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6C-MS aplikace v toxikologii

MS (mass spectrometry) - hmotnostni spektrometrie:

fyzikalné chemicka metoda uréovdni hmotnosti atomi, molekul
a jejich fragmentl po prevedeni na ionty kladné a zaporné
nabité. Idedl ke zjiSt'ovani chemické struktury analytt ve
stopach v biologické matrici. Analyt musi byt zplynitelny
pri teplotdch pod bodem jeho rozkladu

Hmotnostni spektrometr - destruktivni detektor

BéZna tandemovd usporaddni MS pouzivand v_toxikologii:
» tradicné - s plynovou chromatografii (6C-MS)
> novéji - s kapalinovou chromatografii (LC-MS)
LC-MS je povazovana za metodicky doplnék k systémim GC-
MS, a sice predevsim pro analyzu specielnich latek
a) polarnich
b) termolabilnich
c) vysSemolekularnich ( M. > 700) - napr. proteiny, peptidy
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6C-MS aplikace v toxikologii

Blokové schéma hmotnostniho spektrometru

Piivod . Registrace
lontovy zdroj —  Analyzator ionti |+ Detektor -
vzorku dat

4

Vakuovy systém
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Posloupnost procesti v hmotnostnim spektrometry

Privod vzorku: DI (direct injection) nebo 6C, LC

Prdace ve vysokém vakuu 10-% aZ 10 ¢ torr , zamezeni
rekombinace ionti

Analyzované latky jsou zpravidla predem odpareny do vakua
Ionizace:

Iontovy zdroj - prevedeni latek do ionizovaného stavu, destrukce
chemickych vazeb priméarné vzniklych iontd, vznik fragmenti
Analyza - separace iontu:

Hmotnostni analyzator (separator) rozdéluje v prostoru_nebo
¢ase smés iontl produkovanych v iontovém zdroji

Detekce:

Na detektor je smérovdn proud oddélenych iontu, vznika signdl
umérny poétu dopadajicich ionti. Ten je preveden do poéitaée a
pomoci softwaru zpracovan do podoby hmotnostnich spekter
Registrace a kontrola: pocitaé kromé registrace analytickych dat
ridi a kontroluje provozni podminky pristroje
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Ionizace v _hmotnostni_spekirometrii

Ionizace latek je zdkladnim predpokladem MS analyzy,
ziskané informace se tykaji pouze nabitych édstic, iontu.
Energie nutna k ionizaci zavisi na typu latky. Prah ionizace
pro vétSinu organickych latek je mezi 7 - 16 eV.

Dle mnozstvi dodané energie se rozliSuji mékké a tvrdé
ionizacni techniky:

Mékka ionizace:

Prebytek energie dodané ionizované molekule je maly a
fragmentace byva nizka - napr. chemicka ionizace (CI)
Tvrdd ionizace:

Dodanéa energie vede k rozsédhlejsi fragmentaci primarné
vzniklého iontu - napF. ionizace nirazem elektroni, electron
impact (EI)
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Ionizace v _hmotnostni spektrometrii
Ionizace ndrazem elektrond, EI:

Tvrda ionizaéni technika z plynné faze. Nejbéznéjsi a nejvice
rozvinuty zplsob ionizace. Dobie reprodukovateina spektra -
produkce databdzi, knihoven spekter (napf. PMW_TOX3
databdze - 6300 spekter), stdlé aktualizace

Interakce analytu s proudem zrychlenych elektroni ve vysokém
vakuu, preferovany je vznik radikdlkationtu:

M + e — M- + 2¢

M + e —» M

Produkce aniontli mechanismem elektronového zdchytu je
pravdépodobnéjsi u latek s elektronegativnim prvkem
(halogenem). Radikélanionty nemaji strukturdini vyznam.
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Ionizace v _hmotnosini spektrometrii

Chemickd ionizace, CI:

Mekka ionizacni technika z plynné faze, minimum fragmentace Zdroj
energie je sice proud zrychlenych elektroni, ale energie se prendsi
prostiednictvim chemického media, které se zavadi do ionizaéni komirky -
zvySeni moZnosti mezimolekuldrnich a meziiontovych interakci, rekombinaci
za zvySeného tlaku. Reakénim mediem miZe byt methan, isobutan, péry
methanolu, acetonitrilu aj.

