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(2)1. ÚVOD 


Dvacáté století zaznamenalo velký rozvoj analytických technologií. 


Tyto  pokroky  ve  vědě  znamenaly  významný  posun  v dokazování  xenobiotik  
 v organismu,  v porozumění jejich mechanismŧm účinku. 


Od  roku  1851,  kdy  poprvé  Jean-Servais  Stas  izoloval  noxu  z biologického 
 materiálu,  a  sice  nikotin  při  vyšetřování  vražedné  aféry  Bocarmé,  nastaly 
 obrovské změny.[1]


Od  dob  převážně  kolorimetrických  a  gravimetrických  testŧ  které  vyžadovaly 
 veliké  objemy biologických vzorkŧ, se situace s objevem a aplikací separačních 
 metod zásadně změnila. [1]


Ačkoli    metody  popisované  v této  práci  mají  uplatnění  v mnoha  oborech, 
 vzhledem  k praxi  v toxikologické  laboratoři  budou  popisovány  převážně  pro 
 analýzu léčiv a jejich metabolitŧ.  


Za  posledních  deset  let  došlo  k velkým  změnám  –  například  ve  vybavení 
 toxikologických  laboratoří,  v rozšíření  instrumentálních  technik  a  metodik, 
 v dostupnosti rŧzných léčiv, v jejich účinnostech a tím ve snížení dávek. Rozšířilo 
 se  i  spektrum  látek,  které  bývají  nejčastěji  identifikovány  ve  vyšetřovaném 
 materiálu. Jak je patrné, je využívána rŧzná přístrojová technika. 


Plynová chromatografie s hmotnostní detekcí (GC – MS) patří dnes k nezbytnému 
 ,,zlatému standardu“ toxikologie.[2], [3] 


V dnešní  době se neustálým vývojem zvyšuje separační  účinnost,  specifičnost  a 
 citlivost  detekcí.  To  umožňuje  pracovat  s menším  množstvím  materiálu,  lze 
 analyzovat i materiály netradiční (vlasy, nehty) v nichž jsou hodnoty koncentrací 
 enormně nízké. [2], [3]


Vývoj  dalších,  rychlejších  a  spolehlivějších  analytických  metod,  založených  na 
 moderní instrumentaci, je pro současnou i budoucí praxi nezbytný.[4] 


Toto  všechno  umožňuje  sledovat  osud  xenobiotik  v organismu  ještě  podrobněji, 
lépe  poznat  mechanismy  účinkŧ,  jsou  rozšířeny  možnosti  interpretační 
s praktickými dopady v medicíně i jiných společensky významných oblastech. 



(3)Studium  vztahŧ  mezi  chemickou  strukturou  xenobiotika,  typem  jeho 
biotransformace  a  jeho  farmakologickým  účinkem  či  toxikologickým  projevem, 
otvírá  nové  cesty  k pochopení  mechanismu  účinku  látek  v organismu  a  lze  lépe 
vytvářet nové struktury, jejichž účinek v organismu je cílený.[5] 



(4)2. CÍL PRÁCE 


Cílem  práce  bude  formou  rešerše  vytvořit  přehled  spolehlivých  laboratorních 
analýz,  které  je  možno  využít  v toxikologických  laboratořích,  a  které  reagují  na 
neustálý vývoj a zvýšené nároky požadovaných vyšetření. Dále bude diskutováno 
využití  těchto  metod  v konkrétní  laboratoři,  a  to  v toxikologické  laboratoři 
oddělení soudního lékařství v Nemocnici Sokolov. 



(5) 3. BIOLOGICKÝ VZOREK


Biologickým vzorkem lze nazvat jakýkoli druh materiálu odebraného z organismu 
 živého,  například  zvratky,  žaludeční  výplach,  moč,  krev,  či  mrtvého  například 
 obsah žaludku a tenkého střeva, obsah tlustého střeva (v závislosti na druhu noxy 
 a  době  přežívání),  všechny  dosažitelné  tělesné  tekutiny  tzn.  moč,  krev,  žluč, 
 sklivec, části orgánŧ, tzn. játra, ledviny, mozek, plíce. [6], [7]


Pro dŧkaz aplikace připadají v úvahu dvě formy léčiv, tj. identifikace pŧvodních 
 forem a metabolitŧ. [8]


Ve forenzní toxikologii má široké použití také analýza vlasŧ. Jedná se o celkem 
 novou  metodu,  která  má  velký  význam  zejména  v  případech,  kdy  není  možné 
 použít pro toxikologické vyšetření žádný jiný materiál, např. v pokročilém stádiu 
 rozkladu.  Vlasy  jako  vzorek  pro  analýzu  mají  ve  srovnání  s  ostatními 
 biologickými materiály (krev, moč, plazma atd.) spoustu výhod, ale také značné 
 nevýhody. Není v nich možné prokázat, zda je vyšetřovaný pod vlivem  drogy v 
 době odběru vlasŧ, ale umožňují vytvořit profil dlouhodobého zneužívání určitých 
 látek. [6], [7]


3.1 Xenobiotika


 Xenobiotika jsou látky organismu cizí, jsou do něj vpravována zvenčí. 


Opakem jsou eobiotika, látky tělu vlastní. 


Metabolické přeměny eobiotik byly intensivně studovány od začátku 20. století, o 
 metabolismus xenobiotik začal být zájem později, zhruba až počátkem 50. let.[9] 


 Xenobiotikem  je  léčivo,  metabolity  léčiv,  látky  používané  v  potravinářství  –
 barviva,  konzervanty,  stabilizátory,  látky  používané  v zemědělství  -  herbicidy, 
 insekticidy,  rŧstové  hormony,  látky  obsažené  v kosmetických  přípravcích, 
 prŧmyslové zplodiny obsažené ve vzduchu i ve vodě. [1], [6], [7]


       
 Bioanalýzy xenobiotik  jsou potřebné pro výzkum léčiv  a vývoj  lékových  forem, 


pro  prŧkaz a  zjištění množství léčiv, drog, z dŧvodŧ terapeutického monitorování 
léčiv  (TDM)    pro  ozřejmení  stavu  pacienta  a  pro  nasměrování  další  léčby,  



(6)pro  účely  soudních  řízení,  z dŧvodŧ  kontroly  zakázaných  látek  u  sportovcŧ 
 (doping), z dŧvodu kontroly látek zakázaných při řízení motorových vozidel. [6], [7] 


Xenobiotika  jsou  látky  rŧzných  chemických  struktur,  nejčastěji  lipofilního 
 charakteru  a  organismus  řadou  mechanismŧ  strukturu  xenobiotika  chemicky 
 změní, čímž vznikne produkt, který se z organismu snáze vyloučí.[9] 


    
xenobiotikum→    
1..fáze    →
    metabolit→   
2..fáze  →     konjugát 


Výsledný  konjugát  je  zpravidla  v pH  prostředí  ionisován,  není  resorbován  a  je 
 snadno vylučován.[9] 


3.2 Důvody zpracování – úpravy vzorku 


Zpracování  vzorku,  tedy  jeho  vhodná  úprava  před  vlastní  analýzou  analytu  je 
 nezbytný  a  pro  úspěšnou  analýzu  podstatný  krok,  neboť  analyt  je  v matrici 
 vzhledem  k ostatním  složkám  ve  stopových  množstvích,  samotná  biomatrice  je 
 materiál  obsahující  spoustu    rŧznorodých  látek,  což  komplikuje  prŧkaz  a 
 stanovení analytu. Balasty by mohly  poškodit analyzátory, interferují v detektoru 
 a proto je nezbytné  analyt od těchto balastních látek oddělit a koncentrovat jej.[1], 


[6], [7] 


 Volba izolační techniky a metody závisí na analytickém účelu, typu biologického 
 materiálu,  povaze jedu, personálním a technickém vybavení laboratoře.[1], [6] 


      
 3.3 Vliv xenobiotika na organismus 


Xenobiotikum  ovlivňuje  organismus  jednak  farmakologicky  a  jednak 
 toxikologicky. 


