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Opioidy jsou latky ptirodniho ptivodu, které se ziskavaji z nezralych makovic maku setého
(Papaver somniferum). Jejich schopnost tlumit bolest byla objevena jiz pied tisici lety
a jiz tehdy se staly dulezitymi ptipravky v mediciné jako tzv. opium. Az v 19. stoleti doslo
Kk izolaci hlavniho alkaloidu morfinu a postupné byly identifikovany dalsi slozky opia.
Krom¢ piirodnich opioidu z opia (napt. morfin a kodein) se Ize setkat i s polosyntetickymi
opioidy, které se pfipravuji z pfirodnich. Jednd se naptiklad o znamy heroin neboli
diacetylmorfin. Opioidy vSak mohou byt 1 zcela syntetické, ty jsou nejcastéji odvozeny

v

od fenylpiperidinu, kdy nejznamé;jsi jsou fentanyl a jeho derivaty [1-3].

Jak jiz bylo zminéno, opioidy nalezly uplatnéni v medicin€, kde jsou vyuzivany
pro své analgetické G¢inky. Zasadnim problémem téchto latek je skuteénost, Ze se v principu
jedna o drogy, které mohou vyvolavat zavislost. To je také jeden z divodi, proc€ se historicky
zacalo upoustét od pouzivani piirodniho opia a z néj izolovanych a syntetizovanych latek
a zacaly se hledat alternativy v podobé syntetickych opioidl, které maji mnohdy vyssi
analgeticky ucinek, ale mensi navykovost [4]. Pfesto se i dnes muZzeme setkat s morfinem,
ktery je pouzivan v lécich pro tlumeni bolesti, nebo pro vyrobu dalSich opioidt, napiiklad
kodeinu. S kodeinem se lze nejcastéji setkat v podob¢ tablet proti kasli. Samoziejm¢é vSak
dochazi i k zneuziti téchto drog, at’ jiz pfimo, nebo v piipad¢ morfinu k pfipravé heroinu,

ktery je celosvétoveé nejrozsifené;si ilegalni drogou ze skupiny opioidua [2,5,6].

Pouziti opioidii v medicing, ale 1 jejich nelegalni zneuzivani, vede k nutnosti umét
tyto latky stanovit, a to pfedevSim v biologickych vzorcich, které piedstavuji komplexni
matrice. Z tohoto divodu jsou nejrozsifenéj$imi metodami jejich analyzy separacni
techniky, pfedev§im HPLC s rliznymi moZnostmi detekce. Kromé béZné pouzivanych
hmotnostnich spektrometrii a UV detektorl se jako vhodna alternativa jevi elektrochemické
detektory. Jejich pouziti je mozné diky tomu, Ze opioidy jsou obvykle elektrochemicky
aktivni slouceniny, coz je také vyhoda u komplexnich matric, protoZe lze eliminovat velké
mnozstvi elektrochemicky neaktivnich necistot ze vzorku, které tak nebudou rusit stanoveni

[7.8].

Cilem této prace bylo pomoci elektrolyzy za konstantniho potencidlu a LC-MS
analyzy reakcnich produktii navrhnout pribéeh elektrochemické oxidace morfinu. DalSim
cilem bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoveni morfinu, kodeinu a heroinu v biologickych

vzorcich s pouzitim UV a elektrochemické detekce.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Drogy

Pojem droga mtze byt definovan riznymi zpisoby. Obecné lze ale fict, Zze jde o ptirodni
nebo uméle vyrobenou latku, ovliviiujici rizné ptirozené funkce organismu specifickym
zpusobem [1]. Takovéto latky jsou uzivany za cilem napiiklad zmény nalady, tedy
dusevniho stavu (zpisobuji tzv. euforii), chovani nebo také jak pro utlum,
tak pro povzbuzeni. PiedevSsim pro uvedené vlastnosti jsou tyto latky nelegalné
zneuzivany [2,9]. U¢inek drogy, ktery je u kazdého typu drogy odlisny, je vyvolan jeji
vazbou nebo pluisobenim na konkrétni cilova mista v organismu, jako jsou napf. receptory,

iontové kanaly, enzymy nebo neurotransmitery [1,10].

Klasifikovat drogy do skupin lze z nékolika rtiznych hledisek, napt. dle jejich
puvodu na piirodni, syntetické a semisyntetické, dle jejich pouziti, dopadu na spole¢nost,
rizika pro uzivatele atd. [11]. OvSem nejCastéji se klasifikuji na zakladé typu ucinku.
Z tohoto hlediska Ize drogy rozdé¢lit na analgetika (zmirfiujici bolest), halucinogeny
(ovliviiujici zmény vnimani skutec¢nosti), opiaty (latky odvozené od opia pusobici tlumive

na CNS), stimulanty (navozujici bd¢lost stimulaci funkce CNS) a tlumivé latky [9,12].

Drogy se mohou vyskytovat v n€kolika riznych formach. Nejcastéji se s nimi
mizeme setkat ve form¢ praski, rostlinné hmoty, tablet, prekurzora atd. [9]. S tim zaroven
souvisi 1 zplisob uzivani drogy. NejrizikovéjsSim zplisobem je injek¢ni aplikace, pii které
je do krve davkovana nejen droga samotna, ale také vSechny nezadouci piimési a velké
mnozstvi bakterii, coz mize vést k infekénim onemocnénim. Dal§imi zpiisoby uzivani jsou
Snupani, kdy latka vstupuje do organismu pies nosni sliznici, pfipadné inhalace a peroralni

aplikace [2,10].

Pti opakovaném poziti drogy vznikd drogova zavislost. Tu lze definovat jako
postupujici a chronickou poruchu, tedy stav, pii kterém ma jedinec neustalou potiebu latku
uzivat opakované nebo ve vét§im mnozstvi [2]. Drogovou zavislost 1ze délit na psychickou
a fyzickou. Psychickd zavislost se projevuje jako touha jedince drogu uZivat opakované
znovu a znovu za cilem vyvolani pfijemného pocitu uspokojeni nebo pocitu Stésti. Fyzicka
zavislost vznikd v piipadé, kdy si organismus vyvine toleranci k dané droze. V ptipad¢ jeji
nahlé nepfitomnosti poté organismus reaguje vaznymi negativnimi projevy, jako jsou

napt. kieCe, deprese, tachykardie, hypertenze, halucinace, koma atd. [1]. Pro ukazku
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je v priloze 1 uveden piehled typl zavislosti, v€etné abstinen¢nich pfiznakd, které vznikaji
po odnéti drogy. Zavislost na drogach je velice zdvazny socialni problém a uzivatelé drog
jsou ohrozeni jak moznou intoxikaci, vznikem psychickych poruch, infekénimi

onemocnénimi, tak riznymi urazy, véetné téch zptisobenych u dopravnich nehod [2].

Procesy, kterymi je droga transportovana a distribuovana v organismu, lze rozdélit
do tfi fazi, a to na absorpci, distribuci a metabolismus neboli eliminaci [1,13]. Prvni, klicova
faze, je absorpce. Aby droga mohla na organismus u¢inkovat, musi se nejdiive dostat
do krevniho ob&hu a nasledné k cilovym organtim. Rychlost a mira absorpce je velmi zavisla
na zpusobu podani drogy. Velmi rychla je napiiklad absorpce plicemi, zatimco absorpce
oralné je ponékud pomalejsi. Druhou fazi je distribuce drogy v organismu, kdy po absorpci
do krve je dale rozvadéna do nejriiznéjSich orgdnt a mist téla, coz zavisi na vice faktorech,
napt. na polarité a velikosti molekuly latky, na prokrveni jednotlivych tkani, na schopnosti
jejiho vazani na proteiny atd. Distribuce drogy v organismu se nejéastéji vyjadiuje
distribu¢nim objemem, ktery je vyjadien jako podil mnozstvi drogy v téle ku plazmatické
koncentraci po dosazeni distribucni rovnovahy. Tteti a posledni fazi je eliminace. Ta mtize
probihat napf. jatry, kdy jsou latky vylu¢ovany bud’ jako metabolity zlu¢i, nebo jaternimi
zilami, ptfipadné¢ mohou byt vyluCovany v pavodni formé. Dal$i moznosti je vyluCovani
ledvinami, kdy jsou drogy vylucovany pomoci moci [1,2]. Schéma vSech tii fazi Ize vidét

na obr. 1.

Aplikace Absorpce a distribuce m

portdlni

metabolity

> }Ldvinyi—» mog

orélni,

rektélni mofice
perkutanni
h 4
intravenézni . PI.AZ_MT_I« mléé;ﬁa;yp"m' -» miéko, pot

/ A
intramuskulérni v
placenta |

intrathékélni CSF jt
| fetus I
inhalace :ll plice } vydychany vzduch

Obr. 1 - Schéma absorpce, distribuce a eliminace drogy [1]



V soucasné dobé neni podstatné stanoveni a detekce drog pouze v organismu,
ale neméné dulezita je taktéz detekce drog napi. v odpadnich vodach, detekce z pevnych
materialti apod. V pripadé detekce ptitomnosti drogy Vv biologickych vzorcich pii poziti patii
mezi velice dialezit¢é metody screeningové imunochemické, které jsou nejjednodussi
a nejrychlejsi cestou, jak prokéazat ptitomnost drogy v organismu. Takovéto testy mohou byt
realizovany pomoci jednoduchych paskt ¢i desticek. Mezi imunochemické metody patii
napi. EIA, ELISA, RIA, KIMS, CEDIA a dalsi [1]. Tyto metody vSak vétS$inou musi byt
doplnény dalSimi potvrzujicimi metodami. Pro analyzu drog lze obecné vyuZit napt. také
metodu GC-MS [14], pfipadn¢ GC-MS/MS [15], TLC [1], CE s UV excitovanou
fluorescenéni detekci [16], HPLC s fluorescen¢ni detekci [17], vyuzivaji se také metody

mikroskopické [18] a velmi zajimavé je také kolorimetrické stanoveni drog [19,20].

2.2 Opioidy

2.2.1 Historie opioidt

Jiz od nepaméti se lidé snazili prekonavat bolest. Uz v ddvnych dobach nasi predchiidci
sledovali poranénd zvifata, kterd se snazila ulevit si od bolestivych stavli pomoci rostlin
a jinych prirodnich materiald. Sledovali je, jak konzumuji napiiklad nahrabanou hlinu nebo
jil. Naucili se tak vyuzivat materialy s analgetickymi ucinky, zejména rostliny a dulezité
mineraly, a to jak peroraln¢, tak lokaln¢ v misté poranéni. Velmi vyznamné misto mezi

témito pfirodnimi materialy mélo opium ziskané z nezralych makovic maku setého [1,3].

Nejstarsi zminky o vyuzivani ptirodnich latek ke zmirnéni bolestivych stavli pochézi
jiz z obdobi piiblizné 3 tisic let pt. n. |. Z této doby existuji pisemné dikazy, kdy jiz stafi
Sumerové vyuzivali rostlinu nazvanou gil hul, v pfekladu sméjici se rostlinu [2,3]. Ptiblizné
ve stejné dobé taktéZ ve starovéké Cing lidé vyuzivali ptipravek ma-fej-san, jenz obsahoval
konopi. Prvni zminky o vyuziti opia pak pochdzeji ze starovékého Egypta (piiblizné 2 tisice
let pt. n. 1.), odkud se rozsifilo do dal$ich ¢asti svéta. V Egypté bylo také vyrabéno tzv. opium
thebaicum, které bylo mnoho staleti cenéno pro velmi vysoky obsah morfinu. Dal§i zminka
o vyuziti opia je napf. z minojské Kréty v podobé sosky bohyné maku, jenz ma na hlavé

usazenou korunu z makovic [3].

