od kyseliny hyaluronové. 
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2. RYCHLÉ SEPARACE 

 

Z hlediska chromatografie lze za rychlé separace považovat analýzy, u kterých dochází 

k eluci složek vzorků v jednotkách minut příp. sekund. V případě iontové mobility lze 

výsledky měření získat v jednotkách až desítkách sekund. Narůstající zájem o oblast vývoje 

rychlých separací je způsoben především neustále se zvyšujícím počtem prováděných analýz a 

potřebou získat rychle výsledky a to i v případě matričně složitých a rozmanitých vzorků. 

Cílem je dospět k co nejrychlejší separaci dosahující potřebné účinnosti a rozlišení s následnou 

citlivou a selektivní detekcí. Rychlé separace nacházejí své uplatnění v mnoha oblastech, kde 

je kladen důraz především na čas. Například v toxikologii, klinické chemii, při dopingových 

kontrolách, ale i v proteomice a metabolomice, kde je potřebná účinná separace velmi 

komplexních vzorků obsahujících až stovky složek. 

Na základě těchto požadavků je v posledních letech směřována pozornost na vývoj 

vysokotlakých technik poskytujících výsledky ve významně kratších časech ve srovnání  

s technikami konvenčními. Dnes je již běžně používaná ultra-vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie (UHPLC) využívající pro zvýšení účinnosti separace stacionární fáze s plně 

porézními částicemi menšími než 2 µm [1,2]. Rychlých separací lze však dosáhnout i jinými 

cestami, než je zmenšování plně porézních částic, např. použitím monolitických kolon [3-7] 

nebo povrchově porézních částic [8-11]. Později na trh uvedená ultra-vysokoúčinná 

superkritická fluidní chromatografie (UHPSFC) není prozatím tak běžnou technikou, v mnoha 

případech se však osvědčila jako vhodná alternativa k UHPLC. Právě proto je možné nalézt 

řadu publikací, ve kterých jsou tyto dvě techniky vzájemně porovnávány [12-18]. Rovněž 

elektromigrační techniky je možné využít k rychlým separacím. To dokládá řada 

publikovaných aplikací, které v módu kapilární elektroforézy (CE) jsou schopny separací 

v řádu sekund až jednotek minut [19-22]. 

Dalším typem techniky umožňující rychlou separaci, které je taktéž věnována 

pozornost, je spojení iontové mobility s hmotnostní spektrometrií (IM-MS) [23-26]. Tato 

technika je schopná poskytovat rychlé výsledky i bez nutnosti zařazení chromatografického 

systému, jelikož umožňuje separaci iontů přímo v mobilitní cele integrované s hmotnostním 

spektrometrem. Spojení IM-MS přineslo nové možnosti v separaci a kvantifikaci 

izobarických/izomerních sloučenin. IM-MS rozšiřuje možnosti identifikace látek, ověřování 

struktur, ale také zlepšuje poměr signálu k šumu při kvantitativní analýze. K ověření a 

identifikaci látek se využívá charakteristické veličiny – účinného srážkového průřezu neboli 
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CCS (collision cross section), jehož hodnotu lze touto technikou určit [22]. Iontová mobilita 

s technologií TWIMS (iontově mobilitní spektrometrie s pohybující se vlnou) nebo DTIMS 

(iontově mobilitní spektrometrie v driftové trubici) disponuje rozlišovací schopností v rozsahu 

desítek až stovky, což nemusí být v mnoha případech dostatečné. Zároveň technika iontové 

mobility poskytuje velmi stabilní hodnoty driftového času, které nejsou ovlivněny matricí 

vzorku. Dobrá opakovatelnost driftového času a tvarů mobilitních píků (ATD profilů) 

umožňuje popsání těchto profilů superpozicí Gausovských funkcí. Každá vytvořená ATD 

funkce odpovídá jednomu analytu a může se skládat z jedné nebo více Gausovských funkcí. 

Tento přístup umožňující řešit problematiku integrace překrývajících se asymetrických píků 

byl aplikován při analýze izomerů oligosacharidů kyseliny hyaluronové [27], což byl jeden 

z cílů disertační práce. 

Nové psychoaktivní látky (NPS) nazývané rovněž jako „nové syntetické drogy“ tvoří 

širokou skupinu zneužívaných látek. Tyto látky se získávají pozměněním chemické struktury 

zakázaných drog nebo syntézou látek s odlišnou strukturou, ale působící na stejné receptory 

jako klasické drogy. Mají obdobné účinky jako zakázané návykové drogy, avšak mohou být na 

trh uváděny jako jejich „legální“ náhrada, protože nejsou legislativním procesem dostatečně 

rychle zařazeny na seznam zakázaných látek [28,29]. Nebezpečnost NPS spočívá v neznalosti 

jejich fyziologických účinků, čímž představují velmi vážné riziko pro lidské zdraví [30-32].  

S narůstajícím počtem nových NPS vyskytujících se na trhu je nezbytné disponovat 

selektivními a časově nenáročnými metodami umožňujícími identifikovat jak čisté látky, tak 

pro toxikologické účely také látky přítomné v biologických vzorcích. Důležitým faktorem není 

jen vlastní analýza, ale rovněž náročnost zpracování vzorku, zvláště těch se složitější matricí. 

