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ABSTRAKT

Tato diplomovéa prace se vénuje problematice vyskytu a stanoveni rezidui chloramfenikolu
v biologickém materialu. Teoreticka ¢&ast je literarni reSerSi  shrnujici  informace
o veterinarnich lé€ivech, jejichz pouZiti je u potravinovych zvifat zakdzano a dale shrnuje
platné legislativni poZadavky tykajici se wvyskytu téchto Ilatek v potravinach
a potravinafskych surovinach Zivo&isného plivodu.

V experimentalni ¢asti pak bylo provedeno porovnani stavajicich analytickych metod
pouZivanych pro stanoveni rezidui chloramfenikolu v riznych biologickych materialech, které
jsou vesmés zaloZzeny na cisténi extraktu metodou extrakce tuhou fazi, s novymi postupy
pfipravy vzorku pomoci kolonek, ve kterych funkci sorbentu plni molekularng otisténé
polymery (Molecularly Imprinted Polymers - MIP).

ABSTRACT

This diploma thesis addresses the presence and determination of chloramphenicol residues
in biological materials. The theoretical part presents the literature retrieval containing
information about veterinary medicaments with the banned use in food producing animals
and also the sum of the legislative requirements concerning the presence of these
substances in foodproducts and raw food materials of animal origin.

The comparison was carried out between the existing analytical methods used for the
determination of chloramphenicol residues in different biological materials, which are
altogether based on the solid phase extraction for the extract cleaning and the new
procedures for sample preparations using columns where the sorbent performs on the
molecularly imprinted polymers principle.
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1. UVOD

Moderni intenzivni produkce potravin Zivo¢iSného plvodu se v soucasné dobé jen stézi
obejde bez pouzivani 1&8iv, oviem to musi byt v souladu se zdsadami spravné veterinarni
praxe s ohledem na bezpeénost konzumentl. Cilem je zajistit co nejlepsi zdravotni stav
potravinovych zvirat, ktery je nezbytnym predpokladem vysoké a efektivni produkce
kvalitnich, zdravotné nezavadnych a biologicky plnohodnotnych potravin. Konzument
potravin Zivo¢iSného puvodu ma nejvétsi zajem na tom, aby bylo respektovano zdravotné
hygienické hledisko pfi pouZivani 1&&iv k prevenci nebo terapii potravinovych zvifat, tedy téch
druhl hospodafskych zvifat, ktera jsou chovana nebo lovena za G¢elem produkce potravin,
tj. masa, pozZivatelnych organi, miléka, vajec, medu, protoZe to je jednim z predpokladi
bezpecnosti potravin Zivocisného plivodu.

Intenzifikace Zivoc¢isné vyroby zahrnuje koncentraci zvifat do velkych celkil a minimalizaci
investiénich nakladd na zafizeni pro chov zvifat. Je tedy pochopitelné, ze v takovychto
podminkach nejsou vyjimkou rizna onemocnéni, pfedevs§im infekéni. OvSem intenzivni
pouZivani lé€ivych pFipravk(, krmnych dopliikil a jinych pfipravkil ke zvySeni produkce
vyvolalo obavy z potencialniho rizika vyskytu ne2adoucich rezidui v potravinach Zivo¢isného
plvodu.

Proto Rada Evropské unie vydala v roce 1996 smérnici ¢. 96/23/ES, ktera stanovuje zasady
sledovani nékterych latek a jejich rezidui u Zivych zvifat a ve vyrobcich zivo&isného plvodu.
Kazdy Clensky stat EU ma ktomuto U¢elu zfizenu minimalné jednu referenéni laborator,
které za tuto ¢innost zodpovida.

Latky sledované v ramci monitoringu provadéného podle smérnice 96/23/EC

Skupina A — Latky s anabolickym i¢inkem a zakazané latky
1. Stilbeny, jejich derivaty, soli a estery
¢ Diethylstilbestrol
¢ Dienestrol
e Hexestrol
2. Thyreostatické latky
¢ Thiouracil
¢ Methylthiouracil
¢ Propylthiouracil

e Tapazol



. Steroidy

¢ 17p-boldenon

¢ 17p-nortestosteron (17a-nortestosteron)
e Ethinylestradiol

e 17p-estradiol

e Methyltestosteron

e 17p-trenbolon {(17c- trenbolon)

¢ Stanozolol (16p-hydroxystanozolol)
¢ Megestrol (acetat)

¢ Melengestrol (acetat)

¢ Chlormadinon

e Medroxyprogesteron

¢ Dexamethason

Laktony kyseliny resorcylové véetné zeranolu
e Zeranol

e Taleranol

e Zearalanol

Beta-agonisté (latky stimulujici beta-adrenergni receptory)
¢ Clenbuterol

e Brombuterol

¢ Chlorbrombuterol

¢ Mabuterol

¢ Mapenterol

e Tulobuterol

¢ Hydroxymethylclenbuterol

¢ Clenpenterol

e Clenpropenterol

¢ Cimaterol

e |soxsuprtine

¢ Ritodrin

e Ractopamin

e Clencyclohexerol

¢ Salbutamol

e Salmeterol

e Zilpaterol



e Fenoterol
¢ Terbutalin

¢ Orciprenalin

6. Latky uvedené v pfiloze |V Nafizeni Rady No 2377/90 (EHS) z 26. ¢ervna 1990
s Aristolochia ssp. a preparaty z ni
o Dapson
e Dimetridazol
¢  Chloramfenikol
e  Chloroform
e  Chlorpromazin
¢ Kolchicin
e Metronidazol
¢ Nitrofurany (véetné furazolidonu)

e Ronidazol

Skupina B — veterinarni léCiva a kontaminanty

1. Antibakterialni latky véetn& sulfonamidd a chinolonu

2. Ostatni veterinarni |éCiva
¢ Anthelmintika
¢ Antikokcidika
e Karbamaty a dithiokarbamaty
e Sedativa

¢ Nesteroidni protizanétlivé latky

¢ Ostatni farmakologicky ucinné latky

3. Ostatni latky a kontaminanty prostiedi
¢ Organochlorové slouéeniny véetné polychlorovanych bifenyld
¢ Organofosforové slouceniny
e Chemické prvky
¢ Mykotoxiny
e Barviva

¢ Ostatni



2. TEORETICKA CAST

2.1 Veterinarni lé€iva, jejichz pouziti je zakazano pfi chovu potravinovych
zvifat

Potravinova zvifata jsou zvifata chovana, drZena a poraZzena pro ucely produkce potravin
a nebo jsou od nich ziskdvany produkty pro vyrobu potravin. Veterinarni lédiva musi byt
bezpecna jednak pro léZend zvifata, ale také pro uZivatele (veterinarni lékafe, chovatele)
a v neposledni fadé také pro konzumenty Zivocisnych produktl. Kazdy novy veterinarni
l&&ivy pripravek musi projit registraénim Fizenim. Ustav pro statni kontrolu veterinarnich
biopreparatd a lé&iv (USKVBL) zamitne Zadost o tuto registraci v pfipadé, Ze se v pribéhu
tohoto registracniho Fizeni prokaze, Ze:

e veterinarni |éCivy pfipravek uréeny pro aplikaci zvifatlim, jejichZ maso nebo produkty
jsou urceny pro lidskou spotfebu, obsahuje [éCivou latku nebo latky schopné
farmakologického plsobeni, které nejsou uvedeny ve zvlastnim pravnim predpisu
a nemaji stanoven maximalni limit rezidui (MRL) v souladu s timto zvlastnim pravnim
predpisem (MRL je koncentrace rezidui uritého léCiva vEetné jeho piipadnych
metabolitd, kterd nema nepfiznivé U€inky pro konzumenta),

e u veterinarniho 1&é¢ivého pfipravku uréeného pro aplikaci zvifatum, jejichZz maso nebo
produkty jsou uréeny pro lidskou spotfebu, nebyla stanovena pfiméfena ochranna
Ihita, tedy doba od skonceni podavani veterinarniho Ié¢ivého pfipravku, po kterou
miiZe tento nepfiznivé ovliviiovat zdravotni nezavadnost Zivo&isnych produkti’.

U potravinovych zvifat smi byt pouZita vyluéné takova léciva, kterd obsahuji farmakologicky
aktivni latky pro které EMEA (European Medicines Agency) v souladu s nafizenim 2377/90;
CR vyhl. 106/2002 stanovila pro dany druh a kategorii zvifat maximalni limit rezidui (MRL)
a ktera jsou uvedena v pfiloze |, Il nebo 1l nafizeni 2377/90, resp. vyhl. 106/2002".

PFi podavani veterinarnich é&ivych pfipravkl je nutné dodrZovat zasady spravné veterinarni
praxe, ktera je definovana jako: Selektivni a spravné pouZivani registrovanych veterinarnich
Ié€iv — v souladu s navodem k pouziti — pfi indikacich, pro které jsou povoleny, kdyz je
stanovena diagnéza a vzal se v Uvahu problém rezidui v potravinach Zivocisného plvodu,
jakoZ i dopad na Zivotni prostfedi pfi pouZiti t&chto latek'®.

Distribuci 1&€iva, tvorbu metabolita, vyluovani lé€iva a jeho metabolitl z organismu zvifete
muze ovliviiovat fada fyziologickych, patofyziologickych a technickych faktor(, jako napf.druh
zvifete, jeho vék pfipadné i pohlavi, vzajemna interakce soucasné podavanych |éCiv,
interakce |éCiva s potravou a také vliv zoohygienickych podminek. Rezidua téchto latek se
mohou liSit v rdznych produktech, jako je maso, mléko, vejce a med. Vliv na metabolicky
profil midze mit i zplsob podani 1&&iva. Viechny tyto faktory mohou pozmeénit jak absorpci,
tak i distribuci a prodlouzit eliminaci lé¢iva a jeho metabolitl a mohou tak pfispivat k riziku
vyskytu nepfedvidanych rezidui presahujicich hladinu MRL".
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LécCiva nebezpecna pro zdravi ¢lovéka, kterda nesméji byt pouZivana pro potravinova zvirata
jsou uvedena ve Vyhlasce Ministerstva zdravotnictvi 106/2002 Sb. ze dne 12. bfezna 2002.
Jsou to:

e Avristolochia ssp. a preparaty z ni
¢ Dapson

¢ Dimetridazol

e Chloramfenikol

e Chloroform

e Chlorpromazin

¢ Kolchicin

¢ Metronidazol

¢ Nitrofurany (véetné furazolidonu)

¢ Ronidazol.".

2.1.1 Aristolochia ssp. a preparaty z ni

Aristolochia ssp. je Celed lianovitych rostlin, které mimo jiné obsahuji nitrofenantrenové
slou¢eniny - kyselinu aristocholovou I a Il. Majoritni podil v rostlinném materialu tvofi kyselina
aristolochova | (8-methoxy-3,4-methylendioxy-10-nitrofenanthren-1-karboxylova kyselina) -
viz obr. 1). Tyto rostliny byly pouzivany k Iékafskym Gcelim uz v dobé starovéku, a to k 1é¢bé
hadiho u3tknuti, artritidy, dny, revmatismu a hnisavych poranéni a také v porodnictvi.
Kyseliny aristolochové vyvolavaji u lidi poskozeni ledvin, nadory vyvodnych mocovych cest
a moc¢ového méchyie a u hlodavcu také maligni tumory ledvin a mocovych cest. Po jejich
aktivaci se vytvaFi v jatrech i ledvinach adukty s deoxyadenosinem a deoxyguanosinem. Ty
oviem vedou Kk tumoru pouze v ledvinach, i kdyZ v jatrech probiha biotransformace vétsiny
xehobiotik. Zakladni mechanismus tkariové specifické karcinogenity kyseliny aristolochové
neni znamy. Jejich pouZiti v terapii nadvahy pomoci ¢&inskych bylin vedlo k wvyvoji
ledvinového selhani a nadori mocovych cest. IARC (International Agency for Research on
Cancer; Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny ) klasifikovala produkty obsahujici
kyselinu aristolochovou jako lidsky karcinogen®®’.

X
= OCHz3

Obr. 1: kyselina aristolochové F*
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2.1.2 Dapson

Dapson - 4,4-diamino-difenyl-sulfon (strukturni vzorec viz obr. 2) patfi do skupiny sulfonu
(obr. 2). Jeho nejcasté&jsi pouziti je pfi 1éCbé lepry. Pulsobi prostfednictvim enzymu DHPS
(dihydropteroat syntetazy), ktery inhibuje biosyntézu kyseliny dihydrolistové. K jeji syntéze
potiebuji ¢etné bakterie kyselinu p-aminobenzoovou. Dapson na zakladé své chemické
podobnosti s touto kyselinou namisto ni obsazuje jeji cilova mista a tim brzdi produkci
kyseliny dihydrolistové, ktera je potfebna pro mnozeni bakterii. V dusledku jejiho nedostatku
se shiZuje syntéza purini nutnych pro syntézu DNA a RNA. NejvyznamnéjSim nezadoucim
uginkem dapsonu je hemolyticka anémie.*

HN — s—())—ym

Obr. 2: dapson’

2.1.3 Dimetridazol, metronidazol, ronidazol

jako profylaxe v krmivech pro kraty k prevenci a terapii histomonézy (Cernohlavosti krat).
Toto onemocnéni je vyvolano bicikovci a projevuje se akutnimi prajmy vedoucimi
k Ghynu pfedev&im miladat.®

VétSina aromatickych nitroslouéenin vykazuje mutagenni aktivitu v bakterialnich i savéich
systémech a jsou to karcinogeny vyvolavajici nadorové procesy. Jejich cilovymi organy jsou
predeviim jatra, plice a prsni Zlazy. Kli¢ovym mistem metabolické aktivace aromatickych
nitroslougenin je nitroskupina. Jeji redukci vznika hydroxylamin, ktery je nestabilni a ochothé
tvofi nitreniovy ion, ktery reaguje s nukleofilnimi centry molekuly DNA za vzniku adukty.
K aktivaci nitroaromatu v nékterych pfipadech pfispiva i jejich oxidacni metabolismus. Mohou
také puasobit prostfednictvim iniciace radikalovych procesd. Jejich vysledkem jsou
hydroxylované derivaty purinovych bazi. Pozorovan byl také narist jednofetézovych
i dvoufetézovych zlomi DNA "%

Dimetridazol -1,2-dimethyl-3-nitroimidazol (strukturni vzorec viz obr. 3) - na zakladé vyjimky
jej |ze pouzit u pladku sumcl proti koZovcei.

