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W ciggu ostatnich 25 lat nastapil gwaltowny
rozwdj metod analityeznych. Do rutynowego
stosowania w toksykologii wprowadzono instru-
mentalne techniki chromatograficzne, absorp-
cyjng spektrofotometrie atomowsg i spektro-
metrie masowa, a dla zwiekszenia niezawod-
nosci i skrocenia czasu analizy zastosowano au-
tomatyzacje toku analitycznego i komputerowe
zbieranie danych. W toksykologicznej analizie
materialu biologicznego najczesciej stosuje sie
metody chromatograficzne.

Zastosowanie chromatografii mozna rozpa-
trywa¢ jako metode koncowa dajacg ostateczny
wynik oraz jako metode wyodrebniania wias-
ciwego zwigzku z badanego materialu, ktéry
nastepnie badany jest jedng ze stosowanych
metod. Dla rozdzialu mieszanin substancji che-
micznych, ich identyfikacji oraz ilosciowego
oznaczania stosuje sie przede wszystkim chro-
matografie gazowa (GLC), wysokosprawna
chromatografie cieczows (HPLC) oraz chroma-
tografie cienkowarstwowg (TLC). Wysoki koszt
instrumentalnych technik analityeznych ogra-
nicza zakres ich zastosowan i za celowe nalezy
uzna¢, tam gdzie to jest wystarczajace, stoso-
wanie prostych technik, do ktérych zalicza sie
chromatografie cienkowarstwowa.

Metode chromatograficzng z zastosowaniem
szklanych plytek pokrytych cienka warstwa
tlenku glinowego pierwsi opisali w 1938 r. Iz-
mailow i Shreiber (10). Dopiero jednak Stahl
pracujgc od 1958 r. nad ta metodg uczynil z
niej technike mozliwg do powszechnego stoso-
wania. Skonstruowal on proste w obstudze
urzadzenia oraz wskazal na mozliwosei i sze-
roki zakres zastosowan (30, 31, 32). Od tego
czasu TLC zyskala na znaczeniu i wiekszo$¢ la-
boratoriéw stosuje jg z powodzeniem obok in-
nych technik analitycznych.

Technika chromategrafii cienkowarstwowej

Podstawowym elementem TLC sg prostokat-
ne lub kwadratowe plytki, sporzgdzone ze szkla,
plastiku lub aluminiowej folii. Plytki pokry-
wane sg cienkg (0,2 do 0,3 mm), jednolitg war-
stwa drobno sproszkowanej substanciji, tzw. ad-
sorbentu. Najczesciej stosowany jest zel krze-
mionkowy, tlenek glinowy, poliamid lub celu-
loza, Substancje te mozna laezyé lub modyfi-
kowaé, dodaje sie gipsu dla zwiekszenia przy-
czepnoscei, buforu dla uzyskania odpowiedniego
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pH, lub miesza z innymi substancjami, np. azo-
tan srebrowy dodawany jest przy analizie in-
sektycydéw chloroorganicznych (16, 21).

Plytke wraz z naniesionymi substancjami
wzorcowymi i badanymi poddaje sie tzw. roz-
wijaniu, W trakcie rozwijania chromatogramu
nastepuje migracja rozpuszczalnika po po-
wierzchni adsorbentu, a poszczegodlne skladniki
mieszaniny przemieszczaja sie z réznymi szyb-
kosciami, co powoduje ich rozdzial. Rozwijanie
przeprowadza sie w komorach chromatograficz-
nych, w uzyciu sg komory o rozinej budowie
(ryc. 1). Najprostszym 1 najczesciej stosowa-
nym sposobem uzyskiwania chromatograméow
jest rozwijanie wstepujace, wykonuje sie je
przy pionowym lub ukosnym ustawieniu plytki
w komorze, Przy poziomym ulozeniu plytki
oprocz rozwijania liniowego mozliwe jest roz-
wijanie od- i dosrodkowe (ryc. 2). W celu uzys-
kania lepszych rozdzialow stosuje sie rézne spo-
soby rozwijania: rozwijanie wielokrotne, tech-
nike stopniowego rozwijania, rozwijanie z jed-
noczesnym odparowywaniem rozpuszczalnika z
plytki oraz rozwijanie dwukierunkowe.

