
1. In tro duc tion

Iden ti fi ca tion of a par tic u lar com pound is a key is -
sue in an a lyt i cal tox i col ogy. It pre cedes other steps,
such as quan ti fi ca tion, and, above all, interpretation.

Ac cord ing to de Zeeuw and Franke [10], the pro -
cess of iden ti fi ca tion starts with the com par i son of an
un known sub stance with a da ta base con tain ing ref er -
ence sub stances with ex actly de fined prop er ties. The
pro cess of iden ti fi ca tion must con tinue, us ing sev eral
cri te ria, un til only one sub stance re mains on the list.
These au thors have for mu lated the fol low ing ques -
tions, rel e vant for chro mato graphic – mass spec tro -
met ric procedures: 
– How can an a lyt i cal prop er ties be com pared (e.g.

how to com pare mass spec tra)?
– What should be con sid ered an “ad e quate” match?

– Is there a dif fer ence be tween con fir ma tion and
iden ti fi ca tion?

– What are the re quire ments for suit able da ta bases?
– What are the cri te ria for re ject ing sub stances?
– What is the prob a bil ity of cor rect ness of iden ti fi ca -

tion?
De Zeeuw and Franke dis tin guished three types of

iden ti fi ca tion: Struc ture elu ci da tion through iden ti fi -
ca tion of a pure com pound by pow er ful spec tro met ric
meth ods, con fir ma tion as a re sult of suc cess ful com -
par i son of the prop er ties of the ex pected sub stance
with a ref er ence sub stance, and rec og ni tion as a re sult
of pos i tive match ing of the prop er ties of the un known
sub stance with a ref er ence da ta base. In rec om men da -
tions for mu lated by the Food and Drug Ad min is tra tion 
(FDA) [23], con fir ma tion is sim i larly de fined as “un -
am big u ous iden ti fi ca tion of a com pound’s pres ence by 
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com par i son to a ref er ence stan dard (mass spec tro met -
ric)”. How ever, the term “con fir ma tion” may be used
in a dif fer ent way. In fo ren sic tox i col ogy and dop ing
con trol, the usual an a lyt i cal strat egy con sists of two
steps; screen ing pro ce dure, usu ally per formed with
highly sen si tive but less spe cific meth ods (mainly im -
munoassays, or tan dem-MS us ing only one tran si tion), 
and con fir ma tion of the pos i tive re sult of the screen ing 
pro ce dure, which is done with meth ods of the high est
pos si ble spec i fic ity, such as full-scan GC-MS [46], or
LC-MS-MS in MRM mode us ing three tran si tions
or prod uct spec tra [26, 48]. A sim i lar def i ni tion was
given by the U.S. De part ment of Ag ri cul ture [58] for
pes ti cide iden ti fi ca tion: “Con fir ma tion: Ver i fi ca tion
of a pre vi ous analyte iden ti fi ca tion that is per formed
by an other an a lyt i cal sys tem”. De Zeeuw [9] warned
against us ing con fir ma tion pro ce dures as the only proof
of iden ti fi ca tion and pos tu lated the use of var i ous
iden ti fi ca tion pro ce dures, not only mass spec trom e try. 
Nev er the less, pro ce dures based on hy phen ation of chro-
matographic sep a ra tion with mass spec tro met ric de -
tec tion are re garded as a suf fi cient tool for un equiv o -
cal iden ti fi ca tion, if par tic u lar re quire ments are met.
These re quire ments, such as es tab lish ing the an a lyt i cal 
thresh old, ap pro pri ately high for the par tic u lar task,
are for mu lated by re spon si ble or gani sa tions or bod ies
on a na tional or in ter na tional level.

2. Screen ing pro ce dures ap plied to
iden ti fi ca tion

Mass spec tro met ric screen ing pro ce dures, of ten
used as a first step of iden ti fi ca tion, may be di vided
into two main groups: gen eral non-tar get screen ing,
and tar get sub stance-ori ented screen ing.

2.1. Gen eral screen ing

In the case of non-tar get screen ing, which is of ten
re ferred to in clin i cal and fo ren sic tox i col ogy as “gen -
eral un known” anal y sis, a cap il lary GC cou pled with
elec tron im pact ion is ation mass spec trom e ter (GC-EI-
MS) is a log i cal choice. Full-scan mass spec tra, ob -
tained with EI-MS, are not very de pend ent on the in -
stru ment and chro mato graphic con di tions ap plied.
Com pre hen sive li brar ies of ref er ence EI mass spec tra,
com pris ing thou sands of sub stances, are avail able
now a days [35, 36, 59]. This makes ten ta tive iden ti fi -
ca tion pos si ble through a li brary search – even with out 
a ref er ence com pound. In cases where a ref er ence
com pound for com par a tive anal y sis is not avail able,
a de ci sion con cern ing the spec trum iden tity should be

taken with ut most care, par tic u larly in the case of some
“ex otic” com pounds pro posed by the in stru ment soft-
ware as can di dates for iden ti fi ca tion. How ever, in most
iden ti fi ca tion pro ce dures used in le gally sen si tive fields,
such as dop ing anal y sis, fo ren sic tox i col ogy, or food
qual ity mon i tor ing, ten ta tive iden ti fi ca tion through the 
GC-EI-MS li brary must be fol lowed by a con fir ma tion 
step, us ing a ref er ence com pound ana lysed in iden ti cal 
con di tions to the stud ied spec i men. In full-scan GC-
MS-EI, at least four se lec tive ions, in clud ing – if pos si -
ble – the mo lec u lar ion, should be pres ent in proper
abun dance ra tios. If pos si ble, mass spec tra be long ing
to ma trix com pounds and af fect ing iden ti fi ca tion
should be fil tered out. This may greatly en hance the
iden ti fi ca tion power of GC-MS screen ing [52].

How ever, it must be stressed that the de ci sion con -
cern ing pre lim i nary se lec tion-iden ti fi ca tion based on
sta tis ti cal anal y sis of a mass spec trum match with ref -
er ence li brary spec tra should be al ways done by the
ex pert tox i col o gist. It is s/he who de cides, de pend ing
on the case, when the iden ti fi ca tion level has been
achieved [9, 42, 43]. 

Liq uid chro ma tog ra phy-mass spec trom e try is po -
ten tially better suited to screen ing than GC-MS since it 
cov ers a much broader spec trum of com pounds of dif -
fer ent po lar i ties. How ever, this tech nique has sev eral
im por tant lim i ta tions, both on the chro mato graphic
and mass spec tro met ric side. LC, de spite its uni ver sal -
ity, is a far less se lec tive sep a ra tion tech nique than
cap il lary GC. On the other hand, mass spec tra of com -
pounds ob tained with var i ous LC-MS in stru ments
may vary greatly in re gard to rel a tive abun dance of
frag ment ions, even if ex actly iden ti cal nom i nal con di -
tions are ap plied [3]. This makes di rect use of mass
spec tral data ac quired in an other lab o ra tory very dif fi -
cult. For these rea sons, LC-MS is an ex cel lent tech -
nique for tar geted screen ing or con fir ma tion, but it is
not eas ily ap pli ca ble to a broad-spec trum search, e.g.
“gen eral un known” anal y sis. Nev er the less, in re cent
years, sev eral spec tral li brar ies, com pris ing hun dreds
of com pounds, have been de vel oped us ing 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. Tar geted screen ing

Tar geted screen ing and sub se quent con fir ma tion is 
em ployed if a par tic u lar com pound or de fined set of
com pounds is to be iden ti fied. This is the case in the
search for sched uled, con trolled sub stances, e.g. drugs
of abuse [61], dop ing sub stances [19, 54], or food con -
tam i nants [60]. In this sit u a tion, very spe cific 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 ap pli ca ble. Iden ti fi ca tion is achieved through com -
par i son of the chro mato graphic mo bil ity and the pres -
ence of par tic u lar frag ment ions in in ten si ties cor re -
sponding to pre set val ues, ob served in ref er ence stan -
dards. Lim ited, task-ori ented ref er ence li brar ies have
been built for par tic u lar groups of com pounds. Com -
pre hen sive ref er ence data li brar ies, e.g. for pesticides,
based on LC-MS, may comprise several hundred sub -
stances. 

The def i ni tion of pos i tive iden ti fi ca tion or con fir -
ma tion af ter LC-MS screen ing may vary. Some au -
thors have men tioned high co in ci dence of at least two
of three spec tra gen er ated at three frag men ta tion en er -
gies [28], oth ers a match of at least 60% in a re verse-fit 
li brary search [62] or sim i lar ity of at least five of the
most abundant ions [4]. 

For some halo gen-con tain ing com pounds, such as
chloramphenicol, al ter na tive iden ti fi ca tion strat e gies
have been used. Bogusz et al. [2] ap plied LC-MS-MS
(neg a tive ion is ation ESI, MRM mode). Three tran si -
tions of deprotonated mol e cule (m/z 321) were mon i -
tored. The fol low ing cri te ria of pos i tive iden ti fi ca tion
of chloramphenicol were for mu lated: Rt of tar get with - 
in ± 1% of in ter nal stan dard (deuterated an a logue of
tar get), the pres ence of three prod uct ions orig i nat ing
from the pre cur sor, and in ten sity ra tios of prod uct ions
in the range of ± 2SD of the mean con trol val ues, i.e.
± 25%. Mottier et al. [37] took ad van tage of the pres -
ence of two chlo rine at oms in the chloramphenicol
mol e cule and used two pre cur sor ions: m/z 321 and
m/z 323. The tran si tions of each iso to pic form to prod -
uct ions m/z 152 and 257 were mon i tored. The iden ti fi -
ca tion cri te ria were as fol lows: Rt of tar get within ± 1%
of in ter nal stan dard (deuterated an a logue of tar get),
the vari abil ity of the in ten sity ra tios of prod uct ions in
the range of 15–25% of the mean con trol val ues.

Since the in ten sity and some times pat tern of frag -
men ta tion in LC-MS is re lated to the par tic u lar tech -
nique and con di tions used, it has gen er ally been postu - 
lated that the ref er ence stan dard should be ana lysed in
ex actly the same con di tions as the ex am ined sam ple,
ide ally in the same analytical run. 

Re quire ments con cern ing qual ity of mass spec tro -
met ric screen ing pro ce dures have been re viewed and
dis cussed by var i ous au thors, such as Drum mer [15],
Stimpfl et al. [50, 51], and Mau rer [32] in re la tion to
clin i cal and fo ren sic tox i col ogy, and by Thevis and
Schänzer [54] in re la tion to doping analysis. 

3. Me thod i cal con sid er ations rel e vant for
iden ti fi ca tion

There are nu mer ous pos si ble fac tors which may af -
fect iden ti fi ca tion by mass spec trom e try, at var i ous
stages of the iden ti fi ca tion pro ce dure; the in flu ence of
coextracted ma trix com pounds, in com plete chro mato -
graphic sep a ra tion of com pounds, gen eral con di tion of 
in stru ment or de tec tor sat u ra tion and peak dis tor tion
through ex cess of the sub stance. All these fac tors may
change the abun dances of ions in a par tic u lar mass
spec trum and cause mis match ing with con se quent
false-pos i tive or false-neg a tive iden ti fi ca tion [33, 34].
There are sev eral ap proaches to op ti mis ing the iden ti -
fi ca tion pro cess with mass spec trom e try. These ap -
proaches may be di vided into op ti mi sa tion of sam ple
pre treat ment, op ti mi sa tion of chromatographic sep a ra -
tion, and optimisation of mass spectrometric detection
itself.

3.1. Op ti mi sa tion of sam ple pre treat ment for mass 
spec tro met ric analysis

Op ti mal, ma trix-ori ented sam ple pre treat ment is of
crit i cal im por tance in the GC-EI-MS iden ti fi ca tion
pro ce dure. It may in volve cleav age of con ju gates, deri-
vatisation, or sev eral clean-up steps. Among iso la tion
pro ce dures used in GC-MS screen ing and iden ti fi ca -
tion, liq uid-liq uid ex trac tion [35] and solid-phase ex -
trac tion (SPE) [16], have mainly been used. In re cent
years, solid-phase mi croex trac tion (SPME) has been
in creas ingly fre quently ap plied; it is a sol vent-free
method and is par tic u larly use ful for screen ing of vol a -
tile com pounds of nat u ral or syn thetic or i gin [e.g. 5, 6,
24, 41].

For some com pounds, par tic u larly large mol e cules
with haptenogenic prop er ties, immunoaffinity ex trac -
tion pro ce dures have been de vel oped. Ho et al. [26]
iso lated insulins orig i nat ing from var i ous sources (hu -
man, bo vine, and por cine) from horse plasma by im -
munoaffinity pre cip i ta tion with an ti body-coated mag -
netic beads fol lowed by mo lec u lar weight cen trif u gal
ex trac tion. The ob tained ex tracts were ana lysed by
LC-MS-MS, us ing a QTrap mass spec trom e ter. For
screen ing pur poses, sin gle tran si tion to one com mon
ty ro sine immonium ion was mon i tored. Con fir ma tion
was per formed with at least three tran si tions char ac ter -
is tic for the par tic u lar in su lin, also tak ing re ten tion
time into ac count. This method was ap plied in dop ing
con trol anal y sis, as a tool of differentiation of equine
insulin from exogenous insulin. 
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3.2. Op ti mi sa tion of chro mato graphic sep a ra tion

Cap il lary GC is a ma ture tech nique in re la tion to
the ef fi ciency of chro mato graphic sep a ra tion. Nev er -
the less, there are re cent ex am ples show ing that this
field of chro ma tog ra phy may still be re fined, in or der
to fa cil i tate iden ti fi ca tion in com plex mix tures or matri-
ces. Van der Lee et al. [60] pre sented tar geted screen -
ing for 106 sched uled pes ti cides and con tam i nants in
an i mal feed ma trix. The pro ce dure was based on sol -
vent ex trac tion, gel per me ation chro ma tog ra phy clean -
up, and two-di men sional GC with full-scan TOF-MS.
All com pounds were au to mat i cally de tected at a level
ex ceed ing 50 ng/ml. Two-di men sional GC fol lowed
by TOF-MS was also ap plied by Banerjee et al. [1] for
multiresidue anal y sis of pes ti cides in grapes. A com bi -
na tion of a non-po lar and a po lar cap il lary col umn con -
nected in se ries was used. The method re solved co-
elu tion prob lems as ob served in full scan one-di men -
sional GC-MS anal y sis and al lowed chro mato graphic
sep a ra tion of 51 pes ti cides within 24 min run time with 
li brary-search able mass spec tro met ric con fir ma tion.
An au to mated di rect sam ple in tro duc tion tech nique
cou pled to com pre hen sive two-di men sional gas chro -
ma tog ra phy-time of flight mass spec trom e try was ap -
plied to the de vel op ment of a screen ing method for
polychlorinated dibenzo-p-di ox ins/dibenzofurans and
polychlorinated bi phen yls in fish oil [27]. Kolbrich et
al. [29] ap plied two-di men sional GC-EI-MS (SIM)
with cryofocusing for de ter mi na tion of  methylene -
dioxy ethylamphetamine (MDEA), MDMA, and its me -
ta b o lites, 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA),
4-hydroxy-3-methoxymethamphetamine (HMMA), and
4-hydroxy-3-methoxyamphetamine (HMA) in hu man
plasma. This as say pro vided low lim its of quan ti fi ca -
tion and the chro mato graphic sys tem should be suit -
able for ap pli ca tion to other analytes and to other
com plex ma tri ces.

