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Summary

Sertraline (SRT) is a modern and relatively safe selective serotonin reuptake inhibitor often
used in the treatment of depression. Monitoring the body levels of this drug and its active
metabolite, N-desmethylsertraline (DSRT), permits optimizing the dosage and personalizing
the treatment, especially in the case of severe adverse reactions or lack of response to the ap-
plied therapy. The determination of SRT and DSRT in diagnostic material, i.¢., blood, plasma,
urine and saliva, and also in biological material from deceased persons, requires a variety of
sensitive and reliable analytical methods to determine both the total drug level (blood) as well
as the level of the unbound form (saliva and urine). This paper presents a detailed literature
review of the methods of SRT and DSRT isolation from biological material and analytical
techniques used for their determination. These include extractive procedures such as solid
phase extraction and microextraction as well as liquid-liquid extraction. We pay particular
attention to the parameters taken into account during optimization of extraction, i.e., the effect
of pH, type of solvent and composition of the solvents mixture, on washing various types of
sorbents (hydrophobic, hydrophilic-lipophilic and ion exchange) and elution of analytes. We
show the advantages and disadvantages of the extraction techniques in terms of efficiency
and precision of extraction. We also discuss protein precipitation as one of the more recent
methods of sample purification. In our presentation of the final determination techniques,
i.e., HPLC, LC and GC, we focus on the type of detector (UV, nitric-phosphate, MS) as the
basic factor determining the sensitivity, expressed as the limits of detection and quantification
achieved by a given method.
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Wstep

Depresja to jedna z najczeéciej wystepujacych chordb na $wiecie. Opisywana
jest jako stan obnizonego nastroju trwajacy co najmniej dwa tygodnie. Towarzyszg
mu smutek, przygnebienie, brak energii, nieche¢ do dziatania, zaburzenia snu, przy
jednoczesnym cigglym zmeczeniu oraz unikaniu kontaktow spotecznych. Czestymi
konsekwencjami depresji sg samookaleczenia i samobojstwa. Wedlug Centers for
Disease Control and Prevention do grupy najczesciej przepisywanych lekéw w Stanach
Zjednoczonych nalezg takze leki przeciwdepresyjne. Glownym celem ich stosowania
jest polepszenie nastroju, a takze normalizacja rytmu dobowego — w konsekwencji
za$ poprawa jakoS$ci zycia. Podzial lekow przeciwdepresyjnych uwarunkowany jest
mechanizmem ich dziatania oraz przynalezno$cig do poszczegdlnych generacji.
Wigkszo$¢ z nich dziata przez zwickszenie st¢zenia monoamin, gtéwnie serotoniny,
noradrenaliny i dopaminy w przestrzeni synaptycznej. Moga one rowniez wptywac
bezposrednio na receptory, przekazniki drugiego rzg¢du oraz procesy transkrypcji
w jadrze komoérkowym [1].

Jedng z najwazniejszych grup lekéw przeciwdepresyjnych sa selektywne inhibitory
wychwytu zwrotnego serotoniny (Selective Serotonin Reuptake Inhibitors — SSRI),
a naleza do niej m.in. sertralina (SRT), fluoksetyna, paroksetyna, fluwoksamina, ci-
talopram i jego enancjomer — escitalopram [2]. Gtéwny mechanizm dziatania SRT to
hamowanie transportera serotoniny znajdujacego si¢ w btonie presynaptycznej aksonu.
Odpowiada on za wychwyt zwrotny tego neuroprzekaznika. Dodatkowo SRT wykazuje
stabe powinowactwo do receptoréw o, -adrenergicznych oraz w niewielkim stopniu
hamuje transporter dopaminy [1, 2].

Wiasciwosci farmakologiczne sertraliny

Po podaniu doustnym SRT w znacznym stopniu podlega efektowi pierwszego przej-
scia. W wyniku N-demetylacji powstaje jej aktywny metabolit, N-demetylosertralina
(DSRT). Kolejnymi etapami sg deaminacja oksydacyjna, redukcja, hydroksylacja
i sprzeganie z kwasem glukuronowym. Okres pottrwania SRT wynosi 26 h, natomiast
DSRT pomigdzy 62 a 104 h [3]. Za metabolizm obu zwigzkéw odpowiedzialnych jest
pie¢ izoenzymow — CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 oraz CYP3A4.

SRT w osoczu jest zwigzana z biatkami w 98%, a jej najwyzsze stgzenie po przy-
jeciu doustnym obserwowane jest po uptywie od 4,5 do 8,5 h. Usuwana jest z orga-
nizmu zaréwno z moczem, jak i z katem. W obu przypadkach wydalana jest w okoto
40% w postaci metabolitow, a ponadto od 12 do 14% SRT wydalane jest z moczem
W postaci niezmienione;.

Gtowny metabolit SRT, DSRT, wykazuje niskie powinowactwo do receptora
serotoninowego, w zwigzku z tym nie przypisuje si¢ mu efektéw klinicznych. Jednak
jego stezenie moze by¢ wyznacznikiem szybkosci metabolizmu SRT oraz jej interakcji
z innymi lekami, do ktorej dochodzi przy jednoczesnym stosowaniu SRT z lekami
przeciwzakrzepowymi, niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi oraz B-blokerami.
Ponadto nizszy poziom w osoczu SRT i DSRT obserwuje si¢ zazwyczaj u 0sob palacych
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tyton. Z kolei u 0so6b starszych ich stgzenie jest wyzsze [4]. Monitorowanie st¢zenia
leku zalecane jest w wypadku stosowania SRT u dzieci oraz mlodziezy w zwigzku
z wigkszym prawdopodobiefistwem wystgpienia samookaleczef i zachowan suicy-
dalnych [5].

Ze wzgledu na brak interakcji SRT z pokarmem moze by¢ ona podawana nieza-
leznie od spozywanych positkow. Dawkowanie rozpoczyna si¢ zwykle od 50 mg/d,
a nastgpnie dawke zwigksza si¢ stopniowo az do 200 mg/d [3]. Do najczesciej wyste-
pujacych dzialan niepozadanych, ktére pojawiaja si¢ u co najmniej 10% pacjentow
leczonych SRT, naleza te wynikajace z jej dziatania na OUN. Wérdd nich mozna wy-
r6zni¢ bezsenno$¢, bole i zawroty glowy, a takze zmeczenie i senno$¢. Rownie czgsto
moga pojawic si¢ zaburzenia gastroenterologiczne, takie jak nudnosci, biegunka, nie-
strawno$¢ czy brak taknienia. Najniebezpieczniejszym jednak efektem ubocznym jest
tzw. zespot serotoninowy, ktoéry wynika z nadmiernego nagromadzenia si¢ serotoniny
w mozgu. Objawia si¢ on sztywnoscig migsni, hipertermia, drgawkami klonicznymi,
zaburzeniami rytmu serca, pobudzeniem, omamami, majaczeniem, a w kolejnym etapie
$piagczka. Jest to stan powazny i bezposrednio zagrazajacy zyciu pacjenta. W razie jego
wystapienia nalezy bezzwloczne odstawi¢ leki oraz podac preparat z grupy antagoni-
stow receptorow serotoninowych i srodki zwiotczajace miesnie [3].

