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Oblasti _analytického vyuziti 6C:

= Vysoce uéinné déleni smési

» Idedini metoda pro latky termostabilni ( operace 50 - 350° C)

= VySemolekuldrni latky kolonou neprojdou (M. > 650)

* Silné polarni latky musi byt pred analyzou chemicky upraveny -
derivatizovany

Typy metod dle rFeSeného Ukolu:

1) Screeningové zachytové systémy pro nezndmou noxu
2) Cileny kvalitativni prikaz, konfirmace
3) Cilené stanoveni koncentraci zndmych nox a metaboliti

OdliSné pristrojové systémy pro typy nox:

= Anorganické plyny (CO, HCN, H,S..)
» Organické tékavé latky (propan, butan, ethanol, toluen.....)
* Organické extraktivni latky (M. < 650 ), napi. |éCiva a met.

Komplexni rFeSeni v toxikologii pomoci 6C:
minimdiné 3 typy systémi, optimum - vice neZz 3 chromatografy
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Scnzma olynovzno cnromaiograry

SAMPLE VENT

CARRIER GAS | \'NJECTOR DETECTOR| | [pc, PRINTER

kapllara

kolcy

THERMOSTAT

Nosny plyn: N, , He, H,

Ruzné stacionarni faze

Ruzné typy injektord, detektori pro rizné aplikace
Pracovni teplotni rozsah kolony obvykle: 60 - 300 ° C
Izotermadlni éi programovatelny teplotni rezim

Tamax kolony
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6C - orincipy szopdracz:

Déleni mezi stacionérni a plyrmou mobilni fazi
Ruzna pohyblivost analytu ve smési - separace
Princip adsorpéni nebo rozdélovaci

Staciondrni faze:

* ndpliiové kolony - nanesené faze na nosicich nebo kopolymery
» kapildry - rizné zakotvené fdaze (rizné silikonové oleje, aj.)
Ndpliiové kolony - vétsi kapacita pro vétsi objemy vzorki (napf.
plyny, péry)

Moderni kapiléry:

= separaéni Ucinnost - statisice teoretickych pater N
= obvyklé délky kapilar 10 - 100 m

» vniténi primér ruzny:

. - wide bore 0.53 mm - vétsi kapacita
- - standard 0.25 mm
- - vysoce Ucinné déleni 0.10 mm - mensi kapacita

» tloust'’ka zakotveného filmu riznd:
= 0.1 -0.6 pm
8 silny film vice zadrZuje, vétsi retence
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Polarita stacionden] Fazz o szlzikrivita :Je,rur’aw
Crnaraxreristicrs JX Rz oJr ovy ronstanty AL

Al Piiklady fizi

0 SQUALAN

222 | OVi-dimethylsilikon

886 | OV17-50% fenyl 50% methyl

2303 | Carbowax 20 M -polyethylenglykel
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N = 16 (t/w)?
H=L/N

L

o =ta/ tg
R=2At/ (W, + Wg)
As = xly

ye =

1

b cas (1)
mrtvy retencni cas

retencni Cas latky A nebo B

redukovany retencni Cas latky A

Sire piku A nebo B pri zakladné

pocet teoretickych pater kolony pro latku (A) v systému
vyska teoretického patra

delka kolony

selektivita systému, kolony viici latkaim A a B
rozliSeni (R ma byt vétsi nez 1)

faktor asymetrie piku
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UéinnosTt separacz a rycnlost nosnénoe plynu

H (mm)

min

L u (cm/sec)

van Deemterova rovnice:

H...vyska teoretického patra (mm)

u ...linearni rychlost nosného plynu (cm/sec)

A, B, C ... konstanty zahrnujici parametry operacniho
systému, difuzni, particni koeficienty aj.
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Pocatecni stav

B Prodlouzieni L
ProdlouZeni doby analyzy

R =095
Zvétseni N
Kvalitnéjsi kolona

R=1,12

Zména polarity
Lepsi selektivita A, B

R =1,60
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Standardizace retenénich dat - tvorby databézi