12



CH1

Obr. 3: Dimetridazof

Metronidazol - 1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-5-nitroimidazol (strukturni vzorec viz obr. 4) lze
pouzit také pfi léCbé infekénich onemocné&ni vyvolanych anaerobnimi bakteriemi
{(Campylobacter, Clostridium). Dale je U&inny na fadu protozoi : Trichomonas vaginalis,
Giardia lamblia, Entamoeba histiolytica a Balantidium coli.®

]
CHg/\\N NO
|

CHa — CH2 — oH

2

Obr. 4: Metronidazof

Ronidazol - 1-methyl-2-carbamoyloxymethyl-5-nitroimidazol - se pouZival také jako profylaxe
enterohepatitidy krut, pfi 16&b& mykoplazmatickych infekci. Je Géinny jak proti G* tak i proti G’
bakteriim®. Strukturni vzorec viz obr. 5.

NHy —C—0—CHs “|‘ NG2
I

Obr. 5: Ronidazof

13



2.1.4 Chloroform

Po dlouhou dobu byl chloroform - trichlormethan (strukturni vzorec viz obr. 6) spolu
s diethyléterem jedinym pouZivanym celkovym anestetikem. Jeho a&inek spociva
v hespecifickém uloZeni molekul do hydrofobniho nitra fosfolipidické dvojvrstvy bunécné
membrany. Nevyhodou ovSem je, Ze je to podeziely karcinogen a Ze je hepatotoxicky, pfi
chronické expozici mize vyvolat i cirhdézu jater. Soucasné byvaji poSkozeny i ledviny. Pfi
biotransformaci chloroforrnu vznikaji reaktivni metabolity, které se kovalentné vazou na
proteiny, tuky a fosfolipidy. S tim je spojena aktivita fosfolipazy C, ktera odbourava bunécnou
membranu®. Vznika také v mensich mnoZstvich z nékterych organickych latek (alkoholy,
ketony, aldehydy) pfi dezinfekci pitné vody chlorovanim, coZz mizZe vést k chronickym
zdravotnim potiZim pfi jejim dlouhodobém pouZivani k pfipravé pokrmil a napoji®.

Obr. 6: Chloroform?

2.1.5 Chlorpromazin

Chlorpromazin - 2-chlor-10-(3-dimethyl-aminopropyl)-10H-fenothiazin (strukturni vzorec viz
obr. 7) je neurclepticka latka Siroce pouZivana v mediciné pro své tiSici, antipsychotické
a také antiemetické vlastnosti. Po peroralnim podani se dobfe resorbuje, metabolizuje se
jatrech a je vyluéovan do modi a zluéi. Plazmaticka hladina rychle klesa, ale eliminacni
polo¢as je velmi dlouhy (4 nebo vice tydnd), protoZe se nespecificky vaZze na membrany.
Existuji tfi cesty jeho metabolismu:

¢ hydroxylace na jadfe a nasledna konjugace (nejcastéji s kyselinou glukuronovou)
e demethylace
¢ oxidace siry a dusiku

Tyto déje probihaji paralelng, takZe v organismu se soucasné vyskytuje velké mnoZstvi
metabolitil chlorpromazinu®.

Chlorpromazin se vaze rychle do fosfolipidické dvouvrstyy, rusi organizaci molekul
fosfolipidl, coZ miZe vést aZ k ruptufe membrany.?

Plasobenim UV zafeni vznikaji z chlorpromazinu reaktivni volné radikaly, které mohou
vyvolat vznik genovych mutaci a chromozomalnich aberaci'®.

Cl N

S

Obr. 7: chiorpromazin®
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2.1.6 Kolchicin

Kolchicin ~ -N-{((7S)-5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10  -tetramethoxy-9-oxobenzo(a)heptalen-7-
yljacetamide je alkaloid ziskany z ocunu. Je to mitoticky jed - mitézu zastavuje ve stadiu
metafaze, tim Ze inhibuje tvorbu mirotubull).

Pouziva se pfi akutnich zachvatech dny, coZ je porucha metabolismu proteintl projevujici se
nadmérnym hromadénim kyseliny moc¢ové v organismu. Pfi akutnim zachvatu dny dochazi
ke zvy3eni koncentrace uratu v krvi a tkafiovém moku, urat pak vypadava z roztoku ve formé
krystalk(l a to pfedevs8im v malo prokrvenych tkanich jako jsou napfiklad kloubni chrupavky.
Fagocytujici bunky tyto krystalky fagocytuji, dojde k t&¢snému spojeni lysozomalni membrany
s timto krystalem a tim se shizi jeji mechanicka stabilita a membrana praskne. Tim dojde
k uvolnéni agresivnich lysozomalnich enzymi a =zaroveri k uvolnéni pavodné
fagocytovaného krystalku uratu. Tyto enzymy pak naruduji piilehlé tkan&. U&inek kolchicinu
pak spociva v tom, Ze inhibuje tuto fagocytarni aktivitu a tim zabrani uvolfiovani agresivnich

lysozomalnich enzym(*%.

Je to podeziely teratogen - snadno prostupuje placentarni bariérou. Také dochazi k jeho
hromad&ni v matefském mléce.

V soucCasné dobé se kolchicin vyuZiva v genetickém vyzkumu k zamérnému vyvolani
genomovych reakci.?

OCH-

Obr. 8 : Kolchicin?

2.1.7 Nitrofurany véetné furazolidonu

Nitrofurany jsou synteticka Sirokospektralni antibiotika, které byla v minulosti pouzivana
v Zivocisné vyrobé, a to v chovech dribeze, prasat, telat a dalSich hospodarskych zvifat
jako prevenci a terapie stfevnich infekci zplsobenych bakteriemi Escherichia coli
a Salmonella spp. a také jako stimulatory rdstu. Nejcastéji pouzivanym nitrofuranem byl
furazolidon -N-(5-nitro-2-furfurylidene-3-amino)-2-ox-azolidinon (strukturni vzorec viz obr. 9).
V roce 1995 bylo pouziti nitrofurant u potravinovych zvitat zakazano v ramci celé Evropské
unie, protoZe byla prokazéana jejich karcinogenita a mutagenita'"°.
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Nitrofurany se po poziti rychle metabolizuji a vysledkem tohoto sloZitého metabolismu je
tvorba stabilnich, na tkané vazanych rezidui, ktera v metabolizované formé pFetrvavaji ve
zvifatech jeSté nejméné Sest tydnu po ukonceni léCby. Chemicka stabilita téchto metabolit(
zUstava uchovana i pfi dlouhodobém skladovani in vitro a také pfi tepelném zpracovani.
Metabolity mohou byt v kyselém prostiedi Zaludku uvolnény z vazby a mohou takto
predstavovat zdravotni riziko pro spotiebitele’"*.

Obr. 9: furazolidon®

2.1.8 Chloramfenikol
2.1.8.1 Charakteristika

Chloramfenikol - 2,2-Dichloro-N-[3-hydroxy-a-(hydroxymethyl)-4-nitrophenethyl]acetamide,
(strukturni vzorec viz obr. 10) je Sirokospektralni antibiotikum se Sirokym spektrem Ucinku.
V dfivéjsi dobé bylo hojné pouzZivané ve veterinarni praxi, a to ve viech vyznamnégjsich
chovech zvifat produkujicich potraviny.

OH
|
NH

|
C

7R
0~ CH,CI

Obr. 10 : chloramfenikof
V soucasné dobé nachazi pouziti v humanni medicinég pfi 1éEbé téch infekEhich onemocnéni,

pfi kterych jsou jina antibiotika neli¢inna a nebo je k nim plvodce infekce ziskal rezistenci.
Jde pfedeviim o tato onemocnéni - bfisni tyfus, bakterialni meningitida, anaerobni infekce,
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bruceléza, riketsialni infekce. Dale se pouZiva ve forma kapek nebo masti pfi 1&€bé oénich
infekci, jako je zanét spojivek nebo rohovky, dale ve formé masti k 1éébé zevniho ucha nebo
pokozky. Ve veterinarni mediciné se smi pouZivat pouze u psu, ko¢ek, koni a akvarijnich
rybek, .

Poprvé byl izolovan z pudnich mikroorganisml Sterptomyces venezuelae v roce 1947, ale
nyni se pfipravuje vyhradné synteticky. PFi systémové 1éEbé se pouzZivaji tfi jeho formy, a to
v zavislosti na zpusobu podani l1éku - chloramfenikol s volnou bazi, chloramfenikol palmitat
a chloramfenikol sukcinat™.

Vlastni chloramfenikol a inaktivni chloramfenikol-palmitat se pouzivaji pfi peroralnim podani.
K hydrolyze esterové vazby chloramfenikol-palmitdtu dochazi v duodenu &innosti
pankreatickych lipaz. Uvolnény chloramfenikol je absorbovan v gastrointestinalnim traktu.
Pro parenteralni aplikace se pouzZiva chloramfenikol sukcinat; k jeho hydrolyze muze
dochéazet &innosti esteraz jak v jatrech, tak i v ledvindch i v plicich'®.

Chloramfenikol je dobfe distribuovan do vSech ¢asti téla a snadno dosahuje terapeutické
koncentrace i v CNS, kde se také mlZe akumulovat. Asi 50% chloramfenikolu se vaZe na
plazmatické proteiny, tato vazba je nizsi u jedincd s cirrhdézou a u novorozencl. Polo¢as
chloramfenikolu byl zavisly na koncentraci bilirubinu v plazm&*®.

Pti soucashém podavani pyridoxinu byla koncentrace chloramfenikolu séru vyrazné nizsi
a soucasné byla vy33i rychlost eliminace jeho rezidui z tkdni. Soucasné podavani glycinu
chrani jatra pred toxickym u&inkem chloramfenikolu.®**

Nejcastéjsi se eliminuje v jatrech, a to konjugaci s kyselinou glukuronovou za vzniku

inaktivniho glukuronidu. Tento metabolit je stejné jako samotny chloramfenikol vyluéovan
~:15

modci .

U zvitat 1é&enych chloramfenikolem byly v ledvinach, jatrech a ve svalovind nalezeny tyto tfi
metabolity :

¢ dehydrochloramfenikol

¢ nitrofenylaminopropandionchloramfenikol (NPAP-chloramfenikol)

¢ nitrosochloramfenikol

U vSech byl prokazan cytotoxicky efekt. Tyto metabolity vznikaji také v kostni dfeni jako
vysledek metabolické transformace, z ¢eho2 Ize usuzovat, Ze kostni dfefi je druhym mistem
metabolické konverze chloramfenikolu a tim i cilem po&kozeni'.

Chloramfenikol je také prokdzany inhibitor oxidativni fosforylace, sniZuje wvyuziti glukézy
v mozku a ovliviiuje priibé&h spankového cyklu 3%

2.1.8.2 Cytotoxicita a genotoxicita

Cytotoxicky ucinek chloramfenikolu spociva v tom, 2e inhibuje peptidyltransferazu. Tento
enzym je soucasti velké 505 podjednotky ribozomu a katalyzuje vznik peptidické vazby pfi
translaci. Chloramfenikol inhibuje proteosyntézu u prokaryotickych bunék a v mensi mife
také u bunék eukaryotickych. Ze savCich bunék jsou na ucinek chloramfenikolu nejcitlivéjsi
burky erytropoetické. Dlivodem tohoto jevu je, Ze mitochondrialni a bakterialni ribozomy jsou
si podobné (oba maji velikost 70S), zatimco cytoplazmatické mitochondrie savclu maji
velikost 80S'°.
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K inhibici proteosyntézy plsobenim chloramfenikolu dochazi také tim, Ze chloramfenikol
negativné ovliviiuje kompletaci malé a velké ribozomalni podjednotky.® MoZnosti inhibice
proteosyntézy znazorfiuje obr. 11.

Dalsi nevyhodou chloramfenikolu je jeho genotoxicita - indukuje vyménu sesterskych
chromatid a také bylo prokadzano, Ze vyvolava zlomy v jednofetézcové DNA. NejvySsi
genotoxické Ucinky ma nitroso-chloramfenikol a dehydro-chloramfenikol a ke genotoxickym
U&inkdm t&chto derivatil jsou buriky kostni dien& vnimavéjsi ne2 lymfocyty.*

DNA ——/— DNA

quinolon ‘L

" rifampin
l\ MRNA

Pl

(305) : W05 TRNA

/ tetracyklin
A

/338 poo A~ GTP
i met-{RNA
f -\ - ~_"""*---._‘_‘“_“‘,.\\‘
translace e , | Iniciacni komplex
orotein 303poo L 0
vznik peptidicke vazby

AMH RNA 108 /
' ¥ aminoglykosidy
(streptomycin, gentamyein)
CHLORAMFENIKOL
erythromycin 505 met-RNA
Kindamycin -

Obr.11 : Mista inhibice proteosyntézy riznymi antibiotiky’>
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2.1.8.3 Hemalotoxicita

Existuji dvé formy toxicity vyvolané chloramfenikolem:

1. reverzibilni, na velikosti davky zavislé po3kozeni kostni dfené, které se vyviji b&hem
IéCby. Pacient se vraci do normalniho stavu po vysazeni [éku. K této formé toxicity
dochazi pfi kaZdém pouziti 1éku.

2. ireverzibilni, svelikosti davky nesouvisejici aplastickd anémie, ktera je
charakterizovana nedostatecnou tvorbou krevnich bunék vedouci k ubytku &ervenych
krvinek, bilych krvinek i krevnich desti¢ek. Je spojena s poSkozenim DNA vyvolanym
hitrochloramfenikolem, ktery je produktem redukce nitro skupiny chloramfenikolu.
Schopnost této redukce je geneticky dana. Tato forma je vzacnéjsi, ale ¢asto kondi
smrti nebo se z ni mizZe vyvinout leukémie. Pfiznaky se mohou objevit az nékolik
tydn(i nebo i mésictl po podani posledni davky.*

Vzhledem Kk tomu, 2e vyvin aplastické anémie nezavisi na vysi davky chloramfenikolu, neni
pro tuto latku stanovena ani pfijatelna denni davka (acceptable daily intake - ADI) a ani
maximalni rezidualni limit (maximum residue limit - MRL) * *°.