Wykrywanie na chromatogramach analizo-
wanych substancji wykonuje sie metodami fi-
zycznymi, chemicznymi i biologicznymi. Do me-
tod fizycznych zalicza sie stosowanie lamp emi-
tujacych $wiatlo nadfioletowe. Wiele substanciji
fluoryzuje w tych warunkach, wlasciwos¢ te
wykorzystano miedzy innymi w analizie miko-
toksyn (6). Mozliwe jest rowniez tworzenie na
plytce fluoryzujacych pochodnych, co stosuje
sie w analizie pestycydéw i lekow. Reakcja z
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Ryc. 1. Komory stosowane w rdéznych technikach roz-
wijania chromatogramow
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Ryc. 2. Sposoby rozwijania chromatogramow

chlorkiem danzylu umozliwia wykrycie nano-
gramowych ilosci insektycydow karbaminiano-
wych oraz herbicydow mocznikowych (7, 8, 13).
Natomiast tworzenie pochodnych z fluoresca-
ming znalazlo zastosowanie w analizie sulfon-
amidow, moze by¢ takze wykorzystane w ana-
lizie chloramfenikolu (11, 25, 28). Reakcje two-
rzenia fluoryzujgcych pochodnych sg na ogotl
bardziej czule od chemicznych lub biologicz-
nych metod detekcji np. metodg mikrobiologicz-
ng mozna wykry¢ 1000 ng chloramfenikolu,
chemiczng — 100 ng, a w reakcji z fluoresca-
ming ponizej 50 ng (3).

Do metod fizycznych zalicza sie rowniez me-
tody radiograficzne (autoradiografia), polgcze-
nia z autoradiografig wykorzystuje sie w ba-
daniach nad metabolizmem, dystrybucja i wy-
dalaniem substancji chemicznych.

Najbardziej popularnym i najczesciej stoso-
wanym sposobem wywolywania chromatogra-
moéw sg metody chemiczne polegajace na zasto-
sowaniu odpowiednich odczynnikow dajacych
reakcje barwng z substancjami znajdujacymi
sie na plytce. Dla detekcji chemicznej opraco-
wano liczne reakcje barwne o wysokiej czu-
tosci, selektywne lub wspolne dla calych grup
substanciji.

Do metod biologicznych nalezy zaliczy¢ me-
tode posiewow mikrobiologicznych stosowang w
analizie antybiotykéw i lekow przeciwbakteryj-
nych; umozliwia ona wykrycie 0,1 mg zwigzku
w kg badanego materiatu (5). Wada tej metody
jest brak specyficznosci, a zbyt duza $rednica
otrzymywanych stref zahamowan utrudnia
identykfiacje. Innym przykladem metod biolo-
logicznych sg metody hamowania aktywnosci
enzymow, przede wszystkim nalezy wymienié
tutaj test hamowania esterazy cholinowej,
umozliwiajgcy wybiorcze wykrycie nano- i pi-
kogramowych ilosci insektycydow fosforoorga-
nicznych i karbaminianowych (2, 18, 19, 20).
R_eakcja ta przewyZsza czuloscig i selekiywnos-
cia metody chemiczne, Zdolnosé hamowania en-
zymow wykorzystuje sie réwniez w analizie
her‘b_icydéw hamujaeych fotosynteze; zastoso-
wanile tej reakeji pozwala wykryé 100—500 pg
herbicydow triazynowych, mocznikowych lub
karbaminianowych (14).

