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1 UVOD

V poslednich desetiletich je celosvétoveé pozorovan znepokojujici narust zneuzivani drog
a s nim souvisejici rostouci pocet fatalnich intoxikaci zejména syntetickymi opioidy. Krize
zpusobena rozsahlym naduzivanim ¢i zneuzivanim opioidovych 1é¢iv v USA je oznaCovana
jako opioidova epidemie. V USA se projevila ve tfech vinach. Prvni zacala predepisovanim
opioidi v 90. letech, druha heroinova probihala od roku 2010 a tfeti zpusobena
nefarmeceutickym fentanylem (od 2013). Nasledné piimichavani fentanylu k heroinu vedlo
k vyraznému narastu poctu predavkovani. V roce 2021 bylo v USA evidovano vice nez
80 000 umrti ve spojitosti s opioidy (7,5nasobny nartst oproti roku 2015). Rizikovou
skupinou jsou jedinci Cerstvé propuSténi z vézeni, u kterych je riziko smrtelného

predavkovani 129krat vys§si nez u bézné populace. [1, 2]

V poslednich letech byla definovana ctvrta vina drogové krize v USA, zplsobena
metamfetaminem a kokainem jak s pfidanym fentanylem, tak jimi samotnymi. Mezi lety
2010 az 2021 doslo k 50nasobnému zvySeni poctu umrti z divodu predavkovani
metamfetaminem (vice nez 60 % analyzovanych vzorkd obsahovalo fentanyl). V pifipadé
kokainu bylo navySeni mensi (trojnasobné mezi 2013 a 2019). Priblizné 75 % analyzovanych

vzorkt kokainu obsahovalo fentanyl. [3]

Existuje neékolik strategii, jak potlacovat zavislost na opioidech. Prvni z nich je distribuce
naloxonu, ktery muze v piipadé v¢asného podani vhodné davky zachranit jedince pred
predavkovanim. Druhou moznosti je podporovat lécbu zavislosti na opioidech vyuzitim
latek jako buprenorfin, metadon a naltrexon, nebo vyznamné€ snizit mnoZzstvi

ptedepisovanych opioidd. [4]

Celosvétova epidemie vyvolava potfebu vyvijet nové metody pro analyzu drog, zejména
zameétené na detekci opioidu jako fentanyl a jeho analoga. Tyto metody by mély byt schopny
ucinné zachytit neustaly vyvoj jeho novych, ¢asto mnohokrat ucinnéjsich derivati (napf.
ohmefentanyl, ktery je 20 000 — 50 000x u¢inn€jsi nez morfin). [5, 6]

Cilem této diplomova prace bylo vyvinout levnou a rychlou screeningovou metodu pro
detekci fentanylu s moznym vyuzitim mimo laborator. Proto byla zvolena voltametricka

elektroanalytickd technika na tisténych uhlikovych elektrodach. Dal§im cilem bylo vyvinout
kontrolni metodu HPLC-UV-ECD pro detekci fentanylu ve smésnych vzorcich opioida.
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2 TEORETICKA CAST

Studované latky (norfentanyl, fentanyl, kokain, morfin a heroin), jejichz strukturni vzorce
zobrazuje Obr. 1, disponuji podobnymi vlastnostmi. Zde byly vybrany dvé (Tab. I), kysela
disocia¢ni konstanta (pKa) a rozdelovaci koeficient v systému oktanol/voda (log P). Dalsi
charakteristiky téchto latek byly shrnuty v citovanych pracich. [7, 12]

Tabulka I. Vybrané vlastnosti studovanych opioidi, pKa - disocia¢ni konstanta,
log P — rozdélovaci koeficient oktanol/voda, pfevzato z [7], hodnoty pro kokain [§]

Norfentanyl Fentanyl Kokain Morfin Heroin
pKa 9,81 8,92 8,61 8,25 7,93
log P 1,40 4,00 2,30 1,77 2,20
Qe Qo
< 0)
CHs CHj,
N ~<7 N ‘\<‘ 0
0
N /N
H /N

/J\
H,;C 0

Obrazek 1: Strukturni vzorce studovanych opioidi; a) fentanyl, b) norfentanyl, c¢) kokain,
d) morfin, e) heroin; vytvoreno v ACD/ChemSketch

2.1 Voltametrie

Jedna se o elektrochemickou analytickou metodu, vyuzivajici elektrolyticky ¢lanek (ve
dvou nebo tielektrodovém zapojeni), ve kterém se na pracovni elektrodu vklada potencial,
ktery se s Casem meéni v urCitém rozsahu. Zaznamenava se proudova odezva jako funkce
aplikovaného potencialu — voltamogram. Jestlize se v analyzovaném roztoku zakladniho
elektrolytu vyskytuje latka (analyt), ktera se muze pii daném potencialu na pracovni

elektrodé oxidovat nebo redukovat, ve voltamogramu se tento d€j zobrazi jako tzv.
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voltametricka vlna (anodicka pro oxidaci, katodicka pro redukei latky). Vyska pozorované

viny predstavuje kvantitativni udaj, poloha na potencialové ose kvalitativni udaj. [9, 10, 11]

2.1.1 Elektrody

V zavislosti na uspotadani ¢lanku jsou pouzity bud’ pracovni a referentni elektroda, anebo
v tiielektrodovém zapojeni pracovni, pomocna a referentni elektroda. V pribéhu
voltametrického méfeni jsou vzdy ve styku s roztokem elektrolytu ¢i analytu v elektrolytu.

[12]

Jako pracovni mohou byt pouzity elektrody rtutové (samostatny védni obor, polarografie;
1959 Nobelova cena, prof. Jaroslav Heyrovsky), ¢i elektrody z tuhych materiala. Vyuziva
se napiiklad zlata, platiny a raznych forem uhliku jako skelny uhlik (GCE, z ang. glassy
carbon electrode), grafit, pyrolyticky grafit, uhlikova pasta nebo borem dopovany diamant
(BDD). Obecné lze fict, ze rtutové elektrody jsou vhodnéjsi pro redukce, a naopak tuhé

elektrody pro oxidace. [10, 11, 13]

S referentnimi elektrodami, jejichz potencial je konstantni a nezavisly na slozeni
analyzovaného roztoku, se porovnava potencial vkladany na pracovni elektrodu. Nejcastéji
v praxi vyuzivanymi referentnimi elektrodami jsou elektrody druhého druhu, jako
kalomelova (SCE), argentchloridova ¢i merkurosulfatova. Funkci pomocné elektrody
zastavaji elektrody z inertnich elektricky dobfe vodivych materiala (platina, uhlik). [12, 14,
15]

Zvlastnim typem elektrod jsou tisténé elektrody (SPE, z ang. screen-printed electrode).
Jsou vhodné pro analyzu in situ, tedy ptimo v terénu. Diky moznosti jednoduché prumyslové
vyroby téchto jednorazovych elektrod jsou i levné. Jedna se o keramické nebo plastové
desticky, na které se z 80 % sitotiskem nebo inkoustovym tiskem nanesou vodivé materialy
slouzici jako elektrody. Mezi nejcast€jsi materialy pracovni elektrody na SPE patii rizné
modifikace uhliku (grafit, grafen, mnohosténné ¢i jednosténné nanotrubic¢ky). Vyhodou je,
ze lze pracovni povrch s vyuzitim elektrochemickych mediatori pfipadné nanomateriala
modifikovat, ¢cimz je mozné SPE pfipravit pro riizné aplikace. Dal§im moznym materialem
pracovni elektrody je zlato, stfibro, platina ¢i oxid ruthenia. Pomocna elektroda se nanasi

platinova nebo stfibrna. Referentni elektrodu tvofi nejcastéji stiibro. [12, 16, 17]

2.1.2 Square wave voltametrie (SWV)
SWYV je jednou z variant pulzni voltametrie, ve které je na elektrody aplikovan s ¢asem

se linearné menici potencial ve formé pravouhlych pulzi o nastavitelné frekvenci
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a amplitudé pulzu. DalSimi nastavitelnymi parametry jsou potencialovy rozsah, rychlost

skenovani, doba trvani pulzu a potencial kroku. [11, 18]

Zaznamem je voltametricka kfivka, jako vysledek rozdilu proudu, tzv. dopfedného
(méfen na konci pulzu) a zpétného proudu (méfen pred vlozenim pulzu). Pfitomnost analytu
se projevi jako voltametricka vina s gaussovskym profilem. Pravé z davodu zaznamu
proudové odezvy ve velmi kratkém casovém intervalu, fadové jednotky ms, a zisku dvou
proudovych ktivek s opacnou orientaci a jejich nasledného odecteni (vyska vysledné viny je

véEtsi) se metoda stava citlivejsi a selektivngsi. [11, 13, 18, 19]

Je to nizkonakladova, citliva, selektivni metoda rychlé analyzy, vhodna pro zkoumani
farmaceutickych substanci, neurotransmiterti a jinych latek v riznych vzorcich, jako jsou
biologické tekutiny, pudy nebo odpadni vody. SWV lze povazovat, z hlediska LOD, za
metodu srovnatelnou s chromatografickymi €i spektroskopickymi metodami, ne-li citlivéjsi.

[18]

2.1.3 Miniaturizace
Neustaly vyvoj elektroniky, miniaturizace vypoCetnich Cipii a obecné zmenSovani
pfistrojového vybaveni poskytlo pfilezitost presunu elektrochemickych technik do novych

prostort (kontrola potravin, zivotniho prostiedi, klinicka sféra, analyza drog, ...). [20, 21]

Praveé point of care (PoC) biosenzory, propojujici analytickou chemii a elektrochemické
inzenyrstvi, posunuji zdravotnictvi o dalsi krok vpted. Tato zafizeni jsou schopna v realném
Case snimat, vyhodnocovat i hlasit momentéalni stav sledovaného jedince, Cimz se
vyznamnym zpusobem urychluje moznost upravy ¢i zavedeni vhodné medikace, bez

nutnosti ¢ekani na vysledky z laboratoti. [20, 22]

Skupina okolo Scotta D. Adamse [20] se zabyvala vyvojem nizkonakladového
miniaturizovaného potenciostatu (MiniStat) schopného piesné analyzy, srovnatelné se
stolnimi potenciostaty. Vytvortili pfistroj se standardnim tfielektrodovym zapojenim
schopny zaznamenavat proudy od nA do pA, ktery je napajen z dobijeci jednoclankové
lithium-polymerové baterie. Potenciostaticky obvod pfistroje se sklada ze tfi hlavnich ¢asti.
Prvnim je analogovy vystupni stupen, ktery vklada presné definované napéti na
elektrochemicky clanek (umoziuje pouziti spektra elektrochemickych technik). Druhym je
analogovy vstupni stupen pifevadéjici proud na digitalni data. Poslednim je stupen
digitalniho ovladani, ktery prevadi registrovany proudovy signal jako funkci napéti nebo

Casu. Pristroj pracuje s open-source softwarem, coz znamena, ze lze pro analyzu méfenou
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MiniStatem pouzit jakykoliv pocita¢, ktery je schopen se propojit pres rozhrani
USART-USB. Velikost zkonstruovaného zatizeni MiniStat PCB (tiS§téna spojovaci deska,
z ang. printed circuit board) je 20 mm x 27 mm (cena cca 5 USD). [20]

Zatizeni bylo testovano tfemi experimenty. Cyklickou voltametrii (3mm GCE, Ag|AgCl,
Pt) byla testovana odezva 1 mmol/l ferrikyanidu (1 mol/l KCI) v porovnani s daty ziskanymi
stolnim potenciostatem Autolab PGSTAT204 (cca 8000 USD, Metrohm). Ve druhém
experimentu byla sledovana amperometrickd odezva glukozy s vyuzitim testovacich
prouzku. Tteti porovnani prob&hlo metodou ASSWYV (anodicka rozpoustéci SWV) na 2mm
zlaté elektrodé, proti zlaté referentni, méfenim médi pfipravené se skalice modré. Vysky
pikti v CV se lisily maximalné o 10 %, zaroven byl porovnan difuzni koeficient v pouziti
obou potenciostatt, ktery se liSil o 0,1 ucm/s. Amperometricka i ASSWV méfeni vysla
v ocekavaném rozsahu. Mimo jiné porovnali vyvinuty MiniStat s jinymi minimalizovanym
systémy pro elektrochemické méfeni. Z prace vyplyva, ze byl vytvofen miniaturizovany,
pfenosny potenciostat s minimalnimi pofizovacimi naklady, ktery poskytl srovnatelné

vysledky se stolnim pfistrojem. [20]

Dalsi oblasti vyvoje pfenosnych systému pro elektrochemicka méfeni je vyuziti chytrych
telefont ve spojeni napf. s biosenzory nebo SPE. Rozvoj v této oblasti je opodstatnén studii,
podle které vice nez 60 % sveétové populace (presnéji 68 %, hodnoceno 2018) vlastni
a pouziva mobilni telefon (z toho 45,4 % chytry telefon). Smartphone Ize s méficim

zafizenim propojit nékolika zpusoby. [21, 22, 23]

Jestlize je modul pfipojen dratovou formou, s vyuzitim USB-B, USB-C (u zafizeni
s operacnim systémem Android), lightning portu (iPhone), anebo 3,5mm audio portu (vystup
pro sluchatka), neni poteba vyuzit jiného zdroje energie nez telefonu. Negativem tohoto
periferniho zapojenti je relativné Spatna kompatibilita. Toto se projevuje omezenym spektrem
vyuziti, protoze zafizeni byvaji konstruovana pouze pro ur€ity typ telefonu (znacka, model).
Kromé& zminéné problematiky musi byt v telefonu zabudovany tzv. USB On-The-Go
protokol a povoleny firmware (v ptipadé vyuziti zapojeni pres USB port). S audio port
zapojenim se da propojit jakékoliv zafizeni, které obsahuje port se tfemi kanaly, a proto 1ze

povazovat za univerzalni. [22]

Bezdratova propojeni zabezpecuje funkce WiFi, Bluetooth nebo NFC (komunikace
v blizkém poli, z ang. near field communication). Vyhodou je odd¢€leni elektrochemického

clanku od zafizeni zpracovavajictho meéfené informace. Jelikoz se pouzivaji
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(miniaturizované) oddélené potenciostaty, je mozno provadét slozitéjsi analyzy. V piipadé
vyuziti spojeni pres Bluetooth se systém sklada ze senzoru (napf. SPE), samostatné
napajeného potenciostatu s Bluetooth a chytrého telefonu. NFC umoziuje komunikaci mezi
zatizenimi v kratkém dosahu. Tato funkce je vkladana do nové generace mobilnich telefona.
Jeji vyhodou je prenos energie s dlouhou vydrzi baterie. Pro vyuziti NFC pro napajeni
senzoru méfictho CV se systém sklada ze senzoru (anténa, Cip, elektrodovy konektor
a osciloskop) a NFC potenciostatu (velikost kreditni karty). Ovladani je zabezpeceno
mobilni aplikaci. [21, 22, 23]

2.1.4 Voltametricka analyza opioidi

Jednim z moznych zptsobu detekce opioidi je SWV na HDME (visici kapkova rtutova
elektroda, z ang. hanging mercury drop electrode) proti argentchloridové referenci. Touto
metodou je mozné sledovat napfiklad kokain a jeho metabolity. V neutralnim prostredi
fosfatového pufru poskytuje elektrochemicka redukce kokainu jednu vinu (-1,49 V).
Alkalizaci zékladniho elektrolytu dochazi k castené hydrolyze kokainu. Vznika
elektrochemicky aktivni benzoylekgonin, ktery miize dale hydrolyzovat na neaktivni
ekgonin, anebo z kokainu vznikne, také na HDME neaktivni, metylester ekgoninu. To se ve
voltamogramu projevi dvéma vlnami (redukce kokainu, redukce benzoylekgoninu). Prave
hydrolytického produktu lze vyuzit pro detekci kokainu, jelikoz ma vysS§i schopnost
adsorpce na HDME a také zhruba 6x delsi eliminacni (biologicky) polocas. [24]

