Principy fizenych extrakci nox z biologickeho
materialu pro ruzné typy toxikologickych analyz

Vyznam spravne pripravy vzorku pro koneCny
vysledek

Ing. Véra Maresova, CSc

Ustav soudniho 1ékatstvi a toxikologie 1 LF UK a VFN
vmare@ Ifl.cuni.cz



Spravna priprava vzorku

v 1éCiva a drogy — velmi Siroké spektrum strukturné odlisSnych
organickych extraktivnich latek o riznych fyzikalné —
chemickych vlastnostech

v’ zasadni vyznam pro koneény vysledek analyzy

* vhodna volba biologického materialu

e vhodna volba a provedeni 1zola¢niho postupu

 znalosti o osudu latek v organizmu

 praktické zkuSenosti v toxikologicke laboratofi

v ucely izolaci 1é¢iv a drog

* odd¢leni analytli od nezadoucich interferujicich latek z matrice
(proteinu a lipidl, endogennich ¢1 exogennich soucasti vzorku)

« zakoncentrovani analyti v extraktu pro snizeni mezi detekce

» redukce necistot v extraktu pro zvyseni citlivosti dikazu analytu

» kompatibilita s chromatografickym systémem — zména matrice
analyt v séru — analyt v organicke fazi



Spravna priprava vzorku
Volba biologického materialu
» (il vySetfeni (nezndma noxa, cilena analyza)
»Anamneza pripadu (akutni otrava, chronicka otrava)
»Dostupné analytické moznosti (pfistrojové vybaveni)

Detekéni okno

Cas Biologicky material
hodiny Krev
sliny
pot
dny moc¢
tkané
tydny, mésice vlasy

smolka



Spravna priprava vzorku

Volba biologického materialu

»>Krev

v' drogy a l1é¢iva rozd€lovany mezi plazmu a erythrocyty

v’ tabelovana terapeuticka rozmezi se vztahuji k plazmé nebo séru

v’ hemolyza erythrocyti narusuje spravnost stanoveni a interpretace

v" hodnoty koncentraci 1éCiv a drog jsou dulezité

e posuzovani stavu védomi

 urCovani terapeutickych, toxickych ¢i letalnich koncentraci

»moc

v’ koncentrace 1é¢iv a drog byvaji vyssi nez v krvi

v vztahuji se k pozdéjsi fazi otravy, vedle ptivodnich forem jsou ve
vzorku obsazeny metabolity

v’ neinvazivni odbér, velky objem vzorku

v" hydrolyza pro uvolnéni metabolitli i ptivodnich forem z konjugatu
s endogennimi substraty



Spravna priprava vzorku
Volba biologického materialu
»Zaludecéni obsah
v’ koncentrace 1é¢iv a drog byvaji vyssi nez v krvi
v vztahuji se k po¢ateéni fazi otravy, ve vzorku jsou obsazeny
puvodni formy latek, nékdy 1 metabolity
v’ neinvazivni odbér, velky objem vzorku
»>tkanové matrice (jatra, ledviny, slezina, plice...)
v’ obtizné zpracovani
v nizka extrakéni vytéZnost
»>Vvlasy
v’ zkoumani historie abuzu
v’ testy chronického abuzu
v" kriminalni vySetfovani, pracovni nebo ob¢ansko — pravni spory
v’ spolehlivost pii vykonu povolani



Spravna priprava vzorku

Koncentracni rozpéti 1éCiv a drog

v" od terapeutickych koncentraci k letalnim od 10-1? az do 10 g/g
nebo g/ml

v’ smésné podani ztéZuje interpretaci uéinkd

v’ spole¢ny vyskyt mnoha nox zpusobuje analytické komplikace
a zt¢zuje odhaleni pfitomnosti vSech nox

Zpusob provedeni izolace

v’ pfedem neznamé noxy ,,general unknown* — izolace co nesir§iho
spektra toxikologicky vyznamnych latek za cenu niZsi extrakcni
vytéZnosti

v’ cilené izolace 1éCiv a drog po identifikaci nezndmych latek —
optimalizace 1zola¢nich postupl pro vysokou extrakcéni vytéZnost



