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PRIKUPLJANJE | PRIPREMA

UZORKA



PRIKUPLJANJE UZORAKA

LABORATORIJSKI
UZGOJ

DISTRIBUTERI

* bioakumulacija, » stvarna izloZenost biote u * ljudska izloZenost putem
toksi¢nost, opdi utjecaj odredenom podrucju prehrane
zbog izloZzenosti




PRIPREMA UZORAKA

HOMOGENIZACIJA

m  analiza cijelog tijela ili
vise jedinki

m  CVRSTI UZORCI:
usitnjavanje

LIOFILIZACIJA

m  eliminacija vode

CENTRIFUGIRANJE

m  dobivanje plazme iz krvi
m taloZenje proteina

DODATAK g-
GLUKURONIDAZE

m  hidroliza glukuronida
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EKSTRAKCIJA FARMACEUTIKA
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‘ ¥ EKSTRAKCIJA TEKUCE-TEKUCE (LLE)
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UZORAK 1 EKSTRAKCISKO MIESANIE

OTAPALO SEPARACUA FAZA
ANALIZIRANA BIOTA I Vi
5 m  Acetonitril
//% (—ﬂuﬂ“) @ @ @ 2 m  Metanol
/ ] Smjesa otapala
Plazma Jetraribe  Mozak Beskraljeznjaci  Meko tkivo m  Dodatak kiseline ili baze
ribe ribe gkoljke



‘ . EKSTRAKCIJA NA CVRSTOJ FAZI (SPE)

KONDICIONIRANIJE

b

ANALIZIRANA BIOTA

PROPUSTANJE UZORAKA

6 & ¢

ISPIRANJE ELUACIJA

Plazmai Jetraribe

zuc ribe

PUNILO ]

? A

Mozak Beskraljeznjaci
ribe

INTERFERENCIJE

&7 & ¢

EKSTRAKT OBOGACEN ANALITOM

€, o°

ANALIT
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“Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe”

EKSTRAKCIJSKE SOLI
m  Magnezijev sulfat

= Natrijev klorid

m  Acetatni pufer

Citratni pufer o
R
ANALIZIRANA BIOTA Vortex and
Vortex Vortex centrifugation

% => => = =>

Ribe Biljke
Beskraljeznjaci Meko tkivo
Skoljke




EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA
ULTRAZVUKOM (USE)

UZORAK S EKSTRAKCUSKIM
OTAPALOM

AWANWANAY
V VIV VL
e @ o o O o Oi';;?

o

-
Acoustic Pressure, P,

ANALIZIRANA BIOTA
£ @ v & B

Razna Bilike  Beskraljeznjaci Meko tkivo Ptic Alge
tkiva ribe skoljke i




EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA
VISOKIM TLAKOM (PLE)

ANALIZIRANA BIOTA
N

<4 CELULOZNI FILTER ég @
_________ @ ADSORBENS =
e ety Razna Biljke  Beskraljeznjaci
i:::::::::::::::::::‘— UZORAK tkiva ribe
Benea D & G

. ADSORBENS

- CELULOZNI FILTER Meko tkivo Ptice Planktoni

skoljke




‘ l TEHNIKA JEDNOSTAVNO BRZO

JEFTINO  “ZELENO®  PONOVLIVOST  ANALITICK
LLE SR XSRS R S SR K
e | v 88 < o
QUEChERS & LS & &L &S ?
USE VR XSRS SC SR 50
PLE N R R &

C. L. Chitescu, E. Oosterink, J. De Jong i A. A. M. Stolker, Talanta 88 (2012) 653-662. ' ./.

B. Huerta, A. Jakimska, M. Gros, S. Rodriguez-Mozaz i D. Barceld, J. Chromatogr. A 1288 (2013) 63-72. . ‘ '
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PROCISCAVANLJE |
UKONCENTRIRAVANJE
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With Protein Precipitation only .

1. 4-Hydroxy propranolol
2. Propranolol

— Phospholipid

With HybridSPE-Phospholipid
2

1. 4-Hydroxy propranolol
2. Propranolol

— Phospholipid

—
rﬁ

https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/bioanalytical/sample-prep-overcome-matrix-effect.htmil



1. Kolonska

. kromatografija > 2. GPC > 3.(d)SPE

KONDICIONIRANJE PROPUSTANJE UZORAKA ISPIRANJE ELUACUA

& é & ¢

L » »
s TP : |

m  Polimerni gel, silika gel, aluminijev oksid
m  Potrebno ukoncentriravanje

S 1 O N 6 & 6
. EKSTRAKT OBOGACEN ANALITOM
[ = hidrofilne i lipofilne interakcije (Oasis HLB)
= kationski izmjenjivaci (Oasis MCX)
‘ m anionski izmjenjivaci (SAX)
\

‘H‘ 'H' % 'lu'l" }F }f‘ %F m 707, dipol-dipol i hidrofobne interakcije (Strata X)
l_] |:] |:| [j u |:] |:| m  primarne i sekundarne aminske skupine (PSA) ‘

B. Huerta, A. Jakimska, M. Gros, S. Rodriguez-Mozaz i D. Barceld, J. Chromatogr. A 1288 (2013) 63—72. ' ./.

R. Tanoue, K. Nomiyama, H. Nakamura, T. Hayashi, J. W. Kim, T. Isobe, R. Shinohara i S. Tanabe, J. Chromatogr. A 1355 (2014) 193—%. ‘ .
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INSTRUMENTNA ANALIZA
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‘ - KROMATOGRAFSKA SEPARACIJA |
MASENOSPEKTROMETRIJSKA DETEKCIJA

Kemijska ionizacija ili ionizacija

|
91%

ubrzanim elektronima

« Kromatografija obrnute faze LC-MS = Kvadrupol (Q)
«  HPLCili UPLC « Derivatizacija
" senj (o)

Elektrorasprsenje 94
= Trostruki kvadrupol (QgQ)

‘ GC-MS

= Analizator s vremenom preleta

spregnut s kvadrupolom (QTof) i
Orbitrap



IDENTIFIKACIJA . ‘. '
Analizator '

Separacija roditeljskog spoja od

ostalih prisutnih spojeva Fragmentacija
LCili GC sustav praéenje odabranih
. . fragmenata roditeljskog spoja
Separacija analita na - ey L
osnovi afiniteta prema koji su specifi¢ni i selektivni
vi afini
mobilnoj/stacionarnoj fazi 1 |

Roditeljski spoj Detektor

- lonizacija
Separirani analiti se prevode
u plinsku fazu i ioniziraju




KVANTIFIKACIJA
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