Jinou moznosti analyzy kokainu (a jeho pfimési jako jsou napf. benzokain, kofein,
paracetamol) je BIA-SWYV (analyza davkovanim s SWV detekci). K detekci latek dochazi
oxidaci na filmové BDD (borem dopovany diamant) elektrodé proti miniaturizované
argentchloridové (Pt pomocnd). Metoda vyuziva anodické piedupravy pracovni elektrody
v BRP (Britton-Robinsonové pufru, pH 1,6), nasledované katodickou redukci v kyseliné
sirové (0,1 mol/l). Ptiprava vzorku spociva pouze v rozpusténi praskové drogy v ZE
(0,1 mol/l H2SO4) a v pfipadném fedéni vzorku. V navrzeném systému je kokain sledovan
pfi potencialu vy§sim nez 1,9 V (Obr. 2). Popsany systém je miniaturizovany, vhodny pro

screening v terénu. [25]
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Obrazek 2: SWV voltamogramy Sesti nastfika 150 pl realnych vzorkt kokainu v 0,1 mol/l
H>SOs4; potencial kroku 6 mV, amplituda 40 mV, frekvence 60 Hz; PHE - fenacetin,
CAF - kofein, LID - lidokain, COC - kokain; pfevzato z [25]

(sat)

Voltametrie s vyuzitim GCE poskytuje velkou variabilitu moznosti pro analyzu opioida.
Jednou z nich je stanoveni morfinu DPV a SWV na GCE s modifikovanym povrchem,
tj. CoONP/MPP/GCE vznikla elektropolymerizaci 3-methyl-1-fenylpyrazol-5-onu (MPP) na
povrchu GCE s naslednou elektrodepozici nanocastic kobaltu (CoNP), ob& upravy byly
provedeny cyklickou voltametrii. Zbylymi ¢astmi elektrochemického ¢lanku jsou referen¢ni
argentchloridova, pomocna platinova elektroda a fosfatovy pufr (PBS) o pH 7. Vyvinuta

metoda je vhodna i pro méteni ve slozitéjSich matricich jako mo¢ a sérum. [26]

Bylo zjis§téno, ze pravidelny piijem diklofenaku snizuje potfebna mnozstvi morfinu
aplikovana jedinci po operacnich zékrocich, a proto je tfeba spolehlivé stanovovat tyto latky
vedle sebe. Toho bylo docileno SWV na modifikované CPE (uhlikové pastové elektrode)
obsahujici 10 % vicesténnych uhlikovych nanotrubicek, 1 % vinylferrocenu a 89 % grafitu
(Ww/w %) spar kapkami parafinu, proti argentchloridova referenci (Pt pomocna). Ve
voltamogramu (PBS, pH 7) se latky projevily dvéma rozliSenymi anodickymi piky, morfin
pii 0,4 Va diklofenak pii 0,77 V. Metoda byla testovana na realnych vzorcich moci
s dobrymi vysledky, vysokou selektivitou a opakovatelnosti. [27]

Detekovat heroin, resp. jeho degradacni produkt 6-monoacetylmorfin, je mozné SWV
na anodicky pfedupravenych SPGE (grafitové SPE, pomocna uhlikova, pseudoreferentni
Ag). Povrch SPE byl aktivovan potencidlem 1,5 V po dobu jedné minuty v roztoku
fosfatového pufru (PBS, pH 7) s naslednym SWYV skenem v rozsahu -0,1 V — 1,5 V. Analyty
byly méfeny za stejnych SWV parametri v roztoku fosfatového pufru o pH 12. Vyvinuta

metoda vyuzivajici anodicky predupravenou SPGE spolehlivé detekuje studované analyty

16



s lepS§imi odezvami nez s vyuzitim neupravené tisténé elektrody. [28]

Analyzovat heroin ve smésich s morfinem, kodeinem apod. metodou SWV lze i na
modifikovanych SPCE. Byly ptipraveny 3 typy grafit-polystyrenového inkoustu, kterym byl
upraven povrch pracovni elektrody SPE. Inkoust se skladal, v hmotnostnich procentech,
z 58 % grafitu, 32 % praskového polystyrenu a 10 % modifikatoru (grafit, ftalocyanin
kobaltnaty nebo palladium). Voltametrické skeny byly ziskdvany z kapky roztoku analytu
(50 pl) vzakladnim elektrolytu PBS (20 mmol/l fosfatovy pufr + 0,1 mol/l KCl)
v potencialovém rozsahu -0,2 V — 1,5 V. S vyuzitim parcialni regrese metodou nejmensich
Ctverct vytvorili model pro identifikaci ¢i kvantifikaci smési heroinu, morfinu, kodeinu

s kofeinem a paracetamolem. [29]

Jednou z vyvinutych metod pro detekci fentanylu je DPV s uhlikovymi , nanocibulemi®
modifikovanou GCE (GCE/CNO) proti argentchloridové referentni elektrodé (pomocna Pt).
Diamantové nanocastice (4 — 6 nm) byly zihany v inertni atmosféie (1 hod, He, 1650 °C),
poté na vzduchu (1 hod, 400 °C). Takto piipravené NCO (Obr. 3) byly rozpustény v DMF
(dimethylformamid) a po kapkach nanaSeny na vylesténou GCE. Po vystaveni GCE s CNO
50 °C v peci bylo docileno spojeni povrchu materiald. Fentanylové roztoky byly pfipraveny
v 0,1 mol/l fosfatovém pufru (pH 7). Pro experimenty byl pouzit 0,1 mol/l KCl s ptidavkem
redoxni sondy (5 mmol/l [Fe(CN)s]**). Metoda byla aplikovana na realné vzorky séra

a moci s vysledky srovnatelnymi s HPLC (t-test neprokazal vyznamny rozdil). [30]

o
-
o

He atmosphere air atmosphere

1650 °C, 1h 400 °C, 1h

nanodiamond (ND) carbon nanoonion spherical CNO
size 5nm (CNO) size 5nm

Obrazek 3: Proces vyroby uhlikovych sférickych ,,nanocibuli“ z diamantovych nanocastic;
pievzato z [30]

Dalsi moznou upravou GCE je elektroforeticka depozice elektrochemicky redukovaného
oxidu grafenu (ERGO) ze suspenze oxidu grafenu. Elektrochemicky c¢lanek sestava
z modifikované GCE, Ag/AgCl referentni a Pt pomocné elektrody v roztoku ZE PBS
(pH 7,4). Voltametrickd méfeni probihala metodami CV (100 mV/s) a SWV (A =20 mV,
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f= 25 Hz). Takto upravenym povrchem ziskala GCE vétsi, poréznéjsi plochu ¢imz bylo
docileno lepsiho LOD adsorbovaného produktu oxidace fentanylu. Vyvinutou metodou je
mozné identifikovat a kvantifikovat fentanyl a jeho derivaty v pfitomnosti jinych latek jako
jsou plnidla ¢i jiné opioidy (heroin, kokain) bez nutnosti pfedchozi separace prave diky

adsorpénimu piku fentanylu. [31]

V dal§i praci zaméfené na detekci fentanylu vytvorili laserem indukované porézni
uhlikové elektrody s oznacenim LCE (Obr. 4), porézni uhlik jako pracovni a pomocna
elektroda, referentni Ag/AgCl). Elektrody byly vyrabény za pomoci 30W CO: laseru
s vlnovou délkou 10,06 um a hustotou energie laseru 31 J/cm? karbonizaci polyamidového
substratu (o tloustce 0,1 mm). Pfidanim vodivé pasty Ag/AgCl na jednu z laserem
nanesenych elektrod a naslednym suSenim v susarné (90 °C) byla vytvorena referentni

elektroda. [32]

o
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Obrazek 4: Laserem indukované porézni uhlikové elektrody, a — vzhled vyrobenych
elektrod, b — znazormnéni mechanické pruznosti, ¢ — ukazka zapojeni elektrody
k minipotenciostatu, d — ukazka nanaseni roztoku k méfeni, prevzato z [32]

Byly provedeny SWV experimenty v kapce (100 pl) PBS (0,1 mol/l, pH 7,4)
s potencialovym rozsahem 0 V — 0,9 V. Byla testovana stabilita vyrobené elektrody,
selektivita senzoru na fentanyl a také aplikace metody na realné vzorky lidského séra. Byly
ziskany podobné odezvy fentanylového piku jak v PBS, tak v séru. Data se mezi pfenosnym

potenciostatem a chytrym telefonem prenasi pfes Bluetooth, cena deseti elektrod je zhruba
1 USD) [32]
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2.2 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je pravdépodobné nejvSestrannéj§im a nejvice
pouzivanym typem chromatografickych technik. Obecné funguje na principu unaseni
injektovaného kapalného vzorku (o malém objemu) kapalnou mobilni fazi pres
chromatografickou kolonu (stacionarni fazi), naplnénou malymi casticemi nebo
monolitickym materialem, s vyuzitim vysokého tlaku. Diky pratoku mobilni faze, unasejici
vzorek, dochazi v disledku interakci slozek vzorku se stacionarni a mobilni fazi k jejich
separaci a nasledné eluci. Za chromatografickym systémem se vyuzivaji rizné typy detekce
(spektrofotometrickd absorpéni nebo fluorescencni, elektrochemicka, MS, ...) s moznym
sériovym zapojenim detektorti. Vystupem jsou tzv. chromatogramy udavajici reten¢ni Casy
tr (kvalitativni udaj) odecitané v maximu pikd eluovanych latek (idealné s Gausuovskym
profilem). Plocha piku je umérnd mnozstvi/koncentraci latky, které dany pik piislusi

(kvantitativni udaj). [13, 33]

2.2.1 RP-HPLC

K separaci kapalinovou chromatografii s reverzni fazi dochézi s vyuzitim nepolarni, ¢asto
hydrofobni, stacionarni a polarni mobilni faze. Nej€astéji vyuzivanym typem naplné kolony
jsou uhlovodikové tetézce (Cis, Cs) vazané na silanolovém substratu. Dal§imi moznymi
stacionarnimi fazemi muaze byt napt. kyano skupina, fenylova skupina apod. Jako mobilni
faze se pouziva voda (muze byt obohacena pufry, solemi) v kombinaci s polarnim
organickym rozpoustédlem. Tim muze byt acetonitril, tetrahydrofuran nebo alkoholy jako
methanol ¢i izopropylalkohol. Schopnost vymyvat analyty z kolony (elu¢ni sila) mobilni
faze v RP-HPLC roste s obsahem organické slozky v mobilni fazi. Reverzni systém ma
rozsahlé vyuziti v oblastech farmaceutiky, potravinafstvi, klinické a forenzni praxe

a v mnoha dalSich. [13, 33, 34]

2.2.2 CN-kolona

Kyano kolony (nejcastéji s propylkyanoskupinou navazanou na silanolovych skupinéach)
nejsou tak pouzivané jako kolony se stacionarni fazi na bazi uhlikovych fetézca (napt. Cis).
Dutvodem je komplikovangjsi udrzba ¢i obavy o stabilitu napln€. Jsou to jedny z nejvice
polarnich kolon pro RP-HPLC. V porovnani s Cis maji nizsi schopnost zadrze analytii na
koloné, tzn. latky se eluuji rychleji. Pro zachovani retence analytd na kyano koloné (proti
Cig) se vyuziva zvySeni obsahu vodné slozky mobilni faze, o 10 az 20 procent. DalSim

rozdilem mezi lipofilni Cig kolonou a CN-kolonou je zména retence s vyuzitim MeOH nebo
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ACN v mobilni fazi. U Cig mé vyssi elucni silu acetonitrilova MF, zatimco pfi separaci na
kyano koloné methanolicka. Je dokazano, zZe retence latek na CN-kolon€ souvisi s polaritou
analytu, ¢im vyssi je polarita molekuly, tim nizsi je retence. Retence roste s poctem kruht
(cykl) ve sloucening, jestlize je kruh halogenovany, zvysi se retence umémné s poctem
navazanych atomu halogent. Na kyano kolonach je mozné separovat slozité smeési jak
v rezimu reverznich fazi, tak normalnich fazi. Jejich vyhodou je moznost analyzy polarnich

latek a také siln€ bazickych latek (v€etné kvartérnich amoniovych soli). [33, 35, 36, 37]

2.2.3 HPLC analyza opioidu
Skupina okolo Thais Loépes vyvinula HPLC-DAD metodu pro detekci kokainu

(afeznych piimési) extrahovanych z brazilskych bankovek, ve snaze pochopit a trasovat
obéh drogy ve spolecnosti. Pro separaci vyuzivali kolonu Phenomenex C18-RP (4,6 x 150
mm, 4 um). Vzorky byly pfipravovany s mobilni fazi 95 : 5, fosfatovy pufr (10 mmol/l,
pH 2,5) : ACN. Priprava vzorkd, resp. extrakce zahrnovala smaceni bankovky v acetonitrilu
(2 hod za sou€asného michani), vymrazeni tukovych slozek (-20 °C, 2 hod), vysuseni
alikvotu (5 ml ACN) v proudu dusiku na kone¢ny objem 0,5 ml a nafedéni vzorku mobilni
fazi na 2,5 ml. Separace latek probihala s gradientovou eluci mobilni fazi H20 : ACN :
fosfatovy pufr (0-6 min 30 % : 0 % : 70 %, 6-10 min 10 % : 15 % : 75 %, 10-12 min 30 %
:0 % : 70 %) a pratokovou rychlosti 0,8 ml/min. UV detekce probihala s vinovymi délkami
212 nm, 220 nm a 230 nm. Vyvinutou metodu aplikovali na realné vzorky 158 bankovek
(33 2 RS, 15 5R$, 32 10 RS, 28 20 RS, 27 50 R$, 23 100 R$) s vysledkem pouze jedné
bankovky, ktera neobsahovala ani jednu ze zkoumanych latek. Téméf 50 % vzorku
obsahovalo koncentrace latek nad hladinou LOQ a kofein byl pfitomen v nejveétsim
mnozstvi. Také zjistili, Ze nejvyssi koncentrace analytu se vyskytuji na bankovkach s nizsi
hodnotou (2 R$, 5 R$), viz Obr. 5. Spolu s extrakéni technikou, nepo§kozujici bankovku,

byla metoda hodnocena jako citliva a selektivni. [38]
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Obrazek 5: Vliv hodnoty bankovky na primérné mnozstvi kazdé latky (zleva: acetaminofen,
levamisol, kofein, lidokain, kokain, diltiazem, fenacetin) nalezené ve vzorcich, pfevzato
z [38]
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Pro spravnou detekci heroinu a kokainu je potreba sledovat i jejich metabolity. Proto se
vyzkumny tym P. Fernandeze zaobiral vyvojem metody HPLC-DAD pro separaci smeési
morfinu, kodeinu, 6-monoacetylmorfinu (vSe metabolity heroinu), kokainu a jeho produkti
hydrolyzy — benzoylekgoninu, methylesteru ekgoninu, kokaethylenu a také metadonu
(podava se pti 1ébé/odvykani) z plasmy. Pouzili kolonu XTerra RP8 (4,6 x 250 mm, 5 um)
a gradientovou eluci s mobilni fazi (ACN : 20 mmol/I fosfatovy pufr o pH 6,53) 10 : 90
(0 min) — 50 : 50 (15 min) a pratokovou rychlosti 0,7 ml/min (od paté minuty 0,8 ml/min).
Celkova doba jedné analyzy byla 22 min. Vzorky plasmy byly extrahovany na
SPE-kolonkach a nakonec rozpustény v mobilni fazi 10 : 90 (ACN : 20 mmol/l fosfatovy
pufr o pH 6,53). Detekce probihala v rozsahu 200 nm — 400 nm se tfemi absorpcnimi
maximy pro kazdou skupinu latek (233 nm kokainovd, 285 nm heroinova, 292 nm
metadonova). Navrhnuta pfiprava poskytla nejnizsi vytéznost pro benzoylekgonin (60 %)
a nejvyssi pro metadon (95 %). Metoda uspesné separovala vSech osm analyti (Obr. 6)
a byla aplikovana na 21 realnych vzorka plazmy jedinct, ktefi zemfeli na predavkovani
heroinem/kokainem/metadonem. Bylo zjisténo, ze v kazdé skupiné latek existuje jedna,
ktera pievySuje ostatni (benzoylekgonin v kokainové, metadon ve své a morfin v heroinové,

pokud nedojde k rychlému umrti bez hydrolyzy heroinu). [39]
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Obrazek 6: Chromatogram plazmy bez léCiv, po pfidavku 10 pg/ml kazdého analytu;
absorbance 285 nm; MRP — morfin, CDN - kodein, BEG — benzoylekgonin, 6AM
— 6-monoacetylmorfin, COC - kokain, CE -  kokaethylen, EDDP —
dimethyldifenylpyrrolidin, MTD - metadon; prevzato z [39]
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Smésny roztok heroinu (nebo kokainu), fentanylu a jeho derivati lze analyzovat také
metodou HPLC-DAD-AD. Chromatograficky systém se skladal z kolony Eclipse XDB-C8
(150 x 4,6 mm, 5 um) a mobilni faze 70 : 30 (20 mmol/l HCOONH4 + 100 mmol/l1 KCl,
pH 7 : ACN) s izokratickou eluci a pritokovou rychlosti 1,5 ml/min. Detektor s diodovym
polem byl nastaven na 205 nm. Amperometricka detekce, vyuzivajici prutokové cely
s SPGE, aplikovala na pracovni elektrodu potencial 1,0 V proti argentchloridové referentni
elektrodé. Optimalizovanou metodou se podatilo smési separovat s celkovou dobou separace
30 min. Mimo jiné byl testovan ptidavek dalSich béznych ptfimeési (kofeinu, paracetamolu
a benzokainu), které nijak neovlivnily separaci vychozi smési. Kofein a paracetamol
koeluovali. Pro vyvinuty chromatograficky systém byly vypocteny hodnoty LOD a LOQ.
Bylo zjisténo, ze DAD detekce je citlivéjsi oproti amperometrické detekci. Metoda byla také
testovana na realnych vzorcich zabavenych drog s vysledkem srovnatelnym s bézné

pouzivanou validovanou GC-MS metodou. [40]

