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Wstep

W kazdym przypadku pddejrzenia o zatrucie konieczne jest przepro-
wadzenie préby laboratoryjnej majacej na celu potwierdzenie obec—
nosci trucizny w materiale biologicznym /popXuczyny zotadkowe,
krew lub mocz/.. Wieloletnie doswiadczenie uczy nas, ze pacjent,
ktéry przyjat przypadkowo badZ tez $wiadomie pewne ilosei truciz-
ny.nie zawsze przekazuje lekarzowi informacje prawdziwe.

W przystepie paniki racjenci sktonni sz wyolbrzymiaé epizod; oso-
by, ktére zdecydowaty sie na krok samobdjezy niejednekrotnie
przekazujq informacje faktszywe, chcgc w ten sposéd opdZnié lud
zmnie jszydé skuéecznoéé pomocbe Znane sg przypadki, gdy pacjent
nieswiadomie przekazywal fatszywe informacje, gdyz substancja
ktdérg przyjatr byta mylnie oznakowana.

Potwierdzenie obecnoseci trucizny w ustroju moze byé dokonane przy
romocy prostych testéw laboratoryjnych, ktérych szereg zostazo '
zebranych w niniejszym opracowaniw. Prezentowane testy byty wieclo-
krotnie sprawdzané na materiale klinicznym i mogg by¢é uwazane za
wiarygodne. Nie mniej nalezy pamigtaé o pevmych ograniczeniach
diegnostyki laboratoryjnej opartej na proponowénych metodach testo-
wych. Naleéy sobie Przede wszystkim zdaé sprawe 2z tego; Ze brak
potwierdzenia obecnosci trucizny w okreslonym materiale biologicz-
nym npe W moczu n i é‘ jJest jednoznaczmny z
wyttagaczeni e m podejrzenia,o zatrucie
t g truciznasg. Trucizna, ktérej obecnosé w ustroju po-
dejrzewamy, mogta albo jeszcze nie przejéé do moczu, elbo tez jej

wydalanie z moczem w postacl niezmienionej mogto juz ulec zakorn-

czeéniu. Nlektdre truolzny wydalane w: z mooczem.tylko w bardzo



niewielkim odsetku przyjetej dawki i przez stosunkowo krdtki
czasokres. Wydalanie niektdrych substancji z moczem zalezy od
kwasnosci moczu /jego pH/.

Nalezy takze zdal sobie sprawg z tego, ze przedstawlone w ainie,
szym opracowanid‘testy nie pozwalayjsag na 1de ..
tyfikaciie w materiale biologic: -

ny mkw,t rucilizny nieznamnej . Wynika to z Takl
k| RN '

bardzo niskie]j swoisﬁoéci wigkszoSci prezentowanych vostyvowe.i.
Natomiast wigkszosdé prostych testdédw odznacza si¢ stosunkowo
wysokg czuloscig, tak, ze dodatnie wyniki mogg byé niecjednoiivol
nastepstwem wprowadzenia do ustroju dawki terapeutyczncg Teku
np. 1-2 tabletki od bdlu growy mogg dawal dodatni wynik tTcstu
na obecnosé fenacetyny.

Dlé'ustalenia nieznane] przyczyny zatrucia laboratbrium musi
podjaé bardziej zlozony tok analizy oparty albo na chroanatogii’
cienkowarstwowej lub na chromatografii gezowe].

Przedstawiony zbidr testéw sxuzyé ma przede wszystkin takin
placéwkom, ktdre nie dysponuja rowoczesng aparaturg pomiarcy.c-—
kontrolna /spektrofotometria UV, chromatografia gazowa, &Hs0rp-—
cjometria atomowa czy spektrometria masowa/ i dlatego zmuszor .
sg do korzystania z prostych /aczkolwiek nieraz mylacych/

AY

postepowan énalitycznych.



OZNACZANIE TALU W MOCZU

. Odezynniki

1.

Se
4.

Se
6-e
7e
8¢

109% rozt&ér‘kwasu sulfosalicylowego? 10 g kwasu sulfosalicylo-
‘wego rozpusdcié w wodzie destylowanej i uzupeinidé objetosé do
100 ml.

0;05% roztwédr Rodaminy B w stezonym kwasie -solnym:‘0,0BS bt
Rodaminy B rozpuscié w kwasie solnym i uzupeinié objetosé do
50 ml tym samym stezonym kwasem solnym. |

Brom cZedete

305 roétwér nadtlenku wodoru /perhydrol/

Benzen cz-el-soe

Xwas solny stezony cZa.d.a-

Kwas siﬁrkowy stezony czZelre8-e

Roztwér wéorcowy talut 0,040 g siarczanu talu rozpuseié w wo-

dzie destylowanej i uzupeinié do objetosci 1000 ml.

Postepowanie

150 ml moczu mineralizowaé ogrzewajgc w kolbie Kjeldahle z 5 ml

stezonego kwasu'siarkowego /7/, 8z do wydzielania biatych dymdéw.

Néstepnie dodaé porcjami po 1 ml perhydrolu i ogrzewaé 2z do cak-

kowitego odbarwienia, a nastepnie roziozenia perhydralu.