In the case of HPLC, re cent years have brought dis -
tinct prog ress through in tro duc tion of fine-par ti cle
col umns (par ti cle size be low 2 mm). This tech nique,
known as ul tra-per for mance liq uid chro ma tog ra phy
(UPLC), en ables much better sep a ra tion in a shorter
time and was im me di ately in tro duced in com bi na tion
with mass spec trom e try for iden ti fi ca tion pur poses. In
the field of dop ing anal y sis, UPLC has en abled high-
through put anal y sis, par tic u larly of di uretic com -
pounds. Ventura et al. [63] de tected 34 sched uled di -
uret ics and other dop ing agents in urine ex tracts, us ing
UPLC-MS-MS in neg a tive and pos i tive ion is ation
mode. To tal anal y sis time was 5 min, and the method
ful filled the re quire ments es tab lished by the World
Anti-Dop ing Agency. Thörngren et al. [56] de vel oped

a UPLC-MS-MS-based screen ing method of 130 sub -
stances (di uret ics, cen tral ner vous sys tem stim u lants
and opi ates) for di rect in jec tions of urine sam ples.
Sam ples were in jected on a re versed phase col umn
con nected to a fast po lar ity switch ing and rapid scan -
ning tan dem mass spec trom e ter with an electrospray
in ter face. The soft ware used to eval u ate the re sults
pro duced re ports, show ing ad verse an a lyt i cal find ings
in the sam ple. One 96-well plate could be ana lysed
within 16 h. 

Sev eral ap pli ca tions of UPLC-MS con cerned pes -
ti cide res i due anal y sis. UPLC-TOF-MS was ap plied to 
the rapid qual i ta tive and quan ti ta tive anal y sis of 100 pes -
ticides tar geted in straw ber ries [53]. Ac cu rate mass
mea sure ment of pos i tive and neg a tive ions al lowed
their ex trac tion fol low ing “full mass range data ac qui -
si tion” with neg li gi ble in ter fer ence from back ground
or co-eluting spe cies ob served dur ing UPLC gra di ent
sep a ra tion (in a cy cle time of 6.5 min per run). In an -
other study [44], 90 pes ti cides were screened in fruit
juices by UPLC-MS-MS (MRM) af ter sim ple aceto -
nitrile ex trac tion. The sep a ra tion was achieved in an
11 min run. 

3.3. Op ti mi sa tion of mass spec tro met ric de tec tion

Ac cu rate mass de ter mi na tion emerged as one of the 
most prom is ing iden ti fi ca tion tools in con tem po rary
mass spec trom e try. The mea sured el e men tal mass al -
lows cal cu la tion of the el e men tal for mula of the ion,
and there fore con fir ma tion of its iden tity in the case of
a match with a known com pound in a li brary search
[21] or iden ti fi ca tion of an un known ion. The mass ac -
cu racy may be ex pressed in ab so lute val ues, usu ally in
millidaltons (mDa), or in rel a tive val ues, e.g. in parts
per mil lion (ppm). These values are calculated as fol -
lows:

  mDa: [(m/z)me asur ed – (m/z)cal cul ated] ´ 1000,    {1}

  ppm: 106 ´ [(m/z)me asur ed – (m/z)cal cul ated]/(m/z).   {2}

Mass ac cu racy de pends on the in stru ment used; for
a stan dard quadrupole or ion-trap in stru ment, a mass
ac cu racy of 50–100 mDa is pos si ble, for TOF or QTOF
be low 10 mDa, for FTICR-MS and orbitrap – 1 mDa
or less. Some new tri ple-quadrupole in stru ments show
ac cu rate mass ca pa bil i ties be low 1 mDa [40]. 

Be sides fo ren sic tox i co log i cal screen ing [20, 22]
high-res o lu tion mass spec trom e try has been ap plied in
other screen ing and iden ti fi ca tion pro ce dures. Hernan -
dez et al. [24] de vel oped a pro ce dure based on gas
chro ma tog ra phy cou pled to high-res o lu tion time-of-
flight mass spec trom e try (GC-TOF-MS) for iden ti fi -
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ca tion of 60 or ganic pol lut ants in wa ter af ter solid-
phase microextraction. The iden ti fi ca tion was based
on eval u at ing the pres ence of up to five rep re sen ta tive
m/z ions per analyte, mea sured at high mass ac cu racy,
and de ter mi na tion of their Q/q (Q, quan ti ta tive ion;
q, confirmative ion) in ten sity ra tio. This strat egy led to 
the de tec tion of target compounds in several water
samples at low ppb levels. 

Sev eral hun dred crop pro tec tion prod ucts were re -
cently banned from use by Eu ro pean and US en vi ron -
men tal agen cies and this be came an is sue for envi -
ronment mon i tor ing lab o ra to ries. Since it was dif fi cult 
to mon i tor all these com pounds with GC-MS, LC-MS,
or LC-MS-MS, Thurman and Ferrer [57] de vel oped
a non-tar geted screen ing pro ce dure based on a com bi -
na tion of LC-TOF-MS, LC-IT-MS, and LC-QTOF-
MS. The Merck In dex and ChemIndex, both com mer -
cially avail able, were ap plied as ref er ence da ta bases.
The iden ti fi ca tion strat egy con sisted of four steps:
full-scan LC-TOF-MS anal y sis; li brary search for em -
pir i cal for mu las and any A+2 iso topes (for halo gens
or S); LC-IT-MS or LC-Q-TOF-MS-MS for struc ture
elu ci da tion; and fi nal com par a tive stan dard anal y sis.
Ac cu rate mass de ter mi na tion may be very use ful in the 
anal y sis of such com pounds, which can not yield char -
ac ter is tic frag ment ions in tan dem mass spec tro met ric
anal y sis, par tic u larly in MRM mode. Nielen et al. [39]
com pared the per for mance of var i ous high res o lu tion
LC-MS tech niques for hor mone res i due anal y sis in
food sam ples. The au thors used three types of in stru -
ments: LC-QTOF-MS, LC-FTIR-MS, and LC-FT-Orbi -
trap-MSn. The au thors stressed the need for op ti mal
sam ple pre treat ment and cleanup when us ing in stru -
ments with lower ac cu racy (around 20 ppm) since the
LC res o lu tion and MS res o lu tion are strongly in ter re -
lated and have a ma jor im pact on mass ac cu racy. In -
stru ments with higher mass res o lu tion may accom -
modate a less com pletely re solved chro mato graphic
sep a ra tion. This may be il lus trated by the anal y sis of
stanozolol; an in ex pli ca ble frag ment ob served in QTOF-
MS (m/z 161.1223 at mass res o lu tion 5000 FWHM)
anal y sis ap peared in LC-FTIR-MS as a dou blet of ions 
hav ing mi nor mass dif fer ences (m/z 161.1073 and
m/z 161.1324, mass res o lu tion 250,000). 

Be sides high-res o lu tion ac cu rate mass MS, other
in stru men tal so lu tions have re cently been ap plied for
iden ti fi ca tion pur poses. The most prom is ing was the
ap pli ca tion of in for ma tion de pend ent ac qui si tion
(IDA) in com bi na tion with an en hanced prod uct ion
(EPI) spec trum. This tech nique was used by Stan ley et
al. [48] for screen ing of 32 acidic drugs in equine
plasma and 11 neu tral drugs in equine urine. For plas -
ma, acetonitrile/in ter nal stan dard pre cip i ta tion fol -

lowed by centrifugation was used; urine spec i mens
were only spiked with in ter nal stan dard and cen tri -
fuged. The chro mato graphic method con sisted of on-
line ex trac tion with an Oasis HLB col umn and iso -
cratic sep a ra tion on a Chromolith RP-18e col umn. The 
drugs were de tected with QTRAP hy brid tan dem MS
in pos i tive and neg a tive ion is ation. One tran si tion was
mon i tored for each drug. IDA was ap plied; if the sig -
nal was greater than the pre se lected value, the EPI
spec trum was re corded. Un equiv o cal iden ti fi ca tion was 
achieved for most of the drugs. In the case of an a bo lic
ste roids, highly sim i lar EPI spec tra were ob served, and 
the au thors found the method un suit able for this group
of com pounds. Drees et al. [14] com pared the iden ti fi -
ca tion abil ity of MRM ra tios and MRM-IDA, us ing
QTrap hy brid tri ple quadrupole/lin ear ion trap MS.
14 se lected drugs of abuse were ex am ined at var i ous
con cen tra tions. Both meth ods per formed well at low
con cen tra tions; at very high con cen tra tions, the MRM-
IDA method gave a better chance of con fir ma tion.

A com bi na tion of LC-MS-MS and/or GC-MS-NPD
was used by Thevis et al. [55] to iden tify com pounds
pres ent in con fis cated black mar ket drug prep a ra tions,
con tain ing mainly an a bo lic ste roids or sex ual stim u -
lants. The drugs were dis solved in meth a nol, and sub -
jected to LC-ESI-MS-MS ex am i na tion on a QTrap
in stru ment. For each drug, three tran si tions were mon -
i tored. For the GC-MS-NPD ex am i na tion, an in let
split ter was ap plied, and the in jected sam ple was sep a -
rated on two iden ti cal col umns; one was con nected
with an EI-MS de tec tor, the other with a ni tro gen-
phos pho rous de tec tor (NPD).

Rel a tive ion in ten si ties (ion ra tios) are usu ally ap -
plied as one of the iden ti fi ca tion fea tures [2, 37]. Feng
et al. [18] de vel oped an LC-MS-MS pro ce dure for si -
mul ta neous de ter mi na tion of 30 dif fer ent drugs of
abuse in urine. Three tran si tions were mon i tored for
each drug. The in ten sity ra tios of the two frag ment
ions to most abun dant frag ment ion were cal cu lated
and used to con firm the iden tity. These ra tios should
be in the range of ± 3SD as de ter mined in the val i da -
tion pro ce dure. Concheiro et al. [8] pub lished an LC-
MS-MS study on the si mul ta neous de ter mi na tion of
var i ous drugs of abuse in urine. Two tran si tions were
mon i tored for each drug. Rel a tive ion in ten si ties were
tested, in within-day and be tween-day mode at two
con cen tra tion lev els. The vari abil ity of re sults was
much higher in be tween-day ex per i ments than in
within-day ex per i ments. The au thors con cluded that
rel a tive ion in ten sity should be treated with cau tion as
an iden ti fi ca tion cri te rion, and strongly rec om mended
anal y sis of stan dard sam ples on the same day as real
sam ples in or der to ful fil the es tab lished cri te ria.
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Stein and Heller [49] pub lished a very im por tant
study on the fac tors re spon si ble for false pos i tive  identi -
fication with mass spec trom e try. The fol low ing  experi -
ments were done: From the re duced NIST/EPA/NIH
mass spec tral li brary [59], com pris ing 96,464 en tries, ev -
ery tenth spec trum (roughly 9600 spec tra) was cho sen as
a search spec trum. These search spec tra were elim i nated
from the li brary be fore per form ing the search, so all li -
brary spec tra that matched the search spec trum for
a given set of con straints were false positives. Search ex -
per i ments were per formed us ing dif fer ent a num ber of
peaks for match ing, the num ber rang ing from 1 to
8 peaks. The abun dance win dow was set at 0.25, i.e.
the search and li brary spec trum at given m/z was con -
sid ered a match if the dif fer ence in abun dance was less 
than 25%. It was shown that the num ber of peaks as
well as peak abun dance clearly re duced the false pos i -
tive prob a bil ity. The au thors con cluded that more than
three frag ment ions (in full scan or SIM mode) should
be used for iden ti fi ca tion and their m/z val ues should
be care fully se lected. Highly prob a ble peak cor re la -
tions such as 14 amu dif fer ence (methyl group loss) or
18 amu (wa ter loss) should be avoided.

4. Le gal and reg u la tory as pects of
iden ti fi ca tion

Sev eral pro fes sional or gani sa tions as well as na -
tional and in ter na tional agen cies have for mu lated rec -
om men da tions and guide lines con cern ing cri te ria for
iden ti fi ca tion with mass spec tro met ric meth ods. These 
doc u ments may be di vided into two main groups. The
first group con sti tutes le gal reg u la tions at a na tional
and in ter na tional level, such as those is sued by US Hu -
man Health Ser vices for clin i cal lab o ra to ries [12] and
for work place drug test ing [13] and by the Eu ro pean
Un ion [17]. The sec ond group com prises rec om men -
da tions and guide lines of pro fes sional or gani sa tions at
a na tional and in ter na tional level, such as the World
Anti-Dop ing Agency – WADA, Col lege of Amer i can
Pa thol o gists – CAP, Food and Drug Ad min is tra tion –
FDA, US De part ment of Ag ri cul ture, So ci ety of Fo -
ren sic Tox i col o gists – SOFT [47], German Society of
Toxicological and Forensic Chemistry – GTFCh [22].

