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SOUHRN

Na téma kvalifikaéni prace ,,Hmotnostni spektrometrie jako ndstroj odhalovani
Spinavych penéz” byla v teoretické C¢asti zpracovana literarni reSerSe. Na vybranych
analytickych metodach byl demonstrovan jejich vyznam pro forenzni chemii, napf. pii
analyze automobilovych lakli nebo vybuSnin. Hloubé&ji bylo pojednano o hmotnostni
spektrometrii, jeji instrumentaci a uplatnéni ve forenzni praxi, zejména pak v oblasti analyzy
drog na kontaminovanych bankovkach. Kromé¢ kombinaci separacnich metod GC a LC s MS
byly zminény i techniky hmotnostni spektrometrie umoziujici pfimou analyzu povrchu
bankovky, napt. DART/MS, DESI/MS, TD/MS. Experimentalni ¢ast prace byla zamétena
na analyzu kontaminovanych bankovek zvolenymi modelovymi latkami metodou hmotnostni
spektrometrie s pomoci dvou iontovych zdroju, elektrospreje (ESI) a modifikaci desorp¢niho
elektrospreje tzv. desorpénim nanoelektrosprejem (nanoDESI). Za modelové latky byly
zvoleny kofein v kavé a kokain. Primarnim cilem bylo ovéfit, zda lze pouzité ionizacni
techniky aplikovat v této oblasti analyzy. Experimenty potvrdily, ze jak technika ESI, tak i
nanoDESI jsou pro analyzu kontaminovanych bankovek vhodné. Technika ESI poskytuje
obraz o celkové kontaminaci bankovky, zatimco nanoDESI je spiSe vhodny pro analyzu
konkrétni stopy na daném povrchu (nejen bankovky), nez pro komplexni proméfovani celého

studovaného povrchu.

SUMMARY

The importace of analytical methods in forensic chemistry is demonstrated using
selected examples presented in the theoretical part, e.g. analysis of car paints or explosives.
The main attention was paid to mass spectrometry and its use in detection of drug
contamination of banknotes. Except GC/MS, LC/MS, GC/MS/MS and LC/MS/MS
hyphenated techniques DART/MS, DESI/MS, TD/MS has been described in literature. They
allow direct surface analysis of banknotes. In the presented work, analysis of banknotes
contaminated by caffeine or cocaine were performed using electrospray and desorption
nanoelektrospray. Both technigies are appropriate for the analysis of contaminated banknotes.
ESI can offer overview of contamination of whole banknote, nanoDESI can identify localized

spots on surface of banknote.
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1. UVOD

Zakladnim kamenem pii odhalovani trestné Cinnosti, at’ uz jde o kradez, distribuci
drog, znasilnéni ¢i vrazdu se stala myslenka zakladatele francouzské kriminalistiky dr.
Edmonda Locarda, ktery tvrdil, ze pfi kontaktu dvou objektli zanechaji na sobé navzajem
materidlni stopu. Dale jde jen o to dikazy nalézt a podrobit je zkoumdani na zdkladé
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nejnovejsich poznatkd prirodnich véd.

pasovani a distribuce ilegalnich drog, jako je napt. kokain, heroin, extaze, LSD a dalsi. Da se
fici, Ze ilegalni drogy stoji na vrcholu pyramidy kriminalni ¢innosti, nebot’ je dokazano, Ze
mnoho zlo¢ini bylo spachano pod vlivem nékteré z nich. Proto je dilezité zamezit dealerim

drog v jejich jednani a tim dopomoci k eliminaci pachani trestné ¢innosti.

Tento ukol pomahé vyfesit forenzni, neboli kriminalistickd, ¢i soudni chemie, ktera
nabizi v této dob¢ fadu metod, jez dovedou identifikovat a stanovit i nepatrné mnozstvi drogy
pfitomné na organickém ¢i anorganickém materialu. Tim forenzni chemie velmi ulehcuje
praci kriminalistim a pii soudnim fizeni jsou vysledky analyz pouzity jako nevyvratitelny

dukaz, majici velky vliv na rozhodnuti soudu.

Zdaleka nejpopularnéjsi metodou pro analyzu drog, potazmo organickych latek, je
vtéto dobé metoda zazivajici obrovsky vzestup Vinstrumentalni analyze nazyvana
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry - MS). Vyuziti ma jak samostatna metoda MS,
tak i jeji kombinace s jinymi instrumentalnimi metodami, jakou je nejcastéji plynova (Gas
Chromatography - GC) a kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography - LC). Moznost
bliz§i charakterizace smeési latek, nabizi tandemova hmotnostni spektrometrie, piipadné

hmotnostni spektrometrie n-t€ho stupné (MS").3

Cilem této prace je seznameni se s forenzni chemii, jako soucasti forenzni védy,
pii¢emz budou ve stru¢nosti uvedeny nékteré aplikace analytickych metod ve forenzni praxi.
Zvlastni ¢ast bude veénovana instrumentdlni metodé¢ - hmotnostni spektrometrie (Mass
Spectrometry - MS), jejimu principu, instrumentaci, interpretaci dat a vyznamném postaveni
pfi ziskavani forenznich dtikazii, zejména k identifikaci a stanoveni drog na kontaminovanych
bankovkéach. Na teoretickou ¢ast prace navazuje praktické ovéfeni moznosti desorpcniho

nanoelektrospreje pii hmotnostné spektrometrické analyze kontaminovanych bankovek.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Forenzni chemie

Oznaceni forenzni chemie je ptfevzato z anglického vyrazu forensic chemistry, coz
miZzeme chapat i jako chemii soudni nebo kriminalistickou. Jako nedilnd soucast
multidisciplinarni forenzni védy je nepostradatelna k ziskavani dikazu, které uplatiuji

vySetfovatelé u soudu a tyto ditkkazy pak mohou ptispét k dosazeni spravedInosti.

Forenzni chemik jako pracovnik forenzni laboratofe vyuzivd poznatkli a metod
Z oblasti biochemie, fyzikalni, analytické, organické a anorganické chemie ke zpracovani stop
Z mista ¢inu. Analyza vzorku je pro néj velikou vyzvou, nebot’ vzorky nebyvaji obvykle Cisté
chemické latky, ale smeési chemickych sloucenin, a tak je volba optimalni metody pro
dosazeni spolehlivych vysledki velmi V}'/'ZIlal’nl’lé..4 Dilezitost vybéru metody spociva
bezesporu také v urcitych omezenich, nejCastéji ekonomickych, materialnich, ¢asovych ¢i
personalnich. OvSem neopomenutelnym ptedpokladem k tspésné analyze je spravny odbér

vzorku, protoze chyby zplsobené odbérem vzorku byvaji ¢asto neodstranitelné.

Prvni forenzni laboratoi byla zalozena otcem kriminalistiky Edmondem Locardem
vroce 1910 se dvéma pfistroji — mikroskopem a spektrometrem. Tyto dva pfistroje jsou
povazovany za zdkladni pilife forenznich metod. Postupem casu byly vyvinuty novéjsi
metody, ulehcujici zdlouhavou analyzu, mezi které patii spektrdlni metody - infracervena
spektrometrie a rentgen. Dalsimi sofistikovanymi metodami, které piibyly, byly separaéni
metody, zejména plynova chromatografie (GC) a hmotnostni spektrometrie (MS), nebo
nukledrni magnetickd rezonance (NMR) ¢i skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), ktera

si také pomalu nachézi své misto mezi pouZivanymi metodami forenzni laboratote.*

2.2 Vybrané aplikace analytickych metod ve forenzni chemii

Analytické metody vyuZivané v kriminalistice se mohou délit dle druhu analyzované
latky do dvou zakladnich skupin, a to na metody vyuzivané k analyze organickych a metody
vyuzivané k analyze anorganickych latek. Organickd analyza pomaha identifikovat napf.
drogy, organické jedy, doping, synteticka vlakna, slozky barev, ropné produkty nebo i nékteré
vybusniny. U analyzy anorganické jde vétSinou o diikaz a identifikaci iontl toxickych prvki,

analyzu materialu stfel atd. V nasledujicim textu bude pojednano o aplikaci vybranych

2



analytickych metod v konkrétnich pfipadech, zejména v analyze organickych latek. Je to
pochopitelné, nebot’ vétsina forenznich diikazi je organické respektive biologické povahy, at’

uz se jedna o télni tekutiny, barviva, vybuSniny ¢i drogy.

2.2.1 Automobilové laky

Prvnim nazornym ptikladem vyuziti analytickych metod ve forenzni praxi miZze byt
analyza automobilovych lakt. Ta je vétSinou potieba pii spachani trestného ¢inu typu ,,hit and
run”, kdy pachatel ujede z mista ¢inu. Potom byva nalezeny lak automobilu pachatele jedinym

voditkem k jeho dopadeni.

