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ANDRZEJ POSYNIAK

W ciągtr ostatnich 25 lat, nastąpił gwałtowny
rozwój metod analitycznych. Do rut;mowego
stosowania w toksykologii wprowadzono irr,stru-
mentalne techniki chromatograficzne, absorp-
cyjną spektrof otometrrię atomową i spektro-
metrię rnasową, a dtra zwiększenia niezawod-
ności i skrócerria czasu analizv zastosowano au-
tornatyzację tolku analitvcznego i kornputerowe
zbieranie danych. w to'ksykologicznei analizie
mate,riału biologicznego naiczęściei stosu-ie się
meto,dv chrołnatograf iczne.

Zastosowanie chrornatografii można rozpa-
trywać iako metodę końcową dającą ostateczrly
wynik oraz jako metodę wyodrę,bniania właś-
ciwego zw'iązku z badanego mat,eriału, którv
następnie badany j,est jedną ze sto,sowanvch
metod. DIa rozdziału mieszanin substanc-ii che-
micznych, ich identyfikacii oraz ilościowego
oznaczanla stosuie się prze,de wszvstkim chro-
matografię gazową (GLC), wvsokosprawną
chromatografię ciecz,ową (HPLC),oraz chroma-
tografię cienkowarstwową (TLC). Wysoki koszt
instrumentalnych teghnik analitycznych ogra-
nicza zakres ich zastosowań i za cełowe należy
uzrtać, tarn gdzie to iest wystarczaiące, stoso-
wanie prositych t,echnik, do których zalicza się
chrornatograf ię cienkowarstwową,

Metodę chrom,atograficzną z zastosowaniem
szklanych płytek pokrytvch cienką warstwą
tlenku glinoweEo pi,erwsi opisali w 1938 r. Iz-
,maiłow i Shreiber (10). Dopiero iednak Stahi
pracując od 1958 r, nad tą metodą uczlmIl z
niej technikę mo,żliwą do po,wszechnego stoso-
warri,a. Skons,tnuował on proste w obsłudze
urządzenia oraz wskazał na mo,zliwości i sze-
roki zakres zastoisowań (30, 31, 32). Od tego
,czas,u TLC złlskała na znaczeniu i większość la-
boratoriów stosuje ją z powodzeniem olbork in-
nych technik analitvcznych.

Technika chromatografii cienkowałstworł,ej

Po,d,5|ąly6y7ym etrementem TLC ą prostokąt-
ne lub kwadratowe płvtki, sporz,ąd.zone ze slzkŁa,
plastiku lub aluminiorwej folii. Płytki pokry-
wane są cienką (0,2 do 0,3 mm), iednolitą war-
Stwą drobno sproszkowanei srlb,st,ancii, tzw. ad-
sorbentu. Najczęśc,iei stosowany iest żel krze-
mionkowy, tlenlek glinowv, poliamid Iu celu-
troza. Substancje te mozna łączyć lub modyfi-
kować, dodaie się gipsu dla zwięks,zenia przv-
czepności, buforu dla uzyskania o,dpowiedniego

120

Zoslosowonio chromołogrofii cienkoworstwowei
w welerynoryinei onolizle toksykologicznei

Zakład Farmakologii i Toksykologii InStytutu weterynarii,
AI. Partyzantów 57, 24-L00 Puła,Wy

pH, lub miesza z inrnymi substanc,iami, np. azo-
t,an sr,ebrowy do,dawany ,iest przv analizie in-
sektycydó\^/ chloroorganicznych (16, 21).

Płytkę wraz z naniesionr,rmi substanc,iami
wzolcolwym,i i badanymi poddaje się tzw. roz-
wijaniu. W tr,akcie rozwiiania chromatogramu
następuje milgracia rozpuszczalnika po po-
wi,e,rzchni adsor,bentu, a poszczególne składniki
mieszaniny przemieszczaią się z różnymi szvb-
kŃ,ciami, co powoduje ich roz,dział. Rozwi,ianie
przeprowadza się w kormorach chromatograficz-
nych, w użvciu są ko,mory o różne-i budowie
(ryc. 1) Najprostszvm i naiczęściei stosowa-
nym sposolbem, uzyskiwania chr.omat,ognamów
jest rozwijanie wstępujące, wykonu,ie się ie
przy pionowym ]ub ukośnym ustawieniu płvtki
w komorze. przv poziomvm ułożeniu płvtki
o,prócz rozwijania liniowego możliwe jest roz-
wijanie od- i dośro,dkowe (ryc. 2). W cełu uzy,s-
kania lepszych tozdziałów stosuie się różne spo-
soby nozwijania: rozwijanie wielokrotne, tech-
nikę stopniowego rozwiiania, rozwiianie z ied-
noczesnym o,dparo,wvwanilem rozpuszczalnika z
płytki oraz rozwi,ianie dwukierunkowe.