Součástí výsledků této práce je porovnání dvou rychlých chromatografických metod (UHPLC) 

a UHPSFC) při analýze 15 NPS přítomných ve vzorcích moči [33]. 
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3. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

Tématem doktorské práce bylo studium, vývoj a aplikace rychlých separací ve spojení 

s hmotnostní spektrometrií. Stanoveny byly dva cíle: 

 

1. Studium chromatografického chování NPS ze skupiny katinonů a fenylethylaminů, 

porovnání dvou technik (UHPLC a UHPSFC) s hmotnostní detekcí při analýze 15 NPS v lidské 

moči. Kromě chromatografických separací bylo úkolem otestovat možnost iontové mobility  

ve spojení s hmotnostní spektrometrií při identifikaci zmíněných látek. 

2. Navrhnout postup pro odlišení nedostatečně separovaných iontově mobilitních píků 

a otestovat jej na analýze oligosacharidů odvozených od kyseliny hyaluronové. 

 

Řešení obou cílů vedlo k publikačním výstupům: 

1. Borovcová L., Pauk V., Lemr K., Analysis of new psychoactive substances in 

human urine by ultra-high performance supercritical fluid and liquid 

chromatography: validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018) – v tisku 

DOI: 10.1002/jssc.201800006 

2. Borovcová L., Hermannová M., Pauk V., Šimek M., Havlíček V., Lemr K., Simple 

area determination of strongly overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta 

981 (2017) 71–79. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

4.1. Ultra-vysokoúčinná chromatografie nových psychoaktivních látek 

 

4.1.1. Chromatografická separace 

V rámci UHPLC experimentů byly pro separaci 15 NPS (struktury viz Obr. 1) 

testovány tři kolony Waters ACQUITY UPLC BEH Phenyl, BEH Shield RP18 a BEH C8 

(všechny o rozměrech 100 × 2,1 mm, plněné částicemi 1,7 µm) s různými kombinacemi 

gradientů vodně organické mobilní fáze (MeOH, ACN). Nejlepší výsledky z hlediska separace, 

tvaru píků a doby analýzy poskytla kolona BEH Phenyl s mobilní fází obsahující vodu, 

methanol a 0,1 % kyseliny mravenčí (Obr. 2 a). Technika UHPSFC pro separaci stejných 15 

NPS (struktury viz Obr. 1) byla studována a popsána v naši předchozí publikaci [34] z roku 

2015. Vyvinutá separace byla částečně modifikována. Analýzy byly provedeny na koloně BEH 

s mobilní fází sestávající se z oxidu uhličitého a methanolu s přídavkem mravenčanu 

amonného. Gradient byl upraven tak, aby bylo dosaženo kratší doby analýzy, aniž by došlo 

ke zhoršení separace prvních eluovaných látek (Obr. 2 b). Obě metody byly porovnány 

s ohledem na separaci látek a validační parametry. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1: Struktury testovaných 

fenylethylaminů a katinonů. 1) 

katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 

4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC 

(flefedron); 7) 2C-H; 8) 4-MEC; 

9) BDB; 10) methedron; 11) 

methylon; 12) ethylon; 13) 

butylon; 14) 2C-B; 15) NRG 

(nafyron). 



6 
 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2: Chromatogramy vzorků moče 

s přídavkem NPS a) UHPLC-MS, 

b) UHPSFC-MS. 1) katinon;  

2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-

FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H; 8) 

4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) 

methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 

2C-B; 15) NRG (nafyron). 

 

Pro jednotlivé izomerní páry byly zjištěny následující hodnoty rozlišení (první hodnota 

je pro UHPLC, druhá pro UHPSFC): R2,3 = 1,86 a 2,20; R5,6 = <0,5 a 1,34; R9,10 = 5,00 a 1,87; 

R12,13 = 1,85 a 1,92, struktury viz Obr. 1. V systému UHPLC bylo dosaženo největšího rozlišení  

u izomerů BDB a methedronu (R9,10 = 5,00), které se významně liší svými strukturami a lze  

u nich očekávat větší rozdíl v hydrofobním efektu. U ostatních izomerních párů s podobnějšími 

strukturami lze předpokládat menší rozdíly v hydrofobních efektech a v důsledku jejich menší 

separaci v systému obrácených fází. Separace v UHPSFC s uplatněním polárních interakcí 

izomerů se stacionární fází poskytla lepší rozlišení. Úspěšné separace izomerního páru 3-FMC  

a 4-FMC bylo dosaženo pouze v UHPSFC (R5,6 = <0,5 a 1,34 UHPLC a UHPSFC). 

Opakovatelnost retenčních časů látek na úrovni LOD byla lepší než 1 % pro všechny NPS,  

s výjimkou 3-FMC a 4-FMC v systému UHPSFC (hodnoty RSD retenčních časů jsou‚ 

v Tab. I). 

 

4.1.2. Příprava vzorků a volba rozpouštědla 

Ke zpracování vzorků byl volen jednoduchý a rychlý postup „zředit-zfiltrovat-

analyzovat“ („dilute-filter-and-shoot“), což přispělo k rychlé analýze zahrnující i zpracování 

vzorků. K eliminaci vysokého obsahu solí a dalších složek (např. kreatinin, kreatin, močovina, 

kyselina močová), jakožto možných rušivých látek při hmotnostně spektrometrické detekci, 
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byla testována řada organických rozpouštědel s cílem vysrážet alespoň jejich část. V případě 

UHPLC byl pro úpravu vzorků vybrán MeOH, který oproti rozpouštědlu s vyšší eluční silou 

(i-PrOH) výrazněji nedeformoval tvar píků. V případě UHPSFC byl pro zpracování vzorků 

zvolen i-PrOH.  

