Zastosowanie analizatorow czasu
przelotu w kryminalistyce

Analizy chromatograficzne
wykonywane w laboratoriach
kryminalistycznych naleza do
jednych z najtrudniejszych
z powodu bardzo skompliko-
wanej matrycy, ktérg bardzo
czesto stanowig ptyny ustrojo-
we, materiat ludzki w postaci
tkanki oraz w wyniku trudne-
go do ustalenia sktadu probki,
np. biaty proszek niewiado-
mego pochodzenia. W zwigz-
ku z tym przeprowadzane s3
tzw. analizy nieukierunkowa-
ne, ktére maja na celu okre-
slenie mozliwie najwiekszej
ilosci skfadnikow w prébce,
nawet tych wystepujacych na
sladowym poziomie stezen.
Wszystkie badania
by¢ wykonywane

i z duzg doktadnoscia, ponie-
waz od ich wyniku zalezy np.
dalsze postepowanie karne.
Istotny jest tez czas prowa-

muszg
rzetelnie

dzenia analiz, ktéry powinien
by¢ skrécony do minimum,
ale z zachowaniem wszyst-
kich procedur
z przechowywaniem prob-
ki, jej przygotowaniem, az

zwigzanych

po wnioskowanie dotyczace
otrzymanych wynikéw. Dla-
tego duzym wyzwaniem jest
opracowanie szybkiej i kom-
pleksowej metody oznaczania
wszystkich substancji w préb-
ce. Dazy sie réwniez do tego,
aby metody przygotowania
prébek byly jak najmniej
skomplikowane a przy tym

szybkie i tanie. Dodatkowym
atutem jest mozliwos¢ petnej
automatyzacji procesu przy-
gotowania i podawania pré-
bek do chromatografu.

Najpopularniejszymi metoda-
mi stosowanymi w analizach
toksykologicznych sa techniki
sprzezone, najczesciej jest to
chromatografia gazowa (GC)
lub cieczowa (LC) potaczona
ze spektrometriag mas (MS)
[1]. Coraz czesciej w laborato-
riach spotyka sie uktady tan-
demowe (MSMS, MS"), ktére
pozwalajg na jednoznaczna
identyfikacje analitéow na
podstawie widm masowych
jonéw fragmentacyjnych
utworzonych w wyniku frag-
mentacji okreslonego jonu
macierzystego (ang. parent
ion) np. jonu molekularne-
go. Jednakze technika ta
przeznaczona jest wytacznie
do analiz ukierunkowanych,
w celu analizowania sub-
stancji o znanej masie cza-
steczkowej. Takie tandemowe
sprzezenie spektrometrii mas
z chromatografig gazowa zo-
stato wykorzystane w labo-
ratorium  kryminalistycznym
do oznaczenia kilkunastu r6z-
nych srodkéw wybuchowych,
gtéwnie pochodnych nitroto-
luenu [2].
Bardzo rozpowszechniong
metoda badawcza wlaborato-
riach kryminalistycznych jest
pofgczenie GC/MS wykorzy-
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stujace analizatory kwadru-
polowe (ang. quadrupole, Q).
Analizatory kwadrupolowe sa
popularne przede wszystkim
ze wzgledu na niska ceneg, ich
stosowanie pozwala na wy-
konywanie zaréwno analiz ja-
kosciowych jak i ilosciowych,
a dzieki wykorzystaniu trybu
rejestrowania wybranych jo-
noéw (ang. selected ion mo-
nitoring, SIM) mozna zwiek-
szy¢ czutos¢ aparatu. Jest to
jednak analizator skanujacy,
przez co jego szybko$¢ akwi-
zycji danych jest niska, co
powoduje zmiane wygladu
widm masowych rejestro-
wanych w ciggu piku chro-
matograficznego. W takim
przypadku korzystniejsze jest
stosowanie analizatora cza-
su przelotu (TOF), ktéry jest
analizatorem nieskanujacym,
charakteryzujagcym sie duza
szybkoscig rejestrowania da-
nych (do 500 petnych widm
masowych w ciggu sekun-
dy), dzieki czemu mozliwe
jest wykorzystanie dekon-
wolucji oraz automatyczne-
go wyszukiwania pikow [3].
Wymienione opcje dotycza
oprogramowania i stanowiag
doskonate narzedzie pracy,
ktére skraca i znacznie uta-
twia proces przetwarzania
i obrobki otrzymanych da-
nych. Dlatego tez analizatory
TOF obecnie ciesza sie coraz
wiekszg popularnoscia i sa
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stosowane w wielu gateziach
przemystu, np. w przemysle
petrochemicznym do oceny
sktadu chemicznego produ-
kowanej benzyny, w ochronie
Srodowiska do oszacowania
stopnia
gleby, powietrza i wody. Sto-
suje sie je w przemysle spo-
zywczym do badania sktadu
surowcow i produktéw zyw-
nosciowych, w celu wykrycia
substancji szkodliwych jak,
np. $srodki ochrony roslin, kté-
rych liczba stale rosnie. Coraz
czedciej wykorzystuje sie je