Automobilové laky se fadi mezi syntetické akrylatové barvy, tedy makromolekularni
latky, majici za zakladni stavebni jednotku ester kyseliny akrylové
popf. jeji substituéni derivaty. Celkovou kompozici laki tvoii barva (barevny pigment),

tedidlo a tuzidlo (katalyzator).®

Metod pro identifikaci chemického slozeni automobilovych lakl je pomérné¢ mnoho,
proto zde budou uvedeny pouze nékteré. Jednou z metod majici dlouholetou historii je
pyrolyticka GC/MS. U této metody se vzorek nejprve pyrolyticky rozlozi pii 750°C po dobu
10 minut, jednotlivé slozky jsou separovany plynovym chromatografem a po ionizaci

detekovany hmotnostnim spektrometrem.’

Za ucelem analyzy automobilovych lakt se hojné vyuziva Ramanova a infracervena
(IC) spektrometrie s Fourierovou transformaci. Tyto dvé metody poskytuji navzijem
doplnujici se informace o sloZeni vzorku. Vzajemna komplementarita metod vyplyva z jejich
principti. V IC spektru se projevi pouze ty vibrace vazeb v molekule, které zptisobuji zménu
dip6lového momentu molekuly (spiSe polarni vazby-pi. O-H, C-O, N-H, C-Cl), zatim co
v Ramanové spektru ty, které souvisi se zménou polarizovatelnosti molekul (méné polarni a
nepolarni vazby-pt. C=C, S-S, C-S). Dokazou tedy identifikovat nejen barevny pigment, ale i
ostatni komponenty a pifimési. Ziskana spektra lze porovnavat s knihovnou spekter

komer¢nich autolakd, a tim dospét k jednoznacné identifikaci.®



LA/ICP/MS neboli laserova ablace s hmotnostni spektrometrii S indukéné vazaném
plazmatu je ultrastopova analyticka metoda, umoziujici pfimou analyzu pevnych povrchi.
V prvnim kroku dochdazi k ablaci (uvolnéni) ¢asti vzorku dodanim energie ve formé¢ pulzniho
laserového paprsku. Nosnym plynem je tento vzorek undsen do dalSiho systému, kterym je
ICP. V ICP dochazi k atomizaci a ionizaci vlivem argonového plazmatu pii teplot¢ 6000 —
10000 K. Vznikl¢ ionty prvki jsou vedeny do MS, kde jsou separovany a nasledné
detekovany. Ioniza¢ni energie argonového plazmatu je 15,8 eV a diky tomu mohou byt
pomoci ICP stanoveny prvky majici ionizacni energii < 16 eV. To jsou kromé F, Ne a He
vSechny prvky periodického systému. S vyuzitim LA/ICP/MS je tedy mozné stanovit stopové
mnozstvi kovu (od jednotek ppt aZ po stovky ppb), jeZ je bézZnou soucasti automobilovych

o 9,1
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2.2.2 Vybus$niny

Detekce vybusnin je dalsim piikladem vyuziti analytickych metod ve forenzni chemii.
Vybusniny piedstavuji pro spolec¢nost velikou hrozbu, a tak metody slouzici k jejich
identifikaci prochazi neustalym vyvojem, pfi¢emz dochazi pfedevsim ke zvySeni rychlosti,
citlivosti analyzy a k miniaturizaci méficich zafizeni zejména pro screening vybusnin

na letiStich, celnich pfechodech ¢i v zaminovanych oblastech.

Prevazna vétSina explozivnich latek jsou organické povahy, z nichz k nejzndméjSim
patii 2,4-dinitrotoluen (DNT) (Obr. 1a), 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) (Obr. 1b), hexogen (RDX)
(Obr. 1c) nebo pentrit (PETN), a proto se prakticky vyuziva plynovd chromatografie (GC)
S riznymi typy detektord. Detektor elektronového zachytu (ECD) vyuziva radioaktivniho

zaric N, ktery ionizuje molekuly nosného plynu (napt. Ny) za vzniku ionizaéniho proudu.

Piitomnost analytu se projevi snizenim ioniza¢niho proudu (zachyceni elektroni ionizacniho
proudu elektronegativnim prvkem analytu - N, O, S, halogeny) a toto sniZzeni je umérné

koncentraci analytu. Detekéni limity se pohybuji od 1 pg aZ po 100 pg.

Vybusniny, jako DNT, TNT a RDX obsahuji substituované nitroskupiny, schopné
chemiluminiscence. Této vlastnosti se vyuziva u chemiluminiscen¢niho detektoru. Detektor je

vysoce selektivni a 1ze ho uplatnit 1 pfi analyze zneciSténych vzorki. Podstatou je vybuzeni



excitovaného stavu molekuly chemickou reakci a jeji navrat (relaxace) do zakladniho

energetického stavu zafivym procesem.

CHy O 0 CHy O Q 0
||+ |+ ||+ ,,N+ T N
NH‘[:] D:;N NH‘[]' 0= ‘HN\\ )N,--' 0
|
+
.--Nt.\_a _,Nt_\_\: D";NEG
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Obr. 1 — chemické struktury: a) DNT, b) TNT, ¢) RDX

Pro analyzu takovych organickych latek, jakymi jsou vybuSniny, je mozné pouzit
hmotnostni spektrometrii (MS), jejiz princip a aplikace jsou podrobné&ji popsany v kapitole
2.3.

V soucasnosti je k detekci vybuSnin mimo laboratofe asi nejvice pouzivanou
technikou iontova mobilitni spektrometrie (IMS) (Obr. 2). Metoda zalozena na podobném
principu, jako TOF (Time Of Flight) analyzator u MS. Zakladnimi ¢astmi pfistroje je iontovy
zdroj a letova trubice. Jako ioniza¢ni zdroj je nejCastéji pouzivan B zaiic 53N, Novéjsi
konstruk¢ni typy vyuzivaji napf. 2 Am, produkujici a ¢astice a zafeni y. Nékdy molekuly
analytu nebyvaji ionizovany piimo, ale ionizace probiha zprostfedkované pies reakéni
medium tzv. chemickou ionizaci (viz 2.3.1). VétSina molekul vybusnin produkuje po ionizaci
zaporné nabité ionty, které jsou elektrickym polem urychleny smérem k detektoru, navic je
pohyb iontl ovlivnén piitomnosti plynu v letové trubici. Na rozdil od TOF analyzatoru se
Vv IMS miize pracovat za atmosférického tlaku, coz ma dopad na velikost a cenu zafizeni.
Dalsi rozdil oproti TOF je ve zptisobu separace jednotlivych iontt. Zatim co v TOF jsou ionty
separovany na zakladé rozdilného poméru hmotnosti ku naboji, v IMS hraje dilezitou roli i
velikost a tvar, tedy aerodynamické vlastnosti iontd (¢im bude, pfi urychleni na stejnou

rychlost, mensi odpor vii&i pohybu iontd, tim dfive doputuji k detektoru).™*

ionizaéni zdroj elektrické pole
1 T 1 1 T T protiproud plynu
I
:OO e° 3 | , B ) detektor
Oce O (" Yeo) 1 '
® O P ° 1
vzorek %/ 1 1 1 1
- ~— -
klapka letova trubice

Obr. 2 - schéma IMS
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2.3 Hmotnostni spektrometrie jako nastroj odhalovani ,Spinavych

penéz”

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry - MS) je fyzikaln¢ chemicka
instrumentalni metoda, separujici analyzované latky po pievedeni do plynné faze a ionizaci
dle jejich poméru hmotnosti a naboje m/z. MS ma dobrou vypovidaci schopnost o struktufe
analyzovanych latek a jeji vyuziti spoCiva piedevSim ve stopové analyze organickych
sloucenin s diirazem na zjiSténi struktury danych latek. Pro zvyseni selektivity analyz se MS
vhodné kombinuje s kolonovymi separacnimi metodami, pficemz toto spojeni umoziiuje
instrumentace MS rychly vyvoj, diky kterému se stala velmi oblibenou metodou majici

Sirokou aplikovatelnost pfedevsim ve forme¢ komercné dostupnych kombinovanych systému:

GC/MS, LC/MS.*?

2.3.1 Instrumentace

Pomoci sofistikované instrumentace, probiha cely proces analyzy, ktery miizeme

shrnout do n&kolika zakladnich, po sobé& nasledujicich krokéi:*

e Zavedeni vzorku

e Odpateni vzorku

e lonizace

e Akcelerace iontll do hmotnostniho analyzatoru
e Separace iontd hmotnostnim analyzatorem

e Detekce iontu

Instrumentalni vybaveni je uvedeno Vv blokovém schématu hmotnostniho spektrometru
(Obr. 3):

A 4

|
l

Obr. 3 — hmotnostni spektrometr



Vstupem (1) je do hmotnostniho spektrometru pfivadén vzorek do iontového zdroje (2).
V iontovém zdroji dochédzi k prevedeni analytu do ionizovaného stavu a piipadné
k fragmenta¢nim procesim. Hmotnostni analyzator (3) slouzi jako disperzni prvek, ktery
separuje v prostoru ¢i ¢ase smés iontll o rtiznych pomérech m/z piivadénych ziontového
zdroje, ionty nasledné dopadaji na detektor (4), ktery poskytuje analogovy signal, umérny
poctu iontl. Cela operace musi probihat za nizkych tlakii, aby nedochéazelo ke kolizim ¢éstic.
Ktomu se vyuziva vakuovy systém (5). Nakonec je vSe vyhodnoceno vhodnym
programovym vybavenim pocitace (6), ktery ma krom¢ zpracovani dat rovnéz funkci fidici a

kontrolni.

