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1. Uvod

Zneuzivani drog je zdvaznym problémem dnes$niho
svéta. Z ilegalniho obchodu plynou producentim a pre-
kupnikiim zna¢né piijmy, pfi¢emz uZzitim drogy je ohrozen
jak sam narkoman, tak i jeho okoli. Vyznamnou skupinou
drog jsou opiaty, latky se strukturou blizkou morfinu'.
Kromé morfinu se k nim fadi heroin, kodein, hydrokodon
a dalsi. Struktury vybranych zastupci jsou zfejmé z obr. 1.
Své skupinové oznaceni ziskaly tyto latky podle opia obsa-
zeného v maku setém (Papaver somniferum). Z jeho natiz-
nutych nezralych makovic vytéka hnéda pryskyftice, ktera
na vzduchu usycha — surové opium. Surové opium obsahu-
je mnoho narkotickych alkaloidi véetné morfinu (az 15 %)
a kodeinu (az 4 %). Legalné¢ se opidty pouZzivaji
v 1ékatstvi jako silné 1éky tlumici bolest (analgetika) nebo
jako 1éky proti kasli (antitusika)'.

Vzhledem k jejich zna¢nému rozSifeni a legalnimu
i nelegalnimu uzivani, hraje analyza opiata dulezitou roli
v toxikologické praxi. Vyznamnou analytickou metodou je
v této souvislosti hmotnostni spektrometrie. V osmdesa-
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Obr. 1. Struktury vybranych opiati

tych letech minulého stoleti se zacalo zavadét spojeni ply-
nové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)
do nejriznéjsich laboratofi vcetné toxikologickych. GC-
MS poskytuje t¢innou separaci, selektivitu i citlivost de-
tekce a umoziuje vyuzit pomérné obsahlych databazi
dobfe reprodukovatelnych hmotnostnich spekter ziskanych
po ionizaci analytu elektrony. K dispozici je velky pocet
spekter nejriznéjsich drog vetné opiatd. Pti analyze opia-
ta v biologickych matricich vsak GC-MS vyzaduje hydro-
lyzu glukuronidli (obecnéji konjugatl), ¢imz se ztraci in-
formace o relativnim zastoupeni glukuronidu a volného
opiatu, a potfebné je i provedeni derivatizace. Z hlediska
struktury opiatd a jejich konjugatii se jako vhodna alterna-
tiva nabizi analyza metodou HPLC-MS (spojeni vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektro-
metrii) nebo CE-MS (spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii).

Dnes nejb&znéjsimi rozhranimi pro zminénd dveé spo-
jeni jsou ionizace elektrosprejem (electrospray ionization
— ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(atmospheric pressure chemical ionization — APCI), které
patfi do skupiny ionizacnich technik souhrnné oznacova-
nych jako ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric
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pressure ionization — API, cit.>*). Ob& pati{ mezi , m&kké*
zpusoby ionizace. Molekula analytu ziskava pii ionizaci
vyrazné¢ méné energie ve srovnani s ionizaci elektrony.
Diusledkem je obvykle intenzivni signdl kvazimolekularni-
ho resp. molekularniho iontu poskytujici informaci o mo-
lekulové hmotnosti a mala nebo zadna fragmentace téchto
iontll, coz omezuje moznosti strukturni analyzy. Tuto ne-
vyhodu API lze ptekonat pomoci kolizi indukované disoci-
ace (collision induced dissociation — CID) kvazimoleku-
larniho resp. molekuldrniho iontu. Ziskané fragmentacni
spektrum pak Casto poskytuje dilezité informace o struktu-
fe analyzovanych latek, ale je tfeba mit na paméti, Ze se
mize i velmi vyrazné liit od hmotnostniho spektra ziska-
ného ionizaci elektrony a dokonce i od spektra naméfené-
ho pomoci CID na stejném pristroji. Uvedeny fakt kompli-
kuje porovnavani spekter, ale tato nevyhoda byva vyvazo-
vana piednostmi separace v kapalné fazi, ke kterym patii
moznost analyzy termolabilnich nebo polarnich ¢i ionto-
vych latek bez potieby jejich chemické modifikace pred
vlastni separaci.