zanieczyszczenia

réwniez w kryminalistyce do
analizy Zrédta pochodzenia
narkotykdw na podstawie
sktadu zawartych w nich za-
nieczyszczen lub tez obec-
nosci $rodkéw odurzajacych
w ptynach ustrojowych. Poja-
wia sie takze koniecznos¢ cig-
gtego ulepszania aparatury
analitycznej w celu wykrycia
coraz to nowszych substancji
uzalezniajacych  wystepuja-
cych w postaci czystej lub tez
materiale biologicznym cze-
sto na sladowym poziomie
stezen.

W odniesieniu do fatwosci
okredlenia warunkéw roz-
dzielania oraz
analitow,
nywania analiz,

identyfikacji
szybkosci  wyko-
rzetelnosci
i powtarzalnosci
nych wynikéw znakomitym
rozwigzaniem wydaje sie by¢

otrzyma-

stosowanie chromatografii
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Rys. 1. Chromatogram GC/TOF-MS mieszaniny 12 narkotykdw i acetylokodeiny rozdzie-
lonych w ciggu niespetna 5 minut. Na zblizeniu zaprezentowano 3 koelujgce piki acety-
lokodeiny, monoacetylomorfiny i oksytocyny [4]

gazowej sprzezonej ze spek-
trometriag mas z analizatorem
czasu przelotu (GC/TOF-MS)
w celu prowadzenia analiz
ukierunkowanych i nieukie-
runkowanych w
riach kryminalistycznych.
W specjalistycz-
nej opublikowanych zostato
wiele sposobdéw szybkiego

laborato-

literaturze

wykrywania narkotykow. Jed-
nym z nich byto zastosowanie
uktadu GC/TOF-MS (Pegasus
HT) o duzej przepustowosci
do wykrywania nielegalnych
substancji laboratorium
kryminalistycznym, bez ich
wczesniejszej derywatyzacji
[4]. Probke do badan przygo-
towano przez rozpuszczenie
mieszaniny $rodkéw odurza-
jacych w metanolu. Dokona-
no rozdzielenia 12 roéznych
narkotykéw nalezacych do
czterech réznych klas sub-
stancji chemicznych w ciagu

w
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4.9 minuty. Chromatogram
analizy narkotykéw i acety-
lokodeiny
heroiny) zaprezentowano na
rysunku 1. Do obrébki danych
wykorzystano  oprogramo-
wanie ChromaTOF™. Efek-
tywna identyfikacja analitéw

(zanieczyszczenia

byla mozliwa dzieki duzej
szybkosci akwizycji danych
uktadu GC/TOF-MS i rejestra-
¢ji petnych widm masowych
ciagtosci
spektralnej, ktére dostarczaja

z zachowaniem
jednoznacznej informacji na

temat analizowanych sub-
stancji. Do obrobki uzyska-
nych danych wykorzystano
funkcje dekonwolucji (True
Signal Deconvolution®) i au-
tomatycznego wyszukiwania
pikbw na podstawie widm
masowych (Automated Peak
Find®). Identyfikacja analitéw
zostata wykonana automa-

tycznie, a tozsamos$¢ narko-
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tykéw potwierdzona poprzez
poréwnanie biblioteka
widm masowych NIST. Podo-
bienstwo uzyskanych widm

z

masowych analitéw z biblio-
teka widm wynosito od 870
do 999.