V ptipadé¢ kombinovanych systémil jako GC/MS a LC/MS, je dulezité zvolit vhodny
vstup z kolony do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, nebot’ analyzovana latka je
ptivadéna do iontového zdroje spoleéné s mobilni fazi, ktera mize mit nezadouci vliv na
vysledky analyzy. Zpravidla maze byt vyusténi kolony do hmotnostniho spektrometru dvoji a

to pfimé nebo pies vhodné rozhrani, ¢imz se snizi podil mobilni faze.™®

2.3.1.1 Iontové zdroje

Zde probiha ionizace vzorku, respektive dochazi kionizaci latek obsazenych ve
vzorku a k jejich ptipadné fragmentaci. Energeticka naro¢nost ionizace zavisi predevsim na
typu analyzované latky. U vétSiny organickych latek postacuje k ionizaci energie nepatrné

vy$si, nez je jejich prahova ionizacni energie, ktera byva obvykle 7-16 eV.

Dle mnozstvi energie dodané pfi ionizaci se ioniza¢ni techniky déli na mékké a tvrdé.
U méekké ionizacni techniky je doddvand energie nizkd, a tudiz nelze ptedpokladat
fragmentaci vzniklych iontii. Naproti tomu pfi tvrdé ionizacni technice je doddvané energie

velmi vysoka a o¢ekava se tedy bohata fragmentace iontd.

Ionizaci je mozno provadét jak v plynné, tak i v kondenzované fazi, dle povahy

analyzovanych latek.™

> lonizace elektronem (Electron lonization - EI)

Ionizace elektronem je tvrdou ioniza¢ni technikou latek v plynné fazi a je nejbéznéji
pouzivanou v kombinaci GC/MS. Ionizace analyzované latky M je provadéna proudem

urychlenych elektronil, kdy miize dojit obecné k t€émto déjim:
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odtreni elektronu: M+ e — Ms" + 2¢
elektronovy zachyt: M +e — M

Produkty jednotlivych d&jii nazyvame radikalkationt — M*« a radikalaniont — M. Jako
zdroj elektronti je pouzivano zhaveného rheniového nebo wolframového vldkna, piedstavujici
katodu. Proud elektroni emitovanych z katody, ktery nasledné smétuje k anodé je piimo
umérny velikosti zhaviciho proudu. Rozdil potencidlu mezi katodou a anodou urcuje energii
emitovanych elektronli. Za standard se povazuje energie 70 eV. Diky této vysoké energii lze

. _ . . 12
krom¢ ionizace oc¢ekavat také bohatou fragmentaci.

» Chemicka ionizace (Chemical lonization - CI)

Chemicka ionizace je piikladem mékké ionizacni techniky v plynné fazi a je také
vhodna u systému GC/MS. Stejné jako u ionizace elektronem je i zde proud elektront
zdrojem ionizace, tentokrat se jedna o pienos energie elektronti na molekulu neptimo pies tzv.
reakéni medium, kterym je plyn (nejcastéji CHs) nebo pary nizkovrouci kapaliny. U tohoto
typu ionizace jsou podminky v ionizaéni komote pomérné odlisné. Ionizace probihd za
relativné  vys$S§iho tlaku (50-150 Pa), jenz napomaha zvysit pravdépodobnost

mezimolekuldrnich a meziontovych interakci."

> Sprejové ioniza¢ni techniky/Ionizace za atmosférického tlaku

Tato skupina se fadi mezi mékké ionizacni techniky a mohou byt déleny dle kritéria
ptipravy vzorku do dvou skupin. Prvni skupinou jsou ioniza¢ni techniky z kapalné faze a jsou
vhodné zejména pro systétmy LC/MS a CE/MS. Konkrétni, nejcastéji pouzivané techniky

jsou:

= |onizace elektrosprejem (electrospray ionization - ESI)
= Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical

ionization - APCI)

lonizace elektrosprejem (ESI) (Obr. 4) ma podobny pribéh jako dnes jiz malo
pouzivana ionizace termosprejem. Kapalna faze je rozprasovana vlivem nehomogenniho
elektrického pole mezi ustim kapilary pod vysokym napétim a uzemnénou protielektrodou.

Vzniklé kapi€ky jsou rychle vysouseny za ohfevu inertnim plynem, az dochézi k iontovému



vypatovani ptimo do plynné faze.”? Za analyzu biomakromolekul pomoci ESI ziskal v roce

2002 John B. Fenn Nobelovu cenu.

E—
7Spiléra se vzorkem odpatovaci komora s N,
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Obr. 4 - schéma ESI

Chemicka ionizace za atmosférického (APCI) je od piedchozi metody odlisna tim,
7e se pii ni tvofi z odpafené kapalné faze diky koronovému vyboji, generovanému na hrotu
tzv. koronové jehly chemicko-ioniza¢ni plazma, ve kterém dochazi v disledku ion-

molekulovych reakei k tvorbé ionti, Casto protonovanych nebo deprotonovanych molekul.*?

Do druhé skupiny fadime techniky tzv. analyzy povrchli, u kterych vétSinou neni
potiebna piiprava vzorku, a tudiz lze studovany material analyzovat piimo (lidska tkan, ¢asti

rostlin, bankovky atd.). Pfikladem mohou byt techniky:

= Desorp¢ni elektrosprej (desorption electrospray ionization - DESI)
= Desorpce ionizace laserem za asistence matrice (matrix-assisted laser
desorption/ionization - MALDI)

* Pfima analyza v redlném cCase (direct analysis in realtime - DART)

Desorpéni elektrosprej (DESI) (Obr. 5) vychazi z techniky ionizace elektrosprejem
s tim rozdilem, ze obvykle neni provadéna jakakoliv priprava vzorku a lze analyzovat vzorky
se sloZitymi matricemi. Oproti klasickému elektrospreji je kapilarou pfivadéno, zmlZzovéano a
ionizovano pouze rozpoustédlo (obvykle smés voda, methanol v poméru 1:1). Vzorek je
umistén cca 5 mm pied Spicku DESI pod vhodnym thlem (nej€astéji 50°) ke sprejovaci
kapilate a vstupu do MS. Okolo kapilary proudi inertni plyn (N>), ktery napomaha procesu
desorpce/ionizace vzorku. Sprejovanim vznikajici ionty interaguji s povrchem analyzovaného
vzorku, nacez dochazi k desorpci iontl analytt, které jsou nasledné vedeny do hmotnostniho

analyzatoru. Desorpci a vytéznost tvorby iontt ovliviiuji geometrické parametry a vlastni



parametry elektrospreje. Existuje rovnéz modifikace bez pouziti sprejovaciho plynu a s jinou

geometrii (desorp¢ni nanoelektrosprej, natnoDESI).M’15

Technika disponuje Sirokym vyuzitim, at’ uz se jedna o monitorovani vybusnin a drog,
analyza farmak, produktii pyrolyzy, prostorové zobrazeni vybranych iontl (tzv. MS-imaging)

nebo analyzu chirdlnich latek.

17Jiléra splynem  desorbované ionty  vstup do MS

kapilara s rozpoustédlem o o Vzorek

e

kapicky spreje -

Obr. 5 - schéma DESI

Desorpce ionizace laserem za asistence matrice (MALDI) je oznacovana za pulzni
ionizacni techniku a Casto se pouziva ve spojeni s TOF (time of flight) analyzatorem. Nutna je
piiprava vzorku, ktery se misi s vhodnou matrici. Vzorek s matrici na vhodném povrchu
(nerezova desticka) je ozafovan kratkymi laserovymi pulzy (jednotky aZ desitky ns), energie
laseru zptisobi desorpci latek, vede k ionizaci matrice, ktera zprosttedkované predava naboj
analytu. Za analyzu biomakromolekul technikou MALDI byl Nobelovou cenou ocenén K.
Tanaka v roce 2002. Technika je vhodna pro analyzu biopolymert a syntetickych polymer,
ale také byla pouzita napf. k detekci mikroorganismt, které by mohly byt pouzity jako

ST . 16,17,18
biologicka zbran.

Piima analyza v reidlném case (DART) patii mezi popularni ionizacni techniky
soucasnosti. Mezi hlavni vyhody této metody 1ze zminit bezkontaktni zptisob analyzy daného
povrchu, kratkou dobu analyzy (desitky sekund), Sirokou aplikovatelnost a moznost analyzy
plynu (He nebo N) vybojem, kdy z n€j vznikaji metastabilni ionty a ¢astice. lonty plynu jsou
zachyceny na protielektrodé a s analytem (S) interaguji pouze excitované ¢astice reakéniho
plynu (M"). Nejéastdjsi mechanismus vzniku kationtd je tzv. ,Penningova ionizace”

probihajici nasledovné:
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M+ S — Se* + M + elektron

Ptepinanim polarity vypuzujici elektrody Ize meénit analyzu kationtd na analyzu
aniontii a naopak. Pomoci DART techniky mohou byt analyzovany stovky chemickych latek,
jako peptidy, oligosacharidy, drogy, vybusniny, syntetické latky, metabolity, 1é¢iva, pesticidy
aj. Vsechny tyto latky lze analyzovat z povrchi, jakymi jsou lidska kize, papirova ména,
letenky, ovoce, zelenina, t€lni tekutiny nebo oble¢eni. Technika poskytuje celkem jednoducha
spektra, napi. MS spektrum analyzy kokainu na 1 dolarovych US bankovkach pomoci DART
(Obr. 6). Kokain byl detekovan jako kvazimolekularni ion C17H,,NO4" ([M+H]Y) s hodnotou
m/z 304,1549.'%%0

mJz 304.1549

En‘:?erflfd ﬁ'.ll C‘ITHZENDd
NESEUU 1 W i
-
Y
Cocaine
e [M+H]*
Full mass
spectrum |, ‘ | I
T = - Cl ot

Obr. 6 - MS spektrum kokainu (pievzato z cit.)

