2/06/zlom 6.4.2006 10:24 Strénka 103

¢

Srovnani enzymatické a kyselé hydrolyzy
pri toxikologickém screeningu
z malého mnoZstvi moce

Vorel F., Dédi¢ova M., Lazni¢kova J.
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Souhrn

V praci je prezentovan toxikologicky screening zaméieny na prukaz kyselych, neutralnich a ba-
zickych 1é¢iv a drog v moci. Je srovnavana vytéznost hydrolytického $tépeni pomoci B-glukuro-
nidazy (enzymaticka hydrolyza) a pomoci 0,1 M kyseliny chlorovodikové (kysela hydrolyza) ze 2 ml
moce po extrakeci na pevné fazi (SPE) a identifikaci plynovou chromatografii s hmotnostni detekci
(GC-MS).

Paracetamol, buprenorfin a morfin maji vyrazné vyssi vytéznost pri pouziti enzymatické hydro-
lyzy. Naopak hydrolyza 0,1 M kyselinou chlorovodikovou se jevi vhodnéjsi pro prukaz benzodia-
zepinu. Je ¢éasové i finanéné méné narocna, extrakty obsahuji méné balastnich latek z matrice.
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Summary

The Comparison of the Enzymatic and the Acid Hydrolyse at the Toxicological
screening of the small amount of Urine

The article deals with the toxicological screening directed at the identification and confirmation
of the acid, neutral and basic medicaments and drugs in the urine. The efficiency of the
hydrolysation using B-glukuronidase (enzymatic hydrolyses) and using 0.1M hydrochloric acid
(acid hydrolyses) from 2 ml of the urine were compared. The solid phase extraction (SPE) and the
GC-MS identification were used.

The efficiency of the extraction of paracetamol, buprenorphine and morphine is better by means
of the enzymatic hydrolyses. Vice-versa the acid hydrolyses appears to be more applicable for
benzodiazepines. The acid hydrolyses is faster and cheaper and the extracts contain less of the
ballast materials.
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nutné nezpochybnitelna identifikace jednotlivych
latek, eventualné stanoveni jejich koncentraci
v krvi pro posouzeni ovlivnéni. Navic mnoho toxi-
kologicky vyznamnych latek takto zachytit ani

Uvod

V toxikologické praxi se stale ¢astéji setkava-
me se zadosti o toxikologické vysetieni, kdy je
k dispozici pouze zkumavka krve (vétSinou po
stanoveni koncentrace etanolu) a zkumavka (2-7
ml) moce (1). Jde tedy o zachyt a prukaz Sirokého
spektra toxikologicky vyznamnych latek ve velmi
nizké koncentraci z malého objemu materiilu,
obsahujictho navic mnoho balastnich, vySetieni
znesnadnujicich latek.

Imunochemické metody umozni skupinovy
zachyt drog a nékterych 1ékti v moci. Jde vSak
o orientac¢ni vySetieni, které nelze samo o sobé ve
forenznich piipadech akceptovat, nebot zde je

nelze.

Drogy, 1é¢iva a jejich metabolity se vyluéuji
moc¢i jednak ve volnych extrahovatelnych for-
mach a jednak vazané ve formé konjugatt, nej-
¢astéji s kyselinou glukuronovou (2). Pro tspés-
nou extrakci organickou fazi je nutné vazbu na
konjugaty uvolnit. Nejbéznéjsim zpusobem uvol-
néni vazeb je hydrolytické Stépeni. V praxi se pro-
vadi bud pomoci enzymu, nebo mineralni kyse-
linou event. hydroxidem (napt. izolace kanabi-
noida) (3, 4). Pouziti koncentrované kyseliny
chlorovodikové je uéinné pro Stépeni vazby na
konjugat, ale zaroven dochazi i k zménam struk-
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tury nékterych labilnich analytd (6-monoacetyl-
morfin — morfin, benzodiazepiny — benzofenony).
P#i pouziti 0,1 M kyseliny chlorovodikové docha-
zi k rozstépeni glukuronidové vazby, ale 6-mono-
acetylmorfin (6-MAM) je mozné zachytit (5).

V praci je porovnana vytéznost analytt po
hydrolytickém §tépeni pomoci B-glukuroni-
dazy/arylsulfatazy a 0,1 M kyseliny chlorovodi-
kové.