Spravna priprava vzorku
Bronstedova teorie kyselin a zasad
AH — kyseliny: uvoliuji proton B — baze: prijimaji proton
PK,— disociacni konstanta: sila kyselin a zasad
slabé kyseliny: protonovana forma neionizovana [AH]
slabé baze: protonovana forma ionizovana [BH*]
HENDERSON - HASSELBACH

vztah mezi pH, disociacni konstantou pK, a pomérem ionizované
a neionizované frakce

AH — A +H* B+H" — BH"
_ AT [H1] o[BI
© o [AH] " [BHY

9

/ +
pK, = pH + log(Jiffﬂ pK =pH +10g\ l”l;’]



Spravna priprava vzorku

PK,— pH pri kterém je 50 % analytu disociovano (rovnovaha)
vetSina 1éCiv a drog — slabé baze nebo slabe kyseliny
kyseliny pH < pK, potlaceni ionizace
PH > pK, podpofeni 1onizace
PH > pK, potlaceni ionizace
pPH < pK, podpofeni ionizace

baze

Nedisociované formy analytu v %

Analyt lon pK, +2 | pK, +1 | pK pK, -1 | pK, -2
kyseliny | anion(-) | 1 9 50 91 99
baze kation(+) | 99 91 50 9 1




Izolace 1e€C1v a drog z biologického materialu

Extrakce — separacni proces

rozdéleni latek mezi1 dvé vzajemné nemisitelné faze podle jejich
rozdélovacich koeficientu

Kvantitativni vyjadieni rozdélovaci rovnovahy:

Distribu¢ni konstanta K K. =C,/C,

C, — koncentrace latky v organické fazi
C, — koncentrace latky ve vodné fazi

Uéinnost extrakce E E=KV/(+ KCV:

V — pomér objemu organicke a vodné faze



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Extrakce kapalina — kapalina Extrakce na tuhych fazich
LLE, liguid — liquid extraction  SPE, solid phase extraction

Vyhody: Vyhody:
v extrahuje Siroké spektrum v’ selektivni

organickych latek v’ moznost zpracovani vice vzorku
v jednoducha na provedeni v’ reprodukovatelné vysledky

v’ jednoducha na provedeni

Nevyhody: v’ ¢asoveé nenaro¢na
v’ $pinavé extrakty v mala spotieba rozpoustédel
v’ tvorba emulzi
v’ Casoveé narocna Nevyhody:
v velky objem rozpoustédel v’ proménlivost kvality sorbentu

v’ variabilni vytéZznost pii vyrobé



Izolace leCiv a drog z biologickeho materialu

Eluotropni fada rozpoustédel

Rozpoustédlo Teplota varu Rel. permitivita Rozpustnost ve Dipolmoment
(°c vodé (g/1) (10 %0y
pentan 36.07 1.84 0.04 0
cyklohexan 80.74 2.00 0.10 0
tetrachlormethan 76.50 2.20 0.80 0
benzen 80.10 2.30 1.80 0
sirouhlik 46.30 2.60 2.20 0
diethylether 34.50 4.30 74.20 3.84
chloroform 61.26 4.80 10.00 3.94
ethylacetat 77.51 6.00 86.00 6.07
pyridin 115.26 12.40 Misitelny 7.91
2 - propanol 82.26 19.92 Misitelny 5.54
aceton 56.50 20.27 Misitelny 9.44
methanol 64.70 32.60 Misitelny 5.63
acetonitril 81.60 37.50 Misitelny 11.47
ethylenglykol 197.30 37.70 Misitelny 7.61
voda 100.00 80.36 Misitelna -