2.3.1.2 Hmotnostni analyzatory

Uloha hmotnostnich analyzatori je jiz zmindna separace iontii podle poméru jejich

hmotnosti a naboje m/z. Zakladnimi konstruk¢énimi typy hmotnostnich analyzatort jsou:

e Magneticky hmotnostni analyzator (Magnetic mass analyzer - M)

e Kvadrupolovy analyzator (Quadrupole analyzer - Q)

e Jontova past (lon-Trap analyzer - IT)

e Pruletovy analyzator (Time Of Flight analyzer - TOF)

e Jontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier Traransform lon
Cyclotron Resonance - FT-ICR)

e Orbitalni past (ORBITRAP)

11



> Magneticky hmotnostni analyzator (Magnetic mass analyzer - M)

Magneticky hmotnostni analyzator byva soucCéasti hmotnostnich spektrometri
s vysokym rozliSenim. Konstrukéné se jedna o elektromagnet, ktery je slozen ze dvou
polovych nastaveti. Urychlené ionty jsou separovany V magnetickém poli o indukci B, pro

dosazeni vysokého rozligeni je nutné magneticky sektor kombinovat s elektrickym.*

» Kvadrupélovy analyzator (Quadrupole analyzer - Q)

Analyzator tohoto typu se sestava ze Ctyi ty¢i, kruhovitého ¢i hyperbolického prafezu,
které jsou pfipojeny ke zdrojim stejnosmérného a vysokofrekvencéniho napéti. Do prostoru
mezi ty¢emi jsou piivadény ionty, jejichz trajektorie pohybu smérem k detektoru je dana
zménou stejnosmérného napéti, amplitudy a frekvence radiofrekvencniho pole. Pomoci zmén

uvedenych veli¢in projdou k detektoru pouze ionty o urcité hodnoté¢ m/z.?

> lontova past (Ion-Trap analyzer - IT)

Obdoba kvadrupdlového analyzatoru, pti¢emz konstrukéné jde o tfi elektrody, z nichz
jedna je kruhova a dvé vyklenuté do prostoru kruhu. Pomoci stiidavého elektrického pole jsou
ionty v prostoru mezi elektrodami zadrzovany. K semknuti ionti napomaha zakladni plyn,
nejcastéji He o nizkém tlaku. Akumulace iontd mize trvat mikrosekundy az sekundy, dle
mnozstvi vzorku. Opét zménou veli¢in jsou ionty postupné odvadény k detektoru. Nov¢jsi
konstrukce linearni pasti vyuziva jiného uspofadani elektrod, zékladem jsou Ctyfi tyCe, mezi

kterymi jsou ionty akumulove’lny.12

> Pruletovy analyzator (Time Of Flight analyzer - TOF)

Principidlné nejjednodussi a casové nejméné narocny zpisob separace, jehoz
podstatou je odlisna doba iontl evakuovanou trubici. lonttim je pted vstupem do priletového
analyzatoru dodéna stejna kinetickd energie. Rlizna doba letu zavisi na hmotnosti a velikosti

s 12
daného iontu.

» lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier Traransform lon

Cyclotron Resonance - FT-ICR)

Cela iontové cyklotronové rezonance je ve své podstaté elektromagnetickou iontovou

pasti, umisténou uvnitt supravodivého magnetu s vysokym statickym magnetickym polem.

12



Ionty uvnitf této pasti se vlivem magnetického pole zacnou pohybovat s cyklonalni trajektorii
a cyklotronovou frekvenci nepiimo Umérnou jejich hodnot¢ m/z. VloZeni rychlého
napétového pulzu na excitacnich elektroddch zplisobi excitovany pohyb iontl se stejnymi
hodnotami m/z, pti¢emz dojde k jejich synchronizaci do oblakl koherentné¢ se pohybujicich
iontl. Pohybem oblakti excitovanych iontd, jeZ jsou v rezonanci s excitaénim napétim, se
indukuje na detekénich elektrodach stéidavy proud, ktery je méten. Frekvence indukovaného
proudu odpovida cyklotronové frekvenci a intenzita je imérna poctu iontd. Méfenim se
ziskava zavislost intenzity signalu na Case, kterd se pomoci Fourierovy transformace prevadi
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na zavislost intenzity na frekvenci, ta se ptepocte na standardni spektrum.

> Orbitalni past (ORBITRAP)

Orbitrap pifedstavuje nejnovéjsi komeréné vyrabény typ hmotnostniho analyzéatoru
(od r. 2005) vyuzivajici Fourierovu transformaci. Analyzator je tvofen vné&jsi elektrodou
S otvorem pro vstup iontl a vnitini elektrodou vietenovitého tvaru, na kterou je vkladano
napéti. lonty, vstupujici do pasti se vlivem meéniciho napéti zac¢nou spiralovité pohybovat,
pficemZz obdobné jako v ICR generuji proudovy signal, ktery je pomoci Fourierovy

R . 23
transformace prevadén na hmotnostni spektrum.

2.3.1.3 Detektory

Zékladni déleni detektort je na detektory pro pifimad méfeni a nasobi¢ové detektory.
Prvni typ detektord méfi elektricky proud vznikajici pfimym dopadem iontl a je vetSinou
pouzivan pro urcovani izotopového zastoupeni prvki, napf. pii ur€ovani stati hornin. Druhy
typ vyuziva efekt nasobeni elektronti vzniklych pii dopadu iontl a jeho vyuziti je zejména u
technik GC/MS a LC/MS diky vyssi citlivosti a delsi zivotnosti. Nasobicové detektory jsou

déle déleny na elektronnasobicové a fotonasobicové, dle druhu detekovaného signalu.

2.3.2 Hmotnostni spektrum

Vysledkem analyzy hmotnostniho spektrometru je hmotnostni spektrum, které
piedstavuje nejCastéji zavislost relativni intenzity iontového proudu na podilu m/z.

Nejintenzivnéj$imu piku pak nalezi ve spektru hodnota iontového proudu 100%.
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2.3.3 Vyuziti MS ve forenzni chemii

Metoda MS ma velmi Sirokou aplikovatelnost ve forenzni chemii, pfedevSim
v kombinaci s kolonovymi separaénimi metodami, jako je plynova nebo kapalinova
chromatografie. Zna¢né uplatnéni maji i navzajem spojené hmotnostni analyzatory v metodé
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). V kapitole 2.2 byly jiz uvedeny né&které
aplikace MS, at’ uz se jednalo o analyzu vybusnin nebo automobilovych laki. Nadéale budou

ve strucnosti pfedstaveny dalsi vybrané aplikace z oblasti analyzy drog.

Technika, ktera nachazi stdle vyznamnéjSi postaveni pii testovani drog ve forenzni
laboratofi, je LC/MS. Metoda spliuje pozadavky pro forenzni toxikologickou analyzu pro
svoji vysokou selektivitu, moznost detekce aktivnich metaboliti a efektivni screening
v nejasnych ptipadech. Od jejiho zavedeni prodélala zasadni vyvoj a stala se tak metodou,
aplikovatelnou v mnoha analytickych piipadech. Hlavni zasluhu na popularit¢ ma zavedeni
postupt ionizace za atmosférického tlaku (API). Pfichod API/LC/MS posunul vSechny

. o1z vr SR . , 24
predeslé pouzivané ionizacni techniky k zastaralym.

Metoda GC/MS naléza své uplatnéni stejn¢ jako LC/MS ve forenzni toxikologii i
dopingové kontrole, pfi testovani drog v télnich tekutindch a vlasech. V prvnim ptipadé je
GC/MS specialné vmoéddu chemické ionizace (CI) referenéni metodou pro potvrzeni
pozitivniho screeningového testu pii testovani drog v télnich tekutindch, zejména v moci a
krvi. Ukazalo se, ze krom¢ identifikace drog je GC/MS aplikovatelna i pro jejich kvantifikaci
za pouziti vnitinich standardt. U testovani vlast na pfitomnost drog je praktickou vyhodou
delsi doba sledovani ptitomnosti drogy v delSim ¢asovém horizontu ve srovnani s testovanim
moci nebo krve. Analyza moci a krve poskytuje informaci o kratkodobém uzivani drogy a
neuvazuje rozdil mezi chronickym uzivdnim nebo kratkodobou expozici drogy, zatimco

analyza vlasii poskytuje dlouhodobou historii uzivani drogy a tento rozdil uvaiuje.24

Techniky DART/MS, ESI/MS a DESI/MS byvaji vyuzivany pfi analyze drog velmi
casto. Poskytuji relativné jednoduché spektra, kterd Ize dobte interpretovat. Jako piiklad Ize
uvést, ze pomoci ESI/MS byly analyzovany kontrolované latky, napt. methamphetamin,

kokain &i heroin.?®
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2.3.3.1 Analyza drog na bankovkach

Drogy hraji v analyze organickych latek dulezitou roli pfedev§im tim, Ze jejich
zneuzivani Casto souvisi s ndsilnym ¢i nenasilnym trestnym c¢inem, zptisobuje zdravotni
potize a narusuje osobni, rodinné a spolecenské vztahy. V priabéhu poslednich desetileti se

proto stalo testovani drog dilezitou ¢asti prace forenznich toxikologt.

