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detekčním limitem řádově v desetinách ppm (cit.3). Takto 
nízkých detekčních limitů lze v�ak v mnoha případech 
dosáhnout jen u standardu, kde není analýza zatí�ena před-
úpravou vzorků. Značně komplikovaněj�í je situace při 
analýze reálných biologických vzorků, kdy jejich zpraco-
vání zůstává stále jedním z klíčových kroků. Existuje celá 
řada způsobů hmotnostně-spektrometrické analýzy biolo-
gických vzorků. V zásadě nejsnaz�í cestou je pou�ití 
desorpčních ionizačních technik, které umo�ňují i analýzu 
povrchu vzorku, anebo ionizace elektrosprejem 
(�electrospray ionization�, ESI). Vývoj technik povrchové 
analýzy makromolekul zalo�ených na hmotnostní spektro-
metrii je v popředí zájmu předních výzkumných týmů 
v oblasti hmotnostní spektrometrie ji� od 70. let minulého 
století, kdy byla poprvé světu představena ionizační tech-
nika zalo�ená na desorpci plazmatem 252Cf (cit.4). Ta 
umo�nila hmotnostní spektrometrií realizovat analýzu 
men�ích proteinů, a to a� do hmotnosti v řádu desítek tisíc 
Daltonů a s limitem detekce v řádu pg l−1. V roce 1981 byl 
učiněn dal�í krok na cestě k analýze biopolymerů, neboť 
byla vyvinuta technika FAB (cit.5) (�fast atom bombard-
ment�, ionizace bombardováním rychlými atomy), která se 
stala �iroce roz�ířenou standardní metodou pro ionizaci 
peptidů. O necelých deset let později byla světu představe-
na ionizace desorpcí laserem (LDI) (cit.6,7). Dal�ím zásad-
ním krokem byl vývoj v oblasti MALDI (cit.8) (ionizace/
desorpce laserem za účasti matrice) nebo SELDI (cit.9) 
(povrchem podpořená ionizace/desorpce laserem). Za ob-
jev technik umo�ňujících ionizaci biomolekul byla v roce 
2002 udělena Nobelova cena za chemii. Dosud jmenované 
techniky v�ak i přes nemalý přínos neodbourávají a často 
ani nezjednodu�ují samotnou přípravu vzorků k analýze. 
Z tohoto pohledu se jako velmi zajímavá jeví moderní 
ionizační technika DESI (cit.10,11) (ionizace desorpcí elek-
trosprejem).  

 

 
2. Ionizace desorpcí elektrosprejem (DESI) 

 
Princip DESI vychází z konceptu elektrospreje. 

Sprejovaná kapalina (často se jedná o směs vody 
s methanolem v poměru 1:1) je aplikována na studovaný 
povrch vzorku pod určitým úhlem (obyčejně 50o) a z určité 
vzdálenosti (zpravidla 5 mm). Geometrické parametry 
a vlastní parametry elektrospreje  ovlivňují průběh desorp-
ce a výtě�nost tvorby iontů. Interakcí iontů vzniklých 
sprejováním s povrchem vzorku dochází k desorpci iontů 
analytů, které jsou následně vedeny do hmotnostně-
spektrometrického analyzátoru. Koncept desorpce elektro-
sprejem sebou přiná�í celou řadu výhod, na základě kte-
rých se zcela mění pohled na hmotnostní spektrometrii 
jako na techniku analýzy vzorků se slo�itými matricemi12, 
neboť tato nová ionizační technika zjednodu�uje vlastní 
úpravu vzorků, někdy ji i zcela odbourává. Skutečností 
v�ak také je, �e dosahované meze detekce jsou výrazně 
vy��í v porovnání s elektrosprejem. Velký aplikační poten-
ciál DESI lze demonstrovat na celé řadě vyvinutých analy-
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1. Úvod 