V nasem pichledu se zaméfujeme na vybrané prace,
které byly publikovany od roku 1998 a demonstruji moz-
nosti spojeni hmotnostni spektrometrie se separaci
v kapalné fazi (HPLC-MS, CE-MS) pii analyze morfinu a
pfibuznych latek. Kromé samotnych aplikaci jsou
v nékterych z nich porovnavany iontové zdroje pracujici
za atmosférického tlaku a hodnoceny experimentalni para-
metry pusobici na Gcinnost ionizace studovanych latek.
Zastoupeny jsou také prace orientované na otazky reprodu-
kovatelnosti hmotnostnich spekter ziskanych kolizi indu-
kovanou disociaci. Informace o priitb&hu ionizace a repro-
dukovatelnosti spekter publikované v nize citovanych pra-
cich mohou byt uzite¢né pro uzivatele systémi HPLC-MS
a CE-MS fesici problémy i mimo ramec analyzy opiatt.

2. Kombinace HPLC s hmotnostni spektromet-
rii s ionizaci za atmosférického tlaku

Analyze opiatd v biologickych tekutindch kapali-
novou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektromet-
rii vénovali sviij pfehledovy referat z roku 1999 Pichini
aspol.* Jejich publikace zahrnuje prace vyuzivajici jako
rozhrani mezi kapalinovou chromatografii a hmotnostni
spektrometrii termosprej, ESI a APCI. Autofi uvedli za-
kladni informace o fadé analytickych postupt
(analyzované latky, typ vzorku, jeho preduprava, pouzita
kolona a rozhrani pro HPLC-MS, pfipadné meze stanovi-
telnosti), ale také upozornili na nezbytnost peclivé optima-
lizace instrumentalnich parametrii, jako je teplota u termo-
spreje nebo sprejovaci napéti u elektrospreje. Zavérem
konstatovali, ze technika HPLC-MS je vhodna pro potvr-
zeni pfitomnosti analytu a pro kvantitativni méfeni (napf.
farmakokineticka), ale Ze je nutny dal$i vyzkum, aby do-
sahla spolehlivosti a robustnosti srovnatelné s GC-MS.

V obsahlém piehledu uplatnéni HPLC-MS v toxiko-
logické analyze popsali Marquet a Lachatre fadu diive
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pouzivanych iontovych zdroji i dva dnes nejrozsitenéjsi —
ESI a APCI (cit.”). Mezi typické aplikace HPLC-MS zafa-
dili stanoveni morfinu, jeho metabolitl a piibuznych latek.
Autofi shrnuli zakladni informace o pouzivanych analytic-
kych postupech (analyzované latky, postup tpravy vzorku,
podminky separace a hmotnostné spektrometrického méte-
ni, meze stanovitelnosti a detegovatelnosti). Citované pra-
ce podle autorti ukazaly, ze ESI i APCI jsou vhodné pro
analyzu morfinu a jeho metaboliti, ale je nutné optimali-
zovat mobilni fazi jak z hlediska separace, tak z hlediska
ionizace. Potvrdily rovnéz, Ze tandemova hmotnostni
spektrometrie nabizi oproti pouziti jednoduchého hmot-
nostniho analyzatoru lep$i pomér signal/Sum i selektivitu.
Autoti pfedpovédeli, ze by se HPLC-MS s ionizaci za
atmosférického tlaku (ESI nebo APCI) mohla uplatnit pfi
screeningu neznamych latek jako komplementarni metoda
ke GC-MS.

