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SOUHRN

Diplomova prace se zamétuje na zhodnoceni elektrospreje (ESI) a nanoelektrospreje
(nanoESI) pro ionizaci toxikologicky vyznamnych latek, opiatl, pro potfeby hmotnostné
spektrometrické analyzy bez chromatografické separace.

V tvodu je nastinén postup pifi rutinni forenzni analyze. V dal$i casti prace jsou
popsany principy nékterych ambientnich ioniza¢nich technik napt. desorp¢niho elektrospreje,
desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku, desorptni fotoionizace
za atmosférického tlaku aj. Poté jsou rozebrany konkrétni aplikace ambientnich technik napf.
pfi analyze nelegalnich drog, padélanych 1éCiv, analyze vybusnin i pii pfimé analyze z kize.
Posledni kapitola teoretické ¢asti diplomoveé prace se zabyva opiaty a jejich analyzou.

V experimentalni ¢asti byly analyzovany opiaty pomoci ESI a nanoESI. Technika
nanoESI nepatii mezi ambientni ioniza¢ni techniky, ale také jako u téchto technik maze byt
vyuzita jednodussi ptiprava vzorku.

Pro ionizaci vybranych opidti bylo hleddno vhodné experimentalni nastaveni
hmotnostniho spektrometru (napt. teplota a napéti na vyhtivané kapilafe, ladéni iontové
optiky) a nasledn¢ byla naméfena jejich fragmentac¢ni spektra. Srovnani ESI a nanoESI
pti analyzach zasolenych vzorkl ukazalo vyhody druhého z nich, ktery byl nasledné pouzit
pro analyzu vzorkiti moce. Pro zasolené vzorky morfinu a 6 — acetylmorfinu byly naméfeny
kalibra¢ni zavislosti a uréeny meze detekce. Proméfovaly se také vzorky moce s pridavkem
opiatu bez extrakce, po extrakci kapalina — kapalina a po extrakci tuhou fazi. Vhodnou
pro upravu vzorku se ukazala posledni moznost. Po SPE byla dosazena mez detekce 0,16 mg/I

pro 6 — acetylmorfin a ovéfeno, ze Ize Gispésné prokazat pritomnost 0,1 mg/l morfinu.



SUMMARY

This thesis is focused on evaluation of electrospray (ESI) and nanoelectrospray
(nanoESI) in ionization of toxicologically relevant compounds, opiates, using mass
spectrometry without chromatographic separation.

The introduction outlines the procedure for a routine forensic analysis. The next
chapter describes the principles of ambient ionization techniques such as desorption
electrospray ionization, desorption chemical atmospheric pressure ionization, desorption
atmospheric pressure photoionization etc. Some applications of ambient techniques such as
analysis of illicit drugs, counterfeit drugs, analysis of explosives and the direct analysis
of the skin are discussed in the following chapter. The last chapter of a theoretical part of the
thesis deals with the opiates and their analysis.

Opiates using ESI and nanoESI were analyzed. NanoESI is not an ambient ionization
technique, but similarly it, can be used with only simple sample preparation.

Basic experimental parameters of mass spectrometr have been setup for ionization
of selected opiates (e.g. temperature and voltages on the heated capillary, ion optics) and then
their fragmentation spectra have been measured. A comparison of ESI and nanoESI
in analyzes samples with NaCl addition has shown advantage the second one that was
subsequently used for urine samples analysis. The calibration curves were measured
and detection limits determined for salted samples of morphine and 6 — acetylmorphine. Urine
samples spiked with opiates were measured firstly without extraction, secondly
with liquid — liquid extraction and finally using solid phase extraction. The last possibility
was evaluated as useful. Using SPE, limit detection achieved for 6 — acetylmorphine was

0,16 mg/l and it was verified that morphine can be detected at concentration level 0,1 mg/I.
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1. UVOD

Hmotnostni  spektrometrie je analytickou technikou nachazejici uplatnéni
Vv nejruznéjSich aplikacich. Jeji vyvoj je provazen zavadénim novych ionizacnich postupti.
Zajimavou oblasti je aplikace ambientnich technik ve forenznich védach. Ambientni techniky
napt. desorpéni elektrosprej, desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku aj. maji
vysoky potencidl ptfi piimych analyzach z povrchii za atmosférického tlaku s minimalni
upravou vzorku i pfi detekci malého mnozstvi analytu v komplexni matrici. Vyuzivaji se napf.
pii analyzach farmaceutickych tablet, pfi detekci vybus$nin, pii zobrazovacich analyzach
v souvislosti s oveéfovanim dokumenti aj. V neposledni fadé své uplatnéni nachazeji
pii detekci drog a jejich metabolitd. Tyto techniky umoziuji analyzovat drogy nejen ve formé
rostlinného materialu, tablet, prasku, ale dovoluji i rychlou identifikaci drogy v biologickych
tekutinach. Alternativou k témto technikdim miZze byt pouziti nanoelektrospreje (nanoESI)
pro analyzu roztokl rovnéZ po minimalni Gpravé vzorku.

Tato prace se zaméfuje na studium ionizace opiath s vyuzitim elektrospreje
a nanoelektrospreje. Na analyze zasolenych vzorki byly zhodnoceny uvedené techniky,
nasledn¢ pro vzorky moce byl aplikovan nanoESI, s cilem ovétit jeho moznost pii screeningu

opiati ve vzorcich moci.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Forenzni védy

Forenzni — pochazi z lat. forensis neboli soudni, odvozené¢ho od forum — (vetejné
prostranstvi, kde se obvykle hlasaly nazory a vykonavaly soudy).*

Forenzni védy (nauky) se uplatiuji pfi vySetfovani a dokazovani trestnych ¢int.
Zabyvaji se napf. ovéfovanim identity osob, pravosti listin, identifikaci zbrani, jeda,
zjistovanim pfi¢in, zpusobu a ¢asu smrti. Forenzni védy jsou déleny na jednotlivé obory:
daktyloskopie, forenzni antropologie, balistika, forenzni chemie, soudni 1ékafstvi, forenzni
psychologie, forenzni genetika, pismoznalectvi aj. Jednotlivé obory forenznich véd spolu tizce
souviseji a Casto se kombinuji. Napiiklad v ramci soudniho I€kafstvi se uplatiiuje forenzni
chemie. Mezi forenzni védy mohou byt zafazeny i dal$i nauky, pomoci kterych lze ziskat
dikazy v trestnim ftizeni napf. forenzni fotografie, forenzni geologie, forenzni

meteorologie. 2

Forenzni chemie (soudni, detektivni chemie)

Jedna se o aplikovanou analytickou chemii, ktera ma uplatnéni pfi kriminalistickém
vySetfovani a feSeni soudnich sporti. Vyuziva se k analyze materiali slouzicich dale jako

dukazni prostredky v soudnim fizeni.

Cilem provedenych expertiz je:?

e urcit chemické slozeni neznamé latky (neoznacené chemikalie, 1éku, drogy);

e oveiit chemické slozeni znamé latky a materialu (napf. zda opravdu baleni
obsahuje udavanou latku a v jaké koncentraci);

e 7zjistit technické informace (vyskyt, dostupnost, pouziti), chemické a fyzikalni
vlastnosti (hoflavost, vybusnost, tékavost, reaktivitu), toxikologické tdaje
(nebezpecné koncentrace, letdlni davky), dal§i informace (napf. moZnost
domaci vyroby);

e Zjistit ptitomnost cizorodych latek v nékterych materialech, které mohou
poskozovat zatizeni, pfistroje a soustavy (napt. mechanické necistoty v palivu),

znehodnocovat primyslové vyrobky (napt. voda v brzdové kapalin€ apod.),



znehodnocovat zeméde€lské plodiny, potravinaiské suroviny, polotovary
a vyrobky (napf. roztok louhu z ¢istici linky v mineralni vod¢);

e charakterizovat procesy — pracovni postup (napi. zplsob zhotoveni natéru),
prabéh déje zalozeného na pienosu materidlu z pisobicitho predmétu (napf.
otlak predmétu na odévu, vzdalenost zbrané od zasazeného predmétu
v okamziku vystfelu apod.), zptisob vnéjsiho naruseni urcité véci (vrh, uder,
zasek), ¢as, kdy zkoumany d¢j probihal, nebo dobu, po kterou trval (chemické
reakce, hoteni, tepelny rozklad aj.);

e odhalit pritomnost jedd a dalSich zdravi ohrozujicich latek v tkéanich,
v télesnych tekutinach lidi 1 zvifat a jejich pfitomnost v Zivotnim prostiedi
(pade, vodé€, ovzdusi), v zemédélskych plodindch, napojich, pokrmech,
krmivech atd.

Forenzni chemie nam poskytuje odpovédi na dvé zakladni otazky. Kvalitativni
analyzou ziskame odpoveéd’ na otazku, o jaky vzorek se jedna, z ¢eho se sklada, a kvantitativni

analyza ndm poskytne informace, v jakém mnoZstvi se G¢inné latky ve vzorku nachazeji.

Vzorek

Orientacni testy

Screeningové testy

Identifikace

Kvantitativni analyzy

Obr. 1. Pribéh forenzni analyzy.®

Nejprve se na zacatku forenznich expertiz provedou kvalitativni orientaéni testy, které
z0Zi seznam potenciondlnich analytii. Pravé tyto orienta¢ni testy urcuji nasledujici analyzy.
Rozbor pokracuje screeningovymi testy a koneénou identifikaci, kterym piedchazi separace
a izolace cilovych slouc¢enin pomoci extrakce a chromatografie. Cela expertiza je zakoncena

kvantitativni analyzou.®



K forenznim analyzadm se vyuZzivaji mnohé instrumentalni techniky napf. infracervena
spektrometrie, plynova chromatografie a kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem. Zajimavou novou alternativou je pouziti hmotnostni spektrometrie

za ambientnich podminek.

2.2. Hmotnostni spektrometrie s desorpci a ionizaci za ambientnich

podminek

Vyraz ,ambient“ nema Vv kontextu hmotnostni spektrometriec ustaleny cesky
ekvivalent, proto v ramci své diplomové prace pouzivam termin ,,ambientni. Hmotnostni
spektrometrie pracujici za ambientnich podminek neboli ,ambient mass spectrometry® je
V dne$ni dobé€ rychle se rozvijejici oblast analytické chemie, kterd poskytuje vysokou citlivost
analyz a zaroven umoznuje piimé stanoveni z povrchli za atmosférického tlaku S minimalni
upravou vzorku. Dal§i vyhodou téchto technik je detekce malého mnozstvi analytu
V komplexni matrici po minimalni nebo Zadné tpravé vzorku. U téchto technik dochazi
k uvolnéni analytu z kondenzované faze (desorpce z povrchu, extrakce z kapaliny) a soucasné
nebo nasledné ionizaci. To vSe probiha mimo vakuovanou ¢ast hmotnostniho spektrometru
za atmosférickych podminek.* ®

Prvni publikace o ambientnich technikach pochazi zroku 2004 a je spojena
se zavedenim desorpéniho elektrospreje (DESI).* O rok pozd&ji nasleduje dal§i ambientni
technika DART neboli ,,pfima analyza vrealném &ase“.® V poslednich letech dochazi
k rychlému rozvoji novych ambientnich technik. Kombinuji se rtizné zplisoby desorpce
(pfenos hybnosti, rozpousténi se do odrazejicich se kapek a teplotni desorpce) s ionizaci
pomoci elektrospreje, s chemickou ionizaci a fotoionizaci za atmosférického tlaku.* ® Existuje
pies 30 ambientnich technik a nasledné se prace bude vénovat nékterym z nich.

Pomoci ambientnich technik mohou byt analyzovdny rtzné typy vzorkii napf.
biologické, farmaceutické, forenzni, vzorky Zivotniho prostiedi i potravin. V poslednich
letech se vyzkum ambientnich technik mimo jiné zamé&fuje na jejich vyuziti pro forenzni
ucely. Byly testovany pro analyzu vybus$nin, k uréeni slozeni pad€lanych farmaceutickych
léc¢iv, k detekci drog v biologickych tekutinach (v moc¢i, Vv plazmé), dale jako zobrazovaci

techniky p¥i ovéfeni pravosti dokumentu i k analyze otisku prsti.°



2.2.1. Desorp¢ni elektrosprej — DESI

Jedna se o relativné novou ioniza¢ni techniku, kterd byla prvné prezentovana v roce
2004 Robertem G. Cooksem a jeho spolupracovniky z Purdue university.*

Metoda DESI (desorption electrospray ionization) je zalozena na desorpci a ionizaci
latek pomoci sprejovaci techniky ESI. Analyzovany vzorek se nachazi v pevném stavu
pod vhodnym uhlem ke sprejovaci kapilare a ke vstupu hmotnostniho spektrometru. Princip
desorp¢niho elektrospreje je znazornén na obr. 2. Prvné dochazi k rozprasovani sprejovaci
kapaliny pomoci vysokého napéti. Nabité kapicky sprejovaci kapaliny dopadaji na povrch
analyzovaného vzorku a dochazi k desorpci iontit ze vzorku. Uvolnéné ionty jsou vedeny

do vakuované &asti hmotnostniho analyzatoru.”®

zdroj vysokého napéti

rozpoustédlo
N N
\\ zmlZovaci kapilira )
& w
5
sprejovacit prowd plyni desorbované
kapilara / ionty

DESI tercik
Obr. 2. Princip desorp¢niho elektrospreje.

Technika desorp¢niho elektrospreje umoziuje analyzovat Sirokou Skalu sloucenin
Z raznych povrchi. Pomoci DESI jsou analyzovany polarni i iontové latky s Sirokym
rozsahem molekulovych hmotnosti az po proteiny. Své uplatnéni DESI nachazi
pfi monitorovani vybusnin, drog, 1€kii, pti analyzach z klize, pfi zobrazovani hmotnostni

spektrometrii aj.”®

Mechanismus ionizace DESI &°

Pfi ionizaci se neuplatiiuje jen jeden mechanismus. Mezi mechanismy povaZované
za hlavni, patii ionizace nabitou kapkou a ionizace pomoci pienosu naboje. Ktery
mechanismus prevazi, zavisi na vice faktorech napf. na sloZeni sprejovaci kapaliny, druhu

analyzované latky, geometrii pfistroje.



lonizace nabitou kapkou

Ze sprejovaci kapilary dopadaji na povrch vzorku nabité kapky. Kapky ,.sbiraji*
molekuly analytu z povrchu a analogickym procesem jako u elektrospreje dochazi k nabiti
analytu a uvolnéni ionti do plynné faze. Tyto nabit¢ molekuly analytu putuji ptes vstup

do vakuované ¢asti hmotnostniho spektrometru.

lonizace pomoci prenosu naboje

Mechanismus ionizace je zalozen na pienosu naboje mezi ionty rozpoustédla
a molekulami analytu na povrchu, mezi ionty v plynné fazi a molekulami analytu na povrchu,

mezi ionty a molekulami analytu v plynné fazi.

2.2.2. Piima analyza v redlném case — DART

lontovy zdroj DART (direct analysis in real time), ktery byl popsan v roce 2005
Larameem a Codym,* umoZiiuje provadst analyzy plynd, kapalin a pevnych latek
za atmosférického tlaku.