Ze wzgledu na przenikanie SRT przez tozysko nie zaleca si¢ jej stosowania w trak-
cie cigzy, cho¢ brak jest jednoznacznych wynikow badan potwierdzajacych dziatanie
teratogenne tego $rodka. Ponadto zaobserwowano, ze przyjmowanie SRT w 3. tryme-
strze cigzy moze skutkowaé zespolem odstawiennym u noworodka. Wsrdd pojawia-
jacych si¢ wowczas objawow stwierdzono niedocisnienie lub nadcis$nienie, bezdech,
sinice, drgawki, wahania temperatury ciata, hipoglikemig, trudnosci z przyjmowaniem
pokarmu, wzmozone napig¢cie mig$niowe, jak rowniez dusznosci i przetrwale nadcis-
nienie plucne [3]. Wyniki nielicznych badan dotyczacych stosowania SRT w trakcie
cigzy wskazuja, ze jej stezenie w osoczu kobiet w 3. trymestrze bylo o0 68% wyzsze niz
w wypadku kobiet niebedacych w cigzy. Podobnie podwyzszone byto stezenie DSRT.
Natomiast stosunek SRT do DSRT u kobiet w cigzy byl nieznacznie nizszy [6]. Kolejne
badania miaty na celu skorelowanie stgzenia SRT w surowicy krwi kobiet w trakcie
porodu, a takze w ptynie owodniowym oraz krwi pgpowinowej z dawka dobowa leku.
Stwierdzono korelacj¢ pomiedzy stezeniem SRT w ptynie owodniowym a stosowang
dawka leku. Nie stwierdzono natomiast zaleznosci pomiedzy poziomem SRT w su-
rowicy oraz plynie owodniowym i krwi pgpowinowej ani pomiedzy stezeniem leku
w ptynie owodniowym i krwi pgpowinowej [7].

Cel monitorowania stezenia sertraliny

Mimo iz SRT jest lekiem nowoczesnym i stosunkowo bezpiecznym, jej czeste
stosowanie, w tym u dzieci, wymaga opracowania odpowiednich procedur analitycz-
nych umozliwiajacych kontrole poziomu leku w organizmie. Biorac z kolei pod uwage
znaczng zmienno$¢ zarbwno wewnatrzosobniczg, jak i miedzyosobniczg w stezeniu
SRT w organizmie, wskazane jest najczesciej jednoczesne oznaczenie poziomu jej
gldwnego metabolitu, DSRT. Wynika to z tego, iz wahania stezenia SRT oraz DSRT
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podczas stosowania tej samej dawki leku moga r6znic¢ si¢ migdzyosobniczo nawet o po-
nad 50%, natomiast w wypadku okreslenia stosunku SRT/DSRT roznica ta zmniejsza
si¢ do 20% [8]. Jednoczesne oznaczenie obu zwigzkéw pozwala rowniez na monitoro-
wanie interakcji SRT z innymi lekami, co jest szczegolnie istotne, biorgc pod uwage,
ze jest ona metabolizowana przez pi¢¢ izoenzymow. Ponadto SRT wykazuje staba
inhibicj¢ czterech izoenzymow CYP1A2, CYP2CS, CYP2C9 oraz CYP2D6. Dlatego
tez nalezy zwroci¢ uwage na poziom SRT podczas jej podawania w dawce powyzej
150 mg/d jednoczesnie z lekami metabolizowanymi przez wspomniane izoenzymy [9].

[zoenzym CYP2C19 jest hamowany przez inhibitory pompy protonowej (Proton-
-Pump Inhibitors — PP1), leki czesto stosowane w chorobach uktadu pokarmowego.
Badania nad jednoczesnym przyjmowaniem PPI oraz SSRI wykazaty, ze esomeprazol
powoduje znaczacy (o 38,5%) wzrost stezenia SRT w osoczu [10]. Bylo to szcze-
gblnie widoczne u 0s6b starszych, ktore przekroczyly 80. r.z. Obnizenie dawki SRT
jest rowniez wskazane w wypadku o0sob, u ktorych stwierdzono mutacje izoenzymu
CYP2C19, tj. 0s6b wolno metabolizujacych [11]. Ustalono, ze po podaniu pojedynczej
dawki zdrowym ochotnikom pole powierzchni pod krzywa AUC u 0s6b wolno meta-
bolizujacych bylto 0 41% wieksze niz w wypadku 0séb intensywnie metabolizujacych.
Podobne obserwacje poczyniono, analizujac zawarto§¢ SRT i DSRT w osoczu 211 pa-
cjentow w wieku 8-20 lat przyjmujacych lek w $redniej dawce 50 mg/d. U wigkszosci
pacjentéw wolniejszy metabolizm wynikal ze zmiany genetycznej w allelu kodujacym
aktywnos¢ izoenzymu CYP2D6 [12].

Zmiany aktywnosci izoenzymoéw CYP2C19 oraz CYP2D6 odnotowano tez w trak-
cie cigzy. Wplyw hormonéw znaczaco uposledza prace pierwszego z nich, ponadto
zwigkszony przeptyw krwi przez nerki moze skutkowaé¢ zmiang farmakokinetyki
SRT, co najcz¢sciej wiaze si¢ z potrzeba zmiany dawkowania leku, szczegélnie w 3.
trymetrze cigzy [13].

Metody oznaczania SRT i jej metabolitu w roznym materiale biologicznym sg wy-
korzystywane w celu monitorowania poziomu leku. Czgsto uzywa si¢ ich réwniez, aby
potwierdzi¢ lub wykluczy¢ obecno$¢ danej substancji. Dlatego tez metody analityczne
po zwalidowaniu shuzg do oznaczenia SRT i innych badanych zwigzkéw w probkach
pochodzacych zaréwno od oséb poddanych terapii SRT [4, 14-17], jak i od osob
zdrowych [18, 19]. W niektorych przypadkach metody zostaty uzyte do potwierdzenia
ich selektywnosci i wykluczenia interakcji migdzylekowych podczas izolacji analitu
1 oznaczania chromatograficznego [4, 20]. Waznym zastosowaniem opracowanych
metod jest takze analiza toksykologiczna, pozwalajaca okresli¢ przyczyny §mierci [21].