Béhem let se uzivani opia postupné rozsitilo do celého svéta a opium se tak stalo

velmi cenénym lécivem. Samoziejmé vedle mnoha ptiznivcl se naslo i velké mnoZstvi jeho

13



odptrct. Velkym problémem opia se stala az kriticky vzristajici zavislost pacientii na této
latce. Na prelomu 18. a 19. stoleti pak zacalo byt zneuzivano predevsim jako rekrea¢ni
droga. Béhem této doby dochazelo také k mnoha farmakologickym a chemickym pokusim
S cilem zjistit pfesné slozeni opia a jeho piesny princip ptisobeni. Velmi vyznamné bylo
v roce 1805 uspésné izolovani jeho hlavniho alkaloidu morfinu némeckym lékarnikem

Friedrichem W. A. Sertiirnerem [3].

V pribéhu 19. stoleti se vSak vyuzivani opia pro 1écbu, zejména diky novym
objevum, zacalo velmi redukovat. Béhem 20. stoleti zacalo byt vyuzivani preparati s opiem
jen sporadické a od 21. stoleti se opium stalo jen surovinou pro dals§i zpracovavani. Jeho

pouzivani a péstovani podléha legislativé [3].

2.2.2 Déleni opioidt

Z chemického hlediska lze opioidy rozdélit do tfi skupin. Prvni skupinou jsou opioidy
exogenni. Jde vétSinou o analogy morfinu a Ize je déale d¢€lit na pfirozené (morfin, kodein,
thebain) a polosyntetické (heroin, oxykodon, hydromorfon). Druhou skupinou jsou opioidy
endogenni, mezi které patii napt. endorfiny, endomorfiny, dynorfin atd. Jedna se 0 pfirozené
ligandy opioidnich receptort. Posledni skupinou z hlediska chemického rozdé€leni jsou
opioidy syntetické, které jsou nejcastéji odvozené od fenylpiperidinu. Do této skupiny patii

napi. fentanyl, sufentanil nebo pethidin [2,3].

Druhou moznosti rozdéleni opioidii je déleni dle praktického hlediska. V tomto
piipad¢ je mozné je rozd¢lit na slabé, které 1ze pacientovi predepsat na bézny recept, a silné,
piredepisované pouze na tzv.opiatovy recept. Skupina slabych opioidi zahrnuje
napt. tramadol, kodein, dihydrokodein. Do skupiny silnych opioidnich latek se fadi morfin,
hydromorfon, oxykodon, dale pak buprenorfin, tapentadol, pethidin, metadon [3,21]. Mezi
tyto latky patii také neméné vyznamny fentanyl, tedy derivat fenylpiperidinu dostupny
v nékolika raznych 1ékovych formach, a latky jako sufentanil, alfentanil, remifentanil atd.,
pouzivané piedevs§im v klinické anestezii [3,4]. Fentanyl poprvé syntetizoval Paul Janssen
Vv roce 1960. Spolecné se svymi derivaty je fentanyl ve srovnani s morfinem az desettisickrat

uéinngj$im analgetikem [4].
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2.2.3 Vyuziti a intoxikace opioidy

Opioidni latky 1ze v medicing vyuzit pii rizném druhu 1é¢by. Hlavnim mechanismem jejich
ucinku je interakce se Ctyfmi typy opioidnich receptort u, 6, k a ORL1 (opioid receptor-like
receptor) [2,3]. Ty jsou lokalizovany jak v perifernim a centralnim nervovém systému,
tak v tkanich imunitnich a endokrinnich. Jejich vyuziti je tedy Siroké. Opioidy se vyuzivaji
jak u chronické nenadorové bolesti, pii 1é€bé zad, v revmatologii, Vv anesteziologii,
pii intenzivni péci, pii 1€cb€é pooperacni bolesti, tak pifi 1€cbé nadorové bolesti,
a to jak u dospélych, tak u déti [3].

Mezi nezédouci G€inky uzivani patii zacpa, nevolnost, zvraceni, utlum dychaciho
centra, zmatenost, unava, otoky, poceni, alergie a mnoho dalSich. Mezi velmi zdvazné
negativni u€inky patii také predevsim psychicka a fyzicka zavislost, které ¢asto konc¢i vlivem
piedavkovani az smrti [2,3]. Pfi intoxikaci nejdiive nastava zklidnéni a pfijemna euforie.
Mezi prvni ptiznaky intoxikace patii silna nevolnost, huceni v usich, pocit tepla na obliceji,
zGzeni zornic a velmi nepiijemné svédéni celého téla [1,2]. Prvni pomoci pii predavkovani
je predevsim udrzeni uzivatele pii védomi. Pokud to neni mozné, je velmi dilezité zajistit
dychani, popt. podani vhodného antidota. Zavislost se nasledné 1é¢i bud’ 1écbou substitucni

S vyuzitim napf. metadonu, nebo 1é¢bou vedouci k abstinenci [2,3].

2.3 Morfin

2.3.1 Zakladni informace

v

Jedna se o nejhojnégjsi alkaloid obsazeny v opiu. Poprvé byl izolovan némeckym Iékarnikem
Friedrichem Sertiirnerem v roce 1805, v roce 1827 pak Heinrich Emanuel Merck zacal s jeho
komeréni vyrobou. Izolace a vyroba €istého morfinu byla pielomova vzhledem k pouzivani
opia v 19. stoleti, ke kterému byly pfidavany rizné cizi latky (at’ uz se jednalo o 1ékofici
nebo olovo), ve snaze prodejci zvySit své vynosy. Lékafi tak nizkou Uc€innost opia
kompenzovali predepisovanim vétSich davek. Tento problém tedy odpadl s dostupnosti

Cistého morfia, které navic svou rozpustnosti ve vodé umoznovalo injekéni aplikaci [22].
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Obr. 2 - Struktura morfinu a morfinového skeletu s c¢islovanim uhlikovych atomii, prevzato z [23]

Morfin je alkaloid strukturné slozeny z péti cykld s péti asymetrickymi uhliky
(5,6,9, 13 a 14). Jeho struktura a struktura morfinového skeletu jsou uvedeny na obr. 2.
Jedingym znamym zdrojem morfia v rostlinné #isi je mak sety (Papaverum somniferum),
V jehoz nezralych makovicich dochazi k biosyntéze. Vychozi latkou je zde L-tyrosin,
ze které¢ho je v osmi krocich syntetizovan (S)-reticulin. Nasleduje Sest kroki, pii nichz je
syntetizovan alkaloid thebain. Poté miize kone¢na syntéza morfinu probihat jednou ze dvou
cest, pficemz se jedna o O-demethylaci z uhliku 3 nebo 6. V piipadé O-demethylace z uhliku
3 dochazi ke vzniku oripavinu, poté morfinonu a kone¢né morfinu. V druhém ptipadé vznika

neopinon nasledovan kodeinonem a kodeinem, jehoz demethylaci vznika morfin. Schéma

této biosyntézy je naznaceno na obr. 3 [24-26].

o]
CH
3 OH
-
NH2
HO
(S)-Reticulin L-Tyrosin
/ H3CO, l H3CO [ HzCO. l
HaCO o) [¢) — 0
3 O - ‘ N—CHj O N—CHjs Q N—CHjz
o o] O HO
Neopinon Kodeinon Kodein

Q N—CHs
HaCO

Thebain \ HO HO I HO. l
o —» 0 — 0
O N—CH3 O N—CH3 ‘ N—CHs
H3CO o} HO

Oripavin Morfinon Morfin

Obr. 3 - Zkracené schéma biosyntézy morfinu v Papaverum somniferum. Prevzato z [24]
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2.3.2 Fyzikalné-chemické a farmakologické viastnosti

Sumarni vzorec morfinu je C17H19NOs. V Cisté formé se jedna o bilou, krystalickou latku
s teplotou tani 255 °C, ovsem pti 190 °C zacina dochazet k sublimaci (teplota varu). Morfin

je bazicka latka s disociacni konstantou pKa = 8,21 [27].

Toxicita morfinu je u muzi LDso = 0,78 mg/kg, u Zzen LDso = 0,98 mg/kg.
Biodostupnost morfinu je 80—-100 %, ovsem vzhledem k velkému efektu prvniho prichodu
musi byt pfi ordlnim podani davka asi Sestkrat vétsi. 70—-80 % davky je z téla vylouceno

do 48 hodin, nejvice v moci (2—10 % davky je vylouceno ve formé ptivodni latky) [28,29].

Hlavnim  metabolickym produktem morfinu je analgeticky neaktivni
morfin-3-glukuronid. V mensi mife vznika morfin-6-glukuronid, ktery je analgeticky aktivni
a ucinngjsi nez morfin. V malé mitfe dochazi také k N-dealkylaci za vzniku normorfinu
[30,31].

2.3.3 Pouziti morfinu

Jedna se o nejucinngjsi alkaloid v opiu, ktery ma analgetické, euforické a sedativni u€inky.
Proto je vyuzivan predevsim jako analgetikum pro 1éc¢bu akutnich i1 chronickych bolesti.
V tomto sméru doslo k jeho rozsifeni a nahrazeni opia jiz kratce po objeveni morfia,
piedevsim v souvislosti s vynalezenim injek¢ni jehly. Toto analgetikum se pak zacalo hojné

vyuzivat pro vojaky v americké obCanské valce a jeho vyznam opé€t vzrostl v prvni svétové

a druhé svétové valce [22,23,32,33].

Velkou nevyhodou morfinu je velka nachylnost k vytvofeni zavislosti. Pro své
euforické ucinky byl jiz od jeho objeveni zneuzivan jako rekreacni droga, a to napfi¢ vSemi
socidlnimi vrstvami. Stejné¢ tak se mnoho vojékii po americké obcanské vélce stalo
zavislymi, ovSem zde to bylo kvilli nutnosti potlacovat bolesti ze zranéni. ZvySujici
se tolerance vuc¢i uc¢inkim morfia a nutnost zvySovat davky k potlaceni bolesti mohou
zpusobit n¢které z vedlejSich ucinkli morfia — Gtlum respiracniho systému, zvraceni, zavraté,

zacpa atd., které mohou vést az k smrti [22,28,32,33].

V dnesni dob¢ je morfin pouZzivan piedevsim pro vyrobu dalSich alkaloidl a opioidi,
napf. kodeinu, hydromorfonu, heroinu, oxymorfonu a dalsich. Naptiklad v roce 2019 bylo

takto pfeménéno témet 90 % morfinu z 380 tun ziskanych z maku celosvétove [5].
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2.4 Kodein

2.4.1 Zakladni informace

Kodein neboli 3-methylmorfin, je minoritni pfirodni opiat, ktery piedstavuje pramérné
0,8 az 2 % slozeni opia [32,33]. Jeho existence byla poprvé zjisténa v roce 1832, kdy jej
z maku izoloval francouzsky chemik Pierre-Jean Robiquet. Jeho biosyntéza je soucasti
procesu vzniku morfinu a je schematicky zobrazena na obr. 3. Vzhledem k malému obsahu

v maku se vSak vétSina komeréné pouzivaného kodeinu syntetizuje uméle z morfinu [6].

2.4.2 Fyzikalné-chemické a farmakologické vlastnosti

Kodein (obr. 4) ma sumarni vzorec C1gH21NOs3. V Cisté formé se vyskytuje jako bezbarvy
az bily préasek ¢i krystalicka latka. Teplota tani je 157,5 °C, teplota varu je 250 °C. Disociacni
konstanta kodeinu je pKa = 8,2 [34].

o
H,C”™

N—CH,

HO

Obr. 4 - Struktura kodeinu

Toxicka davka kodeinu byla u mysi stanovena na 427 mg/kg pfi oralnim podani.
Vétsina kodeinu, asi 90 %, je z téla vyloucena moci, pticemz 10 % ztohoto mnozstvi

je kodein v pivodni formé.