The FDA has pub lished fi nal guid ance for the de -
vel op ment, eval u a tion, and ap pli ca tion of mass spec -
tro met ric meth ods for con firm ing the iden tity of ani -
mal drug res i dues [23]. Ac cord ing to the guid ance, the
con fir ma tory mass spec tro met ric pro ce dures should
ad dress each of the following points:
– a val i da tion pack age from the orig i nat ing lab o ra -

tory con tain ing rep li cate sam ples, orig i nal and spi -

ked, dem on stra tion of zero false pos i tive rate, dem - 
onstration of 10% false neg a tive rate at the toler-
ance level, dem on stra tion of rug ged ness and non-
in ter fer ence of other drugs or ma trix com po nents;

– method de scrip tion, also con tain ing struc ture and
full spec trum of tar get com pound, spec tral data on
at least three struc tur ally-spe cific ions that com -
pletely de fine the par ent mol e cule or more if non-
spe cific ions are in cluded, pro posed frag ment ions
struc tures, con sis tent with frag men ta tion pat terns,
jus ti fi ca tion for spec i fic ity of se lected ions or scan
range, con fir ma tion and op er a tional cri te ria, as
well as qual ity con trol sec tion;

– con fir ma tion cri te ria. In the con fir ma tion pro ce -
dure, the com par i son stan dard(s) should be ana -
lysed con tem po ra ne ously, in the pres ence of ex -
trac ted ma trix if ap pro pri ate. Any of the fol low ing
MS chromatograms may be used: TIC, RIC, SIM,
or SRM. Flow in jec tion anal y sis is dis cour aged.
The chro mato graphic peak should ex ceed a sig -
nal-to-noise thresh old of 3:1, and the re ten tion time 
should not dif fer from the re ten tion time of the
stan dard by more than 2% for GC-MS or 5% for
LC-MS. Mass spec tral match ing cri te ria vary de -
pend ing on the MS ac qui si tion mode: in the full-
scan and par tial-scan MS1, the spec trum should
con tain at least three struc tur ally-spe cific ions, and
the spec trum should vi su ally match the spec trum of 
the stan dard. An ac cept abil ity range of ± 20% for
rel a tive abun dance of ma jor ions is rec om mended.
Li brary search al go rithms should not be used to
con firm iden tity. All struc tur ally-spe cific ions
men tioned in the method de scrip tion should be
pres ent and their rel a tive abun dances should cor re -
spond to those of the stan dard. The pres ence of
other un re lated prom i nent ions should be ex plained 
(e.g. from ma trix com pounds). If back ground sub -
trac tion has been used, it should be spec i fied and
in di cated. In the MS1 SIM, rel a tive abun dances of
three struc tur ally-spe cific ions should match the
stan dard within ± 10% (ab so lute). In the case of
four or more struc tur ally-spe cific ions, the match
level is ± 15% (ab so lute). Rel a tive abun dances for
more than three ions, which in clude less spe cific
ions such as iso topes or due to loss of wa ter, should
match the com par i son stan dard within ± 10%. In
the full-scan and par tial-scan MSn, the spec trum
should vi su ally match the spec trum of the stan dard, 
and there should be gen eral cor re spon dence be -
tween rel a tive abun dances ob tained in sam ple and
stan dard. All struc tur ally-spe cific ions men tioned
in the method de scrip tion should be pres ent. If
a struc tur ally-spe cific pre cur sor ion com pletely dis -
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so ci ates to prod uct ions, the ap pear ance of at least
two struc tur ally-spe cific prod uct ions should be
suf fi cient in MSn+1. The pres ence of other un re lated 
prom i nent ions should be ex plained (e.g. from ma -
trix com pounds). If back ground sub trac tion has
been used, it should be spec i fied and in di cated. In
MSn SRM, if a pre cur sor ion is com pletely dis so ci -
ated, the rel a tive abun dance of struc tur ally-spe cific 
prod uct ions should match the com par i son stan dard 
within ± 10% in cases where two ions have been
mon i tored, and within ± 20% in cases where three
or more ions have been mon i tored;

– qual ity con trol should in clude the fol low ing points: 
es tab lish ing of sys tem suit abil ity, run ning of at
least one con trol and one for ti fied con trol sam ple,
con trol of pos si ble car ry over.
The Eu ro pean Com mis sion [17] has pub lished re -

quire ments con cern ing per for mance of an a lyt i cal
methods and in ter pre ta tion of re sults. In this doc u -
ment, per for mance cri te ria for mass spec tro met ric de -
tec tion were for mu lated. It was stated that on-line or
off-line chro mato graphic sep a ra tion is a pre req ui site
for mass spectrometric confirmation.

For both GC-MS and LC-MS, the min i mum ac -
cept able re ten tion time for the tar get com pound should 
be at least twice the re ten tion time cor re spond ing to
the void vol ume of the col umn (i.e., the dead time, or
Rt0). The rel a tive re ten tion time of the analyte (ra tio
tar get : in ter nal stan dard) should not dif fer from that of 
the ref er ence stan dard more than ± 0.5% for GC and
± 2.5% for LC.

Mass spec tro met ric de tec tion should be car ried out
in full-scan mode, SIM, as well as MS-MSn tech niques 
such as SRM or other tech niques in com bi na tion with
ap pro pri ate ion is ation modes.

For full scan MS, the pres ence of a min i mum of
four di ag nos tic ions with rel a tive in ten sity of more
than 10% in the ref er ence spec trum is oblig a tory. The
mo lec u lar ion should be in cluded if its in ten sity is
above 10%.

For SIM, the mo lec u lar ion should pref er a bly be in -
cluded. The sig nal-to-noise ra tio for each di ag nos tic
ion should be ³ 3:1.

Max i mum per mit ted tol er ances for rel a tive ion in -
ten si ties are pre sented in Ta ble I. For iden ti fi ca tion,
the EC has de fined an iden ti fi ca tion points sys tem. In
this sys tem, at least four points are re quired for con fir -
ma tion of iden tity. The num ber of points earned by
par tic u lar tech niques are shown in Ta ble II. Ac cord ing 
to these cri te ria, e.g. four char ac ter is tic ions are needed 
if GC-MS or LC-MS is ap plied, or one pre cur sor and
two prod ucts for GC-MS-MS or LC-MS-MS. Nielen
et al. [39] pro posed ad di tional iden ti fi ca tion cri te ria to
the four-point clas si fi ca tion, based on high-resolution
mass spectrometry (Table III). 

The Col lege of Amer i can Pa thol o gists (CAP) in
their “Chem is try and Tox i col ogy Check list” of the
Lab o ra tory Ac cred i ta tion Pro gram for mu lated re -
quire ments, rel e vant for iden ti fi ca tion with chro mato -
graphic-mass spec tro met ric meth ods [7].

In the case of sin gle-stage GC-MS or LC-MS, the
iden ti fi ca tion should be done on the ba sis of ion ra tios,
us ing at least two ion ra tios when ever pos si ble. The
sug gested tol er ance limit for GC-MS is ± 20% of those 
of cal i bra tors, for LC-MS the limit is ± 30%. If only
one ra tio of two char ac ter is tic ions is avail able, it may
be ac cept able if there are other iden ti fy ing char ac ter is -
tics, e.g. re ten tion time. The in ter nal stan dard should
be iden ti fied with at least one ion ra tio. If full scan MS
is used, the lab o ra tory should set and val i date its own
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TA BLE I. MAXIMAL PERMITTED TOLERANCES IN ABUNDANCE RATIOS IN COMPARISON WITH THE STANDARD

Relative intensity
 (% of base peak)

EC [17] EC [17] CAP [7] WADA [66] WADA [66]

GC-EI-MS GC-CI-MS,
GC-MSn,
LC-MS, 
LC-MSn

LC-MSn GC-EI-MS GC-CI-MS,
GC-MSn,
LC-MS; 
LC-MSn

> 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 per mit ted tol er ances: within ± 20% of rel a tive abun dance for MS scan and MSn SRM (three tran si tions, and
± 10% for MS-SIM and MSn SRM (three tran si tions). PDP [58] used flat rate of ± 20% of rel a tive abun dance (ab so lute dif fer ence) for all 
MS tech niques.



thresh old of “spec tral match” or fit for iden ti fi ca tion
pur poses.

TA BLE II. IDENTIFICATION POINTS EARNED BY

VARIOUS MS TECHNIQUES ACCORDING 

TO EC [17]

MS technique Identification points
earned per ion

LR-MS 1.0

LR-MSn precursor ion 1.0

LR-MSn product ion 1.5

HR-MS 2.0

HR-MSn precursor ion 2.0

LR-MSn product ion 2.5

LR-MS – low res o lu tion mass spec trom e try; HR-MS – high res -
o lu tion mass spec trom e try.

For tan dem MS (GC-MS-MS or LC-MS-MS) in
SRM mode, at least one tran si tion and one ion ra tio
should be mon i tored, to gether with re ten tion time.
How ever, if enough ions of suf fi cient abun dance ex ist, 
two or more ion ra tios should be mon i tored. Ion ra tios
de ter mined from full scan anal y sis are an ac cept able
iden ti fi ca tion method and should ful fil the same cri te -
ria as for SRM mode. Tol er ance lim its should be ad e -
quate to the method em ployed and should be sup-
 ported by ref er ences or own data. In an other ap proach,
two-fold ac cep tance cri te ria of data are ap plied for at
least three ion ra tios and a scor ing sys tem ac cord ing to
EC re quire ments [17]. The tol er ances of ion ra tios dif -
fer according to the abundance of ions (see Table I).

The US Pes ti cide Agency has pub lished a stan dard
op er at ing pro ce dure (SOP) for iden ti fi ca tion, con fir -

ma tion, and quantitation of pes ti cide res i dues us ing
GC and LC with mass spec tro met ric de tec tion [58].
This SOP was writ ten in or der to com bine the re quire -
ments of all MS and MS-MS pro ce dures used in pes ti -
cide res i due analysis into a single document. 

In the case of full-scan GC-MS, the spec tra should
be re corded in the range of 20 to 500 amu. A min i mum
of three struc tur ally-spe cific ions, pref er a bly in clud -
ing mo lec u lar ion, meet ing the sig nal-to-noise 3:1 ra -
tio are re quired. Iso to pic clus ter ions may be used as
one of three sig nif i cant ions. The rel a tive in ten sity ra -
tios of each ion should be within ± 20% of the ra tios
ob served in the ref er ence stan dard. The use of li brary
search soft ware for EI anal y sis is man da tory. The use
of li brary searches in “soft” ion is ation tech niques,
such as GC-CI-MS is dis cour aged. Chro mato graphic
cri te ria (re ten tion time ac cu racy) for GC-MS were not
formulated in this document.

In GC-MS-MS anal y sis, the re ten tion time of the
tar get com pound should not dif fer more than ± 0.05
min from the ref er ence stan dard or ± 0.01 RRt. Two
tran si tions from one pre cur sor ion or from two pre cur -
sors should be mon i tored. The rel a tive in ten sity ra tios
of each ion should be within ± 20% of the ra tios ob -
served in the ref er ence stan dard, and the abun dance of
each ion should ex ceed sig nal-to noise 3:1.

For LC-MS anal y sis, the ap pa ra tus should be ca pa -
ble of scan ning 50 to 1200 amu in full scan mode. The
re ten tion time of the tar get com pound should not dif fer 
more than ± 0.5 min from the ref er ence stan dard or
± 0.01 RRt. A min i mum of three struc tur ally-spe cific
ions, pref er a bly in clud ing a protonated or depro to -
nated mol e cule, meet ing the sig nal-to-noise 3:1 ra tio
are re quired. Iso to pic clus ter ions may be used as one
of three sig nif i cant ions. The rel a tive in ten sity ra tios of 
each ion should be within ± 20% of the ra tios ob served
in the ref er ence stan dard. In LC-MS-MS anal y sis, chro -
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TA BLE III. PROPOSAL FOR ADDITIONAL LC-MS CRITERIA TO BE IMPLEMENTED IN EC RECOMMENDATIONS [17]

MADE BY NIELEN ET AL. [39]

Goal Mass resolution 
(FWHM)

Mass accuracy
(mDa)

Remarks

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: 1 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
identification of
unknowns

10,000 5 Confirm postulated structure by NMR and/or confirm
accurate masses at mass resolution 70,000 (FWHM)



mato graphic re quire ments (Rt or RRt) are the same as
for LC-MS, whereas mass spec tro met ric re quire ments
are iden ti cal to GC-MS-MS.

The World Anti-Dop ing Agency (WADA) [66] has 
for mu lated cri te ria which must be ful filled in or der to
iden tify a pro hib ited, sched uled sub stance in the urine
or blood of an ex am ined ath lete us ing chromatograph-
ic-mass spec tro met ric pro ce dures. These cri te ria are
di vided into sep a ra tion and de tec tion re quire ments
and are as fol lows:
Chro mato graphic sep a ra tion re quire ments. For ca p il -
lary GC, the re ten tion time (Rt) of the analyte shall not
dif fer by more than 1% or ± 0.2 min (which ever is
smaller) from that of the same sub stance in a spiked
urine sam ple. For HPLC, the Rt of the analyte shall not
dif fer by more than 2% or ± 0.4 min (which ever is
smaller) from that of the same sub stance in a spiked
urine sam ple. These cri te ria may be re laxed, if the shift 
in Rt may be ex plained (e.g. by sam ple over load).
Mass spec tro met ric re quire ments. Full scan mode: full
scan or par tial scan mode is the pre ferred ap proach to
iden ti fi ca tion. A par tial scan may be gin at an m/z value 
greater than any abun dant ion due to the deri vatising
agent or chem i cal ion is ation re agent. All di ag nos tic
ions with a rel a tive abun dance greater than 10% in the
ref er ence spec trum ob tained from a ref er ence ma te rial
must be pres ent in the spec trum of the un known peak.
The rel a tive abun dance of three di ag nos tic ions shall
not dif fer by more than the de fined amount (see Ta -
ble I) from the rel a tive in ten si ties of the same ions ob -
served in the ref er ence spec trum (ob tained from
spiked urine, ref er ence col lec tion sam ple, or ref er ence
ma te rial). It is not per mis si ble to col lect ad di tional
ions and se lect those ra tios that are within de fined tol -
er ance.

If com puter-based mass spec tral li brary search ing
or match ing is used, the re sults should be re viewed by
a qual i fied sci en tist.

If three di ag nos tic ions with a rel a tive abun dance
greater than 5% are not avail able, a sec ond de riv a tive,
yield ing dif fer ent di ag nos tic ions shall be pre pared, or
a sec ond ion is ation or frag men ta tion tech nique, based
on a dif fer ent phys i cal prin ci ple shall be used. In any
case, a min i mum of two di ag nos tic ions is mandatory
for each mass spectrum.

In SIM mode, at least three di ag nos tic ions must be
ac quired, with a sig nal-to-noise ra tio > 3 for the least
in tense ion. The rel a tive in ten si ties of ions shall not
dif fer by more than the de fined amount (see Ta ble I)
from the rel a tive in ten si ties of the same ions ob served
in the ref er ence spec trum (ob tained from spiked urine,
ref er ence col lec tion sam ple, or ref er ence ma te rial).
For di ag nos tic ions with a rel a tive abun dance of less

than 5% in the ref er ence spec trum, the ion must be
pres ent in the un known. The con cen tra tions of de -
tected com pounds should be comparable with those in
the reference sample.