Relativné novéjs$im zplisobem ionizace za atmosféric-
kého tlaku je tzv. ,sonic sprej (,,zvukovy* sprej).
K tvorbé nabitych kapek, z nichZ jsou po jejich zmenSeni
emitovany ionty analytu, je zde vyuzivano rozpraSovani
kapalnych vzorku, napt. eluatu z chromatografické kolony,
proudem plynu s mirné¢ podzvukovou rychlosti. Zhodnoce-
nim upotiebitelnosti tohoto iontového zdroje pro HPLC-
MS analyzu heroinu se zabyval Dams a spol.® Tuto techni-
ku srovnavali s ionizaci elektrosprejem. Popsali vliv orga-
nickych rozpoustédel, t€kavych kyselin a pufrii v mobilni
fazi na G¢innost ionizace. Pfitomnost rozpoustédel podpo-
rovala G¢innost ionizace, zatimco zvysujici se obsah téka-
vych kyselin a pufrd vedl k vyznamnému potlaceni signalu
u obou iontovych zdroji. Na analyze sedmi hlavnich opi-
ovych alkaloidl autoii demonstrovali pouzitelnost ,,sonic*
spreje a oznacili ho za alternativu k APCI a ESI. Chroma-
tograficka separace byla provedena v systému obracenych
fazi na monolitické kolon¢ gradientem mobilni fize (voda
- acetonitril) s pritokem 5 ml.min”. Za kolonou byl tok
mobilni faze délen a do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru pokracovala cca jedna dvacetina. Jeden cyk-
lus od néstfiku do dal§iho néstfiku trval maximalné 7 min.
Metoda byla validovana a pii mezich stanovitelnosti od 5
do 40 ng.ml" bylo navrzeno jeji uplatnéni pii méfeni pro-
filu necistot v zabavenych vzorcich heroinu.

Autofi predchéazejici prace publikovali dalsi studii
zaméfenou na srovnani téi iontovych zdroji (ESI, APCI
a ,sonic* sprej) z hlediska Ucinnosti ionizace morfinu’.
Vyhodnocovali vliv organického rozpoustédla (methanol,
acetonitril), pfidavku tékavych kyselin (kyselina mravenci
a octova) a pufri (mravencan a octan amonny) na prub¢h
ionizace. Potvrdili obecny predpoklad, Ze slozeni mobilni
faze ovliviiuje ionizaci u vSech tfi zdroju. Pro elektrospre;j
a ,sonic* sprej ziskali vysSi odezvu pfi vysSim obsahu
organického rozpoustédla, dalsi testované slozky mobilni
faze zplsobovaly potlaceni ionizace. V ptipadé APCI po-
zorovali vzdy zlepSeni ionizace. ZjiSt€énou odliSnost pfi-
soudili skute¢nosti, Ze u prvnich dvou zdroju se pfi ioniza-
ci uplatiuji déje odehravajici se v kapalné fazi, zatimco
u APCI probiha ionizace v plynné fazi. Podrobnéji disku-
tovali i rozdily v odezvé analytu zplsobené zménou sloze-
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ni mobilni faze pri ionizaci jednotlivymi technikami.
U elektrospreje napt. pouziti acetonitrilu misto methanolu
vedlo k vys§imu vytézku ionizace, pficemz optimum bylo
nalezeno pfi 90 % acetonitrilu. ZvySeni jeho obsahu na
100 % jiz odezvu snizovalo. Autofi vysvétlili tento fakt
uplatnénim dvou konkuren¢nich déji. Vyssi obsah orga-
nického rozpoustédla zlepSoval sprejovani v duasledku
snizovani viskozity a povrchového napéti, ale zaroven
rostlo potlaceni ionizace v dusledku pfenosu protonu
z iontu analytu na molekulu rozpoustédla v plynné fazi.
Podobné byly hodnoceny i dalsi vlivy. Zavérem pro analy-
zu morfinu doporucili APCI jako robustnéjsi techniku
mén¢ ovliviilovanou tékavymi aditivy.