Metabolismus kodeinu vede ke konjugaci s kyselinou glukuronovou za vzniku
kodein-6-glukuronidu (70-80 %), pfipadné k N-demethylaci za vzniku norkodeinu. 5-10 %
kodeinu je O-demethylaci metabolizovano na morfin, ktery se dale pfeménuje na ptislusné

metabolity, viz kapitola 2.3.2 [30,35].
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2.4.3 Pouziti kodeinu

Hlavni uplatnéni je v medicing, kde je pouzivan pro své analgetické, antitusivni
a protiprijmové vlastnosti. Vyhodou oproti morfinu je moznost aplikovat kodein ve formé
tablet, protoze biodostupnost pfi oralnim podani je az 90 %. Predpoklada se, ze analgeticky
ucinek samotného kodeinu je nizky. Sdm o sobé€ je povazovan za prolécivo, kdy se nejprve
musi metabolizovat na morfin a az tehdy dochdzi k analgetickym ucinkim. Tento
metabolismus vSak neprobiha asi u 10 % jedincii europoidni rasy, ktefi tak nemaji zadny
analgeticky ucinek z kodeinu. Léciva obsahujici kodein se vyrab&ji ve formé tabletek

nebo sirupi (zejména pii 16¢be kasle) [20,32,36-39].

Analgetické uinky kodeinu maji Siroké vyuziti pro ulevu od obvyklé bolesti,
napiiklad pii bolesti svall, kosti, pooperaénich bolestech, bolestech hlavy atd. Casto se
kodein kombinuje s dalsimi latkami pro zvySeni efektivity, naptiklad s aspirinem

nebo paracetamolem pro ulevu od bolesti po operacich zubu [6,20,32,38].

Casté je také pouziti kodeinu v p¥ipravcich pro 1é¢bu suchého kasle. Principem je zde

potlacovani kaslaciho reflexu ptisobenim na centrum kasle v mozku [6].

Vzhledem k tomu, Ze je kodein pfidavan k riznym dal$im Iékim, ale sam je relativné
snadno dostupny, je samoziejm¢ zneuzivan pro vyrobu narkotik. Narkomané vyuzivaji
jednak jeho metabolickou pfeménu na morfin, jednak moznost ptipravit si morfin chemickou

cestou [6,20,30].

2.5 Heroin

2.5.1 Zakladni informace

Heroin s chemickym nazvem 3,6-diacetylmorfin je silné, synteticky piipravené opiatové
analgetikum, vyrabéné z morfinu [40]. Poprvé byl syntetizovan v roce 1874 britskym
chemikem Charlesem Romleyem Alderem Wrightem [2,41].

V minulosti byl heroin hojné¢ vyuZivan predevsim jako 1ék tlumici kaSel nebo také
jako latka vyuZivana pfi odvykani zavislosti na morfinu. Pro silné navykové vlastnosti se
od jeho uzivani v medicin¢ ale brzy upustilo [2,40]. V dnesni dobé je celosvétove
nejrozsirenéjsi ilegalni drogou ze skupiny opioidil. Nejcastéji je aplikovan nitrozilné, coz je
zaroven nejvice nebezpecny zplsob jeho zneuZzivani. Déle pak miiZze byt Siupan, koufen

nebo inhalovan z aluminiové folie [2,40].
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2.5.2 Fyzikalné-chemické a farmakologické viastnosti

Heroin (obr. 5) se sumarnim vzorcem C21H23NOs je v Cistém stavu bila krystalicka latka
[42]. Ovsem muze se vyskytovat také v hnédé formé, ktera obsahuje piimési strychninu.
Takovato forma heroinu je zasadita a $patn€ rozpustna, proto je pied jeho nitrozilnim uzitim
nutny ptidavek kyseliny [2]. Cista forma heroinu ma teplotu tani 173 °C a bod varu okolo
272274 °C. Jeho rozpustnost ve vodé je 0,6 g/l pii 25 °C a pii stejné teploté je disociacni
konstanta heroinu pKa = 7,95 [43]. Pii dlouhodobém vystaveni vzduchu poté bila krystalicka

forma postupné rtizovi a uvolnuje se octovy zapach [42].

Toxickd davka heroinu u mySi byla stanovena pifi nitroZilnim podéani
na LDso = 21,8 mg/kg a u krys na 22,5 mg/kg [42]. Pfevazna vétSina drogy se vylucuje
V podobé glukuronidli ledvinami, v men$i mife poté jako morfin. Pfiblizné¢ okolo 10 %
Z celkového mnozstvi se vylucuje Zlucovym systémem do stolice. Poloc¢as rozpadu heroinu
u lidi je pfiblizné dvé az tii minuty [43].
vo

o
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Obr. 5 - Struktura heroinu, prevzato z [42]

Heroin je v jatrech pomérné rychle deacetylovan za vzniku aktivniho metabolitu
6-monoacetylmorfinu, ktery je dale hydrolyzovan na morfin. Tyto dva metabolity jsou
soucasn¢ zdrojem ucinkd heroinu na organismus. Vznik 6-monoacetylmorfinu probiha
nejsnadnéji bazicky katalyzovanou hydrolyzou, ovSem mulZe k nému dochazet také
Vv pfitomnosti protickych rozpoustédel, napf. etanolu, metanolu nebo vodnych roztoki.

Nasledny metabolismus po vzniku morfinu je jiz popsan v kapitole 2.3.2 [30,37].
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2.5.3 Pouziti heroinu

Po zavedeni komer¢ni vyroby heroinu (1898) byl nabizen jako antitusivo pro pacienty
s astmatem a tuberkulézou. Po 12 letech se zacalo pouzivani heroinu omezovat, protoze byl
odhalen jeho velky navykovy potencial. Naptiklad v USA je pouzivani heroinu absolutné
zakazéano od roku 1924 a do dnes je to jediny zakézany opiat v zemi. V nékterych statech se
Ize setkat s medicinalnim pouzitim heroinu, ale pouze v extrémnich ptipadech a za velmi

ptisnych podminek [32,33].

Nejcastéjsim pouzitim heroinu je v dneSni dob¢ jeho nelegélni zneuzivani. Oblibeny
je ve Spojenych statech americkych, kde Zije 5 % svétové populace, ale zaroven se zde
konzumuje 60 % vSech nelegalnich drog [44]. Jeho zdejsi oblibenosti nasvédcuji také
statistiky, které uvadéji narGst umrti zpisobenych pfedavkovanim heroinem na témét
Ctyfnasobek mezi lety 2002-2013 (z 0,7 na 2,7 amrti na 100 000 obyvatel). Problém
heroinové zavislosti spo¢iva v tom, ze dlouhodobé uzivani mize narusit strukturu a funkci
mozku. Napftiklad dochazi ke zhorSeni kognitivnich funkci a naruSeni normalniho fungovani
CNS [32]. Nebezpeci spociva také v nejcastéjsi aplikaci heroinu pomoci injekce, kdy hrozi

infekce, krevni sraZzeniny a v piipadé sdileni jehel k pfenosu hepatitidy typu B a C [44].

Legalni pouziti heroinu spoc¢iva v dnesni dobé piedev§im k 1é¢bé dlouhodobé
zéavislych jedinct, kdy nelze vysadit drogu najednou, ale je dilezité postupné snizovani
davky. Legalni vyroba heroinu neni nijak velka, primérné se pohybuje kolem 700 kg ro¢n¢,
kdy naptiklad v roce 2019 byla vyrobena celkem tuna heroinu, z 55,3 % ve Svycarsku,

ze 44,7 % ve Spojeném kralovstvi [5].

2.6 Metody stanoveni opiata

Vzhledem ke své podstaté¢ a vyuziti ve farmacii, ale i zneuzivani jako nelegélnich drog,
existuje mnoho metod pro analyzu téchto latek. Nejéastéji se pracuje s biologickymi vzorky
(t€lni tekutiny, vlasy), u kterych se ve velké mife uplatiiuji separa¢ni metody. V ptipadé
zabavenych vzorkd, které jsou ve své podstate Cisté, 1ze vyuzit i rychlejsi a jednodussi
metody pro identifikaci nebo ditkaz drogy, k ¢emuZ mohou poslouZit naptiklad jednoduché
elektrochemické metody. Zajimavé jsou také tzv. geolokacni metody pro urceni lokace

puvodu dané drogy.
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2.6.1 Geolokaé€ni analyza opiatt

Tyto metody jsou zalozeny na skutecnosti, ze opidty jsou drogy ptirodniho ptivodu, které se
ziskavaji z Papaver somniferum. Jednotlivé rostliny a opiaty z nich ziskané se pak lisi
V izotopovych pomérech podle oblasti, ve které byla dand rostlina péstovana. Zjisténi mista
puvodu dané drogy napomaha kriminalistim odhalovat trasy pouzivané pro pasovani téchto

drog [45,46].

Pro geolokacni analyzu l1ze vyuzit naptiklad pomeér stabilnich izotopii uhliku a dusiku
v heroinu s pouzitim GC-MS. U heroinu Ize sledovat jak samotny heroin, tak po deacetylaci
také morfin, u kterého jsou ziskané izotopové profily pfesnéjsi (eliminuje se vliv uhlika
z ptidaného acetanhydridu pfi vyrobé heroinu). Tato metoda byla pouZita pro odliSeni

vzorki heroinu vyrobenych v Mexiku, Jizni Americe a Asii [46].

Dalsi moznost odhaleni ptivodu nelegalniho heroinu popisuje Odell [47]. Zamé&fil se
na Papaver somniferum N. z Tasmanie, ktera vyrabi 25 % svétového legalniho opia.
Tasmanské makovice obsahuji unikatni alkaloid oripavin, ktery slouzi jako marker necistot
ve vyrobeném heroinu. Autofi pomoci GC-MS identifikovali 5 markert vznikajicich
Z oripavinu, které se vyskytovaly pouze ve vzorcich heroinu vyrobeného z tasmanskych

makovic, pficemz pii analyze heroinu z jinych zemi nebyly tyto markery nalezeny.

2.6.2 Separacni metody pro stanoveni opiatu

Jak jiz bylo zminéno, stanoveni opiati se provadi piedevsim v biologickych vzorcich.
Mohou to byt vzorky pacienti v nemocnicich, kde se naptiklad morfin pouziva jako
anestetikum a sledovani jeho hladiny v téle pacienta je dulezité pro zajisténi co nejlepsSiho
anestetického uc¢inku bez vzniku zavislosti ¢i jinych negativnich vlivi. Stejné tak je dilezité
ziskat informace v piipadé pfedavkovani narkomani, kdy je zejména dulezité identifikovat

pouzitou drogu.

Nejvice pouzivané jsou HPLC metody sruznymi zpsoby detekce, napiiklad
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii pro stanoveni riznych legélnich a ilegalnich drog
(v€etné opiatl) v matetském mléce na CI18 kolon€¢ v gradientové eluci (mobilni faze
2 mmol/l octan amonny pH = 6,6 a metanol) [48] nebo stanoveni opiatd v moci
(Cl18stacionarni faze a mobilni faze s gradientovou eluci ve slozeni A: voda s 0,1 % HCOOH
a B: metanol s 0,1 % HCOOH) [49] ¢i krvi (gradientova eluce s acetonitrilem a roztokem

mraven¢anu amonného o ¢ = 1 mmol/l a pH = 3, na C18 stacionarni fazi) [50]. Castymi
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detektory jsou v kombinaci s HPLC také optické detekéni systémy, zejména detektory
diodového pole (DAD) [51] nebo UV detekce [7,52].