Vzorek je umistén v prostoru pied vstupem do vakuované ¢asti hmotnostniho
analyzatoru, jak je znazornéno na obr. 3. Do iontového zdroje je pfivadén plyn nejcastéji
helium, dusik, neon (pritok plynu 1,5 — 3 1 za min.), ktery dal postupuje do vybojové komory
s jehlovou elektrodou. Na elektrodu se vklada vysoké napéti (3 — 5 kV), v jehoz dusledku
dojde k doutnavému vyboji a k ionizaci plynu, ale také ke vzniku nenabitych metastabilnich
castic plynu. Poté dochazi prostiednictvim série elektrod k odchyleni nabitych castic.

Nasledné jen nenabité metastabilni &4stice interaguji s analyzovanou latkou.'% **

elektrody oh¥ivac plynu

Jehlovi (:Iektrmla ¢ A] ¢ elektroda vstup do MS
O+ 0 \Y
plyn J— N: doutnavy i AT
— vybaj e pouze metastabilni ¢astice vzorek

Obr. 3. Schéma iontového zdroje DART.

Mechanismy ionizace DART

Uplatiiuje se n€kolik ionizacnich mechanismi, které zavisi na polarité¢ a reaktivité
plynu, protonové afinité a ioniza¢ni energii analytu, ptitomnosti aditiv a dopantu (amoniaku,

chloridu).*



V pozitivnim modu

Penningova ionizace — pii které dochazi k ptenosu energie z excitovaného plynu (M*)

ionizace je kation — radikal a elektron.
M*+S—S"+M+e

Tento mechanismus ionizace je dominantni pifi pouziti dusiku ¢i neonu. V piipadé
pouziti helia dochazi k reakci metastabilnich atomt helia s vodou z atmosféry za vzniku

vodnych klastrti, které mohou nasledné protonizovat molekuly analytu.lo‘ 1

V negativnim modu

Uplatiiuji se ruizné mechanismy, pii nichZ jsou produkovany elektrony Penningovou

ionizaci nebo pomoci povrchové Penningové ionizace.
M* + povrch — M + povrch” + e’

Dochazi ke kolizim elektronii s plynem za atmosférického tlaku.

e_rychlé + plyn - e_pomalé

Po zpomaleni elektroni dochazi k jejich zachytu kyslikem. Vznikly aniont kysliku

reaguje s analytem za tvorby aniontu.

e_pomalé +0;— 02

DART poskytuje pomérné jednoducha spektra, pro ktera jsou Vv pozitivnim moédu
charakteristické ionty M* a/nebo [M+H]" a v negativnim médu M~ nebo [M-H]. DART
spektra jsou podobnd spektriim ziskanych DESI analyzou, ale nevyskytuji se zde vicenasobn¢
nabité ionty. Tudiz i rozsah analytii z hlediska jejich molekulové hmotnosti, které 1ze sledovat

pomoci DART je mensi.*!

2.2.3. Desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku — DAPCI

Technika desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (desorption
atmospheric pressure chemical ionization) byla popsana vroce 2005 a spojuje vyhody
desorpéni techniky s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Umoziuje rychlou

a citlivou detekci stopového mnozstvi analytl ve slozitych matricich. Pfed analyzou neni



nutna preduprava vzorku. Je vhodné pro polarni a méné polarni latky pevné povahy vcetné
praska.?
U DAPCI (obr. 4) proud plynu a zmlzené kapaliny zajistuje desorpci latek, zdrojem

energie pro ionizaci je koronovy vyboj.

zdroj vysokého napéti

kapildra

vstup do MS
vzorek

kapalina ——> [
e ¥y -
l

|

I

| |
| |
I dridk vzorku :
I

| |
| |

— 5-50 mm —

Obr. 4. Iontovy zdroj DAPCI.

K chemické ionizaci se vyuziva jako reakcni ¢inidlo ,,0kolni vzduch®, ktery obsahuje
okolo 45 — 60% vzdus$né vlhkosti a susici plyn (dusik). V pozitivnim médu jsou generovany
primarni ionty HsO" a v negativnim moédu vznikaji H,O*OH". Podet vytvoienych ionti je
srovnatelny S poctem iontl vznikajicich pii chemické ionizaci za atmosférického tlaku.

Primarni ionty dopadaji pfimo na povrch vzorku a vznikajici ionty analytu jsou sméfovany

do vakuované ¢asti hmotnostniho analyzétoru.lz’ 13

Mechanismus ionizace DAPCI

Mechanismus tvorby primarnich iontu v pozitivnim modu
Ny +e — Ny* +2¢

No™ + 2Nz — Ng7+ Ny

Ns" + H0 -H,O™" + 2N,

H20'+ + H,0 — H30+ +HO™

Mechanismus interakce primarnich ionti s analytem na daném povrchu

M+ H30" — M+ H]+ + H,O



2.2.4. Desorpéni fotoionizace za atmosférického tlaku — DAPPI

DAPPI (desorption atmospheric pressure photoionization), dalsi ambientni ioniza¢ni
technika vhodna k rychlé analyze slouCenin o rizné polarité byla ptfedstavena v roce 2007
Markusem Haapalou a kolektivem. Ve srovnani s desorpénim elektrosprejem je tato metoda
vice citliva pro analyzu méné polarnich a neutrdlnich analytd. Umoziuje pfimo sledovat
i nepolarni slougeniny.™

DAPPI technika (obr. 5) je zaloZena na teplotni desorpci analytti z povrchu a nasledné
fotoionizaci za atmosférického tlaku. Rozpoustédlo S nizkou ionizacni energii napi. toluen
a dusik jsou ptivadény do vyhtivaného mikrocCipu a nasledné dochdzi ke sprejovani na povrch,
ze kterého jsou uvoliovany molekuly analyzované latky. Z Kryptonové vybojky jsou
emitovany fotony o energii 10 eV, které ionizuji rozpoustédlo. Nasledné dochazi k ionizaci
analytii pomoci reakci v plynné fazi.** 1

Povrchy, na kterych jsou naneseny vzorky, mohou byt z rliznych materiali s riiznou
tepelnou vodivosti napf. polymethylmetakrylat (PMMA), polytetraflourethylen (PTFE,
teflon), alobal (hlinikové folie). Materialy s nizkou tepelnou vodivosti napt. PMMA a teflon
jsou nejlepsi, protoze umoznuji lokdlni vytdpéni plochy vzorku. Bylo zjisténo, ze tato
skute¢nost mé zasadni vyznam pro efektivni desorpei analytu.** !

Volba sprejovaci kapaliny zavisi na druhu analyzované latky. Anisol a toluen jsou
nejvhodnéj§i sprejovaci kapaliny pii analyze nepoldrnich sloucenin napf. antracen,
benzo[b]pyren v pozitivnim moédu, protoze podporuji tvorbu M" iontd. Naopak aceton je

optimalni sprejovaci kapalina pro polarni latky napt. MDMA, testosteron a verapamil.

Ve spektru vidime intenzivni [M+H]" pik analytu.*’

<—UV lampa

susici plyn

y

~

vyhiivany mikrocip

vstup do MS

podloZka vzorku

Obr. 5. lontovy zdroj DAPPI.



Mechanismy ionizace DAPPI*’

Po teplotni desorpci analytd zpovrchu dochazi kionizaci v plynné fazi

prostfednictvim podobnych reakei jako u APPI (fotoionizace za atmosférického tlaku).

Fotoionizace sprejovaného rozpoustédla

S (rozpoustédlo) + hv — S™ + ¢’

Vyména naboje mezi rozpoustédlem a analytem: jestlize IE (M) < IE (S)

S"+ M (analyt) —» M" + S

Prenos protonu z rozpoustédla na molekulu analytu

S"+M — [M+H]" + [S-H]

2.2.5. Nanoelektrosprej — NanoESI

Nanoelektrosprej (nanoelectrospray) nepatii mezi ambientni ioniza¢ni techniky, ale
taktéz jako u ambientnich technik nemusi byt nutna slozita tprava vzorku. Princip ioniza¢ni
techniky nanoESI (obr. 6) je podobny technice ESI.

Sprejovaci kapilara, na kterou se vklada sprejovaci napéti, je naplnénd metenou latkou
(vzorkem). Na konci této kapilary vznikaji nabité kapky, které se nasledné za¢nou zmensovat
v disledku jejich opakovaného rozpadu. Z téchto malych vysoce nabitych kapek jsou poté
uvoliiovany ionty, které jsou vedeny do vstupu vakuované ¢asti hmotnostniho analyzatoru.

Iontovy zdroj nanoESI ve srovnani s elektrosprejem je tolerantnéjsi k zasoleni vzorku,
jelikoz primarni nabité kapky vznikajici u nanoESI jsou mensi, v disledku toho se ménékrat
uplatiiuje Coulombicka exploze a dochazi tak k menSimu zakoncentrovani soli v povrchu

v

kapky. Dalsi vyhody nanoESI jsou napf. mensi spotieba vzorku, efektivnéjsi ionizace a tim

Cxr i1 “ it 18,19
vyssi citlivost a lep$i pomér signal/Sum.
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rozpoustédlo

vstup do MS
l“ — zdroj vysokého napéti

/

nano-ESI kapilira

Obr. 6. Iontovy zdroj nanoESI.

2.2.6. Desorpcni nanoelektrosprej — NanoDESI

Jedna se o konstrukéni variantu DESI, ktera byla vyvinuta na nasem pracovisti.
Princip desorp¢niho nanoelektrospreje (desorption nanoelectrospray) (obr. 7) nevychazi
z elektrospreje (ESI), jak je uvedeno u DESI, ale z nanoelektrospreje (nanoESI) popsaného
v piedchozi kapitole. Diky této modifikaci, ktera umoziuje pracovat pfi nizSich prutocich

sprejované kapaliny, se sniZuje rozmyvani analytu a spotieba vzorku.? 2122

rozpoustédlo

’—' t— zdroj vysokého napéti

vstup do MS

nano-ESI kapilira

Obr. 7. Tontovy zdroj nanoDESI.
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2.3. Ambientni techniky ve forenznich védach

Ambientni techniky nachdzeji své uplatnéni také ve spojeni s forenzni chemii.
Vyuzivaji se K analyzam toxickych latek, chemickych bojovych latek, k uréeni chemického
slozeni padélanych farmaceutik, k detekci drog a jejich metabolitti v biologickych tekutinach
(mo¢, plazma) narkomand, k detekci vybu$nin na urovni nanogramt. Ambientni techniky
se pouzivaji také pti zobrazovacich analyzach vyuzivanych pii ovétfovani dokumentii a rovnéz

v ’ 10 o - ov 2
pi analyzach z otiskd prsti & z kize.” ®

2.3.1. Analyza nelegilnich drog a padélanych lé¢iv

Ambientni hmotnostni spektrometrie umoziuje diky vysoké propustnosti piimou
analyzu léCiva (drog) v tabletach, gelech, nebo rostlinnych materidlech.® Informace ziskané
pomoci ambientnich technik mohou casto pomoci policii pii identifikaci ptivodu, uCinkl
a zdroje drogy. Rychlé a snadné analyzy umozni detekovat G¢innou latku, stanovit jeji
koncentraci 1 identifikovat jiné komponenty (ptisady) v droze.®

Pomoci desorpcniho elektrospreje byl analyzovan rostlinny material konopi setého.
Spektra analyzovanych usuSenych listkii marihuany poskytovala hlavni molekularni pik
pii m/z 315. Tento pik mulze predstavovat protonovanou molekulu delta — 9 -
tetrahydrokanabinolu, kanabidiolu, nebo kanabichromenu.?® Strukturni vzorce uvedenych

latek jsou znadzornény na obr. 8.

HO CH,
HsC O

3) HaC  CH,
HO CH,
(e}
H,C
> CH
C) H3C 3

Obr. 8. a) delta — 9 — tetrahydrokanabinol, b) kanabidiol, ¢) kanabichromen
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Na zékladé¢ znamé skuteCnosti o slozeni konopi je koncentrace delta — 9 —
tetrahydrokanabinolu v listcich konopi vyrazné vyssi a piedpoklada se, ze pik m/z 315
predstavuje pfedevsim tuto halucinogenni slozku. Ve spektru (obr. 9) se nachazely i dalsi piky
o nizsich intenzitach pii m/z 311, 327, 341 a 359.%

315.1
1005
ik v
80 -0- idi i
é E Delta-9-THC / Cannabidiol / Cannabichromene Cannabis
_§ 60 Full-Scan
< 7 Cannabinol
2 407
T ] 316.1
© 20 3111 | 39071
o m ’ 358.9
0_ l | I I | L L L
| ) ] el B Rz o (RSl T P Rt st s Pt Jo Ressa) i Eeed el N vt [P |
100 150 200 250 300 350 400
m/z

Obr. 9. DESI — hmotnostni spektrum listkii konopi (pfevzato z cit.?*)

Produkty konopi setého se také analyzovaly technikou DAPPI. K analyzam kvéth
marihuany se pouzil toluen nebo aceton jako dopant, ktery se podili na zprostiedkovani
ionizace analytu. Za pouziti toluenu byly ve spektru pozorovany piky m/z 314 a 315, zatimco
pii stejné analyze za pouziti acetonu spektra poskytovala jen pik pii m/z 315 (obr. 10).
Pozorované rozdily souvisi mimo jiné s rozdilnou protonovou afinitou téchto dopantti. DAPPI
spektra ziskana pii pouziti acetonu se podobala DESI spektrim z ptedchozi publikace.'® P¥i
analyzach pryskyfice (hasiSe) za pouziti toluenu se vyskytly ve spektru navic piky m/z 310 a
311 a pfi pouziti acetonu jen pik m/z 311 (obr. 11). Byly také provedeny analyzy MS/MS,
které potvrdily, ze se jedna o kation — radikal (m/z 310) a protonovanou molekulu (m/z 311)

kannabinolu.*®
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314,315

(a)
346
PO Wl . IUJI.lﬁafl 7 _
m/z
315
(b)
] 1 1 1 I I ]
m/z

Obr. 10. DAPPI spektra suchych listki marihuany a) toluen, b) aceton. (pfevzato

z cit.™)

: 315
(a)
310
* 311
; I3 331
295 ﬂ ,|M J334
batordebepbbpte r'l\.n elosnat .{‘A’. .‘\H"W‘%"“".M.' l"‘VLA W) SV VeI
m/z
315
(b)
311 |
| 331
287 o | |
m/z

Obr. 11. DAPPI spektra hasie a) toluen, b) aceton. (pfevzato z cit.™)

Ambientni techniky jsou vyuzivany nejen k piimé analyze z rostlinného materialu, ale
uUmozhuji analyzovat i tablety drog. loniza¢ni technika DESI byla pouzita k analyze
nelegalnich tablet extdze, které obsahuji G¢innou laitku MDMA o0 relativni molekulové
hmotnosti 193. Analyze bylo podrobeno 5 tablet, ptfiCemz vSechna spektra téchto tablet
obsahovala pik m/z 194 predstavujici protonovanou molekulu MDMA (obr.13). Dale piky o

niz§i intenzité napf. pik p¥i m/z 150 odpovidajici protonované molekule MA.** Strukturni

vzorce MDMA a MA jsou znazornény na obr.12.
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o CH,
< m
o |
CHj,

MDMA (3, 4 — methylendioxy — N — methylamfetamin)

MA: (N — methylamfetamin)

Obr. 12. Strukturni vzorce MDMA a MA.