O  ovlivnění  rozhoduje  především  velikost  dávky,  místo  vstupu  do  organismu  a 
struktura dané látky.[6], [7] 



(7)Například  všechny  aromatické  uhlovodíky  s více  než  dvěma  kondenzovanými 
 benzoovými jádry, nebyl li experimentem prokázán opak, je nutno považovat za 
 látky s karcinogenním účinkem.[1] 


Osudem  xenobiotik  v organismu  se  zabývá  xenobiochemie,  toxikologie  a 
farmakologie.[6] 



(8)4. INSTRUMENTÁLNÍ ANALÝZA 


Pro  prŧkaz  a  eventuální  kvantifikaci  neznámých  látek  v předem  neznámých 
 rozmezích koncentrací se užívají univerzální instrumentální systémy, umožňující 
 screening, dělení, izolaci a detekci látek.[10] 


4.1 Rozdělení instrumentálních metod


 Instrumentální metody dělíme podle fyzikálně-chemické podstaty měření nebo  
  cíle postupu metody na:  separační 


       optické 


       elektrochemické 
        radiochemické 


       hmotnostně spektrometrické 


Chromatografické  metody  jsou  takové,  při  nichž  dochází  k oddělení  (separaci) 
 složek obsažených ve vzorku, kdy se uplatňuje několik fyzikálně chemických dějŧ 
 současně, ale jeden z nich převládá 


-  rozdělovací chromatografie 
 -  adsorpční chromatografie 


-  iontově-výměnná chromatografie 
 -  gelová chromatografie 


-  afinitní chromatografie 


 V chromatografii  se  uplatňují  fáze  stacionární  (nepohyblivá)  a    fáze  mobilní 
 (pohyblivá).[6], [11] 


Vzorek  je  umístěn  na  začátek  stacionární  fáze,  pohyb  mobilní  fáze  přes  fázi 
 stacionární  vzorek  touto  stacionární  fází  unáší,  složky  vzorku  se  během 
 chromatografického  procesu  pohybují  rŧznými  rychlostmi  (rŧzné  látky  mají 
 rŧznou afinitu ke stacionární a mobilní fázi), a tím dochází k jejich separaci. [6], [11] 


Chromatografické metody jsou určeny pro analýzu kvalitativní i kvantitativní.  



(9)4.1.1 GC-plynová chromatografie – princip separace


 Metoda  GC  (plynová  chromatografie)  se  v praxi  prosadila  pro  svou  vysokou 
 citlivost a rozlišovací schopnost. 


Vhodnými analyty jsou látky plynné, nebo takové které za zvýšených teplot těkají  
 ale nerozloží se. 


Provádění  postupŧ  chemických  derivatizací,  čili  převedení  sledovaných  látek  na  
 těkavé  deriváty,  tedy  na  látky  jejichž  vlastností  lze  v plynové  chromatografii 
 využít,  škálu  sloučenin  stanovitelných  touto  metodou  rozšiřuje  a  zároveň 
 specifičnost metody zvyšuje. Absolutně specifická však není. [6], [11], [12]


Plynová  chromatografie  je  omezena  na  látky,  které  lze  bez  rozkladu  a  za 
 přijatelných  podmínek  převést  do  plynné  fáze,  což  není  víc  než  zhruba  30  % 
 známých látek.[12] 


Derivatizací, převedením málo těkavých látek na těkavější deriváty lze sice počet 
 stanovitelných  analytŧ  poněkud  rozšířit,  ale  analytický  postup  je  tímto  poněkud 
 komplikován.[12] 


Nosný  plyn  v plynové  chromatografii  je  inertní  a  tím  je  znemožněno  separaci 
 ovlivňovat.[12] 


Plynovou  chromatografii  např.  využil  při  svém  výzkumu  navržení  metodiky 
 odhalení  ibuprofenu,  jako  charakteristické  farmaceutické  složky  ve  vodních 
 roztocích,  Peréz  a  kol.  K  extrakci  in  situ  z vodního  média  byl  použit  headspace 
 sampler  (HS)  a  poté  následovalo  měření  plynovou  chromatografickou 
 spektrometrií. [13] 


Princip: 


-  vzorek je dávkován do proudu nosného plynu, který jej dále unáší kolonou 
 -  mobilní fází je tedy nosný plyn 


-  aby vzorek mohl být transportován, musí změnit své skupenství na plynné 
 -  v  koloně  se  složky  separují  na  základě  rŧzné  schopnosti  vázat  se  na 


stacionární fázi 



(10)-  signál  z detektoru  se  vyhodnocuje  a  z časového  prŧběhu  intenzity  signálu  se 
 určí druh a kvantitativní zastoupení složek[6],[11], [12]


4.1.2 Detektory pro GC 


Tepelně  vodivostní  detektor  (TCD)  –  je  univerzální  avšak  méně  citlivý,  měří 
 změnu napětí. 


V dráze nosného plynu je umístěno vlákno žhavené stálým elektrickým proudem 
 na určitou teplotu. 


Nosný plyn má vysokou tepelnou  vodivost  kterou přítomnost  složky ovlivní  tak, 
 že sníží tepelnou vodivost v prostředí kolem vlákna čímž se teplota vlákna zvýší  
 a to vede ke zvýšení jeho odporu a napětí.[11] 


Změna teploty vlákna, kterou zpŧsobí prŧtok rŧzných látek v plynném stavu, mění 
 jeho elektrický odpor a ten se měří.


Pro  použití  je  volba  nosného  plynu  dŧležitá  -  jeho  tepelná  vodivost  má  být       
 co nejvíc odlišná od  tepelné vodivosti analyzovaných složek. 


Nosným plynem s nejvyšší tepelnou vodivostí je vodík nebo helium.[6], [11] 


Plamenově  ionizační  detektor  (FID)  –  je  univerzálně  použitelný  s výjimkou 
 anorganických par a plynŧ. 


Je vysoce citlivý.[11]


Skládá se ze dvou kovových elektrod mezi nimiž je kyslíkovodíkový plamen. 


Mezi elektrodami prochází proud. 


V plameni je nosný plyn ionizován, kdy přítomnost složky ionizaci zvýší což má 
 za následek zvýšení proudu. 


Je selektivní pouze na organické látky.[11]


Detektor  elektronového  záchytu  (ECD)    –  je  vhodný  pro  sloučeniny  obsahující 
 halogeny, fosfor, kyslík, síru atd., je velmi citlivý. [14]


Radioaktivní zářič (izotop Ni) vysílá β záření čímž ionizuje nosný plyn N2 


      N2 + β- → N2+


 + 2e-


Uvolněné  elektrony  jsou  zachytávány  elektronegativními  atomy  složek  takže  při 
prŧchodu složky poklesne proud. 



(11)Výborně  se  uplatňuje  při  analýzách  stopových  množství  halogen  obsahujících 
 látek, například rezidua pesticidŧ v pŧdě, vodě, biologickém materiálu. [13] 


Elektrochemická detekce založená na oxidaci, nebo redukci analytu na elektrodě 
 je vysoce citlivá a selektivní.[4] 


Fotoionizační  detektor  (PID)  -  je  vhodný  pro  organické  sloučeniny,  je  velmi 
 citlivý (až 100x citlivější než FID). 


K ionizaci složek dojde UV zářením. 


Ionizovány jsou organické látky kyslík, amoniak, sulfan. 


Neionizují  se  některé  anorganické  plyny,  například  dusík,  oxid  uhelnatý,  oxid 
 uhličitý, helium a voda. 


Měří se proud při prŧchodu složky detektorem. 


Vhodnou volbou vlnové délky je možno selektivitu detektoru ovlivnit.[6], [11] 


Obr.1 Schéma plynového chromatografu[11] 



(12)4.1.3 HPLC-vysoceúčinná kapalinová chromatografie – princip separace


 HPLC např. ve spojení s UV detektorem je metodou citlivou, rychlou a vhodnou 
 pro    identifikaci  s kvantitativním  vyhodnocením.,  což  se  uplatňuje  zejména  při 
 monitorování lékŧ. [14]


Touto  metodou  je  možno  izolovat  mnohé  polární  látky  a  ve  vodě  rozpustné 
 metabolity,  které  jsou  v konvenčních  extrakčních  systémech  problémem. 


Uplatnění metody je významné pro analýzu látek, které nelze kvŧli jejich tepelné 
 degradaci stanovit chromatografií plynovou. 


Souhrn předností : rychlost, rozlišení, kapacita.[6], [11] 


Za  použití  komerčních  kartridží  na  extrahování  pevných  látek  a  následně  za 
 použití  analýzy  HPLC  s UV  detekcí  např.  bylo  na  univerzitě  v Hongkongu 
 vyvinuto rychlé a jednoduché zjištění přítomnosti tetrodotoxinu v moči a lymfě  
 u pacientŧ otrávených rybou fugu.[15]


Princip:


V kapalinové hromatografii je mobilní fází kapalina a o separaci složek rozhoduje 
 nejen  jejich  interakce  se  stacionární  fází  ale  velmi  výrazně  právě  volba  fáze 
 mobilní. 