Prizkum ve Spojenych statech v roce 2005 ukazal, ze 19,7 mil. Ameri¢ani ve véku
nad 12 let uzivalo minimaln€é mésic pred testovanim ilegalni drogy. Zdaleka nejpopularné;si
drogou byla marihuana (Obr. 9) a hasi$ (74,1 %). DalSimi oblibenymi ilegalnimi drogami byl
kokain (12,2%) (Obr. 10), halucinogeny jako LSD (Obr. 11), PCP (Obr. 12) a extaze (5,6%) a
heroin (0,7%). Z téchto uzivateld bylo 3,6 mil. klasifikovano jako zavislych na ilegalnich

. T : % 26
drogach nebo zneuzivajicich drog pravidelné.
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Obr. 7 - chemické struktury: a) THC, b) kokainu, ¢) LSD, d) PCP

Testovani drog spada do dvou kategorii, kterymi jsou screening (provéfovani) a
konfirmace (potvrzeni). Screeningovy test je obvykle provadén jako prvni u vzorku, v némz

ma byt substance identifikovana. Tento test ma za ukol vyloucit velké mnozstvi drog, které by

15



pfichazely v vahu. Zaroven tyto testy identifikuji obecné kategorie latek, které mohou
vzorku nalezet, ale neposkytuji o latkdch blizsi specifické informace. Zvlastni typ
screeningového testu, ktery je hojné pouzivan je tzv. pfedpokladany test (z angl. ,,presumtive
test”). Ten je provadén tehdy, kdyz vySetfovatel odivodnéné véri, ze je konkrétni latka
pfitomna ve vzorku, tzn., ze se pfitomnost ,,pfedpoklada”. Screeningové testy jsou pouze
prvnim krokem k jednoznacné identifikaci urCité latky. Konfirmaéni (potvrzovaci) test vzdy
nasleduje po screeningovém testu, ve snaze urcit specifické vlastnosti dané latky pfitomné

, 26
ve studovaném vzorku.

Po letech se mnoho chemickych testll uplatnilo jako screeningovy test drog, ale mnohé
Z nich nebyly nezbytné specifické pro drogy a v mnoha pifipadech mohly poskytovat faleSné
pozitivni nebo negativni vysledky. Pozitivni chybu poskytuji v pfipad¢, kdy je prokézana
urcita latka ve vzorku, ale ve skuteCnosti v ném neni obsazena a negativni chybu, pokud je

dana latka ve vzorku pfitomna, ale nebyla pomoci testu prokazana.

Zpusob, jakymi jsou drogy na bankovkach zadrzovany, je hned nékolik. Inkoust tvofi
na bankovce ,,lepkavy” povrch, na ktery se snadno zachyti S$pina, lidsky pot, kosmetické
ptipravky, jakozto i drogy. Druhym zpisobem kontaminace je zabudovavani drogy do mezer
mezi jednotlivymi vlakny bavlny tvoficimi bankovku. Pfi styku kontaminované bankovky
s béZznym ob&zivem dochazi k Sifeni kontaminace fetézovym zplsobem. Zpravidla pak byva
nesnadné rozlisit od sebe bankovky kontaminované piimo trestnou ¢innosti a nepiimo, napf.
poditacimi stroji v bankach. Uroveti kontaminace ,,drogovych” penéz byva obvykle vyssi, ale
nemusi tomu tak byt ve vSech ptfipadech. Mnozstvi ilegalnich drog na bankovkach jen zfidka
presahuje mnozstvi vétsi, nez nékolik ng, a proto je potieba citlivych metod, majici vysokou

selektivitu pro tyto slouceniny.?’

Jedno je jasné. Odlisit od sebe bankovky z bézného obéhu a bankovky kontaminované
v disledku obchodovani s ilegalnimi drogami neni snadny ukol. Velmi casto totiz zélezi
na zkuSenostech analytika, ktery musi umét se ziskanymi daty spravné nalozit, a tudiz lidsky

faktor hraje nejen v této analyze svou roli.

A) Hmotnostni spektrometrie kokainu

Kokain je dnes velmi popularni ilegdlni droga, kterd se klasifikuje mezi
psychofarmaka, konkrétné¢ psychedelika. Psychedelika jsou latky vyvoldvajici ptechodné

psychotické stavy. Miize jit o zmény smyslového vnimani, jako snové obrazy, halucinace a
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depersonalizace. Spole¢né s témito stavy dochazi ke zméné ndlady, euforie az deprese a
pocity strachu. Po chemické strance je kokain tropanovy alkaloid methyl — [1R — (exo, ex0)] —
3 — (benzoyloxy) — 8 — methyl — 8 — azabicyklo [3.2.1] oktan — 2 — karboxylat, izolovatelny

z listd jihoamerického stromu koka (Erythroxyloncoca).?®

V minulosti byl dokonce pouzivan jako lokalni anestetikum, ale kvili jeho silné
navykovosti a zna¢né toxicité¢ se od jeho uzivani postupné upustilo. Za pocateéni centralni
stimulaci a euforii je zodpovédny kokain tim, Zze v CNS blokuje zpétny ptenos katecholamint
do nesynaptickych neuront, a tim dojde ke zvySeni koncentrace téchto neurotransmiterd
v synaptickych $térbinach. Lokalni anestetické Gc¢inky jsou zplisobeny omezenim drazdivosti
volnych nervovych zakonceni periferii a dale branénim depolarizaci bunéénych membran,

NP : . 29
¢imz blokuje vedeni vzruchu neuronem.

Po celém svété je kokain jednou z Siroce pouzivanych ilegalnich latek, rychle
nabirajici na popularité. Podle zprav OSN (Organizace spojenych narodd) v roce 2007 se
odhadovalo kolem 14,3 miliont lidi uzivajicich kokain (mezi 15 a 64 lety véku), coz
odpovida 0,3% z celkové populace. UZivani kokainu v poslednich letech vyznamné vzrostlo,
piredev§im v Evropé a v zemich Zapadni Afriky, ale oba kontinenty ve spotifebé kokainu

, < (o , 030
vyrazné zaostavaji za Severni Amerikou.
V souvislosti se zneuzivanim kokainu Ize zachytit jeho stopy na bankovkach.

Hmotnostni spektrometrie zaujima Vv této dobé zékladni postaveni v analyze kokainu
na kontaminovanych bankovkach. Mezi nejpouzivan€j$i kombinované metody V analyze
kokainu, majici za spole¢ny zaklad hmotnostni spektrometr fadime GC/MS, LC/, DESI/MS a
TD/APCI/MS.

V poslednim desetileti demonstrovalo n€kolik studii kontaminaci obéZiva anglickych
liber (£), eur (€) a americkych dolart ($), coz zpusobilo veliky zajem médii a rozruch
ve spoleCnosti. Samotna podstata kontaminace by pfitom neméla byt zvlast udivujici, nebot’
logickou uvahou ji lze predpokladat. Penize jsou totiz zédkladnim pojitkem mezi dealery a
uzivateli, protoZe jsou pii obchodu za drogu vyménovany. Navic vétSina uZzivateli kokainu
pouziva samotnou bankovku k ¢ichani této drogy, ¢imz zplsobi pfimou kontaminaci mény.
Do roku 1994 bylo publikovano pouze nékolik malo praci, tykajici se analytickych metod pro

stanoveni kokainu na bankovkach, ale jejich pocet vyznamné vzrostl v letech 1994-2003 a
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2005-2007. Rostouci zdjem mize byt zplsoben snahou demonstrovat moznosti nové

instrumentace, spolu s popularitou kokainu po celém svéts.

Vyvoj MS metod pro stanoveni kokainu na bankovkach

Z obecného hlediska lze shrnout vyvoj MS metod do né€kolika meznikti. Prvnim
meznikem ve vyvoji analyzy drog na bankovkach je pouziti plynové (GC) a kapalinové (LC)
chromatografie pro stanoveni kokainu na papirovych penézich. Druhy meznik dramaticky
pfispél k redukci potfebného ¢asu analyzy diky zavedeni screeningovych technik, jako napf.
TD/MS/MS (Thermal Desorption/Tandem Mass Spectrometry). Tato metoda zlepSila
produktivitu forenznich laboratofi snizenim casu analyzy a ptipravy vzorku. Za posledni
meznik V analyze kokainu je povazovano zlepsSeni piistrojového vybaveni. Diky pouziti
chromatografickych technik v kombinaci s MS/MS (GC/MS/MS nebo LC/MS/MS) se
piispélo ke zvyseni citlivosti, meze detekce, meze stanovitelnosti a dalich parametrt. Tim se
tyto techniky staly vhodné pro kvalitativni, nebo kvantitativni analyzu kokainu

A , y s 32,33,34,3536,37
na bankovkach pfi stopovych mnozstvi.