Bogusz publikoval rozsahlej$i praci zaméfenou na
rutinni  vyuziti spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii v soudnich védach®. Vzhledem
k omezenému mnozstvi vzorku a soucasnému zneuzivani
riznych drog byl stupeni pfedseparace zalozen na b&zné
extrakci tuhou fazi (solid phase extraction — SPE), ktera je
aplikovatelna pro vSechny skupiny bazickych drog. Sor-
bent C;g3 byl promyvan methanolem, vodou a pufrem
(uhli¢itan amonny, 0,01 mol.l", pH 9,3), elu¢nim Cinidlem
byla smés methanolu a 0,5 mol.I"' kyseliny octové (9 : 1).
Zpracovavany byly vzorky séra, krve, moce aj. Mobilni
faze pro HPLC separaci na obracenych fazich obsahova-
la stale dvé stejné slozky — acetonitril a pufr (50 mM-
HCOONH,, pH 3,0). Pro rizné skupiny drog se ménil
pouze jejich pomér. U morfinu, kodeinu a jejich metaboli-
ti byl tento pomér 10 : 90 (acetonitril : pufr). K detekei
analytd byl vyuzivan jednoduchy kvadrupdl s chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku pracujici v kladném mo-
du. APCI je podle autora ve srovnini s ESI univerzalngjsi
a obecné zarucuje vys§i citlivost pfi analyze drog (vyjma
drog velmi polarnich). Sledovany byly kvazimolekularni
ionty a alesponi jeden charakteristicky fragment ziskany
kolizi indukovanou disociaci ve zdroji (nejde tedy o tande-
movou hmotnostni spektrometrii). Vyjimkou byly morfin,
kodein a dihydromorfin, u kterych vzhledem k nevhodné
fragmentaci byl monitorovan pouze kvazimolekularni ion.
Jako vnitfni standardy slouzily deuterovana analoga nékte-
rych drog. Kromé opiati byla metoda aplikovana pfi pri-
kazu kokainu a jeho metabolitli, amfetaminu a methylendi-
oxyamfetaminu (,,extaze), benzodiazepinii a halucinoge-
nd. Autor povazuje HPLC-APCI-MS za vhodnou alternati-
vu dnes Siroce se uplatiiujiciho spojeni GC-MS pfi proka-
zovani a stanovovani urCitého cilového analytu.
Z praktického hlediska zdiraznuje, Ze neni nutné provadét
derivatizaci a ze HPLC-MS rozsifuje spektrum analyzova-
telnych latek i do oblasti polarnich sloucenin jako jsou
napt. nékteré metabolity. Pro potieby toxikologického
monitorovani vsak stale za nejvhodnéjsi metodu oznacuje
GC-MS s ionizaci elektrony, kterd ma k dispozici obsahlé
databaze reprodukovatelnych spekter. I kdyz jsou budova-
ny databdze hmotnostnich spekter ziskanych technikou
API-MS, stale jesté existuje problém s jejich reproduko-
vatelnosti mezi rliznymi laboratofemi. AZ po jeho vyfeSeni
by se nejvhodné&jsi metodou mohla stat technika HPLC-
API-MS.
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Reprodukovatelnost spekter ziskanych kolizi induko-
vanou disociaci ve zdroji hodnotil Bogusz a spol. na za-
klad¢ vysledku ziskanych ve tfech laboratofich pro morfin-
3-glukuronid, 6-monoacetylmorfin, kodein, diethylamid
kyseliny lysergové a methylendioxymethamfetamin®. M&-
feni byla provadéna na systémech HPLC-API-MS, pfi-
¢emz k ionizaci analytl slouzil elektrosprej i chemicka
ionizace za atmosférického tlaku a hmotnostnim analyza-
torem byl jednoduchy kvadrup6l. Spektra ziskana v jedné
laboratofi v kratkém casovém obdobi byla veelku reprodu-
kovatelna, ale v delSim ¢asovém obdobi byly pozorovany
rozdily pfi pouziti APCI. Spektra namétend pii ionizaci
elektrosprejem (v téze laboratofi a na daném pfistroji) byla
dobfte reprodukovatelna i v del§im ¢asovém obdobi. Mohla
by tedy slouzit pro tvorbu databaze, ale pouze pro tucely
dané laboratofe, nebot’ pfi porovnavani spekter z riznych
laboratofi nebylo dosazeno vyhovujici shody ani u jedné
z ioniza¢nich technik. Spektra z riznych laboratofi ziskana
za jinak stejnych podminek na stejném typu pfistroje vyka-
zovala rizny stupen fragmentace. Méfeni na riznych pii-
strojich, byt konstrukéné blizkych, vedlo ke spektriim,
u kterych se neménil pouze pomér intenzit jednotlivych
fragmentt, ale byly pozorovany dokonce i rizné fragmen-
ty resp. adukty. Mezilaboratorni rozdily autofi vysvétluji
riznou kolizni energii pfi aktivaci iontl. I kdyz byla
v jednotlivych laboratofich pouzita jeji nomindlné stejna
hodnota, byly podle autor ionty rizné aktivovany
v disledku rozdilnych napéti nastavovanych pfi ladéni
pfistrojii a v disledku odliSného tlaku v oblasti kolizni
aktivace iontl. Zmeény ve slozeni mobilni faze (obsah or-
ganického rozpoustédla, koncentrace pufru) neovlivnily
reprodukovatelnost fragmentace vyznamnou mérou.