V Chicagu probéhla studie zamétujici se na UPLC-MS/MS 22 nelegalnich drog véetné
kokainu, fentanylu a heroinu. Chromatograficka separace vyuzivala kolonu ACQUITY
UPLC BEH C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um) a mobilni fazi A : B (A — 90 % voda + 10 %
MeOH + 0,1 % HCOOH, B — ACN) s gradientovou eluci 90 : 10 (0 min) — 10 : 90 (6 min),
s prittokovou rychlosti 0,4 ml/min. MS? obstaral trojity kvadrupol s AJS (Agilent Jet Stream)
ESI v pozitivnim modu, bez vyuziti splitru. Odbér vzorki zabezpeCovala dvé terénni
zafizeni, prostfednictvim nichz byly od drogové zavislych jedinct za finan¢ni odmeénu
ziskaly vzorky pouli¢nich drog. Praskova droga byla nasledné nanesena na screeningovou
papirovou testovaci kartu a s vysousedlem vlozena do plastového pytliku. Latky byly z karty

extrahovany smeési vody a methanolu (90 : 10, 5 ml) kratkym promichanim na vortexu
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a sonifikaci po dobu 30 minut. Vzorky pro analyzu vznikly nafedénim 5 pl extraktu 995 pl
mobilni faze 90 : 10. Ve vSech 124 realnych vzorcich byl nalezen alespori jeden ze
sledovanych analyti. NejcCastéji kvantifikovanymi latkami byly difenhydramin (98 %),
fentanyl (91 %), heroin (50 %) a produkty jeho hydrolyzy 6-monoacetylmorfin (44 %)
a morfin (34 %). Bylo sledovano 17 drog nad LOD pouzité metody a 12 z nich nad hodnotou
LOQ. V 96 % realnych vzorkd byly nalezeny opioidy, ve 12 % stimulanty a v 1 %
benzodiazepiny. [41]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vybaveni

3.1.1 Chemikalie
Opioidy
Fentanyl, heroin, kokain, morfin, norfentanyl (vie Lipomed, Svycarsko).
Kyseliny
Kyselina fosfore¢na 85% p. a. (Penta, Chrudim, Ceska republika), kyselina borita > 99,5%
(Lachema, Brno, Ceska republika), kyselina octova > 99,8% (Sigma-Aldrich, Némecko),
kyselina mravenci 98-100% (Merck, Némecko).
Baze
Hydroxid sodny > 98% p.a., amoniak — vodny roztok min. 25 % p.a. (oba Lach-Ner,
Neratovice, Ceska republika).
Rozpoustédla
Deionizovana voda (18,2 MQ, piipravena systémem cisténi vody Direct-Q 3 UV, Milli-Q,
Merck, Némecko), methanol HPLC grade (Honeywell, USA), acetonitrii HPLC grade
(VWR Chemicals, USA).
Ostatni
Suspenze aluminy Al,O3 0,3 g/25 ml H>O, velikost ¢astic < 50 nm (Sigma-Aldrich,
Némecko), chlorid draselny p.a. (Penta, Chrudim, Ceska republika), mraventan amonny
97% (Sigma-Aldrich, Némecko), siran amonny p.a. (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika).

3.1.2 Pristroje a pomucky

Pri pripravé reagencii byly pouzity zakladni pomicky jako kadinky, odmeérné valce,
Spachtle, vazenky atd.; automatické pipety Eppendorf Research Plus (Hamburk, Némecko)
s rozsahy 2-20 pl, 20-200 ul, 100-1000 pl, 0,5-5 ml a 1-10 ml; mikrostfikacky Hamilton
o objemech 10 pul a 50 ul (Bonaduz, Svycarsko); magnetickd michagka IKA lab disk
(Staufen, Némecko); pH metr InoLab pH 720 s kombinovanou elektrodou s teplotnim
¢idlem SenTix 41 (WTW, Némecko); analytické vahy Kern ALS 220-4 (Némecko) a Mettler
Toledo XSE205 DualRange (Ohio, USA); ultrazvukova lazen BANDELIN Sonorex
Digitech DT 31 H (Berlin, Némecko); UV/VIS spektrofotometr Thermo Fisher Scientific
Genesys 180 (Massachusetts, USA) s kiemennymi kyvetami (10 mm, 750 pl, LightPath,

Cranborne, Velka Britanie).
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Voltametricka meéfeni byla provedena s potenciostatem/galvanostatem Autolab
PGSTAT302N, fizenym softwarem Nova 1.11 (vSe Metrohm Autolab, Utrecht,
Nizozemsko). V trielektrodovém zapojeni s pracovni elektrodou ze skelného uhliku (GCE
MF-2012, BASi, West Lafayette, USA), referentni kalomelovou elektrodou (Monokrystaly,
Turnov, Ceské republika) a pomocnou platinovou elektrodou. Dale byly pouzivany ti§téné
elektrody (SPE) Metrohm DropSens DRP-C110, DRP-110CNT, DRP-110SWCNT,
DRP-110GPH, DRP-110GPHOX a DRP-C11L (viz Tab. II; vie Oviedo, Spanélsko).

Tabulka II: Prehled tisténych elektrod a jejich materiala

Pracovni elektroda Pomocna elektroda | Referentni elektroda
C110 uhlik uhlik stiibro
110CNT | mnohosténné nanotrubicky uhlik stiibro
110SWCNT | jednosténné nanotrubicky uhlik stfibro
110GPH grafen uhlik stfibro
110GPHOX oxid grafenu uhlik stfibro
CIl1L uhlik uhlik stiibro/chlorid stfibrny

Chromatograficka cast prace byla realizovana s kapalinovym chromatografem Ultimate
3000 (Thermo Scientific Dionex, Massachusetts, USA) s elektrochemickou (ECD-3000RS
s coulometrickou celou 6011 RS s pracovni elektrodou z mikroporézniho grafitu, referentni
hydrogen-palladiovou) a UV (DioNex 3000 variable Wavelenght detector) detekci; kolony
byly pouzity Hypersil GOLD C18 (100 mm x 4,6 mm, 5 um; Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) a ZORBAX 300SB-CN (150 mm x 4,6 mm, 5 um; Agilent
Technologies, Kalifornie, USA).

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava reagencii

Pufry

Jak bylo zjisténo jiz béhem experimentt bakalarské prace [12], vhodnym prostiedim pro
voltametrické analyzy fentanylu je Britton-Robinsonav pufr (BRP) o pH 8,5. Zasobni roztok
o priblizném pH 2, sloZzeny z kyselin octové, borité a fosforecné (vSechny o ¢ = 0,4 mol/l),

byl vytitrovan 0,2M-NaOH na pozadované pH a skladovan v lednici.
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Mobilni faze

Bylo pripraveno nékolik riznych MF misenim rozdilnych vodnych fazi (viz nize) s ACN
o definovanych objemovych pomérech.

Prvni a nejCastéji pouzivanou vodnou slozkou byla smés mravencanu amonného
s chloridem draselnym (oba o ¢ = 50 mmol/l). Pro separace s kolonou Cis obsahovala MF
KCI (50 mmol/l) v celém objemu. MF pro separace s CN-kolonou obsahovaly definovanou
koncentraci 50 mmol/l KCI pouze ve vodné slozce. Acidita vodné slozky MF byla
upravovana na pH vrozmezi od 6 do 9 kyselinou mravenci (0,2 mol/l) nebo 25%

amoniakem.

Druhou pouzitou vodnou slozkou byl dihydrogenfosforecnan sodny pfipraveny titraci
kyseliny fosforecné (¢ = 20 mmol/l) hydroxidem sodnym (¢ = 0,2 mol/l) na pH 6. Posledni
pouzitou fazi byl vodny roztok siranu amonného o ¢ = 50 mmol/l upraveny 25% amoniakem

na pH7.

Vzorky opioidii

Pro pfipravu vzorkll a jejich nasledné fedéni byly pfipraveny methanolické zasobni
roztoky fentanylu, norfentanylu (oba 1 mmol/l), heroinu a kokainu (oba 10 mmol/l
a 1 mmol/l). Zasobni roztok morfinu (0,2 mmol/l) byl pfipraven ve vod€. Po navazeni
opioidu byly latky rozpustény v pozadovaném mnozstvi methanolu, promichany na vortexu
a ponechany po dobu péti minut v ultrazvukové lazni. Kromé zasobnich roztoku, byly

i vSechny nasledné pripravené roztoky vzorku skladovany v mraznicce pii teploté -18 °C.

Vsechna voltametricka meéfeni, kromé kalibracnich zavislosti a smésnych roztokd, byla
provedena s roztokem fentanylu (0,1 mmol/l), ktery byl pfipraven nafedénim zasobniho

roztoku fentanylu (1 mmol/l) roztokem BRP (pH 8,5) v objemovém poméru 1 : 9.

Byly pfipraveny dvé sady kalibracnich roztokt fentanylu, sada A (Tab. III)
s proménlivym obsahem methanolu (max. 10 %) v roztocich a sada B (Tab. IV) s pfesné
definovanym 10% obsahem methanolu v kazdém kalibra¢nim roztoku. Smésné vzorky byly

pfipraveny dle Tab. V.
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Tabulka III: Piiprava kalibracni sady A; obsahuje parametry: koncentrace fentanylu
v roztoku (c), objemy (V) BRP, deionizované vody a zasobniho roztoku

¢ [umol/1] V(BRP) [W] | V(H20) [ul] V (1mmol/l fentanyl) [ul]

Roztok €. 1 100 500 400 100
Roztok €. 2 50 500 450 50
Roztok €. 3 25 500 475 25
Roztok ¢. 4 10 500 490 10
Roztok €. 5 5 500 495 5

Roztok €. 6 2,5 500 497,5 2,5
Roztok €. 7 1 500 499 1

Tabulka IV: Priprava kalibra¢ni sady B; obsahuje parametry: koncentrace fentanylu
v roztoku (c), objemy (V) BRP, MeOH HPLC grade a z4sobniho roztoku

¢ [pumol/1] v ([EEP) V (MeOH HPLC grade) [ul] | V (1mmol/l fentanyl) [ul]
Roztok ¢. 1 100 900 0 100
Roztok ¢. 2 50 900 50 50
Roztok €. 3 25 900 75 25
Roztok ¢. 4 10 900 90 10
Roztok €. 5 5 900 95 5
Roztok €. 6 2,5 900 97,5 2,5
Roztok ¢. 7 1 900 99 1

Tabulka V: Priprava smésnych roztokd fentanylu s heroinem/kokainem; obsahuje
parametry: pomér opioidi ve smési, objemy (V) BRP, zasobnich roztokt fentanylu
a heroinu/kokainu

Pomér F : H V (BRP) V (10mmol/l
) V (1Immol/l fentanyl) [pl]
(objemovy) [ul] heroin/kokain) [ul]
Smés €. 1 1:1 900 100 10
Smés €. 2 1:10 900 55 55
Smés €. 3 1:100 900 10 100
Smés ¢. 4 1:1000 900 1 100

Vzorky pro kapalinovou chromatografii byly pfipraveny ze zasobnich roztoku opioidi

nafedénim ACN na vyslednou koncentraci 50 umol/l. Také byl pfipraven smésny roztok

vSech analyzovanych latek v ACN (vysledna koncentrace kazdé latky byla 50 pmol/l). Po

nalezeni vhodngjSich separac¢nich podminek byl pfipraven novy smeésny roztok o stejné

koncentraci analytd nafedénim MF (HCOONH4 (50 mmol/l) + KCI (50 mmol/l) pH 7 : ACN,

80 : 20).
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3.2.2 Priprava elektrod
SPE

Kazda elektroda byla pfed pouzitim zkontrolovana, zda nema zoxidované kontakty.
Pokud ano, byla vrstvicka povrchovych oxidi odstranéna jemnym otfenim kancelafskou

gumou. Déle byla kazda elektroda oplachnuta destilovanou vodou jak pred, tak po méfeni.

Béhem meéteni bakalarské prace byla vytvorena elektrochemicka Cistici metoda SPE. Ta
byla zalozena na 40s kondicionaci elektrody pfii potencialu 1,5 V v roztoku ZE. Po nasledné
10s ekvilibraci byly elektrody v BRP o pH 8,5 proméfeny cyklickou square-wave voltametrii
s parametry: amplituda pulzu 50 mV, potencial kroku 4 mV, Casovy interval kroku 40 ms,
frekvence 25 Hz. Potencial pracovni elektrody se ménil nejprve v katodickém sméru od

1,0 V po -0,6 V, nasledné v anodickém smeéru od —0,6 do +1,0 V. [12]

GCE

Pracovni elektroda ze skelného uhliku byla pfed kazdym pouzitim fadné omyta
destilovanou vodou, vylesténa na textilni podlozce, na kterou byla nanesena kapka vodné
suspenze aluminy. Po vylesténi povrchu GCE krouzivymi pohyby tvaru 8 byla elektroda
oplachnuta vodou, ¢imz byla elektroda pfipravena pro voltametricka méfeni. Po ukonceni

meéteni byla opét vylesténa a oplachnuta vodou.

Jak pomocna platinova dratkova elektroda, tak referentni kalomelova elektroda byly pred

i po kazdé analyze dikladné omyty destilovanou vodou.

3.2.3 Voltametricka méreni

Metoda AdsCSWV-1

Touto transferovou adsorpcni cyklickou square-wave voltametrickou metodou byly
zméfeny prvotni experimenty, a to AdsCSWV fentanylu na riznych typech SPE
a opakovatelnost meéfeni na rdznych elektrodach stejného typu (mezielektrodova
opakovatelnost). Po oplachnuti elektrody destilovanou vodou a odsati piebytecné vody byla
nanesena kapka BRP (pH 8,5) o definovaném objemu (50 pl) tak, aby roztok pokryl plochu
vSech tii elektrod a byl zaznamenan CSW voltamogram. Nasledné byla elektroda
oplachnuta, osuSena a byla nanesena 50ul kapka roztoku fentanylu (0,1 mmol/l). Po
30s adsorpci byl roztok opioidu odsat mikrostiikackou, elektroda byla opét oplachnuta
destilovanou vodou, osusena a byla nanesena kapka zakladniho elektrolytu. Po zdznamu

CSW voltamogramu naadsorbovaného opioidu byla spusténa Cistici metoda (viz kapitola
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3.2.2) a nasledné byla elektroda oplachnuta a osusena.