Toxicita vyvolana chloramfenikolem lzce souvisi s oxidagnim stresem, s mozZnym spojenim
mezi metabolickym vznikem volnych radikal( a Gtlumem kostni dfené.*

2.1.8.4 Gray baby syndrom

U novorozencl muizZe byt chloramfenikol smrtelny, zvlasté u téch predéasné narozenych.
K vyvoji onemocnéni dochazi 2 - 9 dni po za¢atku l1écby a projevuje se zvracenim, nechuti
k sani, nepravidelnym a zrychlenym dychanim a volnym odchodem zelené stolice. Nasleduje
ospalost, svétleSedé zbarveni kiiZe (odtud nazev syndromu), hypotermie a obéhovy kolaps.

Za toxicitu chloramfeniklou u novorozencu jsou zodpovédné dva mechanismy:

1. jeho neschopnost navazat se na kyselinu glukuronovou, coZ je zplsobeno tim, Ze
aktivita glukuronyltransferazy v jatrech je v prvnich 3 - 4 tydnech Zivota odliSna od
aktivity v pozdéjSim véku

2. nespravné vyluCovani nevazané latky ledviny novorozencl nedokazi spravné
vylu&ovat nevazany chloramfenikol'®

2.1.8.5 Rezidua v potravinach

Pfitomnost rezidui chloramfenikolu v potravinach Zivocisného puvodu mize mit - kromé
ilegalniho pouZiti tohoto Iéku u potravinovych zvifat - hned nékolik pricin:

e chloramfenikol je pfirozené& produkovan nékterymi pldnimi mikroorganismy a takto
kontaminovana plda mulzZe byt volné se pasoucimi zvifaty mimodék pozfena
s potravou

¢ do pudy se muZe chloramfenikol dostat také prostfednictvim hnoje, ktery pochazel od
IéCenych zvifat a ktery se nasledné pouzil jako hnojivo

e zvifata mohou byt pfileZitostné vystavena plUsobeni perzistujicich environmentalnich

rezidui chloramfenikolu, které jsou nasledkem dfivéjSiho veterinarniho pouZiti
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¢ v kombinovanych chovech hospodafskych zvifat a ryb lze vykaly pouZit také jako
hnojivo do rybniki a pokud byla néktera zvifata v tomto systému léCena
chloramfenikolem, pak se jeho rezidua mohou dostat i do vody a tak i do tél vodnich
Zivogich™.
Hladiny rezidui vzniklé v ZivociSnych produktech témito cestami jsou vsak Fadové nizsi, nez
po podani chloramfenikolu zvifatim v terapeutickych davkach.

2.2 Legislativni poZzadavky na kontrolu nelegalniho pouziti zakazanych
latek

Pfitomnost rezidui veterinarnich lé¢ivych pfipravkld v produktech Zivocisného puvodu
pfedstavuje problém z hlediska ochrany vefejného zdravi. Dne 9. bfezna 1995 =zd(raznil
Evropsky parlament naléhavou potfebu jednotného a U€inného monitorovaciho systému ve
Spolecenstvi a pozadal &lenské staty o posileni kontroly a sledovani s ohledem na pouziti
nedovolenych latek. Dosavadni pravni pfedpisy Spole¢enstvi ¢ kontrole rezidui v potravinach
Zivogisného plvodu nebyly dostateéné jasné a davaly moZnost riznych interpretaci
v jednotlivych &lenskych statech a dale bylo nutno posilit kontroly provadéné jednotlivymi
staty a v jednotlivych &lenskych statech.

Proto dne 29. dubna 1996 vydala Rada dvé nové smérnice:

1. 96/22/EC o zakazu pouZivani nékterych latek s hormonalnim nebo tyreostatickym
ucinkem a beta-sympatomimetik v chovech zvifat - tato smérnice rusi predchozi
smérnice81/602/EHS, 88/146/EHS a 88/299/EHS

2. 96/23/EC o kontrolnich opatfenich u nékterych latek a jejich rezidui v Zivych zvifatech
a ZivociSnych produktech — tato smérnice rusi smérnice 85/358/EHS a 86/469/EHS
a rozhodnuti 89/187/EHS a 91/664/EHS.

2.2.1 Smérnice Rady (ES) ¢. 96/23/ES

Tato smérnice vymezuje monitoring postupu produkce zvifat a vyrobki Zivo¢isné prvovyroby
za Ucelem zjisténi pfitomnosti rezidui a latek uvedenych v pfiloze | u Zivych zvifat , v jejich
vykalech a té&lnich tekutinach, ve tkanich a ve vyrobcich Zivogisného pilvodu, v krmivech
a v hapajeci vodé.

Clenské staty musi vypracovat a predloZit Komisi plan zjistovani skupin latek &i rezidui podle
typu zvitat a vymezit opatfeni v pfipadé pozitivniho nalezu.

Dale musi Clenské staty zajistit, aby na trh byly uvadény pouze takové potraviny ZivoCisného
plvodu, které pochazeji ze zvifat, kterym nebyly podany nepovolené latky a pokud jim byly
podany povolené latky byla dodrZzena ochranna Ihita.

Musi se provadét namatkové kontroly béhem wyroby, manipulace, skladovani, pfepravy
a distribuce téchto potravin, u vodnich Zivocichu také vody, ze které byli vyloveni. Kontrole
podléhd i produkce a disttibuce krmiv. Tato kontrola se vztahuje i na dovoz potravin
Zivocisného puvodu ze statd mimo EU.

Kazdy &lensky stat ur&i alespofi jednu narodni referenéni laborator - v Ceské republice je to
pro kontrolu latek uvedenych ve skupiné A v pfiloze této vyhlasky Ustav pro statni kontrolu
veterinarnich biopreparati a lééiv (USKVBL), pro kontrolu latek skupiny B je uréen Statni
veterinarni Ustav. Skupinu A tvofi latky s anabolickym Uc¢inkem a nepovolené latky, skupinu
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B veterinarni IéCiva a kontaminanty. Zvifata, ktera byla posouzena jako nevyhovujici musi
byt bezprostiedné poraZena a jejich téla odeslana do zafizeni ke zpracovani velmi
nebezpecnych materiall. Minimalné po dobu jednoho roku je hospodarska jednotka, kde byl
potvrzen nevyhovujici nalez, pod zesilenou kontrolou.

Tato vyhlaska specifikuje pro kaZdou kategorii hospodarskych zvirat minimalni pocet
kontrolovanych kusl a dale stanovi, jaky podil z t&chto zvifat ma byt vy3etfen na rezidua
latek skupiny A a na rezidua skupiny B*'.

V' Rozhodnuti Komise 2003/181/EC ze dnhe 13. bfezna 2003 byly stanoveny minimalni
pozadované dosahované limity (minimum required performance limit - MRPL) analytickych
metod pro latky, pro néz nebyl stanoven pfipustny limit (MRL), a zejména pro ty latky, jejichz
pouzZiti neni ve Spoledenstvi povoleno nebo je vyslovné zakdzano. Pro chloramfenikol je
hodnota MRPL 0,3ug/kg, a to pro vSechny sledované matrice (maso, vejce, mléko, mog,
med, vodni Zivogichové)®.

PoZzadavky na analytické metody, kterymi jsou rezidua stanovovana, jsou definovany
v Rozhodnuti Komise 2002/657/EC.¥

2.3 Pouziti analyticka metoda

Pro v8echny analytické metody na stanoveni chloramfenikolu jsou typické nasledujici tfi
zakladni kroky:

e pfiprava primarniho extraktu
¢ purifikace primarniho extraktu

¢ detekce a kvantifikace rezidui chloramfenikolu

2.3.1 Piiprava primarniho extraktu

Pfiprava vzorku patfi k zakladnim udkonim pfi analyze wvzorkll, zvlasté pak vzorku
biologickych, ve kterych chceme stanovovat rezidua v koncentracich fadové desetin az
jednotek lg/kg biologického materialu.  Na jejim provedeni zaleZi celkovy Uspéch
ahalytického stanoveni — a to jak z kvalitativniho, tak i z kvantitativniho hlediska.

Dal3im hlediskem, které je tieba brat v avahu pfi vybéru postupu pfipravy primarniho
extraktu je ¢as potfebného pro pfipravu vzorku a prachost pfipravy. Kazdé zjednoduZeni
postupu zvySuje spravnost provedeni analyzy.

Cilem je pFipravit vycCistény extrakt, ktery bude mozZnost analyzovat vysoce Uu&innou
analytickou metodou. Tuhé vzorky je nuthé prevést do roztoku, vzorky obsahujici tuhé
neCistoty se musi Zfiltrovat a pokud vzorek obsahuje pevné &astice, na které je analyt
adsorbovan, musi se nejprve analyt z téchto ¢asteCek desorbovat.

U biologickych vzorkil neni vyjimkou, Ze analyt je chemicky vazan na biomakromolekuly.
Nejobvyklej5i metodou rozrudeni této vazby je hydrolyza (kysela, alkalicka, enzymaticka).
Biologické vzorky jsou vZdy komplikované smési (komplexni matrice) a proto se musi
odstranit veskeré interferujici slozky. '
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2.3.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction - SPE) je v soucasné dobé nejrozSifenégjsi
separacni technikou pouzivanou pfi zpracovani kapalnych vzorkll s riznou polaritou, pro
extrakci stfednd tékavych a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni
nezadoucich pfimési, které by mohly rusit nasledna analyticka stanoveni. Jeji podstatou je
zachyceni molekul analytu na tuhém sorbentu, pfes ktery vzorek protéka - vyuziva se
chemickych vlastnosti molekul, které v dusledku mezimolekulovych interakci na sorbentu
ulpivaji. Mechanismy zachycovani latek spoéivaji v riznych molekularnich interakcich mezi
analytem a sorbentem:

e van der Waalsovy sily(,nepolarni® interakce) - viz obr. 12
e vodikové mustky (,polarni* interakce) - viz obr. 13

e iontové interakce'®

silikagel

Obr. 12: Interakce na nepolérnich sorbentech’®

Siagel chemicky vazaneé faze H

&%’

46
OO analyty

interakce dip6l - dip6l; vodikové vazby

Obr. 13: Interakce na polérnich sorbentech'®

22



Sorbenty jsou vétSinou zaloZeny na bazi chemicky modifikovaného silikagelu - na povrchové
silanolové skupiny se chemicky navazuji skupiny riznych viastnosti, které pak rozhoduji
o vyslednych vlastnostech sorbentu. Pro extrakci chloramfenikolu, ktery je nepolarni musi byt
zvolena nepolarni faze - nejcastégji je to oktadecyl (C18). Aby CasteCky silikagelu pokryté
nepolarni fazi zadrZovaly analyt, je nezbytné smaceni faze vazané na silikagel
rozpoustédlem s vhodnou polaritou. Pak nasleduje nasyceni kolonky Cistym rozpoustédlem
shodnym s rozpoustédlem analyzovaného vzorku. V pfipadé faze C18 se kolonka solvatuje
methanolem a pak nasyti vodou. Tato operace se oznaCuje jako solvatace nebo také
kondicionace kolonky'®.

Na takto pfipravenou kolonku se nanese analyzovany vzorek a necha protékat pfiméfenou
rychlosti - rychly pritok mize zpusobit, Ze se analyt nezadrzi aplné, pomaly pritok zvySuje
c¢asovou narocnost procesu a tim zhorsuje jeho ekonomiku

Nasleduje selektivni eluce nezZadoucich slouéenin vhodnym rozpoustédlem, ve kterém je
analyt nerozpustny. Poslednim krokem je eluce analytu z vazanych fazi vhodnym
rozpoustédlem. Opét je nutné kontrolovat pfimé&fena rychlost pratoku, protoZe pfi rychlém
priutoku se nemusi vymyt vSechen analyt. Pritok kapaliny pfes kolonku lze urychlit
nasledujicimi metodami:

e vakuem na vystupu z kolonky
¢ tlakem na vstupu kolonky

e centrifugaci'®

2.3.3 Molekularné otisténé polymery

Pomérné novou technologii purifikace primarniho extraktu jsou jako naplné SPE
kolonek vyrabény specialni polymery, které na zakladé kombinovanych vlastnosti
(velikost poéri a jejich polarita) selektivné zadrzuji konkrétni analyty, pro které jsou
pfipraveny.

Tyto molekularné otisténé polymery (Molecularly Imprinted Polymers - MIP) se vyrabi z
vysoce zesiténych polymerd v pritomnosti cilové molekuly jako templatu. Po odstranéni
tohoto templatu se odhali vazebna mista v polymerni siti, ktera jsou k templatu
komplementarni jak ve velikosti a tvaru, tak i v pozici funkénich skupin. Tetno polymer pak
muze byt pouzit jako selektivné vazajici médium pro cilovy analyt a jiné strukturné obdobné
slougeniny. '". Schéma pfipravy MIP znazorfiuje obr. 14 .

7
O

smés funkénich
monomerd sestaveni zesiténi extrakce templatu

Obr. 14: Schéma pripravy MIP"
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Vzhledem k tomu, Ze chloramfenikol je zcela zakazan u potravinovych zvifat, je nutné jako
templat pouzit jeho analog, nebot pfipadné nedostatec¢né odstranény templat z MIP by mohl
vyvolat fale$né pozitivni vysledky'’.

koneéného extraktu, zkraceni ¢asu a dobrou citlivost umozniujici detekci stopovych mnozZstvi
chloramfenikelu, a to v koncentraci jiz od 0,03 ug/kg, coZ je koncentrace desetkrat nizZSi nez
je MRPL stanoveny pro chloramfenikol."”

Suchy polymer se umisti do prdzdné SPE kolonky mezi dvé polyethylenové frity. Takto
pfipravené MIP kolonky |ze zakoupit od komerénich vyrobcl. Pfed vlastni extrakci musi
probéhnout kondicionace (solvatace) promyvacim rozpoustédlem. Pak se na kolonku nanese
analyzovany vzorek a nakonec se provede eluce vhodnym rozpoustédlem. Rychlost pritoku
vzorku i eluéniho Cinidla kolonkou musi byt pfiméfena. P¥ilis pomala rychlost prodluZuje dobu
potfebnou na analyzu, pfili§ vysoka rychlost prutoku vzorku muize zpusobit, Ze se cilovy
analyt ,nestihne” navazat na specifické vazebné misto, vysoka rychlost eluce pak miuze
zpUsobit, Ze ne v8echen analyt se z kolonky vyplavi'®.

