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Souhrn:

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou stanoveni acetonu V séru/krvi
metodou plynové chromatografie. Aceton patii do skupiny ketolatek, jejichz stanoveni hraje
v soudnim I€kaistvi vyznamnou roli. Stanoveni téchto latek mize byt prospésné zejména
u posmrtnych vzorkt, pfic¢emz analyza téchto biologickych materiali miize byt ndpomocna
pro objasnéni nejasnych pfi¢in smrti. Teoretickd Cast této bakaldiské prace zahrnuje tfi
kapitoly, které shrnuji poznatky o acetonu, plynové chromatografii a validaci metody. Prvni
kapitola se zabyva chemickymi vlastnostmi acetonu, metabolismem a poruchami
metabolismu acetonu, které popisuji hlavné diabetes mellitus a stav hladovéni. V kapitole
plynova chromatografie je popsan hlavni princip metody a instrumentace plynového
chromatografu. Tteti kapitola zahrnuje vyznam validace, popis analytickych parametrt
a porovnani rozdili mezi validaci a verifikaci. V praktické ¢asti se nachdzi metodika
a vysledky vyzkumu. Popsany jsou zde laboratorni postupy a vysledky analytickych
parametri dualezité pro validaci metody. Praktickou casti bylo potvrzeno, ze metoda je

pro stanoveni acetonu vhodna.
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Summary:

This bachelor thesis focuses on the determination of acetone in serum/blood by gas
chromatography. Acetone belongs to the group of ketone bodies, the determination of which
plays an important role in forensic medicine. The determination of these substances can be
particularly useful in post-mortem samples, and analysis of these biological materials may
be helpful in clarifying unclear causes of death. The theoretical part includes three chapters,
which summarize the knowledge about acetone, gas chromatography and method validation.
The first chapter deals with the chemical properties of acetone, metabolism and disorders of
acetone metabolism, mainly describing diabetes mellitus and starvation state. The gas
chromatography chapter describes the main principles of the method and the instrumentation
of the gas chromatograph. The third chapter includes the importance of validation,
a description of the analytical parameters and a comparison of the differences between
validation and verification. The practical part contains the methodology and results of the
research. In this part are described laboratory procedures and results of analytical parameters
important for method validation. The practical part confirms that the method is suitable for

the determination of acetone.



Predmluva

Cilem této prace bylo provést validaci analytické metody pro stanoveni acetonu
v séru/krvi  metodou plynové chromatografie. Tento proces zahrnuje ovéfeni
opakovatelnosti, linearity, selektivity a dalSich analytickych parametru, které jsou klicové
pro dosazeni spolehlivych a ptesnych vysledkl. Toto téma bakalarské prace jsem si vybrala
proto, ze jsem si chtéla prohloubit znalosti ohledné¢ plynové chromatografie a také

si v praxi vyzkouset, co obnasi validace metody.
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UvVOoD

Historie acetonu sahé az do roku 1798, kdy anglicky 1ékat John Rollo zaznamenal
nasladlou vini této latky v dechu svého diabetického pacienta. I kdyz si to neuvédomoval,
my nyni vime, Ze tento zapach byl zpiisoben acetonem obsazenym v jeho dechu. Témér
o Sedesat let pozdéji, vroce 1857, po vySetfeni moci diabetického pacienta, byla
identifikovana tato latka jako aceton. Jiz vtéto dobé byl aceton povazovan
za charakteristicky rys diabetického komatu. Na prelomu devatenactého a dvacatého stoleti
byla Siroce rozsifena myslenka, Ze aceton je velmi Spatné, pokud vibec, metabolizovan.
Podle tehdejSich znalosti byl zastdvan nazor, ze se jednd pouze o odpadni produkt
metabolismu, ktery pravdépodobné v metabolismu neni dulezity. Nyni vime, Ze i kdyz
aceton neni primarné produktem, ktery by byl v lidském téle vytvafen pro néjakou
specifickou fyziologickou funkci, jeho detekce muze poskytovat dulezité informace
o metabolickém stavu organismu. Méfeni acetonu muze slouzit jako diagnosticky néstroj

zejména pii monitorovani diabetu nebo stavu hladovéni. (Wexler, 2014; Ruzsanyi a Kalapos,

2017)

V soucasné dobé je znamo, Ze aceton je chemickd latka, jejiz velké mnozstvi je
vyrabéno primyslové. Cast vyrobeného acetonu je vyuzita pro vyrobu dalsich chemickych
sloucenin, které poslouzi naptiklad k vyrobé plastt ¢i riznych vlaken. V malé mite je aceton
ptitomen i v lidském téle, kde ptirozené vznika rozkladem tukd. (U.S. Public Health Service,
1994)

Aceton patii do skupiny ketolatek, jejichZz stanoveni hraje v soudnim lékatstvi
vyznamnou roli. Stanoveni téchto latek mtize byt prospésné zejména u posmrtnych vzorkd,
pfiCemz analyza téchto biologickych materialdi miize byt napomocna pro objasnéni
nejasnych pii¢in smrti. Vysledky mohou byt uzitecné ve chvili, je-li podezieni, Ze pti¢inou
smrti byla napfiklad diabeticka ¢i alkoholicka ketoaciddza. Pii diagnostice téchto smrtelnych

pficin hraje hlavni roli detekce B-hydroxybutyratu, acetonu, ethanolu a isopropanolu.
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TEORETICKA CAST

1 ACETON

1.1 Zakladni informace o acetonu

1.1.1 Popis, vlastnosti a vyuziti acetonu

Systematicky nazev pro aceton je propan-2-on. Vzhledové se jednd o bezbarvou
kapalinu sbodem varu piiblizné¢ 56 °C, ktera je povazovana za vyborné organické
rozpoustédlo. Proto byva Casto vyuzivan k rozpusténi riznych latek. Jeho dalsi prednosti je
dobra misitelnost s vodou, alkoholem, chloroformem a vétSinou oleji. Aceton je neutralni
latka, nevykazuje ani kyselost, ani zasaditost. Typickym znakem je jeho obzvlast’ specificky
vyrazny zapach a nasladla chut. Aceton je tékava latka, snadno piechazi z kapalného
skupenstvi do plynného stavu a $§ifi se vzduchem. JelikoZ se jedna o vznétlivou latku,
ve smési se vzduchem muze pii setkani s jiskrou ¢i plamenem zpiisobit pozar nebo vybuch.
Z tohoto divodu by pii manipulaci s acetonem méla byt dodrZzovana bezpecnostni opatieni,

ktera budou v souladu s jeho vlastnostmi. (U.S. Public Health Service, 1994; Wexler, 2014)

Aceton se ziskava fermentaci ¢i chemickou syntézou, pfi které vznikd bud’ jako
hlavni produkt, nebo jako vedlejsi. Jedna se pfedevsim o syntézu kumenu, ktery je pouzivan
za ucelem vyroby dalSich dulezitych chemickych latek, naptiklad fenolu ¢i pro nés

stézejniho acetonu. (Wexler, 2014)

Obrazek 1 - Chemicka struktura acetonu

O

Zdroj: Wexler, 2014
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1.1.2 Pritomnost acetonu v béZném Zzivoté

Malé mnozstvi acetonu se nachédzi i v nasem téle. Existuje mnoho faktord, které
ovliviluji vice ¢i mén¢ naSe setkani s touto latkou. S acetonem muZzeme bézn¢ ptijit do styku
Vv domacnosti, protoze byva soucasti fady domaécich chemikalii. NejCastéji se jedna
o odlakovace na nehty, nékteré odstrafiovace barev, vosky, leStidla a Cistici prostfedky
s ptfimési acetonu. Koncentrace acetonu ve vzduchu a ve vodé obecné nenabyva vysokych
hodnot. Je potvrzeno, ze mnozstvi acetonu ve vzduchu ve méstech je v porovnani
s venkovskymi oblastmi vy$$i. V domacnosti byva zpravidla koncentrace acetonu
ve vzduchu lehce vyssi nez ve vzduchu venkovnim. Aceton je v zanedbatelném mnozstvi
ptitomen i v né€kolika druzich zeleniny a ovoce. Zpracovani nebo baleni potravin na toto

mnozstvi acetonu nema zadny vliv. (U.S. Public Health Service, 1994)

Aceton se Vv ptirodé piirozené nevyskytuje ve velkém mnozstvi, ale 1ze jej nalézt
v nékterych ptirodnich procesech a zdrojich jako vedlejsi produkt. N&které bakterie mohou
produkovat aceton pii rozkladu organickych latek a v malych koncentracich miize byt aceton
pritomen ve vzduchu v dasledku lesnich pozard. Kvuli své misitelnosti s vodou je
1 vyznamnym kontaminantem podzemnich vod. Déle se nachéazi ve vyfukovych plynech
vozidel, tabakovém koufi a na skladkach odpadii. Do zivotniho prostiedi se vSak vétsi

mnozstvi acetonu dostava primyslovymi procesy, nikoliv témi ptirodnimi. (Wexler, 2014)

1.1.3 Aceton inhala¢né

Nase télo béZné obsahuje malé mnoZstvi acetonu, ktery zde vznik4 procesem
odbouravani tukd. U zdravého ¢loveéka by se koncentrace acetonu v krvi méla pohybovat
v rozmezi 0,015+0,005 mmol/l (=0,9+0,3 mg/l). Kromé¢ tohoto ptirozeného procesu existuji
i dalsi cesty, jak se aceton muZe do naseho t¢la dostat. Koncentraci acetonu miize ovlivitovat
expozice acetonu jako je naptiklad pfimy kontakt acetonu s pokozkou, dychéni vzduchu
s obsahem acetonu, ¢i konzumace jidla a piti obsahujici aceton. (U.S. Public Health Service,
1994; Schlatter et al., 2014)

Aceton z Zaludku a plic je absorbovan velmi rychle. Krevnim ob&hem lze absorbovat
I aceton z kize, ale tato absorpce trva déle. Aceton se dostava do vSech télesnych organt,
ale nezlstava tam dlouho. Jatra ho rozkladaji na latky, které nejsou pro télo Skodlivé. Tyto
vzniklé chemické latky jsou dale vyuzity k vyrobé glukézy a tuki, které predstavuji energii
pro normalni télesné funkce. Ne vSechno mnozstvi piijatého acetonu se rozlozi. Aceton,

ktery nepodléha rozkladu, opousti nasSe télo pfevazné vydechovanym vzduchem a jeho malé
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mnozstvi, kolem 7 % endogenniho acetonu, se vylucuje i moci. (U.S. Public Health Service,
1994; Wexler, 2014)

Télesné ptijimani a vylucovani acetonu je zavislé na tom, jak moc jsme acetonu byli
vystaveni a také jak dlouho. Cim vy$si je hladina acetonu, tim déle ho t&lo vyluduje. Téméf
vSechen aceton by mél vSak opustit nase t€lo do téi dnd po ukonéeni expozice. (U.S. Public

Health Service, 1994)

Vyssi hladiny acetonu byvaji zaznamenany u pacientl s ketogenni dietou,
s nekompenzovanym diabetem a pii hladovéni. Z tohoto divodu je aceton citlivym

indikatorem pii kontrole cukrovky a ketogenni diety. (Wexler, 2014)

1.1.4 VIiv acetonu na zdravi

U nékterych jedincd muze byt koncentrace acetonu v téle vyssi nez koncentrace
udévand u zdravych lidi. Piikladem jsou kojenci, t€hotné Zeny, diabetici a lidé, ktefi maji
fyzické trauma anebo piji vétsi mnozstvi alkoholu. ZvysSené hladiny u téchto lidi obvykle
nezpusobuji zdravotni problémy. Pii vystaveni vysoké koncentraci acetonu v prostoru mize
se mohou projevit i bolesti hlavy, zavraté, neklid, zmatenost a zvySeni tepové frekvence.
Tyto faktory se odviji od toho, jak dlouho byl ¢lovék vystaven takto vysoké koncentraci
acetonu. V piipadé déle trvajiciho pfimého kontaktu acetonu s kizi mtize hrozit riziko jejiho
podrazdéni a i poskozeni koZnich bunék. Pti podani intravendzni injekce acetonu byl u lidi
vyvolan pokles krevniho tlaku a ospalost. Pii vdechnuti ¢i poZiti plsobi narkoticky.
Po akutnim poziti acetonu se mohou objevit piiznaky zahrnujici nevolnost, zvraceni,
krvaceni do zaludku a parestézii. Pozitim velkého mnoZstvi latky hrozi az bezvédomi
a poskozeni ktize v ustech. Z hlediska tvorby rakoviny neni aceton klasifikovan jako lidsky
karcinogen. (U.S. Public Health Service, 1994; Wexler, 2014)

Laboratorné 1ze prokazat, Ze vysoké hladiny acetonu jsou doprovazeny i zvySenim
koncentraci dalSich latek v téle. Jedna se zejména o koncentraci glukozy a laktatu v krvi.
Acetonem je okamZité ovlivnéna i1 funkce centralniho nervového systému, coz je pii akutni
intoxikaci nejvétsi problém. Zivot ohrozujicim faktorem je pravé negativni naruseni tohoto

systému, nikoli metabolické t¢inky acetonu. (Wexler, 2014)

Aceton je mozné méfit z vydechovaného dechu, krve a moc¢i. Pomoci naméfené¢ho

acetonu je mozné urcit, zda jsme byli v pfitomnosti acetonu a piipadné jakému mnozstvi
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jsme byli vystaveni. Na jeho pfitomnost v lidském téle mize 1€ékafe upozornit i pacientiv

dech, z kterého l1ze zapach acetonu citit. (U.S. Public Health Service, 1994)

1.2 Metabolismus acetonu

Existuje ne€kolik cest vedoucich k produkeci acetonu ¢i k jeho chemickému rozkladu

(degradaci). (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

1.2.1 Produkce acetonu
V lidském téle existuji dva hlavni fyziologické zdroje acetonu. Prvnim zdrojem je

dekarboxylaci acetoacetatu, druhym zdrojem je oxidace isopropanolu. (Ruzsanyi a Kalapos,

2017)

1.2.1.1 Dekarboxylace acetoacetatu na aceton

Acetoacetat je u savct hlavnim zdrojem, ze kterého vznika aceton. Acetoacetat mtize
Vv téle vznikat lipolyzou, ¢i rozkladem ketogennich aminokyselin, pfi¢emz jeho prekurzorem
je acetylkoenzym A. Pfeména acetoacetitu na aceton mulze byt bud vysledkem
neenzymatické reakce dekarboxylace acetoacetatu na aceton, nebo reakci za ptitomnosti
enzymu. Ve druhém pripadé¢ je reakce katalyzovana enzymem oznacenym jako
acetoacetatdekarboxylaza. Tento enzym byl poprvé identifikovan u bakterie Clostridium
acetobutylicum a jeho aktivita byla nalezena napiiklad i v krysich tkanich, jatrech a plazmé.
Dale byla zaznamenana i neenzymaticka dekarboxylace acetoacetatu, ke které dochézi i bez

spoluprace jiz ptedtim zminéného enzymu. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)
Reakce zndzornujici pfeménu acetoacetatu na aceton:
CH3COCH2COO" + H* — CH3COCH2COOH — CH3COCHj3 + CO2

Pticemz CH3COCH2COO- piedstavuje acetoacetit, CH3COCH2COOH
ptredstavuje kyselinu acetyloctovou a CH3COCH3 piedstavuje aceton. (Kalapos, 1999)

1.2.1.2 Oxidace isopropanolu na aceton

Reakce znazornujici pfeménu isopropanolu na aceton:
CH3CHOHCH3 + NAD* — CH3COCHs + NADH + H*

Pticemz CH3CHOHCHj3 ptedstavuje isopropanol a CH3COCH3 piedstavuje aceton.
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Tato reakce je katalyzovdna hlavné alkoholdehydrogenazou. V malém mnozstvi
se reakce ucastni i kataldza. Nejdulezitéjsi Casti reakce je deprotonace, kterd probihé ve dvou
po sobé nasledujicich krocich. Tento zplisob vede ke vzniku acetonu. Opacna reakce,
redukce acetonu na isopropanol, se povazuje za degradaci ketonu. (Ruzsanyi a Kalapos,

2017)

1.2.2 Degradace acetonu

Je zjisténo, ze na metabolismu acetonu se podili cytochrom P450. Jsou znamy dvé
hlavni cesty, jimiz se docili degradace acetonu. Ob¢é z nich zahrnuji pfeménu acetonu
na hydroxyaceton pomoci izoenzymu cytochromu P450, konkrétné formy CYP2EL. Tento
izoenzym je indukovan fadou vnéjSich faktorti, véetné¢ hladovéni a diabetes mellitus. Tyto
dvé drahy jsou v8ak piili§ komplikované, proto je nebudu rozebirat detailnéji. Zminim pouze
kone¢né produkty degradace acetonu, coz muize byt pyruvat, L-laktat, formiat a acetat.

(Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

1.3 Poruchy metabolismu acetonu

V nékterych piipadech miize dochazet k poruchdm metabolismu acetonu. Takto
naruSeny metabolismus je vétSinou doprovazen i naslednou zménou koncentraci ostatnich
ketolatek, zejména acetoacetdtu a B-hydroxybutyratu. Jejich fyziologicka koncentrace
se pohybuje mezi 100-250 pumol/l. Jestlize dojde k tomu, Ze aktualni koncentrace ketolatek
piekroci horni hranici, 1ze pro tento stav vyuzit termin ketdza. Z diivodu, Ze acetoacetat
a B-hydroxybutyrat jsou latky kyselé povahy, mize po jejich nahromadéni klesat pH krve

pod 7,35. Tomuto stavu potom fikame ketoacidoza. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

Ketoacidoza se fadi do skupiny metabolickych acidéz. Je vyjadfovana jako stav, pfi
kterém dochazi ke snizovani pH krve vlivem produkce B-oxidativnich latek. Prvnim
pfikladem, ktery podminuje vznik téchto latek, je alkoholismus. V tomto ptipadé vznika
alkoholicka ketoacidoza. Dale muze byt produkce tohoto typu latek vyvolana v dasledku
diabetu. Za téchto podminek se jednd o diabetickou ketoacidozu. (Elliot, Smith, Cassidy,
2010)

Pti ketoacidoze dochazi k biochemickému naruseni rovnovahy v téle. Stav nastava
poté, kdy télo vyuzivd mastné kyseliny prostfednictvim B-oxida¢niho procesu, coz je
alternativni palivova cesta. Mastné kyseliny podléhaji pfeméné na acetoacetat, jehoz

dekarboxylaci vznika aceton a redukci B-hydroxybutyrat. Tyto vzniklé produkty se souhrnné
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nazyvaji ketolatky. ZvySena produkce téchto latek je typickym znakem ketoacidozy. Jejich
nadmérnd pritomnost v téle clovéka ma za nasledek snizovani pH krve pod hranici 7,3,
pfiCemz za béznych podminek byva pH krve vrozmezi 7,36-7,44. ZvySena produkce
ketolatek muze byt zapfiCinéna rliznymi zdravotnimi pfi¢inami. NejcastéjSimi faktory

zpravidla byva hladovéni nebo cukrovka. (Elliot, Smith, Cassidy, 2010)

1.3.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus postihuje pfiblizné¢ 8 % populace na svété. Typickym znakem
diabetu je absolutni nebo relativni nedostate¢ny ucinek inzulinu. Tato nedostatecnost ma
za nasledek naruseni metabolismu. Pfi¢iny vzniku tohoto onemocnéni mohou byt velmi
rozmanité. Nejcastéji mize vznikat V névaznosti na autoimunitni poruchu, obezitu,
potransplanta¢ni stav, alkoholismus a poranéni slinivky. At uz je pfic¢ina vzniku jakakoliv,
metabolické zmény se budou projevovat stejné — vzestupem hladiny cukru v krvi a intenzivni
lipolyzou. V piipadé nedostatku inzulinu se mastné kyseliny uvoliuji z tukové tkané
a pomoci dalSich procesti dochdzi ke zvySeni hladiny acetylkoenzymu A. Toto mnozstvi
produkovaného acetylkoenzymu A se nestaci cyklem trikarboxylovych kyselin vycerpavat,

coz podnécuje zvySenou tvorbu ketolatek. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

Dulezité je zminit, Ze plazmatické koncentrace acetonu u diabetikl obecné stoupaji
nejméné o dva fady. V extrémnich piipadech muze byt ptekrocena hladina 12 mmol/l.
U téchto diabetickych pacientil se pfiblizné 50 % acetoacetatu pfeménuje na aceton.
Dokonce 1 u 1é€enych diabetickych pacientli je koncentrace acetonu vyssi nez u normalni

populace. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

1.3.1.1 Diabeticka ketoacidoza

Jedné se o celkem béZnou, ptesto potencidlné zivot ohrozujici ketoacidozu. DKA
se vyskytuje v souvislosti akutni komplikace diabetu. Velmi charakteristické jsou
pro ni nasledujici znaky. Hladina glukdzy je zvySend, coZ je rozdilné proti AKA, pfi niz
se hladina glukdzy néjak zasadné nezvysSuje. Koncentrace ketont se vSak stejn¢ jako u AKA
rovnéz zvysuje. VEtsi vyskyt DKA je zaznamendn hlavné u pacientll s diabetem prvniho
typu, nicméné za stresovych podminek mohou byt k DKA nachylni i pacienti s diabetem
druhého typu. Pti¢inou vzniku této ketoacidozy muze byt absolutni i relativni nedostatek
inzulinu. Rozvoj DKA miize souviset s infekci zhorSujici glukézovou toleranci, déle

s mechanickymi problémy s inzulinovou pumpou, ¢i nezavedenou inzulinovou terapii.
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Na rychlosti rozvoje se mohou podilet i Iéky ovliviiujici metabolismus sacharidii. (Putula et
al., 2023)

Patofyziologie

Patofyziologie DKA souvisi s nerovnovahou v poméru inzulinu a kontraregula¢nich
hormoni. Mezi kontraregulatni hormony fadime konkrétné glukagon, kortizol,
katecholaminy a riistovy hormon. DKA se projevuje u pacientti s absolutnim nebo relativnim
nedostatkem inzulinu. Snizené mnozstvi inzulinu vede ke zvysené jaterni glukoneogenezi
a glykogenolyze. Glukagon naopak glykogenolyzu stimuluje. Nedostatek inzulinu ma
za nasledek 1 hyperglykémii. Ta nastava poté, co dochazi ke ztrat€ transportu a vyuziti

glukozy zavislé na inzulinu v perifernich tkanich. (Calimag et al., 2023)

Hormonalni nerovnovéhu ptfedstavuje hlavné snizené mnozstvi inzulinu a zvySené
mnozstvi katecholamint, kortizolu a rastového hormonu. Touto hormonalni zménou
se aktivuje lipaza vedouci k rozkladu triglyceridii a tim dochazi k uvoliiovani volnych
mastnych kyselin. Jakmile jsou volné mastné kyseliny transportovany do jaternich
mitochondriich, podléhaji beta-oxidaci za vzniku acetylkoenzymu, a to vede ke zvySené
produkci ketoladtek. Hromadi se hlavné acetoacetat a B-hydroxybutyrat. (Calimag et al.,
2023)

Klinické projevy

Mezi prvotni symptomy patii nevolnost, zvraceni, bolesti bficha a zménéné dychani.
Kvili témto pfiznakiim se pacient nejCastéji rozhodne pro navstévu pohotovosti. Daéle
se mize vyskytovat polydipsie, polyurie, slabost, malatnost a letargie. U pacientd se také
projevuji znamky dehydratace, jako jsou suché sliznice, tachykardie a hypotenze. Vysoka
hladina acetonu zplsobuje u pacientti charakteristicky ovocny zapach v jejich dechu.

(Calimag et al., 2023)

Laboratorni charakteristika

Biochemicka kritéria se opiraji hlavné o hyperglykémii, metabolickou acidézu
a ketozu. DKA zpusobuje poruchu vody a elektrolytt. Glukéza zpiisobuje hypertonicitu
plazmy, kterd podporuje osmotickou diurézu a natriurézu. To ma za nasledek ztratu
elektrolyti — sodiku, drasliku, véapniku, hoiciku, fosfatu a chloridii. Hlavni cile 1écby
zahrnuji odstranéni dehydratace, Gipravu hyperglykémie, ketozy a acidozy. (Calimag et al.,

2023)
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1.3.2 Hladovéni

Omezeni potravin mize vést postupnym hladovénim az ke smrti, které
predchazeji metabolické zmény. Aby se zamezilo tomu nejhor§imu pfipadu, organismus
se snazi co nejdéle bojovat a prizpusobovat svij metabolismus. V takovych piipadech
reaguje organismus piisnym poradim udalosti, kterymi se snazi o jeho co nejdelsi udrzeni.
Tyto reakce by tak mély prodluzovat dobu potiebnou k vyléCeni postizen¢ho jedince
a zvySovat tak Sanci na jeho preziti. Posloupnost déji objevujicich se pfi hladovéni zac¢ina
vycerpanim zasoby jaterniho glykogenu, dale pokracuje zahajenim lipolyzy a kone¢nou fazi
je zahdjeni intenzivni proteolyzy se souCasnou ketogenezi a glukoneogenezi V jatrech.
Témito procesy dochazi k poklesu potieby glukdzy a ke zvyseni ketolatek, které se vyuzivaji

v perifernich tkanich. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

Béhem hladovéni se v lidském téle hromadi ketolatky, jedna se o acetoacetat,
B-hydroxybutyrat a aceton. Aceton je na rozdil od AcAC a BHB neutralni slou€enina, proto
neovliviluje ani koncentraci hydrogenuhli¢itanti v krvi, ani pH. Zasluhou toho, Ze aceton je
rozpustny ve vodé i v lipidech, je distribuovan po celém téle. Koncentrace vSech zminénych
ketolatek je zavisla na délce trvani hladovéni a jejich plazmatické koncentrace jsou piiblizné

0 30 % vyssi nez koncentrace v plné krvi. (Owen et al., 1983)

Adaptace na hladovéni je ovlivnéna i regulaci hormondlnich zmén. Vysledkem
intenzivni lipolyzy je zvySeni hladiny acetylkoenzymu A, ktera takto pfekracuje kapacitu
pro oxidaci acetylkoenzymu A. Dusledkem toho je tvorba ketolatek v jaternim laltcku.
Ty jsou poté vylu¢ovany do krve, ¢cimz se koncentrace téchto cirkulujicich ketont zvysuje.
Pfi maximalni acetonémii mize byt az 37 % z celkového mnoZstvi acetatu preménéno

na aceton. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

Ackoliv lidé s normélni vahou i lidé s nadvahou vytvareji zvySené hladiny ketolatek,
u lidi s nadvéhou je proces produkce mnohem pomalejsi. Dal§im zajimavym faktem je,
ze t€hotné zeny jsou k rozvoji ketdzy nachylnéjsi nez ty, které gravidni nejsou. (Ruzsanyi a

Kalapos, 2017)

1.3.3 Poziti a inhalace acetonu
Aceton se fadi k toxickym latkam. Bud’ je v téle metabolizovan, nebo je beze zmény
vylu€ovan ptes plice a ledviny. Je zaznamenano mnoho ptipadii otrav acetonem. VétSinou

vznikaji v disledku vdechovani par, absorpce kiizi ¢i poziti. Tyto otravy mohou byt zcela
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nahodné, mize k nim dochazet vlivem pracovni expozice, anebo jsou v nékterych ptipadech

plné€ tmyslné, napiiklad kdyz se jedna o pokus o sebevrazdu. (Ruzsanyi a Kalapos, 2017)

Zneuzivani acetonu ve form¢ inhalovani je pomérné Castd zalezitost, nejcastéji tyto
praktiky vidime u mladych lidi anebo u lidi s omezenymi finan¢nimi prostiedky. Aceton je
preferovan hlavné kviili svym narkotickym u¢inkiim. Samotnym vdechovanim acetonu je

vsak velmi obtizné se otravit. (Ruzsanyi a Kalapos 2017)

Tabulka 1 - Koncentrace acetonu v krevni plazmé

Fyziologicky ¢i patofyziologicky stav Rozmezi acetonu [mmol/I]
Trénovani jedinci bez zdravotnich problému 0,015+0,005
Netrénovani jedinci bez Vynechavajici fyzické aktivity | 0,043+0,032
zdravotnich problémut Po fyzické aktivité 0,121+0,135
Kompenzovani diabetici 1,69+0,78
Diabeticti jedinci Nekompenzovani diabetici 3,26+0,79
Posmrtna koncentrace 6,21+4,59
Po dobu 3 dnil 0,29+0,04
Hladovéjici pacienti
Po dobu 21 dni 1,37+0,19

Zdroj: Ruzsanyi a Kalapos, 2017

1.4 Vyznam acetonu v soudnim lékarstvi

Klinickd analyza posmrtnych vzorkti mize byt velmi nadpomocnd pii vySetfovani
nékterych zdanlivé pfirozenych Umrti. Vysledky mohou byt uZitecné ve chvili,
je-li podezieni, ze pfi¢inou smrti byla diabeticka ¢i alkoholicka ketoaciddza, utonuti,
anafylaxe, Casny infarkt myokardu, nebo sepse. Pfi diagnostice téchto smrtelnych pficin
hraje hlavni roli detekce urCitych latek. Nejcastéji se jedna o B-hydroxybutyrat, aceton,

ethanol a isopropanol. (Elliot, Smith, Cassidy, 2010)
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2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