Moznosti odbéru kokainu z bankovek

Metod pro odbér kokainu bylo vyzkouSeno hned nékolik. Mezi nejpouZivané;si
metody patii vakuovy odbér, pfima termalni desorpce (TD), extrakce kapalina/kapalina a

extrakce pevnou fazi (SPE).

> Vakuovy odbér

Odbér timto zptisobem probihd pomoci pfenosného vysavace tak, ze se analyt zachyti
na malém filtru (kiemenny, potazeny vrstvickou dikyanoallyl silikonovou gumou)®,
umisténém na konci hadice. Vakuové techniky umoznuji odbér vzorku piimo na misté
potieby, ale i¢innost odstranéni kokainu z bankovky je nizka, a tak byva odbér povazovan za
semi-kvantitativni. Vyhodou metody je, ze se vyhyba pfimé manipulaci se vzorkem, a tim

omezuje moznost kontaminace vzorku béhem piepravy do laboratofe.

> Piima termalni desorpce (Direct Thermal Desorption - TD)

Tato technika je asi 1000 x citliv€jsi, nez odbér vakuovym systémem, nebot” desorbuje
i kokain rozpustény v mastnoté prstu, ktera je hluboko ve vlaknech bankovky. Konstrukéné se

jedna o dvé kovové desky zahtaté na 285 °C a prenosovou trubici.®® Mezi vyhiaté kovové
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desky se vkladd bankovka po dobu 1s, kdy je material zbaven tékavych slozek a néasledné
dochazi k chemické ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). V plynné fazi jsou piechody
prekurzorovy ion/produktovy ion monitorovany a pfitomnost slouceniny je indikovana

zvySenim odezvy odpovidajici t¢émto prechodiim.

> Extrakce kapalina/kapalina

Jednd se o velmi efektivni extrakce za pouziti organickych rozpoustédel nebo
ziedénych kyselin. Jeden z prvnich postupii extrakce kokainu z americkych dolard vyuzivajici
organického rozpoustédla byl zaloZen na extrakci chloroformem v centrifuze.* Jako u¢inna
rozpoustédla se vyuzival i methanol, acetonitril a ethanol. Stejnych postupt bylo pouzito také
pii analyze kokainu na eurech, kde se k extrakci pouzival methanol. Extrakce kokainu

metanolem se ukazala jako velmi Setrna k extrahované bankovce. %

> Extrakce pevnou fazi (Solid-PhaseExtraction - SPE)

SPE (Obr. 8) byva casto kombinovana s extrakci kapalina/kapalina za ucelem
odstranéni nezadoucich latek, jako jsou barvy, oleje, tuky nebo kosmetické vyrobky. Vyhodou
oproti extrakci kapalina/kapalina je nizka spotfeba rozpoustédla. Analyt je pifecistovan od
balastnich latek jeho promyvanim na pevné fazi, kde se sorbuje. Po precisténi nasleduje
eluovani analytu z pevné faze vhodnym rozpoustédlem a takto precistény vzorek predstavuje
mensi riziko chyby pfi nasledujicim stanoveni. SPE umoziuje diky smiSenému rezimu
separaci (napt. obracené fize a ionex) maximalni selektivitu pro extrakci kyselin, neutralnich
latek 1 zésad, a tak je vhodna pro cileny screening a potvrzeni prakticky vSech kategorii

drog.*

1. solvatace kolonky  2.naneseni vzorku 3. ¢isténi vzorku  4.extrakce cilové slozky

y. A /
[ X ) 000
& i

v

@

@M r< ';l>l:ll:||:I

balastni slozky
Obr. 8 - princip SPE extrakce
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Analytické metody

Analytické metody vhodné pro zjisténi kontaminace kokainu na bankovkach, které
jsou publikovany, mohou byt déleny do dvou zikladnich skupin. Do prvni skupiny se fadi

kolonové separa¢ni metody GC, LC ve spojeni s MS a do druhé potom metody analyzujici
bankovky ptimo — TD/MS/MS, DART/MS, DESI/MS.

» Plynova chromatografie (GasChromatography - GC)

Plynova chromatografie v kombinaci shmotnostni spektrometrii (GC/MS) je
nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni kokainu na bankovkach. Mimo tuto kombinaci
s MS lze kombinovat GC také s tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC/MS/MS) a jinymi

detek¢nimi systémy.

Hmotnostni spektrometry zpravidla vyuzivaji pii analyze kokainu ionizaci elektronem,
ale i chemické ionizace.® V poslednich letech byla pro zvyseni citlivosti méfeni zavedena
tandemova hmotnostni spektrometrie.’® Podle studie Armenty a de la Guardia poskytuje
metoda GC/MS/MS LOD (limit detekce) 0,15 ng/bankovku, opakovatelnost, jako relativni
smérodatna odchylka péti nezavislych méteni standardu kokainu (1 ng/ml) je 6% a frekvence
analyzy 4/h za pouziti pouze 20,5 ml methanolu na vzorek. Dale studie poskytla pfi Grovni
100 pg a 10 ug na bankovku vytézky 101 =2 % a 98 £ 3 %. Je tedy patrné, ze GC/MS/MS

poskytuje citlivou a selektivni metodiku stanoveni kokainu na bankovkach.*

» Kapalinovd chromatografie v _kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(LC/MS/MS)

Prvni pouziti LC/MS pro kvantifikaci kokainu na bankovkach bylo publikovano
Jourdanem a Donellym v roce 1995.%% Autofi pouzili pro screening kokainu na US dolaru ($)
IMS (iontova mobilni spektrometrie) a v pozitivnim piipad¢ byl kokain kvantifikovan pomoci

LC/MS nebo GC/MS za pouziti standardu.

Metodika zalozenda na LC/MS/MS byla vyvinuta pro analyzu kokainu na irskych
bankovkach. Pro separaci kokainu od dalsich latek pfitomnych v matrici byla pouzita mobilni
faze, ptipravena z roztoku octanu amonného (pH 4,5) a methanolu a dvé rizné kolony. V této
studii bylo vyhodnéjsi pouzit 20 cm monolitickou kolonu, ktera poskytovala vyssi pocet
teoretickych pater pfi akceptovatelném pritoku mobilni faze a méla vyssi celkovou kapacitu,

nez 10 cm monolitickd kolona (umoznuje zvysit injekéni objemy pro stopovou analyzu).
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Opakovatelnost, ur¢ena provadénymi Sesti opakovanymi nastiiky 0,1mg/1 roztoku standardu,
byla 3,7%, zatimco reprodukovatelnost, zkousena za pouziti Sesti individualné pfipravenych
0,5mg/l roztoku analytu, byla 4,9 %. LOD a LOQ (mez stanoveni) byly 4 pg/bankovka a 14
pg/bankovka. Vytéznost ziskana z vyse uvedeného postupu byla 87 & 8 %. Elu¢ni ¢as kokainu

byl za uvedenych podminek 10 minut.*

Hlavni nevyhodou této metody a obecné metod zaloZenych na LC/MS ¢1 GC/MS je

piiprava vzorku a doba analyzy, v porovnani s pfimymi metodami, jakou je TD/MS/MS.

» Termaélni desorpce v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii (TD/MS/MS)

TD/MS/MS je druhou nejpouzivanéjsi metodou pro analyzu kokainu na bankovkach.
Technika je pfi odhalovani ,Spinavych penéz“ velmi rychla a citliva, ale ¢asto nedochazi
k rozeznani penéz z obecného ob&hu a tzv. ,,penéz drogovych®. TD/MS/MS ma tu vyhodu, ze
se vzorek jednoduSe pfipravi bud’ odbérem vakuovym systémem nebo je kokain piimo
desorbovan z bankovek do zdroje hmotnostniho spektrometru. Uvolnény kokain z filtru
vakuového systému poskytuje intenzivni signal protonovanych molekul (m/z 304) a byly
sledovany specifické iontové prechody v plynné fazi (m/z 304 na m/z 182 a m/z 304 na m/z
105). Metoda poskytuje vysokou citlivost a kratkou dobu analyzy, takze muze byt ve 4
minutovych intervalech analyzovéano az 50 bankovek. LOD této techniky zavisi na celkovém
mnozstvi desorbovaného materidlu, ktery muze ovlivnit ionizaci ptfitomnych latek, ale
zpravidla je niz§i nez 1 ng. Je tfeba podotknout, ze i kdyz metoda TD/MS/MS umoziuje
analyzu velkého mnozstvi bankovek v kratkém case, jeji hlavni nevyhodu je ne zcela

efektivni desorpce, a proto neposkytuje presny odraz kontaminace bankovek kokainem.*°

B) Ostatni drogy

I kdyz je v dneSni dob¢ mezi dealery a uzivateli drog velmi popularni pravé zminény
kokain, lze pozorovat kontaminaci bankovek i jinymi drogami. Tato skutecnost vyplyva
z vyse uvedenych statistik z roku 2005 (viz 2.3.3.1). Nejedna se ovsem pouze o THC, PCP,
LSD, extazi nebo heroin, ale i latky podobné amfetaminiim napft. ritalin (MPH-methylfenidat)

a prokain, coz je anestetikum, pouzivané drogovymi dealery jako pfimés kokainu.

