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Vybrané vySetfovaci metody v toxikologii

1. Jedy, toxické latky

Toxikologie je interdisciplindrni obor, zabyvajici se nepfiznivymi (toxickymi) uc€inky
cizorodych chemickych latek (xenobiotik) na zivy organismus. Toxikologie zahrnuje dva aspekty
— lékarsky, ktery se zaméetuje na sledovani t€inkt jedil a hledani optimalni 1écby otrav, a analyticky,
ktery se zabyva prikazem a stanovenim mnoZzstvi vétSinou neznamé latky ¢i smesi nezndmych latek
a jejich metabolitll v biologickém, popt. nebiologickém materialu.

Jako jedy (toxické latky, jedovaté litky) jsou oznaCovany chemické latky, které jsou
schopné po vniknuti do organismu vyvolat jiz v relativné¢ malém mnoZzstvi poskozeni organismu.
Jako jed mohou pfi predavkovani pisobit i [éCiva.

Toxikologicky vyznamné latky zahrnuji Siroké spektrum latek s rtznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi:

e IéCiva, navykové latky;
tékavé latky (napft. ethanol, methanol, toluen, trichlorethylen);
plyny (napt. oxid uhelnaty, kyanovodik);
anorganické kyseliny a zasady;
kovy (napf. arsen, olovo, rtut’).

2. Biologicky material

Pti toxikologické analyze se zpracovava rizny biologicky materidl. Na vySetfeni je ho
zapotiebi zaslat dostate¢né mnozstvi, umoznujici v ptipadé otravy neznamym jedem provést co
nejvice analyz.

Obvyklé vySetfované materidly jsou tyto:

o Zaludeéni obsah — alespoit 50 ml zvratkil nebo prvni porce Zalude&niho vyplachu. Analyza

zaludecniho obsahu ma vyznam v Casné fazi otravy, pokud se latka jeSté nevstiebala.

V zalude¢nim obsahu lze prokazat 1é¢iva v ptivodni forme.

e Krev, popi. sérum (minimaln¢ 10 ml) — hladina v krvi je ovlivnéna délkou doby, ktera

uplynula od vstupu noxy (= Skodliviny) do organismu, rychlosti jejiho vstfebani a vylucovani.

Koncentrace jedu v krvi byvaji nizké. Krev je vhodna pfedevsim pro kvantitativni analyzu.

o Moc¢ - jed se v mocCi objevuje pozdé€ji nez v krvi, ale také déle pietrvava, a proto analyza moci

nabyva na vyznamu v pozd¢jSich stadiich otrav. Jedovata latka byva v moci casto koncentrovana,

nemusime vSak prokazat ptivodni formu, ale fadu jejich metabolitt. Proto byva analyza moci

100 ml (minimalné& 50 ml).

o Biologicky materidl ziskany po smrti — obsah zazivaciho traktu, vzorky tkani, t€lesné tekutiny.

o Materidl zajistény v souvislosti s otravou — zahrnuje tablety, tekutiny, injek¢ni stiikacky,
zbytky potravy.

e Vlasy — kumuluji nékteré latky, a proto umoznuji prukaz abusu drog nebo chronické expozice
jinymi Skodlivinami v minulosti.

o Vydechovany vzduch — obsahuje tékavé latky.

e Sliny — jsou vyuzivany zejména pro rychlé zachytové testy drog pfi kontrole fidict
motorovych vozidel nebo zaméstnancii pfi vykonu povolani.

e Mekonium (prvni novorozenecka stolice) — lze jej vyuzit pfi podezieni na abusus drog
u t€hotné zeny.