Wykrywanie na chrornatogramach analizo-
wany,ch substancji wykonuje sr'ę metod,aimi fi-
zycznymi, chemicznymi i biologicznymi. Do me-
tod tizvcznych zalicza się stosowanie lamp emi-
tujących światło nadfioletowe. Wiele substarrcii
fluoryzuje w tvch warunkach, właściwośó tę
wykorzystano międzv innymi w anal,izie miko-
toks5m (6). MożIiwe jest również tworze,nie na
płytce fluoryzujących $roohodnych, co st,osuie
się w analizie pestycydów i leków. Reakcja z
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rozwijania chromatogramów

chlorkiem d,anzylu u,możiiwia wykrycie nano-
gramo,wych ilości insektycydow karbaminiano-
wych oraz herbicydów mocznikowych (7, B, 13).
Nato,miarst tworzenie pochodnych z fluorelsca-
miną znalazło zastosowanie w analizie sulfon-
amidów, może być takze wykorzystan,e w ana-
Iizie chloramfenikolu (!l, 25, 2B). Reakcie two-
rzenia fluoryzujących pochodnych są na ogół
bardziej czułe od chemicznych lub biologicz-
,nych metod detekcii np. me,todą mikrobiologicz-
ną możn,a wykryć 1000 ng chloramlenikolu,
chemiczną - 100 ng, a w reakcji z fjuoresca-
miną poniżei 50 ng (3).

Do ,metod fizycznych zalicza się również me-
tody radiograf,iczne (autoradiografia), połącze-
nia z autoradiogrrafią wykorzvstuje się w ba-
daniach nad ,metabolizrnem, dystrybucią i wy-
dalaniem sub,stancji chemicznych.

}łajbardziej popularnym i naiczęściej stolso-
wanym slposobem wywoł\nwania chromatogra-
mow są metody chemiczne pol,egaiące na zasto-
sowaniu o,dpowiednich odczvnnikow daiącvch
reakcję barwną z substancjami znaidującvmi
się na płytce, Dla detekcji chemicznej opraco-
wano liczne reakcje barwne o wysokiei czu-
ło,ści, s,elektywne lub wspóIne dla całych grup
substancii.

Do meto,d biologicznych należy zaliczyć me-
todę posiewów rnikrobiolorgicznych stosowaną w
analizie antybiotyków i leków przeciwbakteryj-
nych; umozliwia ona wykrycie 0,1 mg związku
w kg badanego rnateriału (5). Wadą tei rnetodv
jest b,rak specyficzności, a zbvt duża średnica
otrzymywanych stref zahamowań utrudnia
identykfiację. Innym przykładem metod biolo-
lolgiczny,ch są metody hamowania aktywności
enzymów, prz,ede wszystkim należv wymienić

Zastosowanie TLC do rozdziaŁu i icientyfika-
cii bardzo małvch ilości substancji toksvcznvch

l GL(, \, nru c ryza|ad\,/ llzyazlżc
(Rodtorrż?tllo ltp)

Ryc. 3. Połączenia 
'"§.;";lł"mi 

technikami anali-

spcwoCowało zainl,eresowanie metodami fizy-
kochemicznymi, które umożliwiają ilościowe
oznacza,nie składnikow rozdzielanei na chroma-
togramie mieszaniny (rvc. 3), Pomia,rv ilościo-
we łladanych związkow p,Izeprowadza się wprost
na chromato3ramie pTzy zasto,sowaniu odpo-
wie,dnio skonstruowanych aparatów lub też roz-
dzielone subsbancje e]uuie się z chrorrnatogra-
mu, a rpomiary przeprowadza,w oŁtzymywanych
roztworach. Metody bezpośrednie gorują nad
meto,dami elucyjnymj szyb,kością i dokładnoś-
cią pomiaru. Za najkorzystnieiszą do bezpośre,d-
nl,ch oznaczeń ilo,ściowych uważa się rnetodę po-
miaru f]uor,escencji (denzvtometria),

Zastosowania cłrromatografii cienkorvarstwowej

w analityce toksyko]ogicznei do badań sto-
suje się szybkie testy skrvningowe oraz meto-
dy specyficzne i potwierdzaiące, kontrolowanie
obecności substancii ob,cych w materiale bio,Io-
§icznyp zazwyczai rozpoczyna ,się o,d wstęp-
nych metod skr'yningowych. Dopiero w drugim
etapie adań ,stosuje się metody ,specvfi,czn,e
lub potwie,rd.zające; przewyższaią one metodv
skryningowe c,zuŁością i do,kładnością. Moźli-
wości ana]ityczne TLC predvsponuią ią do sto-
sowania w badaniach skryningo,wvch, a uzvs-
kane wyniki lmożna w razie po,trzeby p,otwier_
dzió przez zastosowanie GLC lub HPLC,

W związku ze stos,owanierm w ],ecz,nictwie we-
terynaryjnym,antyb,iotyków i środków p,rzeciw-
bakteryjnych oraz przeciwrobaczyclt, a także
kokcydiostatyków, hormonów i stymulatorów
wzrostu istnieie potrzeba kontro]owania pozio-
mu t.ych związków w paszach i żv,wności zwie-
Izęcego p,o,c,hodzenia. Wśród wielu metod ozna-
czanla równiez i TLc ma tu praktyczne zasto-
sowanie. Dctyczy to prze,de wszystkim badania
pozostałŃci sulfo,namidów, kokcydiostatvków i
hormonów.