 
Hmotnostní spektrometrie dnes patří mezi klíčové 

analytické techniky, a to jak ve výzkumu1, tak i v oblasti 
rutinní analýzy. Během posledních dvaceti let se pou�ití 
metody roz�ířilo snad do v�ech oblastí přírodních věd, od 
geologie, přes fyziku, astronomii a chemii k biologii, 
k analýze �ivotního prostředí, do farmacie, medicíny, atp. 
Metoda je nezastupitelná v lékařství (diagnostika nádoro-
vých onemocnění, metabolických chorob atd.), pro krimi-
nalisty (identifikace drog, detekce výbu�nin, identifikace 
pachatelů zvlá�tě nebezpečné trestné činnosti), je výhrad-
ním nástrojem antidopingových kontrol, pou�ívá se 
v archeologii (datování stáří předmětů) a geologii, 
v monitorování kvality �ivotního prostředí, v toxikologii 
i v chemii (sledování průběhu chemických reakcí). Hmot-
nostní spektrometry jsou součástí výbavy vět�iny vesmír-
ných sond i některé speciální vojenské techniky. Význam-
nou úlohu hraje hmotnostní spektrometrie v otázkách ná-
rodní bezpečnosti: technika doká�e odhalit a identifikovat 
látky, které mohou být zneu�ity při terorismu a bioteroris-
mu. 

Vývoj analytických metod na bázi hmotnostní spekt-
rometrie se v posledních letech ubírá stále častěji 
k postupům umo�ňujícím rychlou a předev�ím ekonomic-
ky nenáročnou analýzu, a to i stále vět�ích molekul2. 
S neustálým technologickým pokrokem ji� dnes není pro-
blém vyvinout hmotnostně-spektrometrickou analytickou 
metodu pro analýzu biopolymerů, která bude disponovat 
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tických postupů, které DESI vyu�ívají. DESI se řadí mezi 
neinvazivní techniky umo�ňující in vivo analýzu bez nut-
nosti pou�ití anestetik. Tato vlastnost byla demonstrována 
například při výzkumu metabolismu orálně podaných léčiv 
následně detegovaných  na povrchu lidské ků�e13. Jednalo 
se o analýzu ketaminu a xylazinu. Schopnost DESI analy-
zovat makromolekuly vyplývá z vlastnosti ESI generovat 
vícenásobně nabité ionty. DESI ji� byla úspě�ně apliková-
na při analýze cytochromu c (cit.14) nebo hemoglobinu15 
ve vzorku lidské krve. V současné době je té� velice důle-
�itá detekce a identifikace výbu�nin16. Aplikovatelnost 
DESI v této oblasti lze demonstrovat např. na analýze tri-
nitrohexahydro-1,3,5-triazinu (RDX) a oktahydro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5,7-tetrazocinu (HMX) (cit.17). Hmotnostní 
spektrum je znázorněno na obr. 1. Dosa�ený detekční limit 
metody byl řádově v pg mm−2. Uplatnění ionizace desorpcí 
elektrosprejem např. i ve zmíněné oblasti značně roz�iřuje 
mo�nosti vyu�ití hmotnostní spektrometrie i mimo che-
mické laboratoře. Výzkumná skupina R. G. Cookse inten-
zivně pracuje na vývoji přenosného detektoru výbu�nin18 
zalo�eného na DESI-MS, který by bylo mo�né vyu�ít 
např. v odbavovacích halách leti�ť či v budovách se zvý�e-
ným bezpečnostním rizikem.  Ionizace desorpcí elektro-
sprejem té� zásadním způsobem roz�iřuje mo�nosti kom-
binace hmotnostní spektrometrie a jí získaných dat 
s jinými technikami. Ji� byly popsány např. metody vyu�í-
vající měření DESI-MS a jadernou magnetickou rezonancí 
(NMR) (cit.19) jako metabolomický/metabonomický ná-
stroj umo�ňující diagnostiku karcinomů. Autoři publikace 
popisují identifikaci více ne�  80 metabolitů ve vzorku 
krysí moče, která byla analyzována pomocí DESI, a to bez 
jakékoli úpravy. Vlastní identifikace metabolitů byla zalo-
�ena na porovnání fragmentačních hmotnostních spekter 
a dat získaných NMR.  

 
 

3.  Aplikace DESI v analýze chirálních látek  
 
Dal�ím velkým aplikačním potenciálem hmotnostní 

spektrometrie je screening chirálních látek. Jednou 
z perspektivních metod umo�ňujících hmotnostní spektro-
metrii tento typ analýzy je Cooksova kinetická metoda20−23. 
Principem metody je tvorba trimerních klastrů analyzované 
látky (A) s opticky čistou referenční látkou (ref) a kovem 
(M), nejčastěji mědí. Obecný vzorec vzniklého klastru je 
[M(ref)2(A)-H]+. Fragmentace generovaného klastru vede 
k od�těpení jednoho z ligandů, tedy referenční látky nebo 
analytu. 