 

4.1.3. Limit detekce 

Limity detekce byly určeny pro NPS v moči. Obě chromatografické techniky byly 

spojeny se stejným hmotnostním spektrometrem, ale různé hodnoty průtoku i složení 

mobilních fází v UHPLC a v UHPSFC mohly ovlivnit odlišně ionizační účinnost i signál 

pozadí. Ve většině případů UHPLC poskytla srovnatelné nebo větší plochy píků pro stejné 

SRM přechody daných analytů na stejných koncentračních úrovních v čistém rozpouštědle i 

v moči. Pozorována byla 2-4 krát větší plocha u látek s primární aminoskupinou (katinon, 

MDA, BDB, 2C-H a 2C-B). Pro tyto látky je typická vysoká hodnota pKa, okyselená mobilní 

fáze v UHPLC metodě podporovala jejich ionizaci. Jejich protonace v UHPSFC může být 

méně účinná kvůli menší dostupnosti protonů v použité superkritické mobilní fázi. S výjimkou 

2C-B měly tyto látky LOD v UHPSFC nad 1 ng/ml. Nejlepších limitů detekce v UHPSFC 

systému bylo dosaženo pro látky NRG, butylon, ethylon, methylon, 4-MEC a 3-MMC, jejichž 

hodnoty se pohybovaly v setinách ng/ml. Oproti UHPLC bylo technikou UHPSFC dosaženo 

až 10 × nižších limitů detekce pro sloučeniny 3-MMC a ethylon, 2-3 × nižší limity pro 4-MEC 

a methylon, přičemž v pěti případech byly obě techniky srovnatelné. Naopak u šesti NPS bylo 

dosaženo lepších limitů detekce pomocí UHPLC. Vůbec nejnižší limit detekce byl získán 

technikou UHPLC pro látku NRG (0,01 ng/ml) (Tab. I). Hodnoty LOD byly ovlivněny jak 

odezvou analytu, tak šumem pozadí, matričním efektem a výtěžností.  
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Tab. I. Retenčních časy, LOD a LOQ studovaných NPS v moči. Instrumentální hodnoty LOD  

a LOQ byly 5 × nižší. 

  UHPSFC/MS UHPLC/MS 

Číslo Látka RT (min) 
(RSD*, %) 
(n=6) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

RT (min) 
(RSD*, %) 
(n=6) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

1 katinon 1,289 
(0,35) 

5,15 15,61 1,451 
(0,66) 

0,50 1,51 

2 bufedron 1,012 
(0,81) 

0,26 0,78 1,781 
(0,55) 

0,09 0,26 

3 3-MMC 1,151 
(0,73) 

0,07 0,20 1,902 
(0,36) 

1,04 3,16 

4 MDA 2,011 
(0,54) 

2,23 6,74 1,734 
(0,87) 

1,39 4,22 

5 3-FMC 0,941 
(2,25) 

0,37 1,11 1,625 
(0,40) 

0,06 0,19 

6 4-FMC 1,059 
(1,67) 

0,22 0,67 1,648 
(0,18) 

0,31 0,94 

7 2C-H 2,124 
(0,30) 

1,85 5,61 1,844 
(0,22) 

0,40 1,21 

8 4-MEC 1,117 
(0,50) 

0,04 0,13 2,006 
(0,17) 

0,08 0,23 

9 BDB 1,739 
(0,47) 

1,61 4,87 2,001 
(0,21) 

1,35 4,10 

10 methedron 1,604 
(0,87) 

0,19 0,58 1,771 
(0,79) 

0,33 1,00 

11 methylon 1,468 
(0,89) 

0,03 0,09 1,638 
(0,46) 

0,11 0,32 

12 ethylon 1,279 
(0,58) 

0,03 0,09 1,876 
(0,40) 

0,25 0,76 

13 butylon 1,171 
(0,87) 

0,02 0,07 1,772 
(0,89) 

0,03 0,08 

14 2C-B 2,269 
(0,33) 

0,41 1,23 2,371 
(0,08) 

0,10 0,31 

15 NRG 1,095 
(0,45) 

0,04 0,11 2,741 
(0,06) 

0,01 0,02 

* RSD retenčních časů byly spočteny pro analýzy na LOD úrovni  
 

4.1.4. Preciznost, lineární rozsah a přesnost 

Z hlediska preciznosti byly obě studované techniky srovnatelné. Na úrovni LOQ u obou 

metod nepřesáhla hodnota RSD naměřených ploch 20 % a na vyšších koncentračních úrovních 

byla nižší než 15 % s výjimkou jednoho kalibračního bodu v UHPLC pro analyt bufedron –  

20,5 % na úrovni LOQ a butylon – 15,2 % na vyšší koncentrační hladině. 

Koeficient determinace R2 byl vždy vyšší než 0,990 v případě obou technik s výjimkou  

3-MMC a ethylonu v UHPLC. Lineární koncentrační rozsah byl pro obě metody v rozsahu 

dvou až tří koncentračních řádů. Horní limit kvantifikace (ULOQ) byl omezen nelineárním 

průběhem kalibrační křivky u plochy píků větší než dva milióny.  
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Vážená lineární regrese (1/x2) poskytla pro většinu sloučenin dostatečnou přesnost ± 

15 % [35], s výjimkou jediného koncentračního bodu v UHPLC pro katinon – 81,2 %, 3-MMC 

– 124,1 % a ethylon – 119,4 %. 