Izolace 1€C1v a drog z biologického materialu

Extrakce kapalina-kapalina

Standardni frak¢ni extrakce leCiv a drog STA

50 ml mo¢, zalude¢ni obsah

pH=3.0, 100 ml diethyl¢cter

kyselé a neutralni analyty E,

zbytek vodné faze

pH=10.0, 100 ml diethyl¢cter

bazicke a neutradlni analyty E 5

zbytek vzorku moce (20 ml)
hydrolytickée St€peni konjugatiy

hydrolyzat, pH=7.0

100 ml diethyléeter

konjugované metabolity E,




Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Extrakce SPE

Typy materiali pro SPE

silikagel — kyselina kiemicita
kifemelina — oxid kfemicity
alumina — oxid hlinity

uhlik

polystyren

polystyrenstyren — divinylbenzen
polystyren —N — vinylpyrrolidon
celuloza

Charakteristiky silikagelu

velmai Cisty

stabilni — nebobtna, nesmrst'uje se
porézni a amorfni (ne krystalicky)
regenerace po zmene pH
regenerace po zpetne extrakci
velka plocha povrchu, porozita
velka reaktivita — hydroxylové

skupiny



Izolace leCiv a drog z biologickeho materialu

Extrakce SPE
Silikagel
* Nejcastéji pouzivanym nosi¢em jsou porézni, sferické ¢astice
silikagelu.
+ Amorfni sit polymerniho oxidu kifemicitého.
* VV\yhody: mechanicky stabilni, reaktivni, velka plocha povrchu.
* Nevyhody: reaktivni zbytkove silanolové skupiny, rozpustny pfri
vysokem pH.
* Pfi nizkem pH hrozi
hydrolyza vazby u chemicky vazané faze.

Skupiny na povrchu castic:

=Si-0O-Si= siloxanove

=Si-OH  siloxy nebo silanolové

=Si-(OH), silandiclové nebo geminalni silanoly
-Si-(OH); silantrioly

5 micron



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Extrakce SPE

Vybeér vhodné SPE kolonky zdleZi na konkrétni uloze

SPE extrakce se ridi principy kapalinové chromatografie:

v’ separaCni mechanizmy zahrnuji vzajemné interakce mezi
molekulami analytu a funkénimi skupinami pevné faze

v’ systém normalni faze — pevna faze je polarné;si nez kapalna faze

v’ systém reverzni faze — kapalna faze je polarnéjsi nez pevna faze

v’ izolace v systému normalni faze s polarnimi adsorbenty

v izolace v systému normalni faze s vazanymi polarnimi funénimi
skupinami

v’ izolace v systému reverzni faze s nepolarnimi vazanymi funkénimi
skupinami

v’ izolace v systému iontovyménné separace na fazich s nabitymi
funk¢énimi skupinami



Izolace 1eéC1v a drog z biologického materialu

extrakce SPE

Interakce analyt — pevna faze

v’ nepolarni extrakce — van der Waalsovy sily, disperzni sily

» interakce na nepolarnich fazich mezi C —H vazbami sorbentu
a C —H vazbami analytu (reverzni faze)

* na pevnou fazi navazany uhlovodikové tetézce C2-C8, C10,

« C12,C18, C20, C30, fenyl, cyklohexyl, kyanopropyl

 1zolace pro lecCiva a drogy, TDM, pesticidy

 analyty: protonovan¢ nebo neutralni molekuly, aromaty,
alifatické retézce

* matrice — vodna faze, pufry

 cluce rozpoustédly od typicky nepolarnich ke sttedné polarnim



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE |
reverzni faze: — 5|1 — @

* vazany fenyl
|

e vazany kyanopropyl — % — (CH;)CN
|

* vazany oktyl
— 51— (CHy)sCH;

 vazany oktadecyl

— 31 — (CHy)17CHy




Izolace 1€C1v a drog z biologického materialu

Extrakce SPE

Interakce analyt — pevna faze

v polarni extrakce — vodikové vazby, = — 7 a dip6l - dip6l interakce

e interakce na polarnich fazich, vodikove vazby mezi aktivnim
vodikem funkc¢ni skupiny analytu a silanolovymi skupinami pevné
faze, interakce molekul s permanentnim nebo indukovanym
dipolem

 na pevnou fazi (silikagel) navazany skupiny kyanopropylova nebo
diethylaminova

* izolace pro tuky, olejova aditiva, uhlovodiky, fenoly

» analyty: aminy, akoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, aromatickeé
uhlovodiky, heteroslouceniny (O, S, N, P)