Retence chloramfenikolu je zpusobena selektivnimi vodikovymi vazbami pokud je pouzit
nepolarni promyvaci roztok a neselektivnimi vodikovymi vazbami pfi pouziti polarniho
promyvaciho roztoku'®.

Hlavni pfinosy pouziti MIP pfi extrakci chloramfenikolu tedy jsou:

e velmi vysoky stupefi pfecisténi vzorku a vysoka selektivita, které je dosazeno pfi
rychlé a jednoduché Upravé vzorkl

¢ velmi nizké detekéni limity
¢ stabilita v Sirokém rozsahu pH a teploty
o vySSi vytéZky

e zkraceni &asu pripravy vzorku oproti pouZiti klasickych kolonek SPE-C18'"*

Pouziti kolonek MIP pro chloramfenikol bylo optimalizovdno pro rizné komplexni matrice
(mléko, plazmu, med, mo¢ a téla krevet &i garnatd). Rozdily v pouZitych promyvacich
a eluénich roztocich jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Pfiprava biologického materialu pfed vlasthi extrakci na MIP kolonkach je pro nékteré
matrice odlisna od pfipravy tohoto materialu pfed extrakci na klasickych kolonkach
SPE-C18. Cerstvé mléko se pfed nanesenim na kolonku musi centrifugovat a pouZije se
pouze vrstva nachazejici se mezi horni vrstvou tukd a dolni vrstvou bilkovin. Plazma se také
centrifuguje a na kolonku se pouZije pouze supernatant. Med staCi pouze rozpustit
v deionizované vodé&. Rychlost rozpousténi lze zvysit zahfevem na 45°C. Mo se také
centrifuguje a supernatant je nutné upravit na pH7 pomoci kyseliny octové nebo amoniaku.
Pfiprava vzorkil z krevet a garnati spociva v homogenizaci syrového nebo vafeného masa,
homogenizat se smicha s ethylacetatem a centrifuguje. Supernatant se vysusi a znovu
rozpusti v deionizované vodé a Zzfiltruje. Opét je nutné vzorek pfed aplikaci na kolonku
upravit na pH7 pomoci kyseliny octové nebo amoniaku®.
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Tabulka &. 1°%

matrice LOD 1. promyti 2. promyti eluce
A
ACN + AA AR
miéko 0,10 ng/ml A dichlormethan rggt,?';'bAA'A
ACN + NH, (89:1:10)
A
ACN + AA
plazma 0,02 ng/ml A dichlormethan me’FQH.AA.A
ACN + NHs (89:1:10)
A
ACN + AA 2%AA o
mo¢ 0,02 ng/g NH; rozpusténa v 1%A’ r:InetOch
ACN +NH; | dichlormethany | ¥ @'chormethant
A
ACN + AA 2%AA
med 0,02 ng/g NH; rozpusténa v metOH
ACN + NH; dichlormethanu
A
krevety a 0.07 na/ ﬁﬁN tAA dichlormethan metOH:dichlormethan
garnati -/ ng'g ACH + NH, (10:90)

A - voda; ACN - acetonitril; AA - kyselina octova; metOH - methanol

2.3.4 Derivatizace

Derivatizace umoziuje stanovit pomoci plynové chromatografie ilatky prfed derivatizaci
obtizné stanovitelné, termolabilni nebo malo tékavé. Jde o nahrazeni reaktivnhich atomu
vodiku ve funkénich skupinach organickych latek, jako jsou napfiklad alkoholy, fenoly,
glykoly, karboxylové kyseliny, hydroxykyseliny, aminokyseliny, aminy, amidy nebo thioly
jinou skupinou. S ohledem na vlastnosti analyttl a zvolenou analytickou techniku detekce se
nejCastéji pouzZiva silylace, acylace, esterifikace, alkylace, cyklizace nebo kombinace
nékterych z téchto metod. Vzniklé derivaty maji v porovnani s pavodnimi slou¢eninami nizsi
polaritu, vy35i t&kavost a jsou termicky stabiln&jsi*>.

Derivatizaci muzZeme rozdélit Podle mista, kde probiha derivatizacni reakce, existuji

nasledujici derivatizaéni techniky:

¢ pfedkolonova derivatizace (pre-column derivatization); chemicka reakce probiha pred

kolonou

¢ postkolonova derivatizace (post-column derivatization); chemicka reakce probiha za

kolonou

e derivatizace na koloné (on-column); chemicka reakce probiha pfimo v koloné
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V8echny zplsoby derivatizace maji vliv na eluéni charakteristiky separovanych latek
(G&innost separace a dobu analyzy) '*. Vznik trialkylsilyl derivati ukazuje rovnice na obr. 15 .

CHg Ci-la
VIOREK —0 + CH,—gj—x = VIOREK—0—§i—CHy * HX proBSTFA. X = CF3=—=C = N —Si(CH;)4
| | |
H CHy CHs 0

Obr. 15: Reakce vzniku trialkylsilylderivéti®

Nejbéznéjsi metodou derivatizace pro plynovou chromatografii je silylace, pfi niZ dochazi
k nahrazeni vodiku trimethylsilylovou skupinou. Tyto derivaty jsou oviem oproti plvodnim
slou¢eninam mnohem nachylngjsi k hydrolyze. Pro derivatizaci chloramfenikolu se nejCastgji
pouzZiva BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamide) - strukturni vzorec viz obr. 16.
Ke vzorku se silylaéni Cinidlo pfidava v nadbytku - molarni pomér BSTFA . aktivni vodik by
mél byt alespofi 2 : 174,

C|H3
CHg— Si—CH,

|

O  CHs

CF3—C=N—Si—CHj

CHs

Obr. 16: BSTFA (N,O-bis(trimethyisilyl)trifluoroacetamide®

2.3.5 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Plynova chromatografie je separacni metoda, pfi které se rozdéluji sloZky vzorku mezi
stacionarni a mobilni fazi, které jsou navzajem nemisitelné. U plynové chromatografie
je mobilni fazi inertni plyn, ktery unasi vzorek kolonou obsahujici fazi stacionarni.
Jednotlivé sloZky vzorku jsou separovany na zakladé rozdilnych interakci s touto
stacionarni fazi a jsou postupné eluovany inertnim nosnym plynem. Slozky vychéazejici
Z kolony jsou postupné indikovany detektorem a signal odpovidajici jejich obsahu nebo
koncentraci v nosném plynu, je samocinné registrovan jako funkce ¢asu nebo objemu.
Je to idedlni metoda pro termostabilni latky, latky silné polarni musi byt pred vlastni
analyzou chemicky upraveny derivatizaci. KaZzdy chromatograf ma tyto zakladni ¢asti:
zdroj nosného plynu, cCistici zafizeni, regulacni systém, davkovac, kolonu, termostat,
detektor a vyhodnocovaci zafizeni. '®* Schéma plynového detektoru je na obr. 17.
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vzorek vystup plynu do atmosféry

I 4 signal detektoru
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\ \ \ i vyhodnocovaci

2 zafizeni
davkovad gona detektor
regulaéni
4 systém
| \ termostat

Cistici zarizeni

zdroj nosného plynu

Obr. 17: Schéma plynového chromatografu'®

2.3.5.1 Casti plynového chromatografu
2.3.5.1.1 Zdroj nosného plynu

Zdrojem nosného plynu, tedy mobilni faze, je tlakova lahev obsahujici vodik, dusik,
helium nebo argon. Funkci nosného plynu je unadet vzorek kolonou a jeho
Druh plynu je uréen jeho Ukolem unéaset vzorek kolonou a potiebou inertniho chovani
viéi jeho slozkam. Velkou roli pfi jeho vybéru hraje téZ potfeba netoxicity, bezpecnosti
prace a v neposledni fadé také cena'*'®.

2.3.5.1.2 Cistici zafizeni

Jeho uUkolem je zachycovat necCistoty nachazejici se v nosném plynu, které mohou
interagovat s analytem i se stacionarni fazi. Z tohoto hlediska jsou kritickymi
necistotami vodni para a kyslik, a to jak pro separa¢ni systém (chemickd zména
stacionarni faze, tzv. starnuti a z ného vyplyvajici omezena pFesnost vysledk(
pozorovani), tak i pro méfici systém'*'®.

2.3.5.1.3 Regulaéni systém

Regula¢ni systém zajistuje staly nebo programové se meénici pritok nosného plynu,
pfipadné jeho vstupni tlak. UdrZovani definovaného pritoku nosného plynu kolonou je
dileZitou soucdasti analyzy, protoZe tento pratok ovliviuje jak kvalitativni tak i kvantitativni
analyzu (reten&ni &as)'>"®.
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2.3.5.1.4 Davkovaé

Davkovade slouzi k zavedeni analyzovaného vzorku na zacatek chromatografické kolony,
k jeho pfevedeni do plynného stavu a vneseni do proudu nosného plynu. Toto davkovani
musi byt rychlé a vzorek se musi rychle odpafit. MnozZstvi davkovaného vzorku musi
vyhovovat danym parametrim pouzité kolony a v idealnim pfipadé by mél vzorek zaujmout
prostor odpovidajici jednomu teoretickému patru. Davkuje se pomoci stfikacky pres septum.
Existuje nékolik zplsobl davkovani:

¢ on column - aplikace kapalného vzorku pfimo do kolony (viz obr. 18). Tento zplsob
je vhodny zejména pro termolabilni latky. Horni &ast kolony je zahfivdna na teplotu
pfibliZné o 10 - 30°C ni23i neZ je bod varu rozpoustédla.Vzorek se musi nastfiknout
rychle, aby vytvofil kapalny film na stdné kolony. Pak se teplota v této &asti kolony
prudce zvysi a dojde k odpafeni vzorku

kolona
N :
( o | ’ ?
injeken IL -
strikacka I _ I
| [aeptum X
nosny
plyn

Obr. 18 : Néstfik pfimo do kolony plynového chromatografu'®

e split injection - nastfik pomoci délie toku (viz obr.17)je nejCastéji pouzZivana
technika, pfi které do kolony vstupuje jen definovany zlomek nastfiku. Délic je
otevieny a pfebyteCna ¢ast vzorku tak odchazi do prostiedi. Vzorek je davkovan do
vyhfivaného injektoru a sklenéna vata nebo sklenéné kulicky v odpafovaci trubici
zajistuji homogenni odpafrovani a uc¢inné promichani vzorku pfed vstupem do kolony.
Tento zplsob se pouZiva pfedeviim pro analyzu vzork( obsahujicich velké mnozZstvi
sloZek.

o splittess injection - nastfik bez délice toku. Tato metoda je vhodna pro relativhé
velké objemy, které je nutno pouZit pro stopovou analyzu. Pou2iva se stejné zafizeni
jako pfi nastfiku s délenim toku, ale odvod délice je uzavien. Vzorek se pomalu
davkuje do odpafovaci trubice a necha se cca 1 minutu odpafovat. PouZiva se
rozpoudtddlo s vy33i teplotou varu, ktera pak kondenzuje a v hlavé kolony vytvofi
kapalny film. Po zachyceni vS8ech analytll se provede oplach septa a zvySi se
teplota'®'®.
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Obr. 17; Néstiik s délicem toku'®

2.3.5.1.5 Chromatograficka kolona

Kolona je ta ¢ast chromatografu, ve které je umisténa stacionarni faze a kde dochazi
k vlastni separaci sloZek. V podstaté existuji dva typy chromatografickych kolon:

¢ naplriové - to jsou trubice naplnéné sorbentem nebo nosici pokrytymi kapalnou fazi.
Pro adsorpéni chromatografii se jako napli pouziva silikagel nebo alumina, jako
molekulova sita se pouzZivaji hlinitokfemicitany. NosiCe kapalné faze byvaji vétSinou
na bazi kiemeliny.

e kapilarni - nosi¢em stacionarni faze jsou vnitini stény kapilary, které se zpravidla
vyrabi z taveného kfemene, skla a nebo z nerezové oceli. Vzhledem k tomu, Ze tyto
materialy jsou kiehké, obaluje se kapilara polyimidovou vrstvou, ktera doda tomuto
materialu pruZnost a chrani ho pfed zlomenim. Podle uloZeni mobilni faze
rozlisujeme tfi typy kapilarnich kolon (rozdily mezi nimi ukazuje obr. 18):

o  WCQOT - kapalna stacionarni faze je zakotvena na vnitfni st&né kapilary

o SCOT - na vnitfni sténé kapilary je vrstva nosi¢e a v ném je stacionarni faze
zakotvena

o PLOT - na vnitfni sténé kapilary je vrstva pérovitého materialu, ktery slouzi
jako sorbent'?'®

WCOT SCOT FLOT

stacionarnd nosié a sorbent
faze stacionarni
faze

Obr. 18: Chromatografické kolony™®
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2.3.5.1.6 Termostat

Termostat zajiStuje dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, aby byl
vzorek udrZen v plynném stavu. Davkoval a detektor maji vétSinou vlastni fizené zahfivani.
Konstantni teplota se vyuZiva pfi separaci analytd, které se pfili§ nelisi svymi teplotami varu.
SloZitéjsi smési jsou vétSinou analyzovany za podminek teplotniho gradientu, coZz umozfiuje
dosahnout Uplné separace sloek v krat$im &ase'®.

2.3.5.1.7 Detektor

Nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na pfitomnost analytu. Zména v jeho
sloZzeni se prevadi na zménu nékteré elektrické veliCiny(nejcastéji napéti), ktera se potom
sleduje v zavislosti na case. Teplotu detektoru v plynové chromatografii volime o néco vy3si
nez je teplota kolony, aby nedochazelo ke kondenzaci analytd.