Vzorky biologického materidlu by mély byt transportovany ve zcela Cistych nadobach, beze
stop dezinfek¢nich prostredki a saponatii. Nadoby je tfeba tésné uzaviit; zejména pii podezieni na
otravu t€kavymi latkami nebo oxidem uhelnatym je nutno zkumavku naplnit az po okraj a tésné
uzaviit. Spolu s biologickym materialem se do laboratofe zasila Zadanka o toxikologické vySetieni,
kde je tieba uvést kromée identifikacnich udajt také informaci o klinickém stavu pacienta, podezieni
na konkrétni jed, pfibliznou dobu poziti jedu a medikament6zni terapie pied odbérem vzorku.
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3. Toxikologické vysetieni

Zasadnim tkolem toxikologického vySetfeni je zjiSténi piitomnosti neznamé latky
Vv biologickém materialu. Toxikologicka vySetfeni biologického materidlu jsou provadéna jednak
pro potieby lékait ve zdravotnickych zatizenich, jednak mohou byt pozadovana organy ¢innymi
V trestnim fizeni.

3.1.Indikace k toxikologickému vysetreni

Nejcastéjsi ditvody poZadovini toxikologického vySetieni jSou tyto:

e podezieni na otravu neznamym jedem
» odliseni diagnozy akutni otravy oproti jinym chorobnym staviim — obvykle se jedna
0 nemocné hospitalizované na jednotkach intenzivni péce ¢i resuscita¢nich odd€lenich,
Vv téchto situacich je kladen diiraz na rychlou analyzu;
= otravy, u nichZ je podezieni na trestny Cin;
prikaz zneuZivani drog a kontrola dodrzovani drogové abstinence;

e kontrola u¢innosti a dodrzovani terapie.

3.2. Metody uzivané v toxikologii

Vyhledavani a identifikace nezndmého jedu nebo jedii v biologickém materialu je velmi
sloZity a analyticky naro¢ny proces. Mnohdy vyzaduje pouZiti celého spektra analytickych metod.

Volba analytické metody je ovlivnéna povahou jedu. Jedovaté latky Ize rozdélit na tékavé
a extraktivni, které miizeme dale rozliSit na kyselé, bazické ¢i neutrdlni v zavislosti na pH prostiedi,
do néhoz prechazeji béhem extrakce. Dalsi déleni jedovatych latek je na anorganické a organické.

V toxikologické analytice prevladaji predev§im rtuzné typy chromatografickych metod
(tenkovrstva chromatografie — TLC, vysokoucinna kapalinovd chromatografie — HPLC a plynovd
chromatografie — GC, obé posledni uvedené ¢asto ve spojeni s hmotovou spektrometrii — MS).
Vyznamné misto zaujimaji i imunochemické metody. Stanoveni tékavych latek je doménou
plynové chromatografie, kde zvlastni postaveni vzhledem k vysoké frekvenci vysetfeni ma
stanoveni ethanolu. Spektrofotometrické metody jsou vyuZzivany pro analyzu toxikologicky
vyznamnych derivati hemoglobinu (karbonylhemoglobin, methemoglobin, sulfonylhemoglobin,
kyanmethemoglobin).

V analyze anorganickych latek se uplatiiuji dalsi metody jako je atomovd absorpcni
spektrometrie, neutronova aktivaéni analyza nebo polarografie.

3.3. Postup pri toxikologické analyze

Pii toxikologickém vySetfeni neznamé latky v biologickém materialu se uplatiiuje postup
systematické toxikologické analyzy, ktery zahrnuje n€kolik na sebe navazujicich kroki (obr. 1):

o zdchyt neboli screening — vyuziva hlavné imunochemické a chromatografické metody
(tenkovrstva, plynova a kapalinova), pomoci nichz detekujeme vybrané skupiny strukturné
podobnych latek bez pozadavku na identifikaci konkrétniho chemického individua;

e prikaz neboli identifikace chemického individua — vétSinou je zapottebi aplikovat naro¢né;jsi
metody. Uplatiuje se kapalinova a plynova chromatografie s hmotnostni detekci, tenkovrstva
chromatografie v riznych systémech vyvijecich soustav, sorbenti a detekcnich Cinidel a dalsi
metody;

e kvantitativni stanoveni cizorodé ldatky v biologickém materidlu;

e vyhodnoceni nalezii toxikologem a lékaiem.