* matrice — nepolarni, organicka faze

e cluce rozpoustédly od stiedné polarnich k vysoce polarnim



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE
normalni faze:

* kysele prany silikagel
 vazany kyanopropyl

* vazany aminopropyl

* vazany dihydroxypropylpropyl




Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE

Interakce analyt — pevna faze

v iontovd vyménnd extrakce

* 1interakce mezi nabitymi skupinami kovalentn€ vazanymi na
pevne fazi a 1onty v roztoku s opaCnym znaménkem

e zména pH — pro 1onizaci funk¢ni skupiny analytu

* 1ontove vazby jsou silne¢, zadrzuji analyt

* nepolarni interference vymyty organickymi rozpoustédly

 polarni interference odstranény promytim vodou

e pro 1onizovan¢é/nepolarni analyty

 cluce rozpoustédly obsahujici silnéjSi opané€ nabity 1on
nebo se vyuzije zmeéna pH

e pro intové/nepolarni analyty eluce se soucasnym
preruSenim interakci analyt — pevna faze



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE
Interakce analyt — pevna faze
v’ kationtové vyménna extrakce

zaporn¢ nabité funkCni skupiny kovalentn€ vazane na pevné fazi
bazické (acidicke) analyty nesou opaCny naboj — zména pH
pevna faze — benzensulfonova kyselina (silny katex)

— propylsulfonova kyselina (silny katex)

— karboxylova kyselina (slaby katex)
1zolace pro bazickée drogy, leCiva, katecholaminy, herbicidy
analyty: aminy, bazicka l¢Civa
matrice vodna, télni tekutiny
eluce bazickymi rozpoustédly — neutralizace analytu



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE
Interakce analyt — pevna faze
v’ aniontové vyménnd extrakce
 kladné nabite funkcni skupiny kovalentné vazané na pevne fazi
* kyselé analyty nesou opa¢ny (zaporny) naboj — zména pH
e pevna faze — kvarterni amoniova stl (silny anex)
— amino propyl (slaby anex)
— diethylamino (slaby anex)
1zolace pro kysel¢ drogy, organické kyseliny, mastne kyseliny
analyty: fosfaty, karboxylové kyseliny, sulfonové kyseliny
matrice vodna, télni tekutiny
eluce kyselymi rozpoustédly — neutralizace analytu



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Extrakce SPE
Interakce analyt — pevna faze
v’ interakce na smésnych pevnych fazich
 zaporné nebo kladné nabité funkcni skupiny kovalentné vazané

na pevne fazi (reverzni pevna faze RP)
 polarni, nepolarni a 1ontové retencni mechanizmy
* analyty nesou opa¢ny naboj
» pevna faze — katex

— dhnex

* izolace pro bazicke nebo kysel¢é a neutrdlni analyty
 bazicke analyty, kysel¢ analyty, neutralni analyty
e matrice vodna, télni tekutiny
* selektivni vymyvani organickymi rozpoustédly
* cluce smési organickych rozpoustédel s bazi nebo kyselinou



Izolace 1eC1v a drog z biologickeho materialu

extrakce SPE

Vybér SPE kolonky — typ faze a velikost kolonky

v biologicky material vzorku, objem vzorku

v vlastnosti matrice — je polarni ¢i nepolarni (sérum, plasma, moc¢=
polarni = obracene¢ faze, faze iontové vymeénne nebo kombinace)

v vlastnosti analytu — obsahuje hydrofilni, hydrofobni nebo
neutralni skupiny

hydrofilni skupiny hydrofobni skupiny neutralni skupiny
hydroxyl — OH uhlik — uhlik —C-C karbonyl — C=0
amino — NH, uhlik — vodik —C-H ether — O-R
karboxyl — COOH uhlik — halogen —C-CI || nitril — CN

amido — RONH, olefin — C=C

kvarterni amin —NR; aromat _ @
sulfonova kyselina —SOgf



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE
Vybér SPE kolonky

Polypropylenova nebo sklenéna trubicka

Sorbent

Polyetylenova, ocelova )
nebo teflonova frita = (40pm, 60A pory)