CSWYV metoda méla parametry: 5 s kondicionace pii potencialu 1,2 V, 5 s ekvilibrace,
amplituda pulzu 50 mV, potencial kroku 4 mV, frekvence 25 Hz, zména potencialu pracovni

elektrody v rozsahu od 1,0 V do -0,6 a zpét do 1,0 V.

Metoda AdsCSWV-II

Zasadni odliSnosti této metody od piedchozi je zafazeni predbézné -elektrolyzy
adsorbovaného analytu pifi definovaném kladném potencialu (oxidace analytu)
a definovaném zaporném potencialu (redukce produktu vytvoreného predchozi anodickou
oxidaci). Vedle potencialu byla optimalizovana doba jak oxidace, tak redukce fentanylu
v kapce roztoku o koncentraci ¢ = 0,1 mmol/Il.

Po oplachnuti elektrody destilovanou vodou a odsati piebytecné vody buni¢inou, byl
zaznamenan voltamogram zakladniho elektrolytu — BRP o pH 8,5. Po oplachnuti a osuseni
elektrody byla nanesena 50ul kapka roztoku fentanylu (0,1 mmol/l). Po probé&hnuti
predbézné anodické a katodické elektrolyzy byl roztok fentanylu odsat mikrostiikackou,
povrch elektrody byl oplachnut, voda byla odsata ctvereCkem buniCiny a na elektrodu byla
nanesena kapka ZE. Nasledné byl zaznamenan CSW voltamogram v anodickém,
katodickém a dal§im anodickém sméru se zménou potencidlu v rozsahu -0,6 V az 1,0 V.
Nasledovala elektrochemicka Cistici metoda a poté byl cely vySe popsany cyklus meéteni
zopakovan. Dal§imi sledovanymi parametry byly frekvence a amplituda square-wave
voltametrického pulzu. Po optimalizaci byly definovany dv€ metody, pro kazdy typ

elektrody (viz nasledujici dvé metody).

Metoda AdsCSWV-II pro SPE C110

Metodou adsorpéni cyklické square-wave voltametrie pro elektrody typu C110 byla
zmeétena kalibracni sada fentanylu B a vzorky obsahujici smési fentanylu jak s heroinem, tak

s kokainem.

Metoda zahrnovala 30s oxidaci pii potencialu 1,3 V, 5sekvilibraci, 30s redukci pii
potencialu -0,8 V, 5s ekvilibraci, vymeénu roztoku fentanylu za BRP o pH 8,5 (s vypnutou
voltametrickou celou), 5s ekvilibraci pfi -0,6 V, 3 voltametrické skeny (anodicky, katodicky,
anodicky) vSechny v rozsahu -0,6 V az 1,0 V s amplitudou pulzu 50 mV, potencialem kroku
4 mV a frekvenci 25 Hz.
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Metoda AdsCSWV-II pro SPE 110CNT

Metodou adsorpéni cyklické square-wave voltametrie s elektrodami typu 100CNT byla

meétena kalibracni sada fentanylu A.

Metoda zahrnovala 15s oxidaci pfi potencialu 1,2 V, S5s ekvilibraci, 5s redukci pii
potencialu -0,7 V, 5s ekvilibraci, vymeénu roztoku fentanylu za BRP o pH 8,5 (s vypnutou
voltametrickou celou), 5s ekvilibraci pii -0,6 V, 3 voltametrické skeny (anodicky, katodicky,
anodicky) vSechny v rozsahu -0,6 V az 1,0 V s amplitudou pulzu 75 mV, potencialem kroku
4 mV a frekvenci 50 Hz.

Metoda AdsCSWV-II pro SPE C110 s GCE

S vyuzitim tielektrodového systému s pracovni GCE byl postup voltametrické analyzy
opioida nasledujici. Do vnéjsi nadobky dvoukomorové voltametrické cely s 5 ml ZE (BRP
o pH 8,5) byla umisténa referentni elektroda. Ve vnitini naddobce se kromé pracovni
a pomocné elektrody nachazelo pii definované elektrolyze 300 pl roztoku zkoumané latky
(0,1 mmol/l), pfi zaznamu voltamogramu naadsorbovaného analytu pak 300 pl ZE. Méteni

bylo provadéno metodou AdsCSWV-II s SPE C110.

Nejprve byla GCE vylesténa a oplachnuta, nasledné byl zaznamenan voltamogram ZE.
Poté byla provedena definovana elektrolyza v roztoku opioidu (0,1 mmol/l), roztok byl
vyménén za zakladni elektrolyt a byl zaznamenan CSW voltamogram elektrolytického
produktu naadsorbované latky. Po vylesténi povrchu GCE byl cely postup zopakovan jesteé
dvakrat.

Experimentalni data byla zpracovana v softwaru Excel (Microsoft, Washington, USA).

Smérodatné odchylky (s) byly vypocteny v softwaru dle vzorce (1):

_E(x—x)?
5= /W D

Relativni smérodatné odchylky (sr)% byly vypocteny dle vzorce (2):

()% =100 ()
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Regresni parametry byly vypocteny v softwaru QC-Expert 3.2 (TriloByte Statistical
Software, Pardubice, Ceska republika) a nasledné byly vypoéteny mez detekce (LOD) a mez
stanovitelnosti (LOQ) dle nasledujicich vzorcu (3, kde s, je smérodatna odchylka tuseku, a je
smeérnice kalibracni pfimky):

3'Sb 10'Sb

LOD = L0Q =

(3)

3.2.4 Kapalinova chromatografie
Na zacatku dne, po vyméné kolony nebo MF byl v systému nastaven ,,purge* po dobu

5 minut. Nasledné byl chromatograficky systém promyvan MF, dokud nedoslo k ustaleni

zakladni linie obou detektort (UV a ECD).

Pred kazdou analyzou byl prostor smycky promyt pétindsobkem davkovaného objemu
(250 pul ACN). Nastiik vzorku byl realizovan prostfednictvim 20ul davkovaci smycky

prepliiované objemem 50 pl vzorku.

Aplikovana pratokova rychlost se volila v zavislosti na experimentalnich podminkach,
jako pouzita MF ¢i kolona. Pfi pouziti kolony Cig, stejné tak s CN-kolonou
a dihydrogenfosfore¢nanovou MF byla priatokova rychlost MF 0,5 ml/min. Naslednym
zvySovanim obsahu mravencanové vodné slozky na CN-kolon€ dochazelo k prodluzovani

retencnich Casu, a proto byla prutokova rychlost zvySena na 1 ml/min.

UV detekce zprvu probihala bud’ pii 210 nm nebo 255 nm. Tyto vilnové délky byly
zvoleny, na zaklad€ pfedchozich experimentt na pracovisti. [42, 43] Nasledné€ byla zméfena
absorp¢ni spektra analyzovanych latek a byla vybrana vinova délka 225 nm.

Potencial prvni cely byl pro kazdé meéfeni nastaven na 950 mV, pficemz napéti

aplikované na druhou celu bylo voleno v rozmezi 950 — 1050 mV.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Voltametricka méreni

4.1.1 Porovnani riznych typu tiSténych elektrod

AdsCSWYV fentanylu na riiznych typech SPE

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat voltametrické chovani fentanylu na riznych
typech SPE pfi pouziti metody AdsCSWV-1. Dal§im cilem bylo zjistit, jak se méni proudova
odezva fentanylu naadsorbovaného na pracovni elektrodé pfi opakovaném zaznamu CSW
voltamogramu v roztoku ZE (BRP pH 8,5). Od kazdého druhu SPE (Tab. II) byla nahodné
vybrana jedna elektroda, na které probéhla série méfeni metodou AdsCSWV-I tak, ze po
adsorpci fentanylu z kapky jeho roztoku (0,1 mmol/l) bylo zaznamenano deset CSW
voltamogrami v kapce roztoku ZE. Byly vyhodnoceny a porovnany vysky anodického piku

pfi potencialu kolem -0,2 V. (Obr. 7).

3

=3 —e—Cl110

3 —e— 110SWCNT

o

< —e— 110CNT

% ) —e— 110GPH

2 110GPHOX
ClIL

0
Cislo opakovani
Obrazek 7: Graf zavislosti vysky proudové odezvy na poctu opakovani CSWV méfeni na

jedné elektrodé; méteno v kapce ZE po 30s adsorpci z roztoku fentanylu (¢ = 0,1 mmol/l) na
povrch SPE (viz legenda), méfeno metodou AdsCSWV-I1
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Nejvyssi proud anodického piku byl registrovan v prvnim cyklu na elektrodach
110SWCNT a 110GPH nebo ve druhém cyklu na elektrodach 110CNT, C110 a CI11L.
S po¢tem opakovani se proud analytického signalu postupné snizoval. SPE 110GPHOX
poskytla nejvyssi proud anodického piku ve Ctvrtém cyklu. Jak je patrné z Obr. 7, nejvyssi
signal byl nameéten na elektrodach typu 110SWCNT a 110CNT.

Problémem vsak je fakt, ze prabéh voltametrickych kfivek pofizenych s témito SPE
nebyl idealni. Mél vysoké proudové pozadi coz je vidét na Obr. 8, kde fialova kiivka
(110SWCNT) vykazuje vyznamné navySeni zakladni linie v zaporné oblasti potencialu,
pravdépodobné silnym vlivem kapacitniho proudu. Zminénd proudova vlna zapficinuje
nevhodnost daného typu elektrod pro analyzu fentanylu, jelikoz znesnadfiuje vyhodnoceni
piku fentanylového produktu v oblasti okolo -0,2 V az-0,1 V. Zelena kiivka ilustruje zaznam
meéteni na elektrodé typu 1 10CNT. Lze sledovat vyznamné snizeni proudového pozadi a také
proudové viny v potencialové oblasti pod 0 V. Zatimco SPE C110 (jak bylo zjisténo
v bakalarské praci [12]) poskytovaly velmi dobfe vyvinuty pik analytu pifi potencialu
pfiblizné¢ -0,25 V, SPE CI1IL poskytly zhruba poloviéni odezvu analytu. Elektrody
modifikované grafenem (110GPH) a oxidem grafenu (110GPHOX) poskytly zéznamy
s ptili§ vysokym proudovym pozadim, v némz se ztracel proudovy signal analytu. Ze
zminénych divodu se pokracovalo v meéfeni na SPE 110CNT, CI11L, C110 a z dalSich
experimentt byly vylouceny SPE 110SWCNT, 110GPH al10GPHOX.
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Obrazek 8: Zaznamy prvnich anodickych skeni pofizenych metodou AdsCSWV-I na
raznych typech SPE, méfeno v ZE po adsorpci fentanylu z jeho roztoku (0,1 mmol/l);
tm. modra — C110, oranzova — C11L, fialova — 110SWCNT, zelena — 110CNT, Cervena —
110GPH, sv. modra — 110GPHOX
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Opakovatelnost méfeni na riznych elektrodach stejného typu

(mezielektrodova opakovatelnost)

SPE elektrody se vyznacuji mikroskopicky znac¢né€ drsnym povrchem, coz muze byt
pficinou rozdilné elektroaktivni plochy pracovni elektrody a tim i rozdilnych prouda
registrovanych na rdznych elektrodach stejného typu. Proto byla testovana metodou
AdsCSWV-I opakovatelnost proudové odezvy fentanylu na péti nahodné vybranych
elektrodach stejného typu (mezielektrodova opakovatelnost). Na zakladé vysledka
uvedenych v predchozi kapitole byly vybrany tfi typy elektrod: C110, 110CNT a C11L. Po
zméteni ZE byl na povrch elektrody naadsorbovan fentanyl z roztoku (0,1 mmol/l) a po
odstranéni roztoku analytu byly vkapce ZE zaznamenany tfi cykly CSWV. Po
elektrochemickém vycisténi byl cely proces jesté jednou zopakovan opét se tfemi cykly
CSWV. Nasledné byly vyhodnoceny anodické proudové odezvy oxidacniho produktu

fentanylu pred i po Cisténi.

Byly sledovany tvar a vyska voltametrickych odezev. Proudové odezvy analytu byly
vyhodnoceny presné definovanym zpisobem, a to odeCtenim proudového maxima
anodického piku od zakladni linie vedené od potencialu -0,3 V po bod dotyku v minimu
voltametrické kiivky za proudovym pikem (110CNT), resp. od -0,4 V stejnym zptisobem
(C110, CI11L). Z naméfenych hodnot proudid pikd se vypocetly pruméry a vybérové
smérodatné odchylky.

Prvni série o tfech cyklech na kazdé SPE je vyobrazena na Obr. 9, relativni smérodatné
odchylky (%) experimentu na Obr. 10. Nejvyssi proudové odezvy oxidac¢niho produktu
fentanylu poskytly SPE 110CNT. Lze si také v§imnout totozného trendu signala na kazdé
z pouzitych SPE 110CNT, tj. odezva druhého cyklu byla nejvys§i a prvniho nejnizsi.
Z voltametrickych zaznaml na SPE C110 byly ziskany nejvyssi odezvy také z druhého
cyklu. Na SPE C11L jiz nebyl registrovan zjevny trend v signalech, krom nejnizsich odezev
prvnich cykla. Relativni smérodatné odchylky (%) vysek pika analytu byly u obou zptisobt
vyhodnoceni nejvys$si pro SPE C11L.
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Obrazek 9: Porovnani proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na riznych typech
SPE; pouzité SPE 110CNT, C110 a C11L; méfeno metodou AdsCSWV-I ve tfech cyklech
na péti elektrodach (1 —5) od kazdého typu pred elektrochemickym ¢isténim
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Obrazek 10: Porovnani relativnich smérodatnych odchylek (%) vysek pikd oxidacnich
produkti fentanylu prvni série; méfeno metodou AdsCSWV-I pied elektrochemickym
¢isténim SPE; vlevo odchylky tfech métfeni na 1 — 5 SPE, vpravo odchylky 1. — 3. opakovani
na péti SPE

V druhé sérii, po elektrochemickém c¢isténi SPE, byly z CSW voltamogramt na SPE
110CNT ziskany vysky pikti oxidacniho produktu fentanylu (Obr. 11) s podobnym trendem
jako v prvni sérii, tj. nejvyssi odezvy v 2. cyklu, nejnizsi v 3. cyklu. Vysky pika prvni i druhé
série byly fadoveé srovnatelné. Naproti tomu vySky pika ziskané na SPE C110 a C11L
poskytly zhruba trojnasobné vys$si odezvy oproti prvni sérii. Ze skent 1. — 3. cyklu na SPE
C11L byla ziskana zavislost s opakujicim se trendem, kdy odezva rostla s poctem cykla. Ze

zavislosti relativnich odchylek (Obr. 12) experimentd po elektrochemickém cisténi SPE lze
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sledovat podobny trend. Relativni smérodatné odchylky vysek pikti oxida¢niho produktu
fentanylu na elektrodach C11L byly 1 pfes mirné snizeni hodnot nejvyssi. Odchylky na
elektrodach C110 a 110CNT zustaly piiblizné stejné.
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Obrazek 11: Porovnani proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na riznych typech
SPE; pouzité SPE 110CNT, C110 a C11L; méfeno metodou AdsCSWV-I ve tfech cyklech
na péti elektrodach (1 —5) od kazdého typu po elektrochemickém ¢isténi
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Obrazek 12: Porovnani relativnich smeérodatnych odchylek (%) vysek pikd oxidacnich
produkti fentanylu druhé série; méfeno metodou AdsCSWV-I po elektrochemickém cisténi
SPE; vlevo odchylky tfech méfeni na 1 — 5 SPE, vpravo odchylky 1. — 3. opakovani na péti
SPE
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Statisticka analyza dat ukazuje, ze opakovatelnost méfeni, uréena jako relativni
smérodatna odchylka vySek proudovych piki ze tii opakovanych méfeni s péti elektrodami,
je uelektrody 110CNT 8 % (na novych elektrodach pred elektrochemickym cisténim) a 7 %
ve druhé sérii (po elektrochemickém cisténi), u elektrod C110 je 23 % v 1. sérii a 21 % ve
2. sérii, u elektrod C11L 42 % v prvni sérii a 34 % ve druhé sérii. Pomémé horsi
opakovatelnost meéfeni s elektrodami C11L byla divodem k jejich vylouceni z dalSich

experimentu.