Vlivy plisobici na vzhled ESI spekter drog generova-
nych kolizi iont ve zdroji byly studovany i dal$imi auto-
ry'"’. Pozornost byla zaméfena na slozeni mobilni faze
(napf. pouzité rozpoustédlo, puft, jejich koncentrace, pH),
ale nebyl zjistén jeho vyznamny vliv na vzhled spekter
a na optimalizaci fragmentacniho napéti. Obecné vétsi
napéti je potiebné k fragmentaci vétSich molekul a toto
napéti musi kromé ptimétené fragmentace zajist'ovat trans-
port iontd pies kolizni oblast piistroje. Z téchto duvoda
aplikovali autofi pfi zaznamu hmotnostnich spekter rostou-
ci fragmentacni napéti. Vytvofené knihovny spekter pfi
naslednych testech umoznily pozitivni identifikaci ve vice
nez devadesati péti procentech piipadi. Z publikace je
ziejmé, ze pro uspésnou identifikaci je nezbytny dostatec-
ny signal analytu v hmotnostnim spektrometru, coZ je pod-
minéno i zpracovanim realného vzorku a pouzitou chroma-
tografickou separaci.

Zlepseni reprodukovatelnosti spekter 1ze ocekavat pii
méfeni tandemovou hmotnostni spektrometrii, kdy se koli-
zi indukovana disociace uskutecniuje po izolaci iontu pre-
kurzoru, i1 kdyZ i v tomto ptipadé je porovnavani spekter
komplikovanéj$i neZ pfi ionizaci elektrony. Tento pfistup
byl zvolen pfi vyvoji metody pro rychlou identifikaci uzi-
tim knihovny spekter a pro kvantifikaci drog''. Po separaci
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na monolitic-
ké koloné s gradientovou zménou mobilni faze nasledova-
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la tandemova hmotnostni spektrometrie realizovana po
ionizaci elektrosprejem v iontové pasti. Elektrosprej byl
zvolen z divodu mensi fragmentace kvazimolekularnich
iontl ve srovnani s APCI. Jako prekurzory pro kolizi indu-
kovanou disociaci byly izolovany protonované molekuly
latek. K identifikaci slouZzila knihovna spekter a reten¢nich
Casli vytvofend v laboratofi autord. Nebylo provedeno
mezilaboratorni porovnavani koliznich spekter. Soucasné
uziti spekter a retencnich Cast zvysilo uspés$nost identifi-
kace.

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii je vyuzivano pfi
analyze opiati pomérné Casto. V néasledujicim textu je
uvedeno pouze nékolik prikladi.

Ve spojeni s nékolikaminutovou separaci vysokoucin-
nou kapalinovou chromatografii byla tato technika pouzita
pii stanoveni opiatil v moéi, plazms a krvi'2. Bylo dosaze-
no meze stanovitelnosti opiatti 10 pg.1" a linearity od 10
do 1000 pg.1".

Vyvoj a validaci citlivé metody HPLC-ESI-MS-MS
pro stanoveni hydromorfonu v lidské plazmé popisuje
prace Naidonga a spol."* Pieduprava vzorku byla zaloZena
na extrakci v systému kapalina-kapalina. Zajimavé je, ze
separace byla provadéna na silikagelové koloné s mobilni
fazi acetonitril : voda : kyselina mravenci (80 : 20 : 1, v/v/
v). Pro dany ucel je podle autor uvedeny chromatogra-
ficky systém vyhodnégjs$i nez systém s nepolarni stacio-
narni fazi a to jak z hlediska separace, tak ionizace analy-
th. Dosahnout separace hydromorfonu a jeho metabolitu,
hydromorfon-3-glukuronidu, bylo zasadni pro eliminaci
fale$né pozitivnich vysledkd, nebot’ glukuronid snadno
fragmentuje v iontovém zdroji pred vstupem do hmotnost-
niho analyzatoru za vzniku protonovaného hydromorfonu.
Fragmentace glukuronidii v iontovém zdroji je pomérné
snadné a kvalitni separace opidtu (obecnéji jakékoli latky
metabolizujici se na glukuronid) a jeho glukuronidu je
nezbytnd, maji-li byt obé latky kvantifikovany oddélené.
Autoti pracovali s deuterovanym hydromorfonem jako
vnitinim  standardem a svoji metodu validovali
v koncentragnim rozsahu 0,05-10 ng.ml™ plazmy.