 

4.1.5. Matriční efekt 

Jednoduché zpracování vzorku neumožnilo odstranit matriční efekt (ME) potlačující 

iontový signál všech analytů v UHPSFC i UHPLC (Obr. 3). Průměrný matriční efekt byl  

pro obě techniky téměř stejný (62 % UHPLC a 65 % UHPSFC). V případě UHPSFC byl 

matriční efekt pro různé sloučeniny v rozsahu od 47 % do 73 % s průměrným RSD určeným  

z matričních efektů pro všechny analyty na všech koncentračních úrovních okolo 6,3 %.  

U druhé z technik se matriční efekty pro jednotlivé NPS pohybovaly v širším rozmezí 39 % – 

94 % a průměrná hodnota RSD byla 12,3 %. Z důvodu nedostupnosti standardů NPS 

značených stabilními izotopy, lze považovat za výhodu vyrovnanější matriční efekty 

v UHPSFC. Při volbě jedné z látek jako vnitřní standard bude v UHPSFC její chování bližší 

ostatním stanovovaným látkám. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3: Matriční efekty  

u techniky UHPSFC-MS  

a UHPLC-MS. Chybové úsečky 

odpovídají směrodatné odchylce 

matričního efektu pro danou 

látku a všechny její koncentrační 

hladiny. 
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4.1.6. Výtěžnost 

Stejně jako u matričního efektu, tak i u výtěžnosti UHPSFC  poskytovala bližší hodnoty 

pro různé látky. Průměrná výtěžnost (RE) byla 76 % a celkově se pro UHPSFC techniku 

pohybovala v rozmezí 71 až 85 % (Obr. 4). Nebyly pozorovány žádné významnější změny 

výtěžnosti v závislost na koncentraci, jak dokládají malé chybové úsečky v grafu na Obr. 4. 

Průměrná hodnota RSD výtěžnosti pro všechny analyty a všechny koncentrační úrovně byla  

4,1 %. U UHPLC byla většinou dosažena vyšší výtěžnost než u UHPSFC (v průměru 91 %), 

avšak v širším intervalu od 69 % do 119 % (Obr. 4) U většiny sloučenin (katinon, 2C-H, 

bufedron, 3-MMC, 3-FMC, 4-MEC, methedron, methylon, bytylon) výtěžnost klesala se 

zvyšující se koncentrací. Rozdíly ve výtěžnosti mezi nejnižšími a nejvyššími body kalibrační 

závislosti byly u uvedených sloučenin vyšší než 20 %. Tato závislost RE na koncentraci může 

negativně ovlivnit kvantifikaci NPS. Průměrná hodnota RSD výtěžnosti byla pro veškeré 

analyty a všechny koncentrační úrovně 11,6 %, což je téměř trojnásobně vyšší hodnota než 

v případě techniky UHPSFC. Rozdíly ve výtěžnosti mezi technikami UHPSFC a UHPLC 

zjevně souvisely s použitím rozdílného rozpouštědla při zpracování vzorků. Stejně jako  

u matričního efektu, tak i v případě výtěžnosti jsou kompaktnější výsledky získané technikou 

UHPSFC příznivější pro použití neznačeného vnitřního standardu. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Výtěžnost pro UHPSFC-

MS a UHPLC-MS. Chybové 

úsečky odpovídají směrodatné 

odchylce výtěžností pro danou 

látku a všechny její koncentrační 

hladiny. 

 

4.1.7. Přenos analytu do následných analýz (carryover) 

Přenos analytu do následné analýzy byl v případě UHPLC vždy nižší než LOD.  

V UHPSFC byl pro katinon a 2C-B přibližně 120 % LOQ a 45-80 % LOQ pro MDA, 2C-H, 
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methedron a methylon. Při druhém nástřiku slepého vzorku byl přenos pod LOD u všech 

analytů i u UHPSFC. Méně účinný oplach systému superkritické fluidní chromatografie může 

být způsoben slabší eluční silou mobilní fáze. Přesto i nejvyšší přenos pozorovaný u katinonu 

odpovídá méně než 0,4 % nastřikovaného množství (ULOQ bylo 5000 ng/ml, nástřik 5 μl). 

K minimalizování přenosu je vhodné analyzovat vzorky od nejnižší po nejvyšší koncentraci 

nebo proložit sekvenci analyzovaných vzorků nástřikem slepých vzorků, to však prodlužuje 

celkovou dobu analýzy. 

 

4.1.8. Závěr 

Pro stanovení patnácti nových psychoaktivních látek v moči byly navrženy a 

validovány dvě jednoduché a rychlé metody, UHPLC a UHPSFC. Přestože pro úpravu vzorků 

moči byl použit jednoduchý postup „zředit-zfiltrovat-analyzovat“, validační parametry 

výtěžnost i matriční efekt se pohybovaly v akceptovatelném rozmezí. Metoda založená  

na UHPSFC poskytovala z hlediska těchto dvou parametrů kompaktnější výsledky, zatímco  

u UHPLC metody byly pozorovány větší odchylky pro různé látky a koncentrační úrovně. 

V případě UHPSFC docházelo na vyšších koncentračních hladinách k pozorovatelnému 

přenosu analytu do následné analýzy, čemuž lze zamezit proložením sekvence nástřikem 

slepého pokusu. 

Separace izomerů byla úspěšnější při použití UHSFC, kde se uplatňují polární interakce  

ve stacionární fázi, což přispělo k izomerní selektivitě ve srovnání s nepolární stacionární fází  

v UHPLC. Systém UHPSFC se v tomto kontextu více podobá kapalinové chromatografii  

na normálních fázích, přičemž je však přídavkem pomocné kapaliny dosaženo lepší 

kompatibility s ionizací elektrosprejem. 