Analyt se během separace mezi obě fáze rozděluje a čas jaký v jedné nebo druhé 
 fázi  stráví  závisí  na  afinitě  ke  každé  z nich  a  jsou  využitelné  všechny  možné 
 mechanismy  separace  -  adsorpce,  rozdělování  na  základě  rŧzné  rozpustnosti, 
 iontová výměna, molekulový sítový efekt. [6], [11], [14]


4.1.4 Detektory pro HPLC 


 Na detektory užívané pro HPLC jsou kladeny mimořádné požadavky:


-  vysoká citlivost – detekce látek v roztoku v koncentracích ng až µg/ml 
 -  reprodukovatelnost a linearita odezvy 


-  nezávislost odezvy na změně mobilní fáze při gradientové eluci 
-  univerzálnost- detekce všech ve vzorku oddělených složek[6]



(13)Jako detekční  systémy při prŧkazu nebo stanovení  lékŧ v biologickém  materiálu 
 jsou v praxi nejužívanější tyto: 


UV/VIS  detektor  s citlivostí  10  pmol  -    je  použitelný  všeobecně  takže  je 
 nejběžnější. 


Měří změnu absorbance eluátu vycházejícího z kolony. 


Pro  optimální  citlivost  detektoru  musí  být  zajištěna  dostatečná  absorpční  dráha 
 prŧtočné kyvety jíž prochází paprsek. 


Kyvety jsou křemenné. 


Vybavení monochromátorem umožňuje volbu vlnových délek.[6] 


DAD (Diode Array Detector) – jedná se o soustavu diod neboli diodové pole které 
 měří absorbanci při rŧzných vlnových délkách a výsledkem je trojrozměrný obraz 
 závislosti absorbance na čase a na vlnové délce. 


Polychromatické  světlo  dopadá  na  celu  kde  je  rozloženo  mřížkou  na  jednotlivé 
 vlnové délky. 


Má citlivost nižší než detektor fotometrický.[6]


Fluorescenční  detektor  s citlivostí  1  pmol  -    je  užíván  pro  látky  fluoreskující,  je 
 tedy  založen  na  principu  fluorescence-schopnosti  látek  absorbovat  ultrafialové 
 záření a pak vysílat záření o vyšší vlnové délce, je citlivý, selektivní. 


Vysílané záření se měří fotonásobičem kolmo na směr vstupujícího záření. 


Jestliže  analyt  nemá  vlastní  fluorescenci  (fluoreskuje  pouze  10-15%  analytŧ),  je 
 možné derivatizovat analyt fluoreskujícím činidlem.[6] 


Elektrochemický  detektor  s citlivostí  1  pmol  -    využívá  redox  potenciál 
 elektrochemicky aktivních složek,je citlivý, selektivní. 


Jjeho použití je omezené - nevhodný pro gradientovou eluci. 


Měří se proud mezi pracovní a pomocnou elektrodou - při prŧchodu složky dojde 
ke zvýšení proudu.[6] 



(14)Hmotnostní detektor – má nejvyšší vypovídací schopnost co do kvality i kvantity, 
 je vysoce citlivý, je vysoce selektivní.[6], [7] 


Spojení HPLC-MS se v toxikologické analýze stává rutinní metodou. 


Umožňuje  stanovení  drog  a  jejich  metabolitŧ  ve  stopových  koncentracích  a  ve 
 složitých matricích. 


Nově vyvíjené stacionární fáze analýzu dále urychlují a zvyšují selektivitu.[6], [7]


Obr.2  Schéma kapalinového chromatografu[11] 



(15)4.1.5 CZE-kapilární zónová elektroforéza – princip separace 


Kapilární zónová elektroforéza je elektroforetická separační technika využívající 
 kapiláru  zevnitř  potaženou  gelem  a  tato  kapilára  prochází  detektorem  kde  je 
 prováděna on-line detekce zón a počítačové vyhodnocení píkŧ. 


Kapilára je výhodná z několika hledisek: 


-  dokáže odvádět značné množství tepla, proto lze aplikovat podstatně vyšší el. 


pole 


-  spojení kapiláry s detektorem umožňuje automatizaci a je zvýšena analytická 
 účinnost  


-  regulací teploty kolem kapiláry lze zajistit stálé podmínky separace (vzduch, 
 kapalná chladící směs) 


Významnou výhodou je i velmi malé potřebné množství vzorku, což je obrovskou 
 výhodou při analýze obtížně dostupných vzorkŧ, zejména tělních tekutin. [6], [12] 


Obr.3.: Schéma zařízení pro kapilární elektroforézu[11]



(16)Princip: 


 Separace  je  založena  na  rozdílech  v náboji  analytŧ  a  provádí  se  jako  volná  tzn. 


bez nosiče. [11]


4.1.6 Detektory pro CZE


Detektor  s laserem  indukovanou  fluorescencí  (LIF)-využívá  k detekci  záření 
 emitované  po  excitaci  molekul  fluoreskujícího  analytu  indukovanou  laserem,  je 
 však finančně nákladný. 


Detektory musí být vzhledem k malému prŧměru kapiláry velmi citlivé. 


Nejpoužívanější  jsou  založeny  na  sledování  absorpce  ultrafialového  záření  a 
 většinou využívají diodového pole. 


V  poslední  době  se  využívá  spojení  kapilární  elektroforézy  a  hmotnostního 
 spektrometru které umožní snadnou identifikaci analytu a poskytuje informace o 
 struktuře analyzovaných látek. [6], [11]


Dle  Shakalisavy  byla  poprvé  všestrannost  kapilární  elektroforézy  ukázána  na  
 separaci rŧzných druhŧ lékŧ proti rakovině – u anthracyclinŧ a u taxanŧ současně.


Použití těchto lékŧ proti rakovině v kombinaci se jeví jako dobré východisko pro 
 další výzkum.[16]


4.1.7 Tandemové techniky s hmotnostní spektrometrií 


Hmotnostní  spektrometrie  je  fyzikálně-chemická  metoda  určování  hmotnosti 
 atomŧ,  molekul  a  jejich  fragmentŧ  po  převedení  na  kladně  nebo  záporně  nabité 
 ionty. 


Těžištěm  analytických  využití  je  především  stopová  analýza  organických  látek 
 s dŧrazem na jejich chemické struktury  a tedy chemické identity. 


V současnosti  je  nepostradatelnou  metodou  ve  stopové  analýze,  především 
v uspořádání  s plynovou  (GC-MS).  Metoda  GC–MS  je  stále  nejcitlivější, 
univerzální  a  specifická  pro  analýzu  nízkomolekulárních  látek.  Nejnověji  se 



(17)spojuje  s kapalinovou  chromatografií  (LC-MS),  ve  speciálních  případech  také 
 s kapilární elektroforézou (CE-MS)[6], [7], [11] 


Hmotnostní  spektrometrie  je  limitovaná  požadavkem,  aby  analyt  byl  schopen 
 zplynění při teplotách pod bodem jeho rozkladu. 


Většina  organických  analytŧ  má  dostatečnou  těkavost,  anebo  mohou  být  tyto 
 vlastnosti upraveny chemickou derivatizací.


Již se uplatňují i násobné ionizační techniky GC-MS-MS a LC-MS-MS.[7], [12] 


4.2 Separace 


Separace  je  proces  při  němž  se  vzorek  rozdělí  alespoň  na  dva  podíly  odlišného 
 složení mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze. Je nejdŧležitějším krokem na jehož 
 úspěšném  zvládnutí  závisí  správnost  a  přesnost  celé  analýzy,  neboť  zvyšuje 
 selektivitu  a specifičnost metody. 


Separaci lze využít pro kvalitativní i  kvantitativní analýzu i pro izolaci chemicky 
 čistých  forem.[6], [18] 


Požadavek na dokonalou separaci analytu je nepřímo úměrný specifitě detekce. 