2.1 Princip metody

Plynova chromatografie neboli GC (gas chromatography), patii do skupiny
analytickych separa¢nich metod. Slouzi zejména k rozdéleni jednotlivych latek
Z komplexnich smési za i¢elem poskytnout o téchto oddélenych slozkach dalsi informace.
Plynova chromatografie poskytuje spolehlivou informaci o tom, které latky byly obsazeny
VvV puvodni smési a také informaci o jejich mnozstvi. Tato metoda ma Siroké vyuziti, mize
byt vyuzita k analyze plynt, kapalin i pevnych latek, pficemz ty byvaji vétSinou rozpustény
Vv té¢kavych rozpoustédlech. Metodami plynové chromatografie 1ze oddélovat a kvantitativné
stanovovat organické latky s bodem varu do 400 °C. (Poole, 2012; Baker et al., 1969; Stulik,
2004)

Mnoho sloucenin lze analyzovat i pomoci jinych chromatografickych metod, avsak
pro analyzu plynnych a velmi t€kavych vzorki je plynova chromatografie jedinou vhodnou

technikou. (de Coning a Swinley, 2019)

Mezi hlavni vyhody této metody patii jednoduché a rychlé provedeni analyzy,
spolehlivost, G¢inna separace latek a malé mnozstvi vzorku potiebné k analyze. Metoda neni
piili§ draha, je velice efektivni a poskytuje vysoce piesné kvantitativni analyzy. (McNair et

al., 2019)

Pro plynovou chromatografii je charakteristicka pfitomnost dvou nemisitelnych fazi.
Tyto dvé faze jsou hlavni kli¢ové prvky, které umoziuji rozdélovani jednotlivych slozek
vzorku na zakladé jejich rozdilné distribuce. Jedna se o fazi stacionarni, nepohyblivou,
a o fazi mobilni, pohyblivou. Stacionarni faze je pevna nebo kapalna vrstva umisténa uvnitf
chromatografické kolony. Mobilni fazi ptedstavuje plyn, ktery zajistuje transport vzorku
kolonou od injektoru k detektoru. Pti styku obou fazi dochazi k specifickym interakcim mezi
slozkami vzorku a stacionarni fazi béhem priichodu chromatografickou kolonou. Vysledkem
je také nepftetrzita fada za sebou nasledujicich adsorp¢nich a desorpénich procest, piicemz
adsorpci rozumime hromadéni latky v objemu, na povrchu nebo v pérech stacionarni faze.
Doba, po kterou ziistavaji rizné slozky v kolonég, je tedy rozdilna, coz vede k rozdéleni
jednotlivych slozek na chromatogramu. Latka, kterd je siln¢ji adsorbovand, prochazi
kolonou pomaleji nez ty, které se adsorbuji slabgji. Interakce mezi fazemi je zavisla

predevsim na typu stacionarni a mobilni faze. Aby byla interakce zajiSténa, je dale zapotiebi,

27



aby faze byly v kontaktu dostatecné dlouho. Pritokova rychlost mobilni faze proto nesmi
byt piili§ vysoka. (de Coning a Swinley, 2019; Dolezalova, 1995; Ceriiak a Ceriidkova,
1982)

Ditlezitym parametrem v plynové chromatografie je retencni Cas. Tento pojem
predstavuje Cas, ktery trva slouCeninam ve vzorku projit chromatografickou kolonou
od injektoru k detektoru. Poskytuje informace o Case, ktery slouceniny stravi v kolon¢
pfedtim, nez jsou detekovany. Retencni ¢as je obvykle vyjadfovan v minutach
nebo sekundach a je zaznamendn na chromatogramu. Ziskani informaci o reten¢nim case je
dualezité pti identifikaci sloucenin ve vzorku a pfi porovnani s referen¢nimi standardy. Dvé
nebo vice slozek mohou mit stejny retenéni Cas, ale Zadna slozka nesmi mit dva rizné
retencni ¢asy. Tento parametr mize byt ovlivnén mnoha faktory, zejména typem stacionarni
faze, typem nosného plynu, délkou kolony a teplotou. ZvySovani teploty obvykle zkracuje
retenéni Casy, protoze zahifivanim se zvysuje pohyblivost molekul. (de Coning a Swinley,

2019; McNair et al., 2019)

Stacionarni faze

Podle druhu stacionarni faze rozlisujeme plynovou chromatografii na GSC (gas-solid
chromatography) a GLC (gas-liquid chromatography). V ptipadé GSC je vyuzivana pevna
stacionarni faze, nosny material je pokryt tenkou vrstvou pevné latky, ptikladem mtze byt
silikagel nebo polymerni materidly. V GLC se vyuZiva kapalna stacionarni faze, v tomto
ptipade je na povrch nosného materialu, kterym je obvykle kiemicita, kovova nebo sklenéna
kapiléra, nanesena kapalna vrstva. Jako kapalné stacionarni faze se ¢asto pouzivaji naptiklad
polyethylenglykoly, polysiloxany nebo polyestery. Ve vétsiné ptipadi Se pouziva metoda
GLC, GSC ma vsak taky své vyuziti a byva vhodna piedevsim pfi separaci plynu. (de Coning
a Swinley, 2019; Volka, 1995)

Mobilni faze — nosny plyn

Mobilni fazi v plynové chromatografii je pokazdé plyn, obvykle se jedna o vodik,
helium, dusik, argon. Volba nosného plynu zavisi na mnoha faktorech. Dilezitym
pozadavkem je, aby pfislusny plyn byl inertni vii¢i analytu i staciondrni fazi. Déle
zohlediiujeme zejména viskozitu, ucinnost, Cistotu, reaktivitu, typ pouzivaného detektoru
a cenu plynu. Zdrojem nosného plynu byvaji nejcastéji tlakové lahve. Tato faze se kolonou
pohybuje konstantni rychlosti. Zaroven plati, ze nic se nemize kolonou pohybovat rychleji

nez nosny plyn, ktery slouzi k pfenosu smési z injektoru pies kolonu, a nakonec do detektoru.
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Déle také plati, Zze vSe, co se pomoci mobilni faze pohybuje skrze kolonu, se pohybuje
stejnou rychlosti. Z vysledkit GC by se mohlo zdat, Ze jejich pohyb trva riznou dobu,
ale tento rozdil nespo¢iva v mobilni fazi, ale v té stacionarni. To je zalozeno na tom,
ze jednotlivé slozky maji rtiznou afinitu ke stacionarni fazi a podle toho tam stravi delsi

nebo kratsi dobu. Na tomto principu je zaloZena separace. (de Coning a Swinley, 2019)

2.2 Instrumentace

Zékladni casti, ze kterych se plynovy chromatograf sklada, jsou vyobrazeny

na nasledujicim obrazku.

Obrdazek 2 - Schéma plynového chromatografu

®
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Zdroj: McNair et al., 2019
Popis casti podle ptisluSnych ¢isel:

1. Zdroj nosného plynu
Dvoustupiiovy regulator
Pritokovy regulacni ventil
Injektorovy prostor
Termostat

Kolona

Detektor
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Vyhodnocovaci zafizeni
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Souhrnné feceno, plynovy chromatograf funguje nasledovné. Inertni nosny plyn
nepietrzité proudi z tlakové lahve souvisle pres injektor, kolonu a detektor. VySetfovany
vzorek je vstiikovan, obvykle mikrostiikackou, do davkovaciho zatizeni, kde dochazi k jeho
odpareni. V plynném skupenstvi je poté prenasen do kolony, ktera je z vnitini strany pokryta
tenkou vrstvou stacionarni faze. Vzorek se na zakladé rozdilné distribuce jednotlivych
slozek rozdéli mezi mobilni a stacionarni fazi. Nakonec prochazi nosny plyn s vysetfovanym
analytem pfes detektor, ktery méfi mnozstvi vzorku a vydava elektricky signal. Tento signal
je prenasen do vyhodnocovaciho zafizeni, které vytvari elektronicky nebo pisemny zdznam
analyzy, respektive chromatogram. Ve vétSin€ pripadi je soucasti takového zdznamu
I vypocet plochy piku, kvantitativni udaje o rozdé€lenych slozkach a retencni Casy.

Nasledovné bude kazda z téchto hlavnich ¢asti popsana podrobngji. (McNair et al.; 2019)

2.2.1 Nosny plyn
ktery ma byt pouzit pro specifickou analyzu. Jako nosné plyny se bézné pouzivaji dusik,

argon, helium a vodik. (de Coning a Swinley, 2019)

Hlavnim Ukolem nosného plynu je transport vzorku pfes kolonu. Diulezité je,
aby pfislusny plyn byl inertni a chemicky nereagoval se vzorkem. Nejcastéji pouzivanym
nosnym plynem je helium, zejména kviili jeho kompatibilité se vS§emi béZnymi detektory.
Helium je drahé, proto se z ekonomického hlediska postupné piechazi na vodik. Vyhodou
vodiku je v porovnani s heliem rychlej$i a G¢innéjsi separace, avSak velkou nevyhodou je

riziko moznosti vzniku pozaru a vybuchu. (McNair et al.; 2019)

Dals§im Casto vyuzivanym nosnym plynem je dusik. Dusik je oblibeny, protoze je
relativné levny a vykazuje vysokou Cistotu. V nékterych ptipadech je vSak preferovan argon

z diivodu vétsi Cistoty a inertnosti, ale jeho cena je vyssi. (de Coning a Swinley, 2019)

Je dilezité, aby byla zachovéna Cistota nosného plynu. Pfipadné necistoty mohou
chemicky poskodit staciondrni fazi v kolon¢ a nésledné ji znicit. Obzvlasté nachylné jsou

polyesterové a polyamidové kapalné faze. (McNair et al., 2019)

2.2.2 Dvoustupiniovy regulator
Hlavnim regula¢nim prvkem v prutokovém systému je dvoustupnovy regulator,

ktery je pfipojen k tlakové 1dhvi s nosnym plynem. Jeho soucasti by mél byt pojistny ventil
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a vstupni filtr, ktery zabranuje vniknuti pevnych ¢astic do regulatoru. Nové chromatografy

Jsou jiz vybaveny elektronickym fizenim prutoku nosného plynu. (McNair et al., 2019)

2.2.3 Injektor

Jedna se o zafizeni, které slouzi k zavedeni analyzovaného vzorku do plynového
chromatografu. Ten je dovniti vpravovan nejcastéji pomoci specialnich injek¢nich stiikacek
s obvyklou celkovou kapacitou 5 az 10 ul. Aplikace pevnych latek do injektoru je sice
ve vhodném rozpoustédle a dale se s nimi zachdzi stejné¢ jako se vzorky kapalnymi.
V piipadé plynnych vzorkl se pouziva plynoté€sna injekéni stiikacka o objemu 1 az 5 ml,
ktera predstavuje nejjednodussi a nejméné nakladny zptisob pienosu plynu do injektoru.
Pokud je vzorek v kapalném skupenstvi, je zapotiebi, aby byl nejdiive preveden do stavu
par. Uvnitt davkovaciho zafizeni se nachadzi vyhfivana trubicka neboli liner, ve kterém
ptipadné dochazi ke zplynéni vzorku a jeho pary jsou nasledné pomoci nosného plynu

vedeny do kolony. (McNair et al., 2019; Bruno, 2011)

Analyty lze davkovat manualné¢ nebo pomoci automatickych déavkovacu,
tzv. autosampleri. Pfi manualnim vstiikovani je potieba, aby doslo ke spravnému naplnéni
stiikacky kapalnym vzorkem. V pfipadé pouziti mikrolitrové stiikacky je zadouci,
aby z ni byl zpocatku odstranén veskery vzduch. Toho docilime opakovanym nasavanim
kapaliny do stiikacky a jejim rychlym vypuzenim zpét do kapaliny. Poté se nasaje
pozadovany objem vzorku, ktery je pfes samouzaviraci septum vysttiknut do plynového
chromatogramu. Septum obvykle byva vyrobeno z polymerniho silikonu a vyznacéuje
se vysokou teplotni stabilitou. Primérné septum vydrzi kolem padesati vstiikt, proto je
nutné dbat na jeho pravidelnou vyménu. MlzZe ovSem vydrzet i déle, to je ovlivnéno dle

konkrétni praxe. (McNair et al., 2019)

Vzorky se do plynového chromatografu mohou vstiikovat i automaticky pomoci
mechanickych zafizeni, ktera se daji aplikovat témét na jakykoli injektor. Toto zafizeni
obsahuje zasobnik, ktery miize pojmout pfiblizné sto vzorkli v malych specialnich
lahvickach. Jedna se o autosamplery, které se pii analyzach vyuzivaji velmi casto.
Po proplachnuti rozpoustédlem se nasaje pozadovany vzorek a poté se jeho fixni objem
vsttikne do zafizeni. Velkou vyhodou autosamplert je jejich mozny provoz i bez obsluhy

a vetsi presnost, nez které bychom docilili ruénim vstfikovanim. Jehla injekéni stiikacky
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propichne septum vzdy ve stejném misté, ¢ehoz bychom ru¢nim vstfikovanim nebyli

schopni. Toto zvysuje Zivotnost septa az o 50 %. (McNair et al., 2019; Bruno, 2011)

Dalsim pftislusenstvim, které se pouzivd u chromatografickych injektori, jsou
automatické headspace autosamplery. Pii headspace analyzach dochazi k rovnovaznému
stavu par nad hladinou. Toto zafizeni Cerpa z prostoru nad povrchem vzorku, kde dochazi
k odpatovani slozek do plynného skupenstvi a po urcité dobé k vytvofeni rovnovazného

stavu par t€kavych analytd. (Bruno, 2011)

Obrazek 3 - Schématicky nakres injektoru pro kapilarni kolony
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Zdroj: Instruction Manual GC 8000 Top Series, Pragolab, 1994
Popis ¢asti podle ptislusnych Cisel:

Krytka septa
Septum
Grafitové tésnéni
Sklenény liner

Ptivod nosného plynu

© o > w b E

Tepelna izolace

32



7. Upeviiovaci matice

8. Pfevlecnd matice

9. Grafitové tésnéni

10. Kapilarni kolona

11. Odfuk — odvadi ptebyte¢né pary z nastiiku

12. Oplach septa — zabranuje pichiivani septa
2.2.4 Kolona

Kolona piedstavuje kliCovou ¢ast pro plynovou chromatografii, a to zejména

z divodu, Ze jeji soucasti je stacionarni faze potfebna pro separaci. Kolona je namontovana
Vv termostatu, ktery ji udrzuje pfti teplotach od 40 do 400 °C a zajistuje velmi pfesnou

a stabilni regulaci teploty potfebnou pro spravny prubé¢h celé metody. (McNair et al., 2019;
de Coning a Swinley, 2019)