Sdanymi vzorky byly provedeny nezavislé analyzy pomoci infracervené
spektrometrie a vysokoucinné kapalinové chromatografie, které ziskana data z analyz
hmotnostni spektrometrii potvrdila a umoznila kvantifikovat. Zjisténé obsahy hydrochloridu
MDMA byly 57 mg v tableté a hydrochloridu MA 9,5 mg v tablet&.?* Zabavené tablety extaze
byly podobné analyzovany pomoci DAPPI. | v téchto spektrech byl pozorovan pik m/z 194

pii pouziti jak toluenu (obr.14) tak acetonu. Spektra jsou témét shodna s pfedchozimi DESI

spektry.
100 194.0 100 193.9
0] ] ) ]
2 804 2 80
[ 7 (] ]
E Tablet 1 € T Tablet 2
5 607 g 5 607 e
2 2
2 o3 2 o
£ g
© 207 163.0 195.0 o 207 163.0 195.0
3 1500 T 3 1500|1640
o s s o 1 7 e e i P o e o e o 5 9 2 e
100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
m/z m/z

Obr. 13. Typicka DESI spektra vybranych dvou tablet MDMA. (pfevzato z cit.?*)
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: 194

Obr. 14. DAPPI spektrum tablet MDMA pii pouziti toluenu. (pievzato z cit.™)

Ionizaéni techniku DAPPI lIze dale pouzit k analyzam drog v praskové formé. Diive
se praSkové drogy typu kokainu, heroinu, amfetaminu analyzovaly po rozpusténi ve vhodném
rozpoustédle (obvykle voda/metanol). Kapky roztoku se nanesly na polymerni povrch, ktery
se nechal zaschnout a posléze analyzoval. V novéj$i publikaci bylo popsano nanaseni
praskové formy drog na oboustranné lepici pasky upevnéné na sklenéném mikroskopickém
sklicku. Nadmérné mnozstvi prasku se z pasek odstranilo a nasledné se sklicka se vzorky
analyzovala DAPPI technikou. Novy zpusob vzorkovani je rychlej$i, jednodussi,
bez pamétovych efektii. Paska nezplsobovala v DAPPI spektrech Z4dné vyznamné piky
pozadi. Touto technikou se analyzoval zabaveny bily prasek obsahujici beta — keto — MDMA
a MDPV (3,4 — methylendioxypyrovaleron) latky, které jsou fazeny do skupiny ,, new
designer drog. V DAPPI spektrech byly pozorovany piky ionti protonovanych molekul
pfi m/z 208 a 276 odpovidajici beta — keto —- MDMA a MDPV (obr.15).

Intens .
x107 ] MDPV [M+H]*
- 276

1.0+ 112
183

bk-MDMA
[M+H]*
208 559

156 472 L ‘ 294
[ s ] ) Lot o ) . A el W A
| 1 1 | I 1 1 T T 1 1

| | Y | | ' | ! |
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Obr. 15. DAPPI spektrum beta — keto — MDMA a MDPV za pouziti toluenu.

(pievzato z Cit.”®)
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DAPPI technikou byly dale analyzovany savé papiry napusténé danou drogou napf.
psychedelickou drogou diethylamid kyseliny lysergové tzv. LSD nebo psychedelickou
halucinogenni drogou bromo — DragonFly tzv. ABDEF, jejichz strukturni vzorce jsou

zobrazeny na obr. 16.

Obr. 16. Strukturni vzorce a) LSD, b) ABDF.

DAPPI spektra LSD (obr. 17) pii pouziti toluenu obsahovala pik molekularniho iontu
m/z 323 i pik protonované molekuly m/z 324 o téméf shodné intenzité, zatimco pii pouziti
acetonu byl ve spektru pouze pik protonované molekuly m/z 324. Spektra LSD pii pouziti
acetonu se podobala diive publikovanym spektrim LSD pomoci MALDI za atmosférického

tlaku.®®

323

(a) 324
| 256 | 391
] 284 301 ‘ 339355 371 | ,
ottt bl 2, o ot o A MO b Y b L itk I il
m/z
324
(b)
j 371
]
i 91
282 JIL 3 ]
i? b «\lJA@aA . otiench Ao PR SRS A ; R / . le
m/z

Obr. 17. DAPPI spektra savych papirki obsahujicich LSD; pouzité rozpoustédlo

a) toluen, b) aceton. (pievzato z cit.'®)
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Ambientni techniky jsou vhodné nejen pii analyzach drog ve formé rostlinného
materialu, tablet, prasku, ale dovoluji i rychlou identifikaci drogy v biologickych tekutinach
napt. v moc¢i. Pfed samotnou analyzou takového typu vzorku je vétSinou nutné provést ipravu
dané¢ho vzorku. NejCastéji se provadi extrakce. Naptiklad byl vyuzit desorpéni elektrosprej
ke screeningu moc¢i ziskanych od drogové zavislych. Screeningové testy se provadély na latky
typu opiatl, kanabinoidl, amfetamind a benzodiazepint. Vysledky ziskané pomoci techniky
DESI byly srovnatelné s vysledky GC analyz. Vyhodou DESI techniky byla nejen rychlost
jednotlivych analyz, ale také vysoka citlivost, ktera umoZnovala analyzovat vzorky i po 100
nasobném ziredéni. Také selektivitu desorpcéniho elektrospreje lze optimalizovat podle typu
analyzované latky pomoci zmény sloZeni sprejovaci kapaliny. Napi. ke zvySeni signalu
polarni latky typu benzodiazepinu dochazi pii pouziti vodné sprejovaci kapaliny. Naopak
pro malo polarni latky typu kodein, morfin je vhodné zvySit obsah organickych latek
ve sprejovaci kapalin€. Pomoci analyz GC — MS byly ziskany koncentrace analyth
v jednotlivych vzorcich, ktera se pohybovaly v rozsahu 270 — 22000 ng/ml.?

Ambientni techniky jsou efektivni pfi rychlé identifikaci drog v riznych formach
1 matricich, avSak na druhou stranu kvantifikace pomoci téchto technik je obtiznéjsi, protoze
vyzaduje pouziti deuterovanych (znacenych) standardii, a proto se cCasto ke stanoveni
mnozstvi uc¢inné latky ve vzorku vyuzivaji i jiné techniky napi. GC - MS.

Pomoci DESI se analyzovala mo¢ s piidavkem metamfetaminu o koncentraci
20 ug/ml. Za pouziti sprejovaci kapaliny (metanol : voda : kyselina octova, 1 : 1 : 0,005, v/v)
lze snadno metamfetaminy detekovat pikem m/z 150, jak jiz bylo uvedeno diive, tento pik
odpovida iontu protonované molekuly metamfetaminu. Ion m/z 150 podléha fragmentaci
na ionty m/z 119 a 91 odpovidajici ztrat¢ CHsNH, a C,H4. V DESI spektru (obr. 18) se dale
objevuji piky poukazujici na bohaté zastoupeni soli a mocCoviny ve vzorcich mo¢i, m/z 121
[2mocovina + H]*, m/z 143 [2mocovina + Na]*, m/z 159 [2mocovina + K]*. Vysok4 intenzita
signdlu iontu protonované molekuly metamfetaminu byla stabilni po dobu 14 minut, coz
poukazuje na vysokou toleranci DESI techniky k obsahu soli. Pti analyzach mo¢i s pfidavkem
metamfetaminu o koncentraci 1pg/ml byl signal potlacen, pravdépodobné v disledku obsahu
mocoviny. Pfi zvySeni obsahu kyseliny octové ve sprejovaci kapaliné 1ze opét pik m/z 150

ve spektru pozorovat.”’
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Obr. 18. DESI spektrum metamfetamint v mo&i (pfevzato z cit.?’)

Desorp¢ni elektrosprej se dale pouzil k rychlému screeningu moci s pridavkem drogy
clenbuterol. Pied samotnou analyzou se provedla extrakce na pevné fazi (SPE), aby
se minimalizoval vliv slozité matrice. Linearita se pohybovala v rozsahu 10 — 400 ng/ml
a limit detekce pro vzorek moci byl 2 ng/ml. Analyza jednoho vzorku moci s ptidavkem
clenbuterolu trvala necelé 4 minuty. Pomoci fragmentacnich spekter byly ziskany strukturni
informace, které potvrdily ptitomnost clenbuterolu.?

Kombinace reaktivniho desorpéniho elektrospreje s tandemovou hmotnostni
spektrometrii umoziuje rychly screening anabolickych steroidit v moci. Jedna se o latky,
které jsou ve sportu zakazany a kontrolovany pii antidopingové kontrole. Princip je zalozen
na pridavku hydroxylaminu jako ¢inidla do sprejovaci kapaliny, ktery pifi procesu ionizace
zacne reagovat s karbonylovou skupinou steroidu a vzniku oximu (obr. 19). Tato reakce je
velice efektivni pro selektivni ionizaci ketosteroidii. V kombinaci s mikroextrakci na pevné

fazi (SPME) Ize dosahnout limitu detekce 20 ng/ml.*°

" H2NOH Ry /OH
O
®
Ro R,  HN-OH R,
Production Oxime

Obr. 19. Schematicky zobrazuje vznik oximu. (pievzato z cit.”®)

Své uplatnéni nachazeji ambientni techniky 1 pfi kontrole pravosti 1ékd. Klasické

metody, které se k analyze padélanych 1éki pouzivaji, napt. kapalinova chromatografie
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S hmotnostnim spektrometrem, vyzaduji ¢asov€ naro¢nou piipravu vzorku pfed samotnou
analyzou.?

Pfi analyze tablet artesunatu, léku proti malarii, se zjistilo, ze z celkového poctu
52 analyzovanych tablet bylo 43 padélanych. K analyze byla vyuzita technika DART ve
spojeni s priletovym analyzatorem. Tablety artesunatu se analyzovaly jednak v negativnym
modu, kde byla detekovana deprotonovana molekula pfi m/z 382, tak v pozitivnim modu
s pfidavkem NHj, kdy vznikal amonny adukt [M+NH4]". Vysledky méfeni se potvrdily
kolorimetricky a pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci. Falesné tablety obsahovaly
pouze zlomek ucinné slozky, dale obsahovaly latky, které nebyly deklarovany a jiné pomocné
latky.?

Tablety Anadin extra obsahujici 45 mg kofeinu, 200 mg paracetamolu a 300 mg
kyseliny acetylsalicylové byly analyzovany pomoci ioniza¢nich technik DAPCI, DESI
a DART. Kazda obsaZend aktivni sloZka poskytovala ve spektrech DAPCI a DESI pik
protonované molekuly (paracetamol m/z 152, kyselina acetylsalicylova m/z 181 a kofein m/z
195). V DART spektru pik protonované molekuly kyseliny acetylsalicylové chybél. Ton m/z
198 ve spektrech DAPCI a DESI predstavuje adukt [M+NH4]" kyseliny acetylsalicylové a pik
m/z 203 v DESI spektru adukt [M+Na]* kyseliny acetylsalicylové.’

Ze spekter uvedenych na obr. 20 je ziejmé, Ze relativni pomér intenzit analytu je

pii pouziti riznych ioniza¢nich technik rozdilny, coZ poukazuje na odlisnou selektivitu

danych technik.
[M+H]" M+HT"
(A) 100, 9507, (B) 100 195.09
[M+H]* 163.04 | 198.07
{ \‘1‘57 o7| _—— | 121.03
[ 121.02 ¥ { 163.04
% ‘ %] [M+H]*
‘ [M+H]* [ 152.07) | p—
181,04 ' msHy | | 2230
| | 181.04||
| ok |
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Obr. 20. Analyza tablet Anadinu Extra a) DAPCI, b) DESI, ¢) DART. (pfevzato

z cit.”)
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Tablety Solpadeine Max s G¢innymi latkami paracetamol a kodein s obsahem 500 mg
a 12,8 mg byly rovnéz analyzovany vySe uvedenymi technikami. Ve spektrech DAPCI
a DART se vyskytoval jako hlavni pik protonovany paracetamol (m/z 152), kdezto ve spektru
DESI pik nejvétsi intenzity byl pti m/z 303 odpovidajici protonovanému dimeru paracetamolu
(obr. 21).

MH]" [2M+H]
(A) 100 162.05 (B) 100 303.12
[M+H]*
[M+H]* 152.06 [M+H]*
%) 153.08 % 300.16
‘ ( [2M+H]*
. 303.14 304.13
A
o MRS L g | % Ovs—
80 100 180 200 260 300 350 E 50 100 150 200 250 300 350
Intensity 152.1 .
(C) 4s87s0 [M+H]
[M+H]*

300.1

— LM

100 150 200 250 300 miz

Obr. 21. Spektra tablet Solpadeine Max a) DAPCI, b) DESI, ¢) DART. (pfevzato

z cit.”)

Ambientni ioniza¢ni techniky se dale vyuzivaly Krychlé identifikaci metaboliti
ibuprofenu v lidské mo¢i. Detekovat metabolity 1é¢iv v mo¢i je naro¢né vzhledem Kk nizké
koncentraci metaboliti a naopak vysoké koncentraci endogennich latek. Jsou znamy tfi
metabolity hydroxy — ibuprofen, karboxy — ibuprofen a ibuprofenglukuronid. Vzorek lidské
moci byl ziskan po 60 minutach od uziti 2 tablet ibuprofenu se 400 mg ucinné slozky. Vzorek
s pridavkem interniho standardu ibuprofenu se absorboval na filtracni papir, ktery se nasledn¢
analyzoval ioniza¢ni technikou DAPCI v negativnim moédu. Ve spektru (obr. 22) byly
pozorovany piky — deprotonované molekuly ibuprofenu (m/z 205) a metabolitd hydroxy —
ibuprofenu (m/z 221), karboxy — ibuprofenu (m/z 235). Pik hydroxy — ibuprofenu byl
intenzivngjsi nez pik karboxy — ibuprofenu. Tteti metabolit ibuprofenglukuronid detekovan

nebyl.’

21



100; 212.0738

%
2211163

2051229 213.0777

ol Lol L P M BRI b L [
200 210 220 230 240

miz

Obr. 22. DAPCI spektrum vzorku mo&i po uZiti tablet ibuprofenu. (pfevzato z cit.”)

NanoDESI zkonstruované na nasi katedie bylo uspésné pouzito v kombinaci
s kinetickou metodou ke screeningu chiralnich 1é¢iv v riznych matricich (krev, farmaceutika).
Sledovany byly enantiomery dtlezitych farmaceutickych slouc¢enin — dihydroxyfenylalanin
(DOPA), efedrin, ibuprofen. Princip je zaloZen na tvorbé trimernich klastri obecné —
[M(ref)2(A)-H]", kde M — piedstavuje kov (nejéastéji méd’), ref — opticky ¢&istou referenéni
latku, A — analyzovanou latku. Analyzovany vzorek Mukoseptonex ® E o objemu 10 pl byl
nanesen na vzorkovaci teréik a ponechan 2 minuty k zaschnuti. Poté se provedla analyza
s obsahem selektoru (ref + M) ve smési CH3OH : H,O (1 : 1) ve sprejovaci kapilafe, coz

umoznilo ur¢it pomér enantiomert efedrinu.”® Podobné byly analyzovany vzorky krve.?

2.3.2. Analyza vybuSnin

Hmotnostni spektrometrie v kombinaci s ambientnimi ioniza¢nimi technikami nachazi
své uplatnéni také v oblasti analyzy vybuSnin. Pomoci téchto technik lze detekovat stopova
mnozstvi vybusnin napi. TNT a RDX (obr. 23), PETN z riznych povrchi napt. z kovovych
povreh, papiru, cihly, kiize, oblegeni.® 23
Pomoci ambientni techniky DAPCI byly analyzovany vybuSniny 1, 3, 5 -

cyklotrimethylentrinitramin tzv. RDX a 2 — methyl — 1, 3, 5 — trinitrobenzen tzv. TNT.
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Obr. 23. Strukturni vzorce a) RDX, b) TNT.