V dal$im vykladu se zaméfime pifedevSsim na prvni fazi toxikologické analyzy se
zaméfenim na tlohy v praktickém cviceni.
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Obr. 1 Schéma postupu pfi toxikologické analyze
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3.4.Screening (zachyt)

Zachyt nezndmé noxy predstavuje uvodni krok toxikologické analyzy. Vysledky ziskané
screeningovymi testy byvaji spise orientacniho charakteru a je tfeba si uvédomit, Ze nemusi zachytit
nepiedpokladané latky. Predbézné zkousky nemusi byt specifické, ale mély by se vyznacovat
dostatecnou citlivosti tak, aby negativni vysledek byl skutecné spolehlivy. V naléhavych ptipadech
(bezvédomi neznamého pivodu) je nutnym pozadavkem rychla analyza. Pro zahdjeni terapie je
n¢kdy postacujici predbézny vysledek, ktery muize byt pozd€ji potvrzen a doplnén pomoci

Pfi screeningu nezndmych latek naSly své uplatnéni pfedev§im imunochemické metody
a tenkovrstva chromatografie.

Imunochemické metody

Jsou vhodné predevSim v tuvodni fazi toxikologického wvysSetteni. Prikaz drogy
imunochemickymi metodami je zaloZen na jeji reakci se specifickou protilatkou. V zavislosti na
pouzité protilatce je mozno imunochemicky detekovat skupinu ptibuznych latek (méné€ specificka
protilatka), nebo jedinou substanci (vysoce specificka protilatka).

Pro ucely screeningu se voli imunochemické metody pro prikaz skupin latek, které patii
zejména mezi zavazné a Casto uzivané drogy (omamné a psychotropni latky). Imunochemickym
skupinovym screeningem se rychle vyttidi suspektné pozitivni vzorky. Jejich vyhodou je, Ze
nevyzaduji ptedchozi upravu vzorku a pro analyzu sta¢i maly objem vzorku. Nevyhoda
imunochemickych metod spoc¢iva v moznosti fale$né pozitivnich vysledki, nebot’ pouzita protilatka
muze zkiizené reagovat i s latkami jiné skupiny.

Pro provedeni imunochemickych metod byvaji k dispozici imunochemické analyzatory,
které mohou poskytnout vysledek béhem nékolika minut.

Na imunochemickém principu jsou zaloZeny i testy spadajici do oblasti tzv. POCT (Point
of Care Testing) diagnostiky. Umoziuji rychlou analyzu v terénu nebo u lizka nemocného mimo
laboratof bez naroki na pfistrojové vybaveni. Vysledek je hodnocen jako pozitivni ¢i negativni na
zaklad¢ predem dohodnutych hranic pozitivity (tzv. hodnota cut off). Ve form¢ diagnostickych
prouzkti nebo desticek se pouzivaji pro testovani drog v moci, ve slinach ¢i potu.

POCT testy pro drogy existuji v riizné forme:

o Papirové prouZky pro kvalitativni ¢i semikvantitativni stanoveni jednoho analytu. Manipulace
s prouzkem je velmi jednoducha — prouzek se ponoii do moci na nékolik sekund, béhem nichz dojde
k adsorpci vzorku do prouzku. Poté mo¢ migruje prouzkem, kde je ptipadna noxa prokazovana
imunochemicky.

o Prouzkové testy pro jeden ¢ vice analytit vlozené v ochranném ramecku. Kromé vlastniho
testovaci policka byva soucasti prouzku dalsi kontrolni zona, kterd nas informuje, zda je prouzek

e

funk¢ni. Vysetfeni trva o néco déle (n€kolik minut), ale vysledky jsou spolehlivéjsi.

o Testovaci nadobky slouzi jako test a zaroven k transportu. Na boku nadobky je testovaci oblast.
Timto zptsobem lze v souCasnosti prokazat nejéastéji uzivané drogy — amfetamin, metamfetamin,
benzodiazepiny, kannabinoidy, kokain, opiaty, fencyklidin, tricyklicka antidepresiva.

Jeden z principi stanoveni drog v mo¢i nebo ve slinach spo¢iva v soutéZi mezi drogou ve
vySetiovaném vzorku a konjugdtem drogy, ktery je imobilizovan v detekéni zoné prouzku
0 omezené mnoZstvi specifické protilatky.