If three di ag nos tic ions are not avail able, a sec ond
de riv a tive shall be pre pared, or a sec ond ion is ation or
frag men ta tion tech nique, based on dif fer ent phys i cal
prin ci ples shall be used. In any case a min i mum of two
di ag nos tic ions is man da tory for each mass spectrum. 

In MS-MS, the data can be ac quired ei ther in full
scan or se lected re ac tion mon i tor ing (SRM) mode.
The pre cur sor ion should be pres ent in both modes.
When mon i tor ing more than one prod uct ion, the rel a -
tive in ten si ties of any of the ions shall not dif fer by
more than the amount given in the ta ble from the rel a -
tive in ten si ties ac quired from a spiked ref er ence sam -
ple. The sig nal-to-noise for the least in tense ion should 
be greater than 3. For a di ag nos tic ion with a rel a tive
abun dance of less than 5% ob served in the ref er ence
spec trum, the ion must be pres ent in the stud ied sam -
ple. Ta ble IV shows a sum mary of re quire ments as
formulated by various organisations.

5. Con clu sions

The cri te ria of iden ti fi ca tion of com pounds with
chro ma tog ra phy-mass spec trom e try are cer tainly not
carved in stone, like the Ten Com mand ments. They
are rather a mov ing tar get, chang ing their po si tion in
re la tion to ac tual knowl edge, with new re quire ments
con tin u ously be ing set, which vary ac cord ing to the
par tic u lar dis ci pline and fi nal task of anal y sis. It is un -
der stand able that the strict est re quire ments are set in
those ar eas, where the re sults of iden ti fi ca tion may
carry with them le gal sanc tions. For these rea sons, sev -
eral or gani sa tions have is sued more or less de tailed
con di tions, rec om men da tions, or guide lines, de fin ing
min i mal at trib utes nec es sary for iden ti fi ca tion. These
doc u ments concern both chromatographic and mass
spectrometric aspects of analysis. 

There is gen eral agree ment con cern ing the kind of
pa ram e ters to be con trolled, such as re ten tion time,
num ber of ions, or ion in ten sity ra tios. How ever, the
ex act nu mer i cal cri te ria, for mu lated by dif fer ent bod -
ies or or gani sa tions, show distinct variations.

These rec om men da tions, which are prod ucts of
com mon knowl edge in a given dis ci pline, should be
treated as a mo men tary, frozen pic ture of the pres ent
sit u a tion in the field of an a lyt i cal iden ti fi ca tion. As
Hill wrote: “reg u la tory guidances are not a sub sti tu -
te for good sci ence, they do how ever pro vide a  fra -
mework that should ini ti ate the ques tions why and
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how” [25]. It will be al ways be in cum bent upon the ex -
pert in volved in iden ti fi ca tion to an swer the ques tion:
“Did I iden tify this com pound ac cord ing to the best
avail able knowl edge?” in ad di tion to the ques tion:
“Did I ful fil all for mal con di tions, nec es sary for iden ti -
fi ca tion?” At this point, professional ethics meets pro -
fes sional competence.
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1. Wpro wad zenie

Pro blem aty ka ident yfi kac ji poszc zeg óln ych sk³ad ni -
k ów jest klu czow ym za gadn ieni em  anali tyki tok syk olo -
gic znej. Po przed za ona ko lejne etapy, ta kie jak anal iza
iloœ cio wa, a przede wszyst kim in terp reta cja uzys kany ch
wyni ków. 

Wed³ug De Ze euw i Fran kego [10] pro ces ident yfi -
kac ji roz poc zyna siê od por ówn ania nie znan ego zwi¹zku
z ba zami da nych za wier aj¹cymi sub stanc je wzor cowe
o dok³ad nie zde fin iowa nych w³aœc iwo œcia ch. Pro ces iden-
ty fik acji musi byæ kon tyn uow any przy u¿y ciu ró¿ nych
kry ter iów, a¿ do mo mentu, kie dy na liœ cie po zos tanie tyl -
ko je den zwi¹zek. Au tor zy ci sfor mu³owali istotne dla
pro ced ur chro mat ogr afii sprz ê¿o nej ze spek trom etri¹ mas
py tan ia: 
– W jaki sposób mog¹ byæ porównane w³aœciwoœci ana -

li tyczne (np. jak porównaæ widma masowe)? 
– Co powinno byæ uwa¿ane za „w³aœciwe” dopaso wa -

nie? 
– Czy istnieje ró¿nica miêdzy potwierdzeniem i identy -

fikacj¹?
– Jakie s¹ wymagania dotycz¹ce odpowiednich baz da -

nych?
– Jakie s¹ kryteria odrzucenia zwi¹zku?
– Jakie jest prawdopodobieñstwo poprawnej identy fi -

kacji?
De Ze euw i Fran ke wyró ¿nili trzy nast êpuj¹ce ro dzaje 

ident yfi kac ji: okreœ len ie struk tury po przez id entyfikacjê
czy stego zwi¹zku przy za stos owa niu no woc zesn ych me -
tod spek trom etr ycznych, po twierd zenie bêd¹ce  wyni kiem
udan ego poró wna nia w³aœci woœ ci nie znan ego zwi¹zku
ze zwi¹zkiem od nies ienia oraz roz poz nanie, jako re zult at
od pow iedni ego do pas owa nia, w³aœ ciw oœci nie znan ego
zwi¹zku z baz¹ da nych. W za lec eni ach sfor mu³owan ych
przez Agencjê ds. ¯ywnoœci i Leków (FDA) [23] po -
twierd zenie zde fin iowa no po dobn ie, jako „jed noz naczn¹
ide nty fikacjê obe cno œci zwi¹zku po przez po równanie do
sub stanc ji wzor cow ej (spek trom etr ia mas)”. Jedn ak¿e ter -
min „po twierd zenie” mo¿e byæ sto sow any w in nym zna -
czen iu. W tok syk olo gii s¹do wej i kon troli an tyd opi ngo -
w ej stra teg ia anal ity czna za zwyc zaj sk³ada siê z dw óch
et apów. Pierw szym etap em jest pro ced ura prze siew owa
wy kon ywa na na jcz êœc iej bar dzo czu³ymi, ale mniej spe -
cyf iczny mi me tod ami (g³ów nie te stami im mun och emic z -
nymi lub tan dem ow¹ spek trom etri¹ mas przy u¿yc iu
tyl ko jed nego prz ejœ cia). Ko lejn ym jest po twierd zenie
po zyt ywne go wy niku me tody prze siew owej, które jest
wy kon ywa ne me tod ami o na jwi êks zej mo ¿li wej sp ecy -
fic znoœci, ta kimi jak tech nika GC-MS w try bie  przemia -

tania za kresu mas [46] lub LC-MS-MS w try bie mo nit oro -
wan ia wie lu re akc ji (MRM) przy u¿ yciu trzech przejœæ
lub wid ma frag ment acy jnego [26, 48]. Po dobna de fin icja 
zo sta³a poda na przez Mi nis terst wo Rol nict wa Sta nów
Zjed noc zony ch [58] w od nies ieniu do ident yfi kac ji pes -
ty cyd ów: „po twierd zenie: we ryf ika cja wc zeœ nie jsz ej iden -
ty fik acji anal itu wy kon ywa na in nym sys tem em  anali -
tycz nym”. De Ze euw [9] ostrzeg³ przed sto sow ani em
pro ced ur po twierd zaj¹cych jako je dyn ego do wodu  iden -
ty fikacji i po stul owa³ sto sow anie ró¿ nych pro ced ur identy -
fi kac ji, a nie tyl ko spek trom etr ii mas. Nie mniej jed nak,
je¿ eli spe³nio ne s¹ od pow iednie wy mag ania, pro ced ury
oparte na po³¹cze niu roz dzia³u chro mat ogr afic znego i de -
tekc ji przy u¿ yciu spek trom etr ii mas s¹ uznaw ane za wy -
starc zaj¹ce na rzêdz ie do jed noz nacznej ident yfi kac ji.
Wy mag ania te, ta kie jak np. ustal enie pro gu anal ity cz -
nego, od pow iednio wy sok iego do kon kretn ego za dan ia,
zo sta³y sfor mu³owane przez w³aœciwe or gan iza cje lub in -
styt ucje na szcze blu kra jow ym lub miê dzy narodowym.

2. Pro ced ury prze siew owe sto sow ane
w ident yfi kac ji 

Pro ced ury prze siew owe wy kor zyst uj¹ce sp ekt rome -
triê mas s¹ cz êsto sto sow ane jako pierw szy etap ident yfi -
kac ji. Mo¿na je podzi eliæ na dwie g³ówne gru py: ogó lne
nie ukier unko wane me tody prze siew owe oraz me tody
ukier unko wane na konkretne zwi¹zki. 

2.1. Ogólne anal izy prze siew owe 

W przy padku anal iz nie ukier unko wan ych, któ re s¹
czê sto okr eœlane w tok syk olo gii kli niczn ej i s¹do wej jako 
anal iza „ogól nie nie znan ych sub stanc ji”, lo giczn ym wy -
bor em jest za stos owa nie me tody ka pil arnej GC po³¹czo -
nej ze spek trom etri¹ mas z jo niz acj¹ elekt ronow¹ (GC-
EI-MS). Wid ma ma sowe uzys kane tech nik¹ EI-MS nie
s¹ zale ¿ne od tego, jaki apar at i wa runki chro mat ogr afic z -
ne zo sta³y za stos owa ne. Do stêp ne s¹ obecn ie kom pleks o -
we bi bliot eki widm ma sow ych uzys kany ch tech nik¹ EI
obejm uj¹ce tysi¹ce zwi¹zków [35, 36, 59]. Bi bliot eki te
um o¿liw iaj¹ ws têpn¹ id entyf ika cjê zwi¹zku po przez ich
prze szuk iwa nie, na wet bez zwi¹zku od nies ienia. W przy -
padku, kie dy nie mo¿ na uzy skaæ zwi¹zku od nies ienia do
anal izy poró wna wczej, de cyz ja do tycz¹ca id entycznoœci
wid ma ma sow ego po winna byæ po dejm owa na z ogromn¹ 
roz wag¹. Szc zególnie wa¿ ne jest to w przy padku niek tó -
ry ch „eg zot yczny ch” zwi¹zków pro pon owa nych przez
oprog ramo wan ie urz¹dze nia jako pre tendentów do  iden -
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tyfikacji. Jed nak w wiê kszoœci pro ced ur ident yfi kac ji
sto sow any ch w dzie dzin ach zwi¹za nych z pra wem, jak
np. anal iza œrod ków do ping owy ch, tok syk olo gia s¹dowa
lub kon trola jak oœci ¿yw noœci, wst êpna ident yfi kac ja dziê -
ki bi bliot ece GC-EI-MS musi byæ po twierd zona w  na-
 stêpnym etap ie przy u¿yc iu sub stanc ji od nies ienia anal i -
zo wan ej w ident yczny ch wa runk ach jak ba dana pr óbka.
W pe³nym wid mie ma sow ym otrzym anym tech nik¹ GC-
MS-EI po winny byæ obecne co naj mniej czte ry wy brane
jony we w³aœ ciwy ch pro porc jach int ensy wnoœci, w tym –
je¿ eli to mo¿ liwe – jon mo lek ula rny. Wid ma ma sowe po -
chodz¹ce od t³a oraz prze szkad zaj¹ce w ident yfi kac ji po -
winny zo staæ od jête. Mo¿e to znacz nie zwiêk szyæ mo¿ -
liwo œci tech niki GC-MS [52]. 

Nale¿y podkreœliæ, ¿e de cyz ja do tycz¹ca ws têpnej
ident yfi kac ji w oparc iu o anali zê sta tys tyczn¹ wid ma ma -
sow ego do pas owa nego z bi bliot eki widm po winna byæ
zaw sze wy kon ywa na przez bieg³ego tok syk olo ga. To on,
w zal e¿n oœci od przy padku, de cyd uje, czy zo sta³ osi¹g-
niê ty od pow iedni st opi eñ identyfikacji [9, 42, 43]. 

Chro mat ogr afia cie czowa po³¹czo na ze spek trom etri¹ 
mas jest tech nik¹ po tenc jalnie bar dziej od pow iedni¹ do
ce lów prze siew owy ch ni¿ GC-MS, gdy¿ obejm uje znacz -
nie szer sze spek trum zwi¹zków o ró¿n ej pola rnoœci. Jed -
nak tech nika ta ma kil ka istotn ych ograni czeñ do tycz¹ -
cych za równo chro mat ogr afii, jak i zwi¹za nych ze spek -
trom etri¹ mas. LC, po mimo swo jej uni wersalnoœci, jest
w poró wna niu do ka pil arnej GC znacz nie mniej  selek -
tywn¹ tech nik¹ roz dzia³u. Z dru giej stro ny wid ma ma -
sowe zwi¹zków za rej est rowane za po moc¹ ró ¿nych apa -
ra tów LC-MS mog¹ siê znacz nie ró¿niæ wzglê dn¹ inten -
sywnoœci¹ jonów frag ment acy jnych, na wet je ¿eli sto -
sow ane s¹ ident yczne pa ram etry anal izy [3]. Spra wia to,
¿e bar dzo trud no jest bezp oœrednio wyko rzystywaæ wid -
ma ma sowe uzys kane w in nym la bor ato rium. Dla tego te¿
LC-MS jest do skona³¹ tech nik¹ anal izy ukier unko wan ej
lub po twierd zaj¹cej, ale nie³atwo j¹ za stosow aæ w anal i -
zie sze rok iego spek trum zwi¹zków, np. w anal izie „ogól -
nie nie znan ych sub stanc ji”. Po mimo tego, w ostatn ich la -
tach za po moc¹ tech nik LC-MS [45, 65], LC-MS-MS
[31, 64] i LC-MS-TOF [11, 21, 38] oprac owa no kil ka bi -
bliot ek widm obejm uj¹cych set ki zwi¹zków  chemicz -
nych. Prace przegl¹dowe dotycz¹ce tej tematyki zosta³y
niedawno opublikowane przez Gergova [20] oraz Mar -
qu eta [30]. 