Mezilaboratorni vyména dat

E. Kovats: Z. Anal. Chem. 1961, 181, 351-66
RI koncept - kalibrace retenéni skdly pomoci homologické fady

n-alkdnd definici:

RI = 100 . n low t
methan RI=100. 1 =100 N
ethan RI=100. 2 =200
dekan RI=100.10=1000

dodekan RI =100.12=1200

P
a

Linedrni zévislost: log it =2 -+ b . Kl

(t — retencni cas v systému)
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» Volba matrice kalibrdétord - viiv matrice kalibrdétoru na spravnost
kalibrace, podobna vytéinost extrakce, vhodné chromatografické
pozadi, absence interferenci qj.

= Volba kalibraéni matrice pro postmortem vzorky, tkiné -
obtiZznéjSi ve srovndni s biologickou matrici tekutin Zivych osob

» Uplatnéni riznych zplsobu kvantifikace - co nejvice eliminovat ztréty
pri Upravé vzorku, extrakci, eliminovat interference

Wzioda yaiirning siandardy ( ooyyild pri analyzdch anizmorizim 72/57in)
Porovndvaji se poméry odezev analytu a pridaného wniténtho standardu (IS,
internal standard) ve vzorku a kalibratorech.........

Wz rod Jr.m,/_// dnine pridayiy (vhodnd oro unilsdini mairicz vzorsd, fdz
Jz 0DTIZNZ 2I3kar pododny olans marzridl jalso zdilad halivraci, naor,
nzsrzrz pOST-morien v2orss 57)

Analyza plivodniho vzorku ze kterého se ndsledné pripravi kalibrétory Sleduje se
nnv9§eni odezvy proti plvodnimu stavu. Nutny piredpokiad: dostatek vzorku
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CyanTtifikacz < MNzroda vnirinino srandardy

Porovndvaji se poméry odezev analytu (napi. E) a pridaného vnitiniho
standardu (IS, internal standard) ve vzorku a kalibratorech.
PoZadavky na volbu IS:

* nesmi byt obsazen ve vzorku

= md mit podobné chemické viastnosti jako analyt

* chromatografické pozadi v misté retence nesmi interferovat

= optimdini vztah retenci analytu a IS

CE, vzorek (AE /AIS)vzorek
: —
Is E s CE. Kalibrator (A & 1 Ag)atibrator
w M C — koncentrace
A - A — odezva (plocha piku)

vzorek Falibrdror

E — analyt
IS — vnitini standard
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Lvantifizrace - Metoda standardnine pridavi:

Vhodné pro unikdtni biologické matrice

Nutné nékolikabodova kalibrace a tudiz nutny (1) dostatek vzorku
Analyza pivodniho vzorku ze kterého se ndsledné pripravi kalibrétory.
Sleduje se navySeni odezvy proti plivodni hodnoté

PouZiti techniky s vnitfnim standardem se doporuéuje - eliminace ztrat

=
-

T /

0 10 20 30 40

koncentrace kalibratoru = spikovany vzorek
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1)

2)

J

6C injektory - pfivod vzorku ¥ szparac

7 nasledcumm textu jsou uvedeny zdkladni principy funkci obvyklych
injektord pouz:vanych v toxikologii. Vyobrazeni konkrétnich
konstrukcnich reseni Ize nalézt ve firemni literature vyrobci

Plyny nebo péry (ml) - HEAD SPACE (HS) analyza -
predpoklad ustaveni termodynamické rovnovahy mezi
plynou fazi a pevnou nebo kapalnou matrici vzorku v
tésné uzavireném prostoru ( obvykle 60-80°C po dobu
cca 10-30 min)

HS davkovaé - vyhrivany blok se systémem prepinacich
pneumatickych ventili, po dosaZeni rovnovahy se
uvolnéné pary éi plyn vymyji nosnym plynem na kolonu