Dzieki duzej szybkosci akwi-
zycji danych, analizatory TOF
z powodzeniem moga byc
wykorzystywane w uktadach
dwuwymiarowych. Taki sys-

tem GCxGC/TOF-MS o nazwie
Pegasus 4D zastosowano do
wykrywania sladowych ilosci
narkotykéw i ich pochodnych
[5]. Do zatezania analitéw wy-

korzystano
do fazy statej (ang. solid phase
microextraction, SPME). Prze-
prowadzono analize SPME-
-GCxGC/TOF-MS  substangji
uzalezniajacych w moczu, bez
derywatyzacj
substancji. Metamfetamina,
kokaina, diacetylomorfina,
kodeina, oksykodon, ekstazy,
acetylokodeina, monoacety-
lomorfina, hydrokodon oraz
LSD zostaly automatycznie
zidentyfikowane przez po-
réwnanie z bibliotekg NIST.
W wyniku analizy chromato-
graficznej wykryto dziesie¢
ich
metabolitéow w moczu. W ta-
beli 1 zamieszczono poziomy
oraz podo-
bienstwo widm masowych
z bibliotekg NIST szesciu nar-
kotykéw.

Badanie to wykazato, ze za-
Pegasusa 4D
umozliwia doskonate chro-

mikroekstrakcje

oznaczanych

ré6znych narkotykéw i

wykrywalnosci

stosowanie

matograficzne rozdziele-
wszystkich  substancji
w prébce moczu, za$ zasto-

nie

sowanie oprogramowania
ChromaTOF™ z funkcjg True

Tabela 1. Poziomy wykrywalnosci poszczegdlnych narko-
tykéw w moczu analizowane technikg SPME-GCxGC/TOF-

-MS [5]
Nazwa Stezenie _Po_dobier’lstwo
[ng/mL] z biblioteka NIST 05
Metamfetamina 0,212 820
Ekstazy 0,145 917
Kokaina 0,038 909
Kodeina 0,065 948
Oksykodon 0,277 926
Heroina 0,082 920
LSD 25 9,830 796




Signal Deconvolution® ich
identyfikacje bez stosowania
czasochtonnej derywatyzacji.
W prébce moczu do badan
(zawierajacej narkotyki i ich
metabolity) metoda SPME-
-GCxGC/TOF-MS zidentyfiko-
wano ponad 9000 réznych
zwigzkéw chemicznych przy
zatozonym stosunku pozio-
mu sygnatu do szumu (S/N)
50. Fakt ten $wiadczy o ztozo-
nosci tego typu prébek, duzej
trudnosci ich chromatogra-
ficznej analizy oraz interpre-
tacji uzyskanych danych.
Jednakze stosowanie ukta-
du dwuwymiarowego, ktory
posiada znacznie wieksza
pojemnos¢ pikowa niz uktad
jednowymiarowy, pozwala
na bardzo dobre rozdzielenie
analitéw i fatwiejszg inter-
pretacje
Stosowanie uktadéw 2D po-
woduje, Zze nie ma konieczno-

chromatogramoéw.

$ci stosowania kosztownych
i pracochtonnych
przygotowania probki w ana-

metod

lizie ztozonych mieszanin.
Dwuwymiarowy
gram mieszaniny narkotykéw

chromato-

W moczu przedstawiono na
rysunku 2.

Grupa badawcza pod prze-
S.M. Song’a
rozdzielenia oraz

wodnictwem
dokonata
identyfikacji 78 nielegalnych
substancji w krwi za pomoca
GCxGC/TOF-MS [6]. Badania te
potwierdzaja ogromne mozli-
wosci uktadow dwuwymiaro-
wych sprzezonych ze spektro-
metrami mas. Widoczne jest
tu wzajemne uzupetnianie sie
zwiekszonej pojemnosci pi-
kowej uktadu 2D i duzej szyb-
kosci akwizycji danych przez
analizatory TOF z mozliwoscia
automatycznej identyfikacji
analitow.