Oznaczenie poziomu leku w organizmie moze by¢ rowniez wykorzystane w tzw.
terapii monitorowanej (Therapeutic Drug Monitoring — TDM). Zwykle jej celem jest
indywidualizacja terapii pacjenta i taki dobor dawki, aby wzmocni¢ dziatanie leku oraz
zminimalizowa¢ dziatania toksyczne. Jest to szczegdlnie istotne w wypadku substancji
o waskim indeksie terapeutycznym. Waznym aspektem TDM jest ograniczenie kosztow
leczenia pacjenta, w szczegdlnosci gdy przyjmuje on leki nowoczesne, najczesciej
drozsze od preparatow starszej generacji. Jesli chodzi o SSRI, w tym réwniez SRT,
TDM powinna by¢ stosowana, gdy stan zdrowia pacjenta si¢ nie poprawia pomimo
wlasciwie prowadzonej terapii. Badania wskazuja, ze u okoto 50% pacjentéw po
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podaniu pojedynczej dawki leku nie obserwuje si¢ optymalnego stezenia substancji
czynnej w osoczu [22].

Obnizenie kosztéw leczenia depresji jest jednym z priorytetéw TDM. Wyniki
badan wskazuja, ze u pacjentéw, ktorych stan zdrowia ulegl poprawie po wdrozo-
nej terapii, udato si¢ je obnizy¢ o 39% w stosunku do pacjentdéw niereagujacych
na leczenie. Przyczynilo si¢ to rowniez do poprawy jakosci ich zycia [23]. Ponadto
wprowadzenie TDM do leczenia depresji u 0sob starszych preparatami z grupy SSRI
skutkowato obnizeniem kosztow terapii o 10,2%, wynikajacym gtéwnie z nizszych
dawek przepisywanych lekow [24].

Dodatkowo w wypadku terapii lekami z grupy SSRI TDM powinna by¢ stosowana
u pacjentow powyzej 60. r.z. ze wzgledu na podwyzszony poziom leku we krwi, czesto
przekraczajacy jego stezenie terapeutyczne [25]. Dane statystyczne wskazujg jednak,
ze TDM jest stosowana o 15% rzadziej u pacjentow z tej grupy wiekowej niz u osob
ponizej 60. r.z. W im bardziej zaawansowanym wieku byli pacjenci, tym réznica ta
byta wigksza, tak ze u pacjentow powyzej 90. r.z. TDM byta prowadzona trzykrotnie
rzadziej niz w wypadku 0s6b do 60. r.z., co pozostaje w niezgodzie z podstawowymi
zatozeniami terapii monitorowane;j.

Zastosowanie TDM u dzieci i mtodziezy w wieku 8—18 lat umozliwito wyzna-
czenie liniowej zaleznoséci pomiedzy dawka leku a stezeniem SRT we krwi, a takze
pomiedzy znormalizowana dawka dostosowang do masy ciala pacjenta a poziomem
leku w organizmie [26]. Nie stwierdzono natomiast w tej grupie wiekowej zaleznosci
pomigdzy stezeniem SRT w osoczu a dziataniem terapeutycznym, wiekiem, picig lub
paleniem papieroséw. Zauwazono natomiast, ze w wypadku pacjentow stosujacych
SRT nasilenie dziatan niepozgdanych byto proporcjonalne do st¢zenia leku w osoczu
i znacznie czesciej wystepowato przy prowadzeniu terapii skojarzone;.

Wiek oraz pte¢ pacjentow dorostych, a w szczegdlnosci tych po 60. 1.z., ma znaczacy
wplyw na stezenie SRT w osoczu [27]. Potwierdzity to badania wskazujace duzg zmien-
no$¢ osobniczg poziomu leku w osoczu. Z tego wzgledu skorygowano stezenie SRT
w osoczu, dzielgc je przez dawke dzienng leku. Zaobserwowano wowczas, ze u kobiet
po 60. r.z. widoczna jest silna korelacja pomigdzy dawka SRT a jej stezeniem w osoczu.

Indywidualizacja terapii i obnizenie kosztow leczenia naleza do podstawowych
celoéw TDM, realizowanych przez oznaczanie poziomu SRT i DSRT w organizmie.
Przy jednoczesnym przyjmowaniu kilku lekéw monitoring poziomu SRT w osoczu
pozwala wykry¢ interakcje pomiedzy nimi. Jest to szczegdlnie wazne, gdy pacjent
cierpi na kilka schorzen, a kazde z nich wymaga odpowiedniej terapii. Podawane leki
nie tylko wzajemnie wptywaja na swoj metabolizm, ale takze moga wzmacniac efekty
niepozadane. Jednym z takich dziatan jest obnizenie aktywnosci pseudocholinesterazy
przez SRT. Mniejsza aktywno$¢ tego enzymu moze skutkowac¢ znacznym wydtuzeniem
czasu dziatania niektorych preparatow, np. miwakurium, leku zwiotczajacego mies$nie
poprzecznie prazkowane [28]. Wykazano tez, ze podczas jednoczesnego stosowania
SRT i metadonu SRT moze przyczynia¢ si¢ do niewielkiego wzrostu stezenia opio-
idu w surowicy krwi w pierwszych szesciu tygodniach leczenia [29]. Wskazane jest
woOwczas monitorowanie st¢zenia metadonu ze wzgledu na jego obnizony w tych
warunkach metabolizm.
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Roéwnolegle podawanie lekow przeciwpsychotycznych z preparatami z grupy SSRI
moze skutkowaé zwiekszonym prawdopodobienstwem wydtuzenia odstgpu QT [30].
Najbardziej narazeni na ten efekt sg pacjenci wolno metabolizujacy, nie stwierdzono
jednak korelacji pomiedzy czgstotliwo$cia wystgpowania tego dziatania niepozadanego
a dawka leku przeciwpsychotycznego.