Chirální diskriminace se projevuje v hodnotě R dané 
poměrem intenzit produktů fragmentace [M(ref)(A)-H]+ 
a [M(ref)2-H]+ (rovnice (1)). Chirální selektivita pou�itého 
systému je vyjádřena pomocí veličiny Rchiral, kterou popi-
suje rovnice (2).  

kde RR a RS jsou hodnoty R pro čistý R a S enantiomer. 
Z uvedených vztahů vyplývá, �e pro hodnotu Rchiral = 1 
nevykazuje pou�itý systém �ádnou chirální selektivitu. 
Čím více se li�í od jedné, tím je chirální diskriminace vý-
razněj�í. Cooksova kinetická metoda ji� byla modifiková-
na tak, aby umo�ňovala vysoce prostupnou průtokovou 
injekční analýzu23,24 a aby byla vyu�itelná pro spojení 
hmotnostního spektrometru se separačními technikami 
jako např. s HPLC (cit.24) nebo CE (cit.25). Ionizace 
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Obr. 1. Hmotnostní spektrum získané DESI analýzou výbu�nin typu RDX a HMX (převzato z cit.17; Reprinted with permission from 
ref. 17. Copyright (2005) American Chemical Society) 
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desorpcí elektrosprejem v�ak je�tě dále roz�iřuje aplikační 
potenciál této metody. Experimenty na na�em pracovi�ti 
dokládají mo�nost nově aplikovat DESI i v analýze chirál-
ních látek bez jejich předchozí izolace z matrice. Výsledky 
analýzy umo�ňují velice rychle rozhodnout, zda je ve 
vzorku obsa�en R nebo S enantiomer, případně racemát. 
Tato schopnost mů�e být potenciálně vyu�ita nejen 
v aplikacích zaměřených na výstupní kontrolu kvality lé-
čiv, ale i při kontrole průběhu asymetrických syntéz a po-
dobně.   

Koncept námi sestaveného DESI v�ak nevychází 
z elektrospreje, tak jak jej popisuje Z. Takáts a spol.10, ale 
z nano-ESI (obr. 2). Tato modifikace umo�ňuje pracovat 
při ni��ích průtocích sprejované kapaliny (řádově desítky 
nl min−1), čím� se omezuje rozmývání analytu. Jako dr�ák 

vzorků slou�í polyethylenový výlisek se vzorkovacím 
terčíkem o velikosti 5 × 2 mm. V současnosti jsou na na-
�em pracovi�ti vyvíjeny metody zalo�ené na DESI, které 
umo�ňují screening chirálních léčiv v různým matricích 
(farmaceutické přípravky, krev).  

Jako příklad je dále podrobněji popsán postup a vý-
sledky chirální analýzy efedrinu v komerčním prepará-
tu Mukoseptonex ® E. Chirálním selektorem byla směs  L-
tryptofanu a CuCl2. Selektor byl aplikován pomocí sprejova-
cí kapaliny o slo�ení     5⋅10−4 mol l−1 L-tryptofan a 5⋅10−4 
mol l−1 CuCl2 ve směsi voda�methanol (1:1, v/v). Pro ka-
libraci byly pou�ity roztoky D-efedrinu a racemické směsi 
(5 mmol l−1, voda�methanol, 1:1, v/v). Bylo pou�ito cel-
kem 5 roztoků o zastoupení D-efedrinu 50, 64, 76, 88 
a 100 %. Na vzorkovací terčík DESI bylo aplikováno 10 µl 

Obr. 2. Schéma konstrukční varianty DESI, tzv. nano-DESI vyvinuté na na�em pracovi�ti 
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Obr. 3. Kalibrační závislost ln(R) na enantiomerním podílu D-efedrinu (D-Eph) 
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vzorku, vzniklá kapka byla su�ena 2 minuty na vzduchu 
a ihned analyzována. Kalibrační závislost je znázorněna na 
obr. 3. Korelační koeficient 0,991 je pro screeningové 
nasazení vyvinuté metody zcela dostačující. Veličina Rchiral 

byla určena z kalibrační závislosti a její hodnota je 
2,7±0,12, co� dokládá potřebnou chirální selektivitu. Zís-
kaná kalibrace byla následně pou�ita pro chirální analýzu 
efedrinu v komerčním přípravku Mukoseptonex ® E 