4.1.2 Optimalizace metody pro SPE C110
Pti vyvoji metody AdsCSWV-II pro SPE C110 pro analyzu fentanylu, zalozené na jeho

adsorpci na povrchu SPE, elektrochemické oxidaci a detekci oxida¢niho produktu, bylo
potfeba najit vhodné experimentalni podminky pro ziskani maximalni proudové odezvy
analytu v potencialové oblasti kolem -0,2 V. Méfeni probihalo jiz popsanym zpusobem (kap.
3.2.3, metoda AdsSCSWV-II). Po prvnim méficim cyklu a zdznamu CSW voltamogramu
bylo provedeno elektrochemické ¢isténi SPE (kap. 3.2.2) a poté byl cely cyklus jesté jednou
zopakovan. Prvni Ctyfi zavislosti (optimalizace podminek elektrolyzy fentanylu) byly
meétfeny metodou AdsCSWV-II s amplitudou 50 mV a frekvenci 25 Hz. Ve vSech pfipadech
byl vyhodnocen proud piku ve druhém anodickém skenu a to od zakladni linie vedené od

potencialu -0,4 V po bod dotyku v minimu voltametrické kiivky za pikem analytu.

Potencial oxidace
Prvnim testovanym parametrem byl potencial oxidace fentanylu na SPE. Oxidace
byla testovana pfi potencidlech 0,9; 1,0; 1,1; 1,2 a 1,3 V po dobu 15 s v kapce roztoku
fentanylu. Redukce probihala 15 spfi potencidlu -0,6 V, CSW voltamogramy byly
zaznamenany s amplitudou pulzu 50 mV a frekvenci 25 Hz ve dvou po sobé nasledujicich

cyklech.

7 grafického znazornéni zavislosti vysSky piku analytu na potencidlu oxidace
(Obr. 13) je patrny shodny trend ve vyskach proudového signalu pro oba cykly. Jako
nejvhodnéjsi byl zvolen potencial oxidace 1,3 V, jelikoz v prvni 1 ve druhé analyze bylo
docileno nejvyssich proudd. Zaroven je mozné si vSimnout, ze doslo i k nejvét§imu nartstu

proudové odezvy mezi opakovanimi.
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Obrazek 13: Zavislost proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na potencialu
oxidace po dobu 15 s; méfeno metodou AdsCSWV-II

Doba oxidace

Dal§im testovanym parametrem byla doba oxidace fentanylu pfi potencialu 1,3 V, a to

v rozsahu 0 — 60 s.

Zavislost proudu (Obr. 14) anodického piku ve druhém skenu na dobé oxidace nartistala
az do maxima pii 30 sekundéch, s naslednym poklesem pii dal§im prodluzovani doby
oxidace na 60 s. Maximalni proudova odezva pii 30 s byla registrovana u obou opakovani.

Z toho divodu byla tato doba zvolena jako optimalni.
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Obrazek 14: Zavislost proudové odezvy na dobé oxidace fentanylu pfi potencialu 1,3 V;
méfeno metodou AdsCSWV-II

Potencial redukce

Po zjisténi vhodnych parametra oxidace (30 s pfi 1,3 V) byl zkouman potencial redukce,

pii kterém bude proudova odezva analytu nejvyssi.

Byla ziskana zavislost s exponencialnim profilem a sestupnym charakterem (Obr. 15).
Nejvyssi proudové signaly byly zaznamenany pifi potencidlu redukce -0,9 V,jenze
v porovnani s potencialem redukce -0,8 V mély témét dvojnasobné proudové pozadi. Vyska
fentanylového piku nebyla vyznamné vétsi pro redukci pfi -0,9 V a vysoky proud pozadi

znesnadnioval vyhodnoceni analytického signalu. Proto byl zvolen potencial redukce -0,8 V.
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Obrazek 15: Zavislost proudové odezvy na potencidlu redukce po dobu 15 s; méfeno
metodou AdsCSWV-II

Doba redukce

Poslednim zkoumanym parametrem elektrolyzy roztoku fentanylu (0,1 mmol/l) byla

doba redukce pfi potencialu -0,8 V.

Zde lze sledovat tii rizné Casy, pii kterych bylo docileno srovnatelné vysokych vysek
proudu analytu (Obr. 16), a to 0 s, 30 s a 60 s. Nejnizsi pozadi poskytl anodicky sken
zaznamenany po 30s redukci. Zbylé dva Casy byly pravé z duvodu vysokého proudu pozadi
vylou€eny. Dal§im divodem byly , extrémy* zminénych Cast, kdy pfi O s by pravdépodobné
nedoslo k uplné redukci oxidaniho produktu a naopak u 60 s byly jiz SPE vystaveny vysoké

zat€zi, a proto dochazelo pravdépodobné ke zminénému nartstu proudového pozadi.

_350
<
5 300 o > °
= 25,0
’ °
5 20,0 ° ol o
.C us
B 150 y
\g 10,0 @ ® ®2. cyklus
g 50 PY ° ® Priimér
o
£ 00
0 10 20 30 40 50 60

Doba redukce [s]

Obrazek 16: Zavislost proudové odezvy na dobé redukce pii potencialu -0,8 V; méreno
metodou AdsCSWV-II

Frekvence SWV pulzi
Po optimalizaci podminek elektrolyzy fentanylu (ox. 30 s pfi 1,3 V; red. 30 pii -0,8 V)

byly zkoumény parametry square-wave voltametrie, prvnim z nich byla frekvence

pravouhlych potencialovych pulzi (Obr. 17).

Se zvySujici se frekvenci pulzi dochazelo k narustu vysky analytického signalu, ale také

proudu pozadi. Zaroven vzrustala i amplituda proudového Sumu voltametrickych kiivek pfi
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vyssich frekvencich (75 Hz, 100 Hz), coz zptsobilo zhor§enou vyhodnotitelnost vysky pika.

Z téchto divodi bylo pokra¢ovano v méfeni pii f = 25 Hz.
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Obrazek 17: Zavislost proudové odezvy na frekvenci pravouhlého napétového pulzu;
meéfeno metodou AdsCSWV-II

Amplituda SWV pulzu

Poslednim testovanym parametrem byla amplituda pravouhlého napétového pulzu
v SWV metodé€. Hodnotila se jak vyska anodického piku fentanylového produktu (Obr. 18),
tak i jeho Sitka v poloviné vysky (polosirka, Obr. 18) a také pomér vysky ku polositce piku
(I/W12 [uA/V]) v zavislosti na modulacni amplitudé (Obr. 19).

Se zvySujici se amplitudou SWV pulzu dochézelo jak ke zvysSovani proudového signalu

(vysky) sledovaného piku, tak i k rozsifovani pika (Obr. 18).

Podélenim vysky piku jeho Sitkou v poloviné vysky byla ziskana pomérova zavislost
(Obr. 19). Ideou bylo ziskat co nejvyssi hodnotu tohoto poméru, jelikoz ¢im je vyssi proud
a uzsi pik, tim je lepsi citlivost a selektivita metody. Toho bylo docileno aplikaci amplitudy
50 mV. Timto byla dokoncena optimalizace AdsCSW voltametrie na elektrodach typu C110.
Nalezené parametry jsou shrnuty v kap. 3.2.3.
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Obrazek 18: Zavislosti vysky piku na amplitudé pravouhlého pulzu (vlevo) a polositky piku
na amplitud€ pulzu (vpravo); meéfeno metodou AdsCSWV-II
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Obrazek 19: Zavislost poméru vysky piku ku jeho polosifce na amplitudé voltametrického
pravouhlého pulzu; méfeno metodou AdsCSWV-II

4.1.3 Optimalizace metody pro SPE 110CNT

Stejné jako v pfipadé optimalizace metody AdsCWSV-II pro SPE C110 i zde bylo
potfeba najit vhodné experimentalni podminky oxidace fentanylu na povrchu SPE 110CNT,
redukce vzniklého oxidacniho produktu a jeho nasledné detekce. Méteni probihalo metodou
AdsCSWV-II, kdy byl vyhodnocovan pik fentanylového produktu ve druhém anodickém
skenu a to od zakladni linie vedené od potencialu -0,35 V jako tecna k poklesu voltametrické
kiivky za pikem analytu. Prvni Ctyfi zavislosti (optimalizace podminek elektrolyzy
fentanylu) byly méteny s frekvenci 25 Hz a amplitudou pulzu 50 mV.

Potencial oxidace

Prvnim testovanym parametrem elektrolyzy byl potencial oxidace fentanylu v kapce jeho
roztoku (0,1 mmol/l) na povrchu SPE 110CNT. Byla sledovana zavislost vysky piku analytu
na potencialu oxidace v rozsahu 0,9 — 1,3 V (Obr. 20). Oxidace trvala 15 s, nasledovala ji
redukce pii potencidlu -0,6 V po dobu 15 s. CSW voltamogramy byly zaznamenéany
s amplitudou pulzu 50 mV a s frekvenci 25 Hz ve dvou po sob¢ jdoucich cyklech.

CSW voltamogramy poftizené pti potencialech oxidace 0,9 V a 1,3 V vykazovaly zna¢né
vysoké proudové pozadi, proto byl pfi téchto potencialech proveden pouze jeden méfici
cyklus. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena oxidace pii potencialu 1,2 V, jelikoz voltamogram
pii tomto potencialu poskytl nejvyssi proudovou odezvu oxidacniho produktu fentanylu

s nejniz§im pozadim.
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Obrazek 20: Zavislost proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na potencialu
oxidace po dobu 15 s; méfeno metodou AdsCSWV-II
Doba oxidace

Dale byla testovana doba oxidace fentanylu pfi potencialu 1,2 V, v rozsahu 0 — 60 s.

Z grafické zavislosti (Obr. 21) je patrné, ze se s prodluzujicim ¢asem oxidace zvySovala
proudova odezva analytu. Vhodnym byl zvolen ¢as 15 s, pfi némz byly proudy prvniho
i druhého cyklu srovnatelné vysoké. Dalsim prodluzovanim doby oxidace nad 15 s jiz

nedochazelo k vyznamnému zvySeni proudovych signala.
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Obrazek 21: Zavislost proudové odezvy oxida¢niho produktu fentanylu na dobé jeho oxidace
pfi potencialu 1,2 V; méfeno metodou AdsCSWV-II

Potencial redukce

Po optimalizaci oxidacCnich parametri byl zkouman potencial redukce oxidacniho
produktu fentanylu (v rozsahu od -0,8 V do -0,4 V), pii kterém bude na elektrodach typu
110CNT proudova odezva analytu nejvyssi.

Aplikace negativnéjSich potencialt redukce vedla k narastu vysky sledovaného piku
(Obr. 22). CSW voltamogramy ziskané pfi redukci s potencialy -0,6 V az -0,8 V poskytly
srovnatelné odezvy. Rozhodujicim faktorem pro volbu redukéniho potencialu byl rozdil ve

vySce piku prvniho a druhého cyklu, a proto byl vybran potencial redukce -0,7 V.
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Obrazek 22: Zavislost proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na potencialu jeho
redukce po dobu 15 s; méfeno metodou AdsCSWV-II

Doba redukce

Poslednim testovanym parametrem elektrolyzy byla doba redukce oxidacniho produktu

fentanylu pfi potencialu -0,7 V. Experiment byl proveden v rozsahu 0 — 60 s.

Ziskana zavislost (Obr. 23) poukazuje na fakt, ze vyuziti elektrod 110CNT pro detekci
fentanylu neni témét zavislé na dobé redukce elektrolyticky generovaného oxida¢niho
produktu. Proudové signaly analytu z CSW voltamogramt pii vSech testovanych ¢asech
poskytly relativné srovnatelné vysky piki. Rozhodujicim byl opét rozdil vysky piku prvniho

a druhého cyklu. Proto byla doba redukce nastavenana 5 s.
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Obrazek 23: Zavislost proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na dobé jeho
redukce pfi potencialu -0,7 V; méfeno metodou AdsCSWV-II

Frekvence SWV pulzi

Po zjisténi vhodnych podminek elektrolyzy fentanylu (0,1 mmol/l) svyuzitim SPE
110CNT (ox. 15 spfi 1,2 Va red. 5 spii -0,7 V) byla zkouméana vhodna frekvence
pravouhlych potencialovych pulzi (Obr. 24).

CSW voltamogram ziskany aplikaci pulzi s frekvenci 25 Hz vykazoval vysoké proudové
pozadim. Podobné jako u CSW voltamogramti méfenych na SPE C110 se se zvySenim

frekvence pravouhlych pulzi nad 75 Hz zvysilo proudové pozadi i amplituda proudového
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Sumu voltametrickych kfivek, ¢imz se zhorsila vyhodnotitelnost vysek pika. Proto byla

vybrana frekvence 50 Hz.

16,0
14,0 ®
12,0
10,0 ®
8.0 °® @ 1. cyklus
6,0 ®
4,0
2,0 Primér
0,0

0 20 40 60 80 100 120

Frekvence [Hz]

@

@®2. cyklus

Proudova odezva [nA]

Obrazek 24: Zavislost proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu na pouzité frekvenci
pravouhlého napétového pulzu; méfeno metodou AdsCSWV-II

Amplituda SWV pulzu

Poslednim optimalizovanym parametrem voltametrické metody AdsCSWV-II pro SPE
110CNT byla amplituda pravouhlého napétového pulzu. Vyhodnoceni bylo provedeno
stejnym zpusobem jako s vyuzitim SPE C110 (viz kap. 4.1.2; Amplituda SWV pulzu).

ZvysSovanim vkladané amplitudy SWV pulzu dochazelo témer k linearnimu rustu vysek
proudové odezvy analytu (Obr. 25) a také k nartstu polositek sledovaného piku (Obr. 25).
V prvnim i ve druhém méficim cyklu byly ziskany velmi podobné proudové hodnoty,

s jednou vyjimkou, a to pti 75 mV, kdy se vysky pikti mirné lisily.

Naslednym vydélenim vySek pikt jejich polositkami byla ziskana pomeérova zavislost
(Obr. 26). Nejvyssi, pozadovany pomér byl ziskan aplikaci pulzi s amplitudou 75 mV. Tim
byla dokoncena optimalizace voltametrické metody pro analyzu fentanylu na elektrodach

110CNT, pticemz je metoda AdsCSWV-II pro SPE 110CNT popsana v kap. 3.2.3.

_25 0,20
E 20
= . Py
; ) o © > 0,15 R ¢
S ]
= e © ® 1. cyklus = 0,10 e @ 1. cyklus
S 10 e 2 o |
S e ®2. cyklus 3 e ®2. cyklus
g 5| ® £ 0,05
2 Pramér Priimér
o
& 0 0,00

0 50 100 150 0 50 100 150

Amplituda pulzu [mV] Amplituda pulzu [mV]

Obrazek 25: Zavislosti vysky piku oxida¢niho produktu fentanylu na amplitud€ pravouhlého
napétového pulzu (vlevo), polositky piku na amplitudé pulzu (vpravo),; méfeno metodou
AdsCSWV-II
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Obrazek 26: Zavislost poméru vysky piku oxida¢niho produktu fentanylu ku jeho polositce
na amplitud€ pravouhlého napét'ového pulzu; méreno metodou AdsCSWV-II

4.1.4 Kalibra¢ni zavislosti

Po optimalizaci cyklickych square-wave voltametrickych metod na dvou typech SPE
bylo na kazdém druhu analyzovano sedm kalibracnich roztokd fentanylu v koncentracnim
rozsahu 100 umol/l — 1 umol/l. Kalibracni sady A a B pfipravené dle kapitoly 3.2.1 byly
meétfeny pro kazdy roztok na nové elektrodé metodami AdsCSWV-II pro SPE C110
a AdsCSWV-II pro SPE 110CNT. Ze ziskanych vysek fentanylovych ¢i produktovych pika
byly nasledné sestaveny grafy kalibracnich zavislosti a s vyuzitim softwaru QC-Expert 3.2
vypocteny statitické parametry, LOD a LOQ.

