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Abstract

The factors affecting identification of compounds with chromatography — mass spectrometry were discussed from the quality as-
surance point of view. The criteria of identification of compounds, as formulated by several international or national organisa-
tions, were discussed. Various recommendations or guidelines defining minimal attributes necessary for identification have been
published. These documents concern both chromatographic and mass spectrometric aspects of analysis. There is general agree-
ment concerning the kind of parameters to be controlled, e.g. retention time, number of ions, or ion intensity ratios. However, the
exact numerical criteria, formulated by different bodies or organisations, show distinct variations. The strictest requirements are
set in those areas where the results of identification may lead to legal sanctions, such as in forensic toxicology, doping analysis, or
food control. Requirements concerning quality assurance in the field of identification with GC-MS or LC-MS vary according to

the particular discipline and final task of the analysis and are continuously changing in relation to actual knowledge.
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1. Introduction

Identification of a particular compound is a key is-
sue in analytical toxicology. It precedes other steps,
such as quantification, and, above all, interpretation.

According to de Zeeuw and Franke [10], the pro-
cess of identification starts with the comparison of an
unknown substance with a database containing refer-
ence substances with exactly defined properties. The
process of identification must continue, using several
criteria, until only one substance remains on the list.
These authors have formulated the following ques-
tions, relevant for chromatographic — mass spectro-
metric procedures:

— How can analytical properties be compared (e.g.
how to compare mass spectra)?
— What should be considered an “adequate” match?

— Is there a difference between confirmation and
identification?

— What are the requirements for suitable databases?

— What are the criteria for rejecting substances?

— What is the probability of correctness of identifica-
tion?

De Zeeuw and Franke distinguished three types of
identification: Structure elucidation through identifi-
cation of a pure compound by powerful spectrometric
methods, confirmation as a result of successful com-
parison of the properties of the expected substance
with a reference substance, and recognition as a result
of positive matching of the properties of the unknown
substance with a reference database. In recommenda-
tions formulated by the Food and Drug Administration
(FDA) [23], confirmation is similarly defined as “un-
ambiguous identification of a compound’s presence by
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comparison to a reference standard (mass spectromet-
ric)”. However, the term “confirmation” may be used
in a different way. In forensic toxicology and doping
control, the usual analytical strategy consists of two
steps; screening procedure, usually performed with
highly sensitive but less specific methods (mainly im-
munoassays, or tandem-MS using only one transition),
and confirmation of the positive result of the screening
procedure, which is done with methods of the highest
possible specificity, such as full-scan GC-MS [46], or
LC-MS-MS in MRM mode using three transitions
or product spectra [26, 48]. A similar definition was
given by the U.S. Department of Agriculture [58] for
pesticide identification: “Confirmation: Verification
of a previous analyte identification that is performed
by another analytical system”. De Zeeuw [9] warned
against using confirmation procedures as the only proof
of identification and postulated the use of various
identification procedures, not only mass spectrometry.
Nevertheless, procedures based on hyphenation of chro-
matographic separation with mass spectrometric de-
tection are regarded as a sufficient tool for unequivo-
cal identification, if particular requirements are met.
These requirements, such as establishing the analytical
threshold, appropriately high for the particular task,
are formulated by responsible organisations or bodies
on a national or international level.

2. Screening procedures applied to
identification

Mass spectrometric screening procedures, often
used as a first step of identification, may be divided
into two main groups: general non-target screening,
and target substance-oriented screening.

2.1. General screening

In the case of non-target screening, which is often
referred to in clinical and forensic toxicology as “gen-
eral unknown” analysis, a capillary GC coupled with
electron impact ionisation mass spectrometer (GC-EI-
MS) is a logical choice. Full-scan mass spectra, ob-
tained with EI-MS, are not very dependent on the in-
strument and chromatographic conditions applied.
Comprehensive libraries of reference EI mass spectra,
comprising thousands of substances, are available
nowadays [35, 36, 59]. This makes tentative identifi-
cation possible through a library search — even without
a reference compound. In cases where a reference
compound for comparative analysis is not available,
a decision concerning the spectrum identity should be

taken with utmost care, particularly in the case of some
“exotic” compounds proposed by the instrument soft-
ware as candidates for identification. However, in most
identification procedures used in legally sensitive fields,
such as doping analysis, forensic toxicology, or food
quality monitoring, tentative identification through the
GC-EI-MS library must be followed by a confirmation
step, using a reference compound analysed in identical
conditions to the studied specimen. In full-scan GC-
MS-E]I, at least four selective ions, including — if possi-
ble — the molecular ion, should be present in proper
abundance ratios. If possible, mass spectra belonging
to matrix compounds and affecting identification
should be filtered out. This may greatly enhance the
identification power of GC-MS screening [52].

However, it must be stressed that the decision con-
cerning preliminary selection-identification based on
statistical analysis of a mass spectrum match with ref-
erence library spectra should be always done by the
expert toxicologist. It is s/he who decides, depending
on the case, when the identification level has been
achieved [9, 42, 43].

Liquid chromatography-mass spectrometry is po-
tentially better suited to screening than GC-MS since it
covers a much broader spectrum of compounds of dif-
ferent polarities. However, this technique has several
important limitations, both on the chromatographic
and mass spectrometric side. LC, despite its universal-
ity, is a far less selective separation technique than
capillary GC. On the other hand, mass spectra of com-
pounds obtained with various LC-MS instruments
may vary greatly in regard to relative abundance of
fragment ions, even if exactly identical nominal condi-
tions are applied [3]. This makes direct use of mass
spectral data acquired in another laboratory very diffi-
cult. For these reasons, LC-MS is an excellent tech-
nique for targeted screening or confirmation, but it is
not easily applicable to a broad-spectrum search, e.g.
“general unknown” analysis. Nevertheless, in recent
years, several spectral libraries, comprising hundreds
of compounds, have been developed using LC-MS
[45, 65], LC-MS-MS [31, 64], and LC-MS-TOF [11,
21, 38]. Reviews of this topic have been carried out
recently by Gergov [20] and by Marquet [30].

2.2. Targeted screening

Targeted screening and subsequent confirmation is
employed if a particular compound or defined set of
compounds is to be identified. This is the case in the
search for scheduled, controlled substances, e.g. drugs
of'abuse [61], doping substances [19, 54], or food con-
taminants [60]. In this situation, very specific meth-
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ods, such as GC-MS-MS and LC-MS-MS, both in
MRM mode and also GC-TOF-MS or GC-MS-SIM,
are applicable. Identification is achieved through com-
parison of the chromatographic mobility and the pres-
ence of particular fragment ions in intensities corre-
sponding to preset values, observed in reference stan-
dards. Limited, task-oriented reference libraries have
been built for particular groups of compounds. Com-
prehensive reference data libraries, e.g. for pesticides,
based on LC-MS, may comprise several hundred sub-
stances.

The definition of positive identification or confir-
mation after LC-MS screening may vary. Some au-
thors have mentioned high coincidence of at least two
of three spectra generated at three fragmentation ener-
gies [28], others a match of at least 60% in a reverse-fit
library search [62] or similarity of at least five of the
most abundant ions [4].

For some halogen-containing compounds, such as
chloramphenicol, alternative identification strategies
have been used. Bogusz et al. [2] applied LC-MS-MS
(negative ionisation ESI, MRM mode). Three transi-
tions of deprotonated molecule (m/z 321) were moni-
tored. The following criteria of positive identification
of chloramphenicol were formulated: Rt of target with-
in = 1% of internal standard (deuterated analogue of
target), the presence of three product ions originating
from the precursor, and intensity ratios of product ions
in the range of + 25D of the mean control values, i.e.
+ 25%. Mottier et al. [37] took advantage of the pres-
ence of two chlorine atoms in the chloramphenicol
molecule and used two precursor ions: m/z 321 and
m/z 323. The transitions of each isotopic form to prod-
uctions m/z 152 and 257 were monitored. The identifi-
cation criteria were as follows: Rt of target within + 1%
of internal standard (deuterated analogue of target),
the variability of the intensity ratios of product ions in
the range of 15-25% of the mean control values.

Since the intensity and sometimes pattern of frag-
mentation in LC-MS is related to the particular tech-
nique and conditions used, it has generally been postu-
lated that the reference standard should be analysed in
exactly the same conditions as the examined sample,
ideally in the same analytical run.

Requirements concerning quality of mass spectro-
metric screening procedures have been reviewed and
discussed by various authors, such as Drummer [15],
Stimpfl et al. [50, 51], and Maurer [32] in relation to
clinical and forensic toxicology, and by Thevis and
Schénzer [54] in relation to doping analysis.

3. Methodical considerations relevant for
identification

There are numerous possible factors which may af-
fect identification by mass spectrometry, at various
stages of the identification procedure; the influence of
coextracted matrix compounds, incomplete chromato-
graphic separation of compounds, general condition of
instrument or detector saturation and peak distortion
through excess of the substance. All these factors may
change the abundances of ions in a particular mass
spectrum and cause mismatching with consequent
false-positive or false-negative identification [33, 34].
There are several approaches to optimising the identi-
fication process with mass spectrometry. These ap-
proaches may be divided into optimisation of sample
pretreatment, optimisation of chromatographic separa-
tion, and optimisation of mass spectrometric detection
itself.

3.1. Optimisation of sample pretreatment for mass
spectrometric analysis

Optimal, matrix-oriented sample pretreatment is of
critical importance in the GC-EI-MS identification
procedure. It may involve cleavage of conjugates, deri-
vatisation, or several clean-up steps. Among isolation
procedures used in GC-MS screening and identifica-
tion, liquid-liquid extraction [35] and solid-phase ex-
traction (SPE) [16], have mainly been used. In recent
years, solid-phase microextraction (SPME) has been
increasingly frequently applied; it is a solvent-free
method and is particularly useful for screening of vola-
tile compounds of natural or synthetic origin [e.g. 5, 6,
24, 41].

For some compounds, particularly large molecules
with haptenogenic properties, immunoaffinity extrac-
tion procedures have been developed. Ho et al. [26]
isolated insulins originating from various sources (hu-
man, bovine, and porcine) from horse plasma by im-
munoaffinity precipitation with antibody-coated mag-
netic beads followed by molecular weight centrifugal
extraction. The obtained extracts were analysed by
LC-MS-MS, using a QTrap mass spectrometer. For
screening purposes, single transition to one common
tyrosine immonium ion was monitored. Confirmation
was performed with at least three transitions character-
istic for the particular insulin, also taking retention
time into account. This method was applied in doping
control analysis, as a tool of differentiation of equine
insulin from exogenous insulin.
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3.2. Optimisation of chromatographic separation

Capillary GC is a mature technique in relation to
the efficiency of chromatographic separation. Never-
theless, there are recent examples showing that this
field of chromatography may still be refined, in order
to facilitate identification in complex mixtures or matri-
ces. Van der Lee et al. [60] presented targeted screen-
ing for 106 scheduled pesticides and contaminants in
animal feed matrix. The procedure was based on sol-
vent extraction, gel permeation chromatography clean-
up, and two-dimensional GC with full-scan TOF-MS.
All compounds were automatically detected at a level
exceeding 50 ng/ml. Two-dimensional GC followed
by TOF-MS was also applied by Banerjee et al. [1] for
multiresidue analysis of pesticides in grapes. A combi-
nation of a non-polar and a polar capillary column con-
nected in series was used. The method resolved co-
elution problems as observed in full scan one-dimen-
sional GC-MS analysis and allowed chromatographic
separation of 51 pesticides within 24 min run time with
library-searchable mass spectrometric confirmation.
An automated direct sample introduction technique
coupled to comprehensive two-dimensional gas chro-
matography-time of flight mass spectrometry was ap-
plied to the development of a screening method for
polychlorinated dibenzo-p-dioxins/dibenzofurans and
polychlorinated biphenyls in fish oil [27]. Kolbrich et
al. [29] applied two-dimensional GC-EI-MS (SIM)
with cryofocusing for determination of methylene-
dioxyethylamphetamine (MDEA), MDMA, and its me-
tabolites, 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA),
4-hydroxy-3-methoxymethamphetamine (HMMA), and
4-hydroxy-3-methoxyamphetamine (HMA) in human
plasma. This assay provided low limits of quantifica-
tion and the chromatographic system should be suit-
able for application to other analytes and to other
complex matrices.