Obr. 4. Hmotnostní spektrum Mukoseptonexu ® E; Eph � efedrin, Trp � tryptofan  

Obr. 5. Fragmentační spektrum trimerního klastru pro standardy efedrinu (nahoře) a  pro efedrin v Mukoseptonexu ® E (dole); 
Eph − efedrin, Trp � tryptofan  
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s deklarovanou koncentrací efedrinu 10 mg ml−1. Vzorek 
nebyl nijak upravován a 10 µl bylo přímo naneseno na fil-
trační papír umístěný na vzorkovacím terčíku. Po dvou mi-
nutách byla provedena analýza. Zji�těný obsah D-efedrinu 
ve sledovaném vzorku byl 102±7,7 %, co� je pro odli�ení 
od racemátu zcela postačující.   

Hmotnostní spektrum získané při DESI analýze vzor-
ku Mukoseptonexu ® E je na obr. 4 a dokládá tvorbu tri-
merního klastru přímo z reálného vzorku v iontovém zdro-
ji.  Rozdíly v intenzitách fragmentů vzniklých při kolizí 
indukované disociaci trimerního klastru v iontové pasti 
jsou patrné z obr. 5. Z porovnání spekter je rovně� zřejmé, 
�e ve vzorku je obsa�en D-enantiomer.  

Úspě�ná tvorba trimerního klastru v prostředí DESI je 
důle�itá nejen pro vlastní analýzu, ale je zajímavá i z hle-
diska pochopení základních dějů uplatňujících se 
v průběhu analýzy. Cílové trimerní klastry jsou generová-
ny na základě interakce iontů chirálního selektoru 
s analytem a tato technika potvrzuje vznik trimerního klas-
tru a� v prostoru iontového zdroje a nikoliv v roztoku smě-
si analytu s chirálním selektorem přiváděném do iontového 
zdroje, co� lze pova�ovat za významné pro studium chirál-
ní diskriminace kinetickou metodou. 

 
 

4. Závěr 
 
Ionizace desorpcí elektrosprejem v dne�ní době patří 

k ionizačním technikám s vysokým aplikačním potenciá-
lem, co� dokazuje počet aplikací, které ji� byly za relativ-
ně krátký čas existence této techniky publikovány. DESI 
nachází uplatnění nejen v analýze slo�itých matric, ale té� 
i jako mo�ná dal�í alternativa k pou�ívaným zobrazovacím 
hmotnostně-spektrometrickým technikám. Prezentované 
výsledky dosa�ené s jednoduchým DESI systémem zalo-
�eným na nanoelektrospreji a sestaveným na na�em praco-
vi�ti ukázaly aplikovatelnost DESI v chirální analýze. 
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Applicability of mass spectrometry is related to the 

progress in instrumentation including ion sources. Ioniza-
tion techniques in MS often need sample preparation, 
which increases the analysis time. From this point of view, 
DESI (desorption electrospray ionization) seems to be an 
interesting alternative. Electrospraying of a sample with 
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a liquid leads to the production of analyte ions desorbed 
from the surface-deposited sample. A new modification of 
DESI, where electrospraying is provided by nano-ESI, and 
a new application in chiral analysis have been developed. 
Chiral analysis employs the Cooks kinetic method. Chiral 
selector is sprayed by nano-ESI onto the surface with 
a deposited chiral analyte. Trimeric clusters are formed in 
the bulk of the ion source. Their fragmentation allows 

chiral discrimination of enantiomers. The power of the 
DESI-based mass spectrometric tool is demonstrated on 
chiral analysis of ephedrine in commercial pharmaceutical 
Mucoseptonex® E. The analysis is performed without any 
sample preparation. That is why the analysis is simple and 
cost-effective. Calibration for ephedrine was performed 
with D-enantiomer and the racemate (correlation coeffi-
cient R2 = 0.996) was obtained. 