Elektrody C110

Analyzou kalibracni sady B (s pesné definovanym obsahem MeOH) vyvinutou metodou
AdsCSWV-II pro SPE C110 byly ziskany celkem tfi zavislosti. Prvni z nich byla kalibra¢ni
zavislost vyhodnocena zptusobem jako doposud, a to z druhého anodického skenu, z vysky
piku (s vrcholem v oblasti -0,3 V az -0,2 V ku pseudoreferentni Ag elektrod¢) produktu
elektrochemické premény fentanylu. Proudy pikt byly hodnoceny od zakladni linie vedené
od potencialu -0,4 V jako teCna k minimu voltametrické kiivky za pikem analytu.
Voltamogramy méné koncentrovanych roztokua byly zatizeny narastem kapacitniho proudu

v dané oblasti pod 0 V, ¢imz bylo ztizeno vyhodnoceni analytického signalu.

Druhé anodické skeny (Obr. 27) poskytly kalibracni zavislost (Obr. 28), ktera byla
prolozena regresni ptimkou s rovnici I [uA]= 0,051c¢ [umol/l] + 1,30 pro prvni méfici cyklus
al[uA]=0,183¢c [umol/l] + 4,274 pro druhy cyklus. LOD a LOQ byly vypocteny
z parametru regresnich pifimek v koncentraénim rozsahu 1 — 10 umol/l. Pro prvni cyklus byla
z parametru rovnice I [uA] =0,1081¢ [umol/I] + 0,1179 vypoctena hodnota LOD = 2,7
umol/l a LOQ =9,2 umol/l, pro druhy cyklus, z parametri rovnice I [uA]=0,3133¢ [umol/1]
+ 0,3563, hodnota LOD = 2,6 umol/l a LOQ = 8,8 umol/l. Vyvinuta analytickd metoda tedy
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neni vhodna pro stanoveni stopovych koncentraci fentanylu, 1épe se hodi pro kvalitativni

analyzu, pfipadné pro semikvantitativni urceni obsahu fentanylu v roztoku.
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Obrazek 27: AdsCSW voltamogramy (druhé anodickeé skeny) kalibracnich roztoku fentanylu
(sada B); 1. cyklus (vlevo), 2. cyklus (vpravo); cerna — 100 pmol/l, tm. modra — 50 umol/l,
sv. modra — 25 umol/l, zelena — 10 umol/l, oranzova — 5 umol/l, rizova — 2,5 umol/l,
cervena — 1 umol/l; méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110
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Obrazek 28: Kalibra¢ni zavislosti fentanylu (kalibracni sada B) pro druhé anodické skeny;
meéteno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110

Z prvnich anodickych skent 1. cyklu (Obr. 29) byly ziskany dalsi dvé zavislosti. V oblasti
nad 0,5 V se vyskytuji piky oxidace fentanylu, jejichz vyhodnocenim byla ziskana linearni
kalibracni kfivka (Obr. 30) s rovnici 7 [pA] = 0,1262¢ [umol/l] — 0,1963 a koeficientem
determinace R’ =0,9997, LOD = 0,95 umol/l a LOQ = 3,17 umol/l. Problémem je, ze tuto
zavislost lze pro kvantitativni analyzu vyuzit pouze v pfipadé€, kdy se v analyzovaném
roztoku nachézi jen fentanyl, jelikoz napt. testovany heroin ¢i kokain vykazuji oxidacni piky

ve stejné potencialové oblasti.
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Obrazek 29: AdsCSW voltamogramy (prvni anodické skeny) kalibra¢nich roztokt fentanylu
(sada B); 1. cyklus (vlevo), 2. cyklus (vpravo); cerna — 100 pmol/l, tm. modra — 50 umol/l,
sv. modra — 25 pumol/l, zelena — 10 umol/l, oranzova — 5 umol/l, rizova — 2,5 pmol/l,
cervena — 1 umol/l; méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110
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Obrazek 30: Kalibracni zavislost fentanylu (sada B) pro prvni anodické skeny 1. cyklu;
metfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110

V prabéhu experimentd byla pozorovana zajimava vlastnost rizné koncentrovanych
roztoki fentanylu. V oblasti okolo -0,25 V vs. Ag byly optimalizovanou metodou
vyuzivajici elektrolyzy pred voltametrickym méfenim pozorovany proudové odezvy
oxidacnich produkti fentanylu témér nezavislé na koncentraci analyzovaného roztoku
fentanylu (Obr. 31). Priméra vyska sledovaného piku byla 1,92 pA + 0,33 pA. Tento
proudovy pik by mohl byt vyuzitelny pro kvalitativni analyzu fentanylu ve vzorku.
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Obrazek 31: Graficka zavislost vysek piki oxidacniho produktu fentanylu, ziskanych
s kalibra¢ni sadou B v prvnich anodickych skenech 1. cyklu; méfeno metodou AdsCSWV-II
pro SPE C110

Elektrody 110CNT
Na elektrodach typu 110CNT byla metodou AdsCSWV-II pro SPE 110CNT analyzovéana

kalibracni sada A s riznym obsahem methanolu v roztocich. Divodem méfeni sady A byl
fakt, ze byly ziskany 2x vySsi proudové odezvy oproti sadé¢ B. Prvni Ctyfi roztoky byly
vyhodnocovany od -0,35 V a tfi nejméné koncentrované od -0,3 V, jelikoz se Castecné
posunul pik analytu pravdépodobné z duvodu nizkého obsahu MeOH v roztocich
a rostouciho vlivu kapacitniho proudu v dané oblasti. Zaroveti byly hodnoceny pouze druhé
anodické skeny prvnich cykld z divodu jak naméfenych vyssich signali, tak vyrazného
zhorseni analytického signalu ve druhych opakovani, které bylo zplisobeno vysSim
proudovym pozadim vlivem kapacitniho proudu (Obr. 32, ptiblizen viz Ptiloha 1).
Kalibracni zavislost (Obr. 33) ziskana s elektrodami 110CNT byla prolozena regresni
ptimkou s rovnici 7 [pA] = 0,098¢ [umol/l] + 1,968. Hodnoty LOD a LOQ byly vypocteny
z parametru regresni piimky v koncentrac¢nim rozsahu 1 — 10 umol/l (I [uA] = 0,363 1c¢
[umol/l] + 0,4022) s vysledkem LOD = 4,6 umol/l a LOQ = 15,3 pmol/l. Stejné jako
v pfipadé pouziti SPE C110 je metoda vhodna spiSe pro kvalitativni, pfipadné

semikvantitativni analyzu.
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Obrazek 32: AdsCSW voltamogramy (druhé anodickeé skeny) kalibracnich roztok fentanylu
(sada A) 1. méficiho cyklu; Cerna — 100 pmol/l, tm. modra — 50 pmol/l, sv. modra — 25
umol/l, zelena — 10 pmol/l, oranzova — 5 pmol/l, rizova — 2,5 umol/l, Cervena — 1 umol/l;
meéteno metodou AdsCSWV-II pro SPE 110CNT
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Obrazek 33: Kalibracni zavislost fentanylu (kalibra¢ni sada A) pro druhé anodické skeny
1. cyklu; méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE 110CNT

4.1.5 Smésné roztoky

Dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1 byly pfipraveny dva typy smeésnych roztoki, a to
fentanylu s heroinem a fentanylu s kokainem. Smési byly analyzovany pouze na SPE C110,
jelikoz na elektrodach 110CNT nebyly ziskavany relevantni signaly (skeny s velmi vysokym
proudovym pozadim nevhodnym pro analytické vyuziti). Pfiinu tohoto jevu se nepodafilo
zjistit.

V prubéhu meéfeni roztoku s heroinem byly na voltamogramech pozorovany neznamé
viny/piky. Ty byla snaha odhalit analyzami moznych pfimési, prekurzori ¢i rozkladnych
produkti studovanych latek. K tomu bylo vyuZzito aplikace metody AdsCSWV-II pro SPE
C110 s GCE. Jako pracovni elektroda byla pouzita GCE, jako pomocna platinovy drat a jako
referentni SCE. Postup pfipravy a uchovani elektrod byl popsan v kapitole 3.2.2,
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experimentalni postup v kap. 3.2.3. Pro kazdou substanci byly zméfeny tii vzorky, ze
kterych byly ziskany potencialy a poradi piitomnych voltametrickych pika. Z nich byly
nasledné vypocteny prumeéry, které byly nasledné srovnavany a mély napomoci k ur¢eni

,,necCistot” ve smésich.

Obecné lze tvrdit, ze vyvinutd metoda neni optimalni pro pouziti na GCE, jelikoz se
v oblasti od -0,3 V do 0,3 V vyskytuje vlna kapacitniho proudu zvysujici proudové pozadi
voltametrickych kiivek (Obr. 34, kiivka ZE). V pfipadé fentanylu (Obr. 34) byly pozorovany
dva piky pii -0,026 V (elektrolyticky produkt fentanylu) a 0,736 V (fentanyl). Analyza
norfentanylu (Obr. 35) poskytla také dva piky elektrolytické oxidace norfentanylu, prvni
pfi-0,035 V adruhy okolo 0,233 V. Zéasadnim rozdilem vSak byl fakt, ze se vyvinuta metoda
prokazala jako daleko citlivéjsi pravé pro detekci norfentanylu. Jeho odezvy byly témér

dvojnéasobné oproti fentanylu.
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Obrazek 34: AdsCSW voltamogramy prvnich anodickych skent roztoku fentanylu
(0,1 mmol/l); méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110 s GCE vs. SCE v roztoku ZE;
modra — ZE, Cerna — 1. opakovani, ¢ervenad — 2. opakovani, zelena — 3. opakovani
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Obrazek 35: AdsCSW voltamogramy prvnich anodickych skenii roztoku norfentanylu
(0,1 mmol/l); méteno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110 s GCE vs. SCE v roztoku ZE;
modra — ZE, Cerna — 1. opakovani, ¢ervenad — 2. opakovani, zelena — 3. opakovani
Analyzou roztoku morfinu (0,1 mmol/l) byly ziskany voltamogramy (Obr. 36), které v jiz
komentované oblasti se zvySenym kapacitnim proudem témér opisovaly kfivku ZE. Za timto
potencialovym rozsahem byly pozorovany dvé viny postupné oxidace morfinu, prvni pii

0,306 V a druha okolo 0,717 V.
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Obrazek 36: AdsCSW voltamogramy prvniho anodického skenu roztoku morfinu
(0,1 mmol/l); méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110 s GCE vs. SCE v roztoku ZE;
modra — ZE, Cerna — 1. opakovani, ¢ervenad — 2. opakovani, zelena — 3. opakovani

Roztok kokainu poskytl ve vSech tfech opakovanych meéfenich velice podobné

voltamogramy (Obr. 37) s jedinym oxida¢nim pikem pfi potencialu 0,794 V.
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Obrazek 37: AdsCSW voltamogramy prvniho anodického skenu roztoku kokainu
(0,1 mmol/l); méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110 s GCE vs. SCE v roztoku ZE;
modra — ZE, Cerna — 1. opakovani, ¢ervenad — 2. opakovani, zelena — 3. opakovani
Nejkomplikovangéjsi voltamerické chovani bylo pozorovano u heroinu. Na Obr. 38 si lze
vS§imnout rozdilnosti ve voltamogramech pii pouziti roztoku Cerstvé pripraveného a deset
\Y piky pfi
0,416 V (pravdépodobné pfislusi 6-monoacetylmorfinu) a 0,720 V (heroinu), zatimco ve

dni  starého. Cerstvé pripraveném roztoku byly zfetelné dva

star§im vzorku byl navic pozorovan jeste tieti pik pii 0,323 V (pravdépodobné morfin). To

znamena, ze se heroin v alkalickém prosttedi (BRP o pH 8,5) s ¢asem rozklada (hydrolyzuje)

a neni tak stabilni, jako v zasobnim methanolickém roztoku.
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Obrazek 38: AdsCSW voltamogramy prvnich anodickych skent roztoku Cerstvé
pfipraveného heroinu (vlevo) a 10 dnil starého heroinu (vpravo) — oba 0,1 mmol/l; méfeno
metodou AdsCSWV-II pro SPE C110 s GCE vs. SCE v roztoku ZE; modra — ZE, Cerna —
1. opakovani, Cervena — 2. opakovani, zelena — 3. opakovani
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Ze zjisténych poznatkli bylo mozné dale vychazet pii voltametrické analyze smési
opioidu a dle poradi piki naméfenych na SPCE usuzovat o jaké latky/necistoty se ve smésich

jedna. Problematické byly, jak jiz bylo psano vySe, zejména smési s heroinem.

Smés fentanylu a heroinu

Analyzou Ctyf smésnych roztokii o pomérech fentanylu ku heroinu 1:1, 1:10, 1:100
a 1:1000 byly ziskany AdsCSW voltamogramy ukazané na Obr. 39. Lze si v§imnout vyskytu
proudovych signalti vyse zkoumanych necistot. Mezi hlavnimi piky produktu oxidace
fentanylu v zaporné oblasti potencialu a smésného piku fentanylu s heroinem v kladné
oblasti se nachazi dvé malé odezvy. Jelikoz bylo zjisténo, ze ve vzorku fentanylu se zadné
piky v této oblasti nevyskytuji, pravé analyza heroinu poukézala na jeho dva mozné
degradacni produkty. Okolo 0,1 V se pravdépodobné vyskytuje morfin a pfi zhruba

0,2 V 6-monoacetylmorfin.

Dale bylo mozné vychazet z poznatkt ziskanych béhem analyzy kalibracnich roztoki,
kdy bylo pozorovano, ze vyska proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu v prvnim
anodickém skenu, nachazejici se v oblasti mezi -0,3 Vaz -0,2 V, téméf nezavisi na
koncentraci fentanylu v roztoku. Smésné roztoky poskytly v dané oblasti primérnou odezvu

oxida¢niho produktu fentanylu 6,25 pA + 2,46 pA.
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Obrazek 39: AdsCSW voltamogramy smeésnych roztoka fentanylu s heroinem (F:H); prvni
anodicky sken (vlevo), druhy anodicky sken (vpravo), meéfeno metodou AdsCSWV-II pro
SPE C110; razova — ZE, oranzova — roztok heroinu (0,1 mmol/l), modra — 1:1, zelena — 1:10,
Cervena — 1:100, ¢erna — 1:1000
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Z druhych anodickych skenti prvniho cyklu byly vyhodnoceny piky produktu oxidace
fentanylu (odectenim proudu piku od zakladni linie prolozené od potencialu -0,4 V jako
teCna k minimu voltametrické kiivky za pikem analytu). Nasledné byly z divodu rozdilnych
koncentraci opioidi ve smésnych roztocich vypocteny normalizované proudy vztazené na
realnou koncentraci fentanylu v roztoku. Hodnoty naméfenych proudi produktu oxidace
fentanylu se vyde¢lily koncentraci fentanylu ve smési a vysledné hodnoty byly vyneseny do
grafu (Obr. 40). Se zvySujicim se pomérem koncentrace heroinu ku fentanylu se zaroven
zvySovala i hodnota normalitovaného proudu. Divodem pravdépodobné bylo soucasné
zvySovani kapacitniho proudu v dané oblasti vyskytu analyzovanych piku, ktery ztézoval
jejich vyhodnoceni. Dal§im moznym vysvétlenim mohl byt lidsky faktor, tedy chyba piti

piipravé smesi.

4 3,5784

S 35

5 .