Latky byly vneseny do ¢istého obleCeni a posléze analyzovany technikou DAPCI.
RDX byl detekovan v pozitivnim modu (obr. 24 a), kdy pii hodnotach m/z 223 byl pozorovan
pik protonované molekuly RDX. V tomto spektru se vyskytoval 1 pik hlavniho fragmentu
RDX pifi m/z 177, ktery odpovidd ztrat€ NO,. Lze dosahnout detekéniho limitu 50 fg
(S/N = 3) RDX pti analyzach z ¢istého obleceni. Druha z vybusnin (TNT) byla analyzovana
v médu negativnim (obr. 24 b), protoze ma nizkou protonovou afinitu. Pik m/z 226
disponoval mnohem vyssi intenzitou nez pik m/z 227, pravdépodobné =z duvodu
upiednostiiovani deprotonizace. Z fragmenta¢nich spekter je patrné, ze pik m/z 227 podléha
bohatsi fragmentaci nez pik m/z 226. Ve fragmenta¢nim spektru deprotonované molekuly
(m/z 226) jsou pozorovany piky 196 a 180 odpovidajici ztrat€ NO a NO,. Ve fragmenta¢nim
spektru anion radikalu (m/z 227), piky 197 a 212, odpovidaji ztraté NO a CHs.™ Je zfejmé, ze
¢ast intenzity iontu m/z 227 piedstavuje izotopicky pik 226.
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Obr. 24. DAPCI spektrum a) RDX, b) TNT naneseného na obleCeni. (pievzato
13
)

pa

o

Z cit.

Dalsi ambientni technika, kterd se vyuziva pii analyze vybuSnin je desorpcni

elektrosprej. Umoznuje detekovat stopova mnozstvi vybusnin z riznych povrchi napft. papiru,
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skla, plastu i ktize. Pomoci desorp¢niho elektrospreje se analyzovala smés Ctyi vybusnin —
RDX, HMX (cyklotetramethylentetranitramin), PETN (pentaerythrittetranitrat) a TNT (kazda
z nich v nanogramovém mnozstvi). Provadély se dva zpusoby naneseni smési — a) smés
vybusnin byla nanesena na horni vrstvu hustého krému, ktery se predtim aplikoval
na bavinény podklad, b) smés se prvné rozprosticla na bavinény podklad a posléze
zamaskovala vrstvou krému. V obou experimentech lze vybusninou smés detekovat, ale
V druhém piipadé nebyly vybusniny prokdzany ihned, nybrz az po ztenceni (spotiebovani)
vrstvy krému. %

Technikou DESI se uspésné detekovala vybusnina PETN o0 relativni molekulové
hmotnosti 316, ktera poskytovala v negativnim modu spektra obsahujici ionty [M — H]

a[M—NO3]"

2.3.3. Analyza potravin a potravinovych piimési

Dalsi rychle se rozvijejici oblasti, ve které se uplatiiuji ambientni techniky hmotnostni
spektrometrie, je analyza potravin.
Melamin (obr. 25) neboli 2,4,6 — triamino — 1,3,5 — triazin je organicka sloucenina,

ktera ve své struktufe obsahuje 66% dusiku.

NH,

N)\N
HzN)LNA

Obr. 25. Vzorec Melaminu.

NH,

Pouziva se pti vyrobé plastt, lepidel, umélych hnojiv atd. Jedna se o latku, ktera je Cas
od Casu nezdkonné pfiddvana do potravin, aby maskovala nedostatecny obsah proteini.
Pfitomnost melaminu v potravé mulze pro lidsky 1 zvifeci organismus piedstavovat riziko
onemocnéni 1 smrti. Bezpe¢né mnoZstvi melaminu v potravinach stanovené ,,US Food and
Drug Administration a EU je 2,5 mg/kg.*" Ioniza¢ni technika DART ve spojeni s TOF
detektorem byla Gspésné pouzita k pfimé detekci melaminu v zabaveném krmivu pro domaci
zvitata. Limit detekce melaminu v t&chto krmivech byl stanoven na 1 ppm.?® 3! Techniku
DART ve spojeni s TOF — MS lze dale pouzit pfi analyze nealkoholickych napoji. Tato

metoda umoziiuje zjistit obsah umélych sladidel, cukri a konzervant bez slozité ptipravy
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vzorku a chromatografické separace. Pfikladem je analyza nealkoholického napoje s obsahem
cukrti v negativnim médu, ve spektru Ize pozorovat pik kyseliny askorbové (m/z 175), hexosy
(m/z 179), kyseliny citronové (m/z 191) a pik disacharidu (m/z 341).%

V tad¢ potravinovych analyz se vyuzila také ioniza¢ni technika DAPCI. Pomoci této
techniky byl proveden rychly screening zkazeného rybiho masa, které se ponechalo po dobu
6 hodin pii pokojové teploté okolo 28 °C. Ve spektru (obr. 26) lze sledovat piky
protonovanych molekul dvou znamych latek charakterizujici zkazené maso — putrescin (m/z
89) a kadaverin (m/z 103). Latky byly identifikovany kolizi indukovanou disociaci (CID), kde

r 54 . . o r l
u obou dochézelo ke ztraté amoniaku a methylaminu z pivodniho prekurzoru.*®
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Obr. 26. DAPCI spektrum zkaZeného rybiho masa (pfevzato z cit.™)

Uvedenou ioniza¢ni technikou se dale detekovala stopova mnozstvi piimési
v raj¢atové omacce. Typickym zakdzanym aditivem do omacek je v mnoha zemich sudan I,
I, I, 1V z divodi mozné karcinogenity. Piipravilo se 10 pl roztoku smési sudani, ve které
bylo obsazeno 10 pg sudanu I, IV a 5 pg sudanu II, III. Tato smés vytvofila skvrnu (kapku)
okolo 10 mm? na povrchu tomatové omacky (cca 2g). Detekovaly se protonované molekuly
jednotlivych sudani. Intenzity piki odpovidaly mnozstvi jednotlivych sudanii ve smési — piky
sudanli I a IV mély dvojniasobné vyssi intenzitu nez piky sudant II a III. Vysledky
DESI - MS.®

Samoziejmé aplikace smési sudanti na povrch vzorku rajéatové omacky neodpovida
realité. V redlném vzorku mize byt smés aditiv obsaZena vramci celého vzorku nejen
na povrchu.

K rychlé detekci stopového mnozstvi rezidui pesticidi a herbicidd se pouzila technika

DAPCI — MS. Piikladem je analyza atrazinu o relativni molekulové hmotnosti 215
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aplikovaného na povrch nezralé dyné. Ve spektru byl dominantni pik protonovaného atrazinu.

Detekce byla potvrzena kolizi indukovanou disociaci.'®

2.3.4. Analyza inkoustii, barev a pravosti dokumentt

Ovétovani pravosti dokumenti je rozhodujici pii uréovani skuteénosti u soudu. Casto
je vyzadovana analyza inkoustd (barev) pouzitych v dokumentech, coz dovoluje identifikovat,
zda nedoslo v dokumentu Kk néjakym zménam. Obvykle se analyzy, tykajici se uréovani
pravosti listiny, provadéji na ¢asti dokumentu (vyiezu). Prvnim krokem je extrakce inkoustu
(barvy) vhodnym organickym rozpoustédlem, nasleduje separace pomoci kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie.® Metody umoZijici zobrazovani povrchu
dokumentu se jevi jako vhodné alternativy, které jsou nejen rychlejs$i a s mensim rizikem
poskozeni originalniho dokumentu, ale také poskytuji pfesné detaily dokumentu.®

Modra barva obsazend v propisovacich tuzkdch pouZivdna na oby€ejném psacim
papiru se zkoumala pomoci techniky DESI bez ptedchozi ptipravy vzorku. Automaticky
posun vzorku dovoluje ziskat obraz dvourozmérné distribuce latek. Dilezitou roli v procesu
desorpce z papiru hraje rozpustnost analy‘[u.33 V jinych ptipadech se ziskaly stejnou ioniza¢ni
technikou 2D zobrazeni vzorkd riznych barevnych inkoustti nanesenych na fotografickém
papiru.34

Pomoci DART se analyzovalo 43 vzorkii riznych modrych a cernych naplni
do propisovacich tuzek, ¢ernych gelovych inkoustt aj. Ve spektru byly pozorovany zejména
piky protonovanych molekul. Vzhled spektra je ovliviiovan nejen barvivem, ale i pomocnymi

latkami obsaZenymi v naplnich.*®

2.3.5. Analyza kiiZe

DAPCI technika byla pouzita k ptimé detekci z ktize. Dimethyl — methylfosfonat
(DMMP — imitujici chemickou bojovou latku) byl nanesen na ptedlokti zdravého
pravidelného kuiaka (5 — 8 cigaret denn¢). Pokus simuloval zasazeni povrchu téla chemickou
bojovou latkou. DMMP (obr. 27) se uspésné potvrdil tiemi piky — m/z 125 predstavujici
protonovanou molekulu, m/z 111 odpovidajici aduktu vody a hlavniho fragmentu a m/z 147
byl ptipsan sodnému aduktu DMMP. Ve spektru byl pozorovan i pik protonovaného nikotinu
m/z 163.
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Obr. 27. DAPCI spektrum kize ruky pravidelného kutaka. (prevzato z cit.")

Tenkd vrstvicka gelu ibuprofenu se nanesla na lidsky prst. Poté se gel jemné
vmasiroval do ktze. Pomoci techniky DESI v negativnim moédu bylo po 20 minutach
od aplikace gelu zméfeno spektrum (obr. 28), které poskytovalo hlavni pik deprotonovaného
ibuprofenu m/z 205. Ve fragmentacnich spektrech ziskanych DAPCI technikou byl

pti m/z 161 pik odpovidajici ztraté CO, z deprotonované molekuly ibuprofenu.’

[M-H]
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o |
%0 100 0 200 250 00 3m0m”

Obr. 28. DESI spektrum gelu lbuprofenu v negativnim modu (pfevzato z cit.”)

Vybrané ptiklady dokumentuji Sirokou pouzitelnost ambientnich ionizacnich technik

ve forenznich védach.
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2.4. Opiaty

Opiaty jsou latky ptirozené¢ se vyskytujici v opiu (morfin, kodein) a latky
semisyntetické (heroin, hydromorfon, oxykodon). Pojem opioidy v sobé zahrnuje navic i latky
syntetické (metadon). Jedna se o drogy s narkotickymi ucinky k tiSeni bolesti. Na tyto latky
vznika psychickd i fyzickd zéavislost. Zpusobuji vykyvy nalad (euforie, zklidnéni), ttes,
nespavost atd.

Opium piedstavuje gumovou hmotu ze zaschlé §t'avy z nafiznutych nezralych makovic
maku setého (papaver somniferum album). Tato $t'ava obsahuje smés piiblizné 23 alkaloidd.
Utinnou latkou vétsiny piirodnich a semisyntetickych opiatd jsou alkaloidy morfin, jeho

derivaty nebo kodein.*® %

Morfium (morfin)

Morfin je hlavni pfirozeny alkaloid obsazeny v opiu, ktery tvofi pftiblizné 10%
hmotnosti opia. Morfium je spjato s némeckym lékarnikem F.W.A. Sertiinerem, kterému
se vroce 1804 podafilo izolovat ,,organickou bazi“ z opia. Z této baze o dva roky pozdé&ji
vyrobil Cistou morfinovou bazi. Od roku 1828 se zacalo s tovarni vyrobou morfia. Latka
ziskala nazev podle feckého boha snu a spanku Morphea. Morfium se vyuziva v 1ékafstvi jako
silné analgetikum (k tiSeni bolesti), ale také slouzi jako surovina k vyrobé dalSich opioidi

morfinového typu napt. kodein, diacetylmortfin (heroin).%’ 3

Kodein (methylmorfin)

Poprvé byl izolovan kolem roku 1832 jako necistota, kterd se vyskytovala ve varce
pii vyrobé morfinu. Nejcastéji se ziskdva methylaci morfinu, piestoze se vyskytuje v opiu

1 samostatné.

Heroin (diacetylmorfin)

Jedna se o polosynteticky opioid, ktery se vyrabi acetylaci morfinu. Poprvé byl heroin
syntetizovan v roce 1874. Posléze se zacal vyrabét jako znamenity prostiedek k uklidnéni.
Od roku 1925 se stala vyroba heroinu ilegalni a byl zafazen k tvrdym drogdm. Funguje

podobng jako morfin jen s tim rozdilem, e sta¢i mnohem mensi davka.***’
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Obr. 29. Struktury morfinu, kodeinu a heroinu.

2.4.1. Metabolismus opiati

Morfin je metabolizovan v jatrech glukuronidovou konjugaci za vzniku hlavniho
metabolitu inaktivniho morfinu — 3 — glukuronidu. Druhym dtilezitym metabolitem je aktivni
morfin — 6 — glukuronid. Morfin — 3 — glukuronid se vylucuje moci, zatimco druhy aktivni
metabolit v krvi zistava a zptsobuje analgetické t¢inky. Heroin nedisponuje biologickou
aktivitou, ale rychle se metabolizuje na 6 — acetylmorfin, ktery se posléze hydrolyzuje
V jatrech na morfin. Kodein se jen z ¢asti (ptiblizné 10%) pomalu pieménuje v jatrech

na morfin.*®

2.4.2. Predbézné metody pro detekci opiatu

Predbézné testovani hraje dilezitou roli ve forenzni toxikologii. Jednd
se o jednoduchd, robustni zafizeni, kterd obvykle funguji na principu dobie zndmych
barevnych reakci. Ukolem je vzorky selektovat, vybrat jen ty podezielé, které se podrobuji
dalSimu vySetfovani. Narcopouch® (ODV Inc., Paris, ME, USA) je sada barevnych testl
k detekci opiat, amfetaminti, kokainu, kanabinoidi atd. z pouli¢nich vzorku. Testy jsou
zaloZzeny na principu barevné reakce s n€kolika cCinidly napf. Marquisovych c¢inidlem,
Ehrlichovym c¢inidlem, Fast Blue B. Dalsim ptfikladem piedbézného testovani je sada
Herosol® (Mistral Detection Ltd., Jerusalem, Israel), jehoZ baleni obsahu specidlni testovaci
papirek a ¢inidlo k posttiku. Princip této detekce je zaloZen na otfeni podezielého povrchu
(napt. ktize) specidlnim papirkem, ktery je nasledné postiikdn Herosolem. Fialové zbarveni
indikuje pfitomnost heroinu. K pfedbéznému testovani se také pouzivaji imunochemické testy
Drug Wipe a Drug Wipe 1l (Securetec AG, Germany), které umoznuji detekovat zneuzivané
drogy zrtiznych povrchii napt. ze zavazadel, cestovniho pasu, penéz dokonce i z kize

a jazyku. Mohou byt pouzity k detekci drog ze slin & potu.*
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Metody predbézného testovani jsou pouzivany i k ovéfovani drog v biologickych
tekutinach (moc). VétsSina téchto testii je zalozena na imunologickém principu schopném
detekovat Sirokou skupinu zneuzivanych drog napf. benzodiazepiny, amfetaminy,
kanabinoidy, kokain, opiaty. Imunologické testy reaguji s celym (Sirokym) spektrem opiata,
nejsou natolik selektivni, aby rozeznaly morfin, jeho glukuronidy, kodein a dalsi
semisyntetické opiaty. Vyjimkou je CEDIA® 6 - AM test, ktery je selektivni
na 6 — acetylmorfin, jakoZto hlavni metabolit heroinu.*