W laboratorium kryminali-
stycznym wykonuje sie row-
niez badania autentycznosci
podstawie
sktadu fazy nadpowierzch-

banknotéw na

niowej (ang. headspace, HS)
tuszu stosowanego do druku
banknotéw. Przeprowadzo-
no taki eksperyment z wy-
korzystaniem Pegasus'a 4D
stosujac  mikroekstrakcje do
fazy statej (SPME) jako meto-
de przygotowania proébki [7].
W fazie nadpowierzchniowej
banknotu  zidentyfikowano
ponad 300 réznych zwigzkow
(ang. volatile

organic compounds, VOCs)

organicznych

w ciggu 27 minut trwania ana-
lizy. Wykorzystano tu funkcje
grupowania Peak Grouping®
(klasyfikacji)  zidentyfikowa-
nych substangji
do tej samej grupy zwigzkow

nalezacych

chemicznych poprzez zazna-
czenie na chromatogramie
obszaru, z ktérego piki maja
zosta¢ pogrupowane. Takie
grupowanie wizualnie znacz-
interpretacje
chromatograméw (patrz rysu-
nek 3).

W celu przeprowadzenia dal-
szej klasyfikacji zwigzkow
zastosowano opcje Mass
Spectral Scripts®, za pomo-
ca ktérej sposrdéd wszystkich

nie  ufatwia

zidentyfikowanych zwigzkéw
wytypowane
zostaty wszystkie alkohole

chemicznych,

zidentyfikowane w prébce.
Wynik takiej klasyfikacji otrzy-
muje sie w postaci tabeli za-
wierajgcej wszystkie niezbed-
ne lub tez okreslone przez
analityka informacje chroma-
tograficzne.

W kanonie analiz
nalistycznych  znajduja sie
rébwniez badania zwigzane

krymi-

z ustaleniem przyczyn zgonu.

Przyczyne nieumysinej smier-
ci cztowieka lub popetnienia
samobojstwa mozna okresli¢
np. badajac sktad sokéw zo-
tadkowych. Badania ustalenia
przyczyny zgonu przeprowa-
dzono u osoby zmartej praw-
dopodobnie w wyniku spo-
zycia srodka czyszczacego
powszechnie stosowanego
w gospodarstwach domo-

3

2st Dimension RT (s)
2

1000

wych [8]. W tym celu zbada-
no skfad ekstraktu z pobranej
tresci zotadka oraz sktad de-
tergentu. Analizy wykonano
przy uzyciu Pegasusa HT
(GC/TOF-MS).
tu unikalng funkcje oprogra-
mowania ChromaTOF™ - po-
rébwnywania prébek (Sam-
ple Comparisons®),
umozliwia

Zastosowano

ktora
automatyczne

1e+007

2000

1st Dimension RT (s)

Rys. 2. Dwuwymiarowy chromatogram mieszaniny narko-
tykdw i ich metabolitéw w prébce moczu wykonany meto-

dgq SPME-GCxGC/TOF-MS [5]
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Rys. 3. Chromatogram GCxGC obrazujgcy wykorzystanie
funkcji Peak Grouping® dla alkanéw, aldehydéw i alkoholi
zidentyfikowanych w fazie nadpowierzchniowej bankno-
tow. Czarne punkty na chromatogramie, to substancje,
ktore zostaty wykryte w zaznaczonych obszarach [7]
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Tabela 2. Substancje wytypowane przez oprogramowanie ChromaTOF™ w wyniku stosowania funkcji Sample Compa-

risons®

Pik Nazwa Czas retencji [s] Pod:l:::sﬁ;two Zmierzona masa

41 benzaldehyd 378,05 730 106

46 alkohol benzylowy 402,35 859 108

50 1,1’-oksybis-2-propanol 431,35 943 89

58 glikol dipropylenowy 469,20 793 59

65 naftalen 517,40 880 128

66 ester benzylowy kwasu octowego 522,75 773 108

87 (aldehyd 3,4—meFt))I/FI):r:gzi;ksybenzoesowy) 663,35 591 149

100 a-izometylojonon 751,00 653 135

103 lilial 765,00 781 189

(3 -(4-tert-butylofenylo)-2-metylopropanal) ’