B 3

Eé 25 mlkul
23 2 mikulo
&=

= i 1,5 1 ku 100
ET | 0,6362 m 1 ku 1000
Z 05 0,1035 0,1429

0 —— I
Pomér smési fentanylu ku heroinu

Obrazek 40: Porovnani normalizovanych proudd anodickych pikti produktu oxidace
fentanylu zaznamenanych ve smésnych roztocich fentanylu s heroinem; druhy anodicky
sken prvniho cyklu; méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110

Sm¢és fentanylu s kokainem

Analyzou smési fentanylu s kokainem byly ziskany jednodussi voltametrické kiivky
(Obr. 41) nez v ptipadé smési s heroinem. V prvnim anodickém skenu se opét potvrdila
teorie nezavislosti vySky piku oxida¢niho produktu fentanylu s vrcholem
v blizkosti -0,25 V na koncentraci fentanylu ve smeési. Byla ziskana priumérna odezva
6,63 A £+ 1,59 nA. V oblasti okolo 0,7 V bylo mozné sledovat proudové odezvy oxidace
fentanylu a kokainu. Protoze se kokain oxiduje pii vys§im potencidlu nez fentanyl, byly na

voltamogramech patrné dva piky pfi srovnatelnych koncentracich obou opioida v roztoku.
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Obrazek 41: AdsCSW voltamogramy smésnych roztokt fentanylu s kokainem (F:K); prvni
anodicky sken (vlevo), druhy anodicky sken (vpravo),; meéfeno metodou AdsCSWV-II pro
SPE C110; rizova — ZE, oranzova — roztok kokainu (0,1 mmol/l), modra—1:1, zelena— 1:10,
Cervena — 1:100, ¢erna — 1:1000

Z druhého anodického skenu byly zpisobem popsanym v predeslé kapitole odecteny
vysky pika fentanylovych produkti. Nasledné byly vztazeny na realnou koncentraci
fentynylu ve vzorku, tzn. normalizovany, a vyneseny do grafické zavislosti (Obr. 42).
Vysledek byl velmi podobny, jako poskytly smési s heroinem. Se zvySujicim se pomérem
kokainu ve smeési rostl kapacitni proud v oblasti, ve které se odecita odezva produktu
elektrochemické premény fentanylu, ¢imz se opét ztézovalo vyhodnoceni daného piku.
Narust byl v podstaté totozny pro oba typy smési, a proto by mohla byt vylou¢ena potencialni

chyba, zptsobena lidskym faktorem.
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Obrazek 42: Porovnani normalizovanych proudd anodickych pikd produktu oxidace
fentanylu zaznamenanych ve smésnych roztocich fentanylu s kokainem; druhy anodicky
sken prvniho cyklu; méfeno metodou AdsCSWV-II pro SPE C110
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Z vySe uvedenych poznatkli vyplyva Ze byla vytvorena a optimalizovana metoda
AdsCSWV-II pro SPE C110 pro kvalitativni a kvantitativni analyzu fentanylu jako
samostatného analytu s vyuzitim SPE C110. Zaroven ji lze aplikovat jako kvalitativni
a semikvantitativni metodu pro detekci fentanylu ve smésnych vzorcich. Touto metodou
s vyuzitim SPE C110 byla testovana detekce fentanylu ve smésnych roztocich s heroinem
a kokainem ve Ctyfech riznych objemovych pomérech a ve vSech se jej podatilo spolehlivé

detekovat.

4.2 Chromatograficka méreni

Vyvinuta voltametrickd metoda popsand v predchozich kapitolach je vhodna pro
screening vzorkt drog. Umoziuje detekovat piimési fentanylu v heroinu a kokainu, piipadné
1 v jinych opioidech. Pro jednoznacné prokazani fentanylu v takovych smésich je potreba
mit k dispozici jesté dalsi, nezavislou analytickou metodu. Proto byla vénovana pozornost
vyvoji chromatografické metody pro analyzu smeési obsahujicich fentanyl, jeho degradacni
produkt norfentanyl, kokain, heroin a mofrin, jako derivat a soucasné jeden z degradacnich

produktl heroinu.

Prvni chromatografické experimenty vychazely z diplomové prace Beaty Pelikanové
[42], ktera se zabyvala vyvojem HPLC-UV-ECD metody pro separaci fentanylu a jeho
analog (furanylfentanylu, thiofentanylu, norfentanylu, carfentanilu a sufentanilu).
Vyvinutou metodou se nepodarilo detekovat norfentanyl, proto byla v této diplomové praci
vénovana pozornost nalezeni podminek pro separaci a detekci norfentalu ve smési
s fentanylem a dalS§imi vybranymi opioidy. K t€émto ucelim byly pouzity dva typy
stacionarni faze, oktadecylova (Cig) a diisopropyl-3-kyanopropylova (CN-) faze na

silikagelovém nosici.

Pro kapitolu 4.2.2 byla inspiraci diplomova prace Nikoly Mikulové [43], ve které se
autorka zabyvala separaci morfinu, kodeinu a heroinu s vyuzitim CN-kolony a MF slozené
z NaH>PO4 (20 mmol/l) o pH 6: ACN, 80 : 20. Metoda byla vybrana, za uCelem ovéfeni, zda

bude vhodna také pro dalsi bazické latky studované v této praci.

V obou vyse zminénych pracich byla pouzita jina vinova délka pro UV detekci opioidi.
Také bylo mozné sledovat rozdil ve vyskach signalt, tj. mnohonasobné zvySeni signalti pii
meéfeni s 210 nm oproti 255 nm. Z toho divodu byla zméfena UV spektra (Pfiloha 2) pro
kazdy analyt (o ¢ = 50 pmol/l v ACN) za ucelem zjisténi vhodné vlinové délky pro detekci
opioidua. Jako vhodna byla vybrana vinova délka 225 nm.
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Volba vhodného potencialu dvou ECD elektrod byla ulehéena. Diavodem byla
chronologie experimentl, kdy byla voltametricka Cast zméfena dfive nez HPLC cast.
V kapitole 4.1.5 1ze nalézt GCE voltamogramy (vs. SCE) kazdého studovaného opioidu.
Z tohoto divodu byl nastaven na prvni ECD elektrodu potencial (950 mV), ktery byl

dostatecné€ vysoky na pfeménu vSech analytu.

4.2.1 Cis kolona

S kolonou Cig byly testovany tfi typy MF o raznych pomérech mravencanové vodné
(HCOONH4 o ¢ =50 mmol/l, pH 9) a organické slozky (ACN), a to v pomérech 40 : 60,
45:55 a 50 : 50. K ptipravenym MF byl pfidan KCI, aby v celém objemu byla jeho
koncentrace 50 mmol/l. Méfeni probihalo s pritokovou rychlosti 0,5 ml/min, UV detekci pfi

255 nm, pficemz na elektrody v dualnim coulometrickém detektoru bylo vlozeno napéti 950

mV a 1050 mV.

S vyuzitim MF 40 : 60 byly analyzovany roztoky jednotlivych opioidii (morfinu,
norfentanylu, kokainu, heroinu, fentanylu) a jejich smési. Koncentrace vSech analyta byla
v kazdém roztoku 50 pmol/l. Z UV chromatogramu byly ziskany tr jednotlivych analyts,
aby bylo mozné urcit poradi latek v chromatogramu smésného roztoku (Obr. 43). Bylo
zjisténo, ze norfentanyl 1 morfin se eluyji ve stejny Cas (tr = 3,2 min), ktery je blizky
mrtvému Casu (2,1 min). Stejné tak dochazelo ke koeluci pikt heroinu (tr = 4,4 min)
a kokainu (tr = 4,5 min). Jediny fentanyl se eluoval oddélené v ¢ase 6,1 min. Mimo uvedené

piky analytt byly v chromatogramech pozorovany i piky neidentifikovanych necistot.

Se zvysujicim se obsahem vodné slozky v MF se zvySovala retence opioidi na koloné
a zlepSovala se ponékud jejich separace. Chromatogramy ziskané s mobilnimi fazemi
s pomeéry vodné a organické slozky 45 : 55 a 50 : 50 jsou uvedeny v piiloze 3 a 4. Jelikoz
zlepSeni separace nebylo dostateCné, nebyly analyzovany roztoky samostatnych analytd
a proto nebyly v prilohach oznaceny polohy pikut latek. Z vySe zminénych davodi se dale
nepokracovalo v méfeni na Cig koloné a také nebyly vyhodnoceny kvalitativni parametry

jako rozliSeni ¢i retencni faktor.
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Obrazek 43: Chromatogramy smeési opioidd (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, ACN); Cis
kolona, MF: HCOONHz4 (¢ = 50 mmol/l a pH 9) : ACN, 40 : 60 (ve smé&si 50 mmol/l KCl),
prutokova rychlost 0,5 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin,
F — fentanyl
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4.2.2 CN-kolona (NaH2PO4)

Z divodu nedostatecné separace s vyuzitim Cig kolony byla pouzita polarmnéjsi kyano
stacionarni faze, ktera je vhodné&jsi pro analyzu bazickych opioida. [29, 31] Jako MF byla
vyuzita smés NaH>POs (¢ = 20 mmol/l), pH 6 s ACN o poméru 80 : 20 s pratokovou
rychlosti 0,5 ml/min. UV detektor byl nastaven pro méfeni s vinovou délkou 210 nm a na

obé¢ elektrody v duélni ECD cele byl aplikovan potencial 950 mV.

Stejné jako v kapitole 4.2.1 byly analyzovany roztoky jednotlivych opioida (50 umol/l)
a smeésny roztok (kazdy analyt v koncentraci 50 umol/l). Z chromatogramu jednotlivych
analyti byly opét zjistény jejich retencni Casy, které pomohly urcit elucni potradi

v chromatogramu smeésného roztoku.

Z chromatogramu (Obr. 44) je patrné, ze zvolené podminky postkytly 1épe oddéleny pik
prvnich eluovanych latek od mrtvého ¢asu (UV — 3,28 min a ECD — 3,34 min). Témi je smés
morfinu a necistot ze vzorkd kokainu a fentanylu (tr = 4,7 min). Dalsi pik (tr = 5,9 min)
predstavuje norfentanyl, ktery je téméf oddéleny od jednoho z piki (tr = 6,5 min)
neidentifikovanych necistot. V retencnim case kolem 10 min koeluuji kokain, heroin
a neCistota fentanylu. Detekovat samotny fentanyl se ve zvolené délce analyzy (20 min)
nepodafilo. Za pozornost stoji rozdil v poméru signalu norfentanylu v UV a ECD detektoru.
Dutivodem je relativné $patna oxidovatelnost norfentanylu za danych podminek. Obecné Ize
vSak fict, ze vySe popsany systém neposkytuje vhodné podminky pro separaci studované
smeési opioidd, a proto nebyla dale vyuzivana MF s obsahem dihydrogenfosforecnanu

sodného.
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Obrazek 44: Chromatogramy smeési opioidi (kazdy o ¢ = 50 pumol/l ve smési, ACN);,
CN- kolona, MF: NaH>PO4 (¢ = 20 mmol/l a pH 6) : ACN, 80 : 20, prutokova rychlost
0,5 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin
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3.2.3 CN-kolona (HCOONH;4 + KCl)

V kombinaci CN-kolony a mravencanové slozky MF bylo provedeno nejvice
experimentd. Do roztoku HCOONH4 (50 mmol/l) byl pfidan KCI (50 mmol/l), a acidita
smési byla upravena na pH 7. Tato vodna slozka byla michana s ACN v objemovych
pomérech 70 : 30, 80 : 20 a 85 : 15. V pripad¢ pouziti MF 70 : 30 byla nastavena pratokova
rychlost na 0,5 ml/min, UV detekce na 225 nm a na obé ECD elektrody byl vlozen potencial
950 mV. V piipadé pouziti MF s vy$sim obsahem vodné slozky (80 % a 85 %) byla
nastavena prutokova rychlost na 1 ml/min, UV detekce na 225 nm, na prvni ECD elektrodu

byl aplikovan potencial 950 mV a na druhou 1000 mV.

V chromatogramu smésného vzorku (Priloha 5), zaznamenaném s mobilni fazi
0 objemovém pomeéru 70 : 30 (HCOONH4 + KCI, pH 7 : ACN), se jako prvni eluuje morfin
(tr =4 min) s nimz koeluuje norfentanyl (tr =4,5 min) a neidentifikovana necistota z heroinu
tr = 4,9 min). Nasleduji piky kokainu (tr = 6,1 min) koeluyjiciho s heroinem (tr = 6,5 min).
Fentanyl poskytl odezvu v ¢ase 9,5 min a za nim se objevil pik, jehoz pivod se nepodafilo
identifikovat, jelikoz danému retencnimu Casu neodpovidal zadny pik v chromatogramech
jednotlivych opioidi.

Analyzou opioidd s vyuzitim mobilni faze s 80% obsahem vodné slozky byla ziskana
lepsi separace (Ptiloha 6), avSak stale se nejednalo o separaci na zakladni linii. Stejné jako
v predeslém piipadé byly analyzovany jednotlivé kazdy opioid a smésny roztok.
Z reten¢nich Cast analyti v UV chromatogramech bylo ziskano poradi eluce studovanych
latek ve smésném vzorku. Morfin byl eluovan jako prvni v ¢ase 2,3 min. Stejné jako
v pfedchozim piipadé se v té€sné blizkosti za nim (s nedostateCnym rozliSenim) eluoval
norfentanyl (tr = 2,9 min) a necistota z heroinu (tr = 3,4 min). V retencnim case 4,6 min byl
detekovan kokain. Nasledovaly dva neuplné separované piky heroinu (tr = 5,6 min)
a neidentifikované slozky smési (tr = 6,1 min). V 11. minuté dochazelo k eluci fentanylu.
Opét lze spolehlive sledovat rozdil v signalu norfentanylu v UV a ECD, coz jen potvrzuje

pfitomnost daného analytu.

Posledni zkoumanou kombinaci mravenc¢anové slozky s pH 7 a acetonitrilu byla MF
s objemovym pomérem 85 : 15 (Obr. 45). Zminénou upravou doslo k dalsimu prodlouzeni
retencnich Casi a zlepSeni separace analytd, predevSim problematické trojice nejméné
zadrzovanych latek. Opét byly hodnoceny UV chromatogramy za ti¢elem urceni retencnich
Casu analytd (Priloha 7 a 8). Morfin byl eluovan v ¢ase 1,8 min, dobfe oddéleny od piku

v mrtvém case (1,1 min). Dal§i v pofadi byl eluovan norfentanyl (tr = 2,3 min). Nasledoval
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pik necistoty z heroinu (tr = 3,1 min) a pik kokainu (tr = 4,5 min). Po Sesté minuté byl
detekovan dvojpik heroinu (tr = 6,0 min) a neznamé latky s retencnim ¢asem 6,2 min.

Posledni eluovanou latkou byl fentanyl v ¢ase 13,3 min.
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Obrazek 45: Chromatogramy smési opioidi (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, MF 80 : 20);
CN- kolona, MF: HCOONHy4 (¢ = 50 mmol/l) + KClI (¢ = 50 mmol/l), pH 7 : ACN; 85 : 15),
prutokova rychlost 1 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin,
F — fentanyl

Kromé vyhodnoceni mrtvého Casu (fv) a retencnich ¢ast analytl (fr,i)) byly zjistény také
Sitky pikt v polovin€ vysky (wne;). Tyto parametry byly pouzity pro vypocet kvalitativnich
udaju (Tab. VI a Tab. VII) analyzy smési opioidu s vyuzitim CN-kolony a MF (50 mmol/l
HCOONH4 + 50 mmol/l KCl o pH 7 : ACN; 85 : 15).
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RozliSeni (R12) bylo vypocteno dle rovnice (4):

tr2 — tpa
Ry,

= 4
= 0,5(Why21 + Why22) )

Retencni faktor (k;) dle rovnice (5):
_lri— 1y
ki =—— (5)

Tabulka VI: Kvalitativni udaje vypoctené z UV chromatogramu analyzy opioidd
(kazdy 50 umol/l) na CN-kolon¢, MF (50 mmol/l HCOONH4 + 50 mmol/l KCI
opH 7 : ACN; 85 : 15), pratokova rychlost 1 ml/min, tm = 1,130 min

Morfin Norfentanyl Kokain Heroin Fentanyl
fr [min] 1,848 2,350 4,507 6,033 13,292
Wh2 [min] 0,089 0,098 0,166 0,400%* 0,472
ki 0,635 1,076 2,988 4,339 10,763
Ri2 5,369 16,341 5,392 16,649

*pologitka odectena ze dvou koeluujicich piku

Tabulka VII: Kvalitativni udaje vypoctené z ECD chromatogramu analyzy opioida
(kazdy 50 umol/l) na CN-koloné, MF (50 mmol/l HCOONH4 + 50 mmol/l KCI

opH 7 : ACN; 85 : 15), prutokova rychlost 1 ml/min, tm = 1,149 min

Morfin Norfentanyl Kokain Heroin Fentanyl
fr [min] 1,877 2,404 4,542 6,064 13,321
wh/2 [min] 0,098 0,128 0,170 0,390* 0,482
ki 0,634 1,092 2,953 4,278 10,594
Ri» 4,664 14,349 5,436 16,644

*pologitka odectena ze dvou koeluujicich piku

Po zjisténi vhodného poméru mravencanové a acetonitrilové slozky MF byl testovan vliv

acidity vodné slozky v rozmezi pH 6 — 8.