Heroin je mozno analyzovat v mo¢i cca 48 — 96 hodin po davce ve formé
6 — monoacetylmorfinu. Nékolik hodin po poziti Ize analyzovat volny morfin a cca 24 — 48
hodin po aplikaci ve formé konjugati. Kodein lze analyzovat po cca 48 — 72 hodinach
od poziti. Pfi enzymaticko — imunologické analyze moci maji opidty mezni hodnota

300 ng/ml.*°

2.4.3. Analyza opiata

K analyzam heroinu a dalSich ptibuznych nelegélnich opiatu byl vyuzit uftady
experimentl systém tenkovrstevné chromatografie (TLC), kde se jako nejlepsi jevi systémy
chloroform : cyklohexan : diethylamin v poméru (8 : 10 : 3) nebo toluen : diethylamin
(85 : 15).*°

Klasickou metodou pouzivanou pii analyze opidti je plynova chromatografie, ale
opidty jsou cCasto také analyzovany pomoci kapalinové chromatografie 1 kapilarni
elektroforézy.*

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem umoziiuje nejen
dukaz pritomnosti cizich substanci v moc¢i, ale také jejich odliSeni. Pfi analyze moci pomoci

plynové chromatografie s hmotnostnim analyzatorem bylo dosazeno meze detekce opiatu

25 ng/ml.*

Metoda GC — MS byla pouzita ve forenzni toxikologické analyze k detekci
6 — acetylmorfinu vmoéi jakozto specifickému metabolitu heroinu. Prvné byl
6 — acetylmorfin izolovan alkalickou extrakci tuhou fazi (SPE) posléze nasledovala

derivatizace pomoci anhydridu pentafluoropropanového (PFPA) ¢inidla. Takto pfipraveny
vzorek byl analyzovan pomoci GC — MS, pii ¢emz bylo dosaZeno detekéniho limitu 2 pg/l.
Tento metabolit Ize izolovat z mo¢i i pomoci extrakce kapalina — kapalina s naslednou

derivatizaci (propionylaci) a detekci GC — El — MS s detekénim limitem 0,8 pg/l .*° Touto
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technikou byly analyzovany drogy i v krvi. Morfin lze izolovat z krve i plazmy extrakci
kapalina — kapalina pii pH = 9. Vzorek byl poté upraven derivatizacnim ¢inidlem PFPA
a analyzovan GC — El — MS. V krvi bylo dosazeno detek¢niho limitu 1 pg/l a v plazmé
0,2 pg/1.*®

Technikou LC — ESI — MS byly charakterizovany pouli¢ni vzorky heroinu.
Chromatograficka separace byla provedena na monolitické silikagelové koloné a mobilni fazi
s gradientem ACN : H,O o pritoku 5 ml/min. Jedna analyza trvala ptiblizné 5 minut. Byly
zaznamenany protonovan¢ molekularni ionty sedmi slozek pouliéniho heroinu. V prvni
minuté byl eluovan morfin (m/z 286), pifed druhou minutou kodein (m/z 300), nasledné
6 — acetylmorfin (m/z 328) a papaverin (m/z 340). Po tieti minuté Ize v chromatogramu
pozorovat pik heroinu (m/z 370), kolem 4 minuty acetylkodeinu (m/z 342) a noskapinu
(m/z 413). Jako osmy pik je pik interniho standardu. Limit detekce se pohybuje v rozsahu
0,25 — 1 ng mnozstvi davkované na kolonu.*®

Vyuzivaji se rtzné kombinace kapalinové chromatografie s dal§imi technikami
k detekci fady metabolitt opiati také v moci a krvi narkomand napi. RP — HPLC
s elektrochemickou nebo UV detekci po piredchozi extrakci vzorku, kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, LC — APCl — MS po piedchozi
extrakci tuhou fazi nebo LC — ESI — MS. Kapalinova chromatografie ve spojeni
s elektrosprejem a iontovou pasti slouzila k dopingové kontrole lidské moci na olympijskych
hrach v Aténach vroce 2004. Byly kontrolovany rtizné latky, mezi néz pattily i morfin
a morfinglukuronid. Diky vys$si polarité se v ¢ase 2,78 min. prvné eluoval morfinglukuronid
a poté v 5,63 minuté morfin. Z fragmentacnich spekter protonovaného morfinglukuronidu je
ziejmé, ze v prvnim kroku fragmentace dochazi ke ztraté glukuronové kyseliny za vzniku
protonovaného morfinu. Podle iontu m/z 201, ktery byl ve fragmenta¢nim spektru morfinu
nejintenzivnéjsi, byla provedena kvantifikace. Limit detekce morfinu a morfinglukuronidu byl
0,11 pg/l; 0,097 pg/l a limit kvantifikace byl stanoven na 0,36 pg/l u morfinu a 0,32 pg/l
u morfinglukuronidu. B&hem her nebyl zaznamenan 7adny pozitivni ptipad na tyto latky.**

Pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) lze separovat kyselé
a neutralni necCistoty z heroinu, které jsou posléze detekovany detektorem diodového pole
(DAD) nebo laserem indukovanou fluorescenci (LIF). Technika MEKC se jevi obzvlast
vhodna k analyze pouli¢nich drog, protoZe nevyzaduje naro¢nou piipravu vzorku a zaroven

poskytuje dobrou separaci. Kapilarni elektroforézou s UV detektorem byl stanoven morfin
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a morfin — 3 — glukuronid v mo¢i. Pred analyzou byly vzorky pouze filtrovany, okyseleny
na pH 2 — 3 a centrifugovany. Limit detekce morfinu byl 0,2 mg/l a morfinu — 3 — glukuronid
0,5 mg/l. Stejnou metodou za pouziti jiného detektoru — iontové pasti, 1ze docilit niz$iho
limitu detekce 10 pg/l*® Po slozit&jsi predapravé vzorkd lze detekéni limity dale sniZit.
Analyty ze vzorkd moci narkomand byly prvné extrahovany a separovany pomoci kapilarni
elektroforézy (CE) za pouziti B — cyklodextrinu. Nasledovala UV detekce pii 214 nm,

pfi které se dosahlo detekéniho limitu v rozsahu 10 — 20 ng/ml.*

2.4.4. Analyza opiatii pomoci ambientnich technik

K pfimym analyzam kostek opiatd byla vyuzita i ioniza¢ni technika DAPPI. Jako
sprejovaci kapalina byl pouzit aceton nebo toluen. V piitomnosti acetonu byly ve spektru
pozorovany piky protonovanych molekul morfinu m/z 286, kodeinu m/z 300, thebainu
(paramorfinu) m/z 312, noskapinu m/z 414, papaverinu m/z 340 a jinych aktivnich slozek
opia. V ptipad¢é pouziti toluenu jako sprejovaci kapaliny byl ve spektru pik protonované
molekuly i pik kation — radikalu u morfinu, kodeinu a thebainu v ostatnich pfipadech jen pik
protonované molekuly. 2

Pomoci technik DESI — MS a DAPPI — MS byly provadény experimenty, které
zkoumaly efekty rtznych matric (rozpoustédla, moci) pifi analyzach benzodiazepina
a opioidii. Citlivost detekce drog v rozpoustédle (jako matrici) byla u obou ioniza¢nich
technik stejna (limit detekce se pohyboval v rozmezi 0,05 — 6 pg/ml), ale klesla pii detekci
drog v moci. V¢&tsi roli hral matriéni efekt moc¢i u desorpéniho elektrospreje, coz ukazuje
na lepsi toleranci DAPPI k matricnim efektim. Ioniza¢ni technika DAPPI byla také vice
citliva pfi fragmentanich analyzdch v moci. Diky vysSi tolerantnosti k matrici a nizSim
detek¢nim limitdm drog v mo¢i byla metoda DAPPI — MS/MS pouzita ke screeningu
benzodiazepinii a opioidl. Bylo analyzovano pét skutecnym vzorkd moci ziskanych ze soudni
pitvy. Ziskané vysledky byly srovnany s validovanou metodou GC — MS. Navzdory dobré
tolerantnosti DAPPI techniky k matrici vzorky ne$lo analyzovat neupravené. I po piipravé
vzorkl vysledky ziskané DAPPI — MS byly o néco horsi ve srovnéni s vysledky GC — MS
nebo LC — MS, které mély vyssi citlivost, lepsi selektivitu a opakovatelnost.*?

Ackoliv ambientni techniky jsou silny a rychly nastroj k analyzam, v fad€ ptipada je

nutné pro dosazeni potiebnych vysledki mezni detekce provadét vhodnou tpravu vzorku.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje, chemikalie

K vlastnimu méfeni vzorkd opiatd byl pouzit hAmotnostni spektrometr LCQ DUO
(Thermo — Finnigan) s iontovym zdrojem ESI a nanoESI.

K pifipravé vzorki moci byl vyuzit pH — metr (Hanna instruments, Microprocessor),
centrifuga (Hettich Zentrifugen, Schoeller), vahy (Mettler Toledo). Extrakce tuhou fazi byla
provadéna pomoci pristroje Supelco Visiprep™ na SPE kolonkach Waters OASIS MCX
Cartridge. Vzorky byly nasledné vysuseny na vyhiivaném bloku EVATERM za pomoci
proudu dusiku.

Pouzité chemikalie: methanol HPLC grade (Fisher Chemical), amoniak p.a. > 25%
(Sigma Aldrich), octan amonny p.a. (Lachema), kyselina octova p.a. (Penta),
chlorid sodny p.a. (Lachema), hydroxid sodny p.a. (Lachema), hydroxid draselny p.a.
(Lachema), dihydrogenfosfore¢nan draselny 99,99% (Merck) a hydrogenfosfore¢nan draselny
99,99% (Merck), kyselina mravenci p.a. (Sigma Aldrich), chloroform p.a. (Lach — Ner s.r.0.)
a voda (upravena na piistroji (Direct — Q VV Millipore).

Standardy:

morfin 99,8% (1mg/ml) v 1 ml methanolu;

morfin — 34 — D — glukuronid 99,5% (1mg/ml) v 1 ml metanolu s 0,05% NaOH (w/v);

6 — acetylmorfin 99,6% (1mg/ml) v 1 ml acetonitrilu;

morfin — D3 99% (100ug/ml) v 1 ml metanolu;

morfin — 38 — D — glukuronid — D3 99,7% (100ug/ml) v 1 ml metanolu s 0,05% NaOH

(Wiv);

6 — acetylmorfin — D6 98,7% (1mg/ml) vl ml acetonitrilu (v§e Chromservis).

Dalsi vzorky morfinu a 6 — acetylmorfinu poskytnuty Ustavem soudniho 1ékai'stvi.

Protonované molekuly sledovanych latek poskytuji signal: m/z 286 = morfin,
m/z 289 = morfin — D3, m/z 462 = morfin — 38 — D — glukuronid, m/z 465 = morfin — 38 - D
— glukuronid — D3, m/z 328 = 6 — acetylmorfin, m/z 334 = 6 — acetylmorfin — D6.
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3.2.  Pracovni postup

3.2.1. Postup analyz na pristroji LCQ DUO hmotnostni analyzdtor

Roztoky opiatd byly davkovany mikrostiikackou Hamilton do iontového zdroje (ESI)
hmotnostniho spektrometru pratokem 5 pl/min.

Vzorky opiati analyzované pomoci nanoESI byly nabrany do sprejovaci kapilary,
ktera byla umisténa pied vyhfivanou kapilarou (vstup do vakuované c¢asti hmotnostniho
spektrometru).

Intenzity iontd byly méfeny jako primérné hodnota 50 skend.

3.2.2. Postup extrakce kapalina — kapalina

4,9 ml moci se smichalo s 50 ul standardu (1mg/ml) a s 50 ul CH30H : H,O (1 : 1).
Poté se provedly tfi typy extrakci kapalina — kapalina (viz tab. 1.), pfi kterych bylo vzdy vzato
k analyze 500 pl.

A) 500 pl zasobniho roztoku bylo okyseleno pomoci HCI : H,O (1 : 1) na pH = 3.
Nasledovaly dvé extrakce vzdy se 400 pl chloroformu. Oba chloroformoveé
extrakty byly spojeny. Poté se vzorek zalkalizoval pomoci NaOH na pH pfiblizné
9 a opét extrahoval dvakrat 400 pl chloroformu, extrakty byly taktéz spojeny.
Nasledné se extrakty vysuSily ve vyhiivaném bloku za pomoci proudu dusiku.
Odparky byly rozpustény ve 100 ul CH3OH : H,O (1 : 1).

B) 500 ul vzorku se extrahovalo opét dvakrat 400 pl chloroformu. Chloroformové
extrakty byly spojeny. Vzorek zalkalizovan pomoci NaOH (pH ~ 9) a extrahovan
dvakrat 400 pl chloroformu (extrakty spojeny). Poté se extrakty vysuSily
ve vyhifivaném bloku za pomoci proudu dusiku. Odparky byly rozpustény
ve 100 ul CH3OH : H,O (1: 1).

C) 500 pl vzorku se zalkalizovalo pomoci NaOH (pH ~ 9) a extrahovalo dvakrat
400 pl chloroformu (extrakty spojeny). Poté se extrakty vysuSily ve vyhfivaném
bloku pomoci proudu dusiku. Odparky byly rozpustény ve 100 pl CH3OH : H,O
(1:1).
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okyseleni

prvni extrakce extrakce extrakce -
alkalizace alkalizace Alkalizace
druhi extrakce extrakce extrakce Extrakce

Tab. I. Testované postupy extrakci kapalin — kapalina.

3.2.3. Postup extrakce tuhou fazi

4,9 ml moci se smichalo s 50 ul standardu (Img/ml) a s 50 ul CH3OH : H,O (1 : 1).
Poté byly 2 ml tohoto vzorku upraveny pomoci 10 M KOH na hodnotu pH 8 — 9. Po upraveé

se vzorek centrifugoval vzdy 7 minut pii 3000 ot/min.

KONDICIONACE

e 2 ml methanolu

e 2ml0,1 M fosfatového pufru (9,5 ml K;HPO,4 + 0,5 ml KH2PO,) upraveného

10 M KOH na hodnotu pH 8 - 9

e Aplikace vzorku, prutok 1 —2 ml/min.
PROMYTI

e 2 ml deionizované vody

e 2ml0,1 M acetatového pufru pH =4

e 2 ml methanolu — vysuseni sloupce vakuem (2 min.)
ELUCE

e 2 ml methanol/amoniak (98 : 2), prutok 1 —2 ml/min

e Eluat vysuSen pod dusikem pfi teploté max. 40°C
SPE byla provedena dvéma postupy. Prvnim vySe popsanym. Pfi druhém postupu

se vzorek upravil na hodnotu pH 8 — 9 pomoci NH4OH a pti kondicionaci byl fosfatovy pufr

nahrazen acetatovym pufrem upravenym NH4OH na hodnotu pH 8 — 9.
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3.3. Podminky ionizace opiati

Pro iontovy zdroj ESI bylo nastaveno sprejovaci napéti 5 kV a priutok vzorku 5 pl/min.
Pfi pouziti iontového zdroje ESI se pro dané latky naladila iontova optika a nasledné byly

testovany parametry uvedené nize (viz kapitola 4. 1.). Shrnuti ioniza¢nich podminek tab. Il.

Pritok zmlzovaciho plynu

50
(arb. unit) 55
Teplota vyhiivané kapilary
200°C 175°C
Napéti vstupu vyhiivané kapilary 9V 4V
Offset prstencové elektrody
20V 5V

(Tube Lens Offset)

Tab. Il. Shrnuti ioniza¢nich podminek ESI analyz.