Po ostudzeniu dodaé 5 ml wody destylowanej.

0 .
Do nrobéwk{idaé lml mineralizatu, réwnolegle do probdwki kontrolne,

oamierzyc L mi mineralizatu i 1 krople roztworu wzorcowego telu /3.

Obie probdéwki poddaé dziataniu bromu /3/, a nastQpnie dodaé 1 kroz-

le roztworu kwasu sulfosalicylowego /1/ w celu usunig¢cis nadmisru

bromu. Do obu probdwek dodaé po 1 kropli stezonego kwasu solnego .

i po 2 krople roztworu Rodaminy B /2/.



Nastepnie dodaé¢ okoxo 1 ml benzenu /5/ i dokiadnie wytrzasnaé.
Po oddzheleniu sieg warstw'obejrzeé obie probdwki w éwietle lanpy
kwarcowej 2 filtrem Wooda.

Pod wym wpiywem promieni UV warstwa-benzenu wykazuje w obecnodei

talu pomaradczowsg fluorescenq}q.

Uwaga
Wykrywalnosé talu 50 ug/l.
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OZNACZANIE ARSENU W MOCZU

Odczynniki
1. Kwas solny stgzony cz.d.a.
2. Blaszka miedziana oczyszczona do zzotego zabarwienia

1 odttuszczona przy pomocy eteru.

Pogtépowanie

15 ml moczu /lub'popkudzyn zoxgdkowych/ mieszamy z réwng obje-
toscig stezonego kwasu solnego /1/. W mieszaninie tej umieszcza-
my blaszke¢ miedziang 1 podgrzewamy do wrzenia.

W 6becnoéci arsenu blaszka miedziana czernieje na skutek powsta-
wania Aszcus.

Uwagat
Wykrywalno$é okozo 0,5 mg/l



OZNACZANIE RIECI W MOCZU

Odczynniki

Blaszka miedziana oozyszczona od tlenkdw /mechaniczris/ Go.

élotego zabarwienia i odtiuszezona przy pomocy eteru

Postepowanie

Krople badanego roztworu /mooz; poptuczyny zotadkowe/ 0 pH

d = 4 nanooni 0iqQ na mieduiany blauzkq. |

W wypadku obeonosci rtgoi po ok. 30 min. powstanie na blaszce
szara plama, ktéra po wysuszeniu i potarciu kawaikiem bibuly

nabiera srebrzystego potysku na skutek tworzenia sie amalgamatu.

Uwaga

Wykrywalnosé okoxo 0.5 mg/l. .



OZNACZANIE OLOW1U W MOCZU

Odczynniki

l. Roztwér podstawowy ditizonu: 51,3 mg ditizonu rozpuscidé w
200 ml chloroformu /odezynnik przechowywaé w loddéwce/.

2. Rozcierezony roztwér ditizonu przygotowad przed uzyciem ‘
przez rozeienczenie roztworu-podstawowego /1/ w stosunku
1 : 10 uzywajac chloroformu CZelele

3. 10% roztwér dytrynianu sodu. 10 g cytrynianu sodu rozpuscidé
'w wodzie destylowanej i uzupeinié objetodé do 100 ml.
lRoztwér ten wytrzgsaé z roztworem ditizonu /2%, az ten ostatni
nie bedzie .zmieniat zabarwienia. Naamiar aitizonu usuwa sie

_ przez wytrzgsanie roztworu cytrynianu z chloroformem

4. 10% roztwdr cyjanku potasu: 10;0 g cyJjanku potasu rozpuscié
w wodzle destylowanej i uzupeinié objgtosé do 100 ml. koztwér
ten wytrzasadé z roztworem ditizonu /2/, sz ten ostatni nie
begdzie zmieniat zabarwienia, w celu usuniecia zanieczyszczen
otowiem. Rozpuszczony ditizon w roztworze wodnym usungé przez
kolejne ekstrakecje chloroformem.

5. 25% roztwér amoniaku

6. Roztwér do ekstrakeji nadmiaru ditizonu: 5 ml stezonego amo-
niaku /5/ dodaé¢ 4o 5 ml roztworu cyjanku potasu /4/ i uzupei-

nid wody do objgtodol LULO ml,

Postepowanie

Do 10 ml moczu dodaé¢ 20 ml roztworu cytrynianu sodu /3/ i dopro-
wadzié pH do okoto 8,5 przy uzyciu amonisku /5/ wobec papierka

wskaZnikowego. Nastepnie catos$é przenieddé do rozdzielaczax i dodad
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5 ml roztworu cyjanku potasu /4/ i.5 rl ditizonu w chloroformie
/1/.. Wytrzasaé przez okoto 2 minut.

W przypadku gdy warstwa chloroformowa ulegnie zabarwieniu na
kolér czerwony nalezy wytrzasaé¢ prébe jeszcze raz z yoztworem
ditizonu.