Snizeni acidity MF (chromatogramy v Piiloze 9) zrychlilo analyzu, coz ale vedlo
k ¢asecné koeluci kokainu (3,6 min) s heroinem (3,9 min). Analyzou ECD chromatogramu
bylo ziskéano jejich rozliSeni Ri > = 1,42, resp. z UV R1 2 = 1,47. Morfin byl detekovan v Case
1,5 min, tj. 0,4 min za mrtvym Casem. Norfentanylu odpovidal retencni ¢as 2,1 min
a fentanylu 9,4 min. Naopak zvySeni alkality MF na pH 8 (Pfiloha 10) poskytlo nejvétsi

oddéleni nejrychleji eluovanych latek od mrtvého Casu (o 1,7 min). V Case 2,8 min doslo ke
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koeluci morfinu s norfentanylem. Kokain byl eluovan v ¢ase 6,2 min a heroin v ¢ase 11 min.
Problémem vsak bylo, ze retence latek byla vysoka, coz vedlo k retenci fentanylu del$i nez

20 minut.

Z vyse popsanych diavoda byla MF 85 : 15 (50 mmol/l HCOONH4 + 50 mmol/l KC1
o pH 7 : ACN) zvolena jako nejvhodnéjsi z testovanych mraven¢anovych MF pro analyzu

smési vybranych opioidi kapalinovou chromatografii s CN-kolonou.

3.2.4 CN-kolona ((NH4)2SO04)

Bylo zkouméano, zda vétsi iontova sila roztoku elektrolytu pouzitého v MF, ktery by mohl
nahradit ptidavek KCI do roztoku mravencanu amonného, ovlivni separaci smési opioidu.
Proto byla testovana MF slozena z (NH4)2SOs4 (50 mmol/l, pH 7) : ACN, 85 : 15
s pratokovou rychlosti 1,5 ml/min. Ostatni parametry analyzy byly zachovany (225 nm pro
UV, 950 mV, 1000 mV pro ECD).

Vyuzitim siranové MF (Obr. 46) byla zachovana tplna separace studovanych opioidd,
¢imz se potvrdila moznost pouziti jednodussi MF. K eluci morfinu doslo v retenénim case
1,7 min. Norfentanyl byl eluovan v ¢ase 2,1 min. Nasledoval pik necistot (tr = 2,8 min),
kokainu (tr = 4,2 min) a heroinu (tr = 5,3 min). O 7,2 min pozdéji doslo k eluci posledniho

analytu, fentanylu v reten¢nim ¢ase 12,5 min.

Naslednym vyhodnocenim chromatogramu byly ziskany parametry separace jako mrtvy
¢as (rm), retencni Casy studovanych analyti (#r ;) a polositky pika (wnn.i). Z téchto udaji byly
vypocteny retencni faktory (ki) opioidi a rozliSeni piki (Ri2) analyzy na CN-koloné
s vyuzitim MF (NH4)2SO4 (50 mmol/l, pH 7) : ACN v poméru 85 : 15. Vypocet byl proveden
s vyuzitim stejného postupu jako v kapitole 3.2.3, vysledky jsou sumarizovany v Tab. VIII
a Tab. IX.
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Obrazek 46: Chromatogramy smesi opioida (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, MF 80 : 20);
CN-kolona, MF: (NH4)2SO4 (¢ = 50 mmol/l, pH 7) : ACN; 85 : 15), pritokova rychlost
1,5 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin, F — fentanyl

Tabulka VIII: Kvalitativni udaje vypoctené z UV chromatogramu analyzy opioida
(kazdy 50 umol/l) na CN-kolong¢, MF (50 mmol/l (NH4)2SO4 o pH 7 : ACN; 85 : 15),
ratokova rychlost 1,5 ml/min, tm = 0,982 min

Morfin Norfentanyl Kokain Heroin Fentanyl
fr [min] 1,712 2,142 4,195 5,252 12,472
wh/2 [min] 0,089 0,086 0,162 0,193 0,464
ki 0,743 1,181 3,272 4,348 11,701
Ri» 4,914 16,556 5,955 21,979
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Tabulka IX: Kvalitativni udaje vypoctené z ECD chromatogramu analyzy opioidu
(kazdy 50 umol/l) na CN-kolon€¢, MF (50 mmol/l (NH4)2SO4 o pH 7 : ACN; 85 : 15),

ratokova rychlost 1,5 ml/min, tm = 0,995 min

Morfin Norfentanyl Kokain Heroin Fentanyl

fr [min] 1,750 2,191 4,233 5,293 12,506
Wh2 [min] 0,094 0,109 0,170 0,203 0,491

ki 0,759 1,202 3,254 4,319 11,569
Ri2 4,345 14,638 5,684 20,787

Z divodu vysoké retence fentanylu na CN-koloné a jiz dfive zminéného 7,2min rozdilu
v retencnich Casech predposledniho (H) a posledniho analytu (F) byla testovana moznost
vyuziti gradientu pratokové rychlosti. Pratokova rychlost byla zvySovana linearné
z 1,5 ml/min na 2,0 ml/min v ¢ase od pocatku analyzy (0 min) do 6. minuty. Po dovrSeni
prutokové rychlosti 2,0 ml/min byla tato rychlost konstatntné urdzovana az po konec

analyzy. Ostatni parametry metody zistaly nezménény.

Zminénou upravou prutokové rychlosti nebyla nijak narusena separace analyzované
smesi. Kriticka cast, tj. separace morfinu a norfentanylu, probéhla s rozliSenim Ri> = 4,509
v UV detekci a Rip = 4,289 v ECD detekci. Podle ocekavani doslo ke zrychleni eluce
kazdého analytu (Obr. 47). Morfin byl eluovan s retenénim ¢asem 1,6 min. K eluci
norfentanylu doSlo v Case 2,0 min. Nasledovaly piky kokainu (tr = 3,8 min) a heroinu

(tr =4,7 min). V retencnim case 10,1 min byl eluovan posledni analyt, fentanyl.
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Obrazek 47: Chromatogramy smesi opioida (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, MF 80 : 20);
CN- kolona, MF: (NH4)2SO4 (¢ = 50 mmol/l, pH 7) : ACN; 85 : 15), pritokova rychlost
s linearnim gradientem 1,5 ml/min — 2,0 ml/min (od pocatku do 6. min); M — morfin,
NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin, F — fentanyl

Lze konstatovat, ze pouzitim mobilni faze slozené ze siranu amonného (50 mmol/l, pH 7)
a acetonitrilu v objemovém pomeéru 85 : 15 v kombinaci s kyano kolonou byla vyvinuta
druhd HPLC metoda pro kvalitativni analyzu smési morfinu, norfentanylu, kokainu, heroinu
a fentanylu. Pro metodu s prutokovou rychlosti MF 1,5 ml/min byly vypocteny retencni
faktory kazdéno analytu.
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Diplomova prace byla v prvni ¢asti zaméfena na vyvoj selektivni voltametrické metody
pro analyzu fentanylu s vyuzitim tiSténych elektrod, resp. fentanylu, jako nezadouciho
a nebezpecného aditiva, ve smésich s heroinem nebo kokainem. Druha ¢ast prace byla

zamétfena na vyvo] HPLC-UV-ECD metody pro analyzu smési fentanylu, norfentanylu,

kokainu, heroinu a morfinu s izokratickou eluci.

Bylo testovano Sest typt komerc¢nich tisténych elektrod, ze kterych byly vybrany dvé
(C110 a 110CNT), na nichz byla optimalizovana AdsCSWYV metoda pro analyzu fentanylu.
Pozornost byla vénovana elektrolytické reakci fentanylu za vzniku adsorbovaného
oxida¢niho produktu a nalezeni vhodnych podminek pro naslednou detekci tohoto produktu.

Mimo jiné byly testovany SWV parametry (amplituda a frekvence pulzu) pro oba typy SPE.

Byly ziskéany kalibracni zavislosti fentanylu na obou typech pouzitych elektrod. Hodnoty
LOD a LOQ byly vypocteny z parametri regresnich ptimek (druhych anodickych skent)
v koncentra¢nim rozsahu 1 — 10 pmol/l. Pro 110CNT byly ziskany LOD = 4,6 umol/l a LOQ
= 15,3 umol/l, pro C110 LOD = 2,6 umol/l a LOQ = 8,8 umol/l. Na elektrodach C110 byly
(z prvnich anodickych skentl) ziskany dalsi dvé zavislosti. Oxidac¢ni piky fentanylu (kolem
0,55 V proti Ag) poskytly linearni kalibracni zavislost s LOD = 0,95 umol/l a LOQ = 3,17
umol/l, vhodnou pro kvantifikaci samostatného fentanylu. Také byla pozorovana nezavislost
proudové odezvy oxidacniho produktu fentanylu v prvnim anodickém skenu vyvinuté
AdsCSWV-II metody na koncentraci fentanylu, kdy piky oxidacniho produktu fentanylu
(kolem -0,25 V proti Ag) vykazovaly primérnou proudovou odezvu 1,92 pA £ 0,33 pA.

Tento kvalitativni znak byl potvrzen analyzou smésnych roztokut s kokainem (proud piku
oxida¢niho produktu byl 6,63 uA + 1,59 puA) nebo heroinem (6,25 pA + 2,46 pA).
Experimenty byly provedeny s roztoky, v nichz byly opioidy v koncentracnich pomeérech
1:1,1:10,1:100a1:1000 (F : K/H). Oba smésné roztoky s pomérem 1 : 1000 vykazovaly
zvySeny vliv kapacitniho proudu znesnadfiujici vyhodnoceni piku oxida¢niho produktu

fentanylu.

V chromatografické ¢asti prace byly testovany dveé stacionarni faze (C1g a CN-) a tfi vodné
slozky (s elektrolyty NaH,PO4, HCOONH4 + KCl a (NH4)2SO4) mobilni faze v kombinaci
s acetonitrilem. Byly nalezeny vhodné podminky UV (225 nm) a ECD (950 mV) detekce
a acidita vodné slozky (pH 7).
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Nejlepsi separace vSech studovanych opioidi bylo docileno s vyuZzitim dvou mobilnich
fazi na CN-kolong, 85 : 15 (v/v; 50 mmol/l HCOONH4 + 50 mmol/l KC1 o pH 7 : ACN)
s prutokovou rychlosti 1 ml/min nebo 85 : 15 (v/v; 50 mmol/l (NH4)2SO4 o pH 7 : ACN)
s prutokovou rychlosti 1,5 ml/min. S vyuzitim druhé zminéné mobilni faze byla testovana
moznost pouziti gradientu prutokové rychlosti (linearni, 0 min — 6 min, 1,5 ml/min — 2,0
ml/min). Linearnim zvySovanim pratokové rychlosti v uvedém programu nedoslo
ke zhorSeni separace slozek smési a eluce posledni slozky (fentanylu) byla zrychlena

0 2,5 min.

Pro oba chromatografické systémy s konstatni priatokovou rychlosti byly vypocteny
kvalitativni parametry (retencni faktory ki a rozliSeni Ri) pro vSechny analyty. Bylo

docileno separace opioidu na zakladni linii.

V predlozené diplomové praci byla vyvinuta voltametricka metoda (AdsCSWV-II pro
SPE C110) vhodna pro kvantitativni analyzu fentanylu a jeho kvalitativni analyzu ve
smeésnych vzorcich s heroinem nebo s kokainem. Také byly vytvoreny dvé metody
kapalinové chromatografie s dualni UV a coulometrickou detekci vhodné pro kvalitativni
analyzu vybranych opioidi, pro kterou byly vypocteny retencni faktory morfinu,
norfentanylu, kokainu, heroinu a fentanylu. S dal§im vyvojem (provedeni validace) maji tyto

metody potencial pro kvantitativni analyzu smési opioidu.
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Piiloha 1: AdsCSW voltamogramy (druhé anodické skeny) kalibra¢nich roztokl fentanylu
(sada A) 1. méficiho cyklu; ¢erna — 100 pmol/l, tm. modra — 50 pmol/l, sv. modra — 25
umol/l, zelena — 10 umol/l, oranzova — 5 umol/l, rizova — 2,5 pmol/l, Cervena — 1 umol/l;
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Piiloha 2: Absorpéni spektra studovanych opioidl; méfeno v rozmezi 190 nm — 400 nm,
pfiblizeno 190 nm — 270 nm; roztoky opioidu (50 umol/l v ACN), pouzity blank ACN
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Ptiloha 3: Chromatogramy smeési vSech opioidi (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, ACN); Cig

kolona, MF: HCOONH4 (¢ = 50 mmol/l a pH 9) : ACN, 45 : 55 (v celé smési 50 mmol/l
KCl), pratokova rychlost 0,5 ml/min
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Ptiloha 4. Chromatogramy smesi vSech opioidi (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, ACN); Cig

kolona, MF: HCOONH4 (¢ = 50 mmol/l a pH 9) : ACN, 50 : 50 (v celé smési 50 mmol/l
KCl), pratokova rychlost 0,5 ml/min
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Ptiloha 5: Chromatogramy smési vSech opioidi (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, ACN);
CN-kolona, MF: HCOONH4 (¢ = 50 mmol/l) + KCl (¢ = 50 mmol/l), pH 7 : ACN, 70 : 30,
prutokova rychlost 0,5 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin,
F — fentanyl

78



UV 225 nm
50
40

30

2
g 20
8 10 F
g AN
2 0
w2
e}
< -10

20

30

0 3 6 9 12 15
Retencni ¢as [min]
ECD 950 mV

700 M

600
— 500
é 400
s
& 300
Q
B 200 NF F
Bqe]
z 100 K H
R
e
A~ 1100

200

300

0 3 6 9 12 15

Retencni Cas [min]

Ptiloha 6: Chromatogramy smési vSech opioidi (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, ACN);
CN-kolona, MF: HCOONH4 (¢ = 50 mmol/l) + KCl (¢ = 50 mmol/l), pH 7 : ACN, 80 : 20,
prutokova rychlost 1 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin,
F — fentanyl
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Ptiloha 7: Chromatogramy opioidii (50 pmol/l) a smési opioidii (kazdy o ¢ = 50 pmol/l ve
smési, MF 80 : 20); CN-kolona, MF: HCOONHj4 (¢ = 50 mmol/l) + KCI (¢ = 50 mmol/l),
pH 7 : ACN; 85 : 15), pratokova rychlost 1 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl,
K —kokain, H — heroin, F — fentanyl
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Ptiloha 8: Chromatogramy opioidii (50 pmol/l) a smési opioidl (kazdy o ¢ = 50 pmol/l ve
smési, MF 80 : 20); CN-kolona, MF: HCOONHj4 (¢ = 50 mmol/l) + KCI (¢ = 50 mmol/l),
pH 7 : ACN; 85 : 15), pratokova rychlost 1 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl,
K —kokain, H — heroin, F — fentanyl
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Ptiloha 9: Chromatogramy smési vSech opioidi (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smési, ACN);
CN-kolona, MF: HCOONH4 (¢ = 50 mmol/l) + KCI (¢ = 50 mmol/l), pH 6 : ACN, 85 : 15,
prutokova rychlost 1 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin,
F — fentanyl
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Ptiloha 10: Chromatogramy smeési vSech opioida (kazdy o ¢ = 50 umol/l ve smeési, ACN);
CN-kolona, MF: HCOONH4 (¢ = 50 mmol/l) + KCI (¢ = 50 mmol/l), pH 8 : ACN, 85 : 15,
prutokova rychlost 1 ml/min; M — morfin, NF — norfentanyl, K — kokain, H — heroin,
F — fentanyl
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