Alternativou k detekci optickymi detektory a hmotnostnimi spektrometry jsou
elektrochemické detektory. Ty mohou nabidnout lepsi selektivitu analyzy, protoze nebude
dochazet k detekci interferentl, které jsou elektrochemicky neaktivni. Elektrochemické
detektory nabizeji moznost pouzit rizné elektrodové materidly a metody analyzy, naptiklad
amperometrii s pracovni elektrodou ze skelného uhliku a referenéni argentchloridovou
elektrodou (potencial 600 V) pro stanoveni 6-monoacetylmorfinu a morfinu v lidské plazmé,
krvi a mo¢i na fenylové kolon¢ s pouzitim 0,025 mol/l octanu amonného pH = 6,5
s acetonitrilem (72:28 v/v) jako mobilni fazi v izokratické eluci [8]. Dalsi moznou metodou
je coulometrickd detekce, kterou lze zkombinovat s imunoextrakci tuhou fazi a HPLC
na kyano koloné v izokratickém eluénim modu s 13 % acetonitrilu ve fosfatovém pufru
(65 mmol/l, pH = 2,5) a ptidavkem 15 mmol/l laurethsulfatu sodného pfi analyze morfinu
v mo¢i [53], ale i rozliSeni morfinu, kodeinu a 6-monoacetylmorfinu v moc¢i (v systému
s fenylovou stacionarni fazi, izokratickou =~ mobilni fazi ve sloZeni
acetonitril:dihydrogenfosfore¢nan sodny 10 mmol/l, pH = 6,6 v poméru 10:90 a detekci
pii 200 mV v elektrochemické cele 1, 550 mV v elektrochemické cele 2 a UV detekci
pii 210 nm) [7].

Vzhledem Kk nizkym koncentracim opiati a slozitym matricim se vzorky nejprve
predupravuji a zakoncentrovavaji pomoci vhodnych extrakcnich technik. Ty vSak prodluzuji
dobu analyzy, predstavuji spotiebu organickych rozpoustédel a zvEétSuji chybu méteni. Proto
se vyzkum zaméiuje na zrychleni a zjednoduseni téchto metod, napiiklad pouzitim
specificky adsorbujicich castic. Takto lze pfipravit napiiklad magnetické castice
molekularné tisténého polymeru. Na povrchu nanocéstic se necha v pfitomnosti cilové
molekuly (morfinu) zpolymerovat vrstvicka kopolymeru metakrylové kyseliny
a etylenglykol dimetakrylatu, ktera je po vymyti morfinu metanolem schopna do uvolnénych
mist morfin adsorbovat. Tyto nanocéstice pak lze pouzit ke specifické extrakci dané latky

Z roztoku a nasledné analyze pomoci HPLC s DAD [54].

Obdobn¢ byla popsana metoda extrakce tuhou fazi, kde jsou pouzity magnetické
nanocastice jako sorbent pro HPLC analyzu morfinu ve vzorcich lidskych vlasu, které jsou
vhodné jako vzorek pro ziskdni informaci o dlouhodobém uzivani drog. Pfipravené
magnetické nanocastice se silanizovanym povrchem maji oproti klasickym SPE sorbentiim

vétsi povreh, lepsi selektivitu, vyssi vytéZnost a vetsi adsorpeni kapacitu, coZ je vyhodné
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pti Casové kratSich extrakcich. Tato vyhoda se projevi mensi spotiebou sorbentu a rychlou
extrakci s naslednou HPLC-DAD analyzou, napft. s pouzitim C18 kolony a izokratické eluce

acetonitrilem a fosfatovym pufrem pH = 3 (60:40) a méfenim pii 292 nm [55].

Mimo biologické vzorky se lze setkat také s HPLC analyzou odpadnich vod, kdy jsou
provadény dlouhodobé studie sledujici uzivani rtznych drog a zmény ve frekvenci
pouzivani drog, ktera se casto zvySuje o vikendech. Takovéto studie pak ukazuji,

ze pouzivani klasickych opioidnich drog ma konstantni tendence [56,57].

Dulezitou oblasti kontroly obsahu opiatt je také potravinafstvi, kde je mak oblibenou
naplni v pecivu. Tady Ize naptiklad aplikovat metodu, kdy se opiaty extrahuji smési
acetonitrilu, vody a kyseliny mravenc¢i a po pridavku interniho standardu izotopicky

zna¢eného morfinu se provede analyza pomoci LC-MS [58].

2.6.3 Elektrochemické metody analyzy opiatu

Vzhledem k elektrochemicky aktivnim centrim v molekulach opiati jsou elektrochemické
metody jednou z moznych alternativ jejich analyzy. Vzhledem k podobnosti struktur
jednotlivych opiath Ize ovSem ocekavat, ze jejich oxidacni potencialy budou velmi podobné.
Neselektivita téchto metod je tak hlavni nevyhodou oproti separatnim metodam, proto
jsou elektrochemické techniky vhodné pro stanoveni jednotlivych opiatd, nikoliv jejich
smési, a to napt. v I€ékovych formach nebo pouli¢nich drogach, spisSe nez v komplexnich
vzorcich télnich tekutin. Vzhledem Kk jednoduchosti a mozné miniaturizaci senzoru jsou tyto

metody vhodné pro pouziti v terénu.

Nejcastéji  jsou senzory konstruovany S riznymi modifikacemi klasickych
elektrodovych materiald, zejména uhliku. Tim se zvySuje jak jejich selektivita, tak citlivost.
Pro stanoveni stopového mnozstvi morfinu lze takto pfipravit elektrodu z pentilkového
grafitu modifikovanou vicesténnymi uhlikovymi nanotrubi¢kami a molekularné vtisténym

polymerem se zlatymi nanocasticemi [59].

Jednou z rozsifenych variant uhlikovych elektrod jsou uhlikové pastové elektrody,
které jsou vyhodné pro svou jednoduchou obnovu povrchu, kdy staci odstranit jiz pouzitou
cast elektrodové pasty a povrch vylestit. Takova elektroda mize byt naptiklad z grafitového
prasku smichaného s parafinovym olejem a modifikovana hydrogelem. Touto elektrodou Ize
stanovit obsah morfinu v kapce moci, ktera se davkuje piimo na povrch elektrody [60]. Jinou

moznosti stanoveni morfinu je modifikace uhlikové pastové elektrody oxidem zine¢natym
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a vicesténnymi uhlikovymi nanotrubi¢kami [61] nebo Zn,SnO4-grafenovym kompozitem.
Druhd zminéna modifikace umoznuje soucasné a selektivni stanoveni morfinu a kodeinu
Vv biologickych a farmaceutickych vzorcich [62]. Zajimavou modifikaci uhlikovych
pastovych elektrod je pouziti elektricky pfedenych magnetickych nanovlaken, které byly

vyuzity pii stanoveni morfinu v krevnim séru [63].

Ackoliv je elektrochemie obvykle neselektivni analyticka metoda, existuji moznosti,
jak provést analyzu vice opiati nebo jednoho opiatu v pritomnosti interferentii. Jako ptiklad
muZe slouzit stanoveni heroinu obsahujiciho pfimési a necistoty pomoci nemodifikované
grafitové elektrody s vyuzitim méteni pti raznych pH. Tato metoda je zalozena na méteni
square-wave voltametrii pti pH =7 a pH =12, ¢imz jsou ziskany charakteristické profily
jednotlivych slozek. Nasledné je tak mozné spolehlivé identifikovat heroin a jeho rtuzné
piimési v jednom vzorku [64]. Dalsi moznost popisuji Gholivand a kol. [65], ktefi se
zamétili na chemometrické zpracovani dat zaznamenanych diferenéni plzni voltametrii

na elektrod¢ ze skelného uhliku, ¢imz Gspésné stanovili 5 riznych opiath v krevnim séru.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Pifi  elektrochemickych analyzdch byl pouzit potenciostat/galvanostat Autolab
PGSTAT128N (Metrohm Autolab, Nizozemsko) se softwarem Nova 1.12 (Metrohm
Autolab, Nizozemsko). Pracovni elektrodou byla GCE (MF-2012, pramér disku 3 mm,
BASi, USA). Déle byla pouzita magnetickd michacka Hei-Mix S (Heidolph, Némecko),
ultrazvukova Cisticka Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko), vahy XSE205 Dual Range
(Mettler Toledo, USA).

Spektrofotometrické analyzy byly realizovany pomoci spektrofotometru

GENESYS 180 (Thermo Scientific, USA).

MS analyzy byly provadény na hmotnostnim spektrometru Agilent 1100 Series
LC/MSD Trap (Agilent Technologies, USA) sionizaci elektrosprejem a softwarem
DataAnalysis 3.3 (Bruker Daltonik, Némecko). Davkovani vzorku bylo provadéno pomoci

stiikackové pumpy NE-1002X (New Era Pump Systems, USA).

Roztoky morfinu elektrolyzované za konstantniho potenciadlu byly analyzovany
na UPLC Acquity (Waters, Velka Britanie) s detektorem diodového pole a hmotnostné
spektrometrickym detektorem (QDA) vybavenym vyhiivanou elektrosprejovou ionizacni
sondou (HESI) a kvadrupdlovym analyzatorem. K separaci byla pouzita kolona XSelect
HSS T3 (3 mm x 50 mm; 2,5 um; Waters).

Systém UPLC Acquity (Waters, Velka Britanie) Standemovym hmotnostnim
spektrometrem Select Series Cyclic IMS Q-TOF (Waters, Velka Britanie) byl pouzit pro
analyzu vzorkli morfinu po elektrolyze ve vodnych a nevodnych prostiedich a identifikaci
reakénich produktti na zakladé méteni pfesné hmoty. Kolona Raptor ARC-18 (100 x 2,1mm;
2,7um; Restek) slouzila pro separaci analytd. VSechna LC-MS data byla zpracovédna
Vv softwaru MassLynx 4.1 (Waters, Velka Britanie).

V ptipadé¢ HPLC analyz vzorkli moce a séra byl vyuzivan HPLC pfistroj série
UltiMate 3000 (Thermo Scientific Dionex, USA) s UV a dvoukanalovym coulometrickym
detektorem s analytickou celou 6011RS (Thermo Scientific Dionex, USA), ovladany
pomoci softwaru Chromeleon 7. Pouzitda kolona byla Hypersii ZORBAX 300SB-CN
(150 mm x 4,6 mm; 5 um; Agilent).
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Pro zpracovéani vzorkl byla vyuzita tfepacka Vibramax 100 (Heidolph, Némecko),

centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko) a mini centrifuga MINI-10K (Miulab, Cina).

Pro statistické vypodty byl pouzivan software QCExpert 3.2 (TriloByte, Ceska
republika).

3.2 Chemikalie

Analyzovanymi opioidnimi latkami byly morfin (Lipomed, Svycarsko), kodein (Codein
Slovakofarma, 30 mg, Zentiva) a heroin (Lipomed, Svycarsko).

Dale byly pouzity chemikalie: acetonitril HPLC grade (Honeywell, USA), metanol
HPLC grade (Honeywell, USA), chloristan sodny monohydrat >99 % (Honeywell, USA),
etanol HPLC grade (VWR International, Francie), kyselina orthofosfore¢na 85% p.a. (Penta,
Ceska republika), chlorid draselny p.a. (Penta, Ceska republika), Kyselina sirova 96% p.a.
(Penta, Ceské republika), Kyselina mravenéi 98% p.a. (Penta, Ceska republika), toluen p.a.
(Penta, Ceska republika), chloroform p.a. stabilizovany 1 % etanolu (Penta, Ceské
republika), octan amonny p.a. (Lachema, Ceska republika), kyselina borita p.a. (Lachema,
Ceska republika), hydroxid sodny p.a. (Lach-Ner, Ceska republika), Kyselina octové
99% p.a. (Sigma-Aldrich, Némecko), 4-ethoxyfenol 99% (Sigma-Aldrich, Némecko), celit
545 p.a. (Serva, Némecko). VSechny vodné roztoky byly piipraveny v deionizované vodé
(Millipore, 18,2 MQ).

3.3 Pouzité pracovni postupy

3.3.1 Testovani stability morfinu ve vodném roztoku

Sledovani stability pfipravené¢ho vodného roztoku morfinu bylo provadéno pomoci metod
DPV, HPLC, MS a UV spektrometrie. Roztok byl proméfen ihned po ptiprave a dale poté
po1,4,7,14, 28 a 61 dnech.