Podle zédkladniho dé€leni rozliSujeme dva typy kolon:

e Naplnové kolony (packed columns)
e Kapilarni kolony (capillary columns)
2.2.4.1 Napliiové kolony

Napliové kolony piedstavuji stars$i typ, ktery se v souCasné dobé k separacim
vyuziva mén¢ Casto. Pouzivaji se trubice s relativné velkym pramérem. Specificky jsou
vyuzivany kolony o délkach 1 aZ 10 m a primérech mezi 2 a 6 mm, které jsou vytvareny

vétsinou z oceli nebo skla. Hojné se uplatiiuji pii preparativnich separacich. (Bruno, 2011)

2.2.4.2 Kapilarni kolona

Tato varianta se zamé&fuje na vyuziti dlouhych kolon o délce 10 az 60 m sestavajicich
z navinutych kapilarnich trubic s primérem 0.05 az 0,52 mm. V porovnani s napliovymi
kolonami vykazuji trubice pro kapilarni kolony relativné maly pramér. Jedna se o kolony,
které jsou obvykle vyrobeny ztaveného oxidu kiemicitého a potazeny ochrannou
polyimidovou vrstvou. Staciondrni fdze je potazena v tenké vrstvé na vnitinim povrchu

trubice. (Bruno, 2011)

Miru ucinnosti oddélovani ve chromatografické koloné¢ mizeme vyjadfit pomoci
jednotky zvané jako teoreticky pocet pater (theoretical plates). Cim vyssi je pocet pater,
tim lepS$i je schopnost kolony oddélovat slozky vzorku. Kapilarni kolony jsou

33



charakterizovany velmi vysokou Gc¢innosti s teoretickym maximem az 500 000 pater, coz je
vyrazné zlepSeni ve srovnani s napliovymi kolonami, kde mize byt maximalni G€innost

kolem 10 000 pater. (Bruno, 2011)

Vyuziti kapilarnich kolon je vhodné pro vSechny typy separaci kromé analyzy velmi
tékavych latek. ZvIasté uzitecné jsou pro separace komplexnich smési obsahujici vice
nez sto jednotlivych slozek. Jejich vyhodou je proti napliovym kolonam vyssi citlivost

a rychlejsi analyza. (Bruno, 2011)

Pouziti kapilarnich kolon méa i fadu nevyhod, které je tfeba zohlednit. Komer¢né
dostupné kapilarni kolony jsou ve srovnani s napliiovymi kolonami velmi drahé. Vzhledem
K tomu, ze kolony jsou tak malé, i kapacita pro vzorky je pomérné mala. Pti pouziti
napliiovych kolon mohou byt vstiikovaci objemy az 5 pl, zatimco nizsi kapacita kapilarnich
kolon umoznuje vstiikovat objemy mezi 0,5 a 2 ul. Aby se zabranilo pietizeni kolony, je
témet vzdy nutné pouzit na vsttikovacim portu rozdélovac pratoku. Dalsim disledkem nizké
kapacity je pozadavek na pouziti nejvice citlivych detektorti, zejména plamenové ionizacni

¢i detektor elektronového zachytu. (Bruno, 2011)

2.2.5 Detektor

Chromatograficky detektor m4 za kol generovat snimatelnou a kvantitativni
odpovéd’ na pritomnost oddélenych slozek pii jejich vystupu z kolony. Na jejich ptitomnost
reaguje zvySenim signalu. Signaly detektoru jsou umérné mnozstvi kazdé rozpusténé latky,
coz umozinuje kvantitativni méteni. Existuje nékolik riznych typi detektori, pii vybéru toho
nejvhodnéjsiho zohlediiujeme hlavné povahu vzorku a tiroven citlivosti, kterou pozadujeme.

(McNair et al., 2019)

Detektory spadaji do dvou obecnych kategorii — univerzalni a selektivni. Univerzalni
detektory dokazi detekovat vSechny anebo vétSinu sloucenin, které se eluuji. Selektivni
detektory jsou schopné detekovat pouze specifické tfidy sloucenin. Dals$i diilezitou vlastnosti
je destruktivnost. Nedestruktivni detektory umi detekovat jednotlivé slozky, aniz by je
chemicky zménily. To je vyhodné naptiklad v ptipad¢€ spojovani detektorti. Nejpouzivanéjsi
detektory v souvislosti s plynovou chromatografii jsou zminény dale. (Bruno, 2011; McNair
etal., 2019)
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2.25.1 Tepelné vodivostni detektor (TCD)

Témet vSechny prvni plynové chromatografy byly vybaveny TCD. V soucasnosti
se vyuzivaji zejména pro napliiové kolony a pii mefeni anorganickych slouc¢enin. TCD méti
tepelnou vodivost nosného plynu s analytem v porovnani s tepelnou vodivosti Cistého
nosného plynu. Zapottebi jsou alespoit dvé dutiny, které jsou vyvrtané do kovového bloku.
Kazda z téchto dutin obsahuje vlakno, které je nejcastéji vyrobeno z wolframu ¢i platiny.
Prvni dutinou prochazi nosny plyn s analytem, zatimco druhou dutinou prochazi pouze Cisty
nosny plyn. Pfi prichodu ¢istého nosného plynu zlstava teplota vldkna konstantni. Rozdilna
tepelnd vodivost nosného plynu s analytem vSak vede k mirnému zvySeni teploty vldkna
a tim 1 ke zvySeni jeho elektrického odporu, ktery je pfimo imérny koncentraci analytu.

(McNair et al., 2019)

Zatimco citlivost tohoto detektoru je ve srovnani s jinymi detektory ponékud nizka,
nabizi i n€které vyhody. Diky jeho univerzalnosti bude reagovat i na anorganické slou¢eniny
jako je voda, oxid uhli¢ity a oxid uhelnaty. Ma nizkou cenu, snadno se obsluhuje, nevyzaduje

velkou udrzbu a vici vzorkim je nedestruktivni. (Bruno, 2011; Poole, 2012)

2.2.5.2 Plamenové ionizaé¢ni detektor (FID)

Jednim z nejbézné&ji pouzivanych je detektor FID, ktery se fadi k tzv. ionizacnim
detektorim. Tento typ detektoru vyuziva principu ionizace pomoci hoficiho plamene. Analyt
z kolony vstupuje do kysliko-vodikového plamene, jez generuje elektrony, které interaguji
s molekulami vzorku a tvofi ionty. Narustem téchto iontd se vytvaii elektricky proud, ktery
generuje signal. Maly elektricky proud mutze vznikat i zneCistot ve vodiku
a z vodikovych sloucenin. FID reaguje na vSechny organické slouceniny, které hofi
Vv kysliko-vodikovém plamenu, proto je vhodny pro analyzu organickych latek. Pro u¢inny
provoz musi byt plyny, hlavné vodik, isty a bez organické piimési, aby se nezvySovalo

ioniza¢ni pozadi. (McNair et al., 2019)

Slouceniny, které neobsahuji organicky uhlik, jsou nehoflavé a nejsou timto
detektorem detekovany. NejvyznamnéjSim piikladem takové slouceniny je voda. Dalsi
nevyhodou tohoto detektoru je to, ze na vzorek pisobi destruktivng, a tudiz nemtize byt
nasledovan dal$im detektorem. (McNair et al., 2019; Bruno, 2011)

Jeho Zadouci vlastnosti je vysoka citlivost, konstrukéné je relativné jednoduchy,

snadno se obsluhuje a udrzuje, je levny a zajistuje detekci slouCenin s uhlikovou bazi.
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Vyznacuje se vysokym odporem k zneCiSténi a zajiStuje stabilni, reprodukovatelny
a dlouhodoby bezporuchovy vykon. Diky vysoké citlivosti je FID vhodny pro pouziti
s kapilarnimi kolonami, které slouzi k analyze velmi malého mnoZstvi materialu. (McNair

etal., 2019; Bruno, 2011)

2.2.5.3 Dusikové — fosforovy selektivni detektor (NPD)

Konstrukéné je podobny detektoru FID. Bylo zjisténo, ze FID ukazuje selektivné
vys$si citlivost, kdyz se v blizkosti plamene nachazi sul alkalického kovu. Detektor NPD je
vysoce stabilni, vysoce citlivy a vykazuje zvySenou detekci pro fosfor, dusik a nékteré latky
obsahujici halogen. Pouziti tohoto detektoru je omezeno pfedev§im na analyzu pesticidil.

(McNair et al., 2019; Bruno, 2011)

2.2.5.4 Detektor elektronového zachytu (ECD)

Detektor ECD se sklada zioniza¢ni komurky, ktera obsahuje radioaktivni zdroj
B zafeni, a z trysky ptivadéjici inertni plyn, obvykle dusik. Zdrojem ionizace emitujici
B ¢astice je *H nebo Ni. B &astice ionizuji nosny plyn za vzniku kladnych ionti a volnych
elektronti. Ioniza¢ni komirka je pfipojena ke zdroji nizkonapét'ového potencialu. Vlivem
elektrického pole se indukuje pohyb elektronti smérem k anod¢, ¢imz se vytvaii urcity tok
iontl. Volné elektrony vykazuji vyssi pohyblivost nez pozitivné nabité ionty. Pravé diky této
pohyblivosti stihnou volné elektrony dosahnout anody diive, nez dojde k jejich
spole¢né rekombinaci. Kdyz nasledné elektrofilni slouc¢eniny prochazi detektorem, dochazi
k reakci mezi touto slouceninou a volnymi elektrony. Dusledkem toho je, Ze rychle
se pohybujici elektrony jsou nahrazeny pomalymi negativnimi ionty. Tyto pomalé ionty
potiebuji vice Casu k tomu, aby se dostaly k anodé. Pti vstupu elektrofilni latky do detektoru

tedy dojde k poklesu toku, coz ma za nasledek vznik detekéniho signalu. (Poole, 2012)

ECD je nedestruktivni a velmi citlivy na slou¢eniny s vysokou elektronegativitou,
zejména halogeny (chlor, brom, fluor). Cim vétsi je elektronegativita prvku, tim vyssi je
citlivost detektoru. Lze ho vyhiat az na 400 °C, coz je vyhodné pro detekci materiald o vyssi
molekulové hmotnosti. Casto je vyuzivan pro detekci halogenovych uhlovodiki a pesticidi.
(McNair et al., 2019)
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2.2.5.5 Plamenové fotometricky detektor (FPD)

Detektor FPD pracuje na principu plamenové fotometrie a je vybaven dvéma
zaménitelnymi filtry. Jeden pro slouceniny obsahujici siru (filtr 394 nm) a druhy
pro slouceniny obsahujici fosfor (filtr 526 nm). Jedna se o jeden z nejselektivnéjSich
detektorti. Jeho vysoka citlivost zajistuje spolehlivé stanoveni stopovych mnozstvi siry
a fosforu ve slouceninach s jejich obsahem. Je vhodny napiiklad k analyze pesticidu,

kontrole zne¢isténi ovzdusi a analyze ropy. (McNair et al., 2019)

2.2.5.6 Hmotnostni spektrometr (MS)

V oblasti chromatografie byva casto vyuzito spojeni plynové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie, znamo téz jako GC-MS. GC-MS je oblibend zejména pro
poskytovani velmi bohatych informaci ohledné vySetiovanych vzorki. I ptesto, ze k méfeni
touto metodou postacuje pouze malé mnozstvi vzorku, je schopni poskytovat tdaje
jak o kvalitativni identifikaci neznamych latek (struktura, elementarni sloZeni, molekulova

hmotnost), tak o jejich kvantifikaci. (de Coning a Swinley, 2019)

Mezi nejjednodusSsi a nejcastéji pouzivané hmotnostni analyzatory jsou
kvadrupolovy, analyzator iontové pasti a ,,Time of Flight“ (TOF) hmotnostni analyzator.

vvvvvv
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Systémy GC a MS jsou navzdjem velmi kompatibilni. Oba jsou vyhtivané, pracuji
s latkami plynného skupenstvi a u obou systémil jsou zapotiebi mald mnoZzstvi vzorku.
Jedinym zasadnim rozdilem je, Ze chromatografy pracuji pfi atmosférickém tlaku, zatimco
hmotnostni spektrometry vyZaduji vysoké vakuum. Dnes vétSina systémt GC-MS pouziva
kapilarni kolony, pfi¢emz kapilary z taveného oxidu umoziiuji inertni a vysoce U€inny
pfenos mezi obéma systémy. Vzorek je vstfikovan do plynového chromatografu
a separované analyty jsou dale kontinualné pfivadény do hmotnostniho spektrometru.