104 2H-1-benzopiran-2-on 768,20 842 118

122 mirystynian izopropylu 895,10 769 228

178 trans-farnesol 1260,20 854 69
poréwnanie chromato- umozliwia szybkie i wydajne [3] Binkley, J; Libarondi, M., Science International 2004,
gramoéw w celu wyszukania prowadzenie analiz, miedzy Comparing the capabilities of 143,87-101

réznic w catkowitym pra-
dzie jonowym (ang. total ion
current, TIC), znajdujacych
sie nawet ponizej linii bazo-
wej. Wynikiem zastosowa-
nia opcji poréwnania skfadu
prébek, jest tabela, w ktorej
znajduja sie wszystkie sub-
stancje wspolne lub réznigce
(w zaleznosci od ustawien
uzytkownika) grupy
badanych prébek. Przepro-
wadzone badanie wykaza-
fo obecnos¢ 12 substangji
w zotadku, ktére pochodzi-
ty ze srodka czyszczacego
(patrz Tabela 2). Wynik bada-
nia potwierdzit podejrzenie,
ze zgon badanej osoby na-
stapit w wyniku spozycia de-
tergentu.

Stosowanie w laboratorium
kryminalistycznym chro-
matografii gazowej sprze-
zonej ze spektrometria mas
z analizatorem czasu przelo-
tu (Pegasus HT i Pegasus 4D)

dwie
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innymi poprzez wyelimino-
skomplikowane-
go procesu przygotowania
probki. Dzieki takim syste-
mom wyposazonym w opro-
gramowanie  ChromaTOF™,
identyfikacja substancji oraz
przetwarzanie danych wy-
konywane sg automatycznie
i nie stanowia problemu na-
wet w przypadku bardzo zto-
zonych mieszanin.

wanie

Literatura

[1] Huestis, M. A.; Smith, M.
L., Modern analytical tech-
nologies for the detection of
drug abuse and doping. Drug
Discovery Today: Technologies
2006, 3, 49-57

[2] Perr, J. M.; Furton, K. G,
Almirall, J. R, Gas chroma-
tography positive chemical
ionization and tandem mass
spectrometry for the analysis
of organic high explosives. Ta-
lanta 2005, 67, 430-436

time-of-flight and quadrupole
mass spectrometers. Current
Trends in Mass Spectrometry
2010, 1-5

[4] Heim, J.; Binkley, J., Rapid
Drug Screening Method by
GC-TOFMS Analysis with the
Pegasus HT for 12 Drugs of
Abuse in Under 5 Minutes.
LECO Application Notes No.
203-821-350 2008, 6/08

[5]1 Heim, J., Forensic Toxi-
cology Analysis of Non-de-
rivatized Drugs in Urine by
Automated Solid Phase Mi-
croextraction (SPME) GCxGC-
-TOFMS. LECO Application
Notes No. 203-821-357 2008,
12/08

[6] Song, S. M.; Marriott, P;
Kotsos, A.; Drummer, O. H,;
Wynne, P, Comprehensive
two-dimensional gas chroma-
tography with time-of-flight
mass spectrometry (GCxGC-
-TOFMS) for drug screening
and confirmation. Forensic

[7]1 LECO Corporation, Ana-
lysis of Currency with SPME
and GCxGC-TOFMS-Advan-
ced Data Processing with
Classifications. LECO Appli-
cation Notes No. 203-821-285
2008, 2/08

[8] LECO Corporation, The
Compare Feature of Chro-
maTOF - Its Use in Forensic
Chemistry to Assist with the
Determination of the Cause
of Death. LECO Application
Notes No. 203-821-256 2008,
4/08

* Agnieszka Ulanowska,
Grzegorz Straczynski; LECO
Polska Sp. z 0.0, Tychy, e-mail:
leco@leco.com.pl

e TS .
ﬁl