Nižší  nároky  na  separaci  zkracují  dobu  analýzy  a  často  přípravu  vzorku 
 zjednodušují.[19] 


4.3 Charakterizace separačních metod


 Separační metody lze charakterizovat z několika hledisek 


-  selektivita  metody  - dle  schopnosti  separovat  látky na základě jejich jedné či 
 několika  odlišných vlastnostech 


-  rozsah    použitelnosti  -  vhodnost  použití  metody  pro  možnost  separace  typŧ 
 vzorkŧ 


-  frakcionační  kapacita  -  možnost  maximálního  počtu  separovaných  látek 
v jediné operaci[6]



(18)4.4 Rozdělení separačních metod


Metody založené na rovnovážné distribuci složek mezi dvě fáze: plyn - kapalina, 
 plyn - pevná látka, kapalina - kapalina, kapalina - pevná látka. 


Membránové separace – využívá se rozdílu rychlosti pohybu jednotlivých složek-
 jejich  transport  přes  omezující  rozhraní,  nejčastěji    selektivně  propustnou 
 membránu. 


Separace  polem  (Field-Fliw-Fractionation,  FFF)  –  založeno  na  rozdílné 
pohyblivosti  částic  v silovém  poli  (elektroforéza,  izotachoforéza,  hmotnostní 
spektrometrie, ultracentrifugace,..).[6], [7], [11] 



(19) 5. ZPŮSOBY ZPRACOVÁNÍ  (ÚPRAVY) VZORKU 


Je  potřeba  si  uvědomit,  že  některé  látky  nelze  analyzovat  přímo  ale  je  nutno 
 derivatizačním  procesem  z nich  připravit  deriváty  což  jsou  nová  chemická 
 individua  která  mají  nové  vlastnosti  a  jsou  pro  vlastní  instrumentální  analýzu 
 vhodnější. 


Předpokladem derivatizace je přítomnost funkční skupiny v molekule analytu . 
 Funkční skupinou mŧže být OH, NH, SH, COOH, CO. 


Během  derivatizace  mŧže  docházet  k těmto  derivatizačním  mechanismŧm  : 
 substitučním,  adičně-eliminačním,  esterifikačním,  cyklizačním, 
 komplexotvorným, hydrolytickým, apod.[1], [6], [7] 


5.1 Derivatizace


Účelem derivatizace je : 


-  zvýšení citlivosti (detekovatelnosti) nebo selektivity detekce 
 -  zvýšení lipofility velmi polárních analytŧ 


-  zvýšení stability analytu před zpracováním biomatrice a vlastní instrumentální 
 analýzou 


-  blokáda  jedné  nebo  obou  disociovatelných  funkčních  skupin  amfolytŧ  
 (COOH,    NH2) 


-  zamezení nežádoucí sorpce látek na koloně 


-  změna fyzikálních a chemických vlastností analytu 
 -  zvýšení těkavosti 


-  zlepšení chromatografických vlastností (polarita) 
 -  změna matrice[6], [7]


Derivatizace  má  zvláštní  význam  také  pro  prŧkaz  látky  plynovou 
chromatografií.Záchyt  neznámé  látky  v nativní  formě,  která  má  určité  retenční 
chování lze pomocí derivatizačních reakcí zvýšit, nebo naopak vyvrátit.[1], [6], [19] 



(20)Podle zpŧsobu provedení lze derivatizace rozdělit do tří skupin,a to: 


1. Derivatizace  předkolonová  -  tímto  typem  je  prováděno  90%  derivatizací,  její 
 prŧběh je v biomatrici (například propionylace 5ASA v plazmě), nebo po extrakci 
 analytu  do  vhodného  média  které  je  s derivatizačním  činidlem  kompatibilní  a 
 v každém případě derivatizace proběhne před instrumentální analýzou kdy se pak 
 během chromatografického procesu separují deriváty analytu.[6] 


Požadavky které má splňovat tento typ derivatizace: 


-  vzniklý derivát má mít stabilní strukturu, ne tedy například barevný komplex  
 závislý na pH 


-  derivatizační reakce musí probíhat s největším výtěžkem 
 -  derivatizační reakce nemusí probíhat rychle 


-  derivatizační reakce by měla být selektivní 


-  derivatizační  reakce by  měla probíhat  za mírných podmínek, tedy teploty  do 
 60 oC, pH by nemělo být extrémní 


-  nadbytečné derivatizační činidlo by mělo být od derivátŧ dobře separovatelné 
 a mělo by mít jiné fyzikálně-chemické vlastnosti[6]


2. Postkolonová derivatizace- směs analytŧ se nejprve chromatograficky (HPLC)  
     nebo elektromigračně (CZE) rozdělí a teprve pak, v eluentu (obsahujícím  
     koncentrační zóny analytŧ) dojde k derivatizační reakci ale ještě před tím než  
     eluent vstoupí do detektoru, což je umožněno prŧtočným reaktorem umístěným  
     mezi  kolonou a detektorem.[6] 


Požadavky které má splňovat tento typ derivatizace: 


-  derivatizační reakce nemusí poskytnout jednoznačná chemická individua 
 -  derivatizační  reakce  nemusí  probíhat  kvantitativně  ale  dobrá 


reprodukovatelnost chemické reakce je rozhodující 


-  derivatizační reakce musí proběhnout během prŧchodu reaktorem, takže velmi 
 rychle 


-  reakce mŧže být neselektivní[6]



(21)Jelikož se používá nadbytek reakčního činidla a dochází k naředění eluentu, dojde 
 tím ke snížení koncentrace eluentu, je snížena i účinnost separace vlivem rozmytí 
 zón, kompatibilita derivatizačního činidla s mobilní fází musí být vyzkoušena. 


Oproti předkolonové derivatizaci je nákladnější díky náročnější instrumentaci. 


Výhodou je ale automatizace.[6]


3.  Derivatizace  přímo  na  koloně  neboli  derivatizace  heterogenní  -  jedná  se  o 
 metodu  v    současnosti  málo  frekventovanou  ale  dosti  perspektivní,  jedná  se  o 
 spojení  dvou  krokŧ  kdy  reakce  probíhá  přímo  během  SPE  protože  kolonky  již 
 obsahují derivatizační činidlo,  jenž před vlastní instrumentální analýzou umožní 
 rychlou přeměnu na derivát. 


Spojení  dvou  krokŧ  je  výhodné  z dŧvodu  úspory  času,  další  výhodou  je  vysoký 
 výtěžek  heterogenní  katalýzy  na  pevné  fázi  a  v neposlední  řadě  je  výhodná      
 i minimalizace kontaktu operátora s toxickými činidly.[6] 


Derivatizačním  činidlem    je  například  hexamethyldisilazan  (HMDS),  bis-N,O-
 trimethylsislilacetamid  (BSA),  bis  -  N,O  –  trimethylsilil  -  trifluoroacetamid 
 (BSTFA), nebo směs  


N – methyl – N -trimethylsilyltrifluoroacetamid/trimethylchlorsilan/N – trimethyl 
 – silylimidazol (MSTFA – TMC - TSIM) 100 : 5 : 2. 


Sillylaci  provádíme  například  u  katecholaminŧ,  ephedrinu,  morphinu,  antibiotik, 
 steroidních látek a jiných dalších. 


Odlišným  derivatizačním  postupem  je N -  acylace  při  níž  dochází  k blokování  
 aminoskupiny. 


Používanými  acylačními  činidly  jsou  například  heptafluorobutyrylimadazol 
 (HFBI)    a   N –  methyl  –  bis  -  trifluoroacetamid  (MBTFA).  Vzniklými  deriváty 
 jsou N-trifluoroacetyl-deriváty. 


Tento  typ  derivatizace  lze  výhodně  užít  u  látek  efedrin,  amphetamin       
 a podobných.. 