In the case of HPLC, recent years have brought dis-
tinct progress through introduction of fine-particle
columns (particle size below 2 pum). This technique,
known as ultra-performance liquid chromatography
(UPLC), enables much better separation in a shorter
time and was immediately introduced in combination
with mass spectrometry for identification purposes. In
the field of doping analysis, UPLC has enabled high-
throughput analysis, particularly of diuretic com-
pounds. Ventura et al. [63] detected 34 scheduled di-
uretics and other doping agents in urine extracts, using
UPLC-MS-MS in negative and positive ionisation
mode. Total analysis time was 5 min, and the method
fulfilled the requirements established by the World
Anti-Doping Agency. Thorngren et al. [56] developed

a UPLC-MS-MS-based screening method of 130 sub-
stances (diuretics, central nervous system stimulants
and opiates) for direct injections of urine samples.
Samples were injected on a reversed phase column
connected to a fast polarity switching and rapid scan-
ning tandem mass spectrometer with an electrospray
interface. The software used to evaluate the results
produced reports, showing adverse analytical findings
in the sample. One 96-well plate could be analysed
within 16 h.

Several applications of UPLC-MS concerned pes-
ticide residue analysis. UPLC-TOF-MS was applied to
the rapid qualitative and quantitative analysis of 100 pes-
ticides targeted in strawberries [53]. Accurate mass
measurement of positive and negative ions allowed
their extraction following “full mass range data acqui-
sition” with negligible interference from background
or co-eluting species observed during UPLC gradient
separation (in a cycle time of 6.5 min per run). In an-
other study [44], 90 pesticides were screened in fruit
juices by UPLC-MS-MS (MRM) after simple aceto-
nitrile extraction. The separation was achieved in an
11 min run.

3.3. Optimisation of mass spectrometric detection

Accurate mass determination emerged as one of the
most promising identification tools in contemporary
mass spectrometry. The measured elemental mass al-
lows calculation of the elemental formula of the ion,
and therefore confirmation of its identity in the case of
a match with a known compound in a library search
[21] or identification of an unknown ion. The mass ac-
curacy may be expressed in absolute values, usually in
millidaltons (mDa), or in relative values, e.g. in parts
per million (ppm). These values are calculated as fol-
lows:

mbDa: [(m/z)measured - (m/Z)calculated] X 1000, {1}

ppm: 106 x [(M/Z)measured - (m/Z)calculated]/(M/Z)- {2}

Mass accuracy depends on the instrument used; for
a standard quadrupole or ion-trap instrument, a mass
accuracy of 50-100 mDa is possible, for TOF or QTOF
below 10 mDa, for FTICR-MS and orbitrap — 1 mDa
or less. Some new triple-quadrupole instruments show
accurate mass capabilities below 1 mDa [40].

Besides forensic toxicological screening [20, 22]
high-resolution mass spectrometry has been applied in
other screening and identification procedures. Hernan-
dez et al. [24] developed a procedure based on gas
chromatography coupled to high-resolution time-of-
flight mass spectrometry (GC-TOF-MS) for identifi-
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cation of 60 organic pollutants in water after solid-
phase microextraction. The identification was based
on evaluating the presence of up to five representative
m/z ions per analyte, measured at high mass accuracy,
and determination of their Q/q (Q, quantitative ion;
g, confirmative ion) intensity ratio. This strategy led to
the detection of target compounds in several water
samples at low ppb levels.

Several hundred crop protection products were re-
cently banned from use by European and US environ-
mental agencies and this became an issue for envi-
ronment monitoring laboratories. Since it was difficult
to monitor all these compounds with GC-MS, LC-MS,
or LC-MS-MS, Thurman and Ferrer [57] developed
a non-targeted screening procedure based on a combi-
nation of LC-TOF-MS, LC-IT-MS, and LC-QTOF-
MS. The Merck Index and ChemlIndex, both commer-
cially available, were applied as reference databases.
The identification strategy consisted of four steps:
full-scan LC-TOF-MS analysis; library search for em-
pirical formulas and any A+2 isotopes (for halogens
or S); LC-IT-MS or LC-Q-TOF-MS-MS for structure
elucidation; and final comparative standard analysis.
Accurate mass determination may be very useful in the
analysis of such compounds, which cannot yield char-
acteristic fragment ions in tandem mass spectrometric
analysis, particularly in MRM mode. Nielen et al. [39]
compared the performance of various high resolution
LC-MS techniques for hormone residue analysis in
food samples. The authors used three types of instru-
ments: LC-QTOF-MS, LC-FTIR-MS, and LC-FT-Orbi-
trap-MS". The authors stressed the need for optimal
sample pretreatment and cleanup when using instru-
ments with lower accuracy (around 20 ppm) since the
LC resolution and MS resolution are strongly interre-
lated and have a major impact on mass accuracy. In-
struments with higher mass resolution may accom-
modate a less completely resolved chromatographic
separation. This may be illustrated by the analysis of
stanozolol; an inexplicable fragment observed in QTOF-
MS (m/z 161.1223 at mass resolution 5000 FWHM)
analysis appeared in LC-FTIR-MS as a doublet of ions
having minor mass differences (m/z 161.1073 and
m/z 161.1324, mass resolution 250,000).

Besides high-resolution accurate mass MS, other
instrumental solutions have recently been applied for
identification purposes. The most promising was the
application of information dependent acquisition
(IDA) in combination with an enhanced product ion
(EPI) spectrum. This technique was used by Stanley et
al. [48] for screening of 32 acidic drugs in equine
plasma and 11 neutral drugs in equine urine. For plas-
ma, acetonitrile/internal standard precipitation fol-

lowed by centrifugation was used; urine specimens
were only spiked with internal standard and centri-
fuged. The chromatographic method consisted of on-
line extraction with an Oasis HLB column and iso-
cratic separation on a Chromolith RP-18e column. The
drugs were detected with QTRAP hybrid tandem MS
in positive and negative ionisation. One transition was
monitored for each drug. IDA was applied; if the sig-
nal was greater than the preselected value, the EPI
spectrum was recorded. Unequivocal identification was
achieved for most of the drugs. In the case of anabolic
steroids, highly similar EPI spectra were observed, and
the authors found the method unsuitable for this group
of compounds. Drees et al. [14] compared the identifi-
cation ability of MRM ratios and MRM-IDA, using
QTrap hybrid triple quadrupole/linear ion trap MS.
14 selected drugs of abuse were examined at various
concentrations. Both methods performed well at low
concentrations; at very high concentrations, the MRM-
IDA method gave a better chance of confirmation.

A combination of LC-MS-MS and/or GC-MS-NPD
was used by Thevis et al. [55] to identify compounds
present in confiscated black market drug preparations,
containing mainly anabolic steroids or sexual stimu-
lants. The drugs were dissolved in methanol, and sub-
jected to LC-ESI-MS-MS examination on a QTrap
instrument. For each drug, three transitions were mon-
itored. For the GC-MS-NPD examination, an inlet
splitter was applied, and the injected sample was sepa-
rated on two identical columns; one was connected
with an EI-MS detector, the other with a nitrogen-
phosphorous detector (NPD).

Relative ion intensities (ion ratios) are usually ap-
plied as one of the identification features [2, 37]. Feng
et al. [18] developed an LC-MS-MS procedure for si-
multaneous determination of 30 different drugs of
abuse in urine. Three transitions were monitored for
each drug. The intensity ratios of the two fragment
ions to most abundant fragment ion were calculated
and used to confirm the identity. These ratios should
be in the range of + 35D as determined in the valida-
tion procedure. Concheiro et al. [8] published an LC-
MS-MS study on the simultaneous determination of
various drugs of abuse in urine. Two transitions were
monitored for each drug. Relative ion intensities were
tested, in within-day and between-day mode at two
concentration levels. The variability of results was
much higher in between-day experiments than in
within-day experiments. The authors concluded that
relative ion intensity should be treated with caution as
an identification criterion, and strongly recommended
analysis of standard samples on the same day as real
samples in order to fulfil the established criteria.
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Stein and Heller [49] published a very important
study on the factors responsible for false positive identi-
fication with mass spectrometry. The following experi-
ments were done: From the reduced NIST/EPA/NIH
mass spectral library [59], comprising 96,464 entries, ev-
ery tenth spectrum (roughly 9600 spectra) was chosen as
a search spectrum. These search spectra were eliminated
from the library before performing the search, so all li-
brary spectra that matched the search spectrum for
a given set of constraints were false positives. Search ex-
periments were performed using different a number of
peaks for matching, the number ranging from 1 to
8 peaks. The abundance window was set at 0.25, i.e.
the search and library spectrum at given m/z was con-
sidered a match if the difference in abundance was less
than 25%. It was shown that the number of peaks as
well as peak abundance clearly reduced the false posi-
tive probability. The authors concluded that more than
three fragment ions (in full scan or SIM mode) should
be used for identification and their m/z values should
be carefully selected. Highly probable peak correla-
tions such as 14 amu difference (methyl group loss) or
18 amu (water loss) should be avoided.

4. Legal and regulatory aspects of
identification

Several professional organisations as well as na-
tional and international agencies have formulated rec-
ommendations and guidelines concerning criteria for
identification with mass spectrometric methods. These
documents may be divided into two main groups. The
first group constitutes legal regulations at a national
and international level, such as those issued by US Hu-
man Health Services for clinical laboratories [12] and
for workplace drug testing [13] and by the European
Union [17]. The second group comprises recommen-
dations and guidelines of professional organisations at
a national and international level, such as the World
Anti-Doping Agency — WADA, College of American
Pathologists — CAP, Food and Drug Administration —
FDA, US Department of Agriculture, Society of Fo-
rensic Toxicologists — SOFT [47], German Society of
Toxicological and Forensic Chemistry — GTFCh [22].

The FDA has published final guidance for the de-
velopment, evaluation, and application of mass spec-
trometric methods for confirming the identity of ani-
mal drug residues [23]. According to the guidance, the
confirmatory mass spectrometric procedures should
address each of the following points:

— a validation package from the originating labora-
tory containing replicate samples, original and spi-

ked, demonstration of zero false positive rate, dem-
onstration of 10% false negative rate at the toler-
ance level, demonstration of ruggedness and non-
interference of other drugs or matrix components;

method description, also containing structure and
full spectrum of target compound, spectral data on
at least three structurally-specific ions that com-
pletely define the parent molecule or more if non-
specific ions are included, proposed fragment ions
structures, consistent with fragmentation patterns,
justification for specificity of selected ions or scan
range, confirmation and operational criteria, as
well as quality control section;

confirmation criteria. In the confirmation proce-
dure, the comparison standard(s) should be ana-
lysed contemporaneously, in the presence of ex-
tracted matrix if appropriate. Any of the following
MS chromatograms may be used: TIC, RIC, SIM,
or SRM. Flow injection analysis is discouraged.
The chromatographic peak should exceed a sig-
nal-to-noise threshold of 3:1, and the retention time
should not differ from the retention time of the
standard by more than 2% for GC-MS or 5% for
LC-MS. Mass spectral matching criteria vary de-
pending on the MS acquisition mode: in the full-
scan and partial-scan MS', the spectrum should
contain at least three structurally-specific ions, and
the spectrum should visually match the spectrum of
the standard. An acceptability range of + 20% for
relative abundance of major ions is recommended.
Library search algorithms should not be used to
confirm identity. All structurally-specific ions
mentioned in the method description should be
present and their relative abundances should corre-
spond to those of the standard. The presence of
other unrelated prominent ions should be explained
(e.g. from matrix compounds). If background sub-
traction has been used, it should be specified and
indicated. In the MS' SIM, relative abundances of
three structurally-specific ions should match the
standard within = 10% (absolute). In the case of
four or more structurally-specific ions, the match
level is + 15% (absolute). Relative abundances for
more than three ions, which include less specific
ions such as isotopes or due to loss of water, should
match the comparison standard within + 10%. In
the full-scan and partial-scan MS", the spectrum
should visually match the spectrum of the standard,
and there should be general correspondence be-
tween relative abundances obtained in sample and
standard. All structurally-specific ions mentioned
in the method description should be present. If
a structurally-specific precursor ion completely dis-
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sociates to product ions, the appearance of at least
two structurally-specific product ions should be
sufficient in MS™". The presence of other unrelated
prominent ions should be explained (e.g. from ma-
trix compounds). If background subtraction has
been used, it should be specified and indicated. In
MS" SRM, if a precursor ion is completely dissoci-
ated, the relative abundance of structurally-specific
product ions should match the comparison standard
within + 10% in cases where two ions have been
monitored, and within £+ 20% in cases where three
or more ions have been monitored;

— quality control should include the following points:
establishing of system suitability, running of at
least one control and one fortified control sample,
control of possible carryover.