Pro iontovy zdroj nanoESI se sprejovaci napéti pohybovalo vrozsahu 2,5 — 3 kV
(priCemz vétSina dat byla naméfena pii 3 kV). Napéti a teplota vstupu vyhiivané kapilary byly
nastaveny na 7 V a na 200°C, offset prstencové elektrody na hodnotu 15 V. Zmlzovaci plyn

se u ionizac¢ni techniky nanoESI nepouziva.
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4.  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Volba vhodnych podminek pro ionizaci vybranych opiata

Technikou ESI byl sledovan vliv teploty vyhfivané kapilary v rozsahu 175 — 250°C
pro morfin (10 mg/l) a v rozsahu 150 — 250°C pro morfin — 3 — D — glukuronid (10 mg/l).
Pti zvolené teploté, kdy pro danou latku byla dosahovana nejvyssi odezva, byl zoptimalizovan

pritok zmlZzovaciho plynu v rozsahu 40 — 60 arb. unit = arbitrary unit.
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Graf 1. Zavislost signalu iontu m/z 286 standardu morfinu (10 mg/l) na teploté

vyhiivané kapilary.
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Graf 2. Zavislost signalu iontu m/z 286 standardu morfinu (10 mg/l) na pritoku

zZmlzovaciho plynu.
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Graf 3. Zavislost signalu iontu m/z 462 standardu morfin — 3 — D — glukuronidu
(10 mg/1) na teploté vyhiivané kapilary.
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Graf. 4. Zavislost signalu iontu m/z 462 standardu morfin — 3 — D — glukuronidu

(10 mg/1) na pratoku zmlzovaciho plynu.

Na zakladé proméieni teploty vyhiivané kapilary a prutoku zmlzovaciho plynu byly
pro dalsi experimenty vybrany pro dané opiaty tyto podminky: morfin — 200°C, 50 abr. unit;
morfin — 3B — D — glukuronid — 175°C, 55 abr. unit. Je zfejmé, Zze zména teploty vyhifivané
kapilary ani pratoku zmlzovaciho plynu v hledaném intervalu (viz grafy 1 — 4) nehraje

pii méfeni zasadni roli. Zmény signalu jsou nepatrné.
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4.2. Fragmentacéni spektra standardi

Jednotlivé roztoky opiatti byly zfedény CH3OH : H,O (1 : 1) na koncentraci 2,5 mg/|
a nasledné analyzovany pomoci ESI a fragmentovany v iontové pasti (kolizni energie 30%),
(viz prilohy I). U zna¢eného 6 — acetylmorfinu — D6 byla ovétena fragmentace standardu
I po jeho ionizaci technikou nanoESI. Z vysledkt vyplyva, ze ioniza¢ni technika neovliviiuje

fragmentacni spektrum.

Protonovanou molekulu standardu morfinu lze pozorovat pii m/z 286. V jejim
fragmentacnim spektru (obr. 30) se nachazeji jako hlavni fragmenty m/z 268, m/z 229
a m/z 201(viz ptilohy I.). Prvni z fragment m/z 268 odpovida ztraté H,O. Fragment m/z 229
predstavuje ztratu 57 z ptvodni molekuly, coz odpovida CsH;N. Diference mezi m/z 229

a poslednim z hlavnich fragmentt (m/z 201) je 28. Ztrata 28 mtize odpovidat C,H4 nebo CO.
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Obr. 30. Fragmenta¢ni spektrum iontu m/z 286 standardu morfinu.

Protonovana molekula znaeného standardu morfinu se ve spektru vyskytuje
pti m/z 289. Atomy deuteria jsou v molekule navazany v methylové skupiné. Fragmentaci
m/z 289 (obr. 31) byly ziskany hlavni fragmenty m/z 271, m/z 229, m/z 201(viz piilohy I.).
Fragment m/z 271 odpovida opét ztraté vody, druhy zhlavnich fragmenta (m/z 229)
ptedstavuje ubytek 60 z pivodni molekuly, coz poukazuje na odStépeni skupiny nesouci
deuteria (CsH4D3sN). Diference mezi m/z 229 a m/z 201 je 28. Tento rozdil mize piedstavovat
ztratu CoHg nebo CO.
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Obr. 31. Fragmenta¢ni spektrum iontu m/z 289 zna¢eného standardu morfinu — D3.

Protonovanou molekulu standardu 6 — acetylmorfinu lze ve spektru pozorovat
pii m/z 328. Tato protonovana molekula poskytuje hlavni fragmenty (obr. 32) pii m/z 268,
m/z 211, m/z 193 (viz ptilohy I.). Prvni z hlavnich fragmentti m/z 268 piedstavuje ztratu vody
a acetylu. Diference mezi fragmentem m/z 268 a m/z 211 je 57 odpovidajici opét ztraté
CsH7N. Rozdil mezi m/z 211 a m/z 193 poukazuje na ztratu vody.
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Obr. 32. Fragmenta¢ni spektrum iontu m/z 328 standardu 6 — acetylmorfinu.
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Protonovanou molekulu znac¢eného standardu 6 — acetylmorfinu — D6 lze ve spektru

spatfit pti m/z 334. Atomy deuteria jsou v molekule vazany v acetylové a methylové skupiné.
Pik m/z 334 poskytuje hlavni fragmenty m/z 271, m/z 211, m/z 193 (obr. 33), fragmentace

viz ptilohy I. Pro znaCeny standard 6 — acetylmorfin — D6 byla provedena fragmentace

jak po ionizaci ESI, tak po ionizaci nanoESI. Fragmentac¢ni spektra jsou téméf shodna

(obr. 33 a 34). Fragmenty v potadi m/z 271, m/z 211 a m/z 193 piedstavuji ztratu vody

a acetylové skupiny obsahujici tfi deuteria, nasledné se odstépuje CsHsD3N a opét voda.

Relative Abundance

100+

N W
(=T =]

v v b by v byanal o

e
o

o

334.20

21113

271.20

193.07

183.13 219.13

W

290.20
J ]

9740 161.27 l 349.20
|

X

N—CD;

403.00 45593 501.00 54273 609.20 643.47

Obr.

6 — acetylmorfinu — D6 ioniza¢ni technikou ESI.

Relative Abundance

100+

T T T

250

| L LA LI N
300 350
mz

e e o o e
100 150 200

33. Fragmentacni spektrum

33413

211.00

27113

193.00

183.13
9,27 16140/
i ol

225.07 290.13

310.60

il

iontu

343.00 377.27

! ) R 72 (7 B e ) 7 2 (P ) P o o |

400 450 500 550 600 650

m/z 334 znaeného standardu

N—CD;

462.73 516‘47 549.40 615.27

Obr.

6 — acetylmorfinu — D6 ionizaéni technikou nanoESI.

I's
LI

250

A L A "
LI N L L L
300 350
m/z

LI B B N B

| |
100 150 200

34. Fragmenta¢ni spektrum ion

41

i Pt i
LI PR X S N RS N PR N B G O N PR SR Sy I N R

I | |
400 450 500 550 600 650

tu m/z 334 znateného standardu



4.3. Méreni zasolenych vzorki technikou ESI a nanoESI

K roztoku morfinu o koncentraci 10 mg/l byl pfidan chlorid sodny tak, aby jeho

vysledna koncentrace byla 10 mol/l. Ve spektru ziskané technikou ESI (obr. 35 a) 1ze kromé

piku protonované molekuly m/z 286 dale pozorovat zietelné adukty chloridu sodného.

Relativni intenzita téchto adukti je ve spektrech ziskanych technikou nanoESI (obr. 35 b)

vyznamné niz§i. Je zfejmé, ze iontovy zdroj nanoESI je tolerantnéjsi k zasoleni vzorku.
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Obr. 35. Srovnani iontovych zdroji a) ESI, b) nanoESI pii analyze zasolenych

vzorku.
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4.4. Kalibra¢ni zavislost bez pouziti znacenych standardii

Bylo otestovano pouziti studovanych opiati jako vnitiniho standardu pii stanoveni.
Kalibra¢ni zavislosti byly naméfeny na iontovém zdroji nanoESI pro morfin
a morfin — 3 — D — glukuronid v rozsahu koncentraci 0,01 — 1 mg/l jako vnitini standard byl
pouzit pro morfin jeho glukuronid a naopak (graf 5, 6). Pti dané koncentraci se provedly ti
méfeni.

Takovy to experiment by umoznil vyhnout se pouziti znacenych standardi, ale
vysledky ukazaly, Ze pro kvantitativni analyzu neni vhodny. Oproti pouziti deuterovanych
standardli byly pozorovany vétSi smérodatné odchylky. Pouziti glukuronidu jako vnitfniho
standardu by bylo v principu mozné u vzorku, které jsou zpracovany zpusobem, kdy
VvV méfeném roztoku glukuronid nemiize byt pfitomen (hydrolyza glukuronidu pred extrakei
béZné€ provadéna v toxikologické laboratoti).
nebo mozné fragmentaci glukuronidu ve zdroji. Jako vhodné se pro ucely stanoveni jevi

pouziti deuterovanych standardi i pfes jejich vyssi cenu.

5 -

Prumér podilit 4 -
intenzit iontu
286/ 462 27

y=9314x+0,599
R-=0.962

Koncentrace (mg/1)

Graf 5. Kalibra¢ni zavislost pro morfin (m/z 286) bez pouziti zna¢eného standardu.

(Chybové usecky odpovidaji hodnotam smérodatnych odchylek).
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Graf 6. Kalibra¢ni zavislost pro morfin — 33 — D — glukuronid (m/z 462) bez pouziti

zna¢eného standardu. (Chybové usecky odpovidaji hodnotam smérodatnych odchylek).

4.5. Kalibra¢ni zavislost pro zasolené vzorky

Byly ptipraveny vzorky morfinu o vyslednych koncentracich 0,375 mg/l; 0,56mg/l;
0,75 mg/l; 0,94 mg/l; 1,87 mg/l; 3,75 mg/l; 7,5 mg/l, které obsahovaly vnitini standard
(morfin — D3) o koncentraci 2,5 mg/l. Do téchto vzorku byl piidan chlorid sodny tak, aby jeho
vysledna koncentrace byla 10 mol/l. Tyto vzorky byly zméfeny ioniza¢ni technikou nanoESI.
V grafu 7 je vynesena kalibra¢ni zavislost pramér podilt intenzit iontt (m/z 286) / (m/z 289)
na koncentraci (mg/l). Na obr. 36 jsou ukazana spektra pii koncentracich a) 0,375 mg/I;

b) 0,75 mg/l; ¢) 1,87 mg/l a d) 7,5 mg/l. Pfi dané jedné koncentraci bylo provedeno vzdy pét

méreni.

3.0
2.5
2.0 4

Prameér podili

intenzitiontia 1.5 -

W y=0365%+0,020
’ R==10.,998
0.5
0.0
0 2 4 6 8
Koncentrace (mg/1)

Graf 7. Kalibra¢ni zavislost pro vzorek zasoleného morfinu v rozsahu koncetraci

0,375 — 7,5 mg/l. (Chybové usecky odpovidaji hodnotam smérodatnych odchylek).
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Obr. 36. Spektra zasolenych vzorki morfinu o koncentracich a) 0,375 mg/l;
b) 0,75 mg/l; c) 1,87 mg/l; d) 7,5 mg/I.

Byly pfipraveny vzorky 6 — acetylmorfinu v rozsahu vyslednych koncentraci
0,375 mg/l — 7,5 mg/l, které obsahovaly wvnitini standard (6 — acetylmorfin — D6)
0 koncentraci 2,5 mg/l. Do téchto vzorki byl pfidan chlorid sodny tak, aby jeho vysledna
koncentrace byla 10 mol/l. V grafu 8 je vynesena kalibra¢ni zavislost pramér podilu intenzit
iontd (m/z 328) / (m/z 334) na koncentraci (mg/l). Na obr. 37 jsou vybrana spektra
pii koncentracich a) 0,375 mg/l; b) 0,75 mg/l; ¢) 1,87 mg/l a d) 7,5 mg/l. Pfi dané jedné

koncentraci se provedlo vzdy pét méteni.

Primér podili 2,0 -
intenzit ionta

Ls v=10,418x-0,005
328/334 S

R#*=10.999

Koncentrace (mg/1)

Graf 8. Kalibra¢ni zavislost pro vzorek zasoleného 6 — acetylmorfinu v rozsahu

koncetraci 0,375 — 7,5 mg/l. (Chybové tisecky odpovidaji hodnotam smérodatnych odchylek).
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Obr. 37. Spektra zasolenych vzorki 6 — acetylmorfinu o koncentracich a) 0,375 mg/I;
b) 0,75 mg/l; c) 1,87 mg/l; 7,5 mg/I.

Experimenty ukazaly moZnost analyzovat zasolené roztoky opiatli pomoci nanoESI.

Technika byla dale pouZita k analyze moci.

Pro zasolené vzorky morfinu a 6 — acetylmorfinu (z rozsahu prvnich péti kalibra¢nich
boda — koncentrace 0,375 — 1,87 mg/l) byly vypo¢itany limity detekce ze vztahu:

DL=33%0)/S

' smérodatna odchylka tseku (stanovena na zéklad¢ kalibrace)

S, smeérnice kalibra¢ni zavislosti

Limit detekce pro morfin v zasoleném vzorku odpovida 0,42 mg/1.

Limit detekce pro 6 — acetylmorfin v zasoleném vzorku odpovida 0,19 mg/1.
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4.6. Analyza moci

4.6.1. Analyza moci bez extrakce

Prvné se ptimo analyzovaly vzorky moci S pfidavkem morfinu a okyseleni
5% HCOOH pomoci nanoESI o vysledné koncentraci 10 mg/l. Tyto vzorky se pouze
filtrovaly ptes mikrofiltr a poté pfimo analyzovaly. Bylo zjisténo, ze nelze morfin v moci
analyzovat pfimo, protoze i pii koncentraci 10 mg/l byla intenzita piku m/z 286 nizka
(obr. 38), proto byly dale provadény extrakce. Testovaly se rtzné piistupy k pre¢isténi
vzorku. Tyto postupy vychazeji z extrakce kapalina — kapalina a extrakce tuhou fazi bézné

pouzivanych v toxikologické laboratofi.
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Obr. 38. Spektrum moci s morfinem a okyseleni o vysledné koncentraci 10 mg/1.

4.6.2. Analyza moci po extrakci kapalina — kapalina

Postup provedenych extrakci kapalina — kapalina je popsan viz kapitola 3.2.2.
Analyzovalo se 5 ziskanych vzorku extrakti. Jednotliva spektra jsou uvedena na obr. 39,
z kterych vyplyva, Ze pouziti extrakce kapalina — kapalina pro tento typ vzorkd (opiatt) neni
vhodna. Pik protonované molekuly morfinu o nizké intenzit¢ lze pozorovat jen v piipadé
postupu B) — prvni extrakt (obr. 39 ¢) a pfi postupu C), kdy byl vzorek pied extrakci pouze
zalkalizovan (obr. 39 e).