Oba  derivatizační  postupy  lze  kombinovat,  takže  po  silylaci  užijeme  acylaci  za 



(22)5.2 Denaturace (deproteinace)


 Jelikož v biomatrici, ať se jedná o kapalnou či pevnou jsou díky biotransformaci     
 xenobiotika a jejich metabolity vázány na bílkoviny, je zapotřebí vazbu rozrušit 
 a  analyt  tím  uvolnit.  Jde  tedy  o  to  bílkovin  se  zbavit,  čímž  k uvolnění  analytu 
 dojde.  K tomuto  účelu    se  provádí  denaturace  (deproteinace),  což  je  proces  kdy 
 dojde ke změně  sekundární a terciární struktury bílkovin.[1], [6] 


       


Tento  proces  lze  provést  fyzikálně  -  vysokou  teplotou,  nebo  chemicky  -  silnými 
 kyselinami nebo silnými zásadami, nebo solemi těžkých kovŧ.[1] 


Deproteinace biol. materiálu – krev, tkáně z pitvy[1] 


1. Dresslerova metoda     96 % C2H5OH – var       univerzální 
 2. wolframátová       Na2Wo4       


3. aminosulfátová       (NH4)2SO4       


4. Faragó       aceton - ethanol   7 : 3       univerzální 



(23)ad.1) Principem je okyselení krve nebo jiného materiálu kyselinou vinnou a zalití   
          96% alkoholem na dobu 16 - 24 hodin., alkoholický extrakt se odfiltruje a za  
          sníženého  tlaku odpaří,  poté se rozpustí horkou vodou a extrahuje do 


         organického rozpouštědla 


  Postup[1]  ( pro 50 g materiálu) 
   


       úprava pH filtrátu na 3 - 4 


       2x vytřepat se 100 ml diethyletheru 
       ↓       ↓ 


       etherickou fázi vytřepat       vodnou fázi alkalizovat 50% NaOH 


      s 20 ml čerstvého 5%  NaHCO3       na pH 9-10 a vytřepat 2x50ml      
        ↓       ↓      diethyletheru nebo chloroformu   


vodnou fázi okyselit HCl       ↓      ↓ 
 na pH 2 a vytřepat 2x50ml      etherickou fázi vytřepat       odpařit 
         diethyletheru       2x s 20ml 3% NaOH      látky 
       bazické 
        ↓      ↓       ↓ 


         odpařit      vodnou fázi      → odpařit látky neutrální 
 látky silně kyselé      okyselit HCl na  


       pH 2 a vytřepat 2x 50ml 
       diethyletheru 


      ↓ 
        odpařit 
        látky slabě kyselé 
 Schéma 1[1]


Výhody: základní metoda používaná řadu let – univerzální použití. 


Nevýhody: časově náročné, extrakty málo čisté, mnohdy malá výtěžnost. 



(24)ad 2) Metoda se provádí wolframanem sodným v kyselém prostředí za teploty  
          blízké bodu varu, vysrážené bílkovinné složky se oddělí filtrací a filtrát se 
          po  ochladnutí extrahuje. 


 Postup [1]  ( pro 10 g materiálu) 
       


      materiál se homogenizuje s 20 ml destilované vody 


       k homogenizátu se přidá  1ml 5 N NaOH + 10ml 10% Na2WO4 + 10 ml 
        2 N H2SO4


      ↓ 


       var 10 min. při 90 - 100 oC na vodní lázni 
       ↓ 


       filtrace 
       ↓ 


       vytřepání filtrátu 50 ml a následně 20 ml diethyletheru 
       ↓       ↓ 


      vodná fáze pro případnou       etherická fáze se vytřepe  
       alkalickou extrakci       20 ml čerstvého 5% NaHCO3


       ↓      ↓ 
        vodná fáze se okyselí      odpařit 
        2 N H2SO4 na pH 1-2      látky slabě kyselé 
        ↓      a neutrální 
        vytřepat 2x 20 ml diethyletheru 


      ↓ 
       odpařit 
        látky silně kyselé 
 Schéma 2[1]


Výhody:  velmi  rychlé,  extrakty  obvykle  dostatečně  čisté  –  pro  látky  kyselé  a 
 neutrální. 


Nevýhody:  extrakce  některých  bazických  látek  je  méně  účinná  než  u  jiných 
metod. 



(25)ad  3)  Metoda  je  prováděna  síranem  amonným  v kyselém  prostředí  za  teploty 
 blízké bodu varu, vysrážené bílkovinné složky se oddělí filtrací, čirý filtrát je po 
 ochladnutí  nejprve  extrahován  diethyletherem  a  po  následující  alkalizaci 
 extrahován  z bazického  prostředí  opět  diethyletherem  nebo  chloroformem,  tuto 
 metodu používáme v praxi na mém pracovišti. 


 Postup[1]  ( pro 10 g materiálu) 


      materiál homogenizován s 20 ml destilované vody 


      k homogenizátu se přidá 5 g  (NH4)2SO4, promíchá se  a okyselí 10% 


       H2SO4 na pH 4 
       ↓ 


       na vodní lázni vařit 5 minut při 90 - 100 oC 
        ↓ 


      filtrace + promytí filtrátu 20 ml horké vody 
        ↓ 


      okyselení filtrátu HCl na pH 1 - 2 
       ↓ 


      vytřepání 40 ml diethyletheru 
        ↓       ↓ 


      etherická fáze      vodná fáze se alkalizuje Na2CO3 na pH 8-9 
 obsahuje látky kyselé a neutrální       ↓ 


       vytřepat 2x20ml diethyletheru nebo  
        chloroformu 
       ↓ 
        odpařit 
       látky bazické 
 Schéma 3[1]


Výhody: dostatečně rychlá, extrakty obvykle čisté – pro látky bazické 


Nevýhody:  malá  výtěžnost  kyselých  látek,  kyselý  extrakt  nemá  dostatečnou 
čistotu. 



(26)ad 4) Velmi jednoduchá metoda se směsí acetonu a ethanolu s vysokou výtěžností 
 látek bazických. 


Alkohol  je  v jiných  modifikacích  nahrazen  například  heptanem  u  izolací 
 chlorovaných insekticidŧ z biologického materiálu. 


Vysrážené  bílkovinné  složky  se  oddělí  filtrací  a  směs  rozpouštědel  se  odpaří. 


Získaný odparek se vylouží horkou vodou a vodný výluh je dále zpracováván. 


Tuto  metodu  užíváme  v každodenní  praxi  na  mém  pracovišti  právě  pro  její  výše 
 popsané přednosti. 


Postup[1]  ( pro 50 g orgánů (slezina, ledvina, játra) 


 homogenizovaný materiál je v kádince extrahován 100 ml směsi aceton – etanol 
  7 : 3 


       minimálně 60 minut 
       ↓ 


       filtrace přes suchý filtrační papír 
       ↓ 


      směs rozpouštědel odpařit na vodní lázní 
        ↓ 


      odparek vyloužit 30-40 ml horké destilované vody 
        ↓ 


      vodný výluh přefiltrovat a dále zpracovat dle schématu frakční  extrakce moči 


Schéma 4 


Výhody: rychlá metoda, extrakty poměrně dost čisté – univerzální metoda. 


Nevýhody: pro instrumentální metody extrakty nutno předčistit. 


        



(27)5.3 Enzymové úpravy vzorku


Dalším významným postupem při zpracování biologického materiálu je uvolnění  
 analytŧ  z konjugačních  vazeb. Nejčastěji  se  jedná  o  uvolnění  glukuronidŧ,  které 
 se  tvoří  v druhé  fázi  metabolismu  xenobiotik  v organismu.  Přeměna  organické 
 substance na konjugát má za následek většinou potlačení jeho toxicity.  


Konjugáty  jsou  převážně  vysoce  polární,  polárnější  než  látky  výchozí,  ve  vodě 
 rozpustné    a  tím  z organismu  snadněji  vyloučitelné  -  nazývají  se  též  metabolity     
 2. fáze biotransformace, i když 1. fáze biotransformace nemusí vždy proběhnout. 


U člověka je známo 8 typŧ konjugačních reakcí, z nichž nejrozšířenější je syntéza     
 glukuronidŧ,  tj.  glukosiduronová  konjugace  =  konjugace  s kyselinou 
 glukuronovou.[1], [6] 


Tvorba  glukuronidŧ  je  významným  pochodem    metabolismu  pro  primární., 
 sekundární.,  a  terciární.  alkoholy,  fenoly,  karboxykyseliny,  primární  aminy, 
 některé sulfonamidy, hydroxylaminy, některé heterocyklické sloučeniny a thioly. 


Vzniklé glukuronidy jsou si podobné polaritou a rozpustností ve vodě, ale liší se  
 chemickou stabilitou [1], [6]


       


Nejužívanější postupy:[1], [6]


1. Kyselá hydrolýza 


-  jedná  se  o  uvolnění  varem  s minerální  kyselinou  (nejčastěji  kyselinou 
 chlorovodíkovou) 


-  u  některých  látek  vznik  produktŧ  odlišných  od  pŧvodních  látek 
(benzodiazepiny) 



(28)2. Enzymatická hydrolýza 


-  pro  tento  typ  úpravy  vzorku  se  používají  dekonjugační  enzymy,  které  štěpí 
 konjugáty  vzniklé při syntetických (konjugačních) reakcích xenobiotik nebo 
 metabolitŧ  utvořených  v první  fázi  transformace  (oxidace,  redukce  nebo 


hydrolýza)       
 Pomocí β-glukuronidázy (nebo ve směsi s arylsulfatázou) 


-  nejšetrnější  ale  ne  vždy  účinná  -  β-glukuronidáza  odštěpuje  kyselinu 
 glukuronovou z etherové nebo esterové vazby s xenobiotikem. 