Jezeli pierwsza porcja jest zabarwiona na kolor zielony lub
fioletowy, po doktadnym rozdzieleniu sie warstw, nalezy oddzie-
1ié¢ warstwe.chloroformowa do nastepnego rozdzielacza 1 dodaéd

25 ml roztworu do ekstrekeji nadmisru ditizonu /6/ w ceclu oldmy-
cia nadmiaru ditizonw. Wytrzgsaé przez 1 minute i pozostawié do
rozdzielenia si¢ warstw.

Zabarwienie warstwy chloroformowej na kolor r{dzowy lub czerwony

$wiadczy o obecnosci otowiu w moczu.

1. Wykrywalnoéé metody 2 ug w prébie /200 ug/l/

2+ W moczu zéwierajqcym nieznaczne ilosci biatka mozeny potwiér-
dzié obecnosé oxowiu bez uprzedniej mineralizacji.
Przj znacznie zwigkszonym poziomie bialka w moczu moZze dojsé
do powstania emulsji; co powoduje trudnosci w rozdzieleaniu
faz oraz w ocenie barwy; W tekich przypadkach konieczne jest
wstepne przygotowanie moczu drogg mineralizacjia

3+« Do przygotowania odczynnikéw uzywamy wylgcznie wodeg podwdj-
nie destylowang. |

4.« Réwnolegle do oznaczenia nalezy przeprowadzié badanie kontrol-
ne na zawartodé oowiu w wodzie i odczynﬁikach. W tym celu do
mieszaniny ztozonej ze 100 ml wody redestylowanej i pozosiaZycl
odozynnikéw;Jnk w przypncku préby badane] dodnd 2 ml ditizonu
i wytrﬁQsaé"Warstwa chloroformowa nie powluna zwicniaé barwy

no rézowt.



OZNACZANIE KARBROMALU W POPLUCZYNACH
ZOLADKOWYCH I WE KRII

Qdezynniki

1« 1 N roztwér‘kwaSu solnego

2. 5% rothSr wodorotlenku sodowego

3. 1% rozitwdér fluoresceiny w mieszaninie alkohol:woda /1 : 1/
4, Eter etylowy

5. Kwag octowy lodowaty cz.d.a.

6. 30% roztwér nadtlenku wodoru /perhydrol/

Postepowanie

Poplucéyny zozgdkowe zakwasié kwasem solnym i ekstrahowad dwu-
krotnie 50 ml eteru. Krew 10-20 ml ekstrahowaé trzykrotnie

30 ml eteru. Ekstrakty eterowe pozgczyé, przemyé woda i cijparc-
waé do sucha na porcelanowej parowniczce. Suchg pozbstaloéé C 2
puscié w 2 kroplach 5% roztworu wodorotlenku sodowego /2/.
Nastepnié'osuszyé przez tagodne ogrzewanie. Po ochrodzeniu-
dodaé 2 krople 1% roztworu fluoresceiny /3/, 4 krople kwasu
octowego lodowatego /5/ i 4 krople nadtlenku wodoru /6/.
Odparowaé do sucha na wrzgcej xaZni wodnej.

W obecnbééi\garbromalu wystepuje czerwone zabarwienie,
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OZNACZANIE POCHODNYCH FrNOTIAZYRY W NMOCZU

Ddomynnilcd

1. ‘l)wnullll.O‘l.'mno briw ovadlen,

2o 0,01 I roztwédr chinhydronu w dwuchlorometunie /c.czeida, 8/

e 0,00l M roztwdr chinhydronu przygotowad nalezy kazdorazowo
przed usyciem rozciericzy¢ lO-krotnie dwuchlorometgnem
roztwér /2/ - Iahydronue

e 40% roztwdr weworotlenku sodu

5. 85% kwas fosforowy

. Siarczan sodu bezwodny in substantia

Postepowanie

25 ml moczu lub popiuczyn zotadkowych zalkalizowaé rozitworen
wodorotlenku sodu /4/ i ekstrahowad 25 ml dwuchlorometanu /1/
przez okres 5 minut. Po rozdzieleaniu warstweg dwuchloromeianu
osuszyé bezwodnym siarczanem sodu. Nastepnie 10 ml osuszonej
warstwy dwuchlorometanu wytrzasad w rozdzielaczu przez 1 minuté
z 1 nl 0,001 i roztworu chinhydronu /3/ i 4 nl kwasu fosforowe-
go /5/, po czym carosé odwirowaé w celu rozdzielenia warstire
Zabarwienie warstwy kwasu fosforowego na kolor rdézowy, czerwony

lub fioletowy Swiadczy o obecnosci pochodnych fenotiazyny.
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OZNACZANIE IFENAKTILU W 10CZU

Odczynniki

1. 0,001 ¥ roztwér azotanu riteciowego

2. 3% roztwlr nadtlénku wodoru

Z- Xwas solny stezony cze.de.ae.

4; BibuEQ'WEatman Nr 1 o wymiarach 3 x 4 cm zanurzyé w roztworze
O;OOl M azotanu rteci /1/ na okres 30 minut; wysuszydé w tew-—
peraturze 37°% Przechowywaé w szézelnie zankniety.. ...czyuiv

z ciemnego szkia.