(McNair et al., 2019)
lonizac¢ni zdroj

Molekuly analytu musi byt nejprve ionizovany, aby je bylo mozné podle poméru
hmotnosti k naboji separovat a poté detekovat. Existuje mnoho ioniza¢nich technik,
ale za tu nejbézné&jsi a nejjednodussi je povazovana elektronova ionizace. Elektronova

ionizace je jednim z mechanismi, ktery je pouzivan K pfeméné molekul plynu na ionty

37



s kladnym nabojem. Je tomu tak kvili narazu elektronti na molekuly, které tim ztraci sviyj
vngjsi elektronovy obal. Elektrony jsou emitovany wolframovym nebo rhodiovym vldknem
umisténym vné iontového zdroje. Tento elektronovy paprsek je poté sméfovan ke zdroji
iontd a ma energii mezi 20 az 70 eV. Nékteré z elektronti se uvnitf iontového zdroje srazi
s molekulami,

coz zpusobuje jejich ionizaci. V zavislosti na struktufe molekuly, teplot€¢ a mnozstvi
dostupné energie se vytvoii rizné fragmenty, napiiklad fragmentové ionty, neutralni ionty
nebo volné radikaly. VSechny tyto druhy iontd jsou dale elektrostaticky fokusovany
do iontového paprsku. Cely tento proces se dé&e v systému s vysokym vakuem.
Tato ioniza¢ni technika produkuje téméf vyhradné kladné ionty. (McNair et al., 2019; de
Coning a Swinley, 2019)

Mezi alternativni zplisoby ionizace patii chemicka ionizace. Pti chemické ionizaci
se reak¢ni plyn zavadi do iontového zdroje, kde se ionizuje elektronovym paprskem. Tim
vzniké kationt podléhajici dalSim reakcim za vzniku sekundarnich iontl. Sekundarni iont
poté slouzi jako Cinidlo, které jemné ionizuje vzorek. Tento proces obecné vede k mensi
fragmentaci. Nejbéznéjsimi reakénimi plyny jsou methan, isobutan a amoniak. Pouze asi
5 az 10 % vsech systémi GC-MS ma schopnost chemické ionizace. (McNair et al., 2019; de
Coning, Swinley, 2019)

Analyzatory

Po ionizaci jsou nabité ¢astice (ionty) odpuzovany a pfitahovany do hmotnostniho
analyzatoru. Zde jsou ionty oddéleny dle jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z)
magnetickym ¢i elektrickym polem. Typické hmotnostni analyzatory pro GC-MS jsou
kvadrupolové analyzatory, detektory iontové pasti nebo TOF analyzatory. (McNair et al.,
2019)

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator se sklada ze ¢tyt rovnobéZznych valcovych ty¢i
neboli elektrod. Ty jsou vyrobené z kovu nebo pokoveného kiemene a jsou paralelné
elektricky spojené, dvé jsou nabité kladné a dalsi dvé zaporn€. Tento kvadrupdl funguje jako
hmotnostni filtr. Hmotnostni separace je zalozena na pohybu iontl v elektrickém poli, které
je vytvofeno zménou napé€ti mezi soustavou ty¢i. Pfi ur¢itém napéti mohou prochdzet
a vstupovat do detektoru pouze ionty se specifickym pomérem hmotnosti k naboji (m/z).
Vsechny ostatni ionty, respektive ionty vykazujici jiny pomér m/z, se srazi S ty¢emi, ztrati

sviij naboj a budou od¢erpany pry¢ pomoci vakuového systému. Béhem kratké chvile mtize
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byt plné naskenovan cely dostupny hmotnostni rozsah (obvykle 50 az 850 m/z). Vyhodou
idealnim pro systémy GC-MS. (McNair et al., 2019; de Coning a Swinley, 2019; Wittmann,
2007)

Analyzator TOF je hmotnostni spektrometr, ktery méfi dobu, Kterou ionty se stejnou
kinetickou energii potiebuji k pfekonani znamé vzdalenosti. Sklada se z dlouhé letové
trubice se zdrojem iontli na jednom konci a detektorem na konci druhém. Po ionizaci jsou
ionty urychlovany pomoci elektrického pole. Ionty s niz8i hmotnosti ziskaji vétsi rychlost
nez ionty s vy$s$i hmotnosti, z ¢ehoz plyne, ze k detektoru dorazi diive. Rozdily v dob¢ letu
se poté pouzivaji k uréeni hmotnosti molekul. Tyto systémy jsou sice rychlejsi a citlivejsi
nez kvadrupdlové konstrukce, ale tyto vyhody nekompenzuji relativné vysokou cenu téchto

ptistroji. (McNair et al., 2019; de Coning a Swinley, 2019)

Alternativné lze pro hmotnostni separaci pouzit analyzator iontovych pasti. Jedna
se o0 jednodussi verzi kvadrupdlového analyzatoru, kde je prstencova elektroda, na kterou je
aplikovano pouze vysokofrekvencni napéti. Prstencova elektroda slouzi v podstaté jako
monopol, ktery vymezuje stabilni oblast pro nabité druhy uvnitf kruhového prostoru
elektrody. Separované latky z GC vstupuji do horni koncové elektrody, pti¢emz nékteré
analyty jsou ionizovany a pak zachyceny ve stabilnich trajektoriich uvnitf prstencoveé
elektrody. Napéti 1ze ménit tak, aby se postupné uvoliiovaly ionty s vybranymi poméry m/z
do detektoru. Iontové pasti jsou konstrukéné jednoduché, cenové nenaro¢né a schopné
rychlého skenovani pro aplikace GC-MS. Nevyhodou je vSak pomérné nizka piesnost
méfeni, coz ma za nasledek vy$si nejistotu stanovenych toku. (McNair et al., 2019;

Wittmann, 2007)

Detektor

Po separaci vzniklych iontl se pouZzije detektor, ktery slouzi k registrovani jejich
pfitomnosti a ke generovani hmotnostniho spektra. Hmotnostni spektrum je znazornéno
grafem a vykresluje intenzitu detekovanych iontl V zavislosti proti jejich pfislusnym
pomérim hmotnosti k naboji. Tato data jsou charakteristicka pro kazdou slouceninu a diky
nim je mozné urcit molekulové hmotnosti latek a chemické struktury kazdé slouceniny.

(McNair et al., 2019)
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2.2.6 Chromatograficky software

V soucasné dob¢ se jako vyhodnocovaci zafizeni téméf vzdy pouziva pocitac.
Pocitace vykazuji vétsi flexibilitu pti ziskavani a redukci dat, ovladani ptistroje, zobrazovani
a prenosu do jinych zatizeni. Vysledkem je zdznam obsahujici piislusny chromatogram
a také doplnujici informace o oddé€lenych slozkach. Vyska a plocha piku v chromatogramu

umoziuje stanovovat mnozstvi analytt ve vzorku. (Poole, 2012)
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3 VALIDACE METODY

3.1 Vyznam validace

Ugelem kazdé analytické metody je poskytovat konzistentni, spolehliva a piesna
data. Aby bylo mozno dosahnout tohoto cile, je nezbytné pred pouzitim metody urcit jeji
vlastnosti, a i jeji pfipadné nedostatky. Je dilezité zohlednit i vnéjsi faktory, které mohou
mit na vlastnosti metody negativni vliv. Slovo ,,validace” pochazi z latinského terminu
validus, coz lze pielozit jako hodnotny, pevny, silny. Tento vyznam slov ma pienesené
naznacovat, Ze néco je pravdivé a spolehlivé. Piesné tyto vlastnosti jsou pro validaci stézejni.

(Peris-Vicente et al., 2015)

Diky validaci metody se kontroluje, zda kazdé¢ budouci méfeni v rutinni analyze
poskytne koncentraci analytu dostate¢n¢ blizkou skutecné hodnoté. Validace predstavuje
zasadni krok pii vyvoji metody. Tento krok je v laboratofi nutno provést, aby se prokazalo,
Ze laboratof je schopna produkovat analytické tidaje s vysokou spolehlivosti. (Peris-Vicente
etal., 2015)

Validace metody slouzi K potvrzeni, Ze dand metoda spliiuje pozadavky
pro zamySlené analytické pouziti. Validace je vyZadovana pro kazdou novou
nebo upravenou metodu, jejimz cilem je poskytovat reprodukovatelné a spolehlivé vysledky.
Tim by se mélo docilit toho, Ze vysledky budou srovnatelné i v ptipad€, Ze méfeni bude
provadéno rliznymi pracovniky laboratofe. TotéZ by mélo platit i napfic rlznymi
laboratofemi, pokud budou splnény stejné podminky a bude vyuzivano totozné zafizeni.

(Bhardwaj et al., 2016)
Analytické metody je zapotiebi validovat ¢i revalidovat:
e pfed jejich zavedenim do rutinniho pouZivani;
e pii pfevzeti metody z jiné laboratofe;
e kdykoliv se zméni podminky, pro které byla metoda validovana;
e pfi rozsifeni pouziti metody o dalsi ucel;

e pfi vyznamné zmén¢ instrumentace.
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Revalidace je nutna, pokud se zméni nebo rozsiti rozsah metody, pokud je zménéno
ptistrojové vybaveni, nebo pokud je chromatograf pfemistén na misto vykazujici jiné
podminky prostiedi, pficemz tyto zmény nebyly zohlednény pii prvni validaci. Revalidace
se rovnéz doporucuje v piipadé, jestlize se metoda po delsi dobu nepouziva, nebo pokud
se béhem bézného pouzivani objevuji ve vysledcich nesrovnalosti. (Peris-Vicente et al.,

2015)

Ve vztahu Kk analytické metod¢ se posuzuji validaéni parametry, které musi byt
pfed zahdjenim vyvoje metody zcela specifikovany. Mezi typické validacni parametry
fadime  selektivitu, linearitu, pifesnost (opakovatelnost, mezilehla preciznost,
reprodukovatelnost), mez detekce, mez stanovitelnosti, robustnost. Vysledky téchto
parametril maji odhalit, zda analytické vysledky ziskané pti budoucich stanovenich vzorka

budou konzistentni a bude-li na n¢ spolehnuti. (Bhardwaj et al., 2016)

Od uspésné validované metody se ocekava, ze bude dlouhodobé poskytovat hodnoty
s dostate¢nou kvalitou. Pokud vlastnosti metody neodpovidaji minimalnim analytickym
pozadavkim, je tfeba metodu odpovidajicim zpiisobem upravit a proces validace opakovat.
Tento proces vyvoje by mél spravné trvat tak dlouho, dokud valida¢ni parametry nebudou
spliiovat stanovené pozadavky. (Peris-Vicente et al., 2015)

I pfes to, Ze provadéni validace je Casove ndro¢né a Vv urcité mife Casto narusuje bézny
chod laboratofe, tento proces v sob¢ skryva pozitiva. Pouzivéani validované metody eliminuje
opakovani analyz, coz z dlouhodobého hlediska vede k ¢asové uspote. (Peris-Vicente et al.,
2015)

3.2 Jednotlivé analytické parametry

3.2.1 Selektivita

Selektivita vyjadiuje schopnost metody vyhodnotit analyt v pfitomnosti dalSich
latek. Vysoka selektivita zajistuje, ze vysledky méfeni jsou skutecné spojeny pouze
s analytem, ktery je pfedmétem analyzy. Selektivita, definovana jako schopnost rozlisit
a identifikovat cilovy analyt v pfitomnosti jinych sloZzek nebo interferenci, je klicova
pro ziskani spolehlivych vysledkl. V praxi to znamena minimalizaci vlivu ostatnich latek
na méfeni. Jednim z pfistupi k posouzeni selektivity je zjistit, jak se méfeni méni
v piitomnosti latek, které by se ve vzorcich mohly potencialné vyskytovat. Vysledna hodnota

analytu v téchto testovacich smésich, tedy ve smésich obsahujicich analyt, a i ostatni slozky,
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se porovnava s hodnotou ziskanou z roztoku, ktery obsahuje pouze analyt. (Bhardwaj et al.,
2016)

3.2.2 Linearita a kalibra¢ni kiivka

Kalibracni kiivka piedstavuje grafické znazornéni vztahu mezi méfenymi hodnotami
(signalem) a skute¢nymi hodnotami (koncentraci) analytu v analytické metod¢. Kalibracni
ktivce predchazeji série méfeni, pfi kterych jsou méfeny kalibracni standardy o znamych

koncentracich analytu. (Peris-Vicente et al., 2015)

Obvykle byva kalibracni kiivka linedrni. Body na kalibracni kiivce jsou ziskdny
pomoci odpovidajicich signdlli a pomoci kalibracnich standardi, jejichz koncentrace je
znadma. Jeji rozsah by mél byt zvoleny na zakladé ocekavané koncentrace vySetrované latky
béhem analyzy vzorku. Poté, co je kalibra¢ni kiivka vytvofena, mize byt pouzita k urceni
koncentrace neznamych vzorki na zakladé jejich namétenych signald. (Peris-Vicente et al.,

2015)

Linearita analytické metody se tyka schopnosti poskytovat signal pfimo tmérny
koncentraci sledované latky ve vzorku. Méla by byt hodnocena v celém pracovnim rozsahu
analytické metody. Linearita se nejprve hodnoti grafickym vynesenim zéavislosti mezi
koncentraci latky a signalu. Dale jsou tato data zpracovana linedrni regresni analyzou, ktera
slouzi pro vypocet konstant kalibracni kifivky a vyhodnoceni korela¢niho koeficientu.
Je doporuceno minimalné $est kalibra¢nich standardii 0 zvySujicich se koncentracich a kazda
kalibra¢ni trovenn by méla byt vypoctena pomoci tfi nezadvislych opakovéani. Korela¢ni
koeficient charakterizuje tdsnost vzajemné zavislosti. Cim bliz se nachazi hodnoté 1,

S 24

koeficientu vétsim nez 0,990. (Chandran a Singh, 2007; Peris-Vicente et al., 2015)

Rozsah analytické metody je interval mezi minimalnim a maximalnim mnoZzstvim
analytu ve vzorcich, ve kterém metoda poskytuje kvantitativni vysledky s pfijatelnou arovni
presnosti a linearity. Vysledkem by méla byt linearni kiivka v celém rozsahu. (Chandran
a Singh, 2007)

3.2.3 Preciznost
Preciznost vyjadiuje miru shody mezi vysledky, které jsou naméteny pii nékolika
méfenich homogenniho vzorku za specifikovanych podminek. Mira preciznosti byva

vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka vysledki. Podle pfedem specifikovanych
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podminek Ize rozlisit dalsi validaéni parametry, které zahrnuji reprodukovatelnost,
opakovatelnost a mezilehlou preciznost. (Bhardwaj et al., 2016)

3.2.3.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost se ziskava provedenim né¢kolika analyz homogennich roztok.
Je dilezité, aby byly splnény nasledujici podminky. VSechny homogenni roztoky musi byt
pfipraveny pouze jednim ¢lovékem v prostorech jedné laboratotfe. Dale je dulezité dodrzet,
aby se analyzy provad¢ly za pouziti jednoho pfistroje a aby vSechna méteni byla provedena

béhem jednoho stejného dne. (Chandran a Singh, 2007)

U opakovatelnosti maji vyznam tii druhy pfipravenych roztokd, z nichz kazdy ma
jinou koncentraci vysetfovaného analytu. Zapotiebi je roztok o nizké, stfedni a vysoké
koncentraci. Pro spravné provedeni opakovatelnosti je potieba zajistit alespon pét stanoveni
od kazdého z téchto tii roztokd, z ¢ehoz se nasledné pocita relativni smérodatna odchylka.

(Chandran a Singh, 2007)

3.2.3.2 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost je dilezitd, pokud se metoda pouziva Vv riznych laboratofich.
Jestlize se metoda pfenasi z jedné laboratofe do druhé, je samoziejmé, Ze podminky téchto
mist nebudou totozné. Jedna se napiiklad o rozdilné zkuSenosti pracovniki, taktéz jejich
odlisnou duslednost pii praci, dale rozdily v teploté¢ a vlhkosti vzduchu a také nestejné
podminky v pfistrojich, zejména slozeni mobilni faze, staciondrni faze a pH.
Reprodukovatelnost tedy neni zavisld na tom, aby byla stanovena béhem jednoho dne.
Primérné slouzi k ovétfeni, zda pifi méfeni ziskaji riizné laboratofe stejné vysledky.