2.2. Anal izy ukier unko wane 

Anal izy ukier unko wane i ich dal sze po twierd zenie s¹
sto sow ane, je¿ eli ma byæ zi dent yfi kow any kon kretny
zwi¹zek lub okr eœlona gru pa zwi¹zków. Ma to miej sce
w przy padku anal iz w kie runku sub stanc ji kon trol owa -
nych, jak np. œro dków uza le¿n iaj¹cych [61], sub stanc ji
do ping owy ch [19, 54] lub za niec zys zczeñ ¿y wnoœ ci [60]. 
Sto sow ane s¹ wte dy bar dzo spe cyf iczne me tody, ta kie

jak GC-MS-MS i LC-MS-MS, obie w try bie MRM, a tak -
¿e GC-MS-TOF lub GC-MS-SIM. Ident yfi kac ja od bywa
siê po przez po równanie w³aœ ciwoœci chro mat ogr afic z -
nych i obec noœ ci spe cyf iczny ch jon ów frag ment acy jnych 
o inte nsyw noœ ciach od pow iadaj¹cym  zaprogramowa nym
wa rto œciom za rej est rowan ym dla sub stanc ji  wzorco wych.
Dla pos zczeg ólnych grup zwi¹zków stwo rzono bi bliot eki 
od nies ienia zo rient owa ne na kon kretne za dan ia.  Biblio -
teki kom pleks owe, np. bi bliot eka pe stycy dów oprac owa -
na w oparc iu o metodê LC-MS, mog¹ obejm owaæ kil ka -
set sub stanc ji. 

De fin icje po zyt ywnej ident yfi kac ji lub po twierd zenia 
w wy niku anal izy prze siew owej tech nik¹ LC-MS mog¹
siê ró¿n iæ. Niek tórzy au tor zy wy mien iaj¹ wy sok ie po -
dob ieñstwo co naj mniej dwó ch z trzech widm otrzym a -
ny ch przy trzech energ iach frag ment acji [28], inni nato -
miast do pas owa nie co naj mniej 60% od wrotn ego  do -
pasowania uzys kane pod czas prze szuk iwa nia bi bliot eki
[62] lub po dobie ñst wo przy najmn iej piêciu najbardziej
intensywnych jonów [4]. 

Dla nie któr ych zwi¹zków za wier aj¹cych chlo rowce,
ta kich jak np. chlo ramf eni kol, za stos owa no al tern aty wne
stra teg ie ident yfi kac ji. Bo gusz i in. [2] wy kor zyst ali te ch -
n ikê LC-MS-MS z ujemn¹ elekt ronow¹ jo niz acj¹ (ESI,
tryb MRM). Mo nit oro wali oni trzy pr zej œcia po zbaw io -
nej pro tonu cz¹stecz ki (m/z 321). Sfor mu³owali nast ê pu -
j¹ce kry ter ia po zyt ywnej ident yfi kac ji chlo ramf eni kolu:
Rt ba dan ego zwi¹zku w za kres ie ± 1% wzor ca wew n êtrz -
nego (deu ter owa na po chodna ba dan ego zwi¹zku), ob ec -
n oœæ trzech jonów po tomn ych po chodz¹cych od jonu
ma cier zyst ego oraz sto sunki int ensy wnoœci jon ów po -
tomn ych w za kres ie ± 2SD œr edni ej wa rtoœ ci kon trol nej,
czy li ± 25%. Mot tier i in. [37] wy kor zyst ali za lety  wyni -
ka j¹ce z ob ecn oœci dw óch at omów chlo ru w cz¹stecz ce
chlo ramf eni kolu i mo nit oro wali dwa jony ma cier zyste:
m/z 321 oraz m/z 323. Mo nit oro wali oni pr zej œcia ka ¿de -
go izot opu do jonów po tomn ych o m/z 152 i 257. Kry ter ia
ident yfi kac ji by³y nastê puj¹ce: Rt ba dan ego zwi¹zku w za-
 kresie ± 1% wzor ca wewn êtrznego (deu ter owa na po -
chodna ba dan ego zwi¹zku) oraz zm ien noœæ st osu nków
in ten syw noœci jo nów po tomn ych w za kres ie 15–25%  œred-
niej kon trol nej war toœci. 

Po niewa¿ in tensy wnoœæ i nie kiedy spo sób frag ment a -
cji w tech nice LC-MS s¹ zale ¿ne od za stos owa nych wa -
runk ów i urz¹dze nia, po wszechn ie zak³ada siê, ¿e wzo -
rzec od nies ienia po win ien byæ anal izo wany równ ole gle
w dok³ad nie ta kich sa mych wa runk ach, jak ba dana pró b -
ka, a naj lep iej w tym samym nastrzyku. 

Wy mag ania do tycz¹ce ja koœci pro ced ur prze siew o -
wy ch wy kor zyst uj¹cych te chn ikê spek trom etr ii mas zo -
sta³y om ówione przez ró¿nych autorów, ta kich jak Drum- 
 mer [15], St impfl i in. [50, 51] oraz Mau rer [32] w  odnie -
sieniu do tok syk olo gii kli niczn ej i s¹do wej, a ta k¿e przez
Thevi sa i Schän zera [54] w od nies ieniu do analizy œr od -
ków dopingowych. 
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3. Rozwa¿ania metodyczne istotne dla
identyfikacji 

Ist nieje wie le czy nników, któ re mog¹ mieæ wp³yw na
ide ntyfikacjê tech nik¹ spek trom etr ii mas. Na ró¿n ych
etap ach pro ced ury ident yfi kac ji nale¿¹ do nich: wp³yw
równo leg le eks trah owa nych sk³adn ików ma trycy, nie -
pe³ny roz dzia³ chro mat ogr afic zny zwi¹zków, ogól ny stan 
apar atu, a tak¿e na syc enie de tekt ora i znie kszta³ce nie
piku po przez nad miar sub stanc ji. Wszyst kie te czyn niki
mog¹ wp³ywaæ na zmia nê inte nsy wnoœci jonów w kon -
kretn ym wid mie ma sow ym i po wod owaæ  niedopasowa -
nie, a w kon sek wencji b³êdn ie po zyt ywn¹ lub b³êd nie
ne gat ywn¹ id ent yfikacjê [33, 34]. Ist nieje kil ka ele men -
tów opty mal iza cji pro cesu ident yfi kac ji tech nik¹ spek -
trom etr ii mas. Mo¿na je podz ieliæ na opty mali zac jê przy -
go tow ania prób ki, opty mal iza cjê rozdzia³u chro mat o gr a -
fic znego oraz optymalizacjê parametrów pracy spek tro -
m etru mas. 

3.1. Opty mal iza cja przy got owa nia prób ki do anal izy 
tech nik¹ spek trom etr ii mas 

De cyd uj¹ce zna czen ie w pro ced urze ident yfi kac ji
tech nik¹ GC-EI-MS ma opty malne, do stos owa ne do ro -
dzaju ma ter ia³u, przy got owa nie prób ki. Przy got owa nie
ta kie mo¿e siê sk³adaæ z etapu hy drol izy sp rzê¿ ony ch
zwi¹zków, de ryw aty zac ji lub kil ku eta pów oczyszc zania. 
W me tod ach prze siew owy ch i ident yfi kac yjn ych tech -
nik¹ GC-MS wœród pro ced ur izol acji sto sow ana by³a
g³ówn ie eks trakc ja ciecz-ciecz [35] i eks trakc ja do fazy
sta³ej (SPE) [16]. W ostatn ich la tach co raz cz êœciej jest
wy kor zyst ywana mi kroe kst rakcja do fazy sta³ej (SPME)
ze wz glêdu na fakt, ¿e nie wy maga ona u¿ ywa nia ro zpu -
szczalników i jest sz cze gólnie przy datna w anal izie prze -
siew owej lot nych zwi¹zków pochodzenia naturalnego
lub syntetycznego [np. 5, 6, 24, 41]. 

Dla ni ekt órych zwi¹zków, a w sz cze góln oœci du ¿ych
cz¹ste czek o hap ten oge nnych w³aœc iwo œci ach, zo sta³y
oprac owa ne pro ced ury eks trakc ji po win owa ctwa im mu -
n olo gic znego. Ho i in. [26] wy osobn ili z ko ñskie go  oso -
cza in sul iny po chodz¹ce z ró ¿nych Ÿr óde³ (lu dzi, byd³a
i œwiñ) przy u¿ yciu str¹ca nia po win owa ctwa im mun olo -
gic znego z ma gnet yczny mi kul kami po wlek any mi prze -
ciwc ia³ami z nast êpuj¹cym roz dzia³em przez wi row anie
frak cjon uj¹ce. Otrzym ane eks trakty by³y anal izo wane
z u¿yc iem apa r atu LC-MS-MS wyp osa ¿onego w  spektro -
metr mas typu QTrap. Dla celów prze siew owy ch mo nit o -
ro wano pr zej œcie do jed nego wsp óln ego imin iowe go
jonu  tyro zyny. Po twierd zenie zo sta³o do kon ane przez co
naj mniej trzy prz ejœcia cha rakt ery sty czne dla da nej  insu -
liny, bio r¹c pod uw agê ró wni e¿ czas re tenc ji. Me toda ta
by³a sto sow ana w kon troli an tyd opi ngow ej w celu  roz -
ró¿ nienia ko ñsk iej in sul iny od in sul iny po chod zenia eg -
zo g enne go. 

3.2. Opty mal iza cja roz dzia³u chro mat ogr afic znego

W od nies ieniu do sp rawn oœci roz dzia³u chro mat ogr a -
fic znego, ka pil arna GC jest doj rza³¹ tech nik¹. Nie mniej
jed nak po jawi³y siê ostatn io przyk³ady ukaz uj¹ce, ¿e ta
dzie dzina chro mat ogr afii mo¿e byæ nadal udos kona lana
w celu u³atwien ia ident yfi kac ji w z³o¿ony ch mie szan ina ch
lub ma tryc ach. Van der Lee i in. [60] przed staw ili metodê 
prze siew ow¹ ukier unko wan¹ na oznac zanie 106 pesty -
cydów i zanie czys zczeñ w pa szach dla zwierz¹t.  Proce -
du ra ta by³a oparta na eks trakc ji roz puszc zalni kiem,
oczyszc zaniu tech nik¹ chro mat ogr afii ¿elo wej i anal izie
dwu wym iarow¹ GC z pe³nym prze miat ani em wid ma
TOF-MS. Wszyst kie zwi¹zki by³y wy kryw ane  automa -
tycznie na po ziom ie po wy¿ej 50 ng/ml. Dwu wym iaro wa
GC oraz TOF-MS by³y rów nie¿ sto sow ane przez  Baner -
jee i in. [1] w anal izie wie losk³ad nik owy ch po zos ta³oœci
pe sty cydów w wi nog rona ch. Wy kor zyst ano tu taj ko mbi -
nacjê  szere go wo po³¹czo nych ko lumn ka pil arny ch – nie -
pol arnej i po larn ej. Me toda ta roz wi¹zywa³a pro blemy
zwi¹zane z ko elucj¹, ob serw owa ne w try bie pe³nego ska -
now ania w jed now ymi arow ej anal izie GC-MS i  um o¿li -
wia³a roz dzia³ chro mat ogr afic zny 51 pest ycy dów w cza sie
anal izy wy nosz¹cym 24 min wraz z po twierd zeni em po -
przez prze szuk iwa nie bi bliot eki widm ma sow ych. Zauto -
mat y zo wana tech nika bezp oœr edniego wpro wad ze nia
prób ki w po³¹cze niu z ob szern¹ dwu wym iarow¹ chro ma -
tog rafi¹ ga zow¹ sp rzê¿on¹ ze spek trom etr em mas z anal i -
za tor em cza su prze lotu zo sta³a za stos owa na do opra co-
wa nia prze siew owej me tody oznac zania po lic hlo ro wa-
 nych di ben zo-p-diok syn (dibe nzofuranów) i  poli chloro -
wanych bi fenyli w oleju z ryb [27]. Kol brich i in. [29] za -
stos owa li dwu wym iarow¹ tec hni kê GC-EI-MS (SIM)
z za tê¿ aniem krio gen icznym w celu oznac zania w ludz kiej
su row icy me tyl eno dio ksyet ylo amfe tam iny (MDEA),
MDMA i jej me tab oli tu 3,4-me tyl eno dio ksyam fet ami ny
(MDA), 4-hy droksy-3-me toks yme tam feta miny (HMMA)
oraz 4-hy drok sy-3-me toks yam fet ami ny (HMA). Me toda ta 
za pewn ia³a ni skie gra nice ozn acz alnoœci, a tego typu sys -
tem chro mat ogr afic zny wy daje siê od pow iedni do  zasto -
sowania w anal izie in nych zwi¹zków i z³o¿ onych  matryc.

W przy padku me tody HPLC ostatn ie lata przy nios³y
wyra Ÿny post êp zwi¹zany z wpro wad zeni em  drobno ziar -
nistych ko lumn (wi elkoœci cz¹stek po ni¿ej 2 mm). Tech -
nika ta, zna na jako ul tras prawna chro mat ogr afia cie czo-
wa (UPLC), a umo ¿liwiaj¹ca znacz nie lep szy roz dzia³
w kró tszym cza sie, zo sta³a na tychm iast za stos owa na do
ce lów ident yfi kac yjn ych w po³¹cze niu ze spek trom etri¹
mas. UPLC umo¿ liwia wy sok owy dajn¹ an ali zê w dzie -
dzin ie badañ œrod ków do ping owy ch, a w sz czeg óln oœci
œr odków mo czop êdn ych. Ven tura i in. [63], u¿y waj¹c
urz¹dze nia UPLC-MS-MS pra cuj¹cego w try bie ujemn ej
i do datn iej jo niz acji, wy kryw ali w eks trakt ach z mo czu
34 wy brane diu ret yki i inne œro dki do ping owe. Ca³ko -
wity czas anal izy wy nosi³ 5 min, a me toda pod ka ¿ dym
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wz glêd em spe³ni³a wy mogi ustal one przez Œwia tow¹
 Agen cjê An tyd opi ngow¹. Th örn gren i in. [56] oprac owa -
li prze siew o w¹ meto dê oznac zania 130 sub stanc ji (diu -
retyk ów, œrod ków po bud zajcy ch oœrodkowy uk³ad ner -
wowy i opi atów) opart¹ na tech nice UPLC-MS-MS
z bez poœ rednim na strzyk iwa niem prób mo czu. Pr óbki
by³y wpro wad zane na ko lum nê z od wró conym uk³adem
faz pod³¹czon¹ do szyb kos kanuj¹cego tan dem owe go
spek tro met ru  maso we go z jo niz acj¹ przez  elektrorozpy -
lanie, umo¿l iwia j¹cego szybk¹ zmianê po lar yza cji re jes -
tracji jo nów. Opro g ramo wan ie wy kor zyst ywane do opra - 
co wan ia wy ni k ów sporz¹dza³o ra porty ukaz uj¹ce nie -
praw id³owe wy niki anal ity czne w prób ce. 96-do³kowa
p³ytka mog³a byæ prze anal izo wana w ci¹gu 16 h. 