PFi CI dojde k prenosu protonu z kationtl reakéniho plynu na neutrdlni
molekulu a vzniké tzv. kvazimolekuldrni ion MH*. Vznikld spektra jsou hife
standardizovatelnd a zavisi na pracovnich podminkach v iontovém zdroji.
Komplementdrni technika vedle EI - dileZité pro uréeni molekularni
hmotnosti

CH, + e —» CH~ + 2¢
CH — CH; + H

CH~ + CH; — CH + CHy
CH," + CH, — CH + H,
M + CHY — MH + CH,

M + GH — MH + CH;
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Ionizace v hmotnostni spektrometrii

Negativni chemicka ionizace:

PFi EI ionizaci je vyskyt zdpornych ionti Fddové niZsi nei
kladnych.Vyskytuji se spiSe v nizSich hmotnostech a nemaji
strukturélini vyznam.

PouZije-li se vSak reakéni medium neochotné piredavajici proton
(velka protonova afinita), které zplisobi vznik anionti (napt.
dichlormethan, amoniak), vznikaji negativni shluky iontl s latkami
s velkou elektronovou afinitou s ndslednym vyraznym zvySenim
citlivosti (viz tabulky reaktanti podle protonové afinity-kyselosti)
VyuZiti v praxi - cilené stanoveni extra nizkych koncentraci
specielnich latek, naprF. benzodiazepini s halogenem nebo
pripravenych polyhalogenovanych derivdti analytii....

DalSi mékké ionizacni techni specielni aplikace:

FAB - Fast Atom Bombardment (Ar, Xe..)

MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption Ionization ve spojeni s priletovym
analyzétorem TOF - analyza biopolymerii
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Analyzdtory v hmotnostni spektrometrii

Rozli$eni svazku vzniklych iontl podle hodnoty m/z - efektivni
hmoty vzhledem k néaboji

Separace iontl s vysokym, stirednim &i nizkym rozliSenim hmot -
vysoké rozliSeni - vétsi jednoznacnost v identifikaci latky
napr.
296, 18886 C19H24N20 Dimevamid
296, 18886 C19H24N20 Imipra'“iﬂOXide
296, 18886 C19H24N20 Vincanol

Konstrukéni feseni analyzétori:
elektromagnet

kvadrupolovy filtr
iontova past
qj.
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Analyzdtory v hmotnostni spektrometrii

ELEKTROMAGNET:

Nejstarsi a nejdokonalejSi typ. Elektromagnet mezi jehoz poly mohou
prochdzet ionty a plisobenim magnetického pole opisuji zakrivené dréhy
o rliznych polomérech podle svych hmot. Tim dojde k separaci ionti
pri dopadu na detektor

Pred &i za magnet miiZe byt zarazen elektricky analyzétor s
homogennim elektrickym polem o vysokém napéti - zakrivené dréhy
iontl podle kinetické energie a intenzity pole. Mezi elektrodami
projdou jen ionty o uréité kinetické energii. Sektorové analyzdtory
vyuzivaji kombinaci elektrického a magnetického analyzétoru- dvojitéa
fokusace - vysoké rozliSeni

elektromagnet

detektor

iontovy zdroj
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Analyzdtory v hmotnostni spekirometrii

KVADRUPOL (kvadrupolovy filtr, priletovy filtr):
Hmotnostni analyzator s nizSim rozliSenim m/z
Robustni

Béiné 6C-MS, LC-MS aplikace

iontovy zdroj

Konstrukce:

4 soubéiné kovové tyée pripojené ke zdrojim stejnosmérného
a vysokofrekvenéniho stridavého napéti.

Ionty v prostoru mezi tycemi pod stifidavym napétim zacnou
oscilovat.

Pri zvoleném poméru stejnosmérné a stridavé slozky napéti
projdou analyzatorem pouze ionty o uréité hodnoté m/z,
ostatni se zachyti na sténdch pristroje. Zménou vioZzenych
napéti mohou postupné projit ionty ve zvoleném intervalu m/z
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Analyzdtory v hmotnostni spektrometrii

IONTOVA PAST (ION TRAP):

Ionty jsou_pomoci elektrického pole uzavieny v prostoru pasti
se vstupni a vystupni uzemnénou elektirodou a stifedovou
prstencovou elektrodou, na niz se privadi vysokofrekvenéni
napéti s proménlivou amplitudou. Ionty se v pasti pohybuji v
kruhovych drahdch a zvySenim amplitudy napéti na stifedové
elektrodé se dostanou do nestabilni drdhy a opousti prostor
pasti smérem k detektoru.