Tyto dveé latky byly analyzovany pomoci techniky DART/MS s hmotnostnim
analyzatorem AccuTOF (Obr. 9) na 1$ bankovkach a obé¢ slozky byly detekovany jako ionty
[M+H]" %
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20)

Obr. 9 - analyza bankovek pomoci DART/MS s AccuTOF (ptevzato z Cit.

K odbéru vzorku regulované latky z bankovek miizeme pouzit stejnych postupti, jako
tomu bylo u analyzy kokainu tj. vakuovy odbér, extrakce rozpoustédlem nebo piimé termalni
desorpce aj. Pokud je pouzit vakuovy odbér, lze zjistit stopy regulovanych latek nejcastéji
technikou IMS nebo APCI/MS? Acgkoliv je extrakce kapalina/kapalina pracna a Gasové
narocnda, byla pouzita u analyzy kanadskych bankovek. Postup byl zalozen na maceni
bankovek v ethanolu s naslednou extrakci kapalina/kapalina a detekci GC/MS. SPE extrakce
byva také Casto pouZivana diky své jednoduchosti, citlivosti a specifité. Jednotlivé bankovky
jsou extrahovany methanolem nebo ziedénou kyselinou chlorovodikovou s naslednym

pfidanim sraZedla, SPE extrakci a GC/MS detekei.*?

Z uvedeného lze vyvodit dva mozné zpisoby analyzy bankovek pomoci MS, které
byly testovany V praktické ¢asti kvalifika¢ni prace. Jedna se o pfimou analyzu bankovek, resp.

latek ptitomnych na povrchu bankovky desorpci a analyzu extraktu z bankovek.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

Pro veskera meéfeni slouzil hmotnostni spektrometr s iontovou pasti (LCQ DUO,
Thermo Finnigan, San Jose, USA) a dvéma iontovymi zdroji, elektrosprejem (ESI) a

desorp&nim nanoelektrosprejem (nanoDESI***).

Byly analyzovany celkem ctyfi bankovky o nomindlni hodnoté 50 K¢ z béZzného
ob¢hu, pii¢emz k analyze povrchu bankovek byl jako iontovy zdroj pouzit desorpéni

nanoelektrosprej (nanoDESI) a k analyze extraktu z bankovek elektrosprej (ESI).

Za modelovou latku byl k analyze zvolen kofein, obsazeny v espressu, uvafeném

v den méfeni na Piirodovédecké fakulté Univerzity Palackého, a kokain.

Pro pfipravu sprejovaci kapaliny a extrakéniho ¢inidla bylo pouZzito vody kvality pro
HPLC (Milli-Q Water Purification Systém, Millipore, Bedford, USA), methanolu (HPLC
gradient grade, Merck, Praha), kyseliny mravenéi p.a. a kyselin octové p.a. (Sigma-Aldrich,
Praha).

3.2 Pracovni postup

Nejprve byla pfipavena sprejovaci kapalina pro techniku nanoDESI tvofena
okyselenou smési methanol:voda v poméru 1:1 (v/v). Kokyseleni byla pouzita kyselina
mravenci. Sprejovaci kapaliny bylo pfipraveno 5 ml smichanim 2,4 ml destilované vody, 2,5

ml methanolu a 100 pl kyseliny mravenci.

Pro analyzu extraktu bankovek pomoci ESI bylo pfipraveno 200 ml extrakéniho

¢inidla smichanim 198 ml methanolu a 2 ml kyseliny octové.

Pted analyzou vlastnich bankovek a jejich extraktli bylo pro ovéfeni ptitomnosti
analytu naneseno na zdrsnéné sklicko 5 ul kavy a nasledné analyzovano pomoci nanoDESI.

Stejnym zplisobem byl analyzovan roztok kokainu o hmotnostni koncentraci 10 mg/I1.

Dvé ze ¢tyi bankovek byly kontaminovany uvatenou kavou (Obr. 10) a nechaly se
uschnout. Jedna z kontaminovanych bankovek byla pouzita k extrakci (Obr. 11) a druha
k pfimé analyze. Zbylé dvé nekontaminované bankovky slouzily jako slepé pokusy (blank)
u jednotlivych zplisobli méteni.
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K extrakci bylo pouzito dvou Erlenmayerovych banek, do kterych se kontaminovana
bankovka a srovnavaci bankovka slozily a nasledné bylo ptfidano do kazdé banky 100 ml
extrakéniho ¢inidla. Za prabézného tfepani byl extrakt z kontaminované a srovnavaci
bankovky odebiran do mikrozkumavek (eppendorfek) po 1 ml v ¢asovych intervalech 10, 20,

30, 60 a 120 minut. Nésledn¢ byly analyzovany jednotlivé vzorky extraktu s vyuzitim ESIL

Obr. 10 — kavou kontaminované bankovky. Obr. 11 — extrakce bankovek smé&si methanol : kyselina
octova.

Pfiméa analyza bankovek byla provadéna s vyuzitim iontového zdroje nanoDESI.
Iontovy zdroj obsahuje modifikovanou sprejovaci ¢ast s kovem pokrytou sprejovaci kapiladrou
(Pico Tipemitter Glass Tip, ID = 2 £ 1 um; New Objectiv, Woburn, USA). Pied zahajenim
vlastni analyzy byla kapildra naplnéna sprejovaci kapalinou, bankovka pfipevnéna

oboustrannou lepici paskou k podloznimu sklicku a umisténa mezi nanoDESI a vstup do

hmotnostniho spektrometru. vstup do MS

- i3 fr 7

Obr. 12 — MS analyza bankovky s vyuzitim nanoDEST  Obr. 13 — detail nanoDESI

sprejovaci kapilara
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K pfimé analyze kokainu na bankovkach pomoci nanoDESI byly pfipraveny roztoky
o hmotnostni koncentraci 200, 20 a 10 mg/l kokainu postupnym fedénim 2 mg kokainu
methanolem. Pro analyzu bylo ke kontaminaci bankovky pouzito 5 pul roztoku o koncentraci
kokainu 20 a 200 mg/l. Vlastni analyza probihala stejnym zpisobem jako u nanoDESI

analyzy kofeinu na bankovkach.

3.3 Experimentalni podminky

lonizace elektrosprejem (ESI) — Jako zamlzovaci plyn byl pouzit N,. Napéti na
sprejovaci kapilafe bylo +5,6 KV. Méfeni bylo provadéno pii teploté vyhiivané kapilary
200 °C a napéti 24 V.

Desorpcni nanoelektrosprej (nanoDESI) — Hodnoty napéti sprejovaci kapilary 3 kV,

teplota a napéti vyhiivané kapilary bylo stejné, jako v predeslém piipadeé.

V obou ptipadech byla iontovd optika nastavena s pouzitim automatického ladéni,

ktera je soucasti ovladaciho softwaru.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza kofeinu

a) ionizace elektrosprejem (ESI)

Pii analyze extraktd bankovek byla sledovana zavislost intenzity signlu iontu [M+H]"

kofeinu o hodnoté m/z 195, na dob¢ extrakce (Tab ).

Tabulka | - naméfené hodnoty intenzity signalu iontu m/z 195 v zavislosti na dobé extrakce

] intenzita signalu iontu m/z 195
doba extrakce (min) (priimér 7 232 spekter)
10 3,31-10°
20 9,13 - 10"
30 3,31-10°
60 1,46 - 10°
120 2,37 -10°

Nameétené hodnoty intenzity signalu iontu m/z 195 v zavislosti na dobé extrakce se

piili§ neodliSovaly a lze konstatovat, ze pii dobé extrakce del§i nez 10 minut se jeji vytézek

neméni. I kdyz bylo k extrakci analytu pouzito velkého objemu rozpoustédla (100 ml), byla

pofizena spektra relativné snadno interpretovatelna.

5.8

[ S I

[

Relative Abundance _,
MA@

279

191 219

207

—
N B [e}] o]
o o o o So
\lI\|H||lMl\I|L9

b)

Attt

o

T T T T T T T T T T T T T T T T ]
220 240 260 280 300
m/z

LARA AARAE:
200

Obr. 14 — ESI/MS spektrum extraktu bankovky po 60 min: a) srovnavaci bankovka, b) kontaminovana bankovka
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Jak je patrno z hmotnostnich spekter extraktu bankovky (Obr. 14), obsahuji tato
spektra kromé piku [M+H]" iontu kofeinu o hodnoté m/z 195 také piky odpovidajici ftalatim,
jez se pouzivaji jako zmékéovadla plastickych hmot, dalSim neéistotam ¢i klastrim
rozpoustédla a slozkam kavy. Ftalaty se mohly uvoliiovat pfi pfipravé vzorkll z eppendorfek
¢i pipetovacich $pi¢ek. Porovnanim spekter Obr. 14a a 14b mohou byt necistotam a klastrim
ptifazeny piky o hodnoté m/z 175, 191, 207, 219, 251 a 279. Naproti tomu Ize pifedpokladat,
ze intenzivnéjsi piky, které spektrum 14b navic obsahuje oproti spektru 14a, odpovidaji

doprovodnym latkam pressa. Jsou to ziejme ionty o hodnoté m/z 165, 181 a mozna i 235.
b) desorpéni nanoelektrosprej (nanoDESI)

Kontaminovand bankovka byla analyzovdna za pouziti nanoDESI na pfitomnost
kofeinu z vice mist jejiho povrchu, pii¢emz byla sledovana intenzita signalu [M+H]" iontu
kofeinu o hodnoté m/z 195. Pro ovéfeni desorpce analytu technikou nanoDESI byl vzorek

pressa nejprve desorbovan ze zdrsnéného skli¢ka (standardné pouzivany povrch). (Tab. 11).