Detektor by mél splfiovat nasledujici poZadavky:

e vysoka citlivost a nizky Sum (citlivost je nejmensi zména koncentrace latky, ktera je
metodou stanovitelna, v podstaté je to smérnice kalibracni pfimky; v3echny zmény,
které nejsou zpUsobeny eluci analytu se zahrnuji pod pojem $um detektoru)

¢ rychlad odezva nezédvisla na toku mobilni faze, linearni zavislost této odezvy pfi zméné
koncentrace (odezva detektoru je linearni tehdy, je li odezva na jednotkové mnoZstvi
analytu konstantni)

e schopnost pokryt co nejvétsi koncentra¢ni rozsah

¢ dobra stabilita signalu a jeho opakovatelnost a reprodukovatelnost

e obdobna odezva pro viechny analyty a nebo selektivni odezva pro jednu nebo vice

skupin analyt('>'®

Podle déju, které probihaji pfi detekci, Ize detektory rozdélit na:
e destrukéni — latka se pfi detekci ireverzibilné zméni
e nedestrukéni — latka prochazi detektorem bez toho, aby se chemicky zménila

Podle povahy zavislosti signalu, lze detektory rozdélit na:
¢ Kkoncentrachi — reaguji na okamzitou koncentraci sloZky v eluatu
e hmotnostni — reaguji na celkové mnoZstvi detekované sloZky v Cidle

Podle zplsobu vyhodnoceni Ize detektory rozdélit na:
¢ integralni — reaguji na celkové mnozstvi separovanych latek od zacatku méfeni do
jeho ukongeni
¢ diferencialni — signal je Umérny okamzité koncentraci latky v prostoru detektoru

Dal3i déleni detektoru:
e univerzalni — pouZitelné k detekci Sirokého spektra slou¢enin (ovSem nutno zddraznit,
Ze Zadny z pouZivanych detektorll nespliuje v8echny poZadavky a nelze tedy
jednoznacné uréit univerzalné nejlepsi detektor; kaZdy ma své optimalni vyuZiti)
e selektivni — umozZnuji detekci slou¢enin specifickych vlastnosti

Mez detekce (LOD — limit of detection) je nejniz8i mnozstvi analytu, které zpusobi odchylku
detektoru definovanym zplsobem odli$nou od Sumu - je to dvojnasobek standardni odchylky
Sumu.
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Mez stanovitelnosti (LOQ — limit of quantification) — nejniz8i koncentrace analytu, kterda mize
byt stanovena s definovanym stupném pfeshosti; vétSinou se jedna o nejnizsi bod kalibraéni

kifivky.

2.3.5.1.8 Vyhodnocovaci zafizeni

V soucasné dobé se kvyhodnocovani analyzy pouzivd pocita¢, ktery pracuje
automaticky. Zpracovava signal z detektoru, zakresluje chromatografickou krivku
a vyhodnocuje ji. Z chromatogramu se tak mohou ziskat informace pro kvalitativni
i kvantitativni stanoveni'®.

2.3.5.2 Detektory v plynové chromatografii

2.3.5.2.1 Tepelné vodivostni detektor

Tepelné vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector - TCD) - pfes vlakno
Zhavené elektrickym proudem proudi nosny plyn a tim ho ochlazuje (schéma TCD je na
obr. 19). Pfitomnost analytu zméni tepelnou vodivost prostiedi kolem 2haveného vlakna
a tim i jeho teplotu a elektricky odpor. Obvykle se pracuje se dvéma vldkny - pfes jedno
proudi ¢isty nosny plyn a pres druhé nosny plyn z kolony, ktery obshuje analyt. Provede
se porovnani jejich elektrickych odporu. Dullezita je volba nosného plynu - jeho tepelna
vodivost by se méla co nejvice odliSovat od tepelné vodivosti analyzovanych slozZek.
Nejcastéji se pouziva pfi analyze anorganickych plynd a nizkomolekularnich
organickych latek'.

<+ ] —»
vystup vystup
plynu plynu

—» 3 <
vstup vstup
Eistého plynu
plynu - Z kolony

Zhavena vlakna

Obr. 19: Tepelné vodivostni defekfor’®
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2.3.5.2.2 Ionizac¢ni detektory

Funkce ionizaénich detektor(l je zaloZena na vedeni elektfiny v plynech - plyn proudi pfes
dvé kovové desky (elektrody), mezi nimiz je elektrické pole.

32

plamenovy ionizacni detektor (Flame lonization Detector - FID) - molekuly plynu se
ionizuji v kyslikovodikovém plameni a vedou ionizacni proud mezi elektrodami.
Pritomnost analytu tuto ionizaci zvySsi a tim se zvysi i protékajici proud. Lze jej pouzit
témér na v3echny latky s vyjimkou anorganickych par. Jako nosny plyn se pou2iva
dusik. Schéma tohoto detektoru je na obr. 20.

vystup
JN

ébérna

elektroda
\
§ pfivod
3 ionizaéniho
napéti
X N ‘ hofak
4 vodik
vzduch T

plyn z kolony

Obr. 20: Plamenovy ionizaéni detektor'®

plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem (Alkali Flame lonization
Detector - AFID) - v G&inném prostoru obsahuje sil alkalického kovu. Jeho ionty se
teplem kyslikovodikového plamene dostavaji do plynné faze a ochothé reaguji s
heteroatomy organickych latek, pfedevsim s fosofrem a dusikem.

bezplamenovy detektor s alkalickym kovem (Thermal lonization Detector - TID) -
zdrojem iontl alkalického kovu je jejich elektricky vyhfivana sil. Na jejim povrchu se
pusobenim vysoké teploty spaluje vodik. Energie pfi spalovani nestaci na ionizaci
uhlovodikl, ale staci na specifické reakce s fragmenty obsahujicimi fosfor a dusik.
Pouziva se na detekci opiatd, dopingovych latek a podobné.

detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector - ECD) - radioaktivni
zafié ®Ni svym B-zafenim ionizuje molekuly dusiku jako2to nosného plynu a tim
vyvolava ionizaéni proud. Zvlast citlivy je tento detektor na halogeny, déle pak na
slou¢eniny obsahujici fosfor, kyslik, siru, olovo, nitroslou¢eniny a areny. Schéma
tohoto detektoru je na obr. 21.
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Obr. 21: Detektor elektronového zdchytu™®

fotoionizacni detektor (Photo lonization Detector - PID) - fotoionizaéni detektor
pouZiva zdroj ultrafialového svétla (UV) k rozitépeni méfenych molekul na pozitivhé
a negativné nabité ¢astice a ty mohou byt snadno kvantifikovany. K ionizaci dochazi
pfi absorbci vysokoenergetického UV zafeni, které zplsobuje excitaci molekul, jejiz
vysledkem je doCasné od$tépeni elektronl a vytvofeni kladné nabitych iontl. Méfeny
plyn se tak stane nositelem naboje, ktery je v podobé elektrického proudu sniman
mezi elektrodami detektoru. lonty se v prostoru detektoru rychle rekombinuji
a vytvareji tak plvodni molekuly.*®

hmotnostni spektrometr (Mass Spectrometry - MS) - ionizuje atomy, molekuly
a fragmenty molekul analytd vystupujici z kolony a vzniklé ionty se potom separuiji
podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje mvz. Moderni iontové zdroje umoZuji
analyzu vysokomolekularnich netékavych latek (biochemicky, klinicky vyzkum)'>'6.

2.3.5.3 Kvalitativni analyza

Pro identifikaci sloZky je v plynové chromatografii podstatné umisténi maxima piku
v chromatogramu (ukazky chromatogramu jsou na obr. 22, 23 a 24). Toto umisténi Ize
vyjadfit retenénimi charakteristikami. Retence analyzované latky v koloné je umérna jeji
distribuci mezi stacionarni a mobilni fazi, kterou Ize popsat distribuéni konstantou Kp. Cim je
hodnota této konstanty vy33i, tim je sloZka stacionarni fazi vice vazana a v koloné se zdrzuje

Cs je koncentrace sloZky ve stacionarni fazi

Cm je koncentrace sloZky ve fazi mobilni

12,16
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ZadrZzeni sloZky v koloné se vyjadiuje retenénimi charakteristikami, které lze uvadét
absolutné pomoci ¢asu nebo objemu, nebo relativhé ve srovnani se standardy nebo inertem.
Zakladni retenéni charakteristiky:

retenéni (elucni) &as, cozZ je doba, kterd uplyne od okamziku nastfiknuti vzorku do
okama2iku, kdy je zaznamenano maximum chromatografického piku. Pfi identifikaci se
porovnava retenéni &as neznamé latky s retenénimi éasy standardd. Tento &as Ize
rozdélit na mrvéy retencni ¢as a na redukovany retencni ¢as

mrtvy retencni ¢as je ¢as, po ktery setrvava analyt v mobilni fazi
redukovany retencni ¢as je Cas, po ktery setrvava analyt ve stacionarni fazi.

relativniho retenéniho ¢asu, ktery je vztahovan bud nha retenci jedné standardni latky
v chromatogramu, nebo na retenci ¢lent homologické fady standardnich latek

retenéni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se pfislusny
analyt dostal od podatku ke konci separacni kolony

retenéni faktor je relativni retenéni charakteristika vztazena ke stupnici retenSnich
charakteristik zvolenych standardd. Vyjadfuje polohu piku identifikované latky
v chromatogramu vzhledem k poloze piku fady standard('>'%*’

Abundance lon 466.00 (465.70 10 466.20): CAP_3353.0

280

260

240

220

200

180

Time-->

34

'l'.r'l".-'l".'..‘ -ilit loabs b ) [yres iy, a LAY ) 2 4 LY
AL e T LT S SR e g A e A L A A s A A A e

820 840 860 880 900 920 940 960 980 10.00 10.20 10,40 1060 10.80 11.00 11.20 11,40 11.60 11.80

Obr.; 22: Priklad chromatogramu blanku



Abundance
3000

2800
2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800

" 600
400

200

lon 466.00 (465.70 10 466.,30): CAP_3589.0

gj98

-——— - —re —— p— | " e —

e s ————
Time-> 820 840 880 880 900 920 940 960 9.80 10.00 10.20 10.40 10.60 10.80 11.00 11.20 11.40 11.60 11.80

Abundancel
280
260/
240,
220

200

|
60
40

20
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Obr. 24: Priklad chromatogramu deuterizovaného chloramfenikolu
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2.3.5.4 Kvantitativni analyza

Ke kvantitativhimu vyhodnoceni se pouZiva plocha piku sloZky, ktera je vymezena jeho
zakladnou a eluéni kfivkou.

Pracovni techniky kvantitativni analyzy

metoda vnitini normalizace - tato metoda se pouZiva pfi uréovani obsahu latek ve
smésich, je-li poet komponent relativné nizky a v3echny komponenty jsou znamy.
Seétou se plochy viech pikud, polozi se rovny 100% a ze znamé plochy pod pikem
jednotlivé sloZky se vypocita relativni plocha v % a tim i procentualni zastoupeni této

sloZky

metoda absolutni kalibrace - do kolony se davkuje znamé mnoZstvi analyzovaného
vzorku a standardu za identickych podminek a porovna se plocha jejich piku.
Spravnost této metody zavisi na dobré reprodukovatelnosti davkovaného objemu,
doporucuje se pouZivat autosampler

metoda standardniho pridavku - na kolonu se davkuje vzorek a vzorek, do kterého
bylo pfidano znamé mnozstvi standardu stanovované latky. ZvétSeni plochy pikd je
pfimo umérné pfidanému mnozZstvi standardu

metoda vnitini standardizace - ke vzorku se pfida uréité mnoZstvi vnitfniho
standardu (Internal Standard - I1S). Ten nesmi byt v plivodnim vzorku pfitomen a musi
tvofit samostatny pik v blizkosti piku stanovované sloZky. Pfednostné by to mél byt
analyt znaCeny stabilnim izotopem, ktery je vhodny pro detekci hmotnostnim
detektorem. Viyhodou této metody je, Ze neni tfeba znat pfesny objem nastiiku. Tato
metoda se pouzZiva také pfi stanovovani chloramfenikolu, jako vnitfni standard se
pouZiva deuterizovany chloramfenikol (strukturni vzorec viz obr. 25), ktery ma ve své
molekule nahrazeno pét vodikovych atomu deuteriem.'®#!

OH
L ] ] ‘

O,N —@— CH— CH— Cr,— 0
.t NH

I
C

o

0" “CHLC

Obr. 25: deuterizovany chloramfenikof’

2.3.6 HMOTNOSTNi SPEKTROSKOPIE

Pfi hmotnostni spektromettii (Mass spectrometry — MS) se ionizuji atomy, molekuly
a fragmenty molekul analytd vystupujici z kolony a vzniklé ionty se potom separuji podle
hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje m/z. Hlavni oblasti vyuZiti hmotnostni spektrometrie
je stopova analyza organickych latek v komplexnich matricich. Podminkou je, aby analyt byl
schopen prejit do plynné faze pfi teplot& ni2si nez je jeho teplota rozkladu.?
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Kazdy hmotnostni spektrometr ma tyto zakladni stavebni prvky:
¢ iontovy zdroj
¢ hmotnostni analyzator
o detektor
e datasystém

Nedilnou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru je vykonny, obvykle dvoustupfovy
vakuovy systém. Ten zajistuje udrZzeni dostateného vakua v systému, protoZe je nutné, aby
nedochazelo ke sraZkam iontd s jinou &astici b&hem celé jeho cesty hmotnostnim
spektrometrem'>'®4%_ (blokové schéma hmotnostniho spektrometru je na obr. 26)

pfivod vzorku registrace dat
ontovy zdroj  HHanalyzator vzorkli | detektor >

vakuovy system

Obr. 26: Blokové schéma hmotnostniho spektrometru™

2.3.6.1 lonizace a iontové zdroje v MS

lontovy zdroj pfevadi analyzované latky do ionizovaného stavu, nebot v3echny informace
poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji jen Castic nesoucich naboj (iontu).
Energie nutna k ionizaci zavisi na typu latky. Prah ionizace pro vétsSinu organickych latek je
mezi 7 — 16 eV. Podle mnoZstvi dodané energie rozliSujeme mékké techniky (vznika pouze
molekulovy iont) a tvrdé techniky (rozsahlejsi fragmentace primarné vzniklého molekulového
iontu)®>%°.

2.3.6.1.1 lonizace narazem elekiront (Electron Impact - El)

lonizace narazem elektroni (Electron Impact — El) je tvrda ionizagni technika, pfi které
analyzovana latka interaguje s proudem urychlenych elektroni za vzniku radikalkationtu.
Déje, ke kterym pfi této interakci dochazi:

1) ionizace molekuly a vznik molekularniho iontu ¢ jednotkovém naboji
M— M +¢
2) rozpad molekularniho iontu na fragmentovy ion a elektroneutralni castici

MY — At +mP
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MoZnost vzniku radikalaniontu je vzhledem k hlubokému vakuu silné potlac¢ena. Proud
elektronl je smérovan prostorem iontového zdroje smérem kanodé. Elektrony jsou
vytlaCovany ze Zhavené katody (rheniové nebo wolframové vlakno), urychleny potencialem
70 eV a sméfuji k anodé. Molekuly vzorku se dostavaji do proudu elektronil a dochazi
k jejich ionizaci. Vzniklé kladné ionty jsou vytlacovany elektrostatickym polem vytlacovaci
elektrodoy, ktera je udrZzovana na vhodném potencialu. Proud iontl je dale urychlen
a smérovan z iontového zdroje soustavou urychlovacich a fokusacnich elektrod.Schéma
iontového zdroje je na obr. 27.