Vstupni kruhova elektroda

\L/

Prstencova elektroda

N

Vystupni kruhova elektroda
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Hmotnostni spekirum

Relativni zastoupeni registrovaného souboru iontl z fragmentované
molekuly

Detekce iontu: .

» Total SCAN - detekce viech ionti
ve zvoleném rozsahu m/z
prikaz nezndmych nox - |.‘| i

Intenzita

obv. mez detekce #fddové 10 ng/nést "
» SIM - Selected Ion Monitoring
cilené detekce jen vybranych ionti siu

cilené analyzy specifikovanych latek
monitorovani jen nékolika ionti ale
ve vétsSich kvantech béhem

Intenzita

chromatografického piku e
a ma za nasledek vyssi citlivost -
mez stanoveni nizSi nez v rezimu scan
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Jednoduché hmotnostni spekirum vody
po EI ionizaci

Nejintenzivnéjsi pik pri m/z 18 — 3
- molekularni ion
radikdlkation H,0*:

vznikly ionizaci z molekuly vody

Intenzita
]
o

+
I
o

+
o

T I : I I I T T I I I
15 20
m/sz

Molekuldrni ion

Jeho rozpoznani ma velkou diileZitost

pro interpretaci spekira neznémeé latky -
prinasi informace o molekulové hmotnosti
neznadmého analytu. Musi korespondovat
s ostatnimi ionty ve spekiru, relativni zastoupeni
musi odpovidat navriené strukture.

Hmotnostni spektrum vody

GC-MS v toxikologii_AT 09-10 14



Spekira ldtek obsahujici prirozeng izotopy

Hmotnostni spektrum chemicky Cisté slouceniny je vidy spektrem
smésnym, protoZe prvky v molekule nejsou monoizotopickeé.
Podle zastoupeni izotopti |ze prvky délit do ndsledujicich skupin:
» Skupina A......prvky s jednim stabilnim izotopem (vodik, fluor,
fosfor, jod)
» Skupina A+1...prvky se dvéma stabilnimi izotopy liSicimi se o
jednotku hmotnosti (uhlik, dusik)
» Skupina A+2...prvky se dvéma stabilnimi izotopy liSicimi se o
dvé jednotky hmotnosti (kyslik, kiremik, sira chlor, brom)
Skupina prvki s vice stabilnimi izotopy (nékteré kovy a vzdcné
plyny) tvori v hmotnostnim spektru charakteristické shluky
pikl, typické pro nékteré organometalické
slouceniny
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Zastoupeni_izotopl v béZnych prvecich

A A+l A+2
Skupma| Prvek |Hmotnost |% | Hmotnost | % Himotnost | %o
H 1 100 |2 0,015
A |F 19 100

P 31 100
I 127 100

A+l | C 12 100 (13 1.1
N 14 100 |15 0.37
O 16 100 |17 004 |18 0.2
Si 28 100 |29 5.1 |30 34

A+2 |S 32 100 |33 0.79 |34 44
1 35 100 | - - 37 32,0
Br 70 100 |- - 81 07.3
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Izotopy chloru a jednoduché hmotnostni spektrum

Dvojice intenzivnich piki ve spektru pfi m/z 36 a 38 v poméru
intenzit 3:1 odpovida zastoupeni izotopii chloru v prirodé.

Definici je jako molekularni ion oznacovdn ion obsahujici izotop s
vySSim prirozenym zastoupenim, tedy kation pii m/z 36. Pritomnost
izotopickych piki ve spektru miZe prispét k rozeznéni prvkového
sloZeni nezndmého analytu

100 - +

H2%¢cI

Intenzita
@
o
H¥¢clI

1 I 1 1 T 1 I I 1 1 I
30 35

m/z

Hmotnostni spekitrum chlorovediku
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Izotopy bromu a jednoduché hmotnostni spekirum

Charakteristické pomérné zastoupeni izotopl se odréZi v poméru
intenzit izotopickych piku ve spektru. U sloZitéjSich molekul se
prispévky jednotlivych izotopl pirekryvaji. Mezi jednodussi patvi
rozpozndni chléru nebo bréomu v molekule - prvky skupiny A+2, a
déle odhad poétu uhliki. Spektrum methylbromidu vykazuje
dvojici |zo‘top|ckych p’ku v prlbllznem pomeéru intenzit 1:1.

U latek s vyssum poctem prvku
A+2 je pomérné zastoupeni
izotopickych piku podle vzorce
(a+b)", kde a,b je pomérné
zastoupeni izotopli prvku a n je
polet jeho atomu v molekule
(napi. CH,Br,). ———
Odhad poétu uhliki v molekule > M
je zalozen na sledovani pi"ispévku Hmotnostni spektrum methylbromidu

13C s piirozenym zastoupenim 1,1%.