Kapalné extrakty (ul) vnéSeny primo do nosného plynu
pred nebo na celo kolony Ci kapilary -

existuji rizné typy injektort vhodné pro konkrétni
aplikace
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6C - Head Space Sampl
Analyza rovnovazZng p

G - plynné féze v rovnovéze

nad kondenzovanou fazi vzorku - S
v uzavieném systému

Trifdzova operace:

1) Standby - Tékavé analyty ze vzorku difunduji do plynné
faze v zavi‘ené vialce aZ do ustaveni rovnovahy

2) Tlakovéni - Prepnutim ventili je vnesen nosny plyn do
vialky - jehla se ponori do plynné faze

HS Autosampler  3) Dévkovéni - Prepnutim ventild - uzavi‘eny vent - je

natlakovand smés se vzorkem vymyta do 6C

K
—_
—
—
—

STANDBY FAZE
- TLAKOVANE DAVKOVANI
NL Y ANy — GC systém N \ | )
ﬁ—LAV X ANy — GC systém NL Y ANy — GC systém
-z T4 -
» \Y
- . NZ w m 2 u ({VZ
| L g '
8 B -
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v ~ T -~
5C - SPME
= < r) = b} - . a9 K
(Solid Phase Microextraction)
SPNE-Device E
Syringe Meede —I .
Sairless Stesl Rod —
SPME-lDwice Coded Fusad Silica Fit:e[J
Headspace vial {4 ml) :

1 ml 4% MaCH
=05y Ma =0,

Llag!
280°C S

»10mg sample G / -
e Intemd S M \ 8 I‘ \ :

iy S a:l -I:
Equilibration (30 min) . Headspace SPNE Desoption in
{15 min} GC-injection port
{5 minj
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GC - system dualnich Kolon:

methanol
acetaldehyd
ethanol
isopropanol
' aceton
n-propanol

il CAEe B0 LD BN IR e D i Wi TEEE LEE 1N O

4

Kolona ¢. 2
5

3 8
TH '
]
(T I\

O e D LD BN B D D O mpm e e I 1




(51) usZUBqA

(S1) sueyRoIOaL L")}

{joueng-}} -

~
E
E
v
E
=

asuods3y (1




6C - Head Space Analyza
Sranoven) oxidu unelnareho v Krvi

Metoda stanoveni COHb v N-1l O,
krvi ante-mortem i “II 117
postmortem s pouitim CO
redukéniho Cinidla dithionitu-
Na pro eliminaci pridavného
MetHb. Oxid uhelnaty je
uvolnén v kyselém prostiedi

Kolona: molekulové sito 5 A
Detektor: TCD

Pozn.
Jinym zptsobem lIze uvolnit 0 1
HCN z krve a pouzit princip

Head Space analyzy (M. Odoul

et al., JAT 18, 205, 1994)

| R
i‘” 1
o

min
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njextrory - privod kapalngno vzorxku ¢ analyze

Reseni pro kapildry:
Nizka linearni rychlost nosného plynu v kapilarach - nebezpeci difuze ,
rozmyti pikl pri nastriku , neefektivni separace, zhorSena detekovatelnost.
Vstup vzorku na celo kapilary musi byt v ostré zoné. Nejcastéjsi konstrukcni
reseni.

A) Injektory ,ON COLUMN"
Vzorek je veden primo do Uzké kapilary specielni jehlou. Zpiisob
vhodny pro stopové analyzy, ale snadna kontaminace, balasty -
casté Cisténi injektoru, odrezdvani cela kapilary, zkracovani

B) Injektory , SPLIT/SPLITLESS"
Ddvkovani do predrazeného vyhrivaného bloku s inertnim insertem
Split mode - pro vyssi koncentrace analytil, éast vzorku se ventiluje
Splitless mode - pro nizké koncentrace. Robustnéjsi zplisob nastviku.
Teplotni program analyzy zacind pod bodem varu rozpoustédla v
extraktu, aby doslo ke koncentraci analytu kondenzaci rozpoustédia

na Cele kapilary. Nasleduje separace pri zvysujici se teploté.
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6C detektory v toxixologii