'Zasttos‘owanie TLC do rozdziatu i identyfika-
cji bardzo matych ilosci substanciji toksycznych
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spcwodowalo zainteresowanie metodami fizy-
kochemicznymi, ktore umozliwiajg ilosciowe
oznaczanie skladnikéw rozdzielanej na chroma-
togramie mieszaniny (ryec. 3). Pomiary iloscio-
we badanych zwigzkoéw przeprowadza sie wiprost
na chromatogramie przy zastosowaniu odpo-
wiednio skonstruowanych aparatéw lub tez roz-
dzielone substancje eluuje sie z chromatogra-
mu, a pomiary przeprowadza w otrzymywanych
roztworach, Metody bezposrednie goérujag nad
metodami elucyjnymi szybkoscig i dokladnos-
cig pomiaru. Za najkorzystniejsza do bezposred-
nich oznaczen ilosciowych uwaza sie metode po-
miaru fluorescencji (denzytometria).

Zastosowania chromatografii cienkowarstwowe]

W analityce toksykologicznej do badan sto-
suje sie szybkie testy skryningowe oraz meto-
dy specyficzne 1 potwierdzajgce. Kontrolowanie
obecnosei substancji obcych w materiale bioclo-
gicznym zazwyczaj rozpoczyna sie od wstep-
nych metod skryningowych. Dopiero w drugim
etapie badan stosuje sie metody specyficzne
lub potwierdzajace; przewyzszajag one metody
skryningowe czuloscia i dokladnoscig. Mozli-
wosci analityczne TLC predysponujg ja do sto-
sowania w badaniach skryningowych, a uzys-
kane wyniki mozna w razie potrzeby potwier-
dzi¢ przez zastosowanie GLC lub HPLC.

W zwigzku ze stosowaniem w lecznictwie we-
terynaryjnym antybiotykow i srodkow przeciw-
bakteryjnych oraz przeciwrobaczych, a takze
koizcydiostatykow, hormonéw 1 stymulatoréw
wzrostu istnieje potrzeba kontrolowania pozio-
mu tych zwigzkow w paszach i zywnosci zwie-
rzecego pochodzenia. Wsrdéd wielu metod ozna-
czania réwniez i TLC ma tu praktyczne zasto-
sowanie. Dotyezy to przede wszystkim badania
pozostatosci sulfonamidéw, kokcydiostatykow i
hormonow.

Analiza chromatografia cienkowarstwowg sul-
fonamidéw na ogél nie przedstawia trudnodci.
Wykorzystuje sie reakcje barwne dla amin, a
zastosowanie fluorescaminy umozliwia  wykry-
cie 2—5 ng zwigzku. W oparciu o te reakcie
opracowano wiele metod oznaczania sulfonami-
déw (9, 25, 29, 35). Na uwage zastuguje metoda
wykrywania sulfametazyny, ktéra moze byc
wykonana bezpoérednio na fermie lub w rzezni.
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Na podstawie zawartosci sulfametazyny w mo-
czu okresla sie jej zawartosé w watrobie i mieg-
niach. Przy stezeniach w moczu powyzej 1,3
mg,/dem’, stezenia w miesniach sa wyzsze od
0,1 mg/kg; mieso takie nie moze by¢ dopuszezo-
ne do spozycia (4).

Stosowanie na coraz szersza skale antybioty-
kow jonoforowych do zwalczania kokeydiozy
stworzylo potrzebe kontrolowania ich obecnos-
¢i w paszach, Niedopuszczalna jest bowiem ich
obecno$¢ w paszach dla kur niosek oraz brojle-
row w ostatnim okresie tuczu. Jest to mroblem
tym bardziej wazny, ze w przypadku skojarze-
nia leczenia z tiamuling moze doj$¢ do ostrego
zatrucia drobiu. TLC umozliwia rozdzial i iden-
tyfikacje monenzyny, narazyny, salinomycyny
i lasalocidu. Do detekcji stuzy reakcja chemicz-
na z waniling lub metoda bicautografii ze szcze-
pem Eacillus subtilis (23).