Spojenim HPLC s tandemovym hmotnostnim spekt-
rometrem (kvadrupol — analyzator z doby letu, Q-TOF)
vybavenym ionizaci elektrosprejem stanovovali Mortier
a spol. ve slinach soucasné opiaty (morfin, kodein), amfe-
taminy (amfetamin, methamfetamin, extdze aj.), kokain
a benzoylekgonin'*. Na problematiku analyzy slin se za-
méfili také Dams a spol.”” Rychl4 piiprava vzorkt spoéi-
vala pouze ve vysrazeni proteintl. Analytickou koncovkou
bylo spojeni HPLC-APCI-MS-MS. Autofi nepozorovali
negativni vlivy matrice a povazuji sliny za vhodnou alter-
nativni matrici pro monitorovani studovanych latek.

Tandemova hmotnostni spektrometriec se uplatnila
dale napf. pii analyze morfinu a jeho glukuronidl
v lidském séru'®!”, pfi identifikaci fady drog véetné opiatt
v moé&i'® nebo pfi testovani vhodnosti komerénich SPE
sorbentd pro screening drog'®. V literatufe 1ze najit i dali
priklady Gspésného vyuziti ptistroji s jednoduchym hmot-
nostnim analyzatorem pfi analyze opiatl napf. v télnich
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tekutinach?, v lidské krvi®' nebo stfevnim obsahu novoro-
22
zence™.

3. Kombinace kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii s ionizaci za at-
mosférického tlaku

Kapilarni elektroforéza (CE) dosahuje vysoké ucin-
nosti separace a je komplementarni technikou ke kapalino-
vé chromatografii. Neni proto piekvapivé, Ze existuje
1 snaha o jeji vyuZiti ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
pfi analyze opiati. Publikovanych praci zaméfenych na
tuto problematiku je vyrazné¢ méné oproti t€ém, ve kterych
se uplatiiuje HPLC-MS, pfesto lze na vysledcich ziska-
nych v laboratofi W. Thormanna ukazat aplikovatelnost
CE-MS v diskutované oblasti. V praci z roku 2000 autofi
popisuji analyzu kodeinu, dihydrokodeinu a jejich gluku-
ronidi v lidské moc¢i metodou zalozenou na kombinaci
imunoanalyzy a kapilarni elektroforézy, kterd dovoluje
prokézat piitomnost nékterych opiati®. Identifikaci kon-
krétniho analytu v moci (po jejim zpracovani SPE) vSak
provadéli na zakladé hmotnostné spektralnich dat ziska-
nych technikou CE-MS s hydrodynamickym davkovanim.
Tekavym zakladnim elektrolytem byl roztok octanu amon-
ného (25 mmol.1™) upraveny na pH 9 (I M-NH;). lonto-
vym zdrojem byl elektrosprej, do kterého byla spolu se
zakladnim elektrolytem vytékajicim ze separacni kapilary
zavadéna pomocna kapalina (methanol : voda : kyselina
octova = 60 : 39 : 1, v/v/v) pritokem 3 pl.min”, ktery za-
jistoval vhodné pritokové podminky ve zdroji. Ionizaci
byly produkovany protonované molekuly analyt. Jejich
naslednou kolizi indukovanou disociaci v iontové pasti
byla ziskavana tandemova hmotnostni spektra 2. a 3. stup-
né. Metoda dovoluje identifikovat studované latky na
koncentragnich hladinach 100 az 200 ng.ml™.