1) TCD - THERMAL CONDUCTIVITY DETECTOR

Zmena tepelné vodivosti vlakna (W aj.) pri eluci analytu z kolony
- poruseni klidové rovnovahy na Wheatstonové mustku - vznik
signalu

Univerzalni detekce, ale neselektivni, neprilis citlivy

Nosny plyn s ohledem na vodivost - malé molekuly, napr. vodik
Specielni naplné kolon - napr. specielni molekulova sita
Jedineéné a rychlé reseni pro analyzu nizkomolekularnich plynd,
napr. CO, HCN, H,S aj. metodou Head Space

FID - FLAME TONIZATION DETECTOR

Univerzalni odezva pro organické spalitelné latky ve vodikovém
plaménku. Vzniklé ionty zplsobi zménu proudu mezi elektrodami
v detektoru a tim signdl. Pri eluci latky z kolony se méni proud,
vznika signal, odezva v Case

M. Balikova: GC v toxikologii 11-12 21



3)

6C detektory v toxixologii

NPD = NITROGEN PFIOSPFIORVUS DETECTOR
(TIDA, Thermal Ionization Detector,

AFID, Alkali Flame Ionization Detector)
Uvniti dektoru je zahitivané télisko

s alkalickym kovem (Rb, Cs) -

dochdzi k specielnim reakcim latek

signal

FID

s heteroatomem dusiku &i fosforu

cas

v plynné plazmé alkalického kovu. «
Praktickym vysledkem
tohoto mechanismu

je vyhodna stopova detekce

signal

NPD

nalxtu s dusikem ¢&i fosforem (1)

a potlaéeni odezvy
bezdusikatych latek, balastl (2) - napf. cholesterol

M. Balikova: GC v toxikologii 11-12
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6C detextory v toxixologi

%) ECD - ELECTRON CAPTURE DETECTOR
V detektoru je zdroj elektroni (¢3Ni)- beta zdreni
PFi eluci elektronegativni latky z kolony nastane pokles proudu
elektronl, sniZeni signdlu, vznik odezvy
Vyhodna detekovatelnost az do fadu pg v nastitiku pro latky
s halogeny, nitroskupinami, konjugovanymi vazbami
Balasty jako tuky se nedetekuji, ale kontaminuji detektor,
zhorsuji jeho funkci, je nutné periodicka uidriba, cisténi.

9) MSD - MASS SELECTIVITY DETECTOR
Idedlni selektivni detektor pro stopovou detekci a identifikaci
neznamych organickych nox. Ve spojeni 6C-MS obvykle do
hmotnosti 600 - 700 amu
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B s 4 V2 ) ) ) - :
Aplixacnl oolasti 6C dzrzirory - sounen

TCD

Anorganické plyny, pary - mensi molekuly

FID

Organické spalitelné latky, alkoholy, uhlovodiky
aj.

NPD

Organické latky s dusikem, fosforem. Vhodny
detektor pro screening dusikatych bazi, 1éCiv,
drog v biologické matrici

ECD

Organické latky s elektronegativnimi skupinami,
s halogeny aj. — néktera léciva (benzodiazepiny),
rezidua pesticid atd.

MSD

Stopova analyza s jednoznacnou identifikaci
neznamych nox do velikosti molekul cca 600 — 700
amu

M. Balikova: GC v toxikologii 11-12
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Crzmicikd dzrivatizacz analytl oro 6C - 1

Derivatizace je cilend chemicka reakce pro uréity typ slouéenin.

Neni vhodné pro screening riznorodych predem neznémych latek.

Uéel:

= ZlepSeni chromatografického chovdni, snizeni polarity analyti
blokovanim polarnich funkénich skupin napf. -OH -NH, -COOH aj.