Nejprve byl ptipraven zasobni roztok morfinu v deionizované vodé 0 koncentraci
1,88:10* mol/l. Ten byl okyselen 1 ul 2M-HCI pro pievedeni morfinu na rozpustny
hydrochlorid. Takto pfipraveny roztok byl nasledné upravovan pro analyzu jednotlivymi

metodami.
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Diferené¢ni pulzni voltametrie

K testovani stability morfinu ve vodném prostfedi pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie bylo
pouzito 0,5 ml roztoku ptipraveného ziedénim zasobniho roztoku morfinu pomoci BR pufru
opH = 3 vpoméru 1:1. Takto pfipraveny roztok byl umistén do nizkoobjemové
voltametrické cely s fritou. V této cele s méfenym roztokem byly umistény pracovni GCE
a pomocna platinova elektroda. Jako referen¢ni elektroda byla pouzita nasycena kalomelova
elektroda (SCE), umisténa v oddéleném prostoru s roztokem KCI (1 mol/l). Pied kazdou
analyzou byla potieba vycistit povrch pracovni GCE elektrody vylesténim na aluminové

suspenzi a naslednym oplachnutim destilovanou vodou.

Pro méteni pomoci diferencni pulzni voltametrie byly nastaveny tyto parametry:

e Pocatecni potencidl: 02V

e Konecny potencial: 1,2V

e Rychlost polarizace: 10 mV/s
e Modula¢ni amplituda: 50 mV
e Modulaéni Cas: 50 ms

HPLC

Metoda HPLC pro testovani stability morfinu byla vyuzita v kombinaci s UV detekci
pii 241 nm. Pro stanoveni bylo pouzito 400 pl roztoku pfipravené¢ho ziedénim zasobniho
roztoku morfinu v redestilované vod¢ pomoci mobilni faze v poméru 1:3. Pouzitou mobilni
fazi byla smés metanol/acetonitril/vodny roztok 0,1M-CH3COONH; (40:25:35).
Pro analyzu byla vyuzita kolona C-18. Pritokova rychlost byla nastavena na 0,8 ml/min

a objem nastiiku byl 50 pl.
Hmotnostni spektrometrie

Pro ESI-MS analyzu byl vyuzit pfimy nastiik roztoku ptipraveného opét ze zasobniho
roztoku morfinu, redestilované vody a ACN (2,5 %). Koncentrace morfinu v takto

pripraveném roztoku byla 2-10° mol/l.
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Pro metodu ESI-MS byly nastaveny tyto podminky:

e Teplota susiciho plynu: 250 °C

e Rychlost priitoku susiciho plynu: 5 I/min

e Tlak ve zmlzovaci: 15 psi

e Napéti na vstupni kapilate: +/- 3,5 kV

e Rychlost davkovani vzorku: 8 ul/min

e Doba snimani spektra: 5 minut
UV spektrometrie

Pro sledovéani stability morfinu ve vodném prosttedi pomoci UV spektrometrie byl pouZzit
1 ml roztoku, ktery byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku morfinu redestilovanou
vodou v poméru 2:8. Méfeni bylo provadéno v kiemennych kyvetach pii rozsahu vinovych
délek 190-450 nm.

3.3.2 pH zavislost

Zavislost voltametrické odezvy na pH roztoku v piipadé morfinu bylo provadéno v BR pufru
v rozmezi hodnot pH 2-12, v pfipad¢ kodeinu a heroinu v rozmezi hodnot pH 2-10.
Pfi analyze morfinu byl pouzit zasobni vodny roztok o koncentraci 1,88-10* mol/l. Roztoky
kodeinu a heroinu pro testovani pH fady (10 mol/l) byly pfipraveny u obou téchto latek
ze zasobnich roztokt jednotlivych opioida v metanolu o koncentraci 1 mg/ml. Zavislosti
na pH byly méfeny metodou diferencni pulzni voltametrie, jejiz parametry jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1 - Parametry DPV méieni pH zavislosti

Morfin Kodein, heroin
Pocatecni potencial (V) 0 0
Koneény potencial (V) 1,2 1,4
Amplituda (V) 0,05 0,1
Doba trvani pulzu (s) 0,05 0,05
Rychlost skenu (V/s) 0,01 0,03
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3.3.3 Extrakce kodeinu z tablet

Kodein byl izolovan extrakci z tablet proti kasli Codein Slovakofarma 30 mg (Zentiva,
Praha). Pro izolaci byly pouzity tfi kodeinové tablety, které byly rozdrceny V tfeci misce.
K prasku bylo ptfiddno 10 ml destilované vody a dvé l1zicky Celitu. Suspenze byla
sonifikovana po dobu 15 minut a nasledné centrifugovana po dobu 10 minut pti 4400 rpm.
Supernatant byl odebran, pevny podil byl proplachnut a znovu centrifugovan. Supernatant
byl opét odebran a piidan k prvnimu podilu. K roztoku byl ptidan 1 ml 1M-NaOH
a 2 ml chloroformu. Smés byla protfepana na tiepacce po dobu 5 minut pii 1350 rpm
anasledné¢ 5 minut centrifugovana. Chloroformova faze s analytem byla odebrana
a rozpoustédlo bylo odpareno proudem dusiku za laboratorni teploty. Vytézek extrakce ¢inil
43,4 mg kodeinu. Odparek byl nasledné rozpustén v metanolu. Koncentrace vysledného

roztoku byla 1 mg/ml.

3.3.4 Elektrolyza morfinu

Vsechny elektrolyzy za konstantniho potencidlu byly realizovany v tfielektrodovém
zapojeni  elektrochemického ¢lanku s pracovni platinovou sitkovou elektrodou
nebo s elektrodou ze svazku uhlikovych vlaken (stétickovou uhlikovou elektrodou, CFBE),
referen¢ni nasycenou kalomelovou elektrodou nebo Ag | 0,01M-AgNOs, 1M-NaClO4
pro prostfedi bezvodého acetonitrilu, a pomocnou platinovou elektrodou v prostoru

odd€leném fritou a naplnéném elektrolytem pouzivanym pii daném experimentu.
Volba prostredi pro elektrolyzy

Jako prostiedi pro elektrolyzy na Pt sitce a CFBE byly testovany voda, smés metanolu
avody (50%, v/v) a smés acetonitrilu a vody (50%, v/v). Elektrolytem byl
0,2M-CH3COONH4 o pH = 3. CFBE byla navic pouzita pro elektrolyzu v bezvodém

acetonitrilu s 0,2M-NaClOs jako elektrolytem. Koncentrace morfinu byla vzdy 0,5 mmol/I.

Na Pt elektrod¢ byl morfin elektrolyzovan vzdy 10 minut, pfi potencialu
1,1V vevodée a 0,7 V ve smésich metanol/voda a acetonitril/voda. Na CFBE byl morfin
elektrolyzovan 10 minut pfi 1,1 V ve vSech vodnych prostfedich a pii 0,9 V v bezvodém

acetonitrilu.
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Volba vhodného elektrolytu, jeho pH a potenciilu elektrolyzy ve vodném prostiedi

Byly testovany elektrolyzy v prostfedi octanu amonného a mravencanu amonného
opH=3apH=7 na Pt sitkové elektrod¢. Elektrolyza probihala vzdy 30 minut
pti potencialech 1,3 VpropH3al1l1V propH=7.

Pro octan amonny bylo navic testovano pH = 10 pro 30minutovou elektrolyzu

pfi potencialech 0,3 V; 0,7Val3V.
Pfi vSech elektrolyzach byla vychozi koncentrace morfinu 0,05 mmol/I.
Parametry LC-MS analyzy

K separaci elektrolyzovanych vzork v LC-MS systému s QDA byla pouzita mobilni faze
slozena z 0,01 mol/l vodného roztoku octanu amonného (A) a smési acetonitrilu s vodou
(90/10 v/v; MF B). Gradientova eluce byla provedena podle programu v tabulce 2. VVzorek
byl davkovéan v objemu 10 pl. Hmotnostné spektrometrické podminky byly nasledujici:
kladny mod ESI, napéti na kapilare 0,8 kV, napéti na konu 25 V, teplota zdroje 120 °C,
teplota vyhtivané sondy 600 °C.

Tabulka 2 - Priitbéh gradientové eluce v LC-MS systému s QDA
Cas (min) Pritok (ml/min) MF-A (%) MF-B (%)

0 0,6 94,5 5,5
1 0,6 94,5 5,5
5 0,6 34 66
5,5 0,6 94,5 5,5
7 0,6 94,5 5,5
7,5 0,05 94,5 5,5

Systém LC-MS Cyclic IMS Q-TOF pracoval s mobilni fazi voda s 0,1% HCOOH
(A) / acetonitril s 0,1% HCOOH (B) v gradientovém programu, ktery je uveden v tabulce 3.
Davkovany objem vzorku byl 5 ul. MS podminky byly nastaveny nasledovné: napéti
na kapilafe 2 kV, napéti na konu 60 V, teplota zdroje 100 °C.
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Tabulka 3 — Pritbéh gradientové eluce v LC-MS systému Cyclic IMS Q-TOF
Cas (min) Pritok (ml/min) MF-A (%)  MF-B (%)

0 0,4 98 2
2 0,4 98 2
10 0,4 0 100
11,5 0,4 0 100
13 0,4 98 2

3.3.5 HPLC analyza

Pro HPLC analyzu bylo testovdno nékolik mobilnich fazi (MF) o rlizném poméru
ACN:NaH2PO4 (20 mmol/l, pH = 6). Poté byl zaznamenan hydrodynamicky voltamogram
Vv rozsahu potencidlti 700 az 1050 mV na smésném roztoku morfinu, kodeinu a heroinu

0 koncentraci 5 umol/I.

Déle byly zméteny kalibra¢ni roztoky smési morfin, kodein, heroin v koncentra¢nim

rozsahu 5-10° az 5-10 moll/l.

Podminky HPLC analyzy byly:

e Mobilni faze: ACN:NaH2PO4 (20 mmol/l, pH = 6), 20:80
e Prutok: 0,5 ml/min

e Objem nastiiku: 50 pl

e Vinova délka UV detekce: 210 nm

e Potencial ECD: 900 mV na obou kanalech

e Vsechny analyzované roztoky opioidi byly fedény mobilni fazi

Piiprava realnych vzorkia pro HPLC analyzu
Jako realné vzorky byly analyzovany moc¢ a krevni sérum.

Vzorky krevniho séra byly piipraveny z 500 ul Cistého séra ptidanim morfinu,
heroinu a kodeinu o vysledné koncentraci 5 pmol/l. V piipadé vzorkl stanovovanych
metodou vnitiniho standardu byl pfidan jako standard vodny roztok 4-etoxyfenolu
o0 koncentraci 5 umol/l. V ptipadé metody standardniho pfidavku byly pfipraveny dalsi
vzorky jako v piedchozim piipadé, do kterych byly navic pfidany standardni pfidavky
analyti o koncentraci 5 pumol/l. Ptiprava vzorkd pro obé metody kvantifikace byla testovana

dvéma zptsoby:
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a) do krevniho séra byly pfidany analyty, vCetné¢ vnitiniho standardu, respektive
standardnich pifidavkl a vzorky se nechaly 15 minut stit pro pfipadné navazani analytd

na proteiny;

b) do krevniho séra byly pifidany analyty, vzorky se nechaly 15 minut stat
pro piipadné navazani analytii na proteiny, poté byly pfidany vnitini standard/standardni

ptidavky a vzorky se nechaly stat 5 minut.

Poté byla provedena deproteinace ptidavkem 1,5 ml acetonitrilu nebo metanolu.
Vzorek byl protfepan po dobu 2 minut pii 1350 rpm, poté byl zcentrifugovan a odebran
supernatant (ast 1,5 ml). Nasledné byl roztok zfiltrovan pres diskovy mikrofiltr (nylon
0,22 um), rozpoustédlo bylo odpafeno proudem dusiku a odparek byl rekonstituovan
ve 200 pl MF.