(Chandran a Singh, 2007)

3.2.3.3 Mezilehla preciznost

O mezilehlou preciznost se jedna ve chvili, kdy se na analyze podili vice lidi,
je pouZito vice pfistroji a méfeni probihd v rdmci nékolika riznych dni. Cilem tohoto
stanoveni je identifikace faktord, které pfispivaji k variabilit¢ vysledkd, a také snaha

o0 to najit mechanismus, jak je kontrolovat. (Chandran a Singh, 2007)

3.2.4 Mez detekce (LoD)

cvwvr

Nemusi vSak byt nutné kvantifikovana pfesna hodnota. Pro neinstrumentalni metodu mutze
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stacit pouze jednoduché vizudlni vySetfeni. V pfipad¢ chromatografickych metod, které
vykazuji Sum pozadi, 1ze mez detekce odhadnout na zdkladé poméru signalu k Sumu.
slepého vzorku. Tento signal musi byt alespon tiikrat vétsi nez Sum pozadi. Mez detekce je
tedy zalozena na poméru signalu K Sumu (3:1). Pomér signalu k Sumu je uréen vztahem
s = H/h, kde H je vyska vrcholu odpovidajici slozky a h je absolutni hodnota nejvétsiho
kolisani Sumu od zakladni linie chromatogramu slepého vzorku. (Bhardwaj et al., 2016;
Chandran a Singh, 2007)

3.2.5 Mez stanovitelnosti (LoQ)
Mez stanovitelnosti je nejniz$i mnozstvi analytu ve vzorku, které mize byt s urcitou
jistotou kvantitativné stanoveno. U analytickych metod, které vykazuji Sum pozadi, se mez

stanovitelnosti stanovuje na zakladé poméru signalu k sumu (10:1). (Bhardwaj et al., 2016)

3.2.6 Pienos

Ptenos neboli carryover mize z velké miry ovliviiovat piesnost analytické metody.
Pfenos je zplsoben zbytkovym analytem z vysoce koncentrovaného vzorku, ktery byl
analyzovan predtim. Tento zbytkovy analyt nemusi ovlivnit jen dalsi vzorek v sekvenci,

ale muze také znehodnotit n€kolik naslednych vzorku. (Kollipara et al., 2011)

K pfenosu muze dochazet i ve chvili, kdy pozdé eluujici zbytky z chromatografické
kolony mohou ovliviiovat vzorky béhem dalSich analyz. Vyhodnoceni pienosu probiha
na zakladé analyzy série slepych vzorkdi a vzorkidi obsahujicich vySetfovanou latku.

(Kollipara et al., 2011)

3.2.7 Robustnost
Robustnost je definovana jako schopnost analytické metody ziistat neovlivnéna
malymi zménami parametri metody, které¢ jsou v pribéhu metody provedené zamérné.

Obvykle se zkoumaji faktory jako pH, teplota, vybér kolony, sloZzeni mobilni faze a objem
nastiiku. (Chandran a Singh, 2007)

3.3 Porovnani validace a verifikace

Validace je definovana jako ovéteni, zda specifikované pozadavky jsou pfimérené
pro zamyslené pouziti. K validaci je nutné poskytnuti objektivnich dikazl, ze pozadavky

pro zamysleny ucel byly splnény. V klinickych laboratofich se obvykle pouzivaji
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jiz validované metody. Proces validace se uplatiuje v piipadech, kdy jsou v laboratofi
pouzivany jiné typy metod, které byly vyvinuty pracovniky laboratofe, nebo pokud dojde
ke zméné metod validovanych vyrobcem. (Friedecky, Sprongl, Kratochvila, Plzék, 2011)

Verifikace pifedstavuje poskytnuti objektivniho dikazu, Ze dand metoda spliuje
stanovené pozadavky. Laboratofe pomoci verifikace potvrzuji, ze jsou schopny dosahnout
analytickych dat, jez jsou deklarovana vyrobcem ¢i jinou laboratofi. Verifikaci se tedy
rozumi, ze méfici postup a systém jsou plné funkéni v konkrétni laboratofi. Jedna se o proces
ovéfovani vykonnostnich parametrii metod, které jiz byly validovany. (Friedecky, Sprongl,

Kratochvila, Plzak, 2011)

Tabulka 2 - Vykonnostni parametry validace a verifikace analytického postupu

Validace Verifikace
e Opakovatelnost e Opakovatelnost
e Mezilehla preciznost e Mezilehla preciznost
e Vychyleni (bias) e Vychyleni (bias)
e Pracovni rozsah e Pracovni rozsah
e Mez detekce a mez stanovitelnosti
e Robustnost

Zdroj: Friedecky, Sprongl, Kratochvila, Plzak, 2011
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PRAKTICKA CAST
VSechna méfeni pro ziskdni vysledki k praktické ¢asti byla provadéna

v toxikologické laboratoii na Ustavu soudniho lékaistvi ve Fakultni nemocnici Plzef.

4 CIL A UKOLY PRACE

4.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem této préce je validace metody stanoveni acetonu V séru/krvi pomoci

plynové chromatografie.

4.2 Dil¢i cile
1. Stanovit jednotlivé analytické parametry, které jsou pro validaci stéZejni.

2. Stanovit koncentraci acetonu v danych biologickych vzorcich a popsat kazuistiky.
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5 VYZKUMNE OTAZKY

Aceton se fadi do skupiny ketolatek, jejichz koncentrace v téle se za rGznych
fyziologickych a patologickych stavli zvySuje. Stanoveni hladiny acetonu v biologickém
materialu ma z pohledu soudniho 1ékafstvi veliky vyznam. Zejména u vzorki vySetfovanych
post mortem mohou byt zjisténé koncentrace ketolatek napomocné pii urCovani pri¢in smrti.
Cilem této prace je ovétit, zda pouzitd metoda stanoveni koncentrace acetonu v biologickém
materialu zemielych mize byt pouzita jako jeden z diagnostickych nastroji k prikazu
hyperglykemického koématu. K zodpovézeni této otazky nam pomuze pravé validace

metody, pii které budou vyhodnoceny jednotlivé analytické parametry.
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6 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

6.1 Analytické parametry metody

V praktické ¢asti byla potieba vyhodnotit jednotlivé analytické parametry, jejichz
vysledky jsou dulezité pro urceni, zda je metoda Gspé$né validovana a zda ji lze pouZivat
pro konkrétni ucel. V mém pfiipadé¢ se jednalo 0 nasledujici analytické parametry —
opakovatelnost, reprodukovatelnost, linearitu, mez detekce, mez stanovitelnosti, carryover
a selektivitu. Pii méfenich jednotlivych parametri byly vyuzity zejména ptipravené roztoky

o piislusnych koncentracich acetonu v rozmezi 0,020 az 0,791 mg/I.

6.2 Kazuistiky

V bakalatské praci budou popsany dvé kazuistiky, v kterych ve zna¢né mifte figuruje
aceton. Jedna se o pacientku a pacienta, jejichZ vzorky byly vysetiovany na Ustavu soudniho
1¢katstvi. Pro zjisténi hladiny acetonu u Zeny bylo vyuzito sérum. V ptipad€ muze se jednalo

o dva druhy biologického materidlu, a to plnou krev a mozkomis$ni mok.
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7 METODIKA PRACE

7.1 Pouzité chemikalie

Toluen

Vnitini standard — terciarni butanol (2-methylpropan-2-ol)
Smésny vzorek tekavych latek

Destilovana voda

Aceton

Methanol

Ethanol

Isopropanol (propan-2-ol)

n-propanol (propan-1-ol)

7.2 Laboratorni pomiicky a spotifebni material

Odmérné baiiky se zatkou, kadinky a jiné laboratorni sklo
Plynotésna stiikacka Hamilton

Automatické pipety a plastové Spicky

Sroubovaci headspace vialky a vicka se septy

Vortex

7.3 Pristrojové vybaveni

Pro validaci metody stanoveni acetonu byl pouzit plynovy chromatograf Thermo

Trace 1310 Series s headspace autosamplerem Thermo Tri Plus 300.

Pracovni podminky:

e Termostat s kapilarni kolonou wide bore Thermo TG-ALC PLUS I
(B0mx 0,53 mmx 1 um)

e Plamenové¢ ionizacni detektor (FID)

e Zdroje plynil (dusiku, vodiku) dodavany rozvodem z tlakovych nadob plyni,
nosny plyn dusik ¢istoty 4,0 a vodik Cistoty nejméné 4,0

e Teplota nasttiku 150 °C, teplota detektoru 180 °C
e Autosampler Thermo Tri Plus 300 se vzorkovym karuselem se 120 pozicemi
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e Ovladaci a vyhodnocovaci hardware a software Chrom-Card

Obrazek 4 - Headspace autosampler Thermo Tri Plus 300 a plynovy chromatograf Thermo
Trace 1310 Series

[ : - ' | — —

Zdroj: vlastni

Obrazek 5 - Kapilarni  kolona wide bore Thermo TG-ALC PLUS I
(30mx 0,53 mmx I um)
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Zdroj: vlastni
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7.4 Laboratorni postupy

7.4.1 Kontrolni méreni

Pted provedenim série analyz métenych pro predlozenou bakalaiskou préaci byla
vzdy ovétena funkCnost pfistroje - 1. analyza libovolného vzorku se sledovanymi analyty
(ovéfeni zékladni funk¢nosti zafizeni), 2. analyza testovaci smési t€kavych latek (kontrola
retencnich Cast analytl, hruba kontrola stanoveni koncentraci jednotlivych analyti),
3. analyza negativniho vzorku (k vylouceni kontaminace pfistroje, pouzitych pomticek
a chemikalii). Tyto vysledky slouzily pro celkovou kontrolu, Ze plynovy chromatograf
spravné zachycuje latky, které byly do danych vzorkt opravdu napipetovany. V kazdy den
méfeni byly tyto typy vzorki pfipraveny stejnym zptisobem, takze vysledné chromatogramy
Z jednotlivych dni by mély vykazovat bez malych rozdili srovnatelné¢ vysledky. Tyto
chromatogramy z riiznych dni jsem porovnala a zjistila jsem, Ze pifedchozi podminky byly
splnény. Toto zjisténi slouzilo jako potvrzeni toho, ze plynovy chromatograf pracuje

za neménnych podminek a podéava reprodukovatelné a spolehlivé vysledky.

Vzorek testu zachycoval jednotlivé analyty rozdelené ze smési tékavych latek.
Testovaci vzorek se skladal ze 100 pul toluenu, 200 pl vnitiniho standardu neboli terciarniho
butanolu a 100 pl smésného vzorku tékavych latek. Smésny vzorek tekavych latek obsahuje
methanol, ethanol, aceton, isopropanol a n-propanol. Z chromatogramti, které znazorfuji

smés tékavych latek, jsem jeden vybrala a tento ptiklad vlozila nize.
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Obrazek 6 - Chromatogram testovaného vzorku

Retention Time Component Name Original Conc Area

(min) g/kg (XU § 66)
1.81 methanol 0.206 170878

2 01 etanol 0.188 377344

2.12 aceton 0.508 1317696
2.17 isopropanol 0.189 595104

2.29 terc.but Int.STD # 3479538#
2.63 n-prop 0.216 662815
4.39 toluen 3236 111030

27292~ Ter:but

— iy
167 isopropandl 12 qceton

— 2.63 n-prop

1.813 methanol
= 2.008 etanol
=2

4.392 toluen

=
r:_

|

p

LI — b

0.0 1.0 1.999 (min) 2.999 3.999 4.998

Zdroj: vlastni

7.4.2 Priprava kalibratoru

Rozpusténim acetonu v destilované vodé byly pfipraveny pracovni roztoky
o riznych koncentracich acetonu, jejichz hodnoty byly vybrany podle pfedem zvoleného
pracovniho rozsahu. Konkrétné se jednalo o teoretické koncentrace 20, 100, 400, 600, 800,
1000 a 2000, pficemz vSechny v jednotkach mg/l. Vysledkem tedy bylo sedm pracovnich

roztokli acetonu, které byly vyuzivany pro nasledujici méfeni analytickych parametra.

Na ptikladu nejniz8i koncentrace ukdzu vypocet, kterym bylo zjiSt€no spravné
fedéni, diky kterému vznikne roztok o zamyslené koncentraci 20 mg/l. Vychazela jsem

ze zékladniho vzorce hustoty, ktery je definovan vztahem hmotnosti m a objemu latky V

a vypada nasledovné: p = % . Hustota acetonu je za standardnich podminek 0,791 kg/m®.
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P¥iklad: chceme ziskat koncentraci 20 mg/l o objemu 250 ml.

<|Z2

p:

Pro 1 1 roztoku plati: 0,791 = %

V=25,28 ul/l acetonu v 1 | roztoku

Pii pouziti 250ml odmérné barky je nutné vysledek vyde¢lit 4.

25,28

= 6,32 ul/250 ml — Takto malé mnozstvi neni prakticky mozné piesné napipetovat,

proto jsem brala v potaz pouze celé Cislo, tudiz 6. Pak je ale nutné vypoditat si pfesnou

koncentraci, kterou roztok bude mit pii pfidani 6 pul do odmérné banky o 250 ml, jejiz objem

bude doplnén destilovanou vodou.

0,791x24=m — Pocitam s Cislem 24 (6x4), protoze vysledek vyjde opét v mg/l.

m=18,984 mg/l — Takto koncentrovany bude roztok o zamyslené koncentraci 20 mg/I.

Stejnym zptisobem byly vypocteny i informace duilezité pro tvorbu ostatnich pracovnich

roztokt. Vsechny vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka 3 - Priprava kalibrdtori

Zamyslena koncentrace | Skuteéna koncentrace| MnoZstvi acetonu [pl]
[mg/l] [mg/l] do objemu [ml]
20 18,984 6 ul/250 ml
100 94,92 30 ul/250 ml
400 395,5 50 ul/100 ml
600 632,8 20 pl/25 ml
800 791,0 50 pul/50 ml
1000 1107,4 70 ul/50 ml
2000 1977,5 125 pl/50 ml
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7.4.3 Opakovatelnost

K méfeni opakovatelnosti byly vyuzity tii pracovni roztoky acetonu, konkrétné
se jednalo o roztoky vykazujici znamou koncentraci 0,019; 0,396 a 0,791 g/l. Tyto
koncentrace byly zvoleny podle toho, aby pokryly kalibraci. Ugelem bylo zajistit splnéni
fyziologické davky ( do 20 mg/l), toxické davky (400 mg/l) a letalni davky (800 mg/l).
V doporuc¢eném postupu v ramci validace stoji, ze kazdy vzorek se testuje minimalné v Sesti
replikacich béhem jedné série méteni. V mém piipad¢ bylo od kazdého roztoku ptipraveno
a zmé&feno 10 vzorkil, Vv celkovém poctu jich tedy bylo 30. Do jednotlivych vialek jsem
napipetovala 200 pl vnitfniho standardu, v mém pftipad¢ terciarniho butanolu, a 100 pl
roztoku o pfislusné koncentraci. Vzorky byly analyzovany vySe uvedenym plynovym
chromatografem s vyse uvedenymi parametry metody. Pro kazdou sérii méfeni byly
vypocitany zakladni statistické parametry — aritmeticky pramér (AM), smérodatna odchylka

(SD) a varia¢ni koeficient (CV) pii vylouceni odlehlych hodnot.