Kil ka aplik acji UPLC-MS do tyc zy³o anal izy po zos ta -
³oœci pe sty cydów. Tech nika UPLC-TOF-MS zo sta³a za -
stos owa na do szyb kiej ukier unko wan ej anal izy jakoœ-
cio wej i ilo œciowej 100 pes tycydów w tru skawk ach [53].
Dok³adny po miar masy do datn ich i ujemn ych jonów
umo¿l iwia³ ich ekstr akcjê z nastê puj¹cym po niej „zbie -
ran iem da nych z ca³ego za kresu mas”. Na oznac zenia nie
mia³y wp³ywu in terf ere ncje z t³a i ró wnoc zeœ nie ko eluo -
wane sk³ad niki ob serw owa ne pod czas roz dzia³u gra dien -
t owe go tech nik¹ UPLC (w cy klu wy nosz¹cym 6,5 min na 
jedn¹ an alizê). W in nych ba dan iach [44] anal izo wano
tech nik¹ UPLC-MS-MS (MRM) 90 pest ycydów wy osob -
nio nych z sok ów owoc owy ch prost¹ eks trakcj¹ acet oni -
try lem. Roz dzia³ zo sta³ osi¹gn iêty w cza sie anal izy wy -
nosz¹cym 11 min. 

3.3. Opty mal iza cja para met rów spek trom etru mas

Dok³adne okre œlen ie masy wy daje siê jed nym z naj -
bard ziej obiec uj¹cych narzê dzi ident yfi kac ji we wspó³-
 cze snej spek trom etr ii mas. Zmie rzen ie masy cz¹stecz -
kow ej po zwala zi dent yfikowaæ nie znany jon lub okr eœliæ
jego wzór che miczny, a tym sa mym po twierdziæ po -
dobieñstwo do zna nego sk³ad nika w przy padku prze -
szuk iwa nia bi bliot eki [21]. Dok³ad noœæ masy mo¿e byæ
wy ra¿ona w wa rtoœc iach be zwzgl êdn ych, za zwyc zaj
w mi lid alto nach (mDa) lub w wa rto œcia ch wz glê dnych,
np. w cz êœc iach na mi lion (ppm). Wartoœci te oblicza siê
w nastêpuj¹cy sposób: 

  mDa: [(m/z)zmie rzone – (m/z)ob lic zone] ´ 1000, {1}

  ppm: 106 ´ [(m/z)zmie rzone – (m/z)ob lic zone] / (m/z). {2}

Dok³ad noœæ masy za le¿y od ro dzaju za stos owa nego
apar atu. Dla stan dard owe go in strum entu z anal iza tor em
w po staci kwa drup ola lub pu³apki jo now ej mo ¿li we jest
uzys kanie dok³adno œci mas 50–100 mDa, dla TOF lub
QTOF poni ¿ej 10 mDa, na tom iast dla FTICR-MS i  in -
stru mentów z anal iza tor em typu or bit rap – 1 mDa lub
mniej. Niektóre z nie dawno skon struo wany ch apar atów

z po tró jnym kwa drup olem cha rakt ery zuj¹ siê mo ¿li woœ -
ci¹ okr eœle nia masy z dok³adnoœci¹ poni¿ej 1 mDa [40]. 

Poza za stos owa niem w tok syk olo gic znych ba dan iach 
prze siew owy ch [20, 22] spek trom etr ia mas o wy sok iej
ro zdz ielczoœci zo sta³a wy kor zyst ana w in nych pro ced u -
ra ch prze siew owy ch i ident yfi kac yjn ych. Her nand ez i in.
[24] oprac owa li proce durê opart¹ na tech nice chro mat o -
gr afii ga zow ej sp rzê ¿onej ze spek trom etri¹ mas o  wyso -
kiej rozd ziel czo œci z anal iza tor em cza su prze lotu (GC-
TOF-MS) do ident yfi kac ji w wo dzie 60 za nieczyszczeñ
wy osobn iony ch za po moc¹ mi kroe kst rakcji do fazy sta -
³ej. Ident yfi kac ja dla jed nego anal itu by³a oparta na  oce -
nie obecn oœci do piêciu re prez enta tyw nych jo nów o m/z
zmie rzon ych przy wy sok iej dok³ad noœ ci masy i ok reœl e -
niu dla nich st o su nków in ten sywnoœci Q/q (Q jon  iloœ -
ciowy; q, jon po twierd zaj¹cy). Stra teg ia ta do prow adzi-
 ³a do wy kryc ia w kil ku pró bkach wody anal izo wan ych
zwi¹z ków w ni s kich st ê¿eniach na po ziom ie ppb. 

Pro blem em dla lab orat oriów kon troli œro dowi ska sta -
³o siê kil kas et œro dków ochrony roœlin, których sto sow a -
nie zo sta³o nie dawno za kaz ane przez eu rop ejsk ie i ame -
ry kañ skie agenc je ochrony œrodow iska. Poniew a¿ trud no
by³oby kont rolowaæ wszyst kie te zwi¹zki tech nik ami
GC-MS, LC-MS lub LC-MS-MS, Thur man i Fer rer [57]
oprac owa li nie ukier unko wane pro ced ury prze siew owe
w oparc iu o tech niki ³¹czo ne LC-TOF-MS, LC-IT-MS
i LC-QTOF-MS. Jako re fer ency jne bazy da nych  zasto -
sowano ko merc yjnie do stêp ne bazy The Merck In dex
i Che mInd ex. Stra teg ia ident yfi kac ji sk³ada³a siê z czte -
rech etap ów: anal izy LC-TOF-MS z pe³nym  przemiata -
niem wid ma, prze szuk iwa nia bi bliot eki pod k¹tem wzo -
rów em pir yczny ch i kt óre goœ z iz oto pów A+2 (dla  halo -
ge nów lub S), ok reœ lenia struk tury za po moc¹ tech nik
LC-IT-MS lub LC-Q-TOF-MS-MS i koñc owych anal iz
poró w nawczych. Dok³adne okre œlenie masy mo¿e byæ
bar dzo przy datne w anal izie zwi¹zków, które nie tworz¹
 charak terystycznych jonów frag ment acy jnych w anal izie 
tan dem ow¹ spek trom etri¹ mas, szcz egól nie w try bie MRM.
Nie len i in. [39] por ównali sku tecznoœæ ró¿ nych wy sok o -
ro zdzi elczych tech nik LC-MS w anal izie po zos ta³oœci
ho rmo nów w pr óbk ach ¿y wno œci. Au tor zy ci sto sow ali
trzy ro dzaje in stru mentów: LC-QTOF-MS, LC-FTIR-
MS i LC-FT-Or bit rap-MSn. Po dkr eœlali oni po trz ebê op -
ty maln ej wstê pnej obró bki i oczyszc zenia próbki dla  in -
strumentów o mniej szych dok³adnoœ ciach (ok. 20 ppm),
ponie wa¿ rozdz ielczoœæ LC i rozdz ielczoœæ MS s¹ sil nie
ze sob¹ powi¹zane i maj¹ istotny wp³yw na dok³adnoœæ
po miaru masy. In strum enty o wy ¿szej ro zdzie lczo œci mas 
mog¹ z³ag odziæ skut ki nie ca³ko wit ego roz dzia³u chro -
mat ogr afic znego. Mo¿e to byæ zi lus trowa ne anal iz¹ sta -
noz olo lu; nie okr eœl ony frag ment ob serw owa ny dla
QTOF-MS (m/z 161,1223 przy ro zdzi elc zoœ ci mas
5000 FWHM) okaza³ siê w anal izie LC-FTIR-MS  duble -
tem jo nów o nie wielk ich ró¿ nicach mas (m/z 161,1073
oraz m/z 161,1324 przy roz dziel czoœci mas 250000). 
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Op rócz spek trom etr ii mas o wy sok iej ro zdz ielczoœci
do ce lów ident yfi kac ji za stos owa no nie dawno inne roz -
wi¹za nia in strum enta lne. Naj bard ziej obiec uj¹ce jest
u¿y cie wa runk owo za le¿n ej akwiz ycji (IDA) w po³¹cze -
niu z wzmoc nion ym wid mem jonu po tomn ego (EPI).
Tech nika ta zo sta³a wy kor zyst ana przez Stan leya i in.
[48] w celu wy kryc ia 32 zwi¹zków o cha rakt erze  kwaœ -
nym w osoc zu koñs kim i 11 zwi¹zków o cha rakt erze obo -
j êtnym w mo czu. W przy padku osoc za  przeprowadzo-
 no str¹ca nie acet oni try lem za wier aj¹cym wzo rzec wew -
nêtrzny, a nastê pnie od wir owy wan ie; pr óby mo czu, do
kt órych do daw ano wzo rzec wew nêtrzny, by³y tyl ko od -
wir owy wane. Me toda chro mat ogr afic zna po lega³a na
eks trak cji przy u¿y ciu ko lumny Oasis HLB i izok raty cz -
nym roz dziale na ko lumn ie Chro mol ith RP-18e bezp o -
œre dnio ze sob¹ po³¹czonych. Zwi¹zki by³y wy kryw ane
hy bryd owym tan dem owym spek trom etr em mas typu
QTRAP pra cuj¹cym w try bie do datn iej i  ujem nej jo niz a -
cji. Dla ka ¿de go zwi¹zku mo nit oro wano jed no prz ejœcie.
Za stos owa no te chni kê IDA, a je ¿eli sy gna³ by³ wi êkszy
ni¿ wy brana wa rtoœæ, re jes trowa no wid mo EPI. Dla
 wiêk szoœci zwi¹zków osi¹gni êto jed noz naczn¹ id en t y fi -
kacjê. Au tor zy stwier dzili, ¿e me toda ta nie na daje siê do
anal izy ster ydów anab oli cznych, poni ewa¿ dla tej gru py
zwi¹zków ob serw owa no bar dzo po dobne wid ma EPI.
Dre es i in. [14] por ównali mo¿ liwoœci ident yfi kac yjne
stosu nków MRM i MRM-IDA przy za stos owa niu hy -
bryd owe go spek trom etru mas QTrap w po staci potró jne -
go kwa drup ola (li niow ej pu³apki jo now ej). Anal izo wali
oni 14 wy bran ych œr odków odu rzaj¹cych w ró¿ nych stê -
¿e niach. Obie metody dobrze sprawdza³y siê w niskich
stê¿eniach, natomiast przy bardzo wysokich stê¿eniach
metoda MRM-IDA charakteryzowa³a siê lepszymi mo¿ -
li woœciami potwierdzania. 

Po³¹cze nie tech nik LC-MS-MS i (lub) GC-MS-NPD
by³o u¿yw ane przez Thevi sa i in. [55] w celu oznac zenia
zwi¹zków obecn ych w nar kot yka ch skon fis kowa nych na
nie leg alnym ryn ku, za wier aj¹cych g³ów nie ste roi dy ana -
b oli czne i œrod ki o dzia³aniu po bud zaj¹cym sek sua lnie.
Nar kot yki by³y roz puszc zane w me tan olu i pod daw ane
anal izie tech nik¹ LC-ESI-MS-MS przy za stos owa niu
apa ratu QTrap. Dla ka¿dego zwi¹zku mo nit oro wano trzy
pr zej œcia. W przy padku ba dan ia tech nik¹ GC-MS-NPD
sto sow ano wie lod ro¿ ny zaw ór do zuj¹cy, dz iêki kt óremu
do zow ana pr óbka by³a roz dziel ana na dwó ch ident yczny -
ch ko lumn ach; jed na ko lumna by³a pod³¹czo na do  detek -
tora EI-MS, a druga do detektora azotowo-fosforowego
(NPD). 

Ob lic zanie wz glê dnych in ten sywn oœci jo nów (st o su -
n ków jo nów) jest zwy kle sto sow ane jako jed na z cech
ident yfi kac yjn ych [2, 37]. Feng i in. [18] oprac owa li
proce durê jed noc zesn ego oznac zania 30 ró¿ny ch  œrod -
ków odu rzaj¹cych w mo czu tech nik¹ LC-MS-MS. Dla
ka¿d ego zwi¹zku mo nit oro wali trzy pr zej œcia. W celu
ident yfi kac ji ob lic zano i wy kor zyst ywano sto sunki int en -

sy wnoœci dwó ch jon ów frag ment acy jnych do jonu frag -
ment acy jnego o najw iêks zej inte nsyw noœ ci. Jak  okreœ -
lono w pro ced urze wa lid acy jnej, ws kaŸ niki te po winny
mi eœciæ siê w za kres ie ± 3SD. Con chei ro i in. [8] opub li -
ko wali ba dan ia do tycz¹ce jed noc zesn ego oznac zania ró¿ -
nych œrodk ów odu rzaj¹cych w mo czu tech nik¹ LC-MS-
MS. Dla ka¿d ego zwi¹zku mo nit oro wali dwa pr zej œ cia.
Zm ien noœæ wewn¹trz grup owa i miê dzyg rup owa  wzglêd -
nych int ensy wno œci jon ów by³a ba dana przy dw óch po -
ziom ach st ê¿eñ. Zm ienn oœæ mi êdzy grupowa by³a znacz -
nie wiêksza ni¿ wewn¹trz grup owa. Au tor zy stwier dzili,
¿e sto sun ek int ens ywnoœci jon ów jako kry ter ium ident y -
fi kac ji nale¿y trakt owaæ z du¿¹ ostro ¿no œci¹, a tak¿e zde -
cyd owa nie za lec ili, aby w celu spe³nie nia okr eœlonych
kry teriów wraz z rze czyw ist ymi pró bkami ana lizo waæ
w tym sa mym dniu pr óbki wzor cowe. 