Bé&zny postup pouzivany pro screening moci na toxikologicky vyznamné latky, kdy
se provadi tzv. kyseld a zasadita extrakce (viz kapitola 3.2.2. — postup A) nebyl pozorovan

v métenych vzorcich signal morfinu. Pfi vynechani upravy moci okyselenim (viz kapitola
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3.2.2. — postup B, C) je sice signal morfinu ve spektru viditelny, ale neni dostate¢ny

pro praktické pouziti.
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Obr. 39. a) Postup A (viz kapitola 3.2.2.) prvni extrakt
b) Postup A (viz kapitola 3.2.2.) druhy extrakt
c) Postup B (viz kapitola 3.2.2.) prvni extrakt
d) Postup B (viz kapitola 3.2.2.) druhy extrakt
e) Postup C (viz kapitola 3.2.2.) extrakt

4.6.3. Analyza mo¢i po extrakci tuhou fazi

Jelikoz extrakce kapalina — kapalina se nejevila jako dostate¢né¢ vhodnd, dalsi
alternativou k ptedupravé vzorki moci byla extrakce tuhou fazi (SPE). Postup SPE je popsan
vyse V kapitole 3.2.3. Prvni méfeni byla provedena bez Upravy vzorku na pH 8 — 9
a centrifugace, jen s fosfatovym pufrem. Obr. 40 obsahuje tato spektra, ve kterych jsou
intenzivni piky pfi m/z 591 a m/z 573, které by mohly ptedstavovat:

m/z 591: Morfin + [Morfin — H,0] + K" = 285 + [285 — 18] + 39 = 591

m/z 573: [Morfin — H,0] + [Morfin — H,0] + K" = [285 — 18] + [285 — 18] + 39 = 573
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Ani jeden z pikt dalsi experimenty nepotvrdily, proto se v dalsich pfipadech vzorek

zalkalizoval a zcentrifugoval.
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Obr. 40. Spektrum morfinu po SPE bez Gpravy vzorku.

Pfed samotnou extrakci byl vzorek moc¢i zalkalizovan (bud® pomoci KOH nebo
NH4OH) a centrifugovan po dobu 7 min. (3000 ot./min.).
1) Prvné se provedla SPE extrakce moci obéma postupy s pouzitim acetatového
1 fostatové pufru pti kondicionaci. Nasledné byl odparek rozpustén:
a) ,,fosfatovy postup*
- prvni odparek rozpustén ve 180 ul CH3OH : H,O (1 : 1) + 10 pl
standardu morfinu (1mg/ml) + 10 ul H,O
- druhy odparek rozpustén taktéz + bylo ptidano 10 pl znaceného
standardu morfinu — D3 (100 pg/ml)
- tieti odparek rozpustén ve 180 ul CH3OH : H,O (1 : 1) + 10 pl
standardu 6 — acetylmorfinu (1mg/ml) + 10 pul H,O
- Ctvrty odparek rozpustén jako ptedchozi + bylo pfiddno 10 pl
znaceného standardu 6 — acetylmorfinu — D6 (100 pg/ml)
b) ,,acetatovy postup®
- Stejny postup rozpusténi odparku jako pii pouziti fostatového
pufru.
Spektra ziskana pro tyto latky obéma postupy jsou podobna. Po SPE moci lze
ve spektru piky standardi sledovat s dostate¢nou intenzitou. Ptidavky znacenych standarda

byly malé, nelze je ve spektru pozorovat. Jako piiklad jsou uvedena spektra (obr. 41)
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se standardem 6 — acetylmorfinem. Z vysledka téchto analyz vyplyva, ze po SPE matrice

(moci) nedochézi k ruseni detekce opiatli, neprojevuje se vliv iontové suprese, jako je tomu

u neupravené¢ho vzorku. Extrakci tuhou fazi 1ze vyuzit k predupravé vzorku moci. Méteni

ukazalo, ze metoda upravy vzorku vyuzivana v toxikologickych laboratofich s naslednou

GC — MS analyzou je taktéz pouzitelna i pro analyzy bez chromatografické separace.
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Obr. 41. Spektra mo¢i po SPE a odpateni
A) ,.fosfatovy postup* s pfidavkem 6 — acetylmorfinu,

B) ,,acetatovy postup® s pridavkem 6 — acetylmorfinu.

Proto dal§im krokem analyz byla SPE moci s pfidavkem 6 — acetylmorfinu

a zna¢eného 6 — acetylmorfinu — D6. Po SPE byl odparek rozpustén ve 200 pul CH3;OH : H,O

(1 : 1) okyseleny 1% HCOOH. Byly provedeny tii extrakce pii koncentracich v moci

0,1 mg/l; 0,25 mg/l; 0,5 mg/l; 0,75 mg/l; 1 mg/l. Ptidavek zna¢eného 6 — acetylmorfinu — D6

53



byl vzdy 10 pl (I mg/ml). Kazdy tento extrakt byl posléze analyzovan pét krat. Pro vSechny
extrakty byly naméteny 1 fragmentatni spektra 6 — acetylmorfinu (m/z 328)
a 6 — acetylmorfinu — D6 (m/z 334), ktera danou latku dovoluji identifikovat (ptiloha I1.).
Byla ziskana kalibra¢ni zavislost v rozsahu 0,1 — 1 mg/l (graf 9). Na obr. 42 jsou zobrazena
spektra moc¢i s pfidavkem 6 — acetylmorfinu a s piidavkem znaceného standardu

6 — acetylmorfinu — D6 po SPE o koncentracich a) 0,1 mg/1; b) 0,5 mg/1; c) 1 mg/I.
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Graf 9. Kalibra¢ni zavislost 6 — acetylmorfinu v moc¢i po SPE Vv rozsahu koncetraci

0,1 — 1 mg/l. (Chybové tsecky odpovidaji hodnotam smérodatnych odchylek).

1005 334.20

703 a)

: pik 328

Relative Abundance
(4
T

340.00
39593 470.20
by 177 496.80 53393 595.13  649.00
LU T o S e S I ) e | it PR o R iy S o I o o P o i e
400 450 500 550 600 650

54



Relative Abundance

85.20

334.20

b)

375.07

| | 41507 46413 50500 52687 590.00 626.20
|||||||||||||A1.|‘“T.|Jt|.||1||||||||||
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
miz
100+ 334.33
904
80
- ©)
3 70§ 85.27
c 7
S 607
= -
3 =
< 50
2 ] 328.33
2 }
T 404
g 3]
304
207
3 14433
103 1 34420 470.27
3 415.27 | 489.07 514.27 595.07 62513
0 5 s 14 5. 5

100

150 200 250 300 350

mz

400 450 500 550 600

J
L S e s e R B M Ay e A E BN N N N

Obr. 42. Spektra moci s pfidavkem 6 — acetylmorfinu a znafeného standardu

6 — acetylmorfinu — D6 (Img/ml) po SPE o koncetracich a) 0,1 mg/I; b) 0,5 mg/I; ¢) 1 mg/I.

Pro méfeni kalibra¢ni zavislosti v mo¢i byl pouzit jiny vzorek 6 — acetylmorfinu

a oproti predpokladu smérnice téchto zavislosti nebyla 1, ale byla niz§i. Z hmotnostniho

spektra je ziejmé, ze v téchto vzorcich je pritomen morfin. Signal tohoto iontu (m/z 286) je

vyznamny. PtiCemZ pii pouziti standardu 6 — acetylmorfinu dodaného firmou Chromservis

tento ion pozorovan nebyl (viz spektra kalibracnich zavislosti zasolenych vzorki). Tento fakt,

ukazuje na rozklad pouZitého vzorku.
Limit detekce pro 6 — acetylmorfin v moc¢i se opét pocital ze vztahu:

DL=3,3%0)/S

smérodatna odchylka tiseku (stanovena na zaklad¢ kalibrace)

smérnice kalibra¢ni zavislosti
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Limit detekce pro 6 — acetylmorfin v mo¢i odpovida 0,16 mg/l. V moci po piecisténi
se da dostat na uroven limitu detekce jako u zasolenych vzorkd. Tato hodnota je mens$i nez

vyrobci uvadéna cut off hodnota u metody ELISA.

Pro vyslednou koncentraci vzorku moci 0,1 mg/l byl tento postup proveden
I s pridavkem morfinu (obr. 43). Ptidavek znaceného standardu v tomto piipadé byl opét 10 ul
0 koncetraci 100 pg/ml. Ptitomnost protonovanych molekul morfinu (m/z 286)
i morfinu — D3 (m/z 289) byly potvrzeny fragmentac¢nimi spektry (viz pfilohy III.).

Vzhledem k tomu, Ze nebylo k dispozici dostate¢né mnozstvi deuterovaného standardu
morfinu, nebyla pro morfin zkonstruovana kalibra¢ni zavislost. Bylo provedeno pouze toto
méfeni na koncentracni trovni 0,1 mg/l. Ziskané spektrum ukazuje, Ze lze prokazat morfin

na této koncentra¢ni hladiné.
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Obr. 43. Spektrum mo¢i s piidavkem morfinu a zna¢eného standardu morfinu — D3
po SPE.
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5. ZAVER

Rada piikladi z literatury doklada aplikovatelnost ambientnich ioniza¢nich technik
jako je desorp¢ni elektrosprej, desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku aj.
Vv analyze nejriiznéjSich typi vzorkl vCetné analyz pro forenzni Gcely. Pro ambientni techniky
je charakteristickd minimalni nebo zadn4 Gprava vzorku, z tohoto hlediska by jistou analogii
mohl byt nanoelektrosprej, ktery, jak potvrdily i vysledky predkladané prace, je napiiklad
tolerantné;jsi k zasoleni vzorku vice nez elektrospre;.

Posouzeni vhodnych experimentdlnich podminek pro ionizaci vybranych opiati
ukazalo, Ze teplota vyhtivané kapilary ani pritok zmlZzovaciho plynu ve sledovaném rozsahu
nehraje pi1 méfeni zésadni roli, coZz dovoluje, 1 pfes jistou odliSnost v zavislosti intenzity
signdlu na zminénych experimentalnich parametrech, volit pro rizné typy stejné podminky.
Porovnani fragmentacnich spekter ziskanych pomoci ESI a nanoESI ukézalo znacnou
podobnost, coZ naznacuje blizké hodnoty vnitfnich energii iontdl vznikajich pfi pouZiti ESI
a nanoESI. Rozdily byly zjistény pii méfeni zasolenych vzorkl. Ve spektrech po ionizaci
elektrosprejem Ize pozorovat zieteln¢j$i adukty chloridu sodného oproti nanoESI, coz
poukazuje na v&t§i tolerantnost nanoESI Kk pfitomnosti anorganickych soli ve vzorku.
S ohledem na tento fakt byl nanoESI pouzit pfi analyze vzorki moci. I ptfes jeho vétsi
tolerantnosti k solim se ukazalo, Ze pro neupravené vzorky nelze dosahnout potfebnych mezi
detekce. Pro upravu a pieiSténi moce byly pouzity postupy extrakce kapalina — kapalina
a extrakce tuhou fazi znamé z toxikologickych analyz. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno pti
aplikaci SPE.

Pro odhad mezi detekce ptipadné pro kvantitativni ucely je nezbytné pti piimé analyze
roztokii nanoelektrosprejem pouzit vnitini standardy. Byla ovéfovana moznost provadét
stanoveni morfinu s morfin — 3 — D — glukuronidem jako vnitinim standardem. Pfi obvyklém
postupu toxikologické analyzy je morfin — 33 — D — glukuronid $tépen a v kone¢ném kroku je
analyzovan derivatizovany morfin pomoci GC/MS. Za ptedpokladu Stépeni glukuronidu Ize
uvazovat o ptidavku vnitiniho standardu (morfin — 38 — D — glukuronidu) po provedené
hydrolyze pted dalSim krokem analyzy. To by umoZnilo vyhnout se pouziti drahych standarda
znacenych stabilnimi izotopy. Touto metodou dosazené chyby méfeni vSak nebyly vyhovujici

a pouziti izotopicky znacenych standardi se jevilo jako nutnost.
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Ptidavek znacenych standardii dovolil nanoelektrosprejem u zasolenych nijak
neprecistovanych vzorkti dosahnout limiti detekce pro morfin 0,42 mg/l a 6 — acetylmorfin
0,19 mg/l. Pro tieti opiat morfin — 3f — D — glukuronid ptima analyza nebyla mozna a nabizi
se 1 v tomto ptipad¢ provadét Setrnou hydrolyzu glukuronidu na morfin.

V piipad¢ analyzy opiati v moci bylo zjiSténo, Ze analyzovat opiaty piimo nelze,
protoze i pfi vysokych koncentracich byla intenzita jejich signalu nizkd. Pro vzorky moci
s ptidavkem 6 — acetylmorfinu byla po jejich piecisténi pomoci SPE zméfena kalibra¢ni
zavislost vrozsahu 0,1 — 1 mg/l. Nasledné z této kalibrace byl vypocitan limit detekce
pro 6 — acetylmorfin v moc¢i — 0,16 mg/l. Je ziejmé, ze u vzorku moéi po precisténi se da
dosahnout trovné limitu detekce jako u zasolenych vzorka (u nich vSak bez ptecisténi). Tato
hodnota je menSi nez cut off hodnota, kterou uvadéji vyrobci u metody ELISA (cut off
koncentracni Urovni 0,1 mg/l. Ziskané spektrum potvrdilo, Ze lze prokazat morfin na této
koncentra¢ni hladiné. Vypracovand metoda je vhodna pro screening vzorki moci ptipadné
pro stanoveni sledovanych opiat.

Pro dalsi zlepseni mezi detekce a stanoveni by bylo mozné zpracovat vétSi objem
vzorku, nebo pienést metodu na novej$i hmotnostni spektrometr, kde lze oéekavat fadovy

narist signalu.

58



6. LITERATURA

1. www.dnabased.com; stazeno 3.2.2012.

2. Simovéek, 1. a kol.: Kriminalistika, Bratislava, 2001.

3. Bell, S.: Forensic Chemistry, Pearson Prentice Hall, New Jersey, 2006.

4. Venter A., Nefliu M., Cooks R. G.: Trends in Anal. Chem. 27, 284 — 290 (2008).

5. Huang M. — Z., Cheng S. — Ch., Cho Y. — T., Shiea J.: Anal. Chim. Acta 702, 1 — 15
(2011).

6. Green F. M., Salter T. L., Stokes P., Gilmore I. S., O'Coonor G.: Surf. Interface Anal. 42,
347 — 357 (2010).

7. Wiliams J. P., Patel V. J., Holland R., Scrivens J. H.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 20,
1447 — 1456 (2006).

8. Takats Z., Wiseman J., Cooks R. G.: J. Mass Spectrom. 40, 1261 — 1275 (2005).

9. Cooks R. G., Takats Z., Gologan B., Wiseman J., Talaty N., Chen H., Cotte Rodriguez I.:
Aplikacni list pro desorp¢ni elektrospre;.

10. www.jeolusa.com; stazeno 6.2.2012.

11. Cody R. B., Laramée J. A., Nilles J. M., Durst H. D.: JEOL News 40, 8 — 12 (2005).

12. Chen H. W., Lai J. H., Zhou Y. F., Huan Y. F., Li J. Q., Zhang X., Wang Z. Ch., Luo M.
B.: Chin. J. Anal. Chem. 35, 1233 — 1240 (2007).

13. Chen H., Zheng J., Zhang X., Luo M., Wang Z., Qiao X.: J. Mass Spectrom. 42,
1045 — 1056 (2007).

14. Haapala M., Pol J., Saarela V., Arvola V., Kotiaho T., Ketola R. A., Franssila S., Kauppila
T. J., Kostiainen R.: Anal. Chem. 79, 7867 — 7872 (2007).

15. Kauppila T. J., Arvola V., Haapala M., P61 J., Aalberg L., Saarela V., Franssila S.,
Kotiaho T., Kostiainen.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 22, 979 — 985 (2008).