Vsechny analyzy byly provedeny za pouziti jednoho pftistroje a vS§echny ptipravené
vzorky byly naméfeny v jednom stejném dni, podminky potiebné ke splnéni opakovatelnosti

byly tedy splnéné.

7.4.4 Reprodukovatelnost

Stejné tak jako u opakovatelnosti, pro reprodukovatelnost byly stéZejni tfi pfipravené
pracovni roztoky o znamé koncentraci. Taktéz se jednalo o roztoky o koncentraci
0,019; 0,396 a 0,791 g/l. Do vialek jsem pipetovala 200 ul vnitiniho standardu a 100 pl
pfislusného roztoku. Rozdilné od predchoziho parametru bylo to, Ze k méfeni postacily
pouze 2 vialky pro kazdy roztok, byly tedy méfeny v dubletu. Koncentrace pro dany roztok
byly zprimérovany a vysledna hodnota byla poté pouzita pro stanoveni reprodukovatelnosti.
Doporuceno je kazdy vzorek analyzovat v Sesti az deseti riznych analyzach realizovanych

Vv riznych dnech.

Ja jsem takto postupovala v né€kolika riznych dnech, abych postupné ziskala
6 vysledkt pro jeden ze tfi roztokii. Tyto vysledky se dale porovnavaji a pro kazdy vzorek
se vypocitavaji zakladni statistické parametry — AM, SD a CV pfi vylouceni odlehlych
hodnot.
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7.4.5 Linearita, kalibraé¢ni kfivka

Pro znazornéni kalibrac¢ni kifivky bylo vyuzito vSech sedm pfipravenych roztokd.
Pouziti této Siroké Skaly je pro linearitu metody dulezité, aby doSlo k pokryti celého
pracovniho rozsahu méfeni a bylo mozné urcit rozsah koncentraci analytu, ve kterém lze
metodu pouzit s didvérou. VSechny vzorky jsem pfipravila pomoci 100 pl vnitiniho
standardu a 200 pl roztoku o dané koncentraci. Kazdy vzorek byl zméfen v tripletu, pouze
kromé& nejvyssi koncentrace, u které byly zméieny vzorky dva. Vysledkem je stanoveni

smérnice kalibraéni kiivky a hodnota spolehlivosti R?.

7.4.6 Carryover

U chromatografickych analyz je do méteni potieba zaclenit i kontroly k vylouceni
carryover efekti. V mém ptipadé¢ byl carryover proveden pomoci destilované vody,
vnitiniho standardu a pfipraveného standardu o koncentraci 0,791 g/l. K analyze byly
zapotiebi tfi druhy vzorkl: 1 slepy vzorek, 5 negativnich vzorki a 5 vzorkd o teoretické
koncentraci 0,800 g/l. Slepy vzorek byl tvoien pouze 100 pl destilované vody, negativni
vzorky se skladaly ze 100 ul destilované vody a 200 pl vnitiniho standardu a vzorky
s analytem se skladaly ze 100 ul roztoku o koncentraci 0,791 g/l a200 ul vnitiniho standardu.
Celkem jsem tedy méfila 11 vzorkd, pficemZ analyza zacala slepym vzorkem, nésledoval
negativni a pak vzorek s analytem. Negativni vzorek a vzorek s analytem byly méteny

stiidavé.

7.4.7 Selektivita a interference

Pro zméfeni selektivity bylo potieba pfipravit smésny roztok pro identifikaci
t€kavych latek. Odmérnou banku o 100 ml jsem naplnila do poloviny vodou
a mikrostiikackou Hamilton jsem napipetovala 100 pl methanolu, 100 pl ethanolu, 100 pl

1sopropanolu a 100 pl n-propanolu. Zbytek baiiky jsem doplnila po rysku.

Po vytvoteni smésného roztoku bylo mozné napipetovat jednotlivé vzorky do vialek.
Celkem se jednalo o 5 stejnych vzorkd, pficemz kazdy se skladal z 50 pl ptipraveného

standardu o koncentraci 0,791 g/l, 50 ul smésného roztoku a 200 pl vnitiniho standardu.

7.4.8 Mez detekce (LoD)

Nejprve bylo zapotiebi natedit pfipraveny roztok o nejnizsi koncentraci 20 mg/l.

1 ml tohoto standardu jsem piidala k 10 ml destilované vody a pak tento obsah promichala,
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tim vznikl roztok o koncentraci 2 mg/l (Ac 2). Déle jsem 1 ml Ac 2 smichala s 1 ml

destilované vody se vznikem roztoku o vysledné koncentraci 1 mg/l (Ac 1).

Meéfilo se nasledovné:

1. 3x prazdna vialka (,,vzduch*) — coz splnuje tlohu slepych vzorkt a slouzi

Kk vycisténi stroje
2. 2% 200 pl vnitiniho standardu — zkontrolovat, zda neni kontaminovany

3. 2x 200 pl vnitfniho standardu + 100 pl destilované vody — tuloha

negativnich vzorkll, po stanoveni bylo nutno vzdy zkontrolovat

4. 3x 200 pl vnitiniho standardu + 100 pl Ac 1 — z vySlého chromatogramu

byl zkouman signal/Sum.

Mez detekce je definovana jako koncentrace analytu, jehoz vyska piku odpovida

tiindsobku vysky Sumu zakladni linie.

7.4.9 Mez stanovitelnosti (LoQ)

Mez stanovitelnosti je definovana jako koncentrace analytu, jehoz vySka piku

odpovida desetindsobku vysky Sumu zakladni linie.

7.4.10 Vzorky ke kazuistikam

Soucasti bakalaiské prace budou 1 dv€ kazuistiky. Jedna se o ptezivsi pacientku,
u které bylo zkoumanym biologickym materidlem sérum, a o zemfelého pacienta, v jehoz
pfipadé se post mortem vysSetfovala plnd krev a mozkomi$ni mok. Vzorek kazdého
biologického materidlu se méfil v dubletu a jejich ptiprava probihala nasledovné: na prvni
vzorek bylo vyuZzito 200 pl vnitiniho standardu a 100 pl séra, na druhy vzorek 200 pl
vnitiniho standardu a 100 pl plné krve a na tieti vzorek 200 pl vnitiniho standardu a 100 pl
mozkomisniho moku. Vzorky ptezivsi pacientky nebyly méfeny mnou, ale byly naméteny
na mou kalibra¢ni kiivku a vysledky mi poté byly zprostfedkovany. Vzorek pacienta uz jsem

méfila ja.
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8 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

8.1 Analytické parametry metody

Pro wvalidaci metody

reprodukovatelnost, linearita, carryover, selektivita a mez detekce.

8.1.1 Opakovatelnost

byly wurCeny nasledujici

parametry:

opakovatelnost,

Pro opakovatelnost byly zvoleny roztoky o koncentracich 0,019 (A); 0,396 (B)

20,791 (C) g/l.

Tabulka 4 - Vysledky opakovatelnosti a jeji statistické parametry

Pocet méreni Opakovatelnost
A B &
1 0,019 0,414 0,818
2 0,018 0,407 0,817
3 0,018 0,436 0,820
4 0,018 0,397 0,869
5 0,018 0,396 0,812
6 0,018 0,454 0,806
7 0,018 0,452 0,811
8 0,018 0,454 0,774
9 0,018 0,382 0,800
10 0,018 0,383 0,791
AM 0,018 0,418 0,812
dolni mez 0,015 0,355 0,690
horni mez 0,021 0,481 0,934
SD 0,000 0,029 0,025
CV (%) 0,00 6,94 3,08
bias (%) -5,26 5,56 2,65
vytéznost (%) 94,74 105,56 102,65

Zdroj: vlastni

Vsechny vysledky se nachéazi v rozmezi dolni a horni meze, metoda tedy vyhovuje

opakovatelnosti. Za odlehlé hodnoty se povazuji takové, které vykazuji odchylku

od AM =+ 15 %.
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8.1.2 Reprodukovatelnost
Pro reprodukovatelnost byly zvoleny roztoky o koncentracich 0,019 (A); 0,396 (B)

a 0,791 (C) g/l.

Tabulka 5 - Vysledky reprodukovatelnosti a jeji statistické parametry

Pocet méreni Reprodukovatelnost
A B C

1 0,020 0,387 0,828

2 0,020 0,398 0,804

3 0,020 0,396 0,806

4 0,020 0,380 0,803

5 0,023 0,382 0,780

6 0,022 0,394 0,822

AM 0,021 0,389 0,807
dolni mez 0,018 0,331 0,686
horni mez 0,024 0,447 0,928
SD 0,001 0,007 0,015

CV (%) 4,76 1,80 1,86

bias (%) 10,53 -1,77 2,02
vytéznost (%) 110,53 98,23 102,02

Zdroj: vlastni

Vsechny vysledky se nachazi v rozmezi dolni a horni meze, metoda tedy vyhovuje
reprodukovatelnosti. Za odlehlé¢ hodnoty se povazuji takové, které vykazuji odchylku
od AM £ 15 %.

8.1.3 Linearita, kalibraé¢ni kfivka
Pouzitymi kalibraénimi standardy byli standardni roztoky acetonu o teoretické

koncentraci 0,020 az 2,0 g/l.
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Tabulka 6 - Linearita

Koncentrace Plocha Vypoétené
kalibratoru Blocha IS Plochaiplaciials kozgentrace
0,000 0 0 0,0000000 0,000
0,000 0 0 0,0000000 0,000
0,019 59020 | 4057814 0,0145448 0,020
0,019 55687 | 3959221 0,0140651 0,019
0,019 61585 | 4386692 0,0140391 0,019
0,095 268547 | 3982488 0,0674320 0,091
0,095 278612 | 4111588 0,0677626 0,091
0,095 280444 | 4180927 0,0670770 0,090
0,396 1201116 | 3927897 0,3057911 0,411
0,396 1200645 | 3924464 0,3059386 0,411
0,396 1263531 | 4142913 0,3049861 0,410
0,633 1921823 | 4132891 0,4650069 0,625
0,633 1799988 | 3964957 0,4539742 0,610
0,633 1939753 | 4286323 0,4525448 0,608
0,791 2482111 | 4056747 0,6118476 0,822
0,791 2293281 | 3732801 0,6143593 0,826
0,791 2438482 | 3967876 0,6145560 0,826
1,108 3379253 | 3875207 0,8720187 1,172
1,108 3193693 | 3739451 0,8540540 1,148
1,108 3277943 | 4022989 0,8148029 1,095
1,978 5464540 | 3847443 1,4203043 1,909
1,978 5598716 | 3828829 1,4622528 1,965

Plochou je myslena plocha piku kalibracniho standardu a plochou IS rozumime
plochu piku vnitiniho standardu. Vysledky ve sloupci plocha/plocha IS vyjadiuji podil
téchto dvou hodnot. Vypoctené koncentrace poté byly dopocitiny pomoci smérnice
0 hodnoté 0,744, kterou jsem ziskala pfi vyneseni kalibra¢ni kiivky v programu MS Excel.

Stejnym zptisobem byla zjisténa i hodnota spolehlivosti R?, ktera vysla 0,9989. Kalibraéni

ktivku Ize tedy akceptovat a metodu Ize uznat za linearni.

Nasledujici graf zobrazuje kalibracni kiivku, na jejiz ose x lezi koncentrace

kalibratorii a osa y zaznamenava sloupec plocha/plochalS.
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Graf 1 - Kalibracni ki'ivka

1,6000000 -
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1,2000000
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0,2000000

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Zdroj: vlastni

Stejné kalibracni kiivka je zobrazena i na obrazku Obrazek 7. Tato byla ziskéna piimo

vyhodnocovacim softwarem.

Obrazek 7 - Kalibracni krivka

(Linear fit) Kb=0.727941 Kec=0 CF=0.938933
1.47629

Areal
ArealS

0. Conc./Conc. 1S 1.997

Zdroj: vlastni
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8.1.4 Carryover

Pouzitym materidlem byla destilovand voda, pfipraveny standard o koncentraci

0,791 g/l a vnitini standard.

Tabulka 7 - Carryover

Koncentrace | Namérena
Méreni standarda | koncentrace
[9/1] [9/1]
1 0,000 0,000
2 0,800 0,873
3 0,000 0,000
4 0,800 0,886
5 0,000 0,000
6 0,800 0,889
7 0,000 0,000
8 0,800 0,926
9 0,000 0,000
10 0,800 0,932
11 0,000 0,000

Zdroj: vlastni

Z nulovych hodnot u vSech negativnich vzorkll lze vycist, Ze k vzajemnému

ovlivnéni jednotlivych vzorkti nedochazi a nic se neptenasi.

8.1.5 Selektivita a interference

Pouzitym materidlem byl smésny roztok pro identifikaci t€kavych latek, pfipraveny

standard o koncentraci 0,791 g/l a vnitini standard.

Tabulka 8 - Selektivita a interference

Méreni

Namérena
koncentrace
[o/1]

0,391

0,290

0,389

0,376

OB WiN|F-

0,374

Zdroj: vlastni
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Obrdzek 8 - Chromatogram z prvniho méreni selektivity

Re tent ion Time Component Name Original Conc Area

(min) g/kg { s 1*uV¥seqc)
1.82 me thanol 0.098 93684

2.01 etanol 0.082 189695

2.13 aceton 0.391 1°1:3:5:2.83

2. 17 isopropanol 0.084 302492

3.3(: terc.but Int.STD # 3990053 #
2::.6:3 n-prop 0.096 337921

2.277 T0IC.L

! efon

2.125, ac

Isopropano.

1.818 methanol
~ 2.633 n-prop

E. ~
r—
l

T ~ 2 T
1.0 1.999 (min) 2.999

Zdroj: vlastni

Pritomnost dalSich té¢kavych latek neovliviiuje hodnotu koncentrace acetonu, metoda

je tedy selektivni. Hodnotu 2. méfeni povazujeme za odlehlou.