+
[
F
100 n“'—l
T
T

cHy oBr*

Intenzita
t
2
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Fragmentace

Procesy fragmentace zavisi na molekularni strukture,
vazebnych energiich, elektronickych stavech vznikajicich
iontu.

NejpravdépodobnéjSi je odirieni elektronu s nejnizsi ionizacni
energi.

Pravdépodobnost ionizace roste v poradi o- 7~ a n-elektrony,
pravdépodobnym mistem lokalizace kladného ndboje jsou
ndsobné vazby a heteroatomy s neparovymi elektrony.

Mezi postulovanym molekuldrnim iontem a fragmenty iontu
musi existovat logicky vztah - logické ztraty odStépitelnych
fragmenti. Nékteré ztraty jsou zakdzané (M-7, M-3, M-6).
Existuji semiempiricka pravidla uziteénéa pri interpretaci
fragmentaénich procesu, kritéria pro rozpoznani molekuldrntho
iontu.

Uzitecné je mj. tzv. dusikové pravidlo
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Dusikové pravidlo

Pokud studovany analyt ma v molekule sudy (lichy) pocet
dusikovych atomd, pak jeho molekuldrni ion musi odpovidat
sudé (liché) hodnoté m/z. Nepritomnost dusiku znaci cislo O,
tudiz molekuldrni ion ma hodnotu m/z sudou.

KOdein 618H21NO3 M* 299

Delta-9-tetrahydrocannabinol C,;H;,0, M* 314
Diazepam C,H,;CIN,O M- 284

Abundance Sean 1350 [13.035 min): MIX2New-Clag

50000
SULILIC
S
SULILILI
FE=IHIN
¢ DL
B LI
B
AL
I
Sannn 152

S0 115 224
2a0000f 42 1ga

UL | 207
120 g 21 14E

556
T obbuo 37 e 315 3375371 am

Mz Y40 B0 20 100120 140160 120 200 220 240 260 250 300 320 340 360 380
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Fragmentace

Neékteré logické ztraty:

M-1 |ztratavodikového radikalu ke _H
M-15 |zirata metlyl radilzalu 100 - 21 % 53
M -28 |ztrata CO nebo ethiylemm 2 % i
M-31 | ztrata methoxy radikalu = @
M-42 | ztrata acetyl radilalu 2 s
M-73 | ztrata trunethylzalyl radikzalu 3 L 149,12045
£
- 91
| 115 134 1as
I 1 I 1 - I 1 1 .I 1 1
R 50 100 150
| m/zz
CHo

S— @

iz =97

Tvorba fiontu tropilia

Hmotnostni spektrum methamphetaminu

Methamfetamin M, 149,1
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Fragmentace
Opiaty - EI ionizace - vyrazny molekularni
ion

Kodein P 0N s
C15H2 NO; }
299,15214 L,

Abundance Scan 1350 [13.035 min); MW EW-EEFQQ

950000
ba |HIHINININ]
uta [N INIHIN]
0L
Salua
# LU
Ba0UL
] HININININ]
bl [N NN
i
ALOO00 162
I ta NI NININ]
ETII
a0
A RINI NI
|

Rt 315 3%Es371 40

Mdz--> YUU4n B0 80 100120140160 190 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
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Chemickd derivatizace analytl pro 6C

Derivatizace je cilend chemicka reakce pro uréity typ slouéenin a

urity typ detekce v 6C analyze za Ucelem:.

> ZlepSeni chromatografického chovani, sniZeni polarity analyti
blokovanim polarnich funkénich skupin a tim snizeni meze
detekce pii cilené stopové analyze.

» Konfirmovat identifikaci domnélého analytu po predbéiné
analyze prevedenim na vhodny derivat a naslednou nezavislou
analyzou

Piivodni analyt Typ derivatu

kyselina silyl, alkyl, halogenalkyl aj.

alkohol, fenol silyl, acetyl, propionyl,
butyryl, halogenacetyl aj.

amin acetyl, halogenacetyl aj.

vicinalni dioly, glykol cyklické boronaty aj.
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Chemickda derivatizace - sniZzeni meze detekce