Potencialovy rozdil mezi Zhavenym vlaknem a anodou uréuje energii elektron(l pfichazejicich
do kontaktu s ionizovanou latkou. Za standardni je povaZovana energie 70eV, ktera ve
vétsiné pfipadd zajistuje vznik maximalniho po¢tu iontl a jejich rozsahlou fragmentaci. Pro
zvySeni pravdépodobnosti interakce s molekulou je nékdy draha elektronl zakfivovana
polem malého permanentniho magnetu umist&ného v prostoru ionizaéni komuirky '¢%°.

2.3.6.1.2 Chemicka ionizace

Chemicka ionizace (Chemical lonization — Cl) je mékka ioniza¢ni technika, primarnim
zdrojem energie je stejné jako u El proud urychlenych elektron. Ov8em jejich energie je na
analyzovanou latku prenasena prostiednictvim reakéniho média (nejCastéji methanu), které
se zavadi do ionizaéni komurky, tim se zvy3i moznost mezimolekularnich a meziiontovych
interakci, rekombinaci za zvySeného tlaku. PFi chemické ionizaci dochazi k pfenosu protonu
z kationtd reakéniho plynu na neutralni molekulu a vznika tzv. kvazimolekularni ion MH+
(pozitivni chemicka ionizace). %°

CHy, + &€ — CH," + 2¢
CH4+' — CH3+ + H

CH4+' + CH; — CH5+ + CHy
M + CHs* — MH® + CH,

Konstrukéni feSeni iontového zdroje pro chemickou ionizaci je obdobné jako pro ionizaci
narazem elektronu.

2.3.6.1.3 Negativni chemicka ionizace

P¥i ionizaci narazem elektronu je vyskyt zapornych iontll ve srovnani s ionty kladnymi fadové
niz3i. V komplikovanych matricich lze vyrazné zvysit citlivost analyzy pouzitim techniky NCI,
kdy elektronegativni molekuly analytu zachycuji nizkoenergetické elektrony, které se uvolnily
pfi ionizaci reakéniho media.

= 1 i
Y
b

T }Zu rychlovacl elektrody

wytlaovacl elektroda —[ /‘
piivod vzorku =T f K

_—l

Zhavena katoda

T
vakuum

Obr. 27: Schéma iontového zdroje®
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2.3.6.2 Hmotnostni analyzator

Ukolem hmotnostniho analyzatoru je separace iontli vzniklych v iontovém zdroji podle podilu
jejich hmotnosti a naboje m/z, pfipadné podle kinetické energie.

2.3.6.2.1Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator (schéma viz. obr. 28) tvofi &tyfi rovnobézné tyCové elektrody, které
jsou pfipojeny ha zdroj stejnosmérného a stfidavého napéti. lonty, které viétnou do prostoru
mezi ty¢emi se dostanou do stfidavého elektrického pole a za¢nou oscilovat. Pfi urgitém
poméru stejnosmérné a stfidavé slozky napéti projdou kvadrupolem pouze ionty o urcitém
m/z. Nastaveni veli€in kvadrupélu se postupné méni a tak detektor zachycuje postupné ionty
o riiznych m/z'%%.

detektor

rezonancni ont

iontovy zdroj I

| stejnosmeérné a stiidave napéti

)

o

obr. 28: Kvadrupblovy analyzéator’

2.3.6.2.2 lontova past

lontovou past tvofi tfi elektrody - vstupni a vystupni, které jsou uzemény a stfedova
prstencova, na kterou je vkladano vysokofrekvenéni napéti s proménnou amplitudou. lonty
jsou nuceny pohybovat se uvnitf iontové pasti po uzavfenych kruhovych drahach, s rostouci
amplitudou napéti se ionty s rostoucim nvz dostavaji na nestabilni trajektorie a opoustéji
prostor iontové pasti smérem k detektoru’®2®.

2.3.6.2.3 Pruletovy analyzator

Prlletovy analyzator (Time of Flight - TOF) je nejjednodussi a nejrychlejsi. Cely vzorek iontd
je akcelerovan najednou, vem iontim je dodana stejna energie. lonty vstupuji do
evakuované letové trubice. K rozdéleni iontl podle m/z dochazi na zakladé jejich rozdilné
délky letu - t&3%i ionty se pohybuji pomaleji a dorazi k detektoru pozdgji'®*4°. Tento

analyzator mlzZe pracovat:
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v linearnim modu - pfima draha letu, délka letové trubice 1 - 2m (obr. 29)

v reflektovaném maodu - draha letu je prodlouZena pomoci refletronového iontového
zrcadla (obr. 30)*°

letova trubice

Qo & ~|:|
. | }

desticka se vzorkem detektor

Obr. 29: Priletovy analyzétor - linedrni méd™

letova trubice

detektor —— SII__:———___;_.._{_)___@_________ o |

S -
HH @ —— e "

destiéka.se vzorkem reflektor

Obr. 30: Priletovy analyzétor - reflektovany méd*®

2.3.6.3 Detektor

Detektor slouzi k detekci iontl po jejich separaci podle m/z a k uréeni relativni intenzity
jednotlivych iontd. Toto zafizeni vyhodnocuje elektricky proud vznikajici dopadem
stanovovanych iontd®®.

Déli se do dvou skupin
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detektory pro pfima méreni - detekuji el. proud vznikajici pfimym dopadem
stanovovanych iontu

nasobicové detektory - vyuZivaji efekt nasobeni elektron(i uvolnénych z prvni
konverzni dynody po dopadu iontd (nej¢astéji pouzivané detektory v MS, poskytuji
méfitelny signal pro jednotlivé ionty)*°



2.3.6.4 Datasystém

Datasystém je tvofen vykonnym osobnim poé&itatem s pfislusnym programovym vybavenim
pro ovladani a kontrolu viech funkci systému a pro sbér a zpracovani naméfenych dat.
Tento systém vétsinou pracuje pod operaénim systémem MS-Windows?®.

2.3.6.5 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum predstavuje zavislost odezvy detektoru, tedy intenzity iontového
proudu, na hodnoté m/z. Hmotnostni spektra jsou vétSinou programové pfevadéna do
normalizovaného tvaru (%); nejintenzivnéjsimu piku ve spektru prislusi hodnota 100 %. Na
ose y hmotnostniho spektra je zaznamenavan vznikajici iontovy proud nebo je proveden
pifepocet na procenta intenzity zakladniho (nejintenzivnej$iho) iontu spektra. Na ose x je
podil hmotnosti a hdboje m/z.

Obvykle pozorujeme pik odpovidajici molekularnimu iontu a piky odpovidajici fragmentovym
iontm. Hmotnostni spektrometr ve spojeni se separac¢ni technikou muize pracovat ve dvou
zakladnich modech:

e SCAN - v tomto modu probiha detekce v8ech iontd ve zvoleném rozsahu m/z. Pfi
shimani celého spektra, musi byt pfitomny vSechny méfené diagnostické ionty
(molekulovy iont, charakteristické adukty molekularniho iontu, charakteristické iontové
fragmenty a isotopové ionty), které maji v referencnim spektru kalibraéniho standardu
relativni intenzitu vy3si nez 10 %. Na obr. 31 a 32 je pfiklad hmotnostniho spektra
pofizeného v modu Scan pro chloramfenikol a jeho interni standard - deuterizovany
chloramfeniol

¢ SIM (Single lon Monitoring) - v tomto modu probiha cilena detekce pouze vybranych
iontd se zvolenym m/z. Provadi-li se hmotnostné spektrometrické stanoveni
fragmentografii, musi byt molekularnim iontem pfednostné jeden z wvybranych
diagnostickych iontdl (molekularni iont, charakteristické adukty molekularnich iontd,
charakteristické iontové fragmenty a isotopové ionty). Neni tfeba, aby vybrané
diagnostické ionty pochazely vyhradné z téZe Casti molekuly. Pomér signal-Sum musi
byt pro kaZdy diagnosticky iont minimalné 3:1%2°.
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Obr. 31: Hmotnostni spektrum chloramfenikolu
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Obr. 32: Hmotnostni spektrum deuterizovaného chioramfenikolu



2.3.6.6 Spojeni plynové chromatografie s hmotnositni spektrometrii

Hmotnostni spekitrometrie ve spojeni s plynovou chromatografii (GC/MS) slouzi ke
kvalitativni i kvalitativni analyze. Pfi tomto uspofadani detektor analyzuje vicesloZzkovou
smés tak rychle, jak jsou jednotlivé sloZky eluovany a ziskdme dva druhy zaznamdu:

e chromatogram, ktery dava informace o poctu sloZek pfitomnych ve vzorku

¢ hmotnostni spektra jednotlivych pik(l, ze kterych lze posoudit kvalitu sloZzek, pfipadné
prokazat soucasnou eluci vice slozek v jediném piku.

Pfi GC dochazi krozdéleni smési na komponenty, které postupné vychazeji z kolony
spole¢né s nosnym plynem. Kapilarni kolona je zavedena do evakuovaného prostoru
hmotnostniho spektrometru - do jeho iontového zdroje. Analyzované latky jsou neseny v toku
nosného plynu, ktery je v nadbytku. Oddéleni nosného plynu a balastnich latek ze vzorku se
déje diky vykonnému dvoustupfiovému vakuovému systému, ktery udrZuje tlak v komofe
hmotnostniho spektrometru 10° — 10® mm rtutového sloupce.®
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Standard, vnitini standard a jejich roztoky
standard: chlorampenicol (CAP) Sigma cat. no. C-0378

e zasobni roztok: 1 mg/ml v methanolu (skladuje se pfi - 20°C v temnu)

e pracovni roztok: 0.1 pg/ml v methanolu (pfipravuje se vZdy Cerstvy - nadavkovat 2 pl
zasobniho roztoku do 20 ml methanolu)

vnitfni standard: chloramphenicol-ring-d4-benzyl-d (CAP - ds) CIL cat. no. DLM 119

e Zzasobni roztok: 1 mg/ml v methanolu (skladuje se pfi - 20°C v temnu)

e pracovni roztok: 0.1 ug/ml v methanolu (pfipravuje se vZdy Cerstvy - nadavkovat 2l
zasobniho roztoku do 20 ml methanolu)

3.1.2 Chemikalie
¢ methanol, Merck, cat. no. 1.06011

e ecthylacetat, Merck, cat. no. 1.10972

e acetonitril, Merck, cat. no. 1.00017

¢ tercbutylmetylether (tBME), Merck, cat. no. 1.01995

¢ toluen, Merck, cat. no. 1.08389

¢ chloroform, Merck, cat. no. 1.02432

¢ n-hexan, Merck, cat. no. 1.04391

e kyselina octova, Merck, cat. no. 1.00062

¢ kyselina chlorovodikova 1M vodny roztok, Merck, cat. no. 1.09057
¢ kyselina chlorovodikova 5M vodny roztok, Merck, cat. no. 1.10317
¢ amoniak 28-30% roztok, Merck cat. no. 1.05423

¢ dichlormethan, Merck, cat. no. 1.06054

e [-glukuronidasa Merck, cat. no. 1.04114

e bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid (BSTFA) s 1% TMCS Sigma cat. no. T6381
e voda - deionizovana, pfecisténa aparatutou Barnstead

¢ helium 6.0 Linde, tlakova lahev

¢ dusik 5.0 Linde, tlakova lahev
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3.1.3 Pracovni pomicky

kolonky SPE - LiChrolut®, Merck, cat. no. 1.02122; objem 6 ml, 1000mg sorbentu
(sorbent = silikagel, na jehoz povrchu je navdzana organicka faze C-18)

kolonky MIP - SupelMIP™ SPE - Chlormaphenicol, Supelco, cat. no. 53210-U; naplii
25 mg sorbentu

kolonky Extrelut NT 3, Merck, cat. no. 1.15095
derivatizagni vialky 1 ml, septum neopren/teflon
mikrostiikacky

odmérné bafiky, odmérné valce, kadinky, zkumavky

3.1.4 Pristroje

plynovy chromatograf Hewlett Packard 6890 s hmotnostnim detektorem HP 5973
v NCI modu a s on column injektorem (systém duck bill)

kiemenna kapilarni kolona Agilent Technologies HP-1MS cat. no. 190915-933, délka
30m, 1.D. 0.25 mm, film 0.25 um

pocitag PC, Intel Pentium Processor, software Agilent Technologies, rev. D
vakuovy separator Visiprep Supelco

predvazky OHAUS

analytické vahy Sartorius Genius

ultrazvukova lazef Ultrasonic Tesla UC 005 AJ1

rota¢ni vakuovy odpafovak Heidolph VV Micro

koncentrator Termovap TV-10

pH metr Mettler MI229KI
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3.2 Pracovni postupy

Cilem prace bylo provést porovnani stavajicich analytickych metod pouZivanych na Ustavu
pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatt a I&é&iv (USKVBL) pro stanoveni rezidui
chloramfenikolu v rdznych biologickych materialech, které jsou vesmés zaloZeny na cisténi
extraktu metodou SPE-C18, s novymi postupy pfipravy vzorku pomoci kolonek MIP.

3.2.1 Priprava vzorka - SPE

3.2.1.1 Med

Do zkumavky se Sroubovym uzavérem se navazi pfesné 0,5 g medu. Ten se rozpusti ve
3 ml 50% roztoku acetonitrilu, pfida se pracovni roztok vnitiniho standardu. Vzorek se
extrahuje 2 x 3 ml ethylacetatu (intenzivné tfepat minimalné 30 sekund). Spojené extrakty se
odpafi na rotaénim odpafovaku pfi 50°C dosucha, rozpusti ve 2 ml 5% acetonitrilu a pak se
hanesou ha kolonku SPE.