-  Arylsulfatáza - odštěpení kyseliny sírové - je pro sulfátové konjugáty, které se 
 tvoří  přeměnou  fenolŧ  a  alkoholŧ  a  některých  aromatických  aminŧ  -  tyto 
 konjugáty jsou silné kyseliny, které se pohotově vylučují. 


3.  Alkalická  hydrolýza  –  jedná  se  o  uvolnění  vazby  v prostředí  alkalického    
 hydroxidu. 


5.4 Extrakce  


 Extrakce je proces využívající koncentračních rozdílŧ v heterogenních systémech 
 kapalina  -  kapalina,  či  kapalina  -  tuhá  fáze  pro  koncentraci  a/nebo  izolaci 
 rozpustných látek. 


Extrakcí převedeme látky z biologického materiálu do organického rozpouštědla. 


Při frakční extrakci se látky rozdělí podle extrahovatelnosti za rŧzného pH.[7], [18] 


Screeningové postupy (pro předem neznámé noxy):  


-  jsou to jednoduché a rychlé extrakční metody  
 -  požadavek je na co nejširší záběr látek 


-  na čistotu extraktŧ není kladen přílišný dŧraz 
 -  ani maximální výtěžnost není prvořadá[6], [18]


Cílené postupy:  


-  jsou zaměřeny na skupinu látek, či látku jednotlivou 
 -  na výtěžnost kladen velký dŧraz 


-  dŧraz na čistotu extraktu souvisí s následnou detekční metodou[6], [18]



(29)Nejužívanějšími extrakčními technikami jsou: 


 LLE   extrakce kapalina - kapalina  ( dvě vzájemně nemísitelné kapaliny ) 
  SPE   extrakce na pevných fázích[6] 


C). 


5.4.1 Extrakce kapalina – kapalina, LLE 


Extrakce  je  separační  proces,  při  němž  se  látky  rozdělí  mezi  dvě  vzájemně 
 nemísitelné fáze podle jejich rozdělovacích koeficientŧ.[6], [11]


Kvantitativní vyjádření rozdělovací rovnováhy:   


  Distribuční konstanta KC


      KC = C0 / CA 


C0 - koncentrace látky v organické fázi      CA- koncentrace látky ve vodné fázi 
 Účinnost extrakce E  


      E = KCV / (1+KCV) 


         V - poměr objemŧ organické a vodné fáze 


Výhody LLE: 


-  extrahuje široké spektrum organických látek 
 -  jednoduché provedení 


Nevýhody LLE: 


-  špinavé extrakty 
 -  tvorba emulzí 
 -  časově náročné 


-  velká spotřeba rozpouštědel 
-  variabilní výtěžnost[6], [11]



(30)Provedení standardní frakční extrakce, např. pro moč[6]


50ml moče,okyselení 


na pH=3,00-100ml diethylether     →    kyselé a neutrální analyty   EK


       ↓ 


zbytek vodné fáze, alkalizovat  


na pH=10,00-100ml diethylether    →    bazické a neutrální analyty  EA


zbytek vzorku moče (20ml) 
 hydrolytické štěpení konjugátŧ 
       ↓ 


hydrolýza, pH=7,00 


100ml diethylether       →    konjugované metabolity   H 


5.4.2 Extrakce na pevné fázi SPE


Extrakce  na  pevné  fázi  je    technika  pro  přípravu  vzorku  používaná 
 v chromatografii  -  je  to  jednostupňová  metoda  rozdělení  analytu  mezi  dvě 
 nemísitelné fáze, z nichž jedna je tuhá. 


Jde o sorpci analytu z roztoku na příslušný sorbent.  


Výhodou je, že následným  promýváním sorbentu odplavíme nežádoucí příměsi a 
 nečistoty a získáme zakoncentrovaný, čistý analyt. 


Analýza  takto  připraveného  vzorku  je  minimálně  zatížena  interferencemi 
nežádoucích příměsí a je možno stanovit analyt v minimální koncentraci. [6], [7], [11] 



(31)Obr.4[6]  SPE se skládá z pěti kroků 


Obr.5[6] Schéma kolonky 



(32)Charakterizace SPE kolonek: 


-  rŧzné  typy  pevné  fáze,  povrchově  modifikovaný  sorbent  o  rŧzné  velikosti 
 částic v prŧměru 50 µm, částice sorbentu kladou protékající kapalině odpor 
 -  objem kolonky 0,4 - 15 ml 


-  maximální prŧtoková rychlost 
 -  kapacita 


-  minimální eluční objem 10 µl – 50 ml 
 -  materiál kolonky polypropylen, sklo 


-  tvar injekční stříkačky bez pohyblivého pístu[6]


2.krok - kondicionace kolonky[6] 


Obr.6[6] 


Aby částečky silikagelu byly schopny analyt zadržovat, je nutno fáze na silikagelu 
 vázané smáčet matricí vzorku - smáčivost se zajistí solvatací. 


Kolonka  je  tedy  promývána  methanolem,  acetonitrilem  či  jiným  organickým 
 rozpouštědlem. 


Například na silikagel vázaná fáze je výrazně hydrofobní čímž se analyt  z vodné 
 fáze téměř nezadržuje, což po provedené solvataci pomine. 


Užívaný objem solvatačního rozpouštědla je 0,8 - 1,0 ml na 100 mg sorbentu. 



(33)Po  provedené  solvataci  se  v rámci  předrovnovážné  úpravy  kolonky  provede 
 nasycení  kolonky  čistým  rozpouštědlem  analytu  -  tím  se  mezi  sorbentem  a 
 rozpouštědlem analytu ustaví rovnováha. 


Tento pochod podporuje retenci analytu. 


Je-li vzorkem pufrovaná fyziologická tekutina - prolije se kolonka odpovídajícím 
 pufrem, je-li vzorek extrahován v organickým  rozpoštědlem,   je vhodné kolonku 
 upravit týmž rozpouštědlem.[6] 


3. Aplikace vzorku - retence analytů[6] 


Obr.7[6] 


Vzorek  se  nalije  do  kolonky  a  nechá  se  dostatečný  čas  protékat  (u  iontově-
 výměnné  extrakce  by  příliš  rychlé  protečení  vzorku  bylo  příčinou  že  se  analyt 
 nezadrží zcela) 


Podle druhu pevné fáze a vzorku dochází ke specifickým reakcím látek s pevnou 
 fází. 


Pro kolonku s náplní 100 mg je optimální prŧtok 1- 2 ml za minutu.[6] 



(34)4.krok -  promytí[6] 


       Obr.8[6]


Promývacími kroky vhodným rozpouštědlem dojde k selektivní eluci nežádoucích 
 sloučenin z vázaných fází, zbytkŧ matrice, aniž by byl eluován analyt. 


Promývání  vhodným  rozpouštědlem  ve  kterém  se  analyt  nerozpouští,  analyt 
 zŧstane sorbován na pevné fázi. 


Nutnost  řízení  prŧtoku,  velkým  prŧtokem  nemusí  dojít  k dostatečnému  vymytí 
 balastŧ. 


Pokud  se  eluční  rozpouštědlo  od  promývacího  roztoku  výrazně  liší,  je  třeba 
 kolonku vysušit, sušení se provádí proudem inertního plynu nejčastěji dusíku.[6]  


5.Vymytí = eluce analytů[6] 


 Obr.9[6]



(35)Promýváním  kolonky  elučním  rozpouštědlem  dojde  k selektivní  desorpci 
 žádaných analytŧ z pevné fáze a jejich vymytí z kolonky. 


V praxi se užívá 250 µl elučního objemu na 100 mg sorbentu. 


Je  nutná  kontrola  rychlosti  prŧtoku,  protože  vysoká  rychlost  mŧže  zpŧsobit 
 nedostatečné vymytí analytŧ. 