16. www.biochem.oulu.fi/proteomics/finnprot/files/tiina09.pdf; stazeno 6.2.2012.

17. Luosujdrvi L., Arvola V., Haapala M., P6l J., Saarela V., Franssila S., Kotiaho T.,
Kostiainen R., Kauppila T. J.: Anal.Chem. 80, 7460 — 7466 (2008)

18. Wilm M., Mann M.: Anal. Chem. 68, 1 — 8 (1996).

19. Gibson G. T. T., Mugo S. M., Oleschuk R. D.: Mass Spectrom. Reviews. 28, 918 — 936
(2009).

20. Ranc V., Havli¢ek V., Bednaf P., Lemr K.: Chem. Listy 101, 524 — 529 (2007).

59


http://www.dnabased.com/
http://www.jeolusa.com/
http://www.biochem.oulu.fi/proteomics/finnprot/files/tiina09.pdf

21. Hartmanovda L., Ranc V., Papouskovd B., Bednaf P., Havlicek V., Lemr K.:
J. Chromatogr. A 1217, 4223 — 4228 (2010).

22. Ranc V., Havli¢ek V., Bednat P., Lemr K.: Eur. J. Mass Spectrom. 14, 411 — 417 (2008).
23. Ifa D. R., Jackson A. U., Paglia G., Cooks R. G.: Anal. Bioanal. Chem. 394, 1995 — 2008
(2009).

24. Rodriguez — Cruz S. E.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 20, 53 — 60 (2006).

25. Kauppila T. J., Flink A., Haapala M., Laakkonen U. — M., Aalberg L., Ketola R. A.,
Kostiainen R.: Forensic Science Inter. 210, 206 — 212 (2011).

26. Kauppila T. J., Talaty N., Kuuranne T., Kotiaho T., Kostiainen R., Cooks R. G., Analyst
132, 868 (2007).

27. Miao Z., Chen H.: J. Am. Soc. Mass. Spectrom. 20, 10 — 19 (2009).

28. Lin Z., Zhang S., Zhao M., Yang Ch., Chen D., Zhang X., Rapid Commun. Mass.
Spectrom. 22, 1882 — 1888 (2008).

29. Huang G., Chen H., Zhang X., Cooks R. G., Ouyang Z.: Anal. Chem. 79, 8327 — 8332
(2007).

30. Talaty N., Mulligan C. C., Juster D. R., Jackson A. U., Noll R. J., Cooks R. G.: Analyst
133, 1532 — 1540 (2008).

31. Hajslova J., Cajka T., Vaclavik L.: Trends in Anal. Chem 30, 204 — 217 (2011).

32. Cajka L., Vaclavik L., Riddelova K., Hajslova J: LC — GC Europe, 250 — 256 (2008).

33. Ifa D. R., Gumaelius, L. M., Eberlin, L. S., Manicke, N. E., Cooks, R. G.: Analyst 132,
461 — 467 (2007).

34. IfaD. R., Wiseman J. M., Song Q. Y., Cooks R. G.: Inter. J. of Mass Spec. 259, 8 (2007).
35. Jones R. W., Cody R. B., McClelland J. F.: J Forensic Sci. 51, 915 — 918 (2006).

36. www.drogy-info.cz; stazeno 10.2.2012.

37. www.rect.muni.cz; stazeno 10.2.2012.

38. www.medinfo.cz;stazeno 10.2.2012.

39. Bogusz M. J.: Handbook of analytical separations, Elsevier, Oxford, 3 — 71, 2008.

40. www.nal-vonminden.com; stazeno 10.2.2012.

41. Spyridaki M. — H., Kiousi P., Vonaparti A., Valavani P., Zonaras V., Zahariou M.,
Sianos E., Tsoupras G., Georgakopoulos C.: Anal. Chim. Acta 573 — 574, 242 — 249 (2006).
42. Suni N. M., Lindfors P., Laine O., Ostman P., Ojanpera I., Kotiaho T., Kauppila T. J.,
Kostiaine R.: Anal. Chim. Acta 699, 73 — 80 (2011).

60


http://www.drogy-info.cz/
http://www.rect.muni.cz/
http://www.medinfo.cz/
http://www.nal-vonminden.com/

7. SEZNAM ZKRATEK

ABDF — bromo — DragonFly

APCIl - atmospheric pressure chemical ionization, chemicka ionizace

za atmosférického tlaku
APPI — atmospheric pressure photoionization, fotoionizace za atmosférického tlaku
CE — capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza
CID - collision induced dissociation, kolizi indukovana disociace
DAD - diode array detector, detektor diodového pole

DAPCI — desorption atmospheric pressure chemical ionization, desorpce chemickou

ionizaci za atmosférického tlaku

DAPPI — desorption atmospheric pressure photoionization, desorpce fotoionizaci

za atmosférického tlaku
DART - direct analysis in real time, pfima analyza v redlném Case
DESI — desorption electrospray ionization, desorpéni elektrosprej
DMMP — dimethyl — methylfosfonat
DOPA — dihydroxyfenylalanin
El — electron ionization, ionizace elektronem
ESI — electrospray ionization, ionizace elektrosprejem
GC — gas chromatography, plynova chromatografie
HMX — cyklotetramethylentetranitramin
LIF - laser induced fluorescence, laserem indukovana fluorescence
LC - liquid chromatography, kapalinova chromatografie
LSD — diethylamid kyseliny lysergové
MA — N - methylamfetamin

MALDI — matrix — assisted laser desorption/ionization, desorpce/ionizace laserem

za ucasti matrice
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MDMA - 3, 4 — methylendioxy — N — methylamfetamin
MDPV - 3, 4 — methylendioxypyrovaleron

MEKC - micellar electrokinetic chromatography, micelarni elektrokineticka

chromatografie
MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie
NanoDESI - desorption nanoelectrospray, desorpéni nanoelektrosprej
NanoESI — nanoelectrospray, nanoelektrosprej
PETN — pentaerythrittetranitrat
PFPA — anhydrid kyseliny pentaflouropronanové
PMMA — polymethylmetakrylat
PTFE — polytetraflourethylen
RDX -1, 3, 5 — cyklotrimethylentrinitramin

RP — HPLC - reversed phase — high performance liquid chromatography, vysoce

ucinna kapalinova chromatografie na obracenych fazich
SPE - solid phase extraction, extrakce tuhou fazi
SPME - solid phase microextraction, mikroextrakce na pevné fazi
TLC — thin layer chromatography, tenkovrstevna chromatografie
TNT — 2 — methyl — 1, 3, 5 — trinitrobenzen

TOF — time of flight, priletovy analyzator
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I.  Fragmentacni spektra standardi

A. Standard morfin

ESI_Morfin__2.5mg_|_1 #60-88 RT: 0.87-1.54 AV: 29 NL: 3.20E5
F: + p ESI Full ms2 286.00@cid0.00 [75.01
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98.73 148.80 184.07 247.20 339.60 370.27 418.67 465.60 489.60 562.20 596.27 643.13
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Obr. 44. 1zolace iontu morfinu m/z 286.

ESI Morfin__2.5mg_| 1 #128-160 RT: 2.45-3.17 AV: 33 NL: 6.16E4
F: + p ESI Full ms2 286.00@cid30.00 [75.(

100 286.20

201.20

229.07

268.20
183.07

147.20
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Obr. 45. Fragmentace iontu morfinu m/z 286.



ESI_Morfin__2.5mg_|_1 #164-183 RT: 3.27-3.76 AV: 20 NL: 2.27E4
F: + p ESI Full ms3 286.00@cid30.00 229
100 228.98
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Obr. 46. 1zolace iontu m/z 229.

ESI Morfin__2.5mg_| 1#212-231 RT: 4.52-501 AV: 20 NL: 1.85E4
F: + p ESI Full ms3 286.00@cid30.00 229
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Obr. 47. Fragmentace iontu m/z 229.



ESI_Morfin__2.5mg_|_1 #235-259 RT:5.12-5.84 AV: 25 NL: 2.12E4

F: + p ESI Full ms4 286.00@cid30.00 229 00 [55.00-650.00]
100 201.10
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Obr. 48. lzolace iontu m/z 201.

ESI_Morfin__2.5mg_|_1 #293-312 RT: 6.87-7.45 AV: 20 NL: 5.18E3
F: + p ESI Full ms4 286.00@cid30.00 229. ).00 [55.00-650.00]
100 183.13

9
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Obr. 49. Fragmentace iontu m/z 201.



B. Znaceny standard morfin — D3

ESI_Morfin_D3_2.5mg_|_1 #17-46 RT: 0.25-0.73 AV: 29 NL: 1.78E6
F: + p ESI Full ms2 289.00@cid0.00 [75.01

100 289.20
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T

L S B B HNEL AL N e s e e B B B B B e B e B B B B B B S B B |

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z

Obr. 50. Izolace iontu znageného standardu morfinu — D3 m/z 289.

ESI_Morfin_D3_2.5mg_| 1 #79-117 RT: 1.32-2.04 AV: 39 NL: 1.90E5
F: + p ESI Full ms2 289.00@cid30.00 [75.1
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Obr. 51. Fragmentace iontu m/z 289.



ESI_Morfin_D3_2.5mg_|_1 #121-139 RT: 2.12-2.52 AV: 19 NL: 6.23E4
F: + p ESI Full ms3 289.00@cid30.00 229
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Obr. 52. Izolace iontu m/z 229.

ESI_Morfin_D3_2.5mg_|_1 #159-175 RT: 3.02-3.40 AV: 17 NL: 2.92E4
F: + p ESI Full ms3 289.00@cid30.00 229. ]
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Obr. 53. Fragmentace iontu m/z 229.
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ESI_Morfin_D3_2.5mg_|_1 #178-202 RT: 3.48-4.13 AV: 25 NL: 2.09E4
F: + p ESI Full ms4 289.00@cid30.00 229 00 [75.00-650.00]
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Obr. 54. 1zolace iontu m/z 201.

ESI Morfin_D3_2.5mg_|_1 #221-259 RT: 4.66-5.75 AV: 39 NL: 5.14E3
F: + p ESIFull ms4 289.00@cid30.00 229 ).00 [75.00-650.00]
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Obr. 55. Fragmentace iontu m/z 201.
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C. Standard 6 — acetylmorfin

ESI_AcMorfin__2.5mg_|_1 #35-232 RT: 0.50-5.47 AV: 45 NL: 1.57E5

F: + p ESI Full ms2 328.00@cid0.00 [90.01
100
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Obr. 56. Izolace iontu standardu 6 — acetylmorfinu m/z 328.

ESI_AcMorfin__2.5mg_|_1 #84-249 RT: 1.73-5.89 AV: 42 NL: 3.71E4

F: + p ESI Full ms2 328.00@cid30.00 [90.!
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Obr. 57. Fragmentace iontu standardu 6 — acetylmorfinu m/z 328.
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ESI_AcMorfin__2.5mg_|_1 #253-270 RT: 6.00-6.45 AV: 17 NL: 3.58E4
F: + p ESI Full ms3 328.00@cid30.00 211.
211.07
100
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10
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Obr. 58. Izolace iontu m/z 211.

ESI_AcMorfin__2.5mg_|_1 #293-312 RT: 7.12-7.62 AV: 19 NL: 1.12E4
F: + p ESI Full ms3 328.00@cid30.00 211. ]
193.13
100

183.07

40 211.13

165,07

141.27 224.67 262.67 332.73 383,87 406.87 435.40 513.40 573.27 646.67
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Obr. 59. Fragmentace iontu m/z 211.
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D. Znaceny standard 6 — acetylmorfin — D6

ESI_AcMorfin_D6_2.5mg_|_2 #12-41 RT: 0.17-0.80 AV: 29 NL: 3.34E5
F: + p ESI Full ms2 334.00@cid0.00 [90.0(
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Obr. 60. 1zolace iontu znac¢eného standardu 6 — acetylmorfinu — D6 m/z 334.

ESI_AcMorfin_D6_2.5mg_| 2 #71-179 RT: 1.46-3.72 AV: 38 NL: 1.64E5
F: + p ESI Full ms2 334.00@cid30.00 [90.!
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Obr. 61. Fragmentace iontu zna¢eného standardu 6 — acetylmorfinu — D6 m/z 334.



ESI_AcMorfin_D6_2.5mg_|_2 #181-199 RT: 3.77-4.16 AV: 19 NL: 1.20E5
F: + p ESI Full ms3 334.00@cid30.00 211.
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Obr. 62. Izolace iontu m/z 211.

ESI_AcMorfin_D6_2.5mg_|_2 #224-246 RT: 4.72-5.20 AV: 23 NL: 4.64E4
F: + p ESI Full ms3 334.00@cid30.00 211.
100 193.07

183.13
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20 165,13
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Obr. 63. Fragmentace iontu m/z 211.



Fragmentacni spektra 6 — acetylmorfinu a zna¢eného standardu

6 — acetylmorfinu — D6 v mo¢i po SPE extrakci

Ac_D6_0.1mg_l_vzl_3frag #57-76 RT: 1.12-1.59 AV: 20 NL: 1.36E4
F: + p NSI Full ms2 328.00@cid0.00 [90.01
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Obr. 64. l1zolace iontu standardu 6 — acetylmorfinu m/z 328 po SPE extrakci.
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Ac_D6_0.1mg_|_vzl_3frag #78-101 RT: 1.64-2.22 AV: 24 NL: 2.23E3
F: + p NSI Full ms2 328.00@cid30.00 [90.!
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Obr. 65. Fragmentace iontu standardu 6 — acetylmorfinu m/z 328 po SPE extrakci.
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Ac_D6_0.1mg_|_vzl_3frag #12-34 RT:0.17-0.64 AV: 23 NL: 1.60E5
F: + p NSI Full ms2 334.00@cid0.00 [90.0
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Obr. 66. Izolace iontu znaceného standardu 6 — acetylmorfinu — D6 m/z 334 po SPE
extrakci.

Ac_D6_0.1mg_|_vzl_3frag #36-56 RT: 0.69-1.10 AV: 21 NL: 6.44E4
F: + p NSI Full ms2 334.00@cid30.00 [90.!
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Obr. 67. Fragmentace iontu zna¢eného standardu 6 — acetylmorfinu — D6 m/z 334

po SPE extrakci.
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M_D3_0.1mg_|_vzl_13frag #12-25 RT: 0.16-0.48 AV: 14 NL: 4.74E4
F: + p NSI Full ms2 286.00@cid0.00 [75.0(
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Obr. 68. l1zolace iontu standardu morfinu m/z 286 po SPE extrakci.

M_D3_0.1mg_|_vzl_13frag #26-39 RT: 0.51-0.84 AV: 14 NL: 9.66E3
F: + p NSI Full ms2 286.00@cid30.00 [75.!
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Obr. 69. Fragmentace iontu standardu morfinu m/z 286 po SPE extrakci.
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M_D3_0.1mg_|_vzl_13frag #40-50 RT: 0.86-1.12 AV: 11 NL: 1.01E5
F: + p NSI Full ms2 289.00@cid0.00 [75.0
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Obr. 70. Izolace iontu zna¢eného standardu morfinu — D3 m/z 289 po SPE extrakci.

M_D3_0.1mg_|_vzl_13frag #52-66 RT: 1.17-1.52 AV: 15 NL: 2.55E4
F: + p NSI Full ms2 289.00@cid30.00 [75.
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Obr. 71. Fragmentace iontu zna¢eného standardu morfinu — D3 m/z 289 po SPE

extrakci.
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