3.2.1.2 Mo¢

Ke 3 ml pfefiltrovaného wvzorku se piida pracovni roztok wvnitfniho standardu
a pH vzorku se upravi 1M kyselinou chlorovodikovou na hodnotu pH 5-6. Potom se prida
30 Ml roztoku B-glukuronidasy a necha stat pies noc pii laboratorni teploté. Po inkubaci se
vzorek nanese na kolonu Extrelut NT 3 a necha se stat 10 minut. Potom se na kolonhu
nanesou 2 mltBME. Za dalSich 5 minut se analyt vymyje 8 ml tBME do zkumavky. Extrakt se

odpafi dosucha proudem dusiku nebo na rotaénim odparovaku pfi 40°C.

3.2.1.3 Mléko

Rozmrazeny vzorek mléka se zhomogenizuje, odeberou se z n& 2 ml a pfenesou se do
50 ml centrifugacni kyvety. Ke vzorku se pfida pracovni roztok vnitfniho standardu, 100 pl
SM HCI a vzorek se promicha. Pfi zpracovani suseného mléka nebo susené syrovatky se 1 g
suSeného mléka (syrovatky) zhomogenizuje s 9 g vody. Z homogenatu se odvazi 5 g do
centrifugacni kyvety. Dalsi postup je shodny s postupem pro Cerstvé mléko.

K takto pfipravenému vzorku se pfida 25 ml ethylacetatu a obsah kyvety se homogenizuje do
rozmixovani srazeniny. Nasleduje centrifugace 5 minut pii 2 400 x g za laboratorni teploty.
Ethyacetatova vrstva se prevede pipetou do 50 ml bafiky vakuového odparovaku. Vedkery
ethylacetat se odpafi pfi 55°C.

3.2.2 Priprava vzorkud - MIP

3.2.1.1 Med

Do zkumavky se odvazi 1 g medu a rozpusti se v 1 ml deionizované vody. Rozpousténi lze
urychlit zahfatim na 45°C. Pomoci kyseliny octové nebo amoniaku se upravi pH roztoku na
pH 7 - 8, pfida se pracovni roztok vnitfniho standardu.
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3.2.1.2 Mo¢

Z prefiltrovaného vzorku se odebere ¢ast o objemu 1 ml do &isté zkumavky. Prida se
pracovni roztoku vnitfhiho standardu a pomoci kyseliny octové nebo amoniaku se upravi pH
roztoku na pH 7 - 8.

3.2.1.3 Miéko

RozmraZzeny vzorek neodstiedéného mléka se zhomogenizuje, pfida se pracovni roztok
vhitfniho standardu a pak nasleduje centrifugace 10 minut pfi 5500 x g za laboratorni
teploty. Na kolonu se pak nanasi vrstva, ktera se nachazi mezi horni tukovou vrstvou
a spodni vrstvou bilkovin. Pomoci kyseliny octové nebo amoniaku se upravi pH roztoku
z této vrstywnapH 7 - 8.

3.2.3 Kondicionace

Kondicionace se provadi stejnym zpUsobem pro vSechny uvedené matrice. Kolonky SPE se
postupné promyji 10 ml methanolu a 20 ml deionizované vody; kolonky MIP se promyji 1 mi
methanolu a 1 ml deicnizované vody. Pfed nanesenim vzorku na kolonku jiZ nesmi na
sorbent proniknout vzduch.

3.2.4 Extrakce - SPE

3.2.4.1 Voda

nanese vzorek 10 ml napajeci vody, do které byl pfidan pracovni roztok vnitfniho standardu.
Promyje se 3 ml deionizované vody a eluce chloramfenikolu se provede 5ml 40%
acetonitrilu. Eluat se extrahuje 2 x 3 ml ethylacetatu. Spojené extrakty s obsahem

stanovované latky se odpafi ve vakuovém rotaénim odparovaku pfi S0°C dosucha. Odparek
se pfevede 2 x 0,5 mI tBME do vialky.

3.2.4.2 Med

Vzorek se nanese na kolonku a zkumavka se vymyje jesté 1 ml 5% acetonitrilu, kiery se také
nanese na kolonku. Kolonka se promyje 20 ml 5% acetonitrilu. Analyt se vymyje do
zkumavky se Sroubovym uzavérem 5 ml 40% acetonitrilu. Eluat se extrahuje 2 x 3 ml
ethylacetatu. Spojené extrakty s obsahem stanovované latky se odpafi ve vakuovém

rotaénim odparovaku pfi 50°C dosucha. Odparek se pfevede 2 x 0,5 ml tBME do vialky.

3.2.4.3 Mo¢

Na kolonku se nanese vzorek rozpustény ve 2 ml 5% acetonitrilu. Zkumavka se vymyje jesté
1 ml 5% acetonitrilu, ktery se také nanese na kolonku. Kolonka se promyje 10 ml 5%
acetonitrilu a 5 ml 20% acetonitrilu. Analyt se vymyje do zkumavky se Sroubovym uzavérem
5 ml 40% acetonitrilu. Eluat se extrahuje 2 x 3 ml ethylacetatu. Spojené extrakty s obsahem
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stanovované latky se odpafi ve vakuovém rotaénim odparovaku pfi 50°C dosucha. Odparek
se pfevede 2 x 0,5 mItBME do vialky.

3.2.4.4 Miéko

Primarni extrakt se pfevede 2 x 1 ml smési hexan : chloroform (1:1) do kratké zkumavky se
Sroubovym uzavérem. Pfidaji se 2 ml deionizované vody a obsah zkumavky se dikladné
protifepe. Zkumavky se centrifuguji 10 minut pfi 5 400 x g pfi teploté 5°C. Vodna (horni) faze
se pfevede do zkumavky a pfida se 100 pl acetonitrilu a nanese se na kolonku. Zkumavka se
vymyje jesté 1 ml roztoku acetonitril : voda (5:95), ktery se také nanese na kolonku. Pfi
analyze syrovatky nebo odtu¢néného suseného mléka se primarni extrakt pfimo pfevede na
kondicionovanou kolonku 2 ml + 1 ml roztoku acetonitril : voda (5:95). Kolonka se promyje
10 ml roztoku acetonitril : voda (5:95) a analyt se vymyje 5 ml roztoku acetonitril ;. voda (1:1)
do zkumavky se 3roubovym uzavérem. Eluat se extrahuje 2 x 3 ml ethylacetatu (tfepat
intensivné 30 sekund). Spojené extrakty se odpafi na vakuovém odpafovaku pfi 35°C.
Odparek se prfevede 2 x 0.5 ml tBME do 1 ml derivatizacni vialky.

3.2.5 Extrakce - MIP
3.2.5.1 Voda

Na kolonku se nanese vzorek 10 ml napdjeci vody, promyje se 1 ml 3% acetonitrilu ve
vodném roztoku 0,5% kyseliny octové, 2 ml 1% vodného roztoku amoniaku a 1ml 20%
roztoku acetonitrilu v 1% roztoku amoniaku. Kolonka se vysudi prosavanim vzduchu
podtlakem po dobu 5 minut. Pak nasleduje promyti 2 ml dichlormethanu a kolonky se vysusi
prosavanim vzduchem po dobu 1 minuty. Potom se provede eluce 2 ml roztoku
dichlormethan : kyselina octova . methanol (89 . 1 : 10). Eluat se opatrmé odpafi na
vakuovém rota&nim odparovaku pii 40°C dosucha. Odparek se prfevede 2 x 0.5 ml tBME do
derivatizaéni vialky.

3.2.5.2 Med

Na kolonku se aplikuje maximalné 1 ml vzorku. Nasleduje promyti 2 ml deionizované vody,
2 ml 5% acetonitrilu ve vodném roztoku 0,5% kyseliny octové, 2 ml 1% amoniaku a 2 ml
20% acetonitrilu v 1% amoniaku. Kolonka se vysusi prosavanim vzduchu podtlakem po dobu
S minut. Pak nasleduje promyti 2 ml dichlormethanu. Kolonka se opét vysusi prosavanim
vzduchu po dobu 1 minuty. Nasleduje eluce 2 ml roztoku dichlormethan : kyselina octova :
methanol (89 : 1 : 10). Eluat se opatrné odpafii na vakuovém rotaénim odparovaku pfi 40°C
dosucha. Odparek se pfevede 2 x 0.5 ml tBME do derivatizadni vialky.

3.2.5.3 Mo¢

Na kolonku se nanese 1 ml vzorku a nasleduje promyti 2 ml deionizované vody, 1 ml
5% acetonitrilu ve vodném roztoku 0,5% kyseliny octové, 2 ml 1% vodného roztoku
amoniaku a 1 ml 20% acetornitrlu v 1% vodném roztoku amoniaku. Kolonka se vysusi
prosavanim vzduchu podtlakem po dobu 5 minut. Pak nasleduje promyti 2 mi
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dichlormethanu. Kolonka se opét vysusi prosavanim vzduchu po dobu 1 minuty. Potom se
provede eluce 2ml roztoku dichlormethan : kyselina octova : methanol (89 : 1 : 10). Eluat se

opatrné odpafi na vakuovém rotaénim odpafovaku pfi 40°C dosucha. Odparek se pfevede
2 x 0.5 ml tBME do derivatizacni vialky.

3.2.5.4 Mléko

Na kolonku se nanasdi 1 ml vzorku a nasleduje promyti 2 ml deionizované vody, 1 ml
5% acetonitrilu ve vodném roztoku 0,5% kyseliny octové, 2 ml deionizované vody a 1 ml
20% acetonitrilu v 1% vodném roztoku amoniaku. Kolonka se vysusi prosavanim vzduchu
podtlakem po dobu 5 minut. Pak nasleduje promyti 3 ml dichlormethanu. Kolonka se opét
vysusdi prosdavanim vzduchu po dobu 1 minuty. Potom se provede eluce 2ml roztoku
dichlormethan : kyselina octova . methanol (89 . 1 : 10). Eluat se opatrmé odpafi na

vakuovém rota&nim odparovaku pfi 40°C dosucha. Odparek se prevede2 x 0.5 ml tBME do
derivatizaéni vialky.

3.2.6 Derivatizace

Roztok v derivatizacéni vialce se odpafi dosucha proudem dusiku. K odparku se pfida
mikrostiikackou 40ul BSTFA, odparek se rozpusti a smés se inkubuje 45 min pii 75°C.
Piebytek &inidla se odpafi proudem dusiku dosucha. Tésné pfed vlastni chromatografii se
tento odparek se rozpusti v 50 pl toluenu. Derivatizace jednotlivych vzork(l se ¢asuje tak, aby
bylo moZno bezprostfedné po derivatizaci provést chromatografickou analyzu. Pokud nelze
analyzu provést ihned, je nutno vialky s derivatizovanym vzorkem ulo2it do mrazaku.

3.2.7 Chromatograficka analyza
Pro chromatografickou analyzu chloramfenikolu byl pou2it plynovy chromatograf Hewlett
Packard 6890 s hmotnostnim detektorem HP 5973
Nastfik 1.0 ul metodou cool on column injection
Chromatografické podminky:
e nosny plyn He 5.0
e prutok nosného plynu 1.2 mi/min. (EPC - constant flow)
e teplota interface 280°C
¢ teplota iontového zdroje 150°C
e teplota kvadrupdlu 150°C

o teplotni program: T,z 80°C, 0 min., 3; 30°C/min. do 250°C, B2 5°C/min. do 280°C,
8min. 280°C

Metoda ionizace NCI, pratok methanu 40

Detektor v SIM mode
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Sledované ionty pro kvantifikaci:
e m/z 466 pro chloramfenikol

e m/z 471 pro interni standard

3.3 Vysledky

\ této praci bylo provedeno porovhani stavajicich analytickych metod pouZivanych na
USKVBL pro stanoveni rezidui chloramfenikolu v riiznych biologickych materialech, které
jsou vesmés zaloZeny na Cisténi extraktu metodou SPE — C18, s novymi postupy pfipravy
vzorku pomoci kolonek MIP.

3.3.1 Kalibrace

Vzorky pro kalibraci se pfipravily podle vySe popsanych postupu. Bylo méfeno vZdy 6 vzorki
pro kazdou matrici a metodu &idténi. K péti vzorkim byl pfidan pracovni roztok standardu
chloramfenikolu, a to ve vzristajici koncentraci, Sesty vzorek slouZil jako blank. MnozZstvi
pfidaného pracovniho roztoku interniho standardu bylo pro viechny vzorky (véetné blanku)
stejné. Vzorky se zméfily na m/z 466 pro chloramfenikol a 471 pro vnitfni standard. Vysledky

méfeni pro Kalibraci pro jednotlivé matrice a metody c&isténi jsou uvedeny v tabulkdch
¢. 2 - 5. Z téchto zjisténych hodnot byly sestrojeny grafy kalibraénich pifimek. Na osu x se
vynasi koncentrace pfidaného standardu, na osu y potom hodnoty poméru pika 466/477.
vypocteny regresni rovnice, regresni a korelagni koeficienty (viz grafy 1 - 8). Dale byly na
zakladé téchto hodnot vypodteny regresni rovnice, regresni a korelaéni koeficienty.