The European Commission [17] has published re-
quirements concerning performance of analytical
methods and interpretation of results. In this docu-
ment, performance criteria for mass spectrometric de-
tection were formulated. It was stated that on-line or
off-line chromatographic separation is a prerequisite
for mass spectrometric confirmation.

For both GC-MS and LC-MS, the minimum ac-
ceptable retention time for the target compound should
be at least twice the retention time corresponding to
the void volume of the column (i.e., the dead time, or
Rty). The relative retention time of the analyte (ratio
target : internal standard) should not differ from that of
the reference standard more than + 0.5% for GC and
+2.5% for LC.

Mass spectrometric detection should be carried out
in full-scan mode, SIM, as well as MS-MS" techniques
such as SRM or other techniques in combination with
appropriate ionisation modes.

For full scan MS, the presence of a minimum of
four diagnostic ions with relative intensity of more
than 10% in the reference spectrum is obligatory. The
molecular ion should be included if its intensity is
above 10%.

For SIM, the molecular ion should preferably be in-
cluded. The signal-to-noise ratio for each diagnostic
ion should be > 3:1.

Maximum permitted tolerances for relative ion in-
tensities are presented in Table I. For identification,
the EC has defined an identification points system. In
this system, at least four points are required for confir-
mation of identity. The number of points earned by
particular techniques are shown in Table I1. According
to these criteria, e.g. four characteristic ions are needed
if GC-MS or LC-MS is applied, or one precursor and
two products for GC-MS-MS or LC-MS-MS. Nielen
et al. [39] proposed additional identification criteria to
the four-point classification, based on high-resolution
mass spectrometry (Table III).

The College of American Pathologists (CAP) in
their “Chemistry and Toxicology Checklist” of the
Laboratory Accreditation Program formulated re-
quirements, relevant for identification with chromato-
graphic-mass spectrometric methods [7].

In the case of single-stage GC-MS or LC-MS, the
identification should be done on the basis of ion ratios,
using at least two ion ratios whenever possible. The
suggested tolerance limit for GC-MS is = 20% of those
of calibrators, for LC-MS the limit is + 30%. If only
one ratio of two characteristic ions is available, it may
be acceptable if there are other identifying characteris-
tics, e.g. retention time. The internal standard should
be identified with at least one ion ratio. If full scan MS
is used, the laboratory should set and validate its own

TABLE I. MAXIMAL PERMITTED TOLERANCES IN ABUNDANCE RATIOS IN COMPARISON WITH THE STANDARD

Relative intensity EC [17] EC [17] CAP [7] WADA [66] WADA [66]
(% of base peak)
GC-EI-MS GC-CI-MS, LC-MS" GC-EI-MS GC-CI-MS,

GC-MS", GC-MS",
LC-MS, LC-MS;
LC-MS" LC-MS"

> 50% +10% +20% +20% + 10% absolute + 10% absolute

> 20-50% +15% +25% +25% + 20 % relative + 25% relative

>10-20% +10% +30% +30% + 5% absolute + 10% absolute

10% + 50% +50% +50%

FDA [23] used flat rate of permitted tolerances: within = 20% of relative abundance for MS scan and MS" SRM (three transitions, and
+ 10% for MS-SIM and MS" SRM (three transitions). PDP [58] used flat rate of + 20% of relative abundance (absolute difference) for all

MS techniques.
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threshold of “spectral match” or fit for identification
purposes.

TABLE II. IDENTIFICATION POINTS EARNED BY
VARIOUS MS TECHNIQUES ACCORDING

TO EC [17]
MS technique Identification points
earned per ion
LR-MS 1.0
LR-MS" precursor ion 1.0
LR-MS" product ion 1.5
HR-MS 2.0
HR-MS" precursor ion 2.0
LR-MS" product ion 2.5

LR-MS —low resolution mass spectrometry; HR-MS — high res-
olution mass spectrometry.

For tandem MS (GC-MS-MS or LC-MS-MS) in
SRM mode, at least one transition and one ion ratio
should be monitored, together with retention time.
However, if enough ions of sufficient abundance exist,
two or more ion ratios should be monitored. Ion ratios
determined from full scan analysis are an acceptable
identification method and should fulfil the same crite-
ria as for SRM mode. Tolerance limits should be ade-
quate to the method employed and should be sup-
ported by references or own data. In another approach,
two-fold acceptance criteria of data are applied for at
least three ion ratios and a scoring system according to
EC requirements [17]. The tolerances of ion ratios dif-
fer according to the abundance of ions (see Table I).

The US Pesticide Agency has published a standard
operating procedure (SOP) for identification, confir-

mation, and quantitation of pesticide residues using
GC and LC with mass spectrometric detection [58].
This SOP was written in order to combine the require-
ments of all MS and MS-MS procedures used in pesti-
cide residue analysis into a single document.

In the case of full-scan GC-MS, the spectra should
be recorded in the range of 20 to 500 amu. A minimum
of three structurally-specific ions, preferably includ-
ing molecular ion, meeting the signal-to-noise 3:1 ra-
tio are required. Isotopic cluster ions may be used as
one of three significant ions. The relative intensity ra-
tios of each ion should be within = 20% of the ratios
observed in the reference standard. The use of library
search software for EI analysis is mandatory. The use
of library searches in “soft” ionisation techniques,
such as GC-CI-MS is discouraged. Chromatographic
criteria (retention time accuracy) for GC-MS were not
formulated in this document.

In GC-MS-MS analysis, the retention time of the
target compound should not differ more than + 0.05
min from the reference standard or + 0.01 RR¢. Two
transitions from one precursor ion or from two precur-
sors should be monitored. The relative intensity ratios
of each ion should be within + 20% of the ratios ob-
served in the reference standard, and the abundance of
each ion should exceed signal-to noise 3:1.

For LC-MS analysis, the apparatus should be capa-
ble of scanning 50 to 1200 amu in full scan mode. The
retention time of the target compound should not differ
more than £ 0.5 min from the reference standard or
+ 0.01 RRt. A minimum of three structurally-specific
ions, preferably including a protonated or deproto-
nated molecule, meeting the signal-to-noise 3:1 ratio
are required. Isotopic cluster ions may be used as one
ofthree significant ions. The relative intensity ratios of
each ion should be within + 20% of the ratios observed
in the reference standard. In LC-MS-MS analysis, chro-

TABLE III. PROPOSAL FOR ADDITIONAL LC-MS CRITERIA TO BE IMPLEMENTED IN EC RECOMMENDATIONS [17]

MADE BY NIELEN ET AL. [39]

Goal Mass resolution Mass accuracy Remarks
(FWHM) (mDa)

Screening 10,000 + 50 (window) Relative retention time 2.5%

Confirmation 10,000 5 1.5 identification points/ion or product ion; at least one
ion ratio; relative retention time 2.5%
N.B. — LC/biogram: | additional identification point

HR confirmation 20,000 5 2 identification points/ion or product ion; at least one
ion ratio; relative retention time 2.5%

MS-MS 10,000 5 Confirm postulated structure by NMR and/or confirm

identification of accurate masses at mass resolution 70,000 (FWHM)

unknowns
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matographic requirements (R¢ or RRt) are the same as
for LC-MS, whereas mass spectrometric requirements
are identical to GC-MS-MS.

The World Anti-Doping Agency (WADA) [66] has
formulated criteria which must be fulfilled in order to
identify a prohibited, scheduled substance in the urine
or blood of an examined athlete using chromatograph-
ic-mass spectrometric procedures. These criteria are
divided into separation and detection requirements
and are as follows:

Chromatographic separation requirements. For capil-
lary GC, the retention time (Rf) of the analyte shall not
differ by more than 1% or £ 0.2 min (whichever is
smaller) from that of the same substance in a spiked
urine sample. For HPLC, the Rt of the analyte shall not
differ by more than 2% or £ 0.4 min (whichever is
smaller) from that of the same substance in a spiked
urine sample. These criteria may be relaxed, if the shift
in Rt may be explained (e.g. by sample overload).
Mass spectrometric requirements. Full scan mode: full
scan or partial scan mode is the preferred approach to
identification. A partial scan may begin at an m/z value
greater than any abundant ion due to the derivatising
agent or chemical ionisation reagent. All diagnostic
ions with a relative abundance greater than 10% in the
reference spectrum obtained from a reference material
must be present in the spectrum of the unknown peak.
The relative abundance of three diagnostic ions shall
not differ by more than the defined amount (see Ta-
ble I) from the relative intensities of the same ions ob-
served in the reference spectrum (obtained from
spiked urine, reference collection sample, or reference
material). It is not permissible to collect additional
ions and select those ratios that are within defined tol-
erance.

If computer-based mass spectral library searching
or matching is used, the results should be reviewed by
a qualified scientist.

If three diagnostic ions with a relative abundance
greater than 5% are not available, a second derivative,
yielding different diagnostic ions shall be prepared, or
a second ionisation or fragmentation technique, based
on a different physical principle shall be used. In any
case, a minimum of two diagnostic ions is mandatory
for each mass spectrum.

In SIM mode, at least three diagnostic ions must be
acquired, with a signal-to-noise ratio > 3 for the least
intense ion. The relative intensities of ions shall not
differ by more than the defined amount (see Table I)
from the relative intensities of the same ions observed
in the reference spectrum (obtained from spiked urine,
reference collection sample, or reference material).
For diagnostic ions with a relative abundance of less

than 5% in the reference spectrum, the ion must be
present in the unknown. The concentrations of de-
tected compounds should be comparable with those in
the reference sample.

If three diagnostic ions are not available, a second
derivative shall be prepared, or a second ionisation or
fragmentation technique, based on different physical
principles shall be used. In any case a minimum of two
diagnostic ions is mandatory for each mass spectrum.

In MS-MS, the data can be acquired either in full
scan or selected reaction monitoring (SRM) mode.
The precursor ion should be present in both modes.
When monitoring more than one product ion, the rela-
tive intensities of any of the ions shall not differ by
more than the amount given in the table from the rela-
tive intensities acquired from a spiked reference sam-
ple. The signal-to-noise for the least intense ion should
be greater than 3. For a diagnostic ion with a relative
abundance of less than 5% observed in the reference
spectrum, the ion must be present in the studied sam-
ple. Table IV shows a summary of requirements as
formulated by various organisations.