Vzorek putuje reakéni zénou obsahujici specifické protilatky navazané na barevné
mikroc¢astice, které se v prubéhu reakce mobilizuji. Mo¢ i rehydratované znaCené protilatky
postupuji reakénim prouzkem a v detekéni zoné se setkaji se zakotvenymi konjugaty drog.

Pokud vysettovany vzorek obsahuje drogu, vazebna mista barevné oznacenych protilatek
jsou jimi saturovana a nemohou se tedy navazat na imobilizované konjugaty drog. Barva detekéni
zony zistane nezménéna a vysledek je odecitan jako pozitivni. V' nepiitomnosti drogy ve
vySetfovaném vzorku jsou znaCené protilatky zachyceny imobilizovanym konjugatem drogy.
V detekéni zon€ se vytvoii barevny prouzek, ktery znamena negativni vysledek. Vysledky
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ziskané vySe uvedenymi postupy poskytuji pouze pfedbéznou informaci, kterd musi byt potvrzena
specifictéjsi chemickou metodou.

TLC-screening

Principem metody je zachyt neznamého 1éciva, popf. jeho metaboliti v biologickém
materialu pomoci nekolika kritérii, z nichz kazdé umoziuje zatadit zachycené 1é¢ivo ¢i metabolit
do ur¢ité skupiny. Vyhodou TLC screeningu je detekce SirSiho spektra latek a jejich metaboliti
a dale moznost rozlisit jednotlivé sloZky pii analyze smési. Patii mezi jednoduché a ekonomicky
nenaro¢né metody. Na rozdil od imunochemickych metod je pti pouziti tenkovrstvé chromatografie
nutna predchozi Gprava vzorku. TLC screening zahrnuje nékolik krokl. Kazdy z nich ptispiva
k poznani charakteru hledané latky.

Extrakce

V biologickém materialu se hledana substance naléza obvykle v nizkych hladinach. Cilem
extrakce je zkoncentrovani 1éCiva, které je pivodné ve vodné fazi (biologické tekutiny), do
organického rozpoustédla a soucasné odstranéni vétSiny balastnich latek. Rozpustnost v organické
fazi je usnadnéna upravou pH vySetfovaného materialu, kterou se potlaci disociace funkcnich
skupin kyselého nebo bazického charakteru.

Tenkovrstva chromatografie

V analytickém systému tenkovrstvé chromatografie byva stacionarni fazi silikagel
(hydratovana kyselina kfemicita). Mobilni faze je tvofena smési rizn€ polarnich rozpoustédel
s pridavkem kyseliny octové nebo amoniaku, které potlacuji piipadnou disociaci analyzovanych
latek. Na tenkou vrstvu se obvykle nandsi vzorek kyselého a alkalického extraktu do nékolika
startd, které jsou urCeny pro zakladni a barevné detekce. Soucasné s nezndmymi vzorky se analyzuje
i standardni smés, jejiz jednotlivé slozky jsou voleny tak, ze se v chromatogramu rozlozi po celé
délce. Vyvijeni chromatogramu probiha vzestupné v uzaviené chromatografické komote.

Pro detekci skvrn, jejiz podstatou je zviditelnéni bezbarvych latek, se pouzivaji tyto zakladni
postupy:
o detekce v UV svétle pii 254 nm a 366 nm;
= prikaz fluoreskujicich latek prohlédnutim chromatogramu;
e vizudlni detekce
= zakladni barevna detekce posttikem univerzalnim Dragendorffovym ¢inidlem;
= barevnd detekce dalSimi specifickymi organickymi ¢i anorganickymi Cinidly.

Hodnoceni ndlezu:
Hodnotime n€kolik kritérii:
o zaiazeni lé¢iva do extrakéni skupiny podle piitomnosti v kyselém a/anebo zasaditém
extraktu
o urceni polohy jednotlivych skvrn na chromatogramu
Poloha je vztahovana vzhledem ke standardiim
e hodnoceni reakénich schopnosti ldtek pii detekci
Hodnoti se fluorescence a barva skvrn véetné jejich odstint, intenzity zbarveni a pribéhu
reakce (rychlost, prohloubeni ¢i vymizeni zbarveni).

Vyhodnocenim nélezu pti TLC screeningu dospéjeme k tzkému vymezeni latek, které by
mohly byt pfitomné ve vzorku. Nasleduje jejich identifikace, pti které se vlastnosti hledané latky
porovnavaji s vlastnostmi latky, u niz predpokladame, Ze je s ni totozna (standard). Pii
chromatografické identifikaci se vzorek analyzuje spolecné se standardem a analyza se opakuje
alespon v dal§ich 2 — 3 rGznych vhodnych mobilnich fazich a aplikuji se dopliujici detekce.
TotoZnost zachycené latky se standardem lze piedpokladat, pokud vykazuje stejnou hodnotu Re i
stejnou reaktivitu pii detekci.
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4. Biotransformace léciv

Vétsina cizorodych latek podléha v organismu biotransformaci, pfi niz vznikaji metabolity.
Intenzivné jsou metabolizovany pfedevsim lipofilni latky, jejichz pfeména zvysuje jejich polaritu.
To umoziuje vylucovani vzniklych metabolitii moci.

Casto se stava, ze vychozi forma lé¢iva neni v analyzovaném vzorku zastoupena. V tomto
pripad¢ nabyva na vyznamu pritkaz metabolitii. Uplatiiuje se zvIaste u 1éCiv s kratkym biologickym
poloc¢asem, u nichz byl proveden odbér krve az poté, co bylo ptivodni 1é€ivo jiz metabolizovano.
Z tohoto dlivodu je zapotiebi pii hodnoceni toxikologického nalezu brat v ivahu, Ze mohou nastat
tyto situace:

e 1éCivo je prokdzano v ptivodni nezménéné forme;
e 1éCivo je prokazano v ptivodni formé spole¢né s metabolitem;
e prevazuji metabolity.

Pfeména pivodni latky na metabolity komplikuje toxikologickou analyzu. Z analytického
hlediska je tfeba si uvédomit, ze v prubehu biotransformace vznikaji metabolity s odliSnymi
vlastnosti, nez mélo ptivodni 1é¢ivo, napf. ptitomnost ionizujicich skupin v molekule metabolitu
zpusobuje, ze metabolit mize piechazet do jiné extrakcni frakce nez ptivodni forma. Metabolity
maji obvykle polarnéjsi charakter nez piivodni struktury, a proto se pti TLC pohybuji pomaleji.
Castym biotransformaénim pochodem jsou konjugaéni reakce xenobiotika s riznymi endogennimi
polarnimi slouceninami (napft. kys. glukuronova, glycin, kyselina sirova).

Priklady biotransformace

Biotransformace kyseliny acetylsalicylové

Kyselina acetylsalicylovd je b&zné pouzivany analgeticky a antipyreticky prostiedek®.
V toxikologické analytice se s kyselinou acetylsalicylovou setkdvame pfi intoxikaci déti nebo pii
sebevrazedném jednani dospélych, kde byva zachycena spolecné s jinymi 1éCivy, které jsou soucasti
kombinovanych analgeticko-antipyretickych smesi.

Podstatou biotransformace kyseliny acetylsalicylové je $tépeni na kyselinu octovou
a kyselinu salicylovou (My). Cast kyseliny salicylové se vyluduje jako volna, &ast ve formé
konjugatu s glycinem jako kyselina salicylurova (Mji). Dalsi podil kyseliny salicylové je
hydroxylovan na kyselinu gentisovou (Ms). Hydroxylaci a konjugaci ptivodni formy 1éciva se
zvySuje polarita vzniklych molekul a disledkem je snizeni jejich pohyblivosti pfi
chromatografickém déleni. Kyselinu acetylsalicylovou a jeji zachyt v mo¢i TLC chromatografii je
na obr. 2.

Biotransformace kodeinu

Kodein je prostiedkem k tlumeni kasle; kromé toho je soucasti analgetickych smési. Patii
mezi latky zneuzivané toxikomany.

Biotransformacni pfeména kodeinu je zajimava tim, ze jednim z metabolitti je morfin. Je to
zavazna skutecnost, na kterou je tfeba myslet pii interpretaci toxikologické analyzy. Morfin (M1)
vznika demethylaéni reakci na kysliku, tzv.O-demethylaci. Kodein v organismu podléha i dal§imu
typu demethylace na dusiku - N-demethylaci, jejimz produktem je norkodein (M3) (obr. 3).

! Analgeticka 1é¢iva tlumi bolest, antipyreticka 1é¢iva snizuji t&lesnou teplotu.
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Obr. 2 Biotransformace kyseliny acetylsalicylové a jeji zachyt v mo¢i TLC chromatografii na
SILUFOLU (chromatogram A — zakladni mobilni fize, chromatogram B — mobilni faze o sloZeni cyklohexan —

tetrachlormetan — diethylether — kys. octova v poméru 10:10:10:5; detekce Chromatogramti A i B chloridem
zelezitym). M — metabolity, PF — piivodni forma.
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5. Ethanol z toxikologického hlediska

Stanoveni ethanolu v biologickém materialu patii k nejcastéji pozadovanym vySetienim
Vv toxikologické laboratofi.

Hlavni farmakologické ptisobeni ethanolu se odehrdvd v CNS. Pfi niz§ich davkéach
navozuje euforii a excitaci. Ve vySSich davkach ma ucinky narkotické, mize zpiisobit bezvédomi

Pozity alkohol se snadno resorbuje v travicim traktu. Distribuuje se do vSech organt.
Metabolismus ethanolu se odehrdva predevSim v jatrech, kde je zejména pomoci enzymu
alkoholdehydrogenasy oxidovan na acetaldehyd, ktery je dale pfeménovan na kyselinu octovou.
Oxidaci podléha asi 90 — 95 % ethanolu, minoritni mnozstvi je odbouravano neoxidativnimi
cestami, zbyla ¢ast se vylucuje v nezménéné podobé dechem a moci.

5.1. Stanoveni ethanolu

Pro zjisténi poziti alkoholického napoje ¢i ovlivnéni chovani ¢lovéka alkoholem existuji
rizné metody. V mnoha piipadech je dostaCujici provést orienta¢ni vySetieni ethanolu ve
vydechovaném vzduchu pomoci vyhledavacich metod. Pfi pozitivnim vysledku se pfistupuje
k prikazu ethanolu v krvi, tj. v krevnim vzorku odebraném piislusné osobé ve zdravotnickém
zafizeni a jeho vySetfeni ve specialisované statni soudné l1ékaiské laboratofi pomoci presnéjsich
metod.

Orienta¢ni stanoveni ethanolu ve vydechovaném vzduchu

K wvySetfeni ethanolu ve vydechovaném vzduchu jsou k dispozici dechové analyzatory.
Negativni dechova zkouska je dostateéné€ prikazné zjisténi, ze dech neobsahuje alkohol.

Dechové analyzatory

Nékteré dechové analyzatory vyuzivaji k urCeni pfitomnosti alkoholu ve vydechovaném
vzduchu citlivych elektrochemickych senzorii. Soucasti jinych typ dechovych analyzatord, které
slouzi pouze jako orientacni metidla, jsou polovodicové senzory. Vice o dechovych analyzatorech
zde.

Detekéni trubicky

V minulosti se k prikazu ethanolu ve vydechovaném vzduchu pouzivaly detekéni trubicky.
Priikaz ethanolu vyuzival redukci nékterych latek (KoCr,O;, KMnQOs) ethanolem, kterd byla
doprovazena zménou zbarveni.
Vzduch obsahujiciho pary ethanolu redukuje indikacni smés. Vlivem redukce se Zluty K,Cr.0;
méni na zeleny Cr2(SO4)3, Ethanol se oxiduje na acetaldehyd. Reakce je nespecificka, mohou ji
vyvolat napf. ovoce, bonbony, Ustni vody.

3 CH3-CH32-OH + K»Cr207 + 4 H,SO4 — 3 CH3-COH + K,SO4 + Crz(SO4)3 + 7 H.O

5.2. Stanoveni ethanolu v Krvi

Analytické metody ke stanoveni koncentrace ethanolu v krvi jsou na rozdil od vyse
uvedenych zplisobll velmi presné a jejich vysledky jsou ze soudné 1ékaiského hlediska smérodatné.
Pro forenzni ucely je nutno provadét stanoveni ethanolu v kazdém vzorku dvéma na sobé
nezavislymi metodami, zaloZenymi na odlisnych principech.

Stanoveni ethanolu plynovou chromatografii

Za objektivni metodu pfijatelnou z forenzniho hlediska je povazovana plynovd
chromatografie, kterou je zapotiebi z téhoz vzorku provést alespoil dvakrat. Umoziuje kvalitativné
specifické i kvantitativni stanoveni koncentrace ethanolu v krvi. Jednou z jejich vyhod je, Ze
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jednoznaéné odlisi ethanol od jinych tékavych latek jako je methanol, aceton nebo toluen.

Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouziva metoda vnitiniho standardu. Jako vnitini standard
lze pouzit latku, kterd neni pfitomna v analyzovaném vzorku a ani nereaguje s zadnou slozkou
vzorku. Pouzitim vnitiniho standardu se eliminuje vliv chyby, ktera miZe vzniknout nestejnou
velikosti nastfiku vzorku a standardu na kolonu.

Pfi analyze postupujeme tak, ze vzorek biologického materidlu smisime s vnitinim
standardem v piesném objemovém pomeéru. Stejné pfipravime roztok ethanolu o zndmé koncentraci
(standard). Poté smési vyhodnocujeme plynovym chromatografem. Pomér vySek vrchold
stanovované latky nebo standardu a vnitiniho standardu zistava stejny i pfi rozdilné velikosti
nastiiku.

Ovérovaci metody pro stanoveni ethanolu

Jako ovéfovaci metoda mize poslouzit jind metoda, ktera nemusi byt specificka, ale je
zapotiebi, aby byla ptesna, napt. metoda enzymova ¢i Widmarkova. Principem enzymové metody
je oxidace ethanolu NAD* za katalytického ptsobeni enzymu alkoholdehydrogenasy (ADH) na
acetaldehyd. Mnozstvi vzniklé redukované formy NADH je tmérné mnozstvi ethanolu ve vzorku.
Absorbance NADH se méti v UV oblasti pfi 340 nm (Warburgtiv opticky test). Tato metoda neni
uplné specifické pro ethanol; pro klinické ucely je jeji pouziti mozné.

ADH
CH3-CH,-OH + NAD* +—— CH3COH + NADH + H*
—

Princip Widmarkovy metody spoc¢iva v oxidaci ethanolu na kyselinu octovou dichromanem
draselnym K,Cr,O7. Piebytek nezreagovaného dichromanu se stanovuje po pfidani jodidu
draselného jodometricky.

Koncentrace ethanolu v krvi se vyjadfuje v SI jednotkach v g/kg, které ¢iselné odpovidaji
°/00. Pro 1ékaiské ucely se koncentrace vyjadiuje v mmol/l (1 g/kg = 21,71 mmol/l). Pt vySetieni
plynovou chromatografii je alkohol v krvi povazovan z forenzniho hlediska za pozitivni pii zjisténi
hodnoty 0,21 g/kg a vice?.

5.3. Ethylglukuronid

Ethylglukuronid je minoritnim metabolitem ethanolu, ktery vznikd neoxidativnim
metabolismem  konjugaci s  aktivovanou  kyselinou  glukuronovou. Na  rozdil
od ethanolu_ethylglukuronid neni tékavy, je rozpustny ve vodé a stabilni pfi skladovani. Mo¢i
se vyluCuje v zavislosti na davce pozitého alkoholu az po dobu 80 hodin. Lze ho
detekovat v riznych biologickych tekutinach a jeho stanoveni je moZzno vyuzit jako ukazatel
nedavného piti alkoholickych napoja.

Ke stanoveni ethylglukuronidu lze pouzit metody chromatografické i imunochemické, véetné
rychlych imunochromatografickych testd.

2 Hodnota do 0,20 g/kg se povazuje za nepriikaznou. Bere se v ivahu moznost laboratorni chyby.
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