S ohledem na omezenou dostupnost či přímo nedostupnost standardů NPS značených 

stabilními izotopy se jako vhodnější jeví metoda založená na UHPSFC, která poskytla podobné 

matriční efekty a zejména výtěžnosti pro různé NPS. Jedna ze studovaných látek (např. 

methylon) může být zvolena jako interní standard pro stanovení ostatních studovaných NPS. 
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4.2. Analýza nových psychoaktivních látek pomocí spojení iontové 

mobility s hmotnostní spektrometrií 

 

4.2.1. Vliv volby driftového plynu na iontově mobilitní separaci vybraných nových 

psychoaktivních látek 

Spojení iontové mobility s hmotnostní spektrometrií (IM-MS) bylo využito při analýze  

18 NPS. Pozornost byla věnována především izobarickým a izomerním směsím těchto látek. 

Sledován byl vliv změny driftového plynu (N2, Ar a CO2) na selektivitu separace NPS.  

V Tab. II jsou shrnuty zjištěné driftové časy. Přestože se driftové časy pro jednotlivé izomerní 

látky a jejich směsi mírně liší, zlepšení rozlišení změnou driftového plynu často není 

dostačující a látky nelze ve směsi odseparovat. Největší rozdíl v driftovém čase (nejlepší 

rozlišení) vůči izobarickým látkám (3-FMC a 4-FMC) lze pozorovat pro 2C-H v N2. 

 

Tab. II. Driftové časy izomerních a izobarických NPS ve třech plynech. 

Látka Driftový čas v N2 Driftový čas v Ar Driftový čas v CO2 
butylon 7,32 7,38 8,03 
ethylon 7,38 7,43 7,92 
3-MMC 6,35 6,35 7,11 
bufedron 6,13 6,13 6,78 
3-FMC 6,08 6,02 7,11 
4-FMC 6,02 5,97 7,05 
2C-H 6,51 N/A 7,27 
BDB 6,78 N/A 7,65 

methedron 6,67 6,56 7,43 
 

4.2.2. Určování účinného srážkového průřezu 

Iontová mobilita ve spojení s hmotnostní spektrometrií byla dále použita ke zjišťování 

charakteristické veličiny – účinného srážkového průřezu (neboli collision cross section; CCS). 

Účinný srážkový průřez nových psychoaktivních látek byl určován na přístroji s mobilitní 

celou TWIMS (iontová mobilita s využitím putující vlny), která vyžaduje kalibraci.  

Kalibrace přístroje byla provedena na dva typy kalibrantů – polyalanin a směs 

nízkomolekulárních látek [36]. Polyalanin poskytuje jednonásobně nabité oligomery, které 

pokrývají rozsah m/z 231 – 799 a rozsah CCS 150 – 464 Å2. Je vhodný pro pozitivní i negativní 

mód. Druhým testovaným kalibrantem byla směs nízkomolekulárních látek obsahující 

acetaminofen, alprenolol, N-ethylanilín, clozapin-N-oxid, kolchicin, ondasetron, reserpin  
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a verapamil, jejichž rozsah m/z 122 – 609 dobře pokrývá rozsah m/z testovaných 

psychoaktivních látek. Účinný srážkový průřez (CCS) této směsi je v rozmezí 124,5 –  

254,2 Å2. 

V případě obou kalibrantů je důležité nastavení rychlosti vlny tak, aby se celý rozsah 

mobilitních píků (celá obálka) kalibrantu nacházel v jednom mobilitním okně. Při špatném 

nastavení rychlosti vlny přecházejí mobilitní píky kalibrantu do dalšího mobilitního okna, což 

vede k chybným výsledkům. U obou kalibrantů byla zvolena rychlost vlny 700 m/s. Vždy byl 

změřen kalibrant (měření I), následně vzorek v 6-ti opakováních a znovu kalibrant (měření II). 

CCS byla vyhodnocována na obě kalibrační měření. Výsledky byly využity pro srovnání 

vhodnosti kalibračních směsí, testování přidávání automaticky nedetekovaných signálů 

kalibrantu (důvodem byla nízká intenzita) a korelace mezi těmito dvěma kalibranty. Data byla 

vyhodnocována v programu DriftScope. V případě obou kalibrantů získané hodnoty spolu 

dobře korelovaly. Přidání píků o nízké intenzitě hrálo větší roli při použití směsi 

nízkomolekulárních látek jakožto kalibrantu. Je vhodné přidat vždy všechny kalibrační body, 

které jsou k dispozici, aby byl kalibrantem co nejlépe pokryt interval měřených hodnot CCS 

kalibrantem. 

Postup byl následně aplikován k zjištění hodnot CCS, které mohou být vhodnou 

dodatečnou charakteristikou látky doplňující informace získané z hmotnostního spektra. 

V Tab. III jsou shrnuty výsledky pro modelovou směs. Hodnoty CCS získané při analýze 

jednotlivých psychoaktivních látek (modelové standardy) jsou prakticky shodné s hodnotami 

získanými pro danou látku ve směsi (modelové vzorky), byť byly měřeny s časovým odstupem 

16 dnů. Podobně lze očekávat shodu mezi standardy a reálnými vzorky. 