K 5 ml vzorku moc¢i byly pfidany analyty ve vysledné koncentraci 5 pumol/l. Nasledné
byla moc¢ upravena na pH =9 ptidavkem 1M-NaOH. Ke vzorklim se standardnim pfidavkem
byly navic pfidany analyty opét o koncentraci 5 umol/l. Poté byly vzorky extrahovany 1,5 ml
chloroformu na tfepacce (1350 rpm) po dobu 10 minut, poté byly zcentrifugovany a nasledné
bylo odebrano 1,5 ml chloroformové faze. Chloroform byl odfoukan a odparek byl

rekonstituovan v 1 ml MF.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Testovani stability morfinu ve vodném roztoku

Pro sledovani stability morfinu ve vodném prostiedi byly pouzivany metody DPV, HPLC,
MS a UV spektrometrie. Na vysledném grafu (obr. 6) pro metodu DPV lze vidét, ze béhem
celého obdobi testovani stability morfinu ve vodném prostiedi, nedochazelo ke zménam
ve slozeni roztoku. Byl pozorovan vzdy jeden hlavni pik s potencialem okolo 0,63 V a dalsi
vlna pfivyssim potencialu kolem 1V. Vysledny graf zahrnuje diferenéni pulzni

voltamogramy sestavené vzdy z praméra tii méfeni béhem konkrétniho dne.

3.5 ~
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2.5 1
—Den 1
2.0 1 Den 4
T 15 - Den7
3
- ——Den 14
1.0 -~
Den 28
0.5 — Den 61
0.0 . . . ' . : i , . . —ZE
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

E(V)

Obr. 6 - Voltamogramy ziskané metodou DPV pii testovani stability vodného roztoku morfinu

V ptipad¢ HPLC analyzy zpiisobovala mobilni faze s vysokym obsahem

organickych latek eluci morfinu v mrtvém case. Z tohoto ditvodu bylo provadéno testovani

vvvvvv

bylo testovani MF s 1 % ACN a 0,05M-Na;HPOs. Takto upravena MF na pH = 6,5 zptisobila
eluci morfinu v osmnacté minuté. Nasledné zvySeni obsahu ACN na 5 % posunulo pik
morfinu k Sesté minuté. Takto ptipravena MF byla pouZita pro méfeni stability. Pti HPLC
analyze se v naméfenych chromatogramech neobjevovaly Zadné nové piky. Plocha piku

morfinu zastavala rovnéZ konstantni.

Obdobna situace byla i v pfipadé MS analyzy, kdy se ve vyslednych spektrech

neobjevovaly zaddné nové ionty, které by nasvédCovaly zméndm ve slozeni roztoku.
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V kladném moédu ESI+ byl vzdy viditelny ion s m/z 286 (obr. 7). V pripadé ESI- dochazelo
K mnohem horsi ionizaci, ion s m/z 284 mél pokazdé velmi malou intenzitu (obr. 8).

lon dimeru morfinu s m/z 569 nebyl ve spektru zaznamenan ani pii fokusaci na tento ion.

Intens, | +MS, 0.0-1.0min #(1-174)
x1067]
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Obr. 7 - Hmotnostni spektrum morfinu v kladném médu ESI+
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Obr. 8 - Hmotnostni spektrum morfinu v negativnim médu ESI-

Metodou UV spektrometrie bylo taktéz prokazano, ze béhem vice nez dvou mésict
nedochazi ve vodném roztoku morfinu ke zménam. Ve vysledném spektru, které

se v priibéhu dnli neménilo, byla zaznamenana dvé absorpéni maxima pii vinové délce

210 nm a 286 nm (obr. 9).
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Obr. 9 - UV-vis spektrum vodného roztoku morfinu

4.2 DPV zavislost na pH

Je znamo, ze acidita prostiedi ovliviiuje elektrochemické chovani organickych latek. Proto
byla u morfinu sledovana metodou DPV zavislost proudové odezvy na pH zékladniho
elektrolytu. Jak je patrné z obr. 10, byla nejvyssi odezva proudu zaznamenana v okoli
hodnoty pH =4 a pii pH = 8. Pfi bliz§im prozkoumani jednotlivych voltamogramut bylo
pro voltametrické analyzy zvoleno jako nejvhodnéjsi pH = 4. Pik pti tomto pH mél nejvyssi
proudovou odezvu a jeho tvar byl lepsi, nez v piipadé pH = 8, pfi némz m¢l morfin druhou
nejvyssi proudovou odezvu. Avsak potencial piku pii pH = 8 byl vyrazné nizsi a soucasné

se Vv alkalickych roztocich na voltamogramech objevuji dals§i dva piky pii vyssSich

vvvvvv
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Obr. 11 - Voltamogram ziskany metodou DPV pro vybrané hodnoty pH

V ptipad¢ heroinu bylo jako nejvhodnéjsi pH jednoznaéné zvoleno pH =6,
pfi kterém byla zaznamenana nejvyssi proudova odezva (obr. 12). Pro analyzy kodeinu bylo
zvoleno rovnéZz pH = 6, které ma proudovou odezvu srovnatelnou s odezvou pii pH = 5,5,
ale pH = 6 je vhodnéjsi vzhledem k mensimu rozptylu proudovych hodnot pfi opakovanych

méfenich (obr. 13).
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Obr. 12 - Zavislost odezvy heroinu na pH elektrolytu
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Obr. 13 - Zavislost odezvy kodeinu na pH elektrolytu

4.3 Elektrolyzy

Bylo provedeno nékolik sérii elektrolyz morfinu za riznych podminek. Vzniklé
elektrolyzaty byly podrobeny LC-MS analyze pro ziskani informaci o hlavnich produktech,
které vznikaji elektrochemickou oxidaci morfinu. Vsechna méfeni byla provadéna
vV kladném moddu ionizace elektrosprejem a ziskané ionty odpovidaji protonovanym

molekulam produktd [M+H]".
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4.3.1 Volba vhodného prostiedi pro elektrolyzu morfinu

Pti testovani elektrolyzy morfinu na Pt sitkové elektrod¢ a CFBE byl sledovan vliv rtiznych
rozpoustédel (voda, metanol/voda, acetonitril/voda, acetonitril) na celkovou konverzi
morfinu a vznikajici produkty. Konverze morfinu na Pt elektrodé prob&hla ve vodé z 99,5 %,
Ve smési metanol/voda z 87,7 % a ve smési acetonitril/voda z 96,2 %. Piechled iontd
ziskanych LC-MS analyzou (ESI+), které souviseji s morfinem, je v tabulce 4. Ve vodném
prostiedi vznikal nejvice dvakrat hydroxylovany morfin s m/z 318. Ve smési metanol/voda
byl nejvice zastoupen ion sm/z 316, ktery odpovida o-metoxymorfinu. Ve smési
acetonitril/voda vznikal nejvice dimer s m/z 569, ktery v podobné mife vznikal také

vV metanolu, kdezto ve vodé prakticky nebyl pfitomen.

Tabulka 4 - Prehled iontii ziskanych LC-MS analyzou (ESI+) elektrolyzatii morfinu v riiznych prostredich

oo Plocha piku
Prostiedi . tr m/z dtm R
elektrolyzy Latka (min) [M+H]* mpa SXTahovancho
Morfin 4,08 286,1484 4,1 6610
o-chinon 2,06 300,1259 2,3 26580
Voda Hydroxymorfin 3,82 3021433 4,1 1698
Dihydroxychinonmethid 4,88 316,1235 5,0 2197
Dihydroxymorfin 3,25 318,1390 4,9 77 196
Dimer 4,28 569,2714 6,2 283
Morfin 4,08 286,1484 4,1 154 253
Metanol/voda o-metoxymorfin 4,25 316,1600 5,1 192 033
Dihydroxymorfin 3,25 318,1390 4,9 6689
Dimer 4,25 569,2714 6,2 13 687
Morfin 4,08 286,1484 4,1 47 190
Hydroxymorfin 3,84 302,1433 41 1399
Acetonitril/voda | Dihydroxychinonmethid 4,88 316,1235 5,0 1360
Dihydroxymorfin 3,25 318,1390 4,9 5104
Dimer 4,27 569,2750 9,8 14 043

V ptipad¢ elektrolyzy na CFBE byla po 10 minutidch konverze morfinu velmi nizka.
Ve vodé¢ se preménilo pouze 25,2 %, ve smési metanol/voda 13,1 %, ve smeési
acetonitril/voda 57,4 % a v bezvodém acetonitrilu 75,1 % morfinu. Z toho Ize usuzovat,
ze CFBE je vhodngjsi pravé pro bezvodé prostfedi. Nevyhodou je zde také skutecnost,
7e Ve vodném prostiedi byly ve spektru nalezeny pouze ionty s m/z 286 (morfin), 360
(dvakrat hydroxylovany morfin s navazanym acetylem) a 569 (dimer). CFBE neni vhodnou
elektrodou pro vodné prostiedi, protoze vznika predevsim dimer, a navic se vzniklé produkty

mohou adsorbovat na hydrofobni povrch CFBE. Ve smési metanol/voda je situace o néco
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lepsi, protoze ve velké mife vznikl ion m/z 316 (cca 12,3 % puvodniho morfinu), ale také se
zde objevoval dimer. Ve smési acetonitril/voda vznikaly jako hlavni produkty jednou
hydroxylovany morfin (m/z 302) a dimer. VV obou smésnych prostiedich se hojné vyskytoval
ion m/z 360. V bezvodém acetonitrilu se elektrolyzou na CFBE morfin oxidoval hlavné

na hydroxymorfin (m/z 302) a dimer (m/z 569).

Ze ziskanych vysledkl je patrné, ze v riznych prostedich se vznikajici produkty 1isi
jen nepatrné. CFBE je vhodna ptfedevSim pro nevodné prostiedi, protoze zde organickeé
rozpoustédlo do jisté miry zabraiiuje adsorpci vznikajicich latek na povrchu elektrody.
Z hlediska konverze morfinu je vSak lepsi platinova elektroda, a to ptedevsim ve vod¢. Dalsi

vyhodou platinové elektrody je skutecnost, Ze téméf nevznika dimer morfinu.

4.3.2 Srovnani elektrolyzy v octanu amonném a mravenéanu amonném pfi

rizném pH

Pi1 elektrolyzach v rlznych elektrolytech na Pt sitkové elektrodé bylo zjiSténo,
ze po 30 minutach elektrolyzy dochazi ke konverzi morfinu v octanu amonném z 99,8 %
ptipH =3 az99,1 % pii pH = 7. V mraven¢anu amonném byla konverze niZsi, pfeménilo
se 92,1 % morfinu pii pH = 3 a 92,3 % pii pH = 7. Je tedy ziejmé, Ze elektrolyzy probihaji

ucinnéji v prostiedi octanu amonného.

Z hlediska analyzovanych produkt je v octanu i mraven¢anu nejvice zastoupeny ion
s m/z 318, ktery odpovida dvakrat hydroxylovanému morfinu. Jeho mnoZstvi v mravencanu
amonném vSak bylo poloviéni oproti octanu. Dalsi dilezité ionty, které se vyskytuji v obou
elektrolytech, jsou ionty s m/z 300 a 302. | v tomto pfipad¢ je vSak mnozstvi t€chto produkti
V mravencanu vyrazné niz$i nez v octanu. Proto byl octan amonny vybrdn jako vhodnéjsi

elektrolyt pro elektrolyzy morfinu.