(20pum pory)

Luer Tip



Izolace 1¢C1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE
kroky SPE:
1'.k|;'f'k ) fi krok 3. krok 4, krok 5. krok
vyber ondicionace nadavkovat i nyti analytu
vhodné SPE kolonky vzorek promyt e 4
kolonky
K ] 1 ]
M = matrice
) =necistaty
S = analyt
® - rozpoustédio A =i

* - rozpoustédlo B
§ - rozpoustédlo C ﬁ
<
!3 k-



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE

Kondicionace kolonky

SPE kolonky jsou aktivovany

v’ pfiprava sorbentu pro reprodukovatelnou interakci se vzorkem
solvataci — promyti jednim obymem kolonky methanolem

v’ promytim jednim objemem kolonky pufrem o vhodném pH

v’ sorbent zlistava smoéen}? B =matrice . 8 L

) =necistoty
i = anal
< ¥t

® = rozpoustédlo A

¥ =rozpoustédlo B
P - rozpoustédlo C




Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Extrakce SPE

Aplikace vzorku — retence analytii

v Uprava vzorku: precipitace proteind, iprava pH apod

v’ pomala aplikace vzorku, dostate¢ny ¢as pro zachyt analyti
na povrchu sorbentu ( van der Waals, nepolarni interakce)

| | = matrice
) =nedistoty
= anal
‘:._.i yt

rozpoustédlo

- |
® 2 rozpouste

= rozpoustédlo B
‘ = rozpoustédlo C




Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu
extrakce SPE

Vymyti interferenci

v’ promyti jednim objemem kolonky deionizovanou vodou
obvykle pouzivanou pro nepolarni extrakce

v odstranovani necistot, aby nedoslo ke ztratam analytu

] = matrice
& - necistoty
— =analyt
-
@ = rozpoustédlo

L A rozpoustédlo B

‘ = rozpoustédio C




Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

extrakce SPE

Eluce analytu

v eluce analytd vybranou smési organickych rozpoustédel
vhodnou pro preruseni interakci analyt — sorbent (pfi nepolarni
extrakci methanolem)

v’ zakoncentrovani analyti
\/ - . B = matrice
derivatizace @ -neiistory
£ = analyt
#® = rozpoustédio A
& - rozpoustédlo B
' = rozpoustédlo C

< i



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Derivatizace analytu

v’ zména fyzikalnich a chemickych vlastnosti analytt
v’ zvySeni tékavosti

v’ zvyseni stability

v zlepSeni chromatografickych vlastnosti (polarita)
v' zvySeni citlivosti (detekovatelnosti)

v’ zména matrice



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Priklady derivatizacnich reakci
Silylace morfinu

MSTFA




Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

Priklady derivatiza¢nich reakci
Acetylace amfetamint

@)

R
R
s tanhydrid 2 N>LCH3
@) N\R acetan Yy Il pyl‘ldln <O \R
> 1
<O = 30min, 60°C 0 R

3 3

R1=H, R2=H.........amfetamin..................... Ri=H,R2=H..................... amfetamin AC
R1:CH3, R2=H......metamfetamin................ R1=CH3,R2=H................. metamfetamin AC
R1:CH3, R2=OH...efedrin......................... R1=CH3, R2=0-CO-CH3 efedrin 2AC



Izolace 1eC1v a drog z biologickeho materialu
Extrakce SPE Bond Elut Certify RP/katex

Cilena 1zolace skupin drog O
Extrakce opiatu : ‘ i
2 ml CH,OH C=h
KONDICIONACE 2 ml deionizovana voda " orfin
4 ml mo¢

APLIKACE VZORKU 1 ml 2.0 M TRIS pufr pH=8.0 - 9.0

4 ml deionizovana voda

1ml 0.1 M CH ;COONa pH=4.0
2 ml methanol

SUSENT vakuum

3 ml CH,Cl,:isopropanol:NH,OH
ELUCE (78:20:2)

PROMYTI, NASTAVENI pH



Izolace 1eC1v a drog z biologickeho materialu
Extrakce Bond Elut Certify RP/katex