V dalsi praci byly analyzovany vzorky moce zpraco-
vané extrakei tuhou fazi, jako tomu bylo v pfedchozim
pfipad€, nebo extrakci kapalina-kapalina, ale 1 vzorky neu-
pravované nebo jenom ziedéné®*. U téch umoznila CE-MS
monitorovat sledované opiidty pouze na koncentranich
hladinach vysgich nez 2 az 5 pg.ml’. Vyrazné zlepseni
citlivosti bylo dosaZeno elektrokinetickym davkovéanim,
které vede k nasttiku vétsiho mnozstvi analytu zkoncentro-
vaného do uzké zony v separaéni kapildre™. Nékteré ze
studovanych opiati byly prokazovany piimo ve vzorku
zfedéné moci, ale kombinace CE-MS s predupravou vzor-
ku extrakci tuhou fazi vedla k pozitivni identifikaci vétsiho
poctu analyth. Alternativni pfistup k analyze morfinu
v mo¢i metodou CE-MS zalozeny na hydrodynamickém
davkovani velkého mnoZzstvi vzorku publikoval Tsai
a spol.”®. Wey a Thormann aplikovali CE-MS s mé&fenim
hmotnostnich spekter az do stupné MS* pii identifikaci
oxykodonu a jeho hlavnich metabolitd v lidské mo&i?’.
Souhrnné jsou nekteré piiklady z vySe zminénych pfistupti
k analyze morfinu a ptibuznych latek uvedeny v tabulce 1.
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4. Zavér

V rutinnich laboratofich zabyvajicich se analyzou
morfinu a pfibuznych latek m4 stile vyznamné postaveni
plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii. Maji-1i se stat vyznamné&j$imi alternativami separa-
ce v kapalné fazi spojené s hmotnostni spektrometrii po-
moci ionizace za atmosférického tlaku, musi byt dofeseny
predevsim otazky reprodukovatelnosti hmotnostnich spek-
ter ziskdvanych kolizi indukovanou disociaci protonova-
nych molekul. Usp&né feseni by nebylo prospdiné pouze
pro oblast analyzy opiata, ale mélo by dopad vsude tam,
kde by bylo uzitecné porovnavat naméfena spektra se
spektry v databazi. Usiluji o néj jak vyzkumné laboratofte,
tak vyrobci pfistrojii (napf. ve snaze docilit srovnatelnosti
spekter na stejném typu piistroje v ruznych laborato-
h?*%%). Vyfeseni tohoto problému by dovolilo plné vyu-
zit prednosti separacnich technik v kapalné fazi, které
oproti plynové chromatografii jsou pithodnéjsi pro analy-
zu velmi polarnich nebo termolabilnich latek. Z literatury
je zfejmé, Ze v souvislosti s analyzou opiatli bylo HPLC-
MS vénovano mnohem vice pozornosti nez CE-MS. Dnes
lze totiz spojeni HPLC-MS povaZzovat za technicky dobie
zvladnuté a vhodné k rutinnim aplikacim. Metoda CE-MS
vyZzaduje obezietn&jsi piistup pfi svém pouZiti a jeji ro-
bustnost je mensi. U obou technik 1ze ocekavat dalsi proni-
kani do analytickych laboratofi a jejich uplatnéni pti dopo-
sud obtizn¢ fesitelnych tkolech. I pfes pouziti téchto sofis-
tikovanych technik by vSak nemély byt opomijeny ostatni
stupné analytického postupu, jakym je napiiklad uprava
vzorku. Ta miZze byt rozhodujici pro Uspéch analyzy i pfi
nasazeni HPLC-MS nebo CE-MS.

s

Price vznikla za podpory MSMT CR (grant MSM
153100013).
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M. Smetkova®, P. Ondra® and K. Lemr®
(“Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Palacky University, Olomouc "Institute of Forensic Medi-
cine, Faculty Hospital, Czech Republic): HPLC-MS and
CE-MS with Atmospheric Pressure Ionization in
Analysis of Morphine and Related Compounds

The review refers to the selected literature published
since 1998 that concerns analysis of morphine and related
compounds by liquid chromatography or capillary electro-
phoresis with mass spectrometry. The cited papers de-
scribe application of HPLC/MS and CE/MS in analysis of
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opiates but also discuss usefulness of various atmospheric
pressure ionization sources (electrospray, atmospheric
pressure chemical ionization and sonic spray) as well as
the influence of experimental parameters on ionization
efficiency of these sources. The reproducibility of mass
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spectra obtained using collision-induced dissociation is
also an important topic. The reproducibility is essential for
HPLC-MS to become an alternative to routine and wide-
spread GC-MS. In comparison with HPLC-MS, CE-MS is
less robust and so far has been less frequently used.