4.3.3 Pozorované produkty a navrzené schéma elektrochemické oxidace

morfinu v octanu amonném

Jak jiz bylo zminéno, konverze morfinu v octanu amonném byla o néco vétsi v kyselém
prostiedi neZ v neutralnim (99,8 % pii pH = 3 oproti 99,1 % piipH = 7). Déle byla sledovana
elektrolyza morfinu v alkalickém prosttedi pH = 10 pfi tfech riiznych potencialech 0,3 V;
0,7Va 13 V, které odpovidaji jednotlivym voltametrickym piklim oxidace morfinu
pii tomto pH. Pii téchto experimentech vSak nebylo s jistotou urceno, kolik morfinu se

elektrochemicky pfeménilo, protoze na voltamogramu po 30minutové oxidaci pfi potencidlu
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1,3 V nebyl pozorovan pik morfinu, ovSem v LC-MS analyze byl sledovan ion s m/z 286,
ktery mél lehce vyssi retenci oproti standardu morfinu. Nevyhodou zde bylo méfeni
na hmotnostnim spektrometru s nizkym rozliSenim, které neumoznilo urcit, zda se opravdu
jedna o morfin, nebo jinou protonovanou molekulu, ktera ma shodné m/z = 286. Dale bylo
zjisténo, ze pii potencialu 0,3 V vznikaji pievazné dimer (m/z = 569) a o-chinon (m/z = 300),
pfi 1,3 V je hlavnim produktem jiz zmifiovany ion s m/z 286. Monomerni produkty s m/z 300

a 318 pak vznikaji pfi potencialu 0,7 V.

Obdobn¢ jako v alkalickém prostiedi byl ion s m/z 318 sledovan také v kyselém
a neutralnim pH. Dale pak byly sledovany ionty s m/z 300 a 316, které vSak v kyselém
prostiedi vznikaji ve vétSim mnozstvi. NejlepSim prostfedim pro elektrochemickou oxidaci
morfinu se tak jevi octan amonny o pH = 3. Pfi experimentech v tomto prostfedi bylo
sledovano nékolik iontd, které souviseji s morfinem. Hlavnim produktem byla vzdy
protonovana molekula s m/z = 318. Dale se v porovnani s intenzitou iontu m/z = 318
ve spektrech ve vétsim mnozstvi objevuje ion s m/z 300 a v mensi mite ionty s m/z 302, 316
a 569.
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Obr. 14 - Navrzené schéma elektrochemické oxidace morfinu ve vodném prostiedi o pH = 3
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Na zékladé¢ wvysledki LC-MS analyz roztokli po elektrochemické oxidaci
za konstantniho potencidlu bylo navrzeno schéma elektrochemické oxidace morfinu
ve vodném roztoku o pH 3 (obr. 14). V prvnim kroku dochazi k jednoelektronové oxidaci
fenolové skupiny v poloze C3 za vzniku radikalu, ktery miZe tvofit dimery ((M+H]" s m/z
569) nebo se dale oxiduje na reaktivni fenoxylovy kation. Ten je nukleofilné atakovan vodou
za vzniku hydroxylovaného (mezi)produktu ([M+H]* s m/z 302). Morfin hydroxylovany
Vv poloze 2 se mize dale dvouelektronové oxidovat na o-chinon ([M+H]* s m/z 300). Jeho
tautomerni chinonmethidovd forma muze podléhat dalsi dvouelektronové oxidaci
ana vznikly kation se aduje voda za vzniku hydroxy-o-chinonu s [M+H]" o m/z 316.
Hydroxy-o-chinon v roztoku muze byt redukovan hydroxymorfinem za vzniku hlavniho

reak¢éniho produktu, dihydroxymorfinu, s [M+H]* o m/z 318.

4.4 HPLC analyza

4.4.1 Volba mobilni faze

Pfi hledani nejvhodné&jsi MF byla pouzita smés ACN:NaH2PO4 (20 mmol/l, pH = 6). Jako
prvni byla testovdna smés ACN:NaHPOs v poméru 10:90. Pfi pouziti této MF lze
na vyslednych chromatogramech vidét dobie separované piky morfinu, kodeinu a heroinu.
Nevyhodou zde je dlouha doba analyzy, a to piiblizn¢ 20 minut (ptiloha 2). Obdobnou
situaci Ize vidét i v pripadé smési ACN:NaH2PO4 v poméru 15:85, kde doba analyzy Cinila
piiblizné 15 minut (ptiloha 3). Jako nejvyhodné&jsi MF, pii které dochazelo k uplné separaci
jednotlivych opioidl a zaroven se podafilo snizit dobu analyzy na pfiblizné¢ 10 minut, byla
zvolena smés ACN:NaH2PO4 v poméru 20:80 (obr. 15). Takto piipravena MF byla pouzita

pro vSechny dalsi analyzy.

Experimentalné bylo zjiSténo, Ze se zvySovanim obsahu ACN se podstatné snizuje

retence heroinu. U dalSich dvou analyti je ale sniZovani retence pouze nepatrné.
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Obr. 15 - Chromatogramy ziskané metodou HPLC pro MF ACN:NaH,PO4 Vv poméru 20:80 pomoci UV
detekce (A) a EC detekce (B)

4.4.2 Hydrodynamické voltamogramy

Hydrodynamické voltamogramy roztoku obsahujiciho smés morfinu, kodeinu a heroinu byly
meéteny v rozsahu potencidl 700 az 1050 mV nastavovanych stejné na obé pracovni
elektrody (kanal ECD1 a ECD2). Pribéh obou naméfenych voltamogramu (obr. 16) byl
velice podobny a po jejich vyhodnoceni byl jako nejvhodnéjsi potencial pro nasledujici

HPLC analyzy zvolen potencial 900 mV.
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Obr. 16 - Hydrodynamické voltamogramy morfinu, kodeinu a heroinu ziskané EC detekci na kandlu

ECDL1 (4) a kandlu ECD2 (B)

4.4 .3 Kalibrac¢ni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti morfinu, kodeinu a heroinu byly zkonstruovdny v koncentracnim

rozsahu 5-10°° az 5-10° mol/l s vyuzitim UV i EC detektoru.

Jednotlivé zavislosti véetné chybovych tsecek ziskané pomoci UV detekce 1ze vidét
na obr. 17, pomoci ECD1 na obr. 18 a ECD2 na obr. 19. Ziskané regresni parametry a meze
detekce pro morfin, kodein a heroin ziskané UV detekci 1ze vidét v tabulce 5, ECD1 detekei
v tabulce 6 a ECD2 detekci v tabulce 7. Meze detekce a stanovitelnosti byly vypocitany
ptimou metodou signalu podle IUPAC [66]. Pro vSechny analyty jsou hodnoty LOD a LOQ

pro oba typy detekce fadove srovnatelné.
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Obr. 17 - Graf kalibracni zavislosti morfinu, kodeinu a heroinu ziskany pomoci UV detekce
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Obr. 18 - Graf kalibracni zavislosti morfinu, kodeinu a heroinu ziskany detekci ECD1
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Obr. 19 - Graf kalibracni zavislosti morfinu, kodeinu a heroinu ziskany detekci ECD2
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Tabulka 5 - Regresni parametry kalibracnich zavislosti a kalibracni meze pro morfin, kodein a heroin

ziskané pomoci UV detekce

(mAu-min-l/umol) (mAu-min) (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)
Morfin | 2,3135+ 0,0072 - 1,0000 0,29 0,87 2,550
Kodein | 0,8888 + 0,0031 - 1,0000 0,32 0,95 2,5-50
Heroin | 1,5279 + 0,0063 - 1,0000 0,39 1,15 2,5-50

Tabulka 6 - Regresni parametry kalibracnich zavislosti a kalibracni meze pro morfin, kodein a heroin

ziskané pomoci detekce ECD1

ECD1 Slgeﬂl:‘g:ce ;Jie;(b R LOD LOQ LDR
(nA-min-l/pmol) (nA-min) (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)
Morfin 13,392 + 0,111 12,6 £2,5 0,9999 0,66 1,93 2,5-40
Kodein 5,357 + 0,057 - 0,9997 1,00 2,92 2,5-50
Heroin 5,410 + 0,052 - 0,9998 0,90 2,63 2,5-50

Tabulka 7 - Regresni parametry kalibracnich zavislosti a kalibracni meze pro morfin, kodein a heroin

ziskané pomoci detekce ECD2

ECD2 Srgeirg:ce tl)st:e; R LOD LOQ LDR
(nA-min-l/umol) (nA-min) (umol/l)  (umol/l)  (umol/l)
Morfin 15,004 + 0,164 17,6 + 3,7 0,9998 0,86 2,51 2,540
Kodein 6,203 + 0,062 - 0,9998 0,93 2,12 2,5-50
Heroin 6,012 + 0,047 - 0,9999 0,62 1,82 2,540

4.4.4 Analyza krevniho séra

Pti analyze krevniho séra dochazelo k dobré separaci vSech analytli 1 vnitiniho standardu
az na zékladni linii, a to jak ve vzorku deproteinovaném metanolem, tak acetonitrilem
(ptiloha 4). Projevil se zde vSak zasadni rozdil ve velikosti piku mrtvého Ccasu,

kdy v metanolu byl tento pik az za hranici méfitelného rozsahu detektord, v acetonitrilu byl
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0 poznani nizsi. Z toho lze usuzovat, ze pti deproteinaci metanolem zistava ve finalnim
vzorku velké mnozstvi balastnich latek. Pro dalsi analyzu tak byl vybran acetonitril jako

vhodnéjsi deproteinacni ¢inidlo.

Pro kvantifikaci analytd byly pouzity dvé metody — vnitiniho standardu
a standardnich pridavki. Jako vnitini standard byl zvolen 4-etoxyfenol, ktery se separuje
od vSech analytl, je elektrochemicky aktivni a b&zné se nenachazi v krvi. Zvolené

koncentrace analytu (viz 3.3.5) jsou v oblasti toxické koncentrace morfinu a kodeinu [67].

Tabulka 8 - Koncentrace analytit v krevnim séru stanovené metodou vnitiniho standardu

uv ECD1 ECD2
Relativni Relativni Relativni
Stanoveno Stanoveno Stanoveno
Latka Metoda odchylka odchylka odchylka
(umol/l) (umol/l) (umol/l)
(%) (%) (%)
) ) 1,35 -72,98 1,80 -64,07 1,73 -65,48
Morfin
b) 1,98 -60,40 2,53 -49,38 2,45 -50,97
) a) 1,83 -63,39 3,29 -34,11 2,68 -46,45
Kodein
b) 3,10 -37,98 5,23 461 5,20 3,92
) a) 0,48 -90,27 0,98 -80,39 0,78 -84,26
Heroin
b) 1,54 -69,29 2,24 -55,21 2,31 -53,79

Stanovené koncentrace vSech tfi analyti metodou vnitiniho standardu a jejich
relativni odchylky vt¢i pavodni koncentraci (5 umol/l) jsou uvedeny v tabulce 8.
Ze ziskanych dat je jasn¢ vidét, ze metoda vnitiniho standardu je v tomto piipadé znacné
nespolehliva, kdy se relativni chyby pohybuji obvykle nad 50 % a v ptipad€ heroinu je chyba
az -90,27 % na UV detektoru a kolem -80 % na elektrochemickém detektoru (Vv ptipadé
metody pfipravy vzorkil a), u metody b) je situace o néco lepsi). Divodem velké nepiesnosti
metody vnitiniho standardu mlze byt Spatné zvoleny standard, ktery se vV daném postupu

piipravy vzorku mize chovat odlisn¢ od sledovanych analytt.
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Tabulka 9 - Koncentrace analytit stanovené v krevnim séru metodou standardniho pridavku

uv ECD1 ECD2
Relativni Relativni Relativni
Stanoveno Stanoveno Stanoveno
Latka  Metoda odchylka odchylka odchylka
(pmol/l) (pmol/l) (umol/l)
(%) (%) (%)
) a) 4,06 -18,83 3,66 -26,73 3,99 -20,30
Morfin
b) 4,16 -16,90 3,56 -28,85 3,34 -33,17
) a) 4,46 -10,90 4,66 -6,74 3,98 -20,33
Kodein
b) 6,66 33,23 6,19 23,80 5,87 17,39
) a) 1,79 -64,26 2,59 -48,17 2,13 -57,48
Heroin
b) 4,30 -14,09 457 -8,51 4,40 -11,98

Metoda standardniho piidavku (tabulka 9) poskytuje daleko lepsi vysledky nez

metoda vnitifniho standardu.