1) Efektivni separace
2) Cistota extrakti -

chromatografické pozadi

a) bez derivatizace

M L

st W S

Mez detekce - obvykle definici:
pomér signdlu k Sumu
obvykle S/N > 3
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Cilena konfirmace analytu pomoci derivatizace

v'Vice specificka spekira
vU&innéji chromatografie - nizsi mez detekce

tbundance
- 5000000
Methamfetamin

CH
= 2
149,12045 — - I x
3000000 £ A

58 Scan 184 (6171 min): SMB-EBR.D

2500000 CH, H

2000000

1500000

1000000 a1

42 134

500800 WU o) oats R4 170182193 207 221 254267 281
wes  UTA0ED G060 150 140 160 180 200 220 240 260 280
Abundance )

h . | Eq Scan 120[7.777 min); Ak 0
Methamfetamin-acety s CH

191,13101 o [
400000 1o ¢H. o ~CH,

350000 E0

200000 0

250000

200000

150000

joooon] % |

50000, } L TTeg | 17 134148 153176 191 208220 240253287 261 295
mizs 040 B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 20
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Chemickd ionizace -

zjisténi molekulové hmotnosti analytu
Komplementarni analyza @A(cm

Methamfetamin acetylderivat F——
191,13101 °
Produkce kvazimolekularniho radikalkationtu MH*
Abundance - E I Abundance C I 192
100
T o TR g2 | 117 134148 163178 131 , e ¥ 77 39100 117 134148 163177
miz--> P so 80 100 120 140 160 180 2 m/z--> 40 B0 80 100 120 140 160 180

GC-MS v toxikologii_ AT 09-10 26



Cilené konfirmace anal

moci derivatizace

2,5-dimethoxy-4-brom-amfetamin

Brolamfetamin

boB
273,03644

mez--»

315,04701

DOB.TFA

130000
120000
110000
100000
S0000
S0000
Faooo
s0000
S0000
40000
20000
20000
10000
u]

20000

S bundance

22000
20000

399,01874

44 Scan 923 [10.522 minl: SM2165B.D

QCH,

40 B0 80 100120140160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330

A4 Scan 286 [11.515 minl: KHmez

OCH,
CH,
256
_,Nl_
He e CHy
OCH, 0

ASE Z7azaz 3393652 3895 411429

40 B0 20 1001207407601 20200220240 2602230 2003203402360 320400 420440

B9 Scan 216 [39.931 min): DOEBTF: CIICH:3

231

50 Br I
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Cilend konfirmace analytu ndsobnou
fragmentaci

. &

MS-MS techniky

Rozli$eni (A) butobarbitalu,
5-butyl-5 ethylbarbiturdtu a
(B) secbutobarbitalu,
5-sec-butyl-5-ethylbarbiturdtu
pomoci nasledné fragmentace
primarniho iontu m/z 183
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Viiv 6C-MS pozadi a koncentrace analytu

Identifikace i kvantifikace mizZe
byt zatéZovana extrémni
koncentraci analytu,

koelujicimi latkami, neéistotami
Existuji mizné odborné uzance
pro spravnost rozhodnuti,
eliminaci artefakt,

zavazné nebo doporuéujici

Abundance

TS

A

3.07

TS-KL50.D

Time-» O3B0 840

ahundance

30000
28000
26000
24000
22000
20000
13000

303

9.00

3‘!5

910 920 930 940 4950 a9E0

Scan 246 [9.093’4'31in]: TSKRCL.D

330

cra

970

386

mdz--»

abundance

a0z

315

295300 305310315 320325 330335 340345 350355 360 36537

Scan 242 [9.070 min]: TS-KLS0.D

3432

220

a7

0375360385330

Toog ] | |
me'z--» US5 300 305 31 NATR 37NE75 33N A30 34034R 3RNERRARN AR 37N 37R 200 =285 3490
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Odborna identifikaéni kritéria, poZadavky

SOFT ,Society of Forensic Toxicology"

TIAFT ,The International Association of Forensic Toxicologist"
6TFCH ,6Gesselschaft fiir Toxikologische Chemie"

WADA _,World Antidoping Agency"

Napr. Povolené odchylky:

v'Retenéni ¢as analytu vs. pripustnad odchylka ve srovnani s
kalibratory, kontrolami
napt. +/- 1 % (dle WADA kritéria)

v Pomér zastoupeni intensit iontu ve spektru
Pripousti se +/- 20% odchylka vs. poméry u kontrol ¢i
kalibrétord.
Tyto poméry mohou byt koncentracné zavislé - je proto
nutné porovndvat parametry pri podobnych koncentracich
analytu ve vzorku a i u kontrol &i kalibratort
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