Na podstawie danych zamieszczonych w literaturze przedmiotu stwierdzono, ze
stezenie SRT we krwi po jednorazowym podaniu dawki 50 mg osobom zdrowym wy-
nosito 14,10+£6,49 ng/mL [19]. Oznaczanie SRT w probkach pochodzacych z autopsji
wykazato, ze referencyjne stezenie terapeutyczne SRT w osoczu powinno miescic si¢
w granicach 6,1-76,0 ng/mL [21]. Dane pochodzgce z literatury przedmiotu dowodza,
ze u 0sob dhugotrwale leczonych preparatami SRT poziom leku we krwi miesci si¢ we
wspomnianym zakresie [4, 17]. Oprocz oznaczania SRT w niektorych przypadkach
okresla si¢ rowniez poziom gltéwnego metabolitu, DSRT. Jego stgzenie we krwi jest
wyzsze niz zwigzku macierzystego z powodu znacznie dtuzszego okresu pottrwania.
Oznaczone poziomy SRT i DSRT w probee krwi pacjenta wyniosty odpowiednio 31
1 167 ng/mL [4]. Por6wnano tez poziom SRT w r6znym materiale biologicznym, co
umozliwia poznanie drég wydalania leku. Jedna z metod zostata wykorzystana do
oznaczenia SRT w probkach krwi i $liny otrzymanych od pacjentow leczonych tym
lekiem. Materiat do analizy pobierano w odstepie dwoch tygodni. Stwierdzono, ze
stezenie leku w §linie stanowito mniej niz 5% jego stezenia oznaczonego we krwi.
Poziom leku we krwi w pierwszym i drugim tygodniu wyniost odpowiednio 13,1127,1
ng/mL, natomiast w $linie 0,7 oraz 1,1 ng/mL [15]. Poziom SRT w $linie kierowcow
zatrzymanych przez policj¢ miescit si¢ w zakresie 22—-24 ng/mL [18].

Innym materiatem biologicznym, w ktérym okreslono poziom SRT u 0s6b leczo-
nych jej preparatami, byto mleko kobiet karmigcych [16, 31]. Podczas jednego z badan
probki mleka pobierano dwukrotnie, na poczatku oraz pod koniec karmienia. Stwier-
dzono, ze stezenie SRT w mleku poczatkowym byto zblizone do poziomu w osoczu
i wynosito 29 ng/mL. Natomiast pod koniec karmienia byto ono prawie dwukrotnie
wyzsze (46 ng/mL), co moze by¢ spowodowane wyzszg zawarto$cig ttuszczu i biatka
[16]. Okreslono rowniez poziom SRT i jej gldéwnego metabolitu w mleku i surowicy
matki oraz surowicy karmionego przez nig dziecka. Probki krwi matki byty pobierane
po 24 h od podania leku, natomiast krew dziecka po 2—4 h od karmienia. Oba anality
byty obecne w surowicy krwi matki w stezeniach pomigdzy 8 a 92 ng/mL oraz 17
1212 ng/mL, odpowiednio dla SRT i DSRT. Takze w osoczu dzieci DSRT osiggne¢ta
wyzsze stezenie. Zaobserwowano tez, ze we wszystkich badanych probkach mleka
byta obecna zaréwno SRT, jak i DSRT oraz ze stezenie SRT w mleku byto skorelowane
z dawkg preparatu [31].

Metody ekstrakcji sertraliny z materialu biologicznego

Opracowane metody powinny umozliwi¢ oznaczenie SRT oraz DSRT w zakresie
stezen terapeutycznych, ktore w wypadku SRT oznaczanej w surowicy mieszczg si¢
w granicach 50-250 ng/mL. Dotychczas przeprowadzone badania wskazuja, ze po
podaniu doustnym SRT osigga wyzsze st¢zenie u mtodych, zdrowych kobiet (Srednie
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stezenie 166 ng/mL) niz u mtodych, zdrowych mezczyzn (118 ng/mL). Réwniez
w wypadku DSRT poziom analitu byt zréznicowany w zaleznosci od ptci (244 ng/mL
ukobieti 156 ng/mLumezczyzn). U osob starszych stezenie SRT oraz DSRT takze byto
wyzsze u kobiet niz u me¢zczyzn i wyniosto odpowiednio 147 ng/mL 1 135 ng/mL oraz
274 ng/mL 1237 ng/mL. Badania wykazaty ponadto, ze 9. dnia po zakonczeniu kuracji
SRT wykryto w moczu, przy czym stgzenie formy niezmienionej wyniosto 0,2% [32].

Zwykle substancje biologicznie czynne oznaczane sg we krwi. Pozwala to na
okreslenie st¢zenia leku wolnego i zwigzanego z biatkami. Rowniez w wypadku SRT
1 DSRT krew, a przede wszystkim osocze, stanowi podstawowy materiat diagnostyczny.
Alternatywa w stosunku do krwi moze by¢ $lina. Umozliwia ona wytacznie kontrole
poziomu leku niezwigzanego z biatkiem — gdy dany zwiazek jest silnie zwigzany
z biatkami krwi, stg¢zenie frakcji wolnej przenikajacej do $liny jest niskie. Oznacza
to, ze zawarto$¢ analitu w tym materiale biologicznym moze by¢ niewystarczajaca,
a jego oznaczenie wrecz niemozliwe. Nalezy jednak pamietac, ze to wlasnie frakcja
niezwigzana odpowiada za dziatanie leku. Oznaczenie jej poziomu jest wiec wskaz-
nikiem aktualnej aktywnosci leku, a takze moze wskazywaé na interakcje z innymi
stosowanymi jednocze$nie preparatami. Moze tez $wiadczy¢ o problemach z meta-
bolizmem leku, uszkodzeniu watroby Iub nerek.

Dane zamieszczone w literaturze przedmiotu wskazuja, ze wsrod metod izolacji
SRT i DSRT z materiatu biologicznego dominujg dwa typy ekstrakcji, co zilustrowano
w tabeli 1. Pierwszym z nich jest ekstrakcja do fazy statej, ktéra wymaga uzycia spe-
cjalistycznego sprzetu, ale umozliwia izolacje obu zwigzkow 1 oczyszczenie probek
biologicznych z zastosowaniem niewielkich ilo$ci rozpuszczalnikéw organicznych.
Drugim, rownie czesto stosowanym sposobem izolacji jest ekstrakcja typu ciecz-ciecz.
W zwigzku z tym w niniejszej pracy dokonano przegladu piSmiennictwa obejmujg-
cego zastosowanie obu technik ekstrakcyjnych do izolacji SRT i DSRT z materiatu
biologicznego.