  



14 
 

Tab. III. Hodnoty CCS pro nové psychoaktivní látky v modelové směsi měřené na kalibrant 

Polyalanin. 

 analyzovaná 
látka 

CCS (Å2) 
pro standardy 

CCS (Å2) 
Zjištěné při 

analýze ve směsi 
Kalibrant I 

R2 CCS (Å2) 
Zjištěné při 

analýze ve směsi 
Kalibrant II 

R2 

směs 5-ti 
látek 

3-FMC 141,40 140,01±0,02 

0,9985 

138,83±0,02 

0,9906 

butylon 153,17 151,89±0,03 150,79±0,03 

katinon 133,90 134,26±0,12 133,03±0,12 

NRG 177,17 177,81±0,12 176,98±0,12 

EPH 161,50 161,62±0,08 160,63±0,08 

 

4.2.3. Závěr 

Byl testován vliv druhu driftového plynu pro iontově mobilitní separaci izobarických  

a izomerních látek. Driftové časy se pro jednotlivé izomerní látky a jejich směsi lišily pouze 

mírně a nebylo dosaženo potřebného rozlišení vrcholů překrývajících se píků. Iontově 

mobilitní separací se nepodařilo látky ve směsi rozlišit. Vzhledem k dobré 

opakovatelnosti/stabilitě profilů mobilitních píků byl navržen nový postup zabývající se 

rozlišením překrývajících se mobilitních píků. O této problematice pojednává kap. 4.3., kde je 

testován nový postup na modelových směsích oligosacharidů kyseliny hyaluronové. 

Iontová mobilita ve spojení s hmotnostní detekcí byla použita k určování účinného 

srážkového průřezu na přístroji s mobilitní celou TWIMS. Významným parametrem nastavení 

byla rychlost vlny, jelikož při jejím špatném nastavení dochází k přechodu mobilitních píků 

kalibrantu do dalšího mobilitního okna, což vede k chybným výsledkům. Byl testován druh 

kalibrantu, přidávání automaticky nedetekovaných signálů kalibrantu a korelace mezi těmito 

dvěma kalibranty. Následně byl postup aplikován na modelovou směs pěti látek, pro kterou 

byly zjištěny hodnoty CCS. Hodnoty CCS pro jednotlivé standardy látek se dobře shodovaly 

s hodnotami získanými při analýze směsi, což ukazuje na potenciál CCS při identifikaci látek, 

kdy je možné porovnávat CCS neznámé látky se standardem. 
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4.3. Určení ploch nedostatečně separovaných mobilitních píků 

 

4.3.2. Postup zpracování dat, tvorba ATD funkce 

Gaussovský ATD profil je možné získat pro sloučeniny poskytující ionty s pouze 

jedním geometrickým uspořádáním. Rozšířené a asymetrické ATD profily příslušející jedné 

sloučenině jsou známkou přítomnosti iontů lišících se v jejich geometrickém uspořádání. 

Každé z těchto uspořádání přispívá k vytvoření ATD profilu, který je možné popsat lineární 

kombinací Gaussovských funkcí. V ideálním případě se počet funkcí rovná počtu uspořádání.  

Uváděný postup je vhodný ke zpracování mobilitních dat naměřených pro binární 

směsi, u nichž počet geometrických uspořádání nebyl znám. Postup zahrnoval celkem tři 

kroky: 1) získání mobilogramů standardů (jejichž hmotnostní spektra mohou být shodná) nebo 

mobilogramů vykreslených pro jedinečné fragmentové ionty dané látky, čímž se obdrží ATD 

profil jednotlivých sloučenin (Obr. 5 a, b); 2) každý profil je popsán jednou (Obr. 5 c) nebo 

několika Gaussovskými funkcemi (Obr. 5 d), Gaussovská funkce nebo kombinace těchto 

funkcí vytváří pro každou sloučeninu ATD funkci (FATD) (červená a modrá křivka na Obr. 5 c, 

d); 3) získané ATD funkce jsou aplikovány na mobilogramy vzorků k určení plochy píku 

jednotlivých sloučenin v binární směsi (Obr. 5 e, f). 
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Obr. 5: Schéma zpracování dat: a), b) experimentální ATD profily (mobilogramy) 

měřené pro jednotlivé sloučeniny; c), d) popsání jednotlivých profilů jednou (c) nebo několika 

(v tomto případě třemi – zelená křivka) (d) Gaussovskými funkcemi a vytvořené ATD funkce 

(červená a modrá křivka); e), f) použití vytvořené ATD funkce na experimentální mobilogramy 

odpovídající dvěma binárním směsím o různých poměrech sloučenin. 
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4.3.3. Aplikace ATD funkce na modelové směsi 

Výše uvedený postup byl testován na modelových směsích (∆HA2AN : HA2AN  

a HA3NN : HA4NA) s manuálním posunem/překryvem vrcholů píků. Při tomto testování byly 

použity směsi látek, které se lišily hodnotami m/z. Jejich mobilogramy tak mohly být 

extrahovány/vykresleny a nezávisle integrovány, čímž byla získána plocha píku pro každý 

oligosacharid ve směsi. Plochy pak byly porovnány s hodnotami získanými aplikací ATD 

funkcí. Složky ∆HA2AN a HA2AN vykazovaly symetrické ATD profily. Oba z těchto profilů 

byly dobře popsány pouze jednou Gaussovskou funkcí, která v těchto případech byla rovněž 

jejich ATD funkcí (Obr. 6). ATD funkce byly aplikovány na binární modelovou směs 

obsahující ∆HA2AN a HA2AN, přičemž byla modelována různá míra separace výše zmíněným 

posunem dat (Obr. 6 a-e). Aplikací testované metody se podařilo prokázat přítomnost obou 

oligosacharidů i v případě mobilogramu s jedním maximem (Obr. 6 e). Popisovaným postupem 

bylo dosaženo dobrých výsledků pro různě se překrývající píky oligosacharidů. Ve všech 

stupních separace bylo docíleno dobré korelace mezi plochami získanými na základě fitování 

a hodnotami získanými integrací mobilitních píků (R2 ≥ 0.9995, směrnice ̴ 1). Druhá modelová 

směs HA3NN : HA4NA je blíže uvedená v disertační práci. 
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Obr. 6: Modelové iontově mobilitní separace směsi 