Eluát je jímán do vhodné nádoby.[6] 


Použití: 


-  odstranění rušivých složek matrice 


-  zakoncentrování analytŧ z velkého objemu 
 -  izolace analytŧ  ve stopových množstvích 
 -  změna rozpouštědla vzorku[6]


Metoda  extrakce  na  pevných  fázích  významně  potlačuje  klasickou  metodu 
 extrakce kapalina - kapalina.[6], [12] 


Nevýhody: 


-  pro některé specifické izolace nejsou dostupné vhodné fáze 


-  odlišné složení výsledného vzorku mŧže přinášet problémy s kalibrací[6]


Výhody: 


-  jednoduché provedení 


-  oproti klasické extrakci kapalina - kapalina postačuje menší množství vzorku, 
 -  menší objemy organických rozpouštědel 


-  rychlost 


-  selektivitu lze ovlivnit volbou stacionární fáze 
-  snadná automatizace[6]



(36)Zajištění prŧtoku SPE kolonkou: 


-  vakuem na výstupu kolonky 
 -  centrifugací 


-  tlakem na vstupu kolonky[6], [11]


Obr.10[11] 


Příklad extrakce amfetaminŧ – Extrakce SPE Bond Elut Certify RP/katex[6] 


  


KONDICIONACE       2 ml CH3COOH + 2 ml 0,1 M fosfát pH = 6,0 
        ↓  


APLIKACE VZORKU      5 ml krev, moč + 2 ml 0,1 M fosfát pH = 6,0 
        ↓ 


PROMYTÍ,NASTAVENÍ pH       1ml 0,1 M CH3COOH 
        ↓ 


SUŠENÍ, CH3OH       vakuum, 6 ml CH3OH 
        ↓ 


    ELUCE       2 ml CH2Cl2 : isopropanol : NH4OH    
 (78:20:2) 


5.4.3 Mikroextrakce na pevné fázi SPME 


 Tato  metoda  byla  vyvinuta  speciálně  pro  spojení  s GC  a  HPLC,  kdy  princip  je 
 shodný  s klasickou SPE pouze v technice provedení je rozdíl. 


Sorbent je nanesen na krátkém úseku křemenné kapiláry jako tenký film. 


Sorbent je chráněn ocelovou kapilárou - jehlou do které mŧže kapilára zajíždět. 



(37) Odběr  vzorku  nastane  sorpcí  při  zasunutí  sorpční  kapiláry  do  kapalného  vzorku 
 nebo  v případě  těkavého  vzorku  je  kapilára  na  určitý  čas  umístěna  nad  jeho 
 hladinu (pro dosažení ustálení sorpční rovnováhy se doporučuje 2 - 15 minut).[6] 


Dávkování vzorku pro GC: 


-  jehlou se propíchne septum dávkovače, tepelnou desorpcí se vzorek z kapiláry   
 dostane do proudu nosného plynu a na koloně pak dojde k separaci.[6]


 Výhodou je snadná automatizace při použití autosampleru.[6] 


Dávkování vzorku pro HPLC: 


-  v upraveném  dávkovacím  ventilu  dochází  k desorpci  látek  v proudu  mobilní 
 fáze.[6]


Výhody: 


-  nízké detekční limity ( v GC řádově ppT ) 


-  široká oblast použití (kapiláry o rŧzné polaritě a tloušťce sorbentu) 
 -  malé objemy vzorku[6]


- 


Obr.11 Jehly pro mikroextrakci na pevné fázii 



(38)5.4.4 Superkritická fluidní extrakce, SFE 


SFE se používá k extrakci pevných vzorkŧ. 


Extrakčním  médiem    je  zde  plyn  v  nadkritické  teplotě  a  tlaku,  který    se  stává  
 superkritickou kapalinou. 


 Nejpoužívanější nadkritickou (superkritickou) tekutinou  je CO2   ale lze použít i 
 N2O, SF6  , NH3 , xenon. 


CO2 má kritickou teplotu 31 0C a kritický tlak 7 149 kPa 
 V praxi se pracuje s tlaky 40 - 70 MPa a teplotami 60 - 150 0C. 


Nadkritický  CO2  je  ideálním  rozpouštědlem  pro  analyty  dále  analyzované 
 instrumentálními metodami, např. GC, HPLC, ... 


Superkritická  mobilní  fáze  mŧže  být  díky  nízké  viskozitě  protlačována 
 náplňovými i kapilárními kolonami bez použití extrémních tlakŧ.[6], [11] 


CO2 je nepolární, proto rozpouští nepolární a málo polární látky. 


Jeho  rozpouštěcí  sílu  lze  měnit  změnami  teploty  a  tlaku  v extraktoru,  čímž  lze 
 řídit selektivitu extrakce. 


Nadkritický CO2 má velmi nízkou viskozitu charakteristickou pro plyn, díky tomu 
 rychle  a  snadno  proniká  přes  vzorek  (vzorek  musí  být  suchý  aby  se  netvořila 
 emulze). 


Rozpuštěný analyt se snadno jímá a koncentruje neboť CO2 snadno odpaříme. 


Výhodou užití této metody je výrazná časová úspora, přednostní užití CO2 spočívá 
 v jeho  nízké  ceně,  je  bezpečný,  netoxický  a  jeho  kritický  bod  je  snadno 
 dosažitelný.[6]


     



(39)  Obr.12  Schéma extraktoru pro nadkritickou fluidní extrakci[11]


5.4.5 Metoda molekulárního imprintingu, MIP 


První zmínky o metodě molekulárního imprintingu jsou staré víc než pŧl století. 


Teprve v posledním desetiletí se molekulární imprinting  začal využívat[20]


MIPs  –  molekulární  imprinting  je  technika  vytváření  šablon  neboli  tvarových 
 dutin v polymerních matricích s pamětí na šablonu molekuly. 


Je  to  technika  založená  na  tzv.uzamčeném  modelu  kdy  aktivní  místo  enzymu, 
 nebo  molekuly  má    jedinečnou  geometrickou  strukturu,  která  je  pro  substrát 
 zvlášť výhodná. 


Substrát který má odpovídající tvar se na enzym selektivně váže. To samé platí u 
 molekul. [21]


V posledních  letech  se  molekulární  imprinting  využívá  mimo  jiné 
k chromatografické separaci a katalýze některých chemických reakcí. 



(40)Do  prostředí  kde  se  vytváří  MIP  (molekulárně  imprintovaný  polymer)    se  přidá 
 určitá koncentrace molekul, které potom chceme selektivně vychytávat, například 
 morfin. 


Po proběhlé polymerizaci se polymer  rozdrobní na jemnou drť a z těchto částeček 
 polymeru  se  morfin    vhodnou  metodou  vyplaví  a  od  rozdrceného  polymeru  se 
 odseparuje. 


V drti  polymeru  však  zŧstanou  dutiny  (kavity),  které  tvarem  a  velikostí  
 odpovídají právě molekulám morfinu. 


Tato drť s kavitami se použije v SPE kolonkách a mŧžeme selektivně vychytávat 
 morfin,  nebo  molekuly  velikostně  a  tvarově  morfinu  blízké  (kodein,  metabolity 
 morfinu) přítomné ve vzorku. 


Další zpracování je podobné SPE procesu. 


Po  protečení  biomatrice  se  pod  kolonkou  vymění  jímací  nádoba  ,  kolonka  se 
 promyje vhodným rozpouštědlem aby se morfin a jemu příbuzné látky vyplavily 
 z kavit.[21]


Jiné využití:


Jedinečná šablona váže selektivně určitou částici, např. léčivo, které je dopraveno 
 do cílové lokality účinku, aniž by se během transportu poškodily jiné tkáně a aby 
 mohlo docházet k řízenému uvolňování léčiv s úzkým terapeutickým rozsahem. 


Polymery  představují  potenciálně  platný  systém  podávání  lékŧ,  což  naznačují 
 rŧzné studie. Například studie Molecularly  Imprinted Polymers pro 


5 – fluorouracil, což je protinádorový lék s širokým záběrem užití - rakovina prsu, 
 mozku, jater, kolorektální karcinom. 