5. Conclusions

The criteria of identification of compounds with
chromatography-mass spectrometry are certainly not
carved in stone, like the Ten Commandments. They
are rather a moving target, changing their position in
relation to actual knowledge, with new requirements
continuously being set, which vary according to the
particular discipline and final task of analysis. It is un-
derstandable that the strictest requirements are set in
those areas, where the results of identification may
carry with them legal sanctions. For these reasons, sev-
eral organisations have issued more or less detailed
conditions, recommendations, or guidelines, defining
minimal attributes necessary for identification. These
documents concern both chromatographic and mass
spectrometric aspects of analysis.

There is general agreement concerning the kind of
parameters to be controlled, such as retention time,
number of ions, or ion intensity ratios. However, the
exact numerical criteria, formulated by different bod-
ies or organisations, show distinct variations.

These recommendations, which are products of
common knowledge in a given discipline, should be
treated as a momentary, frozen picture of the present
situation in the field of analytical identification. As
Hill wrote: “regulatory guidances are not a substitu-
te for good science, they do however provide a fra-
mework that should initiate the questions why and
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TABLE IV. SUMMARY OF IDENTIFICATION REQUIREMENTS AS FORMULATED BY VARIOUS ORGANISATIONS

Method/parameter FDA [23] EC][17] WADA [66] PDP [58] CAP [7]

GC-MS/Rt tolerance 2% 1% or 0.2 0.05

GC-MS/RRt tolerance 0.5% 0.01

LC-MS/Rt tolerance 5% 2% or 0.4 0.5

LC-MS/RR¢ tolerance 2.5% 0.1

MS scan minimal number of ions 3 4 3 3 3

MS SIM/minimal number of ions 3 4 3 3 3

MS" scan minimal number of ions 3 4 3 3

MS" SRM number of transitions 2 2 2 2 2

HRMS minimal number of ions 2

Signal-to-noise threshold 3 3 3 3 3
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ZAPEWNIANIE JAKOSCI W IDENTYFIKACJI METODAMI
CHROMATOGRAFICZNYMI SPRZEZONYMI ZE SPEKTROMETRIA MAS

1. Wprowadzenie

Problematyka identyfikacji poszczegélnych sktadni-
kow jest kluczowym zagadnieniem analityki toksykolo-
gicznej. Poprzedza ona kolejne etapy, takie jak analiza
ilosciowa, a przede wszystkim interpretacja uzyskanych
wynikow.

Wedhug De Zeeuw i Frankego [10] proces identyfi-
kacji rozpoczyna si¢ od pordéwnania nieznanego zwiazku
z bazami danych zawierajacymi substancje wzorcowe
o doktadnie zdefiniowanych wtasciwosciach. Proces iden-
tyfikacji musi by¢ kontynuowany przy uzyciu réznych
kryteriow, az do momentu, kiedy na liscie pozostanie tyl-
ko jeden zwiazek. Autorzy ci sformutowali istotne dla
procedur chromatografii sprzgzonej ze spektrometria mas
pytania:

— W jaki spos6b moga by¢ porownane wlasciwosci ana-
lityczne (np. jak poréwna¢ widma masowe)?

— Co powinno by¢ uwazane za ,,wlasciwe” dopasowa-
nie?

— Czy istnieje roznica migdzy potwierdzeniem i identy-
fikacja?

— Jakie sa wymagania dotyczace odpowiednich baz da-
nych?

— Jakie sa kryteria odrzucenia zwiazku?

— Jakie jest prawdopodobienstwo poprawnej identyfi-
kacji?

De Zeeuw i Franke wyrdznili trzy nastgpujace rodzaje
identyfikacji: okreslenie struktury poprzez identyfikacje
czystego zwiazku przy zastosowaniu nowoczesnych me-
tod spektrometrycznych, potwierdzenie bedace wynikiem
udanego poréwnania wiasciwosci nieznanego zwiazku
ze zwiazkiem odniesienia oraz rozpoznanie, jako rezultat
odpowiedniego dopasowania, wlasciwo$ci nieznanego
zwiazku z baza danych. W zaleceniach sformutowanych
przez Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA) [23] po-
twierdzenie zdefiniowano podobnie, jako ,,jednoznaczna
identyfikacje¢ obecnosci zwiazku poprzez poréwnanie do
substancji wzorcowej (spektrometria mas)”. Jednakze ter-
min ,,potwierdzenie” moze by¢ stosowany w innym zna-
czeniu. W toksykologii sadowej i kontroli antydopingo-
wej strategia analityczna zazwyczaj sklada si¢ z dwoch
etapow. Pierwszym etapem jest procedura przesiewowa
wykonywana najczgsciej bardzo czutymi, ale mniej spe-
cyficznymi metodami (gtéwnie testami immunochemicz-
nymi lub tandemowa spektrometria mas przy uzyciu
tylko jednego przejscia). Kolejnym jest potwierdzenie
pozytywnego wyniku metody przesiewowej, ktore jest
wykonywane metodami o najwigkszej mozliwej specy-
ficznosci, takimi jak technika GC-MS w trybie przemia-

tania zakresu mas [46] lub LC-MS-MS w trybie monitoro-
wania wielu reakcji (MRM) przy uzyciu trzech przejs¢
lub widma fragmentacyjnego [26, 48]. Podobna definicja
zostala podana przez Ministerstwo Rolnictwa Stanow
Zjednoczonych [58] w odniesieniu do identyfikacji pes-
tycydow: ,,potwierdzenie: weryfikacja wczesniejszej iden-
tyfikacji analitu wykonywana innym systemem anali-
tycznym”. De Zeeuw [9] ostrzegl przed stosowaniem
procedur potwierdzajacych jako jedynego dowodu iden-
tyfikacji i postulowat stosowanie réznych procedur identy-
fikacji, a nie tylko spektrometrii mas. Niemniej jednak,
jezeli spelnione sa odpowiednie wymagania, procedury
oparte na polaczeniu rozdziatu chromatograficznego i de-
tekcji przy uzyciu spektrometrii mas sa uznawane za wy-
starczajace narze¢dzie do jednoznacznej identyfikacji.
Wymagania te, takie jak np. ustalenie progu analitycz-
nego, odpowiednio wysokiego do konkretnego zadania,
zostaly sformutowane przez wlasciwe organizacje lub in-
stytucje na szczeblu krajowym lub migdzynarodowym.

2. Procedury przesiewowe stosowane
w identyfikacji

Procedury przesiewowe wykorzystujace spektrome-
trig¢ mas sg czgsto stosowane jako pierwszy etap identyfi-
kacji. Mozna je podzieli¢ na dwie gtowne grupy: ogdlne
nieukierunkowane metody przesiewowe oraz metody
ukierunkowane na konkretne zwiazki.

2.1. Ogolne analizy przesiewowe

W przypadku analiz nieukierunkowanych, ktore sa
czgsto okreslane w toksykologii klinicznej i sadowej jako
analiza ,,0go6lnie nieznanych substancji”, logicznym wy-
borem jest zastosowanie metody kapilarnej GC potaczo-
nej ze spektrometria mas z jonizacja elektronowa (GC-
EI-MS). Widma masowe uzyskane technika EI-MS nie
sa zalezne od tego, jaki aparat i warunki chromatograficz-
ne zostaly zastosowane. Dostegpne sg obecnie komplekso-
we biblioteki widm masowych uzyskanych technika EI
obejmujace tysiace zwiazkow [35, 36, 59]. Biblioteki te
umozliwiaja wstepna identyfikacje zwiazku poprzez ich
przeszukiwanie, nawet bez zwiazku odniesienia. W przy-
padku, kiedy nie mozna uzyskac¢ zwiazku odniesienia do
analizy porownawczej, decyzja dotyczaca identycznos$ci
widma masowego powinna by¢ podejmowana z ogromna
rozwaga. Szczegolnie wazne jest to w przypadku niekto-
rych ,,egzotycznych” zwiazkéw proponowanych przez
oprogramowanie urzadzenia jako pretendentéw do iden-
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tyfikacji. Jednak w wigkszos$ci procedur identyfikacji
stosowanych w dziedzinach zwiazanych z prawem, jak
np. analiza $srodkow dopingowych, toksykologia sadowa
lub kontrola jakosci zywnosci, wstepna identyfikacja dzig-
ki bibliotece GC-EI-MS musi by¢ potwierdzona w na-
stgpnym etapie przy uzyciu substancji odniesienia anali-
zowanej w identycznych warunkach jak badana probka.
W pelnym widmie masowym otrzymanym technika GC-
MS-EI powinny by¢ obecne co najmniej cztery wybrane
jony we wlasciwych proporcjach intensywnosci, w tym —
jezeli to mozliwe — jon molekularny. Widma masowe po-
chodzace od tla oraz przeszkadzajace w identyfikacji po-
winny zosta¢ odjgte. Moze to znacznie zwigkszy¢ moz-
liwosci techniki GC-MS [52].

Nalezy podkresli¢, ze decyzja dotyczaca wstepnej
identyfikacji w oparciu o analizg statystyczna widma ma-
sowego dopasowanego z biblioteki widm powinna by¢
zawsze wykonywana przez biegtego toksykologa. To on,
w zaleznosci od przypadku, decyduje, czy zostal osiag-
nigty odpowiedni stopien identyfikacji [9, 42, 43].

Chromatografia cieczowa polaczona ze spektrometria
mas jest technika potencjalnie bardziej odpowiednia do
celow przesiewowych niz GC-MS, gdyz obejmuje znacz-
nie szersze spektrum zwiazkéw o réznej polarnosci. Jed-
nak technika ta ma kilka istotnych ograniczen dotycza-
cych zaréwno chromatografii, jak i zwiazanych ze spek-
trometrig mas. LC, pomimo swojej uniwersalnosci, jest
w poréwnaniu do kapilarnej GC znacznie mniej selek-
tywna technika rozdziatu. Z drugiej strony widma ma-
sowe zwigzkow zarejestrowane za pomoca réoznych apa-
ratéw LC-MS moga si¢ znacznie r6zni¢ wzgledna inten-
sywnoscig jondw fragmentacyjnych, nawet jezeli sto-
sowane sa identyczne parametry analizy [3]. Sprawia to,
ze bardzo trudno jest bezposrednio wykorzystywac wid-
ma masowe uzyskane w innym laboratorium. Dlatego tez
LC-MS jest doskonata technika analizy ukierunkowanej
lub potwierdzajacej, ale nielatwo ja zastosowac¢ w anali-
zie szerokiego spektrum zwiazkow, np. w analizie ,,0g61-
nie nieznanych substancji”. Pomimo tego, w ostatnich la-
tach za pomoca technik LC-MS [45, 65], LC-MS-MS
[31, 64] 1 LC-MS-TOF [11, 21, 38] opracowano kilka bi-
bliotek widm obejmujacych setki zwiazkow chemicz-
nych. Prace przegladowe dotyczace tej tematyki zostaty
niedawno opublikowane przez Gergova [20] oraz Mar-
queta [30].

2.2. Analizy ukierunkowane

Analizy ukierunkowane i ich dalsze potwierdzenie sa
stosowane, jezeli ma by¢ zidentyfikowany konkretny
zwiazek lub okreslona grupa zwiazkéw. Ma to miejsce
w przypadku analiz w kierunku substancji kontrolowa-
nych, jak np. Srodkow uzalezniajacych [61], substancji
dopingowych [19, 54] lub zanieczyszczen zywnosci [60].
Stosowane sgq wtedy bardzo specyficzne metody, takie

jak GC-MS-MS i LC-MS-MS, obie w trybie MRM, a tak-
ze GC-MS-TOF lub GC-MS-SIM. Identyfikacja odbywa
si¢ poprzez porownanie wlasciwosci chromatograficz-
nych i obecnosci specyficznych jondéw fragmentacyjnych
o intensywnosciach odpowiadajacym zaprogramowanym
warto$ciom zarejestrowanym dla substancji wzorcowych.
Dla poszczeg6lnych grup zwiazkow stworzono biblioteki
odniesienia zorientowane na konkretne zadania. Biblio-
teki kompleksowe, np. biblioteka pestycydéw opracowa-
na w oparciu o metod¢ LC-MS, moga obejmowac kilka-
set substancji.