Tabela 1. Przeglad metod wykorzystywanych do oczyszczania materialu biologicznego
i oznaczania sertraliny

Materiat | Oczyszczanie | Technika Zakres
o yszez: . Faza stacjonarna / Faza ruchoma (v/v) | liniowosci | Odzysk (%) | LOQ | Lit.
biologiczny probki analityczna
(ng/mL)
SPE
| C8 / acetonitryl: bufor fosforanowy (pH .
€2 | HPLCOV 13 0) 2 dodatiie trietyloaminy (35:85) | > 2000 |  Z%4 | T8 | 1
LC-MS/ C18/ octan amonu z dodatkiem 0,1%
C18-85A MS kwasu mréwkowego: acetonitryl (90:10) 50-3250 i 50139
LC-MS/ . . .
Osocze HLB NS C8 / bufor octanowy: acetonitryl (20:80) | 0,5-60,0 81,47 0,5 | [36]
. SPE-LC- | C18/ gradient wodoroweglan amonu (pH
Oasis MCX MSIMS 10): acetonitryl 10-1000 >99 10 | [14]
Oasis MCX | HPLC-MS C18/ gradient octan.amonu (pH 8,1): 12500 >78 5 |38
acetonitryl

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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Osocze ) LC-MS/ C18/ gradient mréwczan amonu
Sina Oasis MCX MS (oH 3,0): acetonitryl 2-500 49-72 2 | [15]
Bond Elut i
Certy GC-MS matylosilikon / hel - >46,5 18,6 | [34]
Siina C18/ gradient mrowczan amonu
Bond Elut | LCMS/ 1, dodatiiem 0,001% kwasu mrowkowego: | 5200 | 92 | 87 |[37]
Certify MS .
acetonitryl
Mleko . HPLC- C18 / gradient octan amonu (pH 8,1):
udzke | OFMCX | Eovs acetonitryl 5-500 >85 2 |0l
LLE
C18 / gradient metanol, woda
Wios Metanal LC-ESI- | zdodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego ) ) - s
y MS (80:20): metanol, woda z dodatkiem 0,1%
kwasu mrowkowego (90:10)
Heptan/
Surowica | toluen-alkohol | GC-NPD PTE / hel 20-400 >714 20 [[39]
izoamylowy
. Chlorek g C18 / acetonitryl: methanol: octan amonu 0
Surowica butylu LC-MS (60:20:20) 1,53-153 | >90% 1,53 | [10]
Krew Octan etylu- | UHPLC- C18 / gradient mréwczan amonu (pH g
petna n-heptan MS/MS 10,2): acetonitryl 76-920 >82 76 121
Inne metody ekstrakcii
C18/ gradient metanol, woda
Slina Precypitacja | LC-ESI- | zdodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego i ) - |
acetonitrylem MS (80:20): metanol, woda z dodatkiem 0,1%
kwasu mréwkowego (90:10)
LC-MS/ | C18/ gradient octan amonu z dodatkiem
SPME MS 0,1% kwasu mréwkowego: acetonitryl 5-325 ) 005 117]
Lichrosphere 60 RP: Select B / bufor
SPME 1 LC-UV | ¢ cforanowy (pH 3,8): acetonitryl (57:43) | 221200 | >70 | 25 [40]
y €18 / bufor fosforanowy (pH 4,5): metanol | )
Osocze SPME LC-Uv (55:45) 10-1000 10 | [41]

C18 / ruchoma: octan amonu z dodatkiem

Precypitacja | LC-MS/ 0,1% kwasu mréwkowego: acetonitryl 0,1-50 >88 0,1 |[19]

acetonitrylem MS

(30:70)
. N i [
Precypltaqa LCMS/MS c18/ octgn amonu z dodatllqem 0,1. % 254050 ) 25 | 20]
acetonitrylem kwasu mrowkowego: acetonitryl (90:10)

Lit. — pozycja w piSmiennictwie

Ekstrakcja do fazy stalej

Stosujac ekstrakcje typu ciecz-ciato stale (Solid-Phase Extraction — SPE),
nalezy wzia¢ pod uwage nature analizowanych zwigzkéw, tak aby odpowiednio
dobra¢ ztoze, na ktorym bedzie odbywacé si¢ oczyszczanie probki. Sorbent powinien
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selektywnie wigza¢ anality oraz umozliwia¢ ich wymycie za pomoca odpowiednich
rozpuszczalnikéw lub ich mieszanin.

Ze wzgledu na charakter SRT, tzn. jej lipofilowo$¢ utatwiajaca przenikanie do
OUN, najczesciej do ekstrakcji wybierane sg sorbenty hydrofobowe [4, 33—-35] lub
o wilasciwos$ciach mieszanych, hydrofilowo-lipofilowych — HLB [36]. Ponadto izolacje
SRT z matrycy biologicznej przeprowadza si¢, uzywajac rowniez kolumienek, ktore oprocz
ugrupowan hydrofobowych dodatkowo zawierajg modyfikacje umozliwiajacg wymiane
jondw, dzigki czemu selektywnie wigzg na swojej powierzchni stabe zasady [14-16, 18,
34, 37, 38]. Takimi zwigzkami sg najczesciej leki dziatajace na OUN. Kolumienki tego
typu wykazuja przy tym bardzo stabe powinowactwo do zwigzkdéw rozpuszczalnych
w wodzie, pozwalajac na doktadne oczyszczenie probki i usunigcie matrycy.

Kolumienki z wypelieniem hydrofobowym C2 oraz inne typy kolumienek, m.in.
z wypelnieniem HLB, C8 i C18, zostaly wykorzystane przez Mandriolego i wsp. [4]
do oznaczenia SRT i DSRT w osoczu. Kolumienki z sorbentem C2 pozwolity na dobre
oczyszczenie probek, z precyzja oznaczen na poziomie 3,9% przy doktadnosci wyzszej
niz 90%. Ten typ kolumienek zapewnit roéwniez dobry odzysk, ktory przekroczyt 94%.

Odzyskiem SRT na poziomie 91-118% oraz powtarzalno$cia i precyzja posrednia
odpowiednio 3,6% i1 7,4% odznaczata si¢ metoda umozliwiajaca jednoczesng analizg
22 substancji o dziataniu przeciwdepresyjnym oraz przeciwpsychotycznym [33].
Do ich izolacji z surowicy krwi ludzkiej zastosowano kolumienki z wypetieniem
hydrofobowym C18. Okreslono tez odzysk metody dla pozostatych analitow, ktory
miescit si¢ w granicach 75-99%.