Postepovianie

Na bibuteg (4/ nanies$é kilka kXropli moczu i 1 krople roztworu
nadtlenku wodoru /2/.« Po 1 minucie nakroplié 1 krople stgzo-
nego kwasu solnego.,

W wypadku obecnosci fenaktilu pojawia sie fioletowo-rézowe

zabarwienie.
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OZNACZANIE TIORIDAZYNY W 1£0CZU

Odenynniki

l. 5% roztwdr chlorku zelazat 5,0 g\ FeCl5 rozpuscié w wodzie
destylowanej i uzupeinié odjetosé do 100 ml.

2. Kwas siarkowy stezony cz.ld.%e

Postepowanie

Do probéwki w ktdérej znajduje sig okoxo 1 ml moczu dodadé 10 kropii
st¢zonezo kwasu siarkowego 1 2 krople 5% roztworu chlorku zecla-
za /1/.

W wypadku obecnosdci tioridazyny zawartosé probdéwki zabarwia sie

na kolor od fioletowego do granatowego.

Uwvaga:
Inne pochodne fenotiazyny np. chlorpoomazyna, promazyna daja
o
wyzej opisang reakcje z zabarwieniem préby od rdézwego do czerwo-

negoe



OZNACZANIE HYDROCHLOROTIAZYDU W LIOCZU

Odezynniki

1. 20% roztwér kwasu p-toluenosulfonowego

2 3;75 N rozéwér wodorotlenku sodu

3« 5 N roztwdr kwasu solunego

4e 0,1 I roztwér azotynu sodu Jfkazdorazowo przygotowany
bezposrednio przed uzycien/

5 0;5% roztwér amidosulforicii. ..;au /przygotowany przed
usycien/

~

e 0,1% roztwér dwuchlorowodoriku N-l-naftyloetylenolwuaminy.

Postepowanie

Do 15 ml wody dodaé 1l ml moeczu i 4 ml 20% roztworu Xwasu p-tolu-
enosulfonowego /w przypadku uzycia wicgksze] ilogel moczu nalezy
odpowiednio'zwigkszyé ilosé kwasu p-toluenosulfonowego tak; a0y
kodcowe jego stezenie wynosito 4%/.. Piyn przesaczyé i 5 ml prze-
saczu wolnego od biatka przeniesé do probdwki w ktdérej znajévje
sie 1 ml 3,75 N roztworu wodorotlenku sodu. Zawartos$é probdwiki
ogrzeﬁaé na wrzgcej Zazni wodnej przez 30 minut i po ozigbieniu
zakwasié 1 ml 6 H kwasu solnego /3/. Nastepnie dodaé 0,5 ml roz-
tworu azotynu sodu /4/, wymieszaé i po 3 minutach dodaé 0,5 ml
roztworu amidosulfonianu amonu /5/. Zawartosé probdwki dobrze
wymieszaé i po okoxo 5 minutach dodaé 0,5 ml roztworu dwuciloro-
wodorku N¥l-naftyloetylenodwuaminy /8/. Deliketnie wymieszad.
Pojawiajgce sie rdzowo - fioxkowe zabarwienie utrwala sie po

oko*o 10 minutach.



OZNACZANIE W MOCZU MEPROBAMATU I INNYCH KARBAMINIANOW

Odorynnikl

1. 1Ogrouiwdr amoniaku

2e 1O roniwdr furfurolu w ctanolu

3e Chloroform cZ.d.0.

4« Eter etylowy cz.de2

5. Siactzan sodu bezwodny in substantia

6. Kwas solny stezony cz.d.a.

Posteporanie

20 - 50 nl moczu zalkalizowaé do pH okoXo 10 przy uzyciu rozbwe-
ru amoniakﬁ}/l/ i nastepnie ekstrahowadé dwuxrotnie poiwsjns
obj@fcéci@ chloroformu /3/. Porgczone ekstrakty przemyd wod@;
osuszydé bezWodnym siarczaneﬁ sodu /5/ i odparowadé 4o sucaa.
Sucha pozostatosé rozpudecid w 1 ml eteru /4/ i‘nakropiié na
bibuze filtracyjng. Obok préby badarej nakroplié prébeg kontrol-
ng /np; roztwéf meprobamatw/. FPo dokladnym wysuszeniu na prdbe
badang i kontrolns nekropli¢ po 1 kropli roztworu furfurol /2/@
Bibutlg ponownie osuszyé w temperaturze pokojowej H nastepnie
trzymac¢ nad dymemi stezonego kwasu solnego /6/ okoto 2 minut.

W obecnosei karbaminiandw plema przybiera zabarwienie granatowo-

czarne,



OZNWACZANIE W 10CZU XWALU RUBAZONOWEGO
METABOLITU PIRAMIDONU

Odeczynniki

1., 10% roztwér amoniaku

z.FOctan etylu czedete

Postepowanie

10 - 15 ml moczu ekstrahowaé réwng objetodcisa octanu etylu /2/-.
Po rozdzieleniu wargtw do warstwy octanu etylu dodeé Xrople

wody i odparowaé na Zagni wodnej uzywajac do tezo celu porcela-
nowej pgrowniczki. Po odparowaniu i ostudzeniu do suchej pozosia-
*odei dodaé 2 - 3 kropli roztworu smonisku /1/.