Tabulka ¢. 2; Kalibrace - voda

SPE MIP
cCAP (ng/ml) 466/471 cCAP(ng/ml) 466/471
0,00 0,167 0,00 0,088
0,02 0,395 0,01 0,184
0,05 0,547 0,02 0,265
0,10 0,865 0,05 0,511
0,20 1,652 0,10 0,018
0,50 3,012 0,20 1,736
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Tabulka ¢. 3; Kalibrace - med

SPE MIP
cCAPF (ng/g) 466/471 cCAP(ng/g) 466/471
0,0 0,051 0,0 0,000
0,4 0,340 0,5 0,335
1,0 0,673 1,0 0,541
2.0 1,371 2.0 0,946
40 2,306 5,0 2,094
Tabulka €. 4; Kalibrace - moé&
SPE MIP
cCAP (ng/ml) 466/471 cCAP(ng/mil) 466/471
0,0 0,000 0,0 0,021
0,1 0,295 0,2 0,211
0,2 0,487 0,5 0,527
0,5 1,163 1,0 0,816
1,0 2,327 2.0 1,614
0,0 0,000 0,0 0,021
Tabulka ¢. 5; Kalibrace - mléko
SPE MIP
cCAP (ng/ml) 466/471 cCAP(ng/mil) 466/471
0,0 0,000 0,0 0,000
0,4 0,571 01 0,060
0,6 0,794 0,2 0,135
0,8 1,154 0,5 0,291
1,0 1,382 1,0 0,545
2.0 1,133
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Graf ¢. 1: Kalibra¢ni pfimka pro vodu - SPE
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Graf €. 2: Kalibraéni pfimka pro vodu - MIP
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Graf €. 3 : Kalibraéni pfimka pro med - SPE
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Graf ¢. 4. Kalibra¢ni pfimka pro med - MIP
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Graf ¢. 5: Kalibraéni pfimka pro mo¢ - SPE
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Graf €. 6: Kalibraéni pfimka pro mo¢ - MIP
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Graf €. 7: Kalibraéni pfimka pro mléko - SPE
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Graf €. 8: Kalibraéni pfimka pro mléko - MIP
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3.3.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla zjistovana vZdy na Sesti vzorcich kaZdé matrice pro postup cisténi
SPE C-18 a na Sesti vzorcich kazdé matrice pro postup ¢isténi MIP. Jednotlivé vzorky byly
pfipraveny podle postupl uvedenych v kapitole 3.2. Ke kazdému z té&chto vzorkll bylo
pfidano stejné mnozZstvi pracovniho roztoku standardu. MnoZstvi pfidaného pracovniho
roztoku vnitfniho standardu bylo téz stejné pro v3echny vzorky. Pfi nasledné chromatografii
vzorkd byly zméfeny piky pro m/z 466 pro chloramfenikol a m/z 471 pro vnitini standard.
Podminkou méfeni bylo, 2e vzorky pro jednu matrici a metodu Cisténi musely byt pfipraveny
i zméfeny ve stejny den, stejnym zplsobem a na stejném laboratornim vybaveni. Ze
ziskanych méfeni byla vypo&itan primér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna
odchylka. Vysledky ziskané pfi tomto méfeni jsou uvedeny v tabulkach &. 6- 9.

Tabulka ¢. 6: Opakovatelnost - voda

SPE MIP
¢. vzorku 466/471 ¢. vzorku 466/471
1 1,534 1 0,334
2 1,638 2 0,339
3 1,654 3 0,345
4 1,670 4 0,353
5 1,724 5 0,358
6 2,438 6 0,347
primér 1,644 primér 0,346
smérodatna smérodatna
odchylka (s) 0,070 odchylka (s) 0,009
relativni smérodatna 494 relativni smérodatna 553
odchylka v % (RSD) ' odchylka v % (RSD '
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Tabulka ¢. 7: Opakovatelnost - med

SPE MIP
¢. vzorku 466/471 ¢. vzorku 466/471
1 0,265 1 0,198
2 0,246 2 0,205
3 0,276 3 0,230
4 0,239 4 0,191
5 0,246 5 0,190
6 0,259 6 0,201
pramér 0,255 pramér 0,203
smérodatna smérodatna
odchylka (s) 0,014 odchylka (s) 0,013
relativni smérodatna 5.49 relativni smérodatna 6.60
odchylka v % (RSD) ’ odchylka v % (RSD ’
Tabulka ¢. 8: Opakovatelnost - mo¢
SPE MIP
¢. vzorku 466/471 ¢. vzorku 466/471
1 1,405 1 0,126
2 1,380 2 0,111
3 1,475 3 0,119
4 1,618 4 0,129
5 1,488 5 0,123
6 1,325 6 0,117
primér 1,448 primér 0,121
smérodatna smérodatna
odchylka (s) 0,103 odchylka (s) 0,006
relativni smérodatna 710 relativni smérodatna 4.94
odchylka v % (RSD) ’ odchylka v % (RSD ’
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Tabulka &. 9: Opakovatelnost - mléko

SPE MIP
¢. vzorku 466/471 ¢. vzorku 466/471
1 1,016 1 0,069
2 1,031 2 0,068
3 1,076 3 0,073
4 1,085 4 0,071
5 1,092 5 0,067
6 1,048 6 0,063
primér 1,058 primér 0,068
smérodatna smérodatna
odchylka (s) 0,031 odchylka (s) 0,003
relativni smérodatna 293 relativni smérodatna 4.82
odchylka v % (RSD) ’ odchylka v % (RSD ’

3.4 Statistické zpracovani dat
3.4.1 Linearni regrese kalibraéni pfimky

Kalibrace je v analytické chemii nejbéZnéjsi vztah dvou proménnych veli¢in, kdy se zjistuje
zavislost sledovaného signalu (zavisle proménna) na koncentraci analytu (nezavisle
proménna). Kazda pfi¢inna zavislost dvou nebo vice proménnych mize v obecném pohledu
vykazovat dvoji formu:

e funkcni zavislost - urcité hodnoté nezavisle proménné x odpovida vZdy jedina,
uréita hodnota zavisle proménné y;

e statisticka zavislost - pro uréitou hodnotu nezavisle proménné x existuje vZdy urcité
pravdépodobnostni rozdéleni zavisle proménné y (nahodné veli¢iny). Toto rozdéleni
je charakterizovano pfedevsSim aritmetickym primérem hodnot y a rozptylem. Se
zménou hodnoty x se hodnoty y zakonité méni a méni se i aritmeticky primeér.
Funkéni zavislost proménnych veli¢in feSi regresni analyza. Posouzeni tésnosti
rozloZeni zavisle proménné y kolem regresné vypocitané funkce y = f(x) umoZfiuje
korelace.

Regresni analyza linearni zavislosti ma za ukol ur¢it odhady koeficientl a (posunuti)
a b (smérnice), které charakterizuji regresni pfimku, vyjadrenou rovnici

y=a+bx
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Piedpoklada se, Ze nezavisle proménna x je prakticky bez chyby nebo aspoi s chybou
podstatné men3i nez je chyba zavisle proménné y. Regresni analyza se uskutecfiuje
metodou nejmensich ¢tvercu - ze vSech moznych pfimek se vybere takova, pro kterou je
soucet druhych mocnin (Ctverch) vzdalenosti kalibracnich bodl od kalibragni pfimky
minimalni. Téshost rozloZeni zavisle proménné veli¢iny kolem linedrni regresni pfimky uréuje
korelani koeficient R?. Cim je hodnota tohoto koeficientu bliz8i +1, tim je zavislost mezi

proménnymi tésnéjsi a tim vice se bliZi pfimce.

42,43

Hodnoty regresnich a korelaénich koeficient( pro jednotlivé matrice a metody &isténi jsou

uvedeny v tabulkach ¢. 10a 11.

Tabulka &. 10: Hodnoty regresnich a korelaénich koeficient(i - SPE

posunuti (&)

smeérnice (b)

korela&ni koeficient (R?)

voda 0,1174 7,4407 0,9991
med 0,1133 0,5641 0,9924
mo¢ 0,0276 2,2967 0,9993
miéko 0,0006 1,3943 0,9969

Tabulka ¢. 11: Hodnoty regresnich a korela¢nich koeficientd - MIP

posunuti (&)

smérnice (b)

korela&ni koeficient (R?)

voda 0,0977 8,1991 0,9999
med 0,0932 0,4059 0,9945
mo¢ 0,0608 0,7797 0,9948
miéko 0,0063 0,5596 0,9991
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3.4.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadfuje tésnost souhlasu mezi vysledky nezavislych méfeni stejného
analytu provedenych stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném pfistroji, na
stejném misté, za stejnych podminek v kratkém &asovém intervalu. Opakovatelnost je
vlastnosti metody, ne vysledku.

Piesnost kalibrace je charakterizovana smérodatnou odchylkou s, coZ je rozptyl hodnot
zavisle proménné kolem regresni pfimky. Tato smérodatha odchylka se vypodita podle
nasledujiciho vztahu:

2

| R _
§= E;(J@ —x)

Relativni smérodatna odchylka pak udava procentualni rozptyl od stfedni hodnoty a je dana
vztahem?*?*?

5, =>100%
X

Hodnoty smérodatnych odchylek a relativhich smérodatnhych odchylek pro jednotlivé matrice
a metody CiSténi jsou uvedeny v tabulce ¢. 12.

Tabulka €. 12 : Hodnoty smérodatnych odchylek a relativnich smérodatnych odchylek

» . » . relativni relativni
smérodatna smérodatna smérodatna smérodatna
odchylka (s) odchylka (s) odchylka (s,) odchylka (s,)
SPE MIP SPE MIP
voda 0,070 0,009 4,24 2,53
med 0,014 0,013 5,49 6,60
moc 0,103 0,006 7,10 4.94
mléko 0,031 0,003 2,93 4,82

Z udaja v této tabulce vyplyva, Ze oba zpusoby &isténi maji velmi dobrou opakovatelnost

{(hodnota relativni smérodatné odchylky byla maximalné 7,1%)
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3.4.3 Limit rozhodnuti

Limit rozhodnuti CCa (decision limit) - validadni parametr metody podle wyhlasky
2002/657/EC se vypocita podle vztahu
Sh
CCa=25—7"
m

W

Sh,, je standardni odchylka hodnoty b,, vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti
my, je smérnice piimky zavislosti relativni odezvy na koncentraci pfi méfeni vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti

Pti malém poctu méfeni (n<10), se misto hodnoty Sb,, pouzije standardni odchylka hodnoty
posunuti z regresni rovnice kalibragni pfimky, jako hodnota m, se pouzije jeji smérnice
a podil téchto hodnot se nasobi koeficientem 3.

3.4.4 Detekcni schopnost

Detekéni schopnost CCB (detection capability) - validacni parametr metody podle vyhlasky
2002/857/EC se vypocita podle vztahu

m

w

CCA=CCa +[1,64 Sbw]

Vypoctené hodnoty limitu rozhodnuti a detekéni schopnosti pro jednotlivé matrice a metody
Cisténi jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tabulka ¢. 13: Hodnoty CCa a CCp jednotlivych analyti

SPE MIP
CCa CCB CCa CCB
0,010 ng/ml 0,015 ng/ml 0,001 ng/ml 0,002 ng/ml
voda
0,311 ng/mg 0,481 ng/mg 0,317 ng/mg 0,491 ng/mg
med
. 0,023 ng/ml 0,036 ng/ml 0,129 ng/ml 0,199 ng/ml
moc
0,064 ng/ml 0,099 ng/ml 0,043 ng/ml 0,067 ng/ml
miléko
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4. Zaver

\ této praci bylo provedeno porovhani stavajicich analytickych metod pouZivanych na
USKVBL pro stanoveni rezidui chloramfenikolu v riiznych biologickych materialech, které
jsou vesmas zaloZeny na Cisténi extraktu metodou SPE — C18, s novymi postupy pfipravy
vzorku pomoci kolonek MIP.

Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction - SPE) je separacni technika pouZivana pfi
zpracovani kapalnych vzorkl s riznou polaritou, pro extrakci stfedné tékavych a netékavych
latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni neZadoucich pfimési, které by mohly rusit
nasledna analyticka stanoveni. Jeji podstatou je zachyceni molekul analytu na tuhém
sorbentu, pfes ktery vzorek protékd - vyuZiva se chemickych vlastnosti molekul, které
v dusledku mezimolekulovych interakci na sorbentu ulpivaji. Mechanismy zachycovani latek
spolivaji v ruznych molekularnich interakcich mezi analytem a sorbentem (van der
Waalsovy sily, vodikové mustky, iontové interakce).

Molekularné otidténé polymery (Molecularly Imprinted Polymers - MIP) se vyrabi z vysoce
zesiténych polymerl v pfitomnosti cilové molekuly jako templatu. Po odstranéni tohoto
templatu se odhali vazebna mista v polymerni siti, ktera jsou k templatu komplementarni jak
ve velikosti a tvaru, tak i v pozici funkénich skupin. Tento polymer pak mlze byt pouzit jako
selektivhé vazajici médium pro cilovy analyt a jiné strukturné obdobné slouceniny.

Nejvice chyb pfi analyze rezidui chloramfenikolu v komplexnich matricich vznika pravé pfi
vlastni pfipravé vzorku pro analyzu. Proto kaZdé zjednodu3eni postupu zvy3uje spravnost
provedeni analyzy.

Kolonky MIP umozfiuji provést extrakci a ¢isténi vzorki v jediném kroku (na rozdil od dfive
pouZivaného postupu pfipravy primarniho extraktu a jeho cisténi na kolonkach SPE C18).
Tim se dosahne predevsim zkraceni ¢asu potfebného pro pfipravu vzorku a béhem jednoho
dne tak Ize pfipravit a analyzovat vétsi pocet vzorkil. Dalsi vyhodou pouZiti kolonek MIP je
shiZeni nakladl na analyzu, protoZe pfi tomto postupu se usetii znac¢né mnozZstvi chemikalii
i elektrické energie (odpada zdlouhavé odpafovani ethylacetatu z eluatu). A to i pfesto, Ze
cena 1 kolonky MIP je asi dvojnasobna oproti klasické kolonce SPE-C18.

Z vysledk( této prace vyplyva, Ze vysledky ziskané obéma uvedenymi zplsoby jsou
srovnatelné. Postup pfFipravy vzorki pomoci MIP je vhodny pro dosazZeni potfebnych limith

analytické metody pro chloramfenikol, které jsou dané vyhlasenym MRPL 0.3 ng/g a po
provedenych validacich bude tato metoda pouZivana v laboratofich USKVBL.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADI

AFID

Cl
DHPS
ECD
El
EMEA
FID
GC
LOD
LOQ
MIP
MRL

MRPL

MS
NCI
PID
SPE
TCD
TID

USKVBL
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acceptable daily intake; pfijatelnd denni davka

Alkali Flame lonization Detector; plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym
kovem

Chemical ionization; chemicka ionizace

enzym dihydropteroat syntetaza

Electron Capture Detector; detektor elektronového zachytu
Electron Impact; ionizace narazem elektront

European Medicines Agency;

Flame lonization Detector; plamenovy ionizaéni detektor
Gas Chromatogrphy; plynova chromatografie

Limit of detection; detekéni limit

Limit of quantification; mez stanovitelnosti

Molecularly Imprinted Polymers; molekularné otisténé polymery
Maximum residue limit; maximalni limit rezidui

minimum required performance limit; minimalni poZadovany limit analytické
metody

Mass Spectrometry ; hmotnostni spektrometr

Negative chemical ionization; negativni chemicka ionizace

Photo lonization Detector; fotoionizaéni detektor

Solid Phase Extraction; extrakce tuhou fazi

Thermal Conductivity Detector; tepelné vodivostni detektor

Thermal lonization Detector; bezplamenovy detektor s alkalickym kovem

Ustav pro statni kontrolu veterindrnich biopreparatu a 16&iv



