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Chromatografické metody – pracovní list
Kazuistika: 
Ve večerních hodinách byl na pohotovost přivezen 28 letý muž (175 cm, 72 kg). Obj.: mydriáza, třes, tachyarytmie, zvracení a hypertermie, suicidální tendence při převozu do nemocnice. Po přijetí na pohotovost pacient upadl do bezvědomí a byl předán na JIP. Zde odebrány vzorky na statim vyšetření základní biochemie, krevních plynů a toxikologické vyšetření.
Toxikologický screening (LC–MS analýza)
Vzorek pacienta byl analyzován pomocí kapalinové chromatografie spojené s hmotnostní spektrometrií (LC–MS). K separaci látek docházelo na koloně Kinetex-C18 (150 × 4,6 mm, 5 µm), což je typická kolona s reverzní fází. Stacionární fáze je zde tvořena C18-alkylovými řetězci, zatímco mobilní fáze představuje směs vody a organického rozpouštědla (acetonitrilu). Tento systém je vhodný pro nepolární až mírně polární látky, které se ve stacionární fázi zadržují rozdílně dlouho podle své polarity.
Podmínky měření:
· Mobilní fáze A: voda s 0,1 % kyseliny mravenčí
· Mobilní fáze B: Acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenčí
· Gradient eluce: 0–10 min – 20 % B → 90 % B
· Průtok: 0,5 mL/min
· Teplota kolony: 40 °C

Úkol č.1 (kvalitativní analýza vzorku): 
Představte si, že pracujete na Oddělení klinické toxikologie FN a ošetřujícímu lékaři máte podat zprávu. K dispozici máte předem změřený chromatogram standardů látek (Příloha 1A) a chromatogram z toxikologického screeningu provedeného v plasmě pacienta (Příloha 1B). Co bylo příčinou závažného stavu pacienta, čím byl intoxikován?
Odpověď:

Úkol č.2 (kvantitativní analýza vzorku): 
Nyní když již víte, co bylo příčinou intoxikace, je vaším úkolem provést kvantifikaci látky. V Příloze 2 je uvedena tabulka změřených ploch píků (odezva) standardních látek pro 6 různých koncentrací. Dále je zde pro jednotlivé látky uveden rozsah toxických a letálních koncentrací. Pomocí MS Excel vytvořte šestibodovou kalibrační křivku pro noxu, kterou jste našli v plasmě pacienta a zjistěte, jaká byla její koncentrace. Budete proto potřebovat také regresní rovnici. Na základě rozmezí pro toxickou a letální dávku (Příloha 3) posuďte prognózu pacienta. Pokuste se stručně formulovat nález tak, jak byste jej předali ošetřujícímu lékaři.
Odpověď:



[bookmark: _Hlk212163972]Úkol č.3 (Chromatografická metoda – přehled):
Doplňte následující text a otázky:
1. Každý chromatografický systém obsahuje dvě fáze.
a) Mobilní fáze v této úloze je ____________ (polární / nepolární).
b) Stacionární fáze na koloně C18 je ____________ (polární / nepolární).
2. Která z látek zjištěných v úkolu 1. se bude na reverzní fázi zadržovat déle. Zkuste vysvětlit proč? (Zvažte jejich polaritu.)

3. Vysvětlete pojem retenční čas.
Co nám říká o vlastnostech dané látky?


4. Který z parametrů chromatogramu (plocha píku, výška píku, retenční čas)
a) souvisí s množstvím látky ve vzorku?
b) slouží k její identifikaci?

5. Jaký je princip separace v kapalinové chromatografii?
(Popište stručně, jak dochází k separaci jednotlivých látek.)


6. Popište alespoň jeden způsob interakce separovaných látek se stacionární fází.


7. Uveďte příklad dvou detektorů, které se používají ve spojení s kapalinovou chromatografií. Určete, jaké jsou výhody použití detektoru hmotnostní spektrometr.



8. Doplňte větu:
„Chromatografie na reverzní fázi je vhodná pro separaci látek, které jsou ____________ (polární / nepolární), protože ____________.“
9. Navrhněte alespoň dva další příklady, kdy se chromatografické metody využívají v klinické nebo toxikologické laboratoři.
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 Příloha 1A: Chromatogram standardů vybraných návykových látekKodein
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Příloha 1B: Chromatogram z toxikologického screeningu plasmy pacienta
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
Time (min)
Odezva
tr=2.91 min
tr=9.47 min














[image: ]


Příloha 2: Data pro konstrukci kalibrační závislosti (koncentrace kalibrátorů a jejich odpovídající odezva)
[image: ]
Příloha 3: Tabulka terapeutických/“normálních“, toxických a letálních plasmatických koncentrací
	Látka
	Rozsah plasmatických konc. (mg/L)

	 
	terap./"normální"
	toxická
	letální

	Morfin
	0.01-0.1
	0.1
	0.1-4

	Pseudoefedrin
	0.5-0.8
	N/A
	19-20

	Kodein
	0.03-0.25
	0.5-1
	1.8

	Psilocybin
	0.008
	0.018
	N/A

	Amfetamin
	0.02-0.1
	0.2
	0.5-1

	Benzoylecgonin
	0.1
	N/A
	1

	Sufentanyl 
	0.0005-0.01
	N/A
	0.001-0.007

	THC
	0.005-0.01
	 N/A
	N/A
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Konc. Odezva

c (mg/L)

Pseudoephedrine

0.1 3.15

1 24.0

5 120

10 248

30 720

50 1242

Konc.

c (mg/L)

Psilocybine Sufentanyl  THC

0.001 0.02 0.03 0.02

0.01 0.27 0.22 0.13

0.05 1.10 1.30 0.52

0.1 2.30 2.53 1.21

0.3 7.10 6.95 3.45

0.5 11.5 12.0 5.75

Konc.

c (mg/L)

Amphetamin Benzoylecgonine Codeine Morphine

0.01 0.25 0.18 0.18 0.31

0.1 2.00 1.50 1.80 3.11

0.5 11.2 8.80 9.20 15.5

1 19.2 17.6 18.5 31.0

3 65.0 51.0 54.1 88.0

5 103 89.0 91.0 155
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