= SniZeni meze detekce. Specielni derivatizace pro citlivou
detekci specifickymi detektory (napi. ECD a halogenderivaty)

* Podporit identifikaci domnélého analytu po prevedeni na vhodny
derivat v ndsledné nezavislé konfirmaéni analyze

Pivodni analyt Typ derivatu

kyselina silyl, alkyl, halogenalkyl aj.

alkohol, fenol silyl, acetyl, propionyl,
butyryl, halogenacetyl aj.

amin acetyl, halogenacetyl aj.

vicinalni dioly, glykol cyklické boronaty aj.
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Crzmickd deeivatizacz analyil pro 6C - 2

Diisledek derivatizace:

ZlepsSeni separaéni Ucinnosti, odstranéni neZadoucich vedlejSich

interakci poldrnich skupin analyti na koloné - symetrické vyssi uzké piky
- sniZeni meze detekce - redukce potenciondinich fale$né negativnich
ndlezu .

Vhodnou derivatizaci se miZe podpofit selektivita

a citlivost detekce

(napF. ECD- piiprava halogenovanych derivatl) ... derivatizace

Realita :

Cistota extrakti, minimum endogennich zbytki - h
Vyznam chromatografického pozadi extrakiu -
dosaZeni co nejnizSi meze detekce.

Mez detekce: pomér signdlu k Sumu

definici obvykle S/ N > 3

st i i J.
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6C apliracz v toxirologii - dvoil Ty merod:

&6C screeningové systémy - detekce Sirokého spekira
predem neznémych riznorodych nox a metaboliti -
kompromisni reSeni - méné citlivé

6C cilené konfirmacni nebo kvantitativni metody

vyvinuté a optimalizované pro uzkou Skalu strukturné
blizkych latek nebo pro jednu latku - které jsou
predem specifikovany, znamy. Mohou vyuZivat
derivatizacni postupy a maji nizSi mez detekce
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toxikologii - screeni

Gastric
content
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/ l v

nutna #0 "j'rJanT opaTrzn]
soravnosti vsledky (QA):
>P .

< DuleZitost poradi v sekvenci vzorki a kontrol v sérii méreni -
toxikologické vzorky obsahuji analyty o neznamé koncentraci v
Sirokém rozsahu nékolika radu

< Vklddani kontrol pro zjiSténi spravné funkce operaéniho
postupu, napi. extrakce, dodrieni separacnich a detekénich
podminek na pristroji v dany moment, kontrola dostatecné

odezvy - eliminace potenciondini faleSné negativity

< Vklddani blank kontrol, rozpoustédel pro eliminaci
pripadnych tzv. ,carry ovz/” efekti - tj. prenos analytu ze
silné koncentrovaného vzorku do vzorki s mnohem mensi
koncentraci nebo i s absenci analytu - eliminace potenciondlni

falesSné pozitivity
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o S ) ey | =0
Q}\ - UKe 284 servenc

extrakt vzorkn séra

6.27

Kontrolni extrakt s
methamfetaminem

7.81

2 2

2 nastrixd v praxi

Kontrola tzv. ,carry over" efekti -
ndchylnost systému - nékteré situace

(typ injektoru, analytu...)

Prakticky priklad sekvence ndstriku:

Blank (OK)

Kontrola (OK)

Blank (OK)

Vzorek 1

Vzorek 2 koncentrovany
Vzorek 3 pozitivni (???)
Vzorek 4 pozitivni (???)
Blank (OK)

Znovu vzorek 3 (OK)

10) Event. znovu vzorek 4 (OK)
11) Znovu kontrola

1 ng/mg 7.81 9.96
blank extrakt
1)
6.27 2)
T
7 T T 3)
Pi."carry over" efektu 4)
5)
nastrik
:‘ﬂz:::lﬁ“;ré(llo 6)
N 7)
8)
2. nastrik 9)
vzorek
A
3. nastrik

rezpoustédlo h

A
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Dulezite:

* Pravidelna udrzba funkéniho
systému, ovérovani
* Kontrolni opatreni na Cistotu

Ystemu sekvence analyz, vkladat
blank vzor'ky

+ Spravné zhodnoceni vlivu biologické
ma'l'rlce na separaci, kvantifikaci,
interpretaci
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