Pro izolaci analyta byla pouzita extrakce na
pevné fazi na kolonkach SPEC Plus 3 ml DAU.
Pavodni formy, acetylderivaty a silylderivaty
byly analyzovany pomoci GC-MS.

Material

K porovnani uéinnosti hydrolyzy byly pouzity
moce od dobrovolniki a moce odebrané pri pi-
tvach. Vzorky mocéi obsahovaly 1é¢iva a drogy
kyselé, neutralni a bazické povahy, ve volné ¢i
vazané formé, puvodni formy a metabolity v tera-
peutickych koncentracich. Z nich byl ptipraven
zasobni smésny vzorek, ktery obsahoval: ibu-
profen, paracetamol, fenobarbital, propyfenazon,
metamfetamin, tramadol, bromazepam, 7-ami-
noflunitrazepam, kodein, morfin, 6-MAM, bupre-
norfin. Jako interni standard byl pouZit meta-
qualon.

Metoda

Princip

Smésny vzorek moci s obsahem 1é¢iv a drog
byl podroben jednak hydrolyze enzymatické (HE)
a jednak kyselé 0,1 M kyselinou chlorovodikovou
(HK). Hydrolyzaty byly extrahovany na kolonce
SPEC PLUS 3 ml Dau a analyzovany GC-MS bez
derivatizace, po silylaci a po acetylaci.

Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly v kvalité p.a.

B-glukuronidaza /arylsulfataza Helix Pomatia,
aktivita B-glukuronidazy 30 F.U./ml, aktivita
arylsulfatazy 60 F.U./ml, Merck

Extrakéni kolonky SPEC PLUS 3 ml DAU, AN-
SYS Technologies, INC.

Silyla¢ni ¢inidlo N,O-Bis(trimethylsilyDtrifluoro-
acetamid with 1% Trimethylchlorsilane, BST-
FA s 1% TMCS, Fluka

Standardy

Metamfetamin.HCl, tramadol.HCI, fenobar-
bital, kodein, 7-aminoflunitrazepam, morfin.HCI
trihydrat, 6-monoacetylmorfin.HCI hydrat a bup-

¢

renorfin. HCl byly dodany firmami Alltech,
Sigma, Fluka, Radian International.

Ibuprofen, paracetamol, bromazepam, propy-
fenazon a metaqualon byly ziskany z lékovych
pripravkda.

Podminky GC-MS

plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem
Finnigan MAT 9001 GCQ plus

kapilara DB-5, 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm,
J.W.Scientific, Folsam, USA

teplota splitless injektoru 260 °C

teplota MS transfer line 250 °C

teplota iontového zdroje 200 °C

teplotni program: 60 °C, po 1 min. 20 °C /min. do
250 °C, 250 °C konstantné po dobu 21,5 min.,
30 °C /min do 270 °C, 270 °C konstantné po
dobu 7 min.

150 °C, po 2 min. 30 °C /min. do 290 °C,
290 °C konstantné po dobu 20,5 min

hmotnostni detektor v médu EI, rozsah 55 az
400 m/z

pratok nosného plynu helia 1,25 ml/min

nastfik 1 ml extraktu

Hydrolyza enzymaticka

2 ml mo¢i, interni standard metaqualon
(200 ng), 60 pl B-glukuronidazy/arylsulfatazy
a 0,7 ml 0,1M acetatového pufru pH 4 bylo inku-
bovano 2 hod. p#i 65 °C. Po ochlazeni byl hydroly-
zat odstiedén pti 3000 ot/min po dobu 5 minut
a supernatant podroben extrakci na kolonce
SPEC PLUS 3 ml DAU.

Hydrolyza 0,1M kyselinou chlorovodikovou

2 ml mo¢i, interni standard metaqualon
(200 ng) a 0,2 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové
(event. vice — vysledné pH 4) bylo inkubovano po
dobu 30 min. pi¥i 120 °C. Po ochlazeni byl hydro-
lyzat odstfedén pti 3000 ot/min. po dobu 5 min.
a supernatant podroben extrakci na kolonce
SPEC PLUS 3 ml DAU.

Extrakce na kolonce SPEC PLUS 3 ml DAU

. 500 ul methylalkoholu

. 500 pl destilované vody

. upraveny vzorek moci

. 500 ul destilované vody

. 500 ul acetatového pufru pH 4

. vakuum 5 min.

. 500 ul n-hexanu

. vakuum 2 min.

. eluce: 1 ml ethylacetat : methylalkohol 98 : 2
2 ml dichlormethan : isopropylalkohol : hyd-
roxid amonny 4 :1:0,1

10. odpareni rozpoustédla pti 40°C v proudu du-

siku

11. rozpusténi odparku ve 100 pl methylalkoho-

lu — analyza GC-MS

12. odpateni 50 pl methylalkoholového extraktu
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a derivatizace 50 ul BSTFA s 1% TMCS v e-
tylacetatu (1 : 3, 70 °C, 30 min.) — analyza GC-
MS

13. odpateni 40 pl methylalkoholového extraktu
a derivatizace 50 ul anhydridu kyseliny octo-
vé v pyridinu (3 : 2, 60 °C, 30 min.) — analyza
GC-MS

Vysledky

Izolace kyselych, neutralnich i bazickych la-
tek z moce je provedena postupné a eluaty spoje-
ny v jeden vysledny extrakt.

Tab. 1. Relativni koncentrace
1é¢iv a drog v mocéi
po hydrolyze enzymatické
(HE) a po hydrolyze 0,1 M
kyselinou chlorovodikovou
(HK) bez derivatizace
(relativni koncentrace

po HE =1).

Latka HK
Ibuprofen 1,05
Paracetamol stopy
Fenobarbital 1,06
Propyfenazon 0,79
Kodein 0,42
Metamfetamin 0,50
Tramadol 0,89
Bromazepam — HY (ABB) | 1,44
7-aminoflunitrazepam 1,53

Tab. 2. Relativni koncentrace
1é¢iv a drog v mocéi
po hydrolyze enzymatické
(HE) a po hydrolyze 0,1 M
kyselinou chlorovodikovou
(HK) po silylaci (relativni
koncentrace po HE = 1).

Latka HK
Kodein. TMS 0,43
Morfin.2TMS 0,12
6-MAM.TMS 1,41

Tab. 3. Relativni koncentrace
1é¢iv a drog v moéi
po hydrolyze enzymatické
(HE) a po hydrolyze 0,1 M
kyselinou chlorovodikovou
(HK) po acetylaci (relativni
koncentrace po HE = 1).

| Latka HK ||
|| Paracetamol. AC 0,22 ||
I| Buprenorfin.AC 0,14 |I

¢

Vysledky koncentraci analytd jsou pramérem
ze 3 analyz a jsou uvedeny v relativnich hodno-
tach. Koncentrace 1é¢iv a drog po hydrolyze enzy-
matické odpovidaji relativni hodnoté 1 a k té jsou
vztazeny relativni koncentrace 1é¢iv a drog po
hydrolyze 0,1 M kyselinou chlorovodikovou. Pro
porovnani byl pouzit jako interni standard meta-
qualon.

Relativni hodnotu koncentraci 1é¢iv a drog
bez derivatizace, po silylaci a po acetylaci uvadi
tab. 1- 3.

Diskuse

Paracetamol, buprenorfin a morfin maji vy-
razné vysSi vytéznost pii pouziti enzymatické
hydrolyzy. Vétsi nalez morfinu po HE 1ze ¢asteéné
vysvétlit vy§§im stupném rozkladu 6-MAM na
morfin, jak vyplyva ze srovnéani vytéznosti obou
hydrolyz pro 6-MAM.

Naopak hydrolyza 0,1 M kyselinou chlorovo-
dikovou se jevi se jako vhodnéjsi pro priukaz
benzodiazepint. Je ¢asové i finanéné méné na-
roéna, extrakty obsahuji méné balastnich latek
z matrice.

Zaveér

Hydrolytické stépeni moce, extrakce na pevné
fazi a analyza GC-MS umozZiiuje ve spojeni s i-
munochemickymi metodami komplexni toxikolo-
gicky screening pro malé mnozstvi materialu.
Dava obraz o pritomnosti 1é¢iv a drog v moci
a tim usnadni dalsi cileny zachyt event. stanove-
ni koncentrace v krvi.
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