Hydrofobowg faze¢ stacjonarng C18 modyfikowano takze, pokrywajac ja
albuminowymi przeciwciatami bydlecymi w celu szybszego oczyszczenia surowicy
krwi [35]. Optymalizacja procesu ekstrakcji zwigkszyta czuto$§¢ metody i jej
selektywno$¢, umozliwiajac jednoczesne oznaczenie 16 zwigzkow psychoaktywnych.
Powtarzalnos¢ i precyzja posrednia przy oznaczaniu SRT byty nizsze niz 10%.

Kolumienki o wtasciwosciach hydrofilowo-hydrofobowych wykorzystano
do oznaczania SRT w osoczu. Roztwory wymyte z kolumienek nastrzykiwano
bezposrednio na kolumne chromatograficzng, bez uprzedniego ich odparowania
1 ponownego rozpuszczenia, co miato na celu ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikow
organicznych oraz zwickszenie wydajnosci ekstrakcji. Dzigki temu przekroczyta ona
81%. Sprawdzono tez trwatos¢ SRT, zarowno w probkach osocza (przed procesem
ekstrakciji), jak 1 po jej izolacji z materiatu biologicznego. Badania wykazaty, ze podczas
przechowywania SRT tylko w nieznacznym stopniu ulega rozktadowi. Najwicksze
straty odnotowano w trakcie dugotrwatego przechowywania roztworu w temperaturze
—70°C, kiedy to po 71 dniach stg¢zenie analitu spadto o okoto 5% [36].

Do oznaczania SRT oraz 13 innych substancji przeciwdepresyjnych wraz z ich
metabolitami uzyto kolumienek typu Oasis MCX, ktére posiadajg ugrupowania
selektywnie wiazace anality o charakterze stabych zasad [14]. Zaleta opracowane;j
metody bylo wykorzystanie niewielkiej objetosci osocza (50 pL) oraz mozliwo$é¢
bezposredniego naniesienia ekstraktow na kolumne chromatograficzng (tzw. ekstrakcja
on-line), bez potrzeby odparowania i ponownego rozpuszczania probek. Ten sposob
analizy znaczaco zwigkszyl wydajno$¢ procesu ekstrakcji, ktora przekroczyta 99%.
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Ten sam typ kolumienek postuzyt do analizy 9 zwiazkow przeciwdepresyjnych,
w tym SRT, oraz ich metabolitéw w §linie zdrowych ochotnikéw [15]. Uzyskano
dos$¢ niski, lecz akceptowalny odzysk, ktory dla analizowanych zwigzkow miescit si¢
w przedziale 49-72%. Kolumienki Oasis MCX umozliwily tez eliminacje wplywu
matrycy na oznaczanie w osoczu krwi ludzkiej 5 lekow z grupy SSRI wraz z gtownymi
metabolitami [38]. Ale i w tym wypadku wydajnos¢ ekstrakcji dla SRT byta stosunkowo
niska i wynosita 78%. Opracowana metoda odznaczata si¢ wysoka powtarzalno$cia
i precyzja posrednia, ktéra w obu wariantach nie przekroczyta 6,5%.

Kolejnym materiatem biologicznym, z ktorego izolowano SRT, stosujac kolumienki
MCX, byto mleko ludzkie. Oznaczanie lekéw w tym materiale jest szczegolnie istotne
w wypadku depresji okotoporodowej. Najczesciej wskazana jest rezygnacja z karmienia
piersig, tak aby nie doszto do wystgpienia dzialan niepozgdanych u noworodka.
Metodg oznaczenia SRT i innych lekéw przeciwdepresyjnych z grupy SSRI, a takze
niektorych z ich metabolitéw w mleku Iudzkim opracowali Weisskopf i wsp. [16].
Przed przystgpieniem do witasciwej ekstrakeji probke mleka w objetosci 0,25 mL
odbialczano, a nastepnie SRT izolowano za pomoca SPE. Walidacja wykazala, ze
metoda spetnia wymagane kryteria, tj. uzyskano powtarzalno$¢ oznaczen na poziomie
9,3%, a precyzje posrednia — 9,5%.

Kolumienki o podobnych cechach, tzn. o silnych wtasciwosciach jonowymiennych,
wykorzystano do jednoczesnego oznaczenia 36 analitoéw w $linie. Cel osiagnieto dzigki
uniwersalnemu charakterowi wypetienia kolumienek oraz zastosowaniu wymywania
frakcjonowanego [34]. Wada metody jest niska wydajnos¢ ekstrakeji, ktora dla SRT
miescita si¢ w granicach 46,5-74,9%.

Sling wykorzystali rowniez Wylie i wsp. [37] do jednoczesnego oznaczania 49
substancji psychoaktywnych. Do ich izolacji uzyto kolumienek o witasciwosciach
jonowymiennych, ktorych sorbent zmodyfikowano dodatkiem siarczanu sodu, dzigki
czemu uzyskano wysoki odzysk — na poziomie 92%.

Ekstrakcja do fazy cieklej

Ekstrakcja typu ciecz-ciecz (Liquid-Liquid Extraction — LLE) umozliwia
izolacj¢ zwigzkow i jednoczesne oczyszczenie probki dzigki réznej rozpuszczalnosei
analitow w dwoch niemieszajacych si¢ cieczach. W wypadku zwigzkéw o duzej
lipofilnosci, jakimi sa leki przechodzace do OUN, ich rozpuszczalno$¢ w wodzie
i rozpuszczalnikach polarnych jest ograniczona. Dlatego tez w duzym stopniu
wykorzystuje si¢ rozpuszczalniki organiczne. Ptyny biologiczne, takie jak krew, §lina
czy mocz, w gldwnej mierze skladaja si¢ z wody, stad uzasadnione jest zastosowanie
LLE do izolacji zwigzkéw psychoaktywnych z matryc biologicznych.

LLE charakteryzuje si¢ prostota wykonania, jest tez stosunkowo szybka, jednak
duze zuzycie toksycznych rozpuszczalnikow organicznych powoduje, Ze jest ona coraz
rzadziej wykorzystywana. Jednakze ten typ ekstrakcji zastosowano do izolacji SRT
i czterech innych substancji psychoaktywnych wraz z ich metabolitami ze $liny 1 wlo-
sow ludzkich [5]. Po oczyszczeniu z zanieczyszczen zewnetrznych przez kilkakrotne
mycie metanolem i suszenie odpowiednio poci¢te wlosy ekstrahowano metanolem
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w aparacie Soxhleta. W wypadku $liny zastosowano deproteinizacj¢, czyli wytracenie
biatka za pomoca acetonitrylu.