Definicje pozytywnej identyfikacji lub potwierdzenia
w wyniku analizy przesiewowej technika LC-MS moga
si¢ rozni¢. Niektorzy autorzy wymieniaja wysokie po-
dobienstwo co najmniej dwoch z trzech widm otrzyma-
nych przy trzech energiach fragmentacji [28], inni nato-
miast dopasowanie co najmniej 60% odwrotnego do-
pasowania uzyskane podczas przeszukiwania biblioteki
[62] lub podobienstwo przynajmniej pigciu najbardziej
intensywnych jonow [4].

Dla niektorych zwiazkéw zawierajacych chlorowce,
takich jak np. chloramfenikol, zastosowano alternatywne
strategie identyfikacji. Bogusz i in. [2] wykorzystali tech-
nike LC-MS-MS z ujemna elektronowsq jonizacja (ESI,
tryb MRM). Monitorowali oni trzy przej$cia pozbawio-
nej protonu czasteczki (m/z 321). Sformutowali nastgpu-
jace kryteria pozytywnej identyfikacji chloramfenikolu:
Rt badanego zwiazku w zakresie + 1% wzorca wewngtrz-
nego (deuterowana pochodna badanego zwiazku), obec-
no$¢ trzech jonow potomnych pochodzacych od jonu
macierzystego oraz stosunki intensywnos$ci jonéw po-
tomnych w zakresie + 25D $redniej warto$ci kontrolne;j,
czyli + 25%. Mottier i in. [37] wykorzystali zalety wyni-
kajace z obecnosci dwoch atomow chloru w czasteczce
chloramfenikolu i monitorowali dwa jony macierzyste:
m/z 321 oraz m/z 323. Monitorowali oni przej$cia kazde-
go izotopu do jondw potomnych o m/z 152 1257. Kryteria
identyfikacji byly nastgpujace: Rt badanego zwiazku w za-
kresie £ 1% wzorca wewngtrznego (deuterowana po-
chodna badanego zwiazku) oraz zmienno$¢ stosunkow
intensywnosci jonéw potomnych w zakresie 15-25% $red-
niej kontrolnej wartosci.

Poniewaz intensywnos¢ i niekiedy sposob fragmenta-
cji w technice LC-MS sa zalezne od zastosowanych wa-
runkow 1 urzadzenia, powszechnie zaktada sig, ze wzo-
rzec odniesienia powinien by¢ analizowany rownolegle
w doktadnie takich samych warunkach, jak badana prob-
ka, a najlepiej w tym samym nastrzyku.

Wymagania dotyczace jakosci procedur przesiewo-
wych wykorzystujacych technike spektrometrii mas zo-
staty omowione przez roznych autorow, takich jak Drum-
mer [15], Stimpfl i in. [50, 51] oraz Maurer [32] w odnie-
sieniu do toksykologii klinicznej i sadowej, a takze przez
Thevisa i Schinzera [54] w odniesieniu do analizy $rod-
kéw dopingowych.

Problems of Forensic Sciences 2009, vol. LXXVII, 7-28



22

M. J. Bogusz

3. Rozwazania metodyczne istotne dla
identyfikacji

Istnieje wiele czynnikow, ktore moga mie¢ wptyw na
identyfikacje technika spektrometrii mas. Na réznych
etapach procedury identyfikacji naleza do nich: wpltyw
rownolegle ekstrahowanych skladnikéw matrycy, nie-
petny rozdziat chromatograficzny zwiazkoéw, ogolny stan
aparatu, a takze nasycenie detektora i znieksztalcenie
piku poprzez nadmiar substancji. Wszystkie te czynniki
moga wplywa¢ na zmiang intensywnos$ci jonow w kon-
kretnym widmie masowym i powodowa¢ niedopasowa-
nie, a w konsekwencji blednie pozytywna lub biednie
negatywna identyfikacj¢ [33, 34]. Istnieje kilka elemen-
tow optymalizacji procesu identyfikacji technika spek-
trometrii mas. Mozna je podzieli¢ na optymalizacjg przy-
gotowania probki, optymalizacj¢ rozdziatu chromatogra-
ficznego oraz optymalizacj¢ parametrow pracy spektro-
metru mas.

3.1. Optymalizacja przygotowania probki do analizy
technika spektrometrii mas

Decydujace znaczenie w procedurze identyfikacji
technika GC-EI-MS ma optymalne, dostosowane do ro-
dzaju materialu, przygotowanie probki. Przygotowanie
takie moze si¢ sklada¢ z etapu hydrolizy sprzezonych
zwiazkow, derywatyzacji lub kilku etapdw oczyszczania.
W metodach przesiewowych i identyfikacyjnych tech-
nika GC-MS wérdd procedur izolacji stosowana byla
glownie ekstrakcja ciecz-ciecz [35] i ekstrakcja do fazy
statej (SPE) [16]. W ostatnich latach coraz czgsciej jest
wykorzystywana mikroekstrakcja do fazy statej (SPME)
ze wzgledu na fakt, ze nie wymaga ona uzywania rozpu-
szczalnikow i jest szczegolnie przydatna w analizie prze-
siewowej lotnych zwiazkéw pochodzenia naturalnego
lub syntetycznego [np. 5, 6, 24, 41].

Dla niektorych zwiazkow, a w szczegdlnosci duzych
czasteczek o haptenogennych wilasciwo$ciach, zostaty
opracowane procedury ekstrakcji powinowactwa immu-
nologicznego. Ho i in. [26] wyosobnili z koniskiego oso-
cza insuliny pochodzace z r6znych zrédet (ludzi, bydia
i $win) przy uzyciu stracania powinowactwa immunolo-
gicznego z magnetycznymi kulkami powlekanymi prze-
ciwcialami z nastgpujacym rozdzialem przez wirowanie
frakcjonujace. Otrzymane ekstrakty byty analizowane
zuzyciem aparatu LC-MS-MS wyposazonego w spektro-
metr mas typu QTrap. Dla celéw przesiewowych monito-
rowano przejscie do jednego wspolnego iminiowego
jonu tyrozyny. Potwierdzenie zostato dokonane przez co
najmniej trzy przejscia charakterystyczne dla danej insu-
liny, biorac pod uwagg rowniez czas retencji. Metoda ta
byla stosowana w kontroli antydopingowej w celu roz-
roznienia konskiej insuliny od insuliny pochodzenia eg-
zogennego.

3.2. Optymalizacja rozdziatu chromatograficznego

W odniesieniu do sprawnosci rozdziatu chromatogra-
ficznego, kapilarna GC jest dojrzata technika. Niemniej
jednak pojawity si¢ ostatnio przyklady ukazujace, ze ta
dziedzina chromatografii moze by¢ nadal udoskonalana
w celu utatwienia identyfikacji w ztozonych mieszaninach
lub matrycach. Van der Lee i in. [60] przedstawili metode
przesiewowa ukierunkowana na oznaczanie 106 pesty-
cydéw i1 zanieczyszczen w paszach dla zwierzat. Proce-
dura ta byta oparta na ekstrakcji rozpuszczalnikiem,
oczyszczaniu technika chromatografii zelowej i analizie
dwuwymiarowa GC z pelnym przemiataniem widma
TOF-MS. Wszystkie zwiazki byly wykrywane automa-
tycznie na poziomie powyzej 50 ng/ml. Dwuwymiarowa
GC oraz TOF-MS byty rowniez stosowane przez Baner-
jee iin. [1] w analizie wielosktadnikowych pozostatosci
pestycydow w winogronach. Wykorzystano tutaj kombi-
nacj¢ szeregowo potaczonych kolumn kapilarnych — nie-
polarnej i polarnej. Metoda ta rozwiazywata problemy
zwiazane z koelucja, obserwowane w trybie petnego ska-
nowania w jednowymiarowej analizie GC-MS i umozli-
wiala rozdzial chromatograficzny 51 pestycydow w czasie
analizy wynoszacym 24 min wraz z potwierdzeniem po-
przez przeszukiwanie biblioteki widm masowych. Zauto-
matyzowana technika bezposredniego wprowadzenia
probki w potaczeniu z obszerna dwuwymiarowa chroma-
tografia gazowa sprzgzona ze spektrometrem mas z anali-
zatorem czasu przelotu zostala zastosowana do opraco-
wania przesiewowe] metody oznaczania polichlorowa-
nych dibenzo-p-dioksyn (dibenzofuranéw) i polichloro-
wanych bifenyli w oleju z ryb [27]. Kolbrich i in. [29] za-
stosowali dwuwymiarowg technik¢ GC-EI-MS (SIM)
z zat¢zaniem kriogenicznym w celu oznaczania w ludzkiej
surowicy metylenodioksyetyloamfetaminy (MDEA),
MDMA i jej metabolitu 3,4-metylenodioksyamfetaminy
(MDA), 4-hydroksy-3-metoksymetamfetaminy (HMMA)
oraz 4-hydroksy-3-metoksyamfetaminy (HMA). Metoda ta
zapewniala niskie granice oznaczalnosci, a tego typu sys-
tem chromatograficzny wydaje si¢ odpowiedni do zasto-
sowania w analizie innych zwiazkow i ztozonych matryc.

W przypadku metody HPLC ostatnie lata przyniosty
wyrazny postgp zwiazany z wprowadzeniem drobnoziar-
nistych kolumn (wielkosci czastek ponizej 2 pm). Tech-
nika ta, znana jako ultrasprawna chromatografia cieczo-
wa (UPLC), a umozliwiajaca znacznie lepszy rozdziat
w krétszym czasie, zostala natychmiast zastosowana do
celéw identyfikacyjnych w potaczeniu ze spektrometria
mas. UPLC umozliwia wysokowydajna analiz¢ w dzie-
dzinie badan srodkéw dopingowych, a w szczego6lnosci
srodkow moczopednych. Ventura i in. [63], uzywajac
urzadzenia UPLC-MS-MS pracujacego w trybie ujemne;j
i dodatniej jonizacji, wykrywali w ekstraktach z moczu
34 wybrane diuretyki i inne $rodki dopingowe. Catko-
wity czas analizy wynosit 5 min, a metoda pod kazdym
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wzgledem spetita wymogi ustalone przez Swiatowa
Agencje Antydopingowa. Thorngren i in. [S6] opracowa-
li przesiewowa metodg oznaczania 130 substancji (diu-
retykéw, srodkéw pobudzajcych osrodkowy uktad ner-
wowy 1 opiatow) oparta na technice UPLC-MS-MS
z bezposrednim nastrzykiwaniem prob moczu. Probki
byly wprowadzane na kolumng z odwréconym uktadem
faz podlaczona do szybkoskanujacego tandemowego
spektrometru masowego z jonizacja przez elektrorozpy-
lanie, umozliwiajacego szybka zmiang polaryzacji rejes-
tracji jondw. Oprogramowanie wykorzystywane do opra-
cowania wynikéw sporzadzalo raporty ukazujace nie-
prawidtowe wyniki analityczne w probce. 96-dotkowa
plytka mogta by¢ przeanalizowana w ciagu 16 h.