W wypadku obecnosgci, pozostaty ne perowniczce kwas rubazonowy
rozpuszeczajac si¢ w amoniexu daje czerwono - fioletowe zabarwie-

nie.
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OZNACZANIE CHININY W LOCZU 1 POPZUCZYNACH ZOZATKONYCH

Odezynnilki
L. 2055 roztwér wodorotlenku sodu

2« 0,1 N rouztwédr kwasu golnego
3« Lter etylowy
Postepowanie

25 nl moczu lub popiuczyn zoizdkowych zalkalizcwad kilkcoa
kroplami roztworu wodorotlenku sodu /1/ i ekstrehowa# »drzez

2 minuty réwvng objetosdciz eteru /3/. Po oddzielcniu warsiwe
eterowa z?tQZyé do objetodeci okoxo 1 @l,odparowujgc eter na
taZni wodnej o temperaturze ckoxo 40°%, Zatesony rozitwdr nakrop-
1aé ne Srodek sgczke bibuowego, doklednie ner 0 camo miejsce
Do jednej kropli, czekea jec az'pop}zednia catltowicie wyschnie.
Powstarg maza plamke obejrzed w Swietle lampy kwarcoﬁej A
filtrem Wooda.

Niebiesgko = fioletowa fluoresc: .- “ciiodz&ca po zakweszo-
niu kroplg kwasu solnego /2/ we fluorescencje zdecydcwanie

-
[

brekitng, Swiadezy o obecnosei chininy lub chinidyny.
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OZNACZANIE SULFONAMIDOH W 30CZU

Odeczyrnnilki

:l, 0;05% etanolowy roztwér aldehydu p-dwumetylcaminoberzoesc—
wego

2. Kwas siarkowy stgzony cz.G.2.

3. Krgzki bibuly o Srednicy 4 - 5 em zanurzydé w nieszaninie
sktadajacej sie ze 100 ml etanolowego roziworu aldéhyfw
p-dwumetyloaminobenzoesowego i 1 ml steZonego kwasu Qiarko—
wego /2/ na okres 5 minut. Po wyjeeiu z kapieli; krasiki
bivuky wysuszyé w temperaturze 40° i przechowywadé w szczci-

nie zamknietym naczyniu 2z ciemnego szkia.

Postepowanie

. .
Wa krazek bibury naniesé 1 krople btgnego moCczU.

PowstaXe z8Xite zabrawienie do pomaraiiczowego sSwiadezy o obec-

nosei sulfonemiddw /wolnych grup aminowych/-.
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OZNALCZANIE POCHODNYCH KWASU SALICYLONEGO W 1.0CZU

Odeczymniki

- - —

1. 55 rqztwér chlorku zelazat 5,0 g FeCl3 roznuscié¢ w wolzie -
uzupeinidé do objezosci 100 nl.

2.« 4lkohol etylowy 95°

3+ Xrazki bidbuly o drednicy 3 - 4 cm zanurzyé w etanclu /2/ s
okres 1l godziny. Osuszyé w temperaturze 57° 1 nestepnic zo-
narzyé w rozlworze chlorku Soluza /1/ na okrcs 90 minub,
Lo Wyduuzcniu w temporaturze 27° przechowywal w szcezelayi

naczyniu z ciemnego sziia.

Postevowanie

Na krgzek bibuly naniegé 1 krople badanego moczl.
Powstale fioletowe zabarwienie swiasdczy o obecnodel pocholay.s

kwasu salicylowego-s
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OZNACZANIE KWASU p-ALINCSALICYLOWEGO W L0CZU

Odczynniki

1. 10% roztwdr chlorku potasur 10,0 g XB1l rozoudecid w wodzic -
uzupeinié do objetodei 100 nl.

2. 10% roztwédr smoniaiu

3. 10% roztwdr kwasu solnego

4o 1l0% roztwdr chlorku zelazae 10,0 g 36015 rozyuscié w woizis

T

SN
PO NG

O

destylowanej i uzupeinidé do korcowej objetosci 10

Postepowanie

Do 10 ml moczu dodaé 5 = 10 kropli roztworu chloriua posasu /
a nastepnic kfoplami dodawaé roztwdr amonisku /2/ eby ocizrusl
pH moczu okozo 8.

Roztwér przesgczyd i przesgez zakwasié kwasem solnyn do 2L 2
i doda¢ 2 krople roztworu ch;orku zelaze /4/.

W wypadku obecnogei kwasu p=-aminosalicylowesgo powstéje zZa el

nie czerwono =~ Lfioletowe,
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OZNACZANIE IMIPRAMINY W MOCZU

O@czynniki

2
Se

4.

5.

‘Ll. 0,264 roztwdér dwuchromianu potasu

20% roztwér kwasu nadchlorowego /% obj;/

50% roztwdr kwasu azotowego

30% roztwér kwasu siarkowego

Mieszanina reakecyjna przygotowana bezpodrednio przed
uzyciem przez zmieszanie réwnych objetosei /po 0;5 nl/

odczynnikéw'l - 4.

Postepowsenie

1 ml moczu zmieszaé w probdwece z 1 ml mieszaniny reakcyjnej.

Natychmiastowe pojawienie sig zielonego zabarwienia nalezy

uznaé za pozytywpy wyanik reakcji-
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OZNACZANIE FLNACETYNY W 10CZU

Odczgnniki

1. 10% roztwér azotynu sodu

2. 5% alkoholowy roztwér alfa-naftolu
3. 15% roztwdr wodorotlenku sodu

4. Kwas solny stezony

Postepowanie

10 - 20 ml moczu zakwasié kropls stezonego kwasu solnego /4/,
zagotowaé, a nastepnie oziebié w 2aini lodowej do temperatury
okoto 5% i dodaé 2 - 3 kropli 1l0% roztworu ézotynu sodu /1/-.
Po dokzadnym wymieszaniu dodaé 2 krople alkonolowego roztworu
alfa=naftolu /2/ 1 zalkalizowaé przez dodanie roztworu wodoro-
tlonku nodu /3/.

W obecnoscli fenacetyny wystepuje zabarwienie czerwone, Ktére

po zekwaszeniu kwasem solnym przechodzi w fioletowe.
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OZNACZANIE BROMIANOW W MOCZU

Odczynniki

1. }Meszanina wodno alkoholowa /1 : 1/
2. 2% roztwér fluoresceinyt 1,0 g fluoresceiny rozpuscié w

mieszaninie wodno-alkoholowej /1/ 1 uzupeinié ta mieszaning
do kodcowe)j objgtodei 50 ml.
3. Tlenek chromu /Crzos/ in substantia

4+ Kwas octowy lodowaty cze.d.as

Postepowanie

Okoto 10 ml moczu umiegcié w erlenmayerce, dodaé kwasu octowego
i 1 giarenko tlenku chromu /3/.. Nad erlenmayerka umiescid
okragly saczek nasycony roztworem fluoresceiny-.

W przypadku dodatniego wyniku préby na sgczku pojawia sie
czerwona plama wytworzona w wynikw . reakcji uwolnionégo bromu
b4 fluoresceiny; ktdéra ulega przeksitalceniu W czerwonq tetra-

bromofluoresceineg.
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OZNACZANIE DWUCHLORKU PARAQUATU W 20CZU

/preparat "Gramoxone"/

Odeczynniki

1. 10 N roztwér wodorotlenku sodu
2o 1 raziwér dwutionianu sodu przygotowuany bezpodrodnio
| przed uzycliem przez rozpuszezenie 0,1 g Nazszo4 w 10 ml

roztworu wodorotlenku sodu /1/.

Postepowanie .

Pobraé dwie prébki moczu po 25'¢l. do jednej dodadé 10 nl
roztworu dwutionianu sodu /2/. .

W wypadku obecnofci paraguatu wyszapi natychmiastowa zmisna

zabarwienia prdévki z dwutionianem soduj mocz Jjasny zabarwia
sie¢ na niebiesko, ciemny zas na zielono. Zmiana zabarwieania
nastepuje powoli wskutek proesu utleniania, lecz przez kilka -

godzin jesf wyraznie widoczne.
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OZNACZANIE DDT ¥ MOCZU'

Odczynniki

l. 1% roztwdr wodorotlenku potasu

2+ lieszanina nitrujgcal stesony kwas siarkowy i stezony kwas
azotowy zmieszalé w rdéwnych objetosciach /1 : 1/

3+ 20% alkoholowy rozﬁwér wodorotlenku potasul 5,0 g KOH
rozpuéecié w 2,5 ml wody i dodaé 22,6 ml alkoholu etylowego

absolutnego/-
4. Chloroform Czeleae
Postepowanie

50 ml moczu ekstrahowaé S50 ml chloroformu /4/. Chloroform odpa-
rowaé do sucha /w.porcelanowej parowniczce/; dodaé, 10 ml mie=-
szaniny nitrujqqej /2/ i ogrzewadé na wrzacej fazni wodnej

Przez 1l godzing. Ozigbié i dodaé 50 ml wody destylowanej.

Roztwér przenieéé do rozdzielaczé i ekstrahowaéd najp}erw 20 n

potem 10 ml chloroformu /4/« Foigczone ekstrakty chloroformowe

ekstrahowaé nastgpnie 50 ml roztworu wodorotlenku potasu /1/

i trzykrotnie 50 ml porcjami wody destylowanej. Nast&pnie chloro-

form osuszyé bezwodnym siarczanenm sodu“; uniescid w dwu parownicz

kach porcelanowych i odaparowaé do sucha. '

Wykonaé nastepujgce reakcjd:

1 parownieczka: do suchej pozostaXosei dodaé 1 kroplg alkoholo-
wego roztworu KOH /3/ - w przypadku obecnosci IDT
powstaje zabarwienie jasno niebieskie do zielonc.:

2 parowniczka: do suchej pozostazosSci dodaé 1 krople alkoholowe-
g0 roztworu KOH /3/ i 1 - 2 kropli acetonu - w
przypadku obecnosci DDT powsfaje zabarwienie

TS ZOWE
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OZNACZANIE CYJANKOW WE XRWI

Odczynniki

1. 10% roztwér siarczanu zelazas 10,0 g FeS0, rozpuscié w wodzie
i uzupeinié do kodcowej objgtosci 100 ml.

2. 20% roztwlér wodorotlenku sodu
3« 15% roztwér kwasu tréjchlorooctoweszo
4¢ 30% kwas solny

S5 Fluorek sodu in substantia

Postepowenie

Przygotowanie bibuty: bibulg Whatman Nr 41 zanurzyé w roztworze
siardzanu zelaza ha okres 10 minut; Wysuszyé i zanurzyé w roztwe-
rv.o wodorotlonku wodu /2/, wysunzyb. Tak przygolowansg bibuiq
pocigé na paski / 2 x 3 om/. Pasek umiescié na druciku przytwic.-
dzonym do korka. Bibula powinna byé przysgotowana Ik bezpodred-
nio przed oznaczeniem. |

2 ml krwi umiescié w probéwce; dodaé¢ 2 ml kwasu tréjchloroocto-
wego /3/, zakorkowaé korkiem z bibuig przygotowans up;zednioq
Zawartosé probdéwki wymieszaé‘/uwaZajqc aby nie zanurzyé bibuiy/

i odstawié na 30 minut. Nastgonie wyjaé bibuiq i zalaé jg kwa-
sen sélnym /47 WystQpienie wyraznie blqkitnej barwy nalbibule
/btekit pruski/ potwierdza obecnosé cyjankéw‘w badanym paterialc |
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- OZNACZANIE p-NITROFENOLU WE KRWI

Odczynniki

l. 20% roztwdr kwasu trdjchlorooctowegzo

2e 33% roztwdr wodorotlenku sodu

Postepowanie

3 = 5wl Jrwl smlonszad = rdwnp obJolofioly kwasu Lréjohlorooocio—
wego /1/-« Klarowny przecgcz zadadé 4 - ¢ kroplamil roztiworu wodo-
rotlenku sodu /2/ do silnie alkalicznej reakcji. W przypadku

obecnosci we krw1 duzych ilosci preparatu E 605 /p-nitrofenylo-
tiofosforan dwuetylowy/ roztwdr zabarwia sie na zimno na kolor .

Jasnozbéttys Po zagotowaniu barwa znacznie intensywnieje.
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OZNACZANIE DBORANOW W 1NOCZU

Odezynnilki

1. 1 I roztwdr kwasi solnepo

Do Prplerel hutrkimowy /bibnla 1l Ll"wy)nn Vynyeinn tAletenig
Luylantowy; o/

3. 10,5 roztwdr amoniaku

Feostenowanie

Mocz zakwasié kwasen solnym i nakropli¢ na papierek kurkumowy.
Wl obecnosci bovqnow papierek zabarwie sie na kolox brazcwo-
czerwony. 2o wrsugzerlu zabarwienle papierka staje sig bardzie]
wyraine. kastfnnﬂe nalezy zwilsaylé papierek roziworem amonilaku,

wéwezas barwa przyblera odciert zielonkawo - CZ“fny.



OZNACZANIE RODANKCOW W SUROWICY

Cdezvnniki

1., 10% roztwdér kwasu trédjchlorooctowego

l

2. 5#» roztwdr azotanu zelazowego

Posterowanie

Do 5 ml surowicy lub osocza dodaé 5 ml kwasu trdjchlorooctowesc/

-

odstawi¢ na 15 minui,

3.

Zewartosé probdwki dokradnie wytrzgsnal

<

po cazym przesaczyé. Do 5 ml przeszaczu dodaC 1 ml 54 rozitworu
azotanu zelazowego /2/. Powstaje ciemno czerwone zabarwienie,

FR.

ktdrego natvzenle jest proporcjonalne do st Zenia rodenkdw.

Uwaeoa

Krew palacdzy zawiera pewilen niewielkil odsetek rodankdw.
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Przedstawiony ponizej schemat postepowania umozliwia wykrycie
obecnogci w materiale biologicznym nieznanej trucizny. Préba
identyfikecji substancji toksycznej w pXynach ustrojowych nabicra
szczegdlnego znaczenis wtedy gdy lekerz klinicysta nie posizcs
pewnosci, Ze hospitalizowana w oddziale ostrych zatrué osoba, jec
rzeczywiécie zatruta. Spiac;ke toksyczng lub inne zasburzenis
kliniczne obserwowane w zatruciach, mogg bowiem nasladowaé réirne
Zespoxy chorobowe.

W przypadku braku wstepnych sugestii, co do rodzaju zatrucia
/wywiad od chorego lub otoczenisa, substancje trujsce znalezione
przy chorym/, wykrycie nieznenej trucizny w prébce materiazu
biologicznego,wymaga przeprowadzenia bsrdzo licznych préb chemi-
cznych - jest wigc-pracochlonne.i zajouje wiele czasu.Zbyt pdino
dosfarczony wynik analizy traci sw§j sens kliniczany. Dlatego od
wielu lat podejmuje sig préby takiego usystematyzowania bieg
anselizy, aby czas niezbedny dla identyfikacji trucizny w material
biologicznym skrdécié do kilku, = co najwyzeJj kilkunastu godzin.
Schematy analityczne nie mogsg, rzecz jaéﬁa, objgé wszystkich
potencjalnych trucizn, ktérych liczbg ocenia sig w chwili obecnej
na okozo 70 000. Natomiast mozna przy ich pomocy potwierdzid,
wzglednie wyzgczyé obecnos¢ w prébtce materiaiu biologicznego
trucizn bgdaéych najczestszymi przyczynami zatrué.

Duzym postepem w dziedzinie analizy toksykologicznej byio
wprowadzenie techniki chromatcgrafii cimnkowarstwowej na zZelu.
lietoda ts, mimo, ze pozbawiona juz w chwiki obecnej blasku

éwiezocci 1 nie tsk atrakcyjna jak chromatografia gazowa cuy



~
-_ -

system analizy GC-LS, gdéruje nsd innymi postepowaniami swg
niesXychang prostotg. Dzigki tej prostocie proponowany sysien
identyfikacji trucizny w materisle biclogiczaym drozg chromito-
grafii cienﬁowarstwowej ne zelu, bgdzie mégr byé realizowany
nawet w najskromniej wyposazonym laboratorium.

Nalezy jednak pamigtaé, 2e w przeciwiedstwie do pozyiywnezc

wyniku analizy, ktéry poparty wynikami dalszych testdéw, nabvicr

{7

mocy dowodu, wynik negatywny, nie moze byé utozsamiany z wyZacza-
niem podejrzenia o zatrucie. Wynika to zardwno z Tektu, ze
realizujac'zaproponowény schemat postepowania uzyskujemy informos
cje¢ tylko do wybrenej grupy trucizn, jaﬁ réwniez ze stwicrizenisa
2e sk¥ad chemiczny analizowanej prébki materiazu biologicznego
odpowiada tylko czasowemu fragmentowi dynamicznego rozkzadu
trucizny w ustroju. Substancja toksyczna nieobecna w Ganej prdded
geterialu biqlogicznego np. w moczu moze bgé obecna w prdébxach
pobranych péiniej. Przenikenie trucizny do moczu, moze byé bowlic
uzaleznione od jego kwasnosci. Mozemy nie znajdywaé w prébce et
iaxu biologicznego wykrywalnych stezerl substencji niezmienione],
przy wysokich stezeniach JeJ metasbolitdéw. Dlatego doswialczony
analityk ogrenicza si¢ zawsze do stwierdzenia, 2Ze nie udaXo m=u
sig potwierdzié obecnogci trucizny w danej prdébie materizzu

biologicznego, pozostawiejgc ostateczng interpretacjg wyniku

lekarzuwi kldanicyscie.



Zasada netody

Chromatografia cienkowarstwowé Jest procesem fizviochemiczay
Cienka warstwa /faza nieruchoma/ skXadajaca cie z drobncozisrn...
go materiatu znajduje si¢ na piytce ze szkia. Mieszanihg praezi.
czong do rozdziélenia znajdujgcg sig w roztworze nanos:i si@
punktowo lub pasmowo na linie stertu. Po umieszczeniu pzyiki
w szczelnie zamknigtej komorze zawierajgcej rczpuszczalrnik
/fazg rucl.  7z/ nastgpuje rozdziax na bodstawie wlééciﬁcéci
kapilarnych i adsqrpcyjﬁych. Substancje bezbarwne musza byé
uwidocznione przez wywoiywanie odpowiednim odczynnikiem.

Chromatogeafia clenkowarsiwowa jest stosowana w diagnosiyos
ostrych zatrué dle:
1/ potwierdzenis lub wykluczenis zatrucia konkretng substienc
| W zaleznos$ci od rodzaju badsnego zwigzku przygotowuje si:
ekstrekt alkaliczny lub kwadny i débiera odpowiednie uwkzed
rozpuszczalnikdwy
2/ identyfikacji nieznenej substancji. Nalezy wdwczas wykxonal

ekstrakcje alkaliczng i kwadng, a nast¢pnie stosowaé chron

18

tografige jednokierunkowg w kilku ukzedach rozwijajgcyc

. w pewnych przypadkach powstaje koniecznogé dodatkowezo
zastosowania techniki chromatografii cienkowarstwowe]
dwukierunkowej.

- Oprescowany system posiepowania metodg chromatografii
cienkowarstwowej dla szybkiej identyfikacji trucizny w przypsadi
zatrucie nieénana substancjg obejmuje 29 lekdw najczescie]
spotykanych w ostrych zatruciach. Kezdy z badanych lekdw

analizowano na piytkach szklinych pokrytych warsiwg sorbentsa
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Xieselgelu G wg Stahla w rdznych ukzedach rongszczalnikdw.
Dla lowalