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Uloha 1 - Tenkovrstevna chromatografie lékd

Reagencie:

Chemikalie
1. Etylacetat SORO2
2. Metanol ®&@

Detekéni ¢inidla
Marquisovo cinidlo
Formaldehyd 40% 4 ml

Kyselina sirové 96% do 100 ml
Skladovat pti pokojové teploté (exspirace 7 dni) nebo pii 4 °C (exspirace 14 dni).

Mandelinovo cZinidlo
Metavanadi¢nan amonny 109¢

Kyselina sirova 96% do 100 mi
Skladovat pti pokojové teploté, exspirace 1 rok.

Dragendorffovo éinidlo ® &<

Roztok A:
Jodid draselny 6,09
Cisténa voda 10,0 ml
Roztok B:
Zasadity dusicnan bismutity &< 06
Kyselina chlorovodikova 31% @ 2,0 ml
Po rozpusténi pfidat:
Cisténa voda 10,0 ml
Roztok C:
Kyselina chlorovodikova 31% €< 8,0 ml
Cisténa voda 475 ml

Postupné se smisi plny objem roztokit A, B a C.
Uchovéavat pti pokojové teploté, chranit pred svétlem. Exspirace 1 rok.

Vzorky léciv
Furosemid pro inj. 10 mg-ml*
Diklofenak pro inj. 25 mg-ml? SOS®® fedény 96% etanolem UL Y poméru
1:2
3. Tramadol pro inj. 50 mg-ml? SO® fedény 96% etanolem SOSOL R poméru 1:4
4. Mirtazapin @ — peroralni tabletu s 30 mg mirtazapinu nechat rozpadnout ve 3 ml

smési etylacetat 20 : metanol SEHP : ¢iSténa voda 9:6:1, pak dikladné promichat
na vortexu a oddé¢lit nerozpusténé soucasti centrifugaci. Supernatant odd¢lit do Cisté
mikrozkumavky, skladovat pii 4 °C, exspirace 14 dni.



5. Metoprolol SO® _ peroralni tabletu se 100 mg metoprololu nechat rozpadnout v 5

ml smési etylacetat < : metanol <@ . ¢istena voda 9:6:1, pak ditkladné
promichat na vortexu a odd¢lit nerozpusténé soucasti centrifugaci. Supernatant oddélit do
¢isté mikrozkumavky, skladovat pti 4 °C, exspirace 14 dni.

Pomiicky:
1. Desky pro chromatografii na tenké vrstvé Alugram® SIL G UV2s4, rozmér asi 10 x 15 cm
2. Komory pro chromatografii na tenké vrstvé
3. RozpraSovace na detekcni Cinidla
4. Digestor
5. Inkubator 95 °C

Postup:

Kazda dvojice studentt pfipravi jednu chromatografickou desku, u které provede sekvenéni detekci
Marquisovym, Mandelinovym a Dragendorffovym ¢inidlem.

1.

Do chromatografické komory pfipravime mobilni fazi etylacetat B : metanol &S

vV poméru 3:2 (napt. 30 ml : 20 ml).

Ptipravime desku pro chromatografii na tenké vrstvé. Asi 1 cm od dolniho okraje vyznac¢ime
mékkou tuzkou pét startli v rozestupu asi 1,5 cm, vzdalenost krajnich starti od okraji desky
by méla byt asi 2 cm. U horniho okraje popiSeme, ktery standard/vzorek bude ve které draze.
Na chromatografickou desku nanasime na starty jednotlivé standardy/vzorky. Objem
nanasky je asi 5 pl.

Desku nechdme uschnout. Pak ji vloZime do chromatografické vany a vyvijime asi 10 az 20
minut. Mobilni faze by méla vyvzlinat alespoil do dvou tfetin desky.

Desku vyjmeme z komory a okamzité tuzkou vyzna¢ime polohu ¢ela mobilni faze.

Desku prohlédneme ve viditelném svétle a pod UVA a UVC zéfenim. Vyznacime polohu
skvrn nebo desku vyfotografujeme.

Detekujeme jednotlivé frakce sekvencni detekci Marquisovym, Mandelinovym a
Dragendorffovym ¢inidlem.

Sekvencni detekce Marquisovym, Mandelinovym a Dragendorffovym Cinidlem

1.

Desku v digestofi rovnomérné postiikame Marquisovym ¢inidlem @ Objevi se
namodrald skvrna tramadolu. Pak desku 3 minuty ohfivame na 95 °C v inkubatoru.
Zaznamename polohu skvrn ve viditelném svétle, UVA a UVC.

Desku postiikdme Mandelinovym ¢inidlem . Pak ji ohfivame na 95 °C

V inkubatoru, dokud se neobjevi skvrna metoprololu (asi 3 minuty). Zaznamename polohu
skvrn ve viditelném svétle, UVA a UVC.

Desku postiikdme Dragendorffovym ¢inidlem SO©OY Skvrna mirtazapinu se obarvi
oranzove. Pak desku kratce ohfejeme na 95 °C v inkubatoru (asi 1 min) — zesvétla pozadi,
ale skvrna mirtazapinu by nemé¢la zmizet. V ptipad¢ potieby lze detekci Dragendorffovym



Uloha 2 - Priikaz etanolu reakci s dichromanem draselnym

Reagencie:

1. Dichroman draselny 0,3 g/l

2. Kyselina sirova 96%

3. Ethanol @@

Postup:

Asi k 0,5 ml roztoku K>Cr207 ptidame stejny objem etanolu SO . pak opatrné

prikapneme 5-6 kapek kyseliny sirové < (ochrana o¢i Stitem). Roztok po 1-2 minutach zezelena.

Reakéni smés po vyhodnoceni reakce vylévejte do nddob urcenych pro sbér nebezpe¢ného odpadu.

Uloha 3 - Stanoveni koncentrace etanolu v krvi plynovou
chromatografii - vyhodnoceni zaznamu analyzy

Postup:

V grafickém zaznamu z plynové chromatografie zmétte vysky vrcholl etanolu a vnitiniho standardu
(isopropanolu) jak v neznamém vzorku, tak ve standardnim roztoku. Vypocitejte obsah etanolu

V nezndmém vzorku.

Ukazka zaznamu:

hst, hst,

1153

zaznam chromatografie
standardu

hvz

M UL

hste
hstys
hvze

hvzys

zaznam chromatografie

neznamého vzorku

Vyska vrcholu etanolu ve standardnim vzorku
Vyska vrcholu vnitiniho standardu ve standardnim vzorku
Vyska vrcholu etanolu v nezndmém vzorku

Vyska vrcholu vnitiniho standardu v nezndmém vzorku



Uloha 4 - Stanoveni alkoholu dechovym testerem

Demonstraéni tloha

Pomiicky:
1. alkohol tester
2. naustky

Uloha 5 - Demonstrace rychlého imunochromatografického
testu pro prtikaz Iékd a drog v moci

Demonstracni tloha — bude demonstrovan rychly imunochromatograficky test ve vzorku obsahujici
testovany 1¢ék a ve vzorku, ktery testovany 1€k neobsahuje.
Pomiicky:

1. rychlé imunochromatografické testy pro stanoveni drog

2. vzorek obsahujici testovany 1ék

3. vzorek neobsahujici testovany 1€k

Uloha 6 - Spektrofotometrické vysetfeni hemoglobinu
a jeho derivatu

Reagencie:

1. Hexakyanozelezitan draselny Ks[Fe(CN)e] OS®©

2. Dithionicitan sodny NazS;04 O®
3. Nefedéna nesrazliva krev Infekéni material
4. Netedéna nesrazliva krev sycend CO Infek¢ni material

Pracovni postup:

U jednotlivych derivatli hemoglobinu proméite absorpcni spektra v rozsahu vinovych délek
od 500 do 600 nm. Spektrofotometr vynulujte proti ¢isténé vodé.

Oxyhemoglobin (O2Hb)

Pievazuje ve vzorcich krve stojicich na vzduchu. Ke 4 ml ¢isténé vody pridejte 0,02 ml krve
a promeite absorpcni spektrum. V piipadé€ vysokych absorbanci muzete zvolit vyssi fedéni.
Deoxyhemoglobin (Hb)

Ptipraveny vzorek oxyhemoglobinu zredukujte pfidanim malého mnozstvi (Spicka 1zicky)
dithionic¢itanu sodného a po 2 — 5 minutach zmé&ite spektrum. Porovnejte vysledky méieni O2Hb
a Hb a téZ si v§imejte zbarveni vzorki.



Hemiglobin (methemoglobin)

Ke 4 ml ¢isténé vody pridejte 0,02 ml krve a jako oxidacni ¢inidlo velmi malé mnozstvi (3 — 4
krystalky) hexakyanozelezitanu draselného. Asi po 5 — 10 minutdch zméite spektrum a
porovnejte je s hodnotami ziskanymi méfenim oxyhemoglobinu. Zaznamenejte zménu
zbarveni.

Karbonylhemoglobin

Ke 4 ml ¢isténé vody pridejte 0,02 ml krve sycené CO. Hodnot'te zbarveni a proméite spektrum.
Vsimejte si posunu vrchold spektra pii vinové délce 570 nm ve srovnani s oxyhemoglobinem,
ktery ma vrchol pii 578 nm. Tohoto posunu se muize vyuzit pfi stanoveni koncentrace
karbonylhemoglobinu v krvi pii otravach CO.