Kilka aplikacji UPLC-MS dotyczyto analizy pozosta-
losci pestycydow. Technika UPLC-TOF-MS zostala za-
stosowana do szybkiej ukierunkowanej analizy jako$-
ciowej 1 ilosciowej 100 pestycydoéw w truskawkach [53].
Doktadny pomiar masy dodatnich i ujemnych jonow
umozliwiat ich ekstrakcje z nastgpujacym po niej ,,zbie-
raniem danych z calego zakresu mas”. Na oznaczenia nie
mialy wptywu interferencje z tta i rownoczesnie koeluo-
wane sktadniki obserwowane podczas rozdziatu gradien-
towego technika UPLC (w cyklu wynoszacym 6,5 min na
jedna analiz¢). W innych badaniach [44] analizowano
technika UPLC-MS-MS (MRM) 90 pestycydéw wyosob-
nionych z sokéw owocowych prosta ekstrakcja acetoni-
trylem. Rozdziat zostat osiagnigty w czasie analizy wy-
noszacym 11 min.

3.3. Optymalizacja parametrow spektrometru mas

Doktadne okreslenie masy wydaje si¢ jednym z naj-
bardziej obiecujacych narzgdzi identyfikacji we wspot-
czesnej spektrometrii mas. Zmierzenie masy czastecz-
kowej pozwala zidentyfikowac nieznany jon lub okresli¢
jego wzor chemiczny, a tym samym potwierdzi¢ po-
dobienstwo do znanego skladnika w przypadku prze-
szukiwania biblioteki [21]. Doktadno$¢ masy moze by¢
wyrazona w warto§ciach bezwzglednych, zazwyczaj
w milidaltonach (mDa) lub w wartosciach wzglgdnych,
np. w czgsciach na milion (ppm). Wartosci te oblicza si¢
W nastgpujacy sposob:

mDa: [(m/z)zmierzone - (m/Z)obliczone] X 1000, {1 }

Ppmi 106 X [(m/z)zmierzone - (m/z)obliczone] / (m/z) {2}

Doktadno$¢ masy zalezy od rodzaju zastosowanego
aparatu. Dla standardowego instrumentu z analizatorem
w postaci kwadrupola lub putapki jonowej mozliwe jest
uzyskanie doktadnosci mas 50-100 mDa, dla TOF lub
QTOF ponizej 10 mDa, natomiast dla FTICR-MS i in-
strumentow z analizatorem typu orbitrap — 1 mDa Iub
mniej. Niektoére z niedawno skonstruowanych aparatow

z potrdjnym kwadrupolem charakteryzuja si¢ mozliwos-
cig okre$lenia masy z doktadnos$cia ponizej 1 mDa [40].
Poza zastosowaniem w toksykologicznych badaniach
przesiewowych [20, 22] spektrometria mas o wysokiej
rozdzielczosci zostala wykorzystana w innych procedu-
rach przesiewowych i identyfikacyjnych. Hernandez i in.
[24] opracowali procedurg oparta na technice chromato-
grafii gazowej sprzezonej ze spektrometriag mas o wyso-
kiej rozdzielczos$ci z analizatorem czasu przelotu (GC-
TOF-MS) do identyfikacji w wodzie 60 zanieczyszczen
wyosobnionych za pomoca mikroekstrakcji do fazy sta-
lej. Identyfikacja dla jednego analitu byta oparta na oce-
nie obecnosci do pigciu reprezentatywnych jonéw o m/z
zmierzonych przy wysokiej doktadnosci masy i okresle-
niu dla nich stosunkéw intensywnosci Q/q (Q jon ilos-
ciowy; g, jon potwierdzajacy). Strategia ta doprowadzi-
fa do wykrycia w kilku probkach wody analizowanych
zwiazkow w niskich stgzeniach na poziomie ppb.
Problemem dla laboratoriéw kontroli rodowiska sta-
to sig¢ kilkaset srodkow ochrony roslin, ktérych stosowa-
nie zostato niedawno zakazane przez europejskie i ame-
rykanskie agencje ochrony srodowiska. Poniewaz trudno
byloby kontrolowaé wszystkie te zwiazki technikami
GC-MS, LC-MS lub LC-MS-MS, Thurman i Ferrer [57]
opracowali nieukierunkowane procedury przesiewowe
w oparciu o techniki taczone LC-TOF-MS, LC-IT-MS
i LC-QTOF-MS. Jako referencyjne bazy danych zasto-
sowano komercyjnie dostgpne bazy The Merck Index
i ChemIndex. Strategia identyfikacji sktadata si¢ z czte-
rech etapoéw: analizy LC-TOF-MS z pelnym przemiata-
niem widma, przeszukiwania biblioteki pod katem wzo-
réow empirycznych i ktorego$ z izotopéw A+2 (dla halo-
gendéw lub S), okreslenia struktury za pomoca technik
LC-IT-MS lub LC-Q-TOF-MS-MS i koncowych analiz
poréwnawczych. Doktadne okreslenie masy moze by¢
bardzo przydatne w analizie zwiazkdéw, ktore nie tworza
charakterystycznych jondéw fragmentacyjnych w analizie
tandemowa spektrometria mas, szczegdlnie w trybie MRM.
Nielen i in. [39] porownali skutecznos¢ réznych wysoko-
rozdzielczych technik LC-MS w analizie pozostatosci
hormondéw w probkach zywnos$ci. Autorzy ci stosowali
trzy rodzaje instrumentéw: LC-QTOF-MS, LC-FTIR-
MS i LC-FT-Orbitrap-MS". Podkre$lali oni potrzebe op-
tymalnej wstgpnej obrobki i oczyszczenia probki dla in-
strumentéw o mniejszych doktadnosciach (ok. 20 ppm),
poniewaz rozdzielczo$¢ LC i rozdzielczo$¢ MS sg silnie
ze soba powiazane i majq istotny wplyw na doktadnos¢
pomiaru masy. Instrumenty o wyzszej rozdzielczoSci mas
moga zlagodzi¢ skutki niecatkowitego rozdziatu chro-
matograficznego. Moze to by¢ zilustrowane analiza sta-
nozololu; nieokre§lony fragment obserwowany dla
QTOF-MS (m/z 161,1223 przy rozdzielczo$ci mas
5000 FWHM) okazat si¢ w analizie LC-FTIR-MS duble-
tem jonow o niewielkich roéznicach mas (m/z 161,1073
oraz m/z 161,1324 przy rozdzielczo$ci mas 250000).
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Oprocz spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczosci
do celéw identyfikacji zastosowano niedawno inne roz-
wiazania instrumentalne. Najbardziej obiecujace jest
uzycie warunkowo zaleznej akwizycji (IDA) w potacze-
niu z wzmocnionym widmem jonu potomnego (EPI).
Technika ta zostala wykorzystana przez Stanleya i in.
[48] w celu wykrycia 32 zwiazkdéw o charakterze kwas-
nym w osoczu konskimi 11 zwiazkow o charakterze obo-
jetnym w moczu. W przypadku osocza przeprowadzo-
no stracanie acetonitrylem zawierajacym wzorzec wew-
netrzny, a nastgpnie odwirowywanie; proby moczu, do
ktérych dodawano wzorzec wewngtrzny, byly tylko od-
wirowywane. Metoda chromatograficzna polegata na
ekstrakceji przy uzyciu kolumny Oasis HLB i izokratycz-
nym rozdziale na kolumnie Chromolith RP-18e bezpo-
$rednio ze soba polaczonych. Zwiazki byly wykrywane
hybrydowym tandemowym spektrometrem mas typu
QTRAP pracujacym w trybie dodatniej i ujemnej joniza-
cji. Dla kazdego zwiazku monitorowano jedno przejscie.
Zastosowano technike IDA, a jezeli sygnat byt wigkszy
niz wybrana wartos$¢, rejestrowano widmo EPI. Dla
wigkszos$ci zwiazkow osiagnigto jednoznaczng identyfi-
kacjg. Autorzy stwierdzili, ze metoda ta nie nadaje si¢ do
analizy sterydéw anabolicznych, poniewaz dla tej grupy
zwiazkow obserwowano bardzo podobne widma EPI.
Drees i in. [14] porownali mozliwos$ci identyfikacyjne
stosunkow MRM i MRM-IDA przy zastosowaniu hy-
brydowego spektrometru mas QTrap w postaci potrojne-
go kwadrupola (liniowej putapki jonowej). Analizowali
oni 14 wybranych $rodkéw odurzajacych w réznych ste-
zeniach. Obie metody dobrze sprawdzaty si¢ w niskich
stezeniach, natomiast przy bardzo wysokich stezeniach
metoda MRM-IDA charakteryzowata sig¢ lepszymi moz-
liwo$ciami potwierdzania.

Potaczenie technik LC-MS-MS i (lub) GC-MS-NPD
bylo uzywane przez Thevisa i in. [55] w celu oznaczenia
zwiazkow obecnych w narkotykach skonfiskowanych na
nielegalnym rynku, zawierajacych gtownie steroidy ana-
boliczne i $rodki o dziataniu pobudzajacym seksualnie.
Narkotyki byty rozpuszczane w metanolu i poddawane
analizie technika LC-ESI-MS-MS przy zastosowaniu
aparatu QTrap. Dla kazdego zwiazku monitorowano trzy
przejscia. W przypadku badania technika GC-MS-NPD
stosowano wielodrozny zawor dozujacy, dzigki ktéremu
dozowana probka byta rozdzielana na dwoch identyczny-
ch kolumnach; jedna kolumna byta podtaczona do detek-
tora EI-MS, a druga do detektora azotowo-fosforowego
(NPD).

Obliczanie wzglgdnych intensywnosci jonéw (stosu-
nkow jonow) jest zwykle stosowane jako jedna z cech
identyfikacyjnych [2, 37]. Feng i in. [18] opracowali
procedureg jednoczesnego oznaczania 30 réznych $rod-
kéw odurzajacych w moczu technika LC-MS-MS. Dla
kazdego zwiazku monitorowali trzy przejscia. W celu
identyfikacji obliczano i wykorzystywano stosunki inten-

sywnos$ci dwoch jonéw fragmentacyjnych do jonu frag-
mentacyjnego o najwickszej intensywnosci. Jak okres-
lono w procedurze walidacyjnej, wskazniki te powinny
miesci¢ si¢ w zakresie £ 3SD. Concheiro i in. [8] opubli-
kowali badania dotyczace jednoczesnego oznaczania roz-
nych $rodkéw odurzajacych w moczu technika LC-MS-
MS. Dla kazdego zwiazku monitorowali dwa przejscia.
Zmienno$¢ wewnatrzgrupowa i mi¢dzygrupowa wzgled-
nych intensywnosci jonéw byta badana przy dwoch po-
ziomach stgzen. Zmienno$¢ migdzygrupowa byta znacz-
nie wigksza niz wewnatrzgrupowa. Autorzy stwierdzili,
ze stosunek intensywnosci jonow jako kryterium identy-
fikacji nalezy traktowac z duza ostroznoscia, a takze zde-
cydowanie zalecili, aby w celu spetnienia okreslonych
kryteriow wraz z rzeczywistymi probkami analizowaé
w tym samym dniu probki wzorcowe.

Stein i Heller [49] opublikowali bardzo wazne bada-
nia dotyczace czynnikéw odpowiedzialnych za bigdnie
dodatnie identyfikacje za pomoca spektrometrii mas.
Przeprowadzono nastgpujace eksperymenty: ze zreduko-
wanej biblioteki widm masowych NIST/EPA/NIH [59]
zawierajacej 96464 zapisow co dziesigte widmo (okoto
9600 widm) zostalo wybrane jako widmo do identyfika-
cji. Widma te zostaly wyeliminowane z biblioteki przed
wykonaniem przeszukiwania, co spowodowato, ze wszyst-
kie widma dopasowane z biblioteki dla identyfikowane-
go widma z danego zestawu ograniczen byty btednie po-
zytywne. Eksperymenty przeszukiwania zostaly wyko-
nane przy uzyciu roznej liczby pikéw do dopasowywania
w liczbie od 1 do 8. Intensywnos$¢ okna zostata okreslona
na 0,25, co oznacza, ze widma poszukiwane oraz te z bi-
blioteki uznawano za pasujace przy danym m/z, jezeli
roéznice w intensywnosci byly mniejsze niz 25%. Stwier-
dzono, ze liczba pikow, jak rowniez intensywnosci piku,
wyraznie zmniejszaja prawdopodobienstwo uzyskania
wynikow biednie dodatnich. Autorzy stwierdzili, ze do
identyfikacji powinny by¢ stosowane wigcej niz trzy jony
fragmentacyjne (w trybie przemiatania catego widma lub
w trybie SIM), a ich warto$ci m/z powinny by¢ starannie
dobrane. Nalezy unikaé korelacji z wysoce prawdopo-
dobnymi pikami, takimi jak r6éznica 14 amu (utrata grupy
metylowej) lub 18 amu (utrata wody).

4. Prawne i regulacyjne aspekty identyfikacji

Kilka branzowych organizacji, jak rowniez agencje
krajowe 1 migdzynarodowe, sformulowaly zalecenia
i wytyczne dotyczace kryteriow identyfikacji z zastoso-
waniem metod spektrometrii mas. Dokumenty te mozna
podzieli¢ na dwie gtowne grupy. Pierwsza grupa wynika
z regulacji prawnych na szczeblu krajowym i migdzy-
narodowym, jak wydane przez stuzbeg zdrowia Stanow
Zjednoczonych dokumenty dotyczace laboratoriow kli-
nicznych [12] oraz testowania $rodkéw odurzajacych
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w miejscu pracy [13], a takze opublikowane przez Unig
Europejska [17]. Druga grupa obejmuje zalecenia i wy-
tyczne zawodowych organizacji na szczeblu krajowym
i migdzynarodowym, takich jak Swiatowa Agencja An-
tydopingowa — WADA, Zrzeszenie Patologow Amery-
kanskich — CAP, Agencja ds. Zywnosci i Lekow — FDA,
Ministerstwo Rolnictwa Stanéw Zjednoczonych, Stowa-
rzyszenie Toksykologow Sadowych — SOFT [47] czy
Niemieckie Towarzystwo Chemii Toksykologicznej i Sa-
dowej — GTFCh [22].

FDA opublikowato koncowe wytyczne dotyczace
rozwoju, oceny i stosowania metod spektrometrii mas do
potwierdzania tozsamosci pozostatosci lekow dla zwie-
rzat [23]. Zgodnie z wytycznymi, procedury wykorzystu-
jace spektrometri¢ mas powinny zawierac¢ kazdy z naste-
pujacych punktow:

— pakiet walidacyjny z opracowujacego metodg¢ labo-
ratorium zawierajacy powtorzenia probek, oryginal-
nych i wzbogaconych, pokazujacy zerowy odsetek
btednie dodatnich i 10% blednie ujemnych wynikow
przy zatozonym poziomie tolerancji, ukazujacy od-
pornos¢ metody i brak interferencji ze strony innych
zwiazkow lub sktadnikéw matrycy;

— opis metody zawierajacy takze wzor i pelne widmo
analizowanego zwiazku, dane dotyczace widm dla co
najmniej trzech strukturalnie specyficznych jonow,
ktére catkowicie okreslaja macierzysta czasteczke lub
wigcej jonow, jezeli sa uwzglednione niespecyficzne
jony, proponowane wzory jonow fragmentacyjnych
wraz z $Sciezkami fragmentacji, uzasadnienie specy-
fiki wybranych jonow lub zakresu przemiatania wid-
ma, kryteria potwierdzenia i kryteria operacyjne, jak
rowniez cze$¢ dotyczaca kontroli jakoscei,

— kryteria potwierdzenia. W procedurze potwierdza-
jacej wzorzec (lub wzorce) porownywany powinien
by¢ analizowany réwnoczesnie, w razie potrzeby
w obecnosci ekstrahowanej matrycy. Moze by¢ zasto-
sowany kazdy z nast¢pujacych chromatogramdow otrzy-
manych technika spektrometrii mas: TIC, RIC, SIM
lub SRM. Odradza si¢ wstrzykowa analiz¢ przeptywo-
wa. Pik chromatograficzny powinien by¢ wigkszy niz
prog stosunku sygnatu do szumu 3:1, a czas retencji nie
powinien si¢ r6zni¢ od czasu retencji wzorca wigcej niz
0 2% dla GC-MS lub o 5% dla LC-MS;

— kryteria dopasowania widm masowych rdznia sie
w zalezno$ci od trybu akwizycji spektrometru mas:
w pelnym i cze$ciowym przemiataniu MS' widmo
powinno zawiera¢ co najmniej trzy strukturalnie spe-
cyficzne jony i by¢ dopasowane wizualnie do widma
wzorca. Zalecany jest dopuszczalny zakres + 20%
wzglednej intensywnosci gtéwnych jonow. Algoryt-
my wyszukiwania biblioteki nie powinny by¢ wyko-
rzystywane w celu potwierdzenia tozsamos$ci. Powin-
ny by¢ obecne wszystkie strukturalnie specyficzne
jony, o ktorych mowa w opisie metody, a ich wzgled-

ne intensywnos$ci powinny odpowiada¢ intensywnos-

ciom w standardach. Nalezy wyjasni¢ obecno$¢ in-

nych niepowiazanych widocznych jonow (np. z sktad-
nikéw matrycy). Jezeli zastosowano odejmowanie tla,
nalezy to zaznaczy¢ i okreslic. W przypadku MS'

SIM wzgledne intensywnosci trzech strukturalnie spe-

cyficznych jondéw powinny pasowa¢ do wzorca w za-

kresie + 10% (bezwzgledna). W przypadku czterech
lub wigkszej ilosci strukturalnie specyficznych jonow
dopasowanie powinno by¢ na poziomie + 15% (bez-
wzgledna). Wzgledne intensywnosci dla wigeej niz
trzech jondw, ktére zawieraja mniej specyficznych
jonow, takich jak izotopy lub pochodzace z utraty
wody, powinny by¢ dopasowane do wzorca w za-
kresie + 10%. W pelnym i czgéciowym przemiataniu
MS" widmo powinno wizualnie odpowiada¢ widmu
standardu i powinna istnie¢ ogoélna zgodno$¢ migdzy
wzglednymi intensywnosciami uzyskanymi dla prob-
ki i standardu. Wszystkie strukturalnie specyficzne
jony, o ktoérych mowa w opisie metody, powinny by¢
obecne. Jezeli strukturalnie specyficzny jon macie-
rzysty catkowicie rozpada si¢ do jonéw potomnych,
pojawienie si¢ przynajmniej dwoch strukturalnie spe-
cyficznych jonéw potomnych powinno byé wystar-
czajace w MS™'. Nalezy wyjasni¢ obecno$é¢ innych
niepowiazanych widocznych jondéw (np. z sktadni-
kéw matrycy). Jezeli zastosowano odejmowanie tla,
nalezy to zaznaczy¢ i okre$lic. W przypadku MS"

SRM, jezeli jon macierzysty jest catkowicie frag-

mentowany, wzgledna intensywnos¢ strukturalnie

specyficznych jonow potomnych powinna odpowia-
da¢ wzorcowi w granicach = 10% w przypadku, gdy
monitorowane byly dwa jony lub + 20% w przy-
padku, gdy monitorowane byly trzy lub wigcej jonow;

— kontrola jako$ci powinna zawieraé nastepujace punk-
ty: ustalenie dopasowania systemu, analiz¢ przynaj-
mniej jednej proby kontrolnej i jednej wzbogaconej
proby kontrolnej oraz kontrolg ewentualnego prze-
niesienia.

Komisja Europejska [17] opublikowata wymagania
dotyczace skutecznosci metod analitycznych i interpreta-
cji wynikow. W dokumencie tym zostaty sformutowane
niezbedne kryteria dla wykrywania technika spektro-
metrii mas. Stwierdzono, ze rozdziat chromatograficzny
w ukladzie bezposrednim (on-line) lub posrednim
(off-line) jest wstgpnym warunkiem dla potwierdzenia
technika spektrometrii mas.

W obu technikach — GC-MS i LC-MS — minimalny do
zaakceptowania czas retencji dla badanego sktadnika po-
winien wynosi¢ co najmniej dwukrotno$¢ czasu retencji
odpowiadajacego martwej objetosci kolumny (tj. czasu
martwego lub Rty). Wzgledny czas retencji analitu (sto-
sunek analit : wzorzec wewngtrzny) nie powinien sig roz-
ni¢ od otrzymanego dla wzorca wigcej niz + 0,5% dla
techniki GC i+ 2,5% dla LC.
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Detekcja technika spektrometrii mas powinna by¢
przeprowadzana w trybie przemiatania calego zakresu
mas, SIM oraz technikami MS-MS", takimi jak SRM lub
innymi technikami w polaczeniu z odpowiednim sposo-
bami jonizacji.

Dla pelnego przemiatania MS obowiazkowa jest obec-
no$¢ w widmie odniesienia minimum czterech jonow dia-
gnostycznych z wzgledna intensywnos$cia powyzej 10%.
Jon molekularny powinien zosta¢ uwzglgdniony, jezeli
jego intensywno$¢ jest wigksza niz 10%.

W trybie SIM powinien zosta¢ uwzglgdniony jon mo-
lekularny. Stosunek intensywno$ci sygnal-szum dla kaz-
dego jonu diagnostycznego powinien wynosic¢ > 3:1.

W tabeli I zamieszczono maksymalne dopuszczalne
granice tolerancji dla wzglednych intensywnosci jonow.
Do identyfikacji Komisja Europejska zdefiniowata sys-
tem punktowy. W systemie tym w celu potwierdzenia
tozsamo$ci sa wymagane co najmniej cztery punkty.
W tabeli II jest ukazana liczba punktéw uzyskanych spe-
cyficzna technika. Zgodnie z tymi kryteriami, potrzebne
sa np. cztery charakterystyczne jony w przypadku, jezeli
stosowane sg techniki GC-MS i LC-MS lub jeden jon ma-
cierzysty i dwa potomne w przypadku GC-MS-MS Iub
LC-MS-MS. Nielen i in. [39] zaproponowali do cztero-
punktowe;j klasyfikacji dodatkowe kryteria identyfikacji
w oparciu o spektrometri¢ mas wysokiej rozdzielczosci
(tabela IIT).

Zrzeszenie Amerykanskich Patologow (CAP) w ,,Spi-
sie kontrolnym chemii i toksykologii” z Laboratoryjnego
Programu Akredytacji sformutowato wymagania istotne
dla identyfikacji metodami chromatograficznymi pota-
czonymi ze spektrometrig mas [7]. W przypadku jedno-
stopniowych technik GC-MS i1 LC-MS identyfikacja po-
winna odbywac¢ si¢ w oparciu o proporcje jondw z wy-
korzystaniem, o ile to mozliwe, co najmniej stosunku
dwoch jonow. Proponowany limit tolerancji dla GC-MS
wynosi = 20% warto$ci uzyskanych dla wzorcéw, nato-
miast dla LC-MS limit ten wynosi + 30%. Jezeli dostgpny
jest tylko jeden stosunek dwoch charakterystycznych jo-
néw, moze on by¢ wystarczajacy w przypadku, gdy ist-
nieja inne wlasciwosci identyfikujace, np. czas retencji.
Wzorzec wewngtrzny powinien by¢ identyfikowany na
podstawie co najmniej jednego stosunku jonow. W przy-
padku, kiedy w technice MS stosowane jest przemiatanie
catego zakresu mas, laboratorium powinno okreslic¢ i zwa-
lidowac¢ swoje wilasne progi ,,dopasowania widm” lub do-
stosowac je do celéw identyfikacji.