Analyza morfinu ukazuje pouze nepatrné rozdily mezi metodami piipravy vzorku
a) a b) na vSech detektorech, pti¢emz stanovena koncentrace je vzdy o néco nizsi nez

puvodni koncentrace ve vzorku.

V piipadé kodeinu je situace odlisna, protoze v ptipad¢ zpracovani metodou b) byly
vzdy nalezeny vyssi koncentrace. Vzhledem k relativnim odchylkam je vSak ziejmé lepsi
metoda zpracovani a), tedy nechat vzorek se standardnim ptidavkem stat delsi dobu, ovsem

dochazi tak ke zbytecnému prodlouzeni analyzy.

Analyza heroinu naopak jednoznacné ukazuje, Ze lepsi metodou stanoveni je metoda
b) s krat$i dobou stani vzorku po ptidani pfidavku. Celkové je vSak dulezita skutecnost,
ze kodein i heroin se v té€le metabolizuji na morfin, u né¢hoz se prakticky neprojevil vliv

metody ptipravy vzorku.

4.4.5 Analyza mog¢i

Pfi stanoveni opioidi v modi (ptiloha 5) byla pouzivana pouze metoda vnitiniho standardu.
Zasadnim rozdilem u tohoto typu vzorku byla koeluce necistoty v eluénim case kodeinu.
To se negativné projevilo na vyslednych stanovenych koncentracich. Mensi koeluce se
projevila také v ptipadé¢ morfinu, proto bylo pfistoupeno ke korekci na pozadi, ktera byla

provedena odeftenim ploch necistot naméfenych ve slepych pokusech od ploch piki
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ve vzorku. Tato korekce byla provedena pro morfin na UV i elektrochemickém detektoru,
Vv pfipadé kodeinu byla korekce nutnd pouze pro elektrochemicky detektor. Pro heroin
nebyla korekce nutna. Zjisténé koncentrace a jejich relativni odchylky od ptvodni
koncentrace 5 pumol/l jsou uvedeny v tabulce 10. Koncentrace analytu 5 pumol/l (ptfidaného
ke vzorku Cisté moci) byla zvolena stejna jako pii analyze krevniho séra, protoze opioidy se
z téla vylucuji prevazné moci a do urcité miry (cca 10 %) v ptuvodni nezménéné formé,

proto lze v praxi ocekavat jejich obdobné a vétsi koncentrace nez v krevnim séru [68]).

Tabulka 10 - Koncentrace analytii stanovené v moci metodou standardniho pridavku

uv ECD1 ECD2
Korekce Relativni Relativni Relativni
Stanoveno Stanoveno Stanoveno
Latka na odchylka odchylka odchylka
(umol/l) (umol/l) (umol/l)
pozadi (%) (%) (%)
Ne 6,17 23,41 472 -5,53 4,21 -15,86
Morfin
Ano 3,47 -30,60 4,09 -18,11 3,45 -30,95
] Ne 2,86 -42 81 9,94 08,88 10,5 109,94
Kodein
Ano 2,86 -42.81 7,02 40,49 8,35 66,98
Heroin Ne 4,00 -19,92 4,24 -15,26 3,88 -22,42

Ze ziskanych vysledki je zfejmé, Ze nejvice se korekce na pozadi projevila pii UV
detekci morfinu. Doslo k posunuti relativni odchylky z 23,41 % na -30,60 % po korekci,
takze zde necistota znacn¢ ovliviiuje signal morfinu. V piipad¢ elektrochemického detektoru
doslo u morfinu pouze k malému sniZeni stanovené koncentrace. U kodeinu se korekce
na pozadi v elektrochemické detekci projevila také zdsadnim zplsobem, kdy se relativni
chyba snizila z 98,88 % na 40,49 %, respektive ze 109,94 % na 66,98 % na druhém kanale.
Stale jsou v8ak stanovené koncentrace vyssi oproti ptivodni koncentraci, takze se zde zfejmé
projevuji jesté dalsi vlivy. V blizkosti piku heroinu nebyly zaznamenany zadné necistoty,
proto nebylo nutné provadét korekcei a ziskané vysledky se pohybuji kolem relativni chyby
-20 %.
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyva analyzou vybranych opioidd — morfinu, kodeinu a heroinu.
Cilem prace bylo popsat elektrochemickou oxidaci morfinu a vyvinout vhodnou HPLC
metodu pro stanoveni zminénych opioidi pomoci UV a elektrochemické detekce

ve vzorcich krevniho séra a mod¢i.

Pro elektrolyzu morfinu byly hledany vhodné podminky, zejm. prostiedi
(rozpoustédlo, pH vodného roztoku) a elektrolyt, které by vedly k ziskdni monomernich
produkti oxidace morfinu. Byla sledovana elektrolyza na platinové sitkové elektrodé
a uhlikoveé Stétickove elektrode. Elektrolyzované roztoky byly nasledné analyzovany
pomoci LC-MS s ESI ionizaci v pozitivnim médu. Bylo zjisténo, Ze na platinové elektrodé
vznikaji podobné produkty ve vSech prostfedich (voda, metanol/voda, acetonitril/voda),
ovSem pouze ve vod¢ vznikalo jen nepatrné mnozstvi dimeru. Oproti tomu na uhlikové
elektrodé vznikal pfedevSim dimer, navic zfejmé¢ dochdzi k adsorpci oxidacnich produkt
na samotné elektrod¢. Pro elektrolyzy tak bylo jako nejvhodnéjsi zvoleno vodné prostredi

a platinova pracovni elektroda.

Déle byly porovnavany elektrolyty pro elektrolyzu — octan amonny a mravencan
amonny. Vétsi konverze morfinu probihala v octanu amonném, ktery tak byl zvolen jako
vhodny elektrolyt. Posléze byl sledovan vliv pH na vznikajici produkty. Hlavnim oxida¢nim
produktem s [M+H]* m/z 318 je dvakrat hydroxylovany morfin, ktery v nejvétsim mnozstvi
vznikal v kyselém prostiedi pH = 3. Elektrolyzou v octanu amonném pii pH =3 byly
sledovany vznikajici produkty a nasledné bylo navrzeno schéma elektrochemické oxidace

morfinu.

Pti vyvoji HPLC metody byla jako nejvhodnéj$i mobilni fadze zvolena smés
acetonitrilu a fosfatového pufru (20 mmol/l, pH = 6) v poméru 20:80 (rychlost pratoku
0,5 ml/min) ve spojeni s kyano kolonou a detekci pti 210 nm a 900 mV na elektrochemickém
detektoru. Za téchto podminek dochazelo k separaci morfinu, kodeinu a heroinu na zakladni

linii s celkovou dobou analyzy 10 minut.

Nalezené separacni podminky byly pouZity k sestrojeni kalibrac¢nich zévislosti
jednotlivych opioidd a uréeni jejich kalibra¢nich mezi. Limity detekce se na UV detektoru
pohybuji fadove v desetindch pmol/l, na elektrochemickém detektoru pak od 0,5-1 pmol/l.

Metoda byla pouzita pro analyzu realnych vzorkt — krevniho séra a moci.
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Uprava a analyza krevniho séra spo¢ivala v jednoduché deproteinaci metanolem
nebo acetonitrilem, nasledném odebrani supernatantu po centrifugaci, odpafeni
a rekonstituovani v mobilni fazi. Jako vhodnéjsi deproteinacni ¢inidlo byl zvolen acetonitril.
Testovany byly také dvé kvantifikaéni metody, kdy byl pro metodu vnitiniho standardu
pouziti 4-etoxyfenol. Tato metoda vSak neposkytovala spravné vysledky ve srovnani

s metodou standardniho ptidavku.

V pfipadé analyzy moci byla provedena extrakce do chloroformu, odpateni
rozpoustédla dusikem a rekonstituovani odparku v mobilni fazi. Stanoveni vSech tii opioida
Vv této matrici bylo provedeno pouze metodou standardniho piidavku. Problémem zde byla
koeluce morfinu a kodeinu s necistotami ze vzorku, ¢imz doslo ke zna¢nému ovlivnéni
vysledkt, pfedev§im u kodeinu. Do jisté miry pomohla problém odstranit korekce na pozadi

slepého pokusu.
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PRILOHY

Diethylamid, meskalin

Typ drogy Droga »Psychicka zavislost* ;;li?;:l]sr:‘ Abstinenéni piiznaky
. Silna, vznika velmi rychle zejména . Predevsim psychické znaky, tézké deprese, dysforie,
Kokain . . « Slaba . o 51, i
u i.v. aplikace nebo ,,crack poruchy spanku, zvysena chut’ k jidlu
Stimulancia Amfetamin (Extaze) Silnd, troc}}u. pomal.eJ S vznik, Slaba Dtto jako kokain
kromé i.v. aplikace
I Slaba, relativné rychly vnik u , Predevsim psychické znaky, podrazdénost, strach, tizkost,
Nikotin e Slaba o 51, i
koufeni deprese, zvySena chut k jidlu
Kofein Slaba, pomalu vznika Slaba Predevsim psychické znaky, deprese, bolest hlavy
Alkohol (ethylalkohol) Stredné silna, pomalu vznika Stredni az Tezke, strach, tizkost, deprese, dysforie, poruchy spanku,
silna chvéni, tfes, otfasani, kieCe, zmatenost, halucinace
Tlumivé latky labé o labé a 1 . ke b dvsfors " ok
Benzodiazepiny Slaba, pomalu vznika S aba az Slabé a riZznorods, tez Y Straf » CYSTOTIE, POTUCRY Spaniu,
stfedni citéni mimo realitu, tfes, kieCe, halucinace
Barbituraty Slaba az stfedni, pomalu vznika Vyrazna T&zké, strach, tizkost, dysforie, poruchy spanku, ties, kiee
ssociativng Phencyklidin (PCD) Sttedni Slaba
Dlsoc1at} vl Strach, uzkost, dysforie
anestetika Ketamin
Morfin, heroin Silna, rychle VZIlvl‘klé(l pI;l Iv aplikaci Silna Stfedni — tezlfe,vstvrach, Rzkost, d}isf,onev, poruf:}lyr sPanku,
Opisty nebo pfi koufeni svalové kiecCe, prijjem, chvéni a ties, otidsani
Methadon Slabsi Silna Slabsi (pomaleji se vyluéuje z organismu)
Kanabinoidy Kanabis, ma“hu?na’ Stredni, relatlvnevryc’hle vznikd pfi Stredni Slabé, strach, uzkost, dysforie, poruchy spanku
tetrahydrokanabinol koufeni
: Kyselina lysergova (LSD) . . Ridké, nezvyklé vzhledem k frekvenci uzivéni, kterd
Halucinogeny Slaba? Slaba

nebyva tak Castd, aby se vyvinula ,,fyzicka zavislost*

Priloha 1 - Typ zavislosti pri poZivani konkrétni drogy a symptomy pii jejim odnéti, prevzato z [3]
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Priloha 2 — Chromatogramy ziskané metodou HPLC pro MF ACN:NaH>PO4 VvV pomeru 10:90 pomoci UV
detekce (A) a EC detekce (B)
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Priloha 3 - Chromatogramy ziskané metodou HPLC pro MF ACN:NaH>PO4 VvV poméru 15:85 pomoci UV

detekce (A) a EC detekce (B)
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Priloha 4 — Chromatogramy ziskané metodou HPLC s UV detekci (A) a detekci ECDI (B) pri analyze

krevniho séra ve vzorku deproteinovaném acetonitrilem
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Priloha 5 - Chromatogramy ziskané metodou HPLC s UV detekci (A) a detekci ECDI (B) pii stanoveni

opioidii v moci
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