Ste in i Hel ler [49] opub liko wali bar dzo wa¿ ne  bada -
nia do tycz¹ce cz ynników od pow iedz ialnych za b³êd nie
do datn ie ident yfi kac je za po moc¹ spek trom etr ii mas.
Prze prow adz ono nast êpuj¹ce eks per yme nty: ze zre duk o -
wa nej bi bliot eki widm ma sow ych NIST/EPA/NIH [59]
za wier aj¹cej 96464 za pisów co dzie si¹te wid mo (oko³o
9600 widm) zo sta³o wy brane jako wid mo do  identyfika -
cji. Wid ma te zo sta³y wy elim ino wane z bi bliot eki przed
wy kon ani em prze szuk iwa nia, co spo wod owa³o, ¿e wszyst -
kie wid ma do pas owa ne z bi bliot eki dla ident yfi kow ane -
go wid ma z da nego ze stawu og rani czeñ by³y b³êd nie po -
zyt ywne. Eks per yme nty prze szuk iwa nia zo sta³y wyko -
nane przy u¿ yciu ró ¿nej licz by pików do  dopasowywa nia 
w licz bie od 1 do 8. Inte nsywnoœæ okna zo sta³a ok reœ lona
na 0,25, co oznac za, ¿e wid ma po szuk iwa ne oraz te z bi -
bliot eki uznaw ano za pa suj¹ce przy da nym m/z, je ¿eli
 ró¿nice w in tensywnoœci by³y mniej sze ni¿ 25%. Stwier -
dzono, ¿e licz ba pików, jak równ ie¿ inte nsywnoœci piku,
wyra Ÿnie zmniej szaj¹ prawdo podobieñstwo uzys kania
wyni ków b³êdnie do datn ich. Au tor zy stwier dzili, ¿e do
ident yfi kac ji po winny byæ sto sow ane wiê cej ni¿ trzy jony 
frag ment acy jne (w try bie prze miat ania ca³ego wid ma lub
w try bie SIM), a ich war toœci m/z po winny byæ sta rann ie
do brane. Na le¿y un ikaæ ko rel acji z wy soce  prawdopo -
dob nymi pi kami, ta kimi jak ró ¿ni ca 14 amu (utrata gru py
me tyl owej) lub 18 amu (utrata wody). 

4. Praw ne i regulacyjne aspekty identyfikacji 

Kil ka bra n¿owych or gan iza cji, jak ró wni e¿ agenc je
kra jowe i miê dzy narodowe, sfor mu³owa³y za lec enia
i wy tyczne do tycz¹ce kr yteriów ident yfi kac ji z za stos o -
wa niem me tod spek trom etr ii mas. Do kum enty te mo ¿na
po dzi eliæ na dwie g³ówne gru py. Pierw sza gru pa wy nika
z re gul acji praw nych na szcze blu kra jow ym i miê dzy -
narodowym, jak wy dane przez s³u¿bê zdro wia Stan ów
Zjed noc zony ch do kum enty do tycz¹ce la boratoriów kli -
niczn ych [12] oraz te stow ania œr odków odu rzaj¹cych
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w miej scu pra cy [13], a tak ¿e opub liko wane przez Uniê
Eu rop ejsk¹ [17]. Dru ga gru pa obejm uje za lec enia i wy -
tyczne za wod owy ch or gan iza cji na szcze blu kra jow ym
i miêd zynarodowym, ta kich jak Œwia towa Agenc ja An -
tyd opi ngowa – WADA, Zrze szen ie Pato logów Amer y -
kañskich – CAP, Agenc ja ds. ¯ywnoœ ci i Leków – FDA,
Mi nis terst wo Rol nict wa Sta nów Zjed noc zony ch, Sto wa -
r zysz enie Tok syk olog ów S¹dowych – SOFT [47] czy
Niemieckie Towarzystwo Chemii Toksykologicznej i S¹ - 
do wej – GTFCh [22]. 

FDA opub liko wa³o koñc owe wy tyczne do tycz¹ce
roz woju, oceny i sto sow ania me tod spek trom etr ii mas do
po twierd zania to ¿samoœ ci po zos ta³oœci le ków dla zwie -
rz¹t [23]. Zgod nie z wy tyczn ymi, pro ced ury wy kor zyst u -
j¹ce sp ekt rome triê mas po winny za wier aæ ka¿dy z na stê -
puj¹cych punktów: 
– pakiet walidacyjny z opracowuj¹cego metodê labo -

ratorium zawieraj¹cy powtórzenia próbek, oryginal -
nych i wzbogaconych, pokazuj¹cy zerowy odsetek
b³êdnie do datnich i 10% b³êdnie ujemnych wyników
przy za³o¿onym poziomie tolerancji, ukazuj¹cy od -
pornoœæ metody i brak interferencji ze strony innych
zwi¹zków lub sk³adników matrycy; 

– opis metody zawieraj¹cy tak¿e wzór i pe³ne widmo
analizowanego zwi¹zku, dane dotycz¹ce widm dla co
najmniej trzech strukturalnie specyficznych jonów,
które ca³kowicie okreœlaj¹ macierzyst¹ cz¹steczkê lub 
wiêcej jonów, je¿eli s¹ uwzglêdnione niespecyficzne
jony, proponowane wzory jonów fragmentacyjnych
wraz z œcie¿kami fragmentacji, uzasadnienie spe cy -
fiki wybranych jonów lub zakresu przemiatania wid -
ma, kryteria potwierdzenia i kryteria operacyjne, jak
równie¿ czêœæ dotycz¹c¹ kontroli jakoœci; 

– kryteria potwierdzenia. W procedurze potwier dza -
j¹ cej wzorzec (lub wzorce) porównywany powinien
byæ analizowany równoczeœnie, w razie potrzeby
w obec noœci ekstrahowanej matrycy. Mo¿e byæ zasto -
sowany ka¿dy z nastêpuj¹cych chromatogramów otrzy -
ma nych technik¹ spektrometrii mas: TIC, RIC, SIM
lub SRM. Odradza siê wstrzykow¹ analizê przep³ywo -
w¹. Pik chromatograficzny powinien byæ wiêkszy ni¿
próg stosunku sygna³u do szumu 3:1, a czas retencji nie
powinien siê ró¿niæ od czasu retencji wzorca wiêcej ni¿
o 2% dla GC-MS lub o 5% dla LC-MS; 

– kryteria dopasowania widm masowych ró¿ni¹ siê
w zale¿noœci od trybu akwizycji spektrometru mas:
w pe³nym i czêœciowym przemiataniu MS1 widmo
powinno zawieraæ co najmniej trzy strukturalnie spe -
cy ficzne jony i byæ dopasowane wizualnie do widma
wzorca. Zalecany jest dopuszczalny zakres ± 20%
wzglêdnej intensywnoœci g³ównych jonów. Algo ryt -
my wyszukiwania biblioteki nie powinny byæ wyko -
rzystywane w celu potwierdzenia to¿samoœci. Po win- 
 ny byæ obecne wszystkie strukturalnie specyficzne
jony, o których mowa w opisie metody, a ich wzglêd-

ne intensywnoœci powinny odpowiadaæ intensywnoœ- 
ciom w standardach. Nale¿y wyjaœniæ obecnoœæ in -
nych niepowi¹zanych widocznych jonów (np. z sk³ad -
ni ków matrycy). Je¿eli zastosowano odejmowanie t³a,
na le¿y to zaznaczyæ i okreœliæ. W przypadku MS1

SIM wzglêdne intensywnoœci trzech strukturalnie spe -
cy ficznych jonów powinny pasowaæ do wzorca w za -
kresie ± 10% (bezwzglêdna). W przypadku czterech
lub wiêkszej iloœci strukturalnie specyficznych jonów 
dopasowanie powinno byæ na poziomie ± 15% (bez -
wzglêdna). Wzglêdne intensywnoœci dla wiêcej ni¿
trzech jonów, które zawieraj¹ mniej specyficznych
jonów, takich jak izotopy lub pochodz¹ce z utraty
wody, powinny byæ dopasowane do wzorca w za -
kresie ± 10%. W pe³nym i czêœciowym przemiataniu
MSn widmo powinno wizualnie odpowiadaæ widmu
standardu i powinna istnieæ ogólna zgodnoœæ miêdzy
wzglêdnymi intensywnoœciami uzyskanymi dla prób -
ki i standardu. Wszystkie strukturalnie specyficzne
jony, o których mowa w opisie metody, powinny byæ
obecne. Je¿eli strukturalnie specyficzny jon ma cie -
rzysty ca³kowicie rozpada siê do jonów potomnych,
pojawienie siê przynajmniej dwóch strukturalnie spe -
cyficznych jonów potomnych powinno byæ wystar -
czaj¹ce w MSn+1. Nale¿y wyjaœniæ obecnoœæ innych
niepowi¹zanych widocznych jonów (np. z sk³ad ni -
ków matrycy). Je¿eli zastosowano odejmowanie t³a,
nale¿y to zaznaczyæ i okreœliæ. W przypadku MSn

SRM, je¿eli jon macierzysty jest ca³kowicie frag -
mentowany, wzglêdna intensywnoœæ strukturalnie
spe cyficznych jonów potomnych powinna odpo wia -
daæ wzorcowi w granicach ± 10% w przypadku, gdy
monitorowane by³y dwa jony lub ± 20% w przy -
padku, gdy monitorowane by³y trzy lub wiêcej jonów;

– kontrola jakoœci powinna zawieraæ nastêpuj¹ce punk -
ty: ustalenie dopasowania systemu, analizê przy naj -
mniej jednej próby kontrolnej i jednej wzbogaconej
próby kontrolnej oraz kontrolê ewentualnego prze -
niesienia. 
Ko mis ja Eu rop ejska [17] opub liko wa³a wy mag ania

do tycz¹ce sk utecznoœci me tod anal ity cznych i in terp reta -
cji wy ników. W do kum encie tym zo sta³y sfor mu³owane
niez bêdne kry ter ia dla wy kryw ania tech nik¹  spektro -
metrii mas. Stwier dzono, ¿e roz dzia³ chro mat ogr afic zny
w uk³adzie bezpoœrednim (on-line) lub poœrednim
(off-line) jest wstêpnym wa runk iem dla po twierd zenia
tech nik¹ spek trom etr ii mas. 

W obu tech nik ach – GC-MS i LC-MS – mi nim alny do 
za akc epto wan ia czas re tenc ji dla ba dan ego sk³ad nika po -
win ien wy nos iæ co naj mniej dwu krotnoœæ cza su re tenc ji
od pow iadaj¹cego mar twej obj êtoœci ko lumny (tj. cza su
mar twego lub Rt0). Wzg lêdny czas re tenc ji anal itu (sto -
sun ek anal it : wzo rzec wew nêtrzny) nie po win ien siê ró ¿ -
niæ od otrzym ane go dla wzor ca wiêc ej ni¿ ± 0,5% dla
tech niki GC i ± 2,5% dla LC. 

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

Zapewnianie jakoœci w identyfikacji metodami chromatograficznymi... 25



De tekc ja tech nik¹ spek trom etr ii mas po winna byæ
prze prow adz ana w try bie prze miat ania ca³ego za kresu
mas, SIM oraz tech nik ami MS-MSn, ta kimi jak SRM lub
in nymi tech nik ami w po³¹cze niu z od pow iednim  spo so -
bami jo niz acji. 

Dla pe³nego prze miat ania MS obo wi¹zko wa jest  obec -
noœæ w wid mie od nies ienia mi nim um czte rech jonów dia -
gnos tyczny ch z wzg lêdn¹ int ensy wnoœci¹ pow y¿ej 10%.
Jon mo lek ula rny po win ien zo staæ uwzg lêdn iony, je¿e li
jego in ten sywnoœæ jest wi êks za ni¿ 10%.  

W try bie SIM po win ien zo staæ uw zgl êdniony jon mo -
lek ula rny. Sto sun ek in tensywnoœci sy gna³-szum dla ka ¿ -
dego jonu dia g nos tyczne go po win ien wy nos iæ ³ 3:1. 

W ta beli I za mieszc zono mak sym alne do puszc zalne
gra nice to ler ancji dla wz glê dnych in ten sywn oœci jo nów.
Do ident yfi kac ji Ko mis ja Eu rop ejska zde fin iowa³a sys -
tem punk towy. W sys tem ie tym w celu po twierd zenia
to¿ samo œci s¹ wy mag ane co naj mniej czte ry punk ty.
W ta beli II jest ukaz ana licz ba punk tów uzys kany ch spe -
cyf iczn¹ tech nik¹. Zgod nie z tymi kry ter iami, po trzebne
s¹ np. czte ry cha rakt ery sty czne jony w przy padku,  je¿e li
sto sow ane s¹ tech niki GC-MS i LC-MS lub je den jon ma -
cier zysty i dwa po tomne w przy padku GC-MS-MS lub
LC-MS-MS. Nie len i in. [39] za prop ono wali do  cztero -
punktowej kla syf ika cji do datk owe kry ter ia ident yfi kac ji
w oparciu o spektrometriê mas wysokiej rozdzielczoœci
(tabela III). 

Zrze szen ie Amer ykañ skich Pato logów (CAP) w „Spi -
sie kon trol nym che mii i tok syk olo gii” z La bor ato ryj nego
Pro gramu Akred yta cji sfor mu³owa³o wy mag ania istotne
dla ident yfi kac ji me tod ami chro mat ogr afic znymi po³¹-
 czo nymi ze spek trom etri¹ mas [7]. W przy padku  jedno -
stopniowych tech nik GC-MS i LC-MS ident yfi kac ja po -
winna od bywaæ siê w oparc iu o pro porc je jon ów z wy -
ko rzys tani em, o ile to mo ¿liwe, co naj mniej sto sunku
dwó ch jon ów. Pro pon owa ny li mit to ler ancji dla GC-MS
wy nosi ± 20% wa rto œci uzys kany ch dla wzor ców,  nato -
miast dla LC-MS li mit ten wy nosi ± 30%. Je ¿eli do stê pny 
jest tyl ko je den sto sun ek dwó ch cha rakt ery sty cznych jo -
n ów, mo¿e on byæ wy starc zaj¹cy w przy padku, gdy ist -
niej¹ inne w³aœc iwoœci ident yfi kuj¹ce, np. czas re tenc ji.
Wzo rzec wew nêtrzny po win ien byæ ident yfi kow any na
pod staw ie co naj mniej jed nego sto sunku jon ów. W przy -
pad ku, kie dy w tech nice MS sto sow ane jest prze miat anie
ca³ego za kresu mas, la bor ato rium po winno ok reœl iæ i zw a -
lid owaæ swo je w³asne pro gi „do pas owa nia widm” lub do -
sto sow aæ je do ce lów ident yfi kac ji.

W tan dem owej spek trom etr ii mas (GC-MS-MS lub
LC-MS-MS) pra cuj¹cej w try bie SRM po winno byæ mo -
nit oro wane co naj mniej jed no prz ejœcie jon ów i je den sto -
sun ek jon ów wraz z cza sem re tenc ji. Je dnak ¿e je ¿eli
ist nieje du¿o jon ów o wy starc zaj¹cej in tensy wnoœci, po -
winny byæ mo nit oro wane dwa lub wi êcej sto sunki jon ów. 
Sto sunki jon ów ustal one pod czas pe³nego prze miat ania
wid ma s¹ ak cept owa ln¹ me tod¹ ident yfi kac ji i po winny

spe³niaæ ta kie same kry ter ia, jak w try bie SRM. Li mity
to ler ancji po winny byæ adek watne do za stos owa nej me -
tody i wspie rane przez bi bliog rafi czne lub w³asne dane.
W in nym po dejœciu sto sow ane s¹ dwu za³o¿e niowe kry -
ter ia uznan ia da nych dla co naj mniej trzech stosunków
jonów i sys temu punk tac ji zgod nie z wy mog ami Ko mis ji
Eu rop ejsk iej [17]. To ler ancje st o su nków jonów ró¿ni¹
siê w zale¿noœci od intensywnoœci jonów (patrz tabela I). 

Agenc ja ds. Pesty cydów Stanów Zjed noc zony ch
opu bli kowa³a stan dard owe pro ced ury oper acy jne (SOP)
do tycz¹ce ident yfi kac ji, po twierd zenia i il oœciow ego
oznac zenia po zos ta³oœci pe sty cydów za po moc¹ tech nik
GC i LC z de tekcj¹ za po moc¹ spek trom etr ii mas [58]. Te
stan dard owe pro ced ury oper acy jne zo sta³y na pis ane
w celu po³¹cze nia w jed nym do kum encie wy mag añ
wszyst kich pro ced ur do tycz¹cych tech nik MS i MS-MS
 sto so wa nych w analizie pozosta³oœci pestycydów. 

W przy padku pe³nego prze miat ania GC-MS wid ma
po winny byæ re jes trowa ne w za kres ie od 20 do 500 amu.
Wy mag ane s¹ co naj mniej trzy struk tur alnie spe cyf iczne
jony, w tym naj lep iej jony mo lek ula rne spe³niaj¹ce wy -
mag ania sto sunku sy gna³u do szu mu 3:1. Ob wiedn ie izo -
t opo we mog¹ byæ sto sow ane jako je den z trzech istot -
nych jonów. Wzglêd ne wskaŸn iki intens ywnoœci ka¿ -
dego jonu po winny mi eœciæ siê w za kres ie ± 20% st osun -
ków ob serw owa nych dla wzor ca. Dla anal izy EI obo -
wi¹zko we jest ko rzys tanie z oprog ramo wan ia s³u¿¹cego
do prze szuk iwa nia bi bliot eki. Od rad za siê prze szuk iwa -
nie bi bliot eki w tech nik ach „miêk kiej” jo niz acji, np. GC-
MS-CI. W do kum encie tym nie zo sta³y sfor mu³owane
kryteria chromatograficzne (dok³adnoœæ czasu retencji)
dla GC-MS. 

W anal izie GC-MS-MS czas re tenc ji ba dan ego
zwi¹zku nie po win ien ró ¿niæ siê o wi êcej ni¿ ± 0,05 min
od wzor ca lub ± 0,01 RRt. Nale¿y mo nit oro waæ dwa
 przejœcia z jed nego lub dwó ch jon ów ma cier zyst ych.
 Wzglêdne sto sunki int ensy wnoœci ka¿ dego jonu po win -
ny mi eœciæ siê w za kres ie ± 20% st osun ków ob serw owa -
nych dla wzor ca, a inte nsywnoœæ ka¿d ego jonu po winna
pr zekr aczaæ sto sun ek sy gna³u do szu mu 3:1. 

W anal izie LC-MS apar at po win ien mieæ mo ¿li woœæ
ska now ania w za kres ie od 50 do 1200 amu w try bie
pe³nego prze miat ania wid ma. Czas re tenc ji ba dan ego
zwi¹zku nie mo¿e ró ¿niæ siê o wi êcej ni¿ ± 0,5 min od
wzor ca lub ± 0,01 RRt. Wy mag ane s¹ co naj mniej trzy
struk tur alnie spe cyf iczne jony, w tym naj lep iej pro ton o -
wa ne lub de prot ono wane cz¹stecz ki, spe³niaj¹ce  waru -
nek sto sunku sy gna³u do szu mu 3:1. Ob wiedn ie izo -
to powe mog¹ byæ sto sow ane jako je den z trzech  istot -
nych jonów. Re lat ywna in ten sywn oœæ sto sunku ka¿ dego
jonu po winna mi eœciæ siê w za kres ie ± 20% st osun ków
ob serw owa nych dla wzor ca. W anal izie LC-MS-MS wy -
mag ania chro mat ogr afic zne (Rt lub RRt) s¹ ta kie same
jak w przy padku LC-MS, na tom iast wy mag ania  doty cz¹-
ce spek trom etr ii mas s¹ ident yczne jak dla GC-MS-MS. 
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Œwia towa Agenc ja An tyd opi ngowa (WADA) [66]
sfor mu³owa³a kry ter ia, któ re musz¹ byæ spe³nio ne w celu
ident yfi kac ji sub stanc ji skla syf iko wan ych jako nie doz -
wolo ne w mo czu lub krwi ba dan ych sp ort owców za po -
moc¹ pro ced ur chro mat ogr afic znych po³¹czo nych ze
spek trom etri¹ mas. Kry ter ia te s¹ po dziel one na wy mag a -
nia do tycz¹ce roz dzia³u i wykrywania w opisany ni¿ej
sposób:
Wy mag ania roz dzia³u chro mat ogr afic znego. W przy pad -
ku ka pil arnej GC czas re tenc ji (Rt) anal itu nie  powi nien
siê ró¿n iæ o wiêc ej ni¿ 1% lub ± 0,2 min (w za le ¿no œci,
która wart oœæ jest mniej sza) w od nies ieniu do tej sa mej
sub stanc ji we wzbo gac onej prób ce mo czu. Dla tech niki
HPLC, Rt anal itu nie po win ien ró ¿niæ siê o wi ê cej ni¿ 2%
lub ± 0,4 min (w za le¿ noœci, kt óra wa rto œæ jest mniej sza)
w od nies ieniu do tej sa mej sub stanc ji we wzbo gac onej
prób ce mo czu. Kry ter ia te mog¹ zos taæ  z³ago d zone, je¿e -
li mo¿na wyja œniæ zmia ny Rt (np. przez prze ³ad ow anie
pr ób ki). 
Wy mag ania spek trom etr ii mas. Tryb pe³nego prze miat a -
nia wid ma: pre fer owa nym spo sob em ident yfi kac ji jest
tryb pe³nego lub czêœc iow ego prze miat ania wid ma. Czê -
œciowe prze miat anie mo¿e roz pocz¹æ siê przy war toœci
m/z wiê kszej ni¿ ja kiek olwi ek in tens ywne jony po cho -
dz¹ce z od czynn ika de ryw aty zuj¹cego lub re agenta wy -
wo³uj¹cego jo nizac jê che miczn¹. Wszyst kie jony  diag-
 no styczne o wzglêd nej intens ywnoœci wiêksz ej ni¿ 10%
ob serw owa ne w wid mie od nies ienia uzys kanym z  ma -
teria ³u re fer ency jnego musz¹ byæ obecne w wid mie nie -
znan ego piku. Wzg lêdna int ensy wno œæ trzech jonów
dia g nos tyczny ch nie po winna ró ¿niæ siê o wi êcej ni¿
 okreœlona wa rtoœæ (patrz ta bela I) re lat ywny ch in ten -
sywn oœci tych sa mych jo nów ob serw owa nych w wid mie
re fer ency jnym (otrzym ywa nym z wzbo gac one go mo czu, 
po bran ej pr óbki od nies ienia lub ma ter ia³u re fer ency j -
nego). Nie jest do puszc zalne zbie ran ie do datk owy ch jo -
nów i u¿ ywan ie ich st osun ków po mimo, ¿e mieszcz¹ siê
w za kres ie zde fin iowa nych to ler ancji. 

Je¿e li sto sow ane jest kom put ero we wy szuk iwa nie lub 
do pas owa nie przez bi bliot eki widm ma sow ych, uzys kane 
wy niki po winny byæ spraw dzane przez wy kwal ifi kow a -
ne go specjalistê. 

Je ¿eli nie s¹ do stêp ne trzy jony dia gnos tyczne o wzg lêd -
n ej int ensy wnoœci wiê kszej ni¿ 5%, nal e¿y prz ygot owaæ
ko lejn¹ po chodn¹ do starc zaj¹c¹ inne jony dia gnos tyczne
lub zas toso waæ drug¹ tec hnikê jo niz acji lub frag ment acji
opart¹ na in nych za sad ach fi zyczn ych. W ka ¿dym przy -
padku obo wi¹zko we dla ka¿ dego wid ma ma sow ego s¹
mi nim um dwa jony dia gnos tyczne. 

W try bie SIM musz¹ byæ za rej est rowane co naj mniej
trzy jony dia gnos tyczne o sto sunku sy gna³u do szu mu > 3 
dla naj mniej in tens ywne go jonu. Wz glêd ne int ensy wnoœ -
ci jo nów nie po winny ró ¿niæ siê o wi êcej ni¿ ok reœl one
wa rtoœ ci (patrz ta bela I) re lat ywny ch in ten sywn oœci tych
sa mych jo nów ob serw owa nych w wid mie re fer ency jnym 

(otrzym ywa nym z wzbo gac one go mo czu, po bran ej pró b -
ki od nies ienia lub ma ter ia³u re fer ency jnego). Dla jo nów
dia gnos tyczny ch o wzg lêdn ej int ensy wnoœci mniej szej
ni¿ 5% ob serw owa nej w wid mie re fer ency jnym, jony te
musz¹ byæ obecne w ba dan ej pr óbce. St ê¿e nia wykrytych 
zwi¹zków powinny byæ porównywalne z tymi w próbce
wzorcowej. 

Je ¿eli nie s¹ do stê pne trzy jony dia gnos tyczne, nal e¿y
prz ygot owaæ inn¹ po chodn¹ lub za stosowaæ drug¹ tec h -
nikê jo niz acji lub frag ment acji opart¹ na in nych za sad ach 
fi zyczn ych. W ka ¿dym przy padku obo wi¹zko we dla ka¿ -
dego wid ma ma sow ego s¹ mi nim um dwa jony dia g nos -
tyczne.

W tech nice MS-MS dane mog¹ byæ zbie rane w try bie
prze miat ania ca³ego wid ma lub mo nit oro wan ia  wybra -
nych re akc ji (SRM). Jon ma cier zysty po win ien byæ obec -
ny w obu try bach. Pod czas mo nit oro wan ia wi êcej ni¿
jed nego jonu po tomn ego wz glêd ne in tens ywn oœci któ re -
gokolwiek z jo nów nie po winny siê ró ¿niæ o wi êcej ni¿
wa rtoœæ poda na w ta beli I w sto sunku do wzg lêdn ych  in -
tensywnoœci za rej est rowan ych dla wzbo gac onej prób ki
od nies ienia. Sto sun ek sy gna³u do szu mu dla naj mniej in -
tens ywne go jonu po win ien byæ wi êks zy ni¿ 3. Dla jo nów
dia gnos tyczny ch o re lat ywnej in ten sywn oœci mniej szej
ni¿ 5% ob serw owa nej w wid mie re fer ency jnym, jony te
mu sz¹ byæ obecne w ba dan ej pr óbce. Tabela IV przed-
sta wia podsumowane wymogi sformu³owane przez ró¿ne 
or gan iza cje. 

5. Wnio ski 

Kry ter ia ident yfi kac ji zwi¹zków przy za stos owa niu
chro mat ogr afii po³¹czo nej ze spek trom etri¹ mas z  pew -
noœci¹ nie s¹ wy ryte w ka mien iu jak dz iesi êæ pr zyka zañ.
S¹ ra czej jak ru chomy cel zmie niaj¹cy swoj¹ pozy cjê
w za le¿ noœ ci od ak tua lnej wie dzy i ci¹g³ego ustal ania no -
wych wy mogów, kt óre ró ¿ni¹ siê w za le¿noœci od  specy -
ficznej dys cyp liny i koñ cow ego za dan ia anal izy. Jest
zro zum ia³e, ¿e naj sur owsze wy mogi ok reœ lone s¹ w tych
dzie dzin ach, w któr ych wy niki ident yfi kac ji pro wadz¹ do 
sank cji praw nych. Z tych powo dów kil ka or gan iza cji
wyda³o mniej lub bar dziej szc zegó³owe wa runki, za lec e -
nia lub wy tyczne, ok reœlaj¹ce mi nim alne pa ram etry ko -
nieczne do ident yfi kac ji zwi¹zku. Do kum enty te od nosz¹ 
siê do aspektów analizy dotycz¹cych zarówno chro mat o -
gr afii, jak i spektrometrii mas. 

Ist nieje po wszechna zgo da w spra wie ro dzaju pa -
rame trów, kt óre maj¹ byæ kon trol owa ne, jak np. czas re -
tenc ji, licz ba jonów lub sto sunki int ensy wnoœci jon ów.
Jed nak¿e dok³adne licz bowe kry ter ia sfor mu³owane
przez ró¿ne in styt ucje lub or gan iza cje cha rakt ery zuj¹ siê
pewnymi ró¿nicami. 

Za lec enia te, bêd¹ce wy nik iem ws pól nej wie dzy
w da nej dys cyp linie, nal e¿y tra kto waæ jako chwi lowy,
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zamr o¿o ny ob raz obecn ej sy tua cji w dzie dzin ie ident yfi -
kac ji anal ity cznej. Jak na pisa³ Hill: „in form acje re gul acy -
jne nie s¹ sub styt utem dla do brej na uki, sta nowi¹ one
jed nak ramy, któ re po winny za inic jowaæ py tan ia: dla -
czego i w jaki spo sób?” [25]. Eks pert zaa nga¿owan w ba -
dan ia ident yfi kac yjne musi przede wszyst kim od powie-
dziec na py tan ie: „czy zi dent yfi kowa³em ten zwi¹zek
zgod nie z naj lepsz¹ wiedz¹?” oprócz od pow iedzi na py -
tan ie: „czy spe³ni³em wszyst kie for malne wa runki  nie -
zbêdne dla ident yfi kac ji?”. W tym miejscu zawodowa
etyka styka siê z zawodowymi kom pet encj ami.     
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