Cilena 1zolace skupin drog N
Extrakce kanabinoidu G O
2 ml CH,OH :

KONDICIONACE 2ml0.05M H3PO4 kyselina tetrahydro-

kanabinolova

3 ml mocC
APLIKACE VZORKU 400 1l 10 M KOH
PROMYTI, NASTAVENI pH 9 ml 0.05 M H,;PO,
3 ml 0.05 M H,PO, : CH,OH(80:20)
SUSENI, HEXAN vakuum, 1 ml hexan

ELUCE 4.5 ml hexan:ethylacetat (80:20)



Izolace 1eC1v a drog z biologickeho materialu
Extrakce Bond Elut Certify RP/katex

Cilena 1zolace skupin drog @Jk?ﬁ\
Extrakce kokainu R |

2 ml CH,OH o
KONDICIONACE 2 ml 0.1 M fostat pH=6.0
4 ml moc¢
APLIKACE VZORID 2 ml 0.1 M fosfat pH=6.0
PROMYT, NASTAVENI pH 6 ml deionizovana voda
3ml 0.1 M HCI
SUSEN( 5 ml CH;OH
vakuum
L ucE 2 ml CH,Cl,:isopropanol:NH,OH

(78:20:2)



Izolace 1e€C1v a drog z biologického materialu

Extrakce SPE Bond Elut Certify RP/katex
Cilena 1zolace skupin drog mw

Extrakce amfetaminu

KONDICIONACE

APLIKACE VZORKU

PROMYTTI, NASTAVENI pH

SUSENI, CH,OH

ELUCE

2 mil CH3OH amfetamin
2 ml 0,1 M fostat pH=6.0

H
N—CH,
5 ml krev, mo¢ W

2 ml 01 M fOSfét pH:6O metamfetamin

1ml1.0MCH,
COOH

vakuum, 6 ml CH,OH

2 ml CH,Cl,:isopropanol:NH,OH
(78:20:2)



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

SPE Bond Elut Certify RP/katex

Cilena 1zolace amfetaminu
Aplikace vzorku pH=6.0

v’ retence bazi na hydrofobnim
povrchu nepolarni interakci

badze nejsou 1onizovany

v’ retence kyselin vodikovymi

mustky, 1onizace kyselin

CHj IBUPROFEN
CH3

S = >©\/K CHa
O CH3

b CH":/N INTERFERENCES

INTERFERENCES

CH3
METHAMPHETAMINE



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

SPE Bond Elut Certify

Promyti kolonky pufrem,

snizeni pH

v’ odstranéni polarnich
interferenci

v’ snizeni pH

 protonizace bazickych analytu
lonizovan¢ baze zachyceny na
katexu

CHg IBUPROFEN
CHg

0 0C
~ CH3

Collect

Si =— OH

CH3

CHa=/N INTERFERENCES
SOF

i
s.\—Ho H—0—C INTERFERENCES

Waste
\ \
,/ NN
\

(2
§\/

\/ /;\/

METHAMPHETAMINE



Izolace 1eC1v a drog z biologickeého materialu

SPE Bond Elut Certify
Eluce bazi

Eluce neionizovanych bazi
bazickou smési organickych
rozpoustédel

2 ml CH,Cl,:isopropanol:
:NH,OH (780:20:2)
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Izolace 1€C1v a drog z biologickeho materialu
Extrakce SPE Bond Elut Certify RP/katex

Extrakce 1¢civ a drog STA 2 ml krev, mo¢

KONDICIONACE 2 ml CH;OH
2 ml 0.1 M fosfat pH=6.0

APLIKACE VZORKU 2 ml krev, moc
6 ml 0.1 M fosfat pH=6.0

PROMYTI, NASTAVENI pH 1 ml deionizované H,O
0.5ml 0.01 M CH;COOH

SUSENI CH,OH vakuum, 1 ml CH,OH
4.5 ml aceton:CH,Cl, (1:1) 4.5 ml CH,Cl,:isopropanol:

:NH,OH (78:20:2)
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