SRT wraz z innymi lekami z grupy SSRI i ich metabolitami ekstrahowano rowniez
z surowicy krwi ludzkiej. Ekstrakcje prowadzono mieszaning heptanu i alkoholu
izoamylowego w stosunku objetoSciowym 98,5:1,5, a wydajnos¢ ekstrakeji dla
badanych analitéw miescita si¢ w granicach od 71,4 do 85,1% [39]. Do ekstrakcji SRT
z surowicy krwi ludzkiej zastosowano takze chlorek butylu, a dodatkowa alkalizacja
probki weglanem sodu umozliwita izolacje zwiazku z wydajnos$cia powyzej 90% [10].

Niezwykle istotne z punktu widzenia toksykologii sg metody oznaczania
substancji psychoaktywnych w materiale biologicznym pochodzacym od osob
zmartych. W celu oznaczenia SRT we krwi 0sob zmartych wykorzystano mieszaning
octanu etylu i n-heptanu w stosunku 80:20 (v/v). Oprocz SRT izolowano réwniez
14 innych substancji, wérdd nich leki przeciwdepresyjne i ich metabolity, substancje
przeciwpsychotyczne, analgetyk, lek przeciwhistaminowy i B-bloker [21].

Inne metody oczyszczania préobek

Do izolacji analitow z materiatu biologicznego stosowana jest czgsto modyfikacja
SPE, tzw. mikroekstrakcja do fazy statej (Solid-Phase Microextraction — SPME).
Podstawowa réznica pomi¢dzy SPE i SPME polega na wykorzystaniu w SPME cienkiego
wiokna z naniesionym sorbentem, na ktorym adsorbuje si¢ analit ze sSrodowiska probki.
Zaadsorbowany analit jest przemywany 1 odparowywany w wypadku jego oznaczania za
pomoca chromatografii gazowej (Gas Chromatography — GC) lub przenoszony do fazy
ruchomej badz innego roztworu w celu desorpcji, a nastepnie wprowadzany do kolumny
chromatografu cieczowego (High-Performance Liquid Chromatography — HPLC).
Taki witasnie sposob ekstrakcji zastosowano do analizy zawartos$ci SRT 1 innych lekow
dziatajacych na OUN w osoczu krwi ludzkiej. W trakcie oznaczania wykorzystano zel
krzemionkowy zmodyfikowany grupami amino- i cjanopropylowymi [17]. Okres$lono
réwniez wptyw rodzaju sorbentu na wydajno$¢é ekstrakeji.

SPME z polipirolem jako sorbentem zastosowano do izolacji lekéw
przeciwdepresyjnych z surowicy krwi. Walidacja procesu ekstrakcji wykazata, ze
odzysk wyniost okoto 70% [40]. Te same leki z surowicy krwi izolowano tez, stosujac
wlokno pokryte mieszaning sorbentu C8 i silnego kationitu. Optymalizacja ekstrakcji
polegata na okresleniu wptywu pH i sktadu mieszaniny rozpuszczalnikéw na proces
przemywania sorbentu i wymywania analitow. Okre$lono ponadto, jakie znaczenie
ma objetos¢ uzytej do analizy probki. Stwierdzono, ze optymalna objeto$é surowicy
to 0,4 mL, natomiast przemycie sorbentu jest najbardziej efektywne z uzyciem wody
zakwaszonej 0,1% kwasem mrowkowym. W zoptymalizowanych warunkach ekstrakcji
powtarzalno$¢ procesu ksztattowata si¢ na poziomie 8,7% [41].

Jedng z najnowszych, a zarazem prostg w wykonaniu metoda oczyszczania probek
jest precypitacja biatka za pomoca rozpuszczalnikow organicznych. Zwykle w tym
celu do badanej probki dodaje si¢ niewielkg ilo$¢ metanolu lub acetonitrylu, wytrzasa
si¢, a nastgpnie odwirowuje. Otrzymany w ten sposob supernatant nastrzykuje si¢ na
kolumng¢ i poddaje analizie chromatograficznej. Precypitacje mozna zastosowac jako
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odrebny proces oczyszczania probki [ 19, 20] lub moze ona stanowi¢ etap poprzedzajacy
wlasciwg ekstrakcje [16, 38].

Metody precypitacji biatka uzyto do oczyszczenia probek osocza krwi w celu
oznaczenia SRT. Po dodaniu acetonitrylu do krwi probke doktadnie wymieszano,
a nastgpnie wytrzasano i odwirowano. Ostatecznie do analizy chromatograficznej
pobrano 0,01 mL supernatantu, uzyskujac odzysk powyzej 88% dla wszystkich
badanych stezen [19].

Precypitacj¢ biatka zastosowano tez podczas oznaczania SRT w osoczu obok
innych lekow przeciwdepresyjnych, przeciwpsychotycznych, przeciwpadaczkowych
i uspokajajacych. Réwniez w tym wypadku do odbiatczenia probek uzyto acetonitrylu,
ktéry dodano w objetosci dwukrotnie wiekszej niz objetos¢ probki krwi. I tak 0,5 mL
supernatantu odparowano, a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w mieszaninie wody
z dodatkiem kwasu mréwkowego i acetonitrylu (90:10; v/v). Powtarzalno$¢ opracowanej
metody byta nizsza niz 12%, natomiast precyzja posrednia wyniosta od 0,1 do 10,4% [20].

Analiza ilo$ciowa sertraliny

O czulos$ci, w sensie wykrywalno$ci i oznaczalnos$ci, metod oznaczania
SRT w najwickszym stopniu decyduje rodzaj uzytego detektora, a zastosowanie
niektorych typdw detekeji, np. spektroskopii mas (Mass Spectrometry — MS), pozwala
dodatkowo potwierdzi¢ tozsamo$¢ analitu. Takiej mozliwos$ci nie oferuje detektor
UV. Nie jest on rowniez tak czuty jak MS. Detektor UV jest jednak uniwersalny, a
takze nieporownywalnie tanszy niz MS. Odpowiednia czuto$¢ detektora pozwala
na osiaggniecie niskiej granicy wykrywalnosci (Limit of Detection — LOD) oraz
oznaczalno$ci (Limit of Quantification — LOQ).

Do analizy ilosciowej SRT najczesciej uzywa si¢ chromatografii cieczowej,
zarowno HPLC, jak i LC, sprzezonej z detektorem UV [4, 8, 26, 33, 40, 41] lub MS
[5, 10, 14-21, 25, 35-38]. SRT oznaczano réwniez za pomoca GC sprz¢zonej z MS
[15] lub detektorem azotowo-fosforowym [39].