∆HA2AN : HA2AN (50:50, w/w). Aplikován byl 

posun mobilogramu HA2AN (v binech) a) 11, b) 5, 

c) 3, d) 2, e) 1. ATD funkce byly získány pomocí 

standardů ∆HA2AN (m/z 378,081) a HA2AN (m/z 

396,096). 
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Dalším příkladem je směs obsahující oligosacharidy HA6ANdeac a HA6AN, která 

poskytovala pouze jeden mírně deformovaný pík (Obr. 7). K popsání ATD profilů jednotlivých 

složek (měření standardů) bylo využito dvou respektive pěti Gaussovských funkcí. Aplikace 

ATD funkcí FATD(HA6ANdeac) a FATD(HA6AN) umožnila odhalit příspěvek obou 

oligosacharidů tomuto jednomu píku. Podobně jako v obou předchozích případech se ionty 

oligosacharidů lišily hodnotou m/z, což umožnilo nezávisle integrovat jejich mobilogramy. 

Výsledky získané integrací a fitováním dobře korelovaly (R2 = 0.9987, směrnice ~ 1, Obr.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Mobilogram směsi HA6ANdeac  

(m/z 1112,302) : HA6AN (m/z 1154,316) 

(50:50, w/w). Lineární korelace poměrů 

plochy píku HA6ANdeac ku celkové ploše.  

Poměry byly vypočteny z dat získaných 

fitováním a integrací. V závorkách jsou 

uvedeny intervaly spolehlivosti. 

 

 Jak je již uvedeno u výše popsaných příkladů, výsledné ATD funkce složek binárních 

směsí byly aplikovány na vzorky s různým zastoupením složek (0:100, 5:95, 25:75, 50:50, 

75:25, 95:5 a 100:0). V případě nízkého obsahu minoritní složky (≤ 5 %) nacházející se v hůře 

separované binární směsi dochází ke zhoršení její detekovatelnosti i korelace mezi plochou této 

složky získanou pomocí fitování a integrací mobilitních píků. Pro vyšší plochy minoritní složky 

zjištěné plochy vzájemně dobře korelovaly u všech tří směsí. Vlivy jako nízký obsah složky, 

horší separace a také tvar ATD profilu vedou k obtížnější detekci a mohou způsobit falešně 

negativní nebo falešně pozitivní výsledky.  Přesto se minoritní složku podařilo v řadě vzorků 

detekovat. 
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4.3.4. Aplikace ATD funkce na izomerní směsi 

Po provedení testů na modelových směsích byl výše popsaný postup aplikován také  

na analýzu směsí izomerů oligosacharidů. První izomerní směs tvořily oligosacharidy  

HA6NAred : HA6ANred, které byly mobilitně poměrně dobře separovány (Obr. 8). Profil 

HA6NAred byl popsán jednou Gaussovskou funkcí a profil HA6ANred pěti funkcemi. Plochy 

píků složek získané fitováním byly srovnány s hodnotami z integrací mobilitních i HPLC dat. 

V případě integrace mobilitních dat (aplikována integrace ke kolmici) byla plocha HA6NAred 

nadhodnocena v důsledku frontování druhého píku (HA6ANred). Nadhodnocení lze doložit 

srovnáním poměrů ploch složek. HPLC data poskytla poměr ploch izomerů 22,2 : 77,8. 

Integrací mobilogramu byl získán poměr 31,8 : 68,2 a testovaným postupem 26,9 : 73,1. 

Z výsledků je patrné, že poměr získaný námi navrženým postupem byl bližší HPLC separaci, 

kdy jsou izomery zcela separovány. Výsledky získané na základě fitování dobře korelovaly 

s výstupy z HPLC (R2 = 0.9978, Obr. 8). 

Separace druhé testované směsi obsahující izomery HA4ANred a HA4NAred již 

nebyla úplná. Bližší popis této separace je uveden v disertační práci. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8: Mobilogram izomerní směsi 

(HA6NAred : HA6ANred, 50:50 w/w)  

pro m/z= 1157,405. Lineární korelace 

poměrů plochy píku HA6ANred ku celkové 

ploše směsi. Poměry byly vypočteny z dat 

získaných fitováním a HPLC. V závorkách 

jsou uvedeny intervaly spolehlivosti. 
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4.3.5. Aplikace ATD funkce na izomerní směsi při využití jedinečných 

fragmentových iontů 

V předchozích kapitolách byly pro fitování využity ATD funkce generované na základě 

naměřených dat pro standardy. Vytvoření ATD funkcí je také možné pomocí mobilogramů 

vykreslených pro jedinečné fragmentové ionty příslušného izomeru. Postup vyžadoval dvě 

analýzy izomerní směsi: i) CID (kolizí indukovaná disociace) byla aplikována po mobilitní 

separaci s následným vykreslením ATD profilů pro hodnoty m/z jedinečných fragmentových 

iontů (podmínkou je dostatečná intenzita jejich signálu). Následným fitováním ATD profilů 

byly získány výsledné ATD funkce pro oba izomery. ii) Vytvořené ATD funkce byly poté 

použity na data stejného vzorku naměřeného bez CID. Takový postup umožňuje odlišit ATD 

profily a určit plochy pro izomery, u kterých nejsou k dispozici standardy. Oba přístupy, jak 

tvorba ATD funkcí na standardech, tak pomocí jedinečných fragmentových iontů, byly 

testovány na dvou binárních izomerních směsích o třech různých poměrech (Tab. IV). Získané 

výsledky vykazují dobrou shodu. 