Tabulka Il - naméfené hodnoty intenzity signalu iontu m/z 195
analyzovany intenzita signalu iontu m/z 195
priumérna intenzita
povrch 1. méfeni 2. méfeni
zdrsnéné sklicko 9,66 - 10* 6,87 - 10 8,27- 10°
bankovka-barevna . . )
9,45 -10 2,26 - 10 5,86- 10
cast

bankovka-bila ¢ast 1,27 - 10° 9,52-10° 1,11-10°

Intenzita signalu iontu kofeinu o m/z 195 byla pfi desorpci z riznych mist bankovky
odlisna. Dle vysledku nelze tvrdit, ze by desorpce analytu probihala 1épe z bilé ¢asti
bankovky, nez-1i z barevné, nebot’ musi byt zohlednéna homogenita pokryti kontaminovanou
latkou. Pro objektivni posouzeni zavislosti desorpce na mist¢ bankovky by musely byt

provedeny dal$i experimenty.

Jak ioniza¢ni technika ESI, tak i nanoDESI mohou byt pii analyze bankovek vyuzity.
S vyuzitim ESI Ize analyzovat veskeré latky, které¢ jsou na bankovce ¢i v ni obsazeny. Pro
potfebu analyzy pouze ¢asti bankovky (neznamou skvrnu na bankovce) je vhodnéjsi vyuzit
nanoDESI, a tak prokazat chemické slozeni lokalizované stopy na povrchu nebo se vyvarovat

veétSimu rusSivému vlivu ostatnich latek.
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Obr. 15 — nanoDESI/MS spektrum: a) kava na skle, b) srovnavaci bankovka, c) bankovka s kavou (barevna ¢ast)

Pro potvrzeni/vyvraceni ptitomnosti analytu byla provedena fragmentace matefského

iontu. U kofeinu odpovidal fragment hodnoté m/z 138 (Obr 16).
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Obr. 16 — Fragmentac¢ni MS spektrum matetského iontu kofeinu m/z 195: a) nanoDESI kava na skle, b) ESI extrakt

z bankovky (60 min), ¢) nanoDESI bankovka
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4.2 Analyza kokainu

Obdobné¢, jako u analyzy kofeinu desorpénim nanoelektrosprejem byla u analyzy
kokainu za pouziti téhoz iontového zdroje sledovana intenzita signalu protonované molekuly

kokainu o hodnoté m/z 304.

Intenzita signalu matetského iontu m/z 304 byla pfi analyze bankovky, kontaminované
roztokem kokainu o koncentraci 20 mg/l relativné nizka a ve spektru byl pik, odpovidajici

analytu v oblasti Sumu. Proto byla ke kontaminaci pouzita koncentrace roztoku kokainu 200

mg/l.
Tabulka 111 - namétené hodnoty intenzity signalu iontu m/z 304 pti nanaenych objemech roztoku kokainu 5 pl
analyzovany | Cyokain intenzita signalu iontu m/z 304 primérna
povrch (mg/l) 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni intenzita
zdrsnéné 5 . . 5
20 1,82- 10 8,79- 10 8,80- 10 1,19-10
sklicko
bankovka 200 1,84-10° 3,46 10 2,83-10° 2,71-10°

Relative Abundance

Obr. 17 — nanoDESI/MS spektrum: a) kokain na skle (10mg/l - 5ul), b) srovnavaci bankovka, ¢) kontaminovana
bankovka (200 mg/l — 5 ul)
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Z vysledku lze usuzovat, Zze z povrchu bankovky je analyt hiife desorbovan, poskytuje
tedy niz$i intenzitu signalu, nez je tomu pii desorpci ze zdrsnéného sklicka. Je nutné zminit
fakt, ze intenzita signalu iontu m/z 304 pii analyze bankovky, kontaminované roztokem
0 koncentraci kokainu 200 mg/l, byla pfiblizn¢ srovnatelna s intenzitou desorbovanych iontti
z povrchu zdrsnéného sklicka, kde byl nanesen roztok o koncentraci 10 mg/l. Hor$i desorpce

wrwe

bankovky, jeji smacivosti apod.

Potvrzeni pfitomnosti analytu bylo realizovano zméfenim fragmentacniho spektra
matetského iontu kokainu o m/z 304. Ve spektru bylo moZné pozorovat fragment o m/z 182

(Obr 18).
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Obr. 18 - spektrum matetského iontu m/z 304 a jeho fragmentu: a) kokain na skle, b) kokain na bankovce
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5. ZAVER

Hmotnostni spektrometrie pfinasi vyznamné informace pfi vySetfovani trestnych ¢ind.
Predstavuje dnes jeden ze zadkladnich ndstrojii forenzni chemie a je uziteCnd pii analyze
nejriznéjsich typt vzorkd, napf. automobilové laky, vybusniny, drogy. Jednim z moznych
uplatnéni hmotnostni spektrometrie v oblasti analyzy drog je jejich detekce na povrSich
véetné povrchu bankovek. Kromé separa¢nich metod GC a LC ve spojeni s MS nachdzeji
uplatnéni techniky hmotnostni spektrometrie umoziujici pfimou analyzu bankovek, napf.

DART/MS, DESI/MS, TD/MS.

Do skupiny uvedenych desorpcnich technik se fadi modifikace desorpéniho
elektrospreje tzv. desorpéni nanoelektrosprej. V ptipadé kontaminace bankovek kofeinem
(stopa kavy) se ukazalo, ze analyzu lze dobfe provést extrakci kofeinu a naslednou piimou
analyzu extraktu elektrosprejem, coz dovoluje ziskat ptehled o latkach ptitomnych
na bankovce jako celku. V ptipad¢ sledovani stopy na konkrétnim misté¢ bankovky je nutné
pouzit desorpéni techniku, ktera cilen¢ desorbuje a ionizuje latky z omezené (sledované)
plochy bankovky. Desorpcni nanoelektrosprej se jevi jako jeden z vhodnych ptistupti. Krome
analyzy kofeinu byly moznosti jeho aplikace potvrzeny pilotnimi experimenty zaméfenymi

na zjis$téni ptitomnosti kokainu na bankovce.

NanoDESI oproti ESI nevyzaduje zpracovani vzorku a nabizi zameétfeni analyzy
na konkrétni stopu na povrchu (nemusi jit nutné¢ pouze o bankovku a stopu drogy na ni).
Naopak ESI ve spojeni s vhodnou ptfedpravou vzorku miize dosahnout nizsich mezi detekce,
napf. v disledku odstranéni matri¢nich efekt, a poskytnout informaci o celém vzorku
(bankovce), kdy by postupné prométovani povrchu pomoci nanoDESI bylo zna¢né Casove

narocné.

Na uvodni pokusy lze navadzat podrobngjsi studii vlivu povrchu bankovky
na desorpci/ionizaci, studiem vlivu sprejovaci kapilary na zvySeni intenzity signdlu ptipadné
zhodnocenim moznosti kvantitativni analyzy pii pouziti vnitiniho standardu (ptidavek

znamého mnozstvi na povrch bankovky).
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7. SEZNAM ZKRATEK

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
CI — chemicka ionizace

CNS — centralni nervova soustava

DART - pfima analyza v readlném case

DESI — desorp¢ni elektrospre;j

nanoDESI — desorp¢ni nanoelektrosprej

DNT - 2,4-dinitrotoluen

ECD - detektor elektronového zachytu

El — ionizace elektronem

ESI — ionizace elektrosprejem

GC — plynova chromatografie

ICP — induk¢éné vazané plazma

IMS — iontova mobilitni spektrometrie

IT — iontova past

LA — laserova ablace

LC — kapalinové chromatografie

LOD - limit detekce

LOQ — mez stanoveni

LSD — diethylamid kyseliny lysergové

M — magneticky hmotnostni analyzator
MALDI — desorpce ionizace laserem za asistence matrice
MS — hmotnostni spektrometrie

MS" — hmotnostni spektrometrie n-tého stupné
MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
OSN - Organizace spojenych narodii

PCP — fencyklidin
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PENT — pentlit

Q — kvadrupoélovy analyzator
RDX — hexogen

SPE — extrakce pevnou fazi
TD — ptima termalni desorpce
THC - tetrahydrokanabinol
TOF — pritletovy analyzator

TNT - 2,4,6-trinitrotoluen
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