8.1.6 Mez detekce (LoD)
Pii zjistovani meze detekce byl pouzit roztok o koncentraci 0,001 g/l, ktery byl

vytvofen nafedénim piipraveného roztoku o teoretické koncentraci 0,020 g/l. Mez detekce
je definovana jako tfindsobek poméru signalu k Sumu, zjisténi pomeéru signalu k sumu bylo
tedy zasadni pro uznani, ze tento analyticky parametr byl splnén. Na nasledujicim
chromatogramu lIze vidét, Ze pomér signalu k Sumu vysel 3,3, a tudiz tohle kritérium bylo

splnéno. Za mez detekce tedy povazujeme koncentraci 0,001 g/l.
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Obrazek 9 - Chromatogram znazornujici pomer signalu k sSumu

Retention Time Component Name Original Conc Area

(min) glkg (.1*%uV*sec)
2.13 aceton 0.001 2913

2.30 terc.but Int.STD # 4153405¢#
Signal 1o noise report

Stgnal peak name > aceton

Signal peak RT (min): 2.130

Signal value (uV): 270.5

Noise eval from/to (min): 2.03-2.09

Peak to peak noise (uV): 82.0

Signal to noise ratio 33

Warniung Chromatogram has been subjected to manual integration.

g I [ oy 4

213 aceton

10 1.999 (min) 2.999 ' 3.999 £.998
Zdroj: vlastni

8.1.7 Mez stanovitelnosti (LoQ)
Mez detekce je definovana jako desetindsobek poméru signalu k Sumu. Teoretickou
mez stanovitelnosti lze vypocitat ze vzorce LoQ = 3xLoD, pak by se v mém ptipad¢ tento

parametr rovnal hodnoté LoQ = 0,003 g/I.

8.2 Kazuistiky

Pro interpretaci vyslednych hodnot koncentrace acetonu u obou kazuistik byla
vyuzita nésledujici tabulka. Tabulka shrnuje referen¢ni hodnoty acetonu v krvi, které jsou

uvedeny Vv literatufe The International Association of Forensic Toxicologists, lenska sekce.
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Tabulka 9 - Referencni hodnoty acetonu v krvi

Fyziologicky ¢i patofyziologicky stav Koncentrace acetonu

Normalni koncentrace u zdravych jedinct |0,001 — 0,020 g/l

Koncentrace u diabetikt 0,100 — 0,450 g/l
Toxické koncentrace 0,200 — 0,400 g/I
Koncentrace u diabetickych acidéz 0,325 - 0,450 g/l
Letalni koncentrace od 0,550 g/l

Zdroj: The International Association of Forensic Toxicologists, ¢lenska sekce

8.2.1 Kazuistika ¢. 1
Pohlavi: zena RR

Datum analyzy: 7. 11. 2023
Cislo vzorku: 1023/23

Jednalo se o zenu ve véku 50 let, u které byl prokdzdn syndrom zavislosti
na alkoholu. V psychiatrické ambulanci pozila ze svych zasob neznamé mnozstvi dezinfekce
Cutasept. Zena nezvracela, v 11:00 byla pfevezena na urgentni piijem. Pacientka se chovala
neklidng, snemocni¢nim persondlem nespolupracovala, ale jinak byla stabilni.
Po telefonické konzultaci s toxikologickym centrem Praha bylo zjisténo, ze dezinfekce
Cutasept obsahuje alkohol a zaroven je bez pfitomnosti dalSich latek, které by mohly

zpisobit dalsi intoxikaci.

UKBH Lochotin provedlo enzymatické méfeni ethanolu z odbérii provedenych
v éasech 11:30, 13:22 a 14:42. Koncentrace ethanolu byly men$i nez 0,100 g/,

coz se vyhodnocuje a posuzuje jako vzorek negativni.

V 15:35 dorazily do toxikologické laboratofe na Ustav soudniho lékaistvi
2 zkumavky krve, které byly odebrany v 15:00 hodin. PoZzadavkem bylo stanoveni

methanolu, acetonu a isopropanolu metodou plynové chromatografie.

Plynovou chromatografii byl ve vySetfované krvi pacientky prokazan aceton ve vyssi
toxické koncentraci 0,22 g/l. Dale byl stanoven isopropanol o vyssi toxické koncentraci

0,6 g/1. Methanol nebyl prokazan. Vysledek vySetieni byl telefonicky sdélen v 16:30 hodin.
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Vysledek neodpovidé informacim z toxikologického stiediska. Desinfekce Cutasept

podle bezpecnostniho listu obsahuje 63 % propan-2-olu.

8.2.2 Kazuistika ¢. 2
Pohlavi: muz DD

Datum a hodina umrti: 30. 11. 2023 v 10:00
Cislo vzorku: 1104/23

Muz (nar. 2003) byl nalezen doma na podlaze bez zjevnych poranéni a bez
traumatickych zmén. Den pfed smrti opakované zvracel. Muz mél diabetes mellitus 1. typu,
ktery mél byt 1écen aplikaci inzulinu, ten si v§ak muz ziejmé neaplikoval. Po jeho nalezeni

byla nafizena pitva, ktera byla provedena dne 4. 12. 2023.

Pitvou se prokazalo, ze morfologicky nalez byl chudy a smrt nevysvétlujici. Ukéazalo
se, ze se u muze jednalo o opakované dekompenzace diabetu. Mél preplnény mocovy
meéchyt, coz znaci, ze pted smrti byl v dlouhém bezvédomi. Dale byl u néj nalezen tuhy otok

mozku. Mimo diabetu v§ak nem¢l jiné zdravotni potiZe a byl zdravy ¢lovek.
Na UKBH byly biochemickym vysetienim naméteny nasledujici hladiny analyti:
e glukdza v mozkomi$nim moku: 30,0 mmol/I;
e |aktat v mozkomi$nim moku: 42,30 mmol/I;
e glykovany hemoglobin: 112,0 mmol/Il.

Pomoci sumy glukozy a laktatu (tzv. Traubeho suma) je mozné vyjadfit, zda se jedna
o ketoacidozu. Ta se uznava pii hodnotach vyssich nez 23,4 mmol/l. Glykovany hemoglobin
Vv téle ma bézn¢€ koncentraci v rozmezi 20 az 42 mmol/l. Muz mél naméfenou hladinu vysoce
nad normou, coz svéd¢i o dlouhodobé dekompenzaci. Koncentrace acetonu byla stanovena

0,90 g/l. Zavérem je, Ze pticinou smrti bylo hyperglykemické koma.

Stanovena koncentrace acetonu ze vzorku muze byla 0,90 g/l. S jistotou lze tedy

urcit, ze se jedna o letalni koncentraci.

Koncentraci acetonu z biologického materialu muze jsem zkousela pomoci plynové
chromatografie také zméfit. Hodnoty mi vysly sice odlisné, ale i tak je z nich vyssi
koncentrace acetonu patrna. Usuzuji, ze tyto rozdily ve vysledcich mohou souviset
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s Casovym odstupem mezi méfenim pro ucely pitvy a mym méfenim, a také s chybou

V pipetovani, protoze samotné nasati vzorku do $picky bylo komplikované a moje zkusenosti

pii praci s pipetou jesté nejsou tak bohaté.

Tabulka 10 - Autorkou prdace namérené koncentrace acetonu ke kazuistice ¢. 2

Biologicky material

1. méieni [g/l]

2. méfeni [0/l]

Primér hodnot [g/l]

Krev

0,50

0,621

0,5605

Mozkomis$ni mok

0,68

0,697

0,6885
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DISKUZE

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo pomoci jednotlivych analytickych
parametri dokazat, Ze metoda plynové chromatografie je pro stanoveni acetonu Vv séru/krvi
vhodna. Tento cil shrnuje prvni vyzkumna otdzka, pro jejiz zodpovézeni bylo klicové
stanoveni nasledujicich analytickych parametri — opakovatelnost, reprodukovatelnost,

linearita, mez detekce a stanovitelnosti, carryover a selektivita.

Prvnim z méfenych analytickych parametri byla opakovatelnost. Pro stanoveni
opakovatelnosti bylo dostacujici zmétit 10 vzorkl od kazdého ze tii standardnich roztokt
o odlisnych koncentracich acetonu. Tyto roztoky byly zvoleny tak, aby byl pokryt rozsah
davky fyziologické, davky toxické a davky letdlni. Horni a dolni mez byla pro kazdy
Z pouzitych roztokll vypoctend za pomoci aritmetického priméru. Horni a dolni mez je
urcena na zakladé toho, ze odchylky od aritmetického priméru mohou byt maximalné 15 %.
Vsechny vzorky, které jsem v ramci opakovatelnosti méfila, se v tomto rozsahu nachazi.
Varia¢ni koeficient u roztoku o koncentraci 0,019 g/l je 0,00. Varia¢ni koeficient u roztoku
o0 koncentraci 0,396 g/l je 6,94 a varia¢ni koeficient u roztoku o koncentraci 0,791 g/l je 3,08.
Vysledek variaéniho koeficientu udava relativni miru variability v datovych souborech.
Cim niZ§i je hodnota CV, tim mensi je variabilita mezi opakovanymi méfenimi a tim je

metoda povazovana za presnéjsi a stabilng;si.

Stejné roztoky byly pouzity i v ptipadé reprodukovatelnosti. Taktéz se testovaly
vzorky o tfech koncentrac¢nich hladindch. Rozdilné od opakovatelnosti bylo, ze vzorky byly
méteny v dubletu. Pro dany den se poté dvé hodnoty pokazdé zprimeérovaly. Stejnym
zpuisobem jako u prvniho parametru v pfedchozim ptipad¢ byla dopocitana horni a dolni
mez. VSechny hodnoty se v pfislusném rozsahu nachéazely. Vysledky byly ziskany ze Sesti

riznych dni, podminky nutné pro spravné urceni reprodukovatelnosti byly tedy splnény.

Dal§im valida¢nim parametrem, ktery slouzil k ovéfeni metody, byla linearita
metody. Ta byla testovana na zaklad¢ analyz, které byly provedené v pracovnim rozsahu
20-2000 g/l. Po vyneseni hodnot koncentraci a poméru ploch piku do grafu vznikla
kalibra¢ni kfivka. Ziskand hodnota spolehlivosti R? je 0,9989. Tato hodnota je vétsi

nez 0,990, coz znaci, Ze metoda je v testovaném rozsahu linearni a lze ji akceptovat.

Mez detekce byla zjisténa pomoci analyzy roztoku se snizenou koncentraci acetonu.

Roztok o teoretické koncentraci 0,020 g/l byl zfedén tak, aby kone¢na koncentrace byla
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0,001 g/I. Podminkou meze detekce je, aby hodnota poméru signalu k Sumu (S/N) byla vétsi
nebo rovna 3. V pfipad¢ roztoku o koncentraci 0,001 g/l tato podminka byla splnéna,
konkrétné vysel pomér signalu k Sumu 3,3. Pro tento parametr byl ptivodné testovan roztok
0 koncentraci 0,0005 g/l. V jeho piipadé vsak predchozi kritérium nebylo splnéno, nebyl

ttikrat vétsi od Sumu, jak je u meze detekce pozadovano.

Podminkou meze stanovitelnosti je, aby hodnota poméru signalu k Sumu byla vétsi
nebo rovna 10. Tento parametr Ize teoreticky stanovit jako LoQ = 3xLoD, v mém ptipade

by se pak mez stanovitelnosti rovnala hodnoté 0,003 g/l.

Poslednimi parametry byl carryover a selektivita. Carryover charakterizuje miru
pfenosu analytu zjednoho vzorku do dalSiho vzorku. Otestovani carryoveru tedy bylo
dualezité, aby nedochazelo ke zkresleni vysledkii analyzy. Pomoci nulovych hodnot u v§ech
negativnich vzorkt bylo prokazano, Zze nedochazi k zadnému ptenosu analytt. U selektivity
Ize ftici, Ze ptitomnost dalSich tékavych latek neovlivituje hodnotu koncentrace acetonu
a metoda je tim padem selektivni. Zavérem méfeni tedy je, Ze latky, které byly soucasti

smésného roztoku, S acetonem neinterferuji.

Soucasti této bakalaiské prace je i druha vyzkumna otazka. Ta se zabyva popisem
dvou kazuistik a zaroven interpretovanim vyslednych koncentraci acetonu, které byly
u téchto dvou piipadi zjistény. Ja méla piilezitost stanovit aceton v biologickém materialu
ke kazuistice €. 2. Jednalo se o vzorek plné krve a mozkomisniho moku. Vysledky mého
metfeni vySly rozdilné od skutecné hodnoty, kterd mi byla pozdéji sdélend spole¢né
s anamnézou pacienta. Tuhle chybu pfipisuji pfedevS§im nedokonalému pipetovani, které
vzniklo z divodu mych nedostateénych zkuSenosti s touto ¢innosti. Na rozdilnost vysledka
se pravdépodobné podilel i Casovy odstup mezi métenim pro ucely pitvy a mym méfenim.

Vzorek plné krve byl ve stavu, kdy Sel do Spicky nasat stézi, z tohoto diivodu byla analyza

vvvvvv

Stanovend koncentrace acetonu u kazuistiky ¢. 1 byla 0,22 g/l. Stanovena
koncentrace acetonu u kazuistiky €. 2 byla 0,90 g/l, v ptfipadé mého meéfeni vysla
koncentrace 0,5605 g/I. Na zakladé referen¢nich hodnot acetonu v krvi, které jsou uvedeny
v literatufe The International Association of Forensic Toxicologists, bylo urceno,
ze v pripadé prvni kazuistiky se jednalo o toxickou koncentraci a v ptipadé druhé kazuistiky

Slo o koncentraci vysoce letalni.
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ZAVER
Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo validovat metodu stanoveni acetonu

v séru/Krvi za pomoci plynové chromatografie.

Bakalafska prace je slozend z teoretické Casti a praktické ¢asti. Soucasti teoretické
¢asti je blizsi ptiblizeni pojmu, které jsou pro tuhle praci klicové. Prvni kapitola pojednava
o acetonu. Jsou zde rozebrany zakladni informace o acetonu, déle je zde blize popsan jeho
metabolismus, predevsim produkce acetonu, a V posledni fad¢ je zde popsan diabetes
mellitus a hladovéni. Je tomu tak z duvodu, Zze se jedna o stavy, pfi kterych dochazi
k hromadéni ketolatek v téle. Tématem druhé kapitoly je plynova chromatografie. Tato ¢ast
se nejvice vénuje zakladnimu principu fungovani této chromatografické metody a také
popisu instrumentace, kterd je k analyze vyuzivana. Tteti kapitola se zamétuje na validaci
metody a jednotlivé analytické parametry, které jsou pro validaci sté¢zejni. V posledni fadé

je zde vysvétlen i rozdil mezi validaci a verifikaci.

Prakticka cast byla zaméfena na validaci metody. Pomoci testovanych valida¢nich
parametrtt bylo nutno vyhodnotit, zda metoda spliiuje vSechna potiebna kritéria a zda je
mozné ji pouzivat v klinickych laboratofich. V uvahu se braly nasledujici analytické
parametry — opakovatelnost, reprodukovatelnost, linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti,
carryover a selektivita. Zavérem je, ze pomoci vysledkl interpretovanych v praktické ¢asti

bylo prokézano, ze poZadavky kladené na tuhle analytickou metodu byly splnény.
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