Analiza chromatografią cienkowalsbwową siul-
fonamidów na ogół nie ,prze,dstawia trudności.
Wykorzystuje się reakcie barwne dla amin, a
zastosowanie fluorescaminy umożIiwia.wykrv-
cie 2-5 ng zrwiązku. W oparciu o tę reakcię
opraco\Mano wiele metod oznaczania sulfonarni-
dów (9, 25, 29,35). Na uwagę zasłuquie metoda
wykrywania sulfametazyny, która może byc
wy]<onrana bezlp,ośreclnio na fermie lub w tzeźnl,.
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}.Ta podstawie zawartości sulfametazyny w mo-
czu określa się iei zawaT
niach. Przy stęzeniach
mg, dcmJ, stęzenia w m
0,1 nlg/kg; mięso takie n
ne do spożvcia (4).

Stosowanie na coTaz szeIszą skalę antvbiotv-
kow ionoforowych do zwalczania kokcvdiozy
stworzyło, potrzebę kontrolowania ich obecnoś_
ci w paszach, Niedopuszczalna iest bowiem ich
obecność w paszach dla kur niosek oraz broile-
rów w ostatnirn okresie tuczu. Jest to pro,blem
tym bardziej wazny, że w przy,,pa,dku sko,ia,rze-
nia 1eczenia z ti,amuliną moze doiść do ostrego
zatrucia drobiu. TLc umozliwia rozdział i iden-
tVfikacię monenz)/ny, nalazyny, salinomycyny
i ]asaloci,du. Do detekcii słuzv reakcia chemicz-
na z r,vaniliną lub metoda bioautograf ti ze szcze-
p,em BacżIh{s stłbrilżs (23).

Koiejnym istotnym zagadnieniem iest bada-
nie pozostałości nie dopuszczonych do s,tosowa-
nia anabo]icznych steroidów, opracowano wie-
le metod lł,ykrywania związ,ków tei grupy, w
tym real<cie tworzenia f].uoryzuiącvch pochod-
nych z kwasem siar.]<owym; umożliwia ona wy-
krycie 1-10 ng androgenów, estrogenów, cŻv
tez gestagenów. Metoda ,p,ozwala oznaczyć stę-
zenia hor,monów anabolicznych w mięsie lub
moczu na poziomie 0,5-10 pg/kg (24, 36).

Kc,lejnyim ważnym zagadnie,niem, jakim zai-

truć u zwierząt pestycydami; występuiące wów-
czas stęzenia w paszach 1ub materiale zwierzę-
cym mo8ą być wykrywane tą techniką. Przy
wp,ro,wadzaniu do stosowania pestycydów no-
wei generacii opracclwuie się metody ich ozna-
czanta o ws ainstrumen-
!?llv"n an h (GLC 1ubHPLC). nie się i o TLC
- przykładem są prace dotyczące badania syn-
tetycznyc| piretroidów (22, 27, 34).

Poważnym problemem u, toksykologii wete-
rynaryjnej jest mozliwolść skażenia pasz grzv-
bami wytwarzaiącvmi mdkotoksyny. Opracowa-
no wiele metod badania tych suJcstancji, więk-
szość z nich wykorzystuje do badań właśnie
TLC. Przyjęte w praktvce laboratoryinei me-
tody y7yĘ,lywania i oznaczania rnikotoksyn opie -

rają się głównie na właściwości fluoryzowania
w świetle UV (26, 33).

Mozliwe jest ponadŁo oznaczanie alkaloidów
g]ikozydów i innych substanc,ii czynnych wy-
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twa ez r.ośIin
być zatruć
mię metodę
we,go oznaczania alka]oidów łubin,u, pozwałaią-
cą odróznić n.ieszkodliwy łubin słodki od tók-
syczne6]o łubinu gorzkiego (12).

podsumowanie

Przedstawiony plzegląd zastosowań TLC w
weterynaryjnei analizie toksvkologicznei wslka-
zuj,e, że wytrzymuig orra konkurencię nolwo-
czesnych technik instrumentalnych i z powo-
dzenie,m moze być stoso,wana w jaboratÓ,riach
toksykologicznycŁt. Tym bardzie-i, że udoskona-
lenia i usprawnienia czynią TLC nadal atrak-
cyjnym narzędztern ,pracy analityków. Zasto-
sowanie tzw. wysokolsprawnych łpłytek cienko-
Wa]]StWoWYch dało
krywainość. Ten r
stany w analizie
hormonów (9, 15,
iest zastosowanie komory ,,Sandwicz'' ,do ciąg-
łego rozwijania chromatogramów. Kornora da-
je nowe mo,zliwości metodvczne w TLC: mini-
malne zużycie eluentu, zwiększoną czuło,ść de-
tekcji, moz],iwość prekoncent,racii rozcieńczo-
nych roztworów pró,bki i inne (16, 17, 34).
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