5  -  fluorouracil  je  v těle  rychle  metabolizován,  proto  je  udržení  adekvátní  výše 
 jeho  koncentrace  potřeba  pro  terapeutický  účinek,  jinak  má  závažné  toxické 
 účinky. [21]


Je  zřejmé,  že  maximálního  požadovaného  účinku  podaného  léčiva  při  současné 
minimalizaci jeho nežádoucích vedlejších účinkŧ lze dosáhnout v případě, kdy je 
účinná látka rychle a selektivně dopravena pouze do nemocných tkání. Požadavek 
cíleného transportu je dŧležitý hlavně v případech nádorových onemocnění.[21] 



(41)  


Obr.13[21] 


Díky  polymernímu  nosiči  lze  zajistit  setrvání  léčiva  na  místě  aplikace  a  jeho 
 řízené uvolňování například fyzikální aktivací.[22] 


Vtištěné polymery (imprinted polymers) představují vysoce selektivní stacionární 
fáze.  Časté je  jejich  použití  v extrakci  tuhou  fází  pro  selektivní  zachycení 
analytŧ.[23] 



(42)6. DISKUZE 


Analytická  chemie  chemických  nox  je  velmi  rozsáhlý  vědecký  obor.  Zabývá  se 
 prŧkazem  a  stanovením  nox  a  jejich  derivátŧ  jak  v životním  prostředí,  tak 
 v potravním  řetězci  i  v organismech  živočišných  a  rostlinných.  Jedním 
 z nejobtížnějších  úkolŧ  je  prokázat  (kvalitativní  analýza),  případně  stanovit 
 (kvantitativní analýza) noxu, která určitý patologický stav zpŧsobila. Komplikací 
 je  již  počet  toxických  látek.  Komplikací  je  i  fakt,  že  velmi  často  jde  o  směs 
 nox.[24]


Toxikologické laboratoře a některá oddělení klinické biochemie mají k dispozici 
 metody  dovolující  záchyt  a  případně  kvantitativní  stanovení  asi  100  jedŧ  a 
 toxických lékŧ, zpŧsobujících asi 80 % veškerých otrav. [25]


V Nemocnici  Sokolov  je  zřízena  toxikologická  laboratoř  při  oddělení  soudního 
 lékařství.  Laboratoř  byla  založena  před  18  lety  a  probíhá  v ní  pouze  běžná 
 toxikologická  diagnostika  bez  výzkumu,  která  nutně  nevyužívá  instrumentální 
 analýzy popsané v rešerši této práce.  


Z rešeršované  instrumentální  analýzy  jsou  již  od  začátku  provozu  laboratoře 
 využívány  dva  plynové  chromatografy  CHROM  5  s  FID  (plamenově  ionizační 
 detektor),  a to  pro stanovení    etylenglykolŧ v krvi  (detekovatelným  derivátem je 
 fenylboronát) a těkavých látek v krvi (nejčastěji ethanolu).  


Základem  toxikologické  analýzy  organických  sloučenin  je  v laboratoři  stále 
 metoda  tenkovrstvené    chromatografie  TLC  s následnou  detekcí.  Analýze  TLC 
 předchází frakční extrakce vzorku s případnou úpravou. Touto metodou mŧže být 
 prováděn pouze screening neznámých extraktivních látek. Kvantitativní stanovení 
 by  bylo  možné  pouze  v kombinaci  s nákladným  denzitometrem,  kterým  ale 
 laboratoř  v Sokolově  nedisponuje.  Další  negativa  metody  TLC  vidím  v případě 
 analýzy  nepříliš  čerstvého  biologického  materiálu,  v malém  množství  získaného 
 materiálu,  při  analýze  vzorkŧ  z  intoxikace  větším  množstvím  lékŧ  (toto  je 
 zejména problém při  analýze vzorku moči, kdy je v ní  obsaženo velké množství 
 metabolitŧ;  oproti  tomu  ve  vzorku  žaludečního  obsahu  je  možno  celkem  lehce 
 identifikovat pŧvodní formy lékŧ). 


Z  dŧvodu  minimalizace  nesprávného  stanovení  nox  v biologickém  materiálu 
pouze  metodou  TLC  a  z dŧvodu  zajištění  přesnosti  analýzy  vzorkŧ  a  také 



(43)kvantitativní analýzy byl do laboratoře v roce 2003 pořízen plynový chromatograf 
 s hmotnostní  detekcí  GC-MS,  jehož  princip  apod.  je  popsán  v rešerši.  


Za  další  výhody  analýzy  pomocí  GC-MS  (oproti  TLC)  v laboratoři  považuji 
 poměrně snadné a přesné zanalyzování biologického materiálu ve stádiu hniloby 
 (např.  aminy  vzniklé  hnilobnými  procesy  při  vyšetření  materiálu  metodou  TLC 
 mnohdy vykazují falešnou pozitivitu amfetaminu a metamfetaminu a jednoznačné 
 potvrzení, nebo vyloučení těchto látek je možné právě metodou GC – MS), záchyt 
 stopového  množství  noxy  ve  vzorku  apod.  Pro  zajímavost  uvedu  ještě  příklad 
 z praxe soudního oddělení, kdy byl oceněn záchyt stopového množství noxy, a to 
 v případě  uspaného  a  následně  okradeného  turisty,  kdy  metodou    TLC  byl  nález 
 v jeho  moči  negativní  (zde  by  byl  jeho  případ  zřejmě  uzavřen  jako  falešné 
 obvinění)  a  přitom  analýza  GC-MS  prokázala  podání  léku  Stilnox,  který  je 
 používán místo Rohypnolu.  


Pro úplnost je nutné dodat, že pro monitorování lékových hladin v krevním séru 
 (karbamazepin,  valproát,  fenytoin,  primidon,  fenobarbital,  acetaminofen)  a  pro 
 orientační  záchyt  skupin  drog  v  moči  (opiáty,  kanabinoidy,  kokain, 
 amfetamin/metamfetamin,  benzodiazepiny)  je  v laboratoři  k dispozici  analyzátor 
 COBAS  400+  firmy  Roche.  Analyzátor  pracuje  na  principu  fluorescenční 
 polarizace  a  absorbanční  fotometrie.  Tímto  monitoringem  lze  v moči  zachytit 
 mimo jiné kanabinoidy, ale pozitivní výsledek z tohoto analyzátoru není pro účely 
 dokazování  dostačující.  Je  potřeba  druhou,  nezávislou  metodou  nález  potvrdit, 
 nebo vyvrátit. TLC není pro stanovení kanabinoidŧ zcela vhodná z dŧvodu lability 
 analytu. GC-MS ale spolehlivě a přesně kanabinoidy identifikuje. 


Dle  mého  názoru  laboratoř  postrádá  možnost  analýzy  HPLC,  kterou  lze  vhodně 
 využít jako doplnění plynové chromatografie. Její výhoda je v široké využitelnosti 
 (netěkavé sloučeniny, látky termolabilní, látky vysokomolekulární aj.), a to i pro 
 běžné  toxikologické  analýzy,  které  jsou  na  Sokolovsku  požadovány,  jako 
 například časté požadavky na vyšetření benzodiazepinŧ v krvi. 


Vzhledem  k tomu,  že  doménou  laboratoře  jsou  toxikologické  analýzy 
biologického materiálu,  zejména moče, krve a žaludečního obsahu, a v současné 
době v ní neprobíhá rozsáhlejší věděcký výzkum v oblasti soudního lékařství, není 



(44)o  speciální  soudní  chemii,  kdy  soudní  analytik  porovnává  např.  složení  hlíny 
z podrážky boty a hlíny z oblasti trestného činu apod., a v případě analýz, kdy je 
nutné  se  soustředit  na  stopové  sloučeniny,  bude  potřeba  její  instrumentální 
vybavenost zmodernizovat a rozšířit. Návrh konkrétních možností, metod a analýz 
bude předmětem případného rozšiřování tématu této práce. 



(45)7. ZÁVĔR 


Rešerše byla zaměřena zejména na zpřehlednění dostupných metod využívaných 
 při  laboratorní analýze.  Metody instrumentální analýzy a metody úpravy vzorkŧ 
 byly vybrány s ohledem na zvyšující se náročnost vyšetření uplatňovaných nejen 
 v toxikologických laboratořích. 


Porovnání  zde  nabízených  metod  a  metod  užívaných  v zavedené  krajské 
 toxikologické  laboratoři  ukazuje  na  ne  příliš  plnohodnotnou  vybavenost.Přesto 
 jsou výsledky v mezích možností výborné. 


Počet analýz stále vzrŧstá, proto je požadována stále rychlejší separace, zavádí se 
nové techniky, zmenšují se částice stacionárních fází, přístrojová miniaturizace a 
robotizace  je  stále  vyvíjena.  Bylo  by  účelné,  aby  na  tento  jev  reagoval  i 
manegment  laboratorních  zařízení.  Zkvalitněním  jednotlivých  vyšetření, 
toxikologických  analýz  a  detekcí  lze  dospět  jak  k  přesnější  diagnostice  a 
následnému řešení otrav či toxikomanie, tak i k věděckému vývoji soudní chemie 
a s ní souvisejících odvětví.   
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