W tandemowej spektrometrii mas (GC-MS-MS lub
LC-MS-MS) pracujacej w trybie SRM powinno by¢ mo-
nitorowane co najmniej jedno przejscie jonéw ijeden sto-
sunek jonéw wraz z czasem retencji. Jednakze jezeli
istnieje duzo jondéw o wystarczajacej intensywnosci, po-
winny by¢ monitorowane dwa lub wigcej stosunki jonow.
Stosunki jonéw ustalone podczas pelnego przemiatania
widma sa akceptowalna metoda identyfikacji i powinny

spetnia¢ takie same kryteria, jak w trybie SRM. Limity
tolerancji powinny by¢ adekwatne do zastosowanej me-
tody 1 wspierane przez bibliograficzne lub wiasne dane.
W innym podejsciu stosowane sa dwuzalozeniowe kry-
teria uznania danych dla co najmniej trzech stosunkow
jonow i systemu punktacji zgodnie z wymogami Komisji
Europejskiej [17]. Tolerancje stosunkéw jonow rdznia
si¢ w zaleznosci od intensywnosci jonow (patrz tabela I).

Agencja ds. Pestycydow Stanéw Zjednoczonych
opublikowata standardowe procedury operacyjne (SOP)
dotyczace identyfikacji, potwierdzenia i ilosciowego
oznaczenia pozostatosci pestycydow za pomoca technik
GC i LC z detekcja za pomoca spektrometrii mas [58]. Te
standardowe procedury operacyjne zostaly napisane
w celu potaczenia w jednym dokumencie wymagan
wszystkich procedur dotyczacych technik MS i MS-MS
stosowanych w analizie pozostatosci pestycydow.

W przypadku pelnego przemiatania GC-MS widma
powinny by¢ rejestrowane w zakresie od 20 do 500 amu.
Wymagane sa co najmniej trzy strukturalnie specyficzne
jony, w tym najlepiej jony molekularne spetniajace wy-
magania stosunku sygnatu do szumu 3:1. Obwiednie izo-
topowe moga by¢ stosowane jako jeden z trzech istot-
nych jondw. Wzgledne wskazniki intensywnosci kaz-
dego jonu powinny miesci¢ si¢ w zakresie &+ 20% stosun-
koéw obserwowanych dla wzorca. Dla analizy EI obo-
wiazkowe jest korzystanie z oprogramowania stuzacego
do przeszukiwania biblioteki. Odradza si¢ przeszukiwa-
nie biblioteki w technikach ,,mi¢kkiej” jonizacji, np. GC-
MS-CI. W dokumencie tym nie zostaly sformutowane
kryteria chromatograficzne (doktadno$¢ czasu retencji)
dla GC-MS.

W analizie GC-MS-MS czas retencji badanego
zwiazku nie powinien r6zni¢ si¢ o wigcej niz £ 0,05 min
od wzorca lub = 0,01 RRt. Nalezy monitorowa¢ dwa
przejscia z jednego lub dwoch jondéw macierzystych.
Wzgledne stosunki intensywnosci kazdego jonu powin-
ny miescic si¢ w zakresie + 20% stosunkow obserwowa-
nych dla wzorca, a intensywnos¢ kazdego jonu powinna
przekraczaé stosunek sygnatu do szumu 3:1.

W analizie LC-MS aparat powinien mie¢ mozliwo$¢
skanowania w zakresie od 50 do 1200 amu w trybie
pelnego przemiatania widma. Czas retencji badanego
zwiazku nie moze rézni¢ si¢ o wigcej niz = 0,5 min od
wzorca lub £ 0,01 RRz. Wymagane sa co najmniej trzy
strukturalnie specyficzne jony, w tym najlepiej protono-
wane lub deprotonowane czasteczki, spetniajace waru-
nek stosunku sygnatu do szumu 3:1. Obwiednie izo-
topowe moga by¢ stosowane jako jeden z trzech istot-
nych jonow. Relatywna intensywnos¢ stosunku kazdego
jonu powinna mieéci¢ si¢ w zakresie = 20% stosunkow
obserwowanych dla wzorca. W analizie LC-MS-MS wy-
magania chromatograficzne (Rt lub RRf) sa takie same
jak w przypadku LC-MS, natomiast wymagania dotycza-
ce spektrometrii mas sg identyczne jak dla GC-MS-MS.
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Swiatowa Agencja Antydopingowa (WADA) [66]
sformutowata kryteria, ktore musza by¢ spelnione w celu
identyfikacji substancji sklasyfikowanych jako niedoz-
wolone w moczu lub krwi badanych sportowcow za po-
moca procedur chromatograficznych potaczonych ze
spektrometria mas. Kryteria te sa podzielone na wymaga-
nia dotyczace rozdzialu i wykrywania w opisany nizej
sposob:

Wymagania rozdziatu chromatograficznego. W przypad-
ku kapilarnej GC czas retencji (Rf) analitu nie powinien
si¢ r6zni¢ o wigcej niz 1% lub + 0,2 min (w zaleznosci,
ktéra warto$¢ jest mniejsza) w odniesieniu do tej samej
substancji we wzbogaconej probce moczu. Dla techniki
HPLC, Rt analitu nie powinien rézni¢ si¢ o wigeej niz 2%
lub + 0,4 min (w zaleznosci, ktdra warto$¢ jest mniejsza)
w odniesieniu do tej samej substancji we wzbogaconej
probee moczu. Kryteria te moga zosta¢ ztagodzone, jeze-
li mozna wyjasni¢ zmiany Rt (np. przez przetadowanie
probki).

Wymagania spektrometrii mas. Tryb pelnego przemiata-
nia widma: preferowanym sposobem identyfikacji jest
tryb petnego lub czgsciowego przemiatania widma. Czg-
Sciowe przemiatanie moze rozpoczaé¢ si¢ przy wartosci
m/z wigkszej niz jakiekolwiek intensywne jony pocho-
dzace z odczynnika derywatyzujacego lub reagenta wy-
wolujacego jonizacj¢ chemiczna. Wszystkie jony diag-
nostyczne o wzglednej intensywnos$ci wigkszej niz 10%
obserwowane w widmie odniesienia uzyskanym z ma-
teriatu referencyjnego musza by¢ obecne w widmie nie-
znanego piku. Wzgledna intensywnos$¢ trzech jonow
diagnostycznych nie powinna rézni¢ si¢ o wigcej niz
okreslona warto$¢ (patrz tabela I) relatywnych inten-
sywnosci tych samych jonéw obserwowanych w widmie
referencyjnym (otrzymywanym z wzbogaconego moczu,
pobranej probki odniesienia lub materiatu referencyj-
nego). Nie jest dopuszczalne zbieranie dodatkowych jo-
néw i uzywanie ich stosunkdéw pomimo, ze mieszcza si¢
w zakresie zdefiniowanych tolerancji.

Jezeli stosowane jest komputerowe wyszukiwanie lub
dopasowanie przez biblioteki widm masowych, uzyskane
wyniki powinny by¢ sprawdzane przez wykwalifikowa-
nego specjalistg.

Jezeli nie sa dostgpne trzy jony diagnostyczne o wzgled-
nej intensywnosci wigkszej niz 5%, nalezy przygotowac
kolejna pochodna dostarczajaca inne jony diagnostyczne
lub zastosowac druga technike jonizacji lub fragmentacji
oparta na innych zasadach fizycznych. W kazdym przy-
padku obowiazkowe dla kazdego widma masowego sa
minimum dwa jony diagnostyczne.

W trybie SIM musza by¢ zarejestrowane co najmniej
trzy jony diagnostyczne o stosunku sygnatu do szumu > 3
dla najmniej intensywnego jonu. Wzgledne intensywno$-
ci jondw nie powinny roznic si¢ o wigcej niz okreslone
warto$ci (patrz tabela I) relatywnych intensywnosci tych
samych jonow obserwowanych w widmie referencyjnym

(otrzymywanym z wzbogaconego moczu, pobranej prob-
ki odniesienia lub materiatu referencyjnego). Dla jonow
diagnostycznych o wzglgdnej intensywnos$ci mniejszej
niz 5% obserwowanej w widmie referencyjnym, jony te
musza by¢ obecne w badanej probee. Stezenia wykrytych
zwiazkoéw powinny by¢ porownywalne z tymi w probcee
WZOICOWej.

Jezeli nie sa dostgpne trzy jony diagnostyczne, nalezy
przygotowac inna pochodna lub zastosowa¢ druga tech-
nike jonizacji lub fragmentacji oparta na innych zasadach
fizycznych. W kazdym przypadku obowiazkowe dla kaz-
dego widma masowego sa minimum dwa jony diagnos-
tyczne.

W technice MS-MS dane moga by¢ zbierane w trybie
przemiatania catego widma lub monitorowania wybra-
nych reakcji (SRM). Jon macierzysty powinien by¢ obec-
ny w obu trybach. Podczas monitorowania wigcej niz
jednego jonu potomnego wzgledne intensywnosci ktore-
gokolwiek z jondw nie powinny si¢ ré6zni¢ o wigcej niz
warto$¢ podana w tabeli I w stosunku do wzglednych in-
tensywnosci zarejestrowanych dla wzbogaconej probki
odniesienia. Stosunek sygnatu do szumu dla najmniej in-
tensywnego jonu powinien by¢ wigkszy niz 3. Dla jonow
diagnostycznych o relatywnej intensywno$ci mniejszej
niz 5% obserwowanej w widmie referencyjnym, jony te
musza by¢ obecne w badanej probee. Tabela IV przed-
stawia podsumowane wymogi sformutowane przez ré6zne
organizacje.

5. Whnioski

Kryteria identyfikacji zwiazkéw przy zastosowaniu
chromatografii polaczonej ze spektrometria mas z pew-
nos$cia nie sa wyryte w kamieniu jak dziesi¢¢ przykazan.
Sa raczej jak ruchomy cel zmieniajacy swoja pozycje
w zaleznosci od aktualnej wiedzy i ciagtego ustalania no-
wych wymogow, ktore roznia si¢ w zaleznosci od specy-
ficznej dyscypliny i koncowego zadania analizy. Jest
zrozumiale, ze najsurowsze wymogi okreslone sa w tych
dziedzinach, w ktorych wyniki identyfikacji prowadza do
sankcji prawnych. Z tych powodow kilka organizacji
wydato mniej lub bardziej szczegdtowe warunki, zalece-
nia lub wytyczne, okreslajace minimalne parametry ko-
nieczne do identyfikacji zwiazku. Dokumenty te odnosza
si¢ do aspektow analizy dotyczacych zard6wno chromato-
grafii, jak i spektrometrii mas.

Istnieje powszechna zgoda w sprawie rodzaju pa-
rametrow, ktore maja by¢ kontrolowane, jak np. czas re-
tencji, liczba jonow lub stosunki intensywnosci jonow.
Jednakze doktadne liczbowe kryteria sformutowane
przez rozne instytucje lub organizacje charakteryzuja si¢
pewnymi roznicami.

Zalecenia te, bedace wynikiem wspolnej wiedzy
w danej dyscyplinie, nalezy traktowa¢ jako chwilowy,
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zamrozony obraz obecnej sytuacji w dziedzinie identyfi-
kacji analitycznej. Jak napisat Hill: ,,informacje regulacy-
jne nie sa substytutem dla dobrej nauki, stanowia one
jednak ramy, ktére powinny zainicjowa¢ pytania: dla-
czego 1w jaki sposob?” [25]. Ekspert zaangazowan w ba-
dania identyfikacyjne musi przede wszystkim odpowie-
dziec na pytanie: ,,czy zidentyfikowatem ten zwiazek
zgodnie z najlepsza wiedza?” oprocz odpowiedzi na py-
tanie: ,,czy spelitem wszystkie formalne warunki nie-
zbedne dla identyfikacji?”. W tym miejscu zawodowa
etyka styka si¢ z zawodowymi kompetencjami.
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