Kolejnym istotnym zagadnieniem jest bada-
nie pozostatosci nie dopuszezonych do stosowa-
nia anabolicznych stercidéw. Opracowano wie-
le metod wykrywania zwigzkow tej grupy, w
tym reakcje tworzenia fluoryzujacych pochod-
nych z kwasem siarkowym; umozliwia ona wy-
krycie 1—10 ng androgendw, estrogenéw, czy
tez gestagenow, Metoda pozwala oznaczy¢ ste-
zenia hormonoéw anabolicznych w miesie lub
moczu na poziomie 0,5—10 ug/kg (24, 36).

Kolejnym waznym zagadnieniem, jakim zaj-
muje sie weterynaryjna analiza toksykologicz-
na jest badanie pozostalosci srodkéow ochrony
roslin - w Zywnoséei zwierzecego pochodzenia,
Gdy w latach szescdziesiatyeh powstala potrze-
ba oznaczania pozostalosei pestyeydow TLC by-
la u szezytu swojego rozwoju, byla podstawo-
wym narzedziem analityeznym stosowanym w
tyech badaniach. Obecnie badania prowadzi sie
przede wszystkim przy zastosowaniu GLC. gdyz
obowiazujace limity na ogol sg ponizej mozli-
wosei TLC, Jest ona natomiast z powodzeniem
stosowana w przypadkach rozpoznawania za-
tru¢ u zwierzat pestycydami; wystepujace wow-
czas stezenia w paszach lub materiale zwierze-
cym moga byc¢ wykrywane tg techniky. Przy
wprowadzaniu do stosowania pestycydow no-
we] generacji opracowuje sie metody ich ozna-
czania oparte przede wszystkim na instrumen-
talnych technikach analitycznych (GLC lub
HPLC). Jakkolwiek nie zapomina sie 1 o TLC
— przykladem sa prace dotyczace badania syn-
tetycznych piretroidow (22, 27, 34).

Powaznym problemem w toksykologii wete-
rynaryjnej jest mozliwosé skazenia pasz grzy-
bami wytwarzajgcymi mikotoksyny. Opracowa-
no wiele metod badania tych substanciji, wiek-
szo$¢ z nich wykorzystuje do badan wtasnie
TLC. Przyjete w praktyce laboratoryjnej me-
tody wykrywania i oznaczania mikotoksyn opie-
rajg sie glownie na wiasciwosci fluoryzowania
w swietle UV (26, 33).

Mozliwe jest ponadto oznaczanie alkaloidéw
glikozydéw i innych substancii czynnych wy-
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twarzanych przez ro$liny wyszsze, a mogacych
byé przyczyng zatru¢ zwierzat. Opracowano
miedzy innymj metode iloeiowego i jakoscio-
wego oznaczania alkaloidéw tubinu, pozwalaija-
¢g odrozni¢ nieszkodliwy lubin stodki od tok-
sycznego lubinu gorzkiego (12).

Podsumowanie

Przedstawiony przeglad zastosowan TLC w
weterynaryjnej analizie toksykologicznej wska-
zuje, ze wytrzymuje ona konkurencje nowo-
czesnych technik instrumentalnych i z powo-
dzeniem moze by¢ stosowana w laboratoriach
toksykologicznych. Tym bardziej, ze udoskona-
lenia i usprawnienia czyniag TLC nadal atrak-
cyjnym narzedziem pracy analitykéw. Zasto-
sowanie {zw. wysokosprawnych plytek cienko-
warstwowych dato lepsze rozdzialy i nizsza wy-
krywalno$é, Ten rodzaj plytek zostal wykorzy -
stany w analizie sulfonamidéw, mikotoksyn i
hormonoéw (9, 15, 36). Pewnym usprawnieniem
jest zastosowanie komory ,,Sandwicz” do cigg-
tego rozwijania chromatograméw. Komora da-
je nowe mozliwosci metodyczne w TLC: mini-
malne zuzycie eluentu, zwiekszong czulosé de-
tekcji, mozliwos¢ prekoncentracji rozcienczo-
nych roztworéw probki i inne (16, 17, 34).
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