 

Tab. IV. Poměry ploch píků stanovené HPLC a dvěma přístupy fitování mobilitních píků  

pro různé poměry izomerů. 

Izomerní směs HPLCa Fitování 
(standardů)a,b 

Fitování (jedinečných 
fragmentových 
iontů)a,c 

HA4ANred : HA4NAred 27,1 : 72,9 (0,2) 25,6 : 74,4 (0,4) 25,3 : 74,7 (0,6) 

HA4ANred : HA4NAred 69,2 : 30,8 (0,1) 67,9 : 32,1 (0,2) 67,5 : 32,5 (0,2) 

HA4ANred : HA4NAred 97,5 : 2,5 (0,1) 96,5 : 3,5 (0,2) 96,4 : 3,6 (0,1) 

HA6ANred : HA6NAred 76,5 : 23,5 (0,5) 78,9 : 21,1 (0,3) 78,0 : 22,0 (0,3) 

HA6ANred : HA6NAred 27,3 : 72,7 (0,6) 32,3 : 67,7 (0,2) 30,0 : 70,0 (0,2) 

HA6ANred : HA6NAred 2,0 : 98,0 (0,1) 3,7 : 96,3 (0,1) 2,4 : 97,6 (0,1) 

a V závorkách jsou uvedeny směrodatné odchylky. 
b ATD funkce získaná pomocí standardů. 
c ATD funkce získaná pomocí jedinečných fragmentových iontů. 
 

4.3.6. Závěr 

Navržený jednoduchý postup pro určování plochy překrytých mobilitních píků vychází  

z dobré opakovatelnosti driftového času a tvaru mobilitního píku (ATD profilu). Tvar píku je 

popsán jednou nebo vícero Gaussovskými funkcemi a je získána tzv. ATD funkce  
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pro jednotlivé složky v binárních směsích např. izomerů. K vyhodnocení byl použit program 

OriginPro 2015, avšak může být aplikován i jiný software umožňující stejnou analýzu píků. 

Fitování a  tvorba ATD funkce pomocí standardů dovoluje analyzovat směsi látek 

s identickými hmotnostními spektry. Identifikace a kvantifikace látek se stejným elementárním 

složením je příkladem aplikace, která je obtížná i pro hmotnostní spektrometry s velmi vysokou 

rozlišovací schopností. V případě nedostupnosti standardů lze tento postup použít, pokud 

složky ve směsi poskytují odlišné fragmentové ionty. Navržený postup, který byl aplikován  

na oligosacharidy odvozené od kyseliny hyaluronové, umožňuje prokázat minoritní složky  

ve směsi již od jejího zastoupení okolo 5 %. Lze jej uplatnit nejen při analýze oligosacharidů, 

ale také u dalších analytů špatně separovaných iontovou mobilitou.  
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5. ZÁVĚR 

V souladu se stanovenými cíli byly v rámci předložené práce studovány a validovány 

dvě jednoduché a rychlé chromatografické metody, UHPLC a UHPSFC, pro stanovení 15 NPS 

v moči. K přípravě vzorků byl zvolen jednoduchý postup „zředit-zfiltrovat-analyzovat“. 

Metoda UHPSFC poskytovala kompaktnější výsledky v matričních efektech a výtěžnosti 

oproti UHPLC, avšak na vyšších koncentračních hladinách docházelo k přenosu analytu  

do následné analýzy. Všechny dvojice izomerů psychoaktivních látek se podařilo úspěšně 

separovat jen technikou UHPSF. Pomocí UHPLC se nepodařilo rozlišit izomery 3-FMC  

a 4-FMC. Z důvodu nedostupnosti standardů NPS značených stabilními izotopy se UHPSFC 

jeví jako vhodnější technika, a to díky podobnějším matričním efektům a výtěžnostem  

pro různé NPS. 

Rovněž byla studována separace NPS pomocí iontové mobility ve spojení s hmotnostní 

spektrometrií, včetně určování hodnot CCS pro tyto látky. Testován byl vliv druhu driftového 

plynu k rozlišení izomerních látek. Driftové časy těchto párů byly ve všech plynech velice 

podobné a nepodařilo se látky dostatečně odseparovat. Ukázána však byla možnost využít CCS 

jako charakteristiku dané látky. 

Dobrá opakovatelnost iontově mobilitních profilů dovolila navrhnout nový postup 

k určení ploch nedostatečně separovaných mobilitních píků. Studovaný postup byl testován  

na oligosacharidech odvozených od kyseliny hyaluronové. Podařilo se prokázat jeho 

aplikovatelnost na nedostatečně separované binární směsi. Obecně jej lze uplatnit i na jiné látky 

než oligosacharidy. 

Jedním z hlavních hledisek při vývoji analytických metod je jejich časová náročnost. 

Důraz kladený na rychlou identifikaci neznámé látky bývá podstatný zejména při určování 

intoxikace. Výše uvedené výsledky poukazují na možnosti rychlých separací především 

v oblasti analýzy toxikologicky nebo biologicky zajímavých látek. 
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