Najmniej korzystne wartosci LOD 1 LOQ uzyskano, oznaczajac SRT technikg GC
z detektorem azotowo-fosforowym — przy liniowosci metody w zakresie 20—-400 ng/
mL wynosity one odpowiednio 10 i 20 ng/mL [39]. Natomiast zastosowanie detekcji
UV w HPLC zapewnito LOQ na poziomie 4 ng/mL [26] Iub 5 ng/mL [33]. Podobng
warto§¢ LOQ dla SRT oraz DSRT wyznaczyli Mandrioli i wsp. [4], ktéra dla obu
zwigzkoéw wyniosta 7,5 ng/mL. W wypadku SRT granica oznaczalnosci stanowita takze
pierwszy punkt krzywej kalibracji. Natomiast dla DSRT liniowo$¢ metody sprawdzono
w zakresie stezen 10—-500 ng/mL. Dla oznaczanych zwigzkdéw wyznaczono tez warto$¢
LOD, ktora w obu wypadkach byta na poziomie 2,5 ng/mL. Znacznie gorsze wartosci
LOQ dla obu analitéow otrzymano, stosujac ekstrakcje SPME, ktora wyznaczono na
poziomie 25 ng/mL [40]. Odpowiednia modyfikacja ztoza umozliwita obnizenie LOQ
do wartosci 10 ng/mL [41].

7 danych zamieszczonych w literaturze przedmiotu wynika, ze detekcja UV
umozliwia osiggniecie LOQ na poziomie kilku ng/mL, tj. nie udato si¢ osiagnaé
warto$ci nizszej niz 4 ng/mL. Rowniez najnizsza warto§¢ LOD wyznaczono na
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poziomie kilku ng/mL. Nizsze wartosci LOD i LOQ mozna osiagnaé, stosujac
spektrometrie¢ mas. Nie zawsze jednak jest konieczne dazenie do uzyskania niskich
warto$ci LOD 1 LOQ, zwlaszcza gdy analit znajduje si¢ w materiale biologicznym na
poziomie kilkuset ng/mL.

Najnizsza warto$¢ LOQ dla SRT osiagnigto technikg LC sprzezong z MS. Wyniosta
ona 0,05 ng/mL [17]. Pierwszy punkt krzywej kalibracji wyznaczono jednak na
poziomie 5 ng/mL. LOQ nizsza niz 1 ng/mL osiaggni¢to w czterech przypadkach.
W trzech, gdy spektrometria mas byta sprzezona z LC — wowczas wartos¢ LOQ
wyniosta 0,1 ng/mL [19] oraz 0,5 ng/mL [35, 36]. W czwartym przypadku do rozdzialu
chromatograficznego uzyto ultrasprawnej chromatografii cieczowej (Ultra High-
Performance Liquid Chromatography — UHPLC), a granice ustanowiono na poziomie
0,76 ng/mL [21]. Najczgéciej jednak LOQ dla SRT oznaczanej z uzyciem LC sprzgzone;j
z MS, niezaleznie od metody ekstrakcji czy tez rodzaju materiatu biologicznego,
wyznaczano na poziomie kilku ng/mL [10, 14-16, 20, 36].

Natomiast podczas oznaczania SRT w §linie za pomocg GC sprzezonej ze
spektrometriag mas warto$ci LOD oraz LOQ byly znacznie wyzsze 1 wynosily
odpowiednio 6,2 1 18,6 ng/mL [34]. Moze to wynikac ze sposobu oznaczania, ale rowniez
rodzaju materiatu biologicznego uzytego do badan. Najczesciej analizuje si¢ krew, jednak
w tym wypadku badano sline, ktorej sktad r6zni sie od sktadu krwi. Ponadto probki §liny
wymagaja czesto dodatkowych etapdw oczyszczenia w celu pozbycia si¢ np. mucyn.

Podsumowanie

Oznaczanie SRT i jej metabolitu w materiale biologicznym réznego pochodzenia
pozwala przede wszystkim monitorowac poziom leku w organizmie, co jest niezwykle
istotne w wypadku nasilonych dzialan niepozadanych lub braku reakcji organizmu
na lek mimo prawidlowo stosowanej terapii. Oznaczanie SRT i DSRT umozliwia
optymalizacj¢ dawkowania i personalizacje leczenia. Innym celem wykorzystania
metod analizy ilo§ciowej jest szybka ocena toksykologiczna.

Przedstawiony przeglad piSmiennictwa dotyczacy metod ekstrakcji SRT wskazuje,
ze obecnie SRT jest najczesciej izolowana z materialu biologicznego za pomocg
SPE, a odpowiednia modyfikacja ztoza daje szans¢ na jednoczesng izolacj¢ kilku
analitow o podobnej budowie i dziataniu. Pozwala to na opracowanie metod znaczaco
ograniczajacych zuzycie toksycznych rozpuszczalnikow organicznych i umozliwiajacych
oznaczenie analitow w jak najmniejszej objetosci materiatu biologicznego.

Cytowane zrodta ujawniaja rowniez, ze wroéd uzywanych sorbentéw najwigksze
zastosowanie znalazly adsorbenty hydrofobowe, co jest zwigzane z naturg analitu.
Ponadto cz¢sto wykorzystywane sg tez wymieniacze jonowe, ktore calkowicie
eliminujg wplyw matrycy na oznaczanie, jednak nie zapewniaja takiej wydajnosci
ekstrakcji jak sorbenty hydrofobowe. Sposrdd technik analitycznych shuzacych do
oznaczania SRT najwigksze znaczenie ma obecnie chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrig mas. Uzycie tego detektora gwarantuje bardzo dobra czuto$é metody.
Nalezy wszakze wzig¢ pod uwage, ze jest to najdrozszy ze stosowanych detektorow,
a bardzo niskie granice wykrywalnosci osiagane dzigki niemu nie zawsze sa wymagane
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podczas rutynowych oznaczen. Stad wykorzystanie detektora DAD, bedacego jednym
z typow detektora UV, umozliwia jednoczesne wykrycie zwigzku wystepujacego
w matej ilo§ci w badanej probce oraz potwierdzenie jego tozsamosci w postaci widma
UV. Ta metodologia oznaczania jest korzystniejsza z punktu widzenia ekonomii niz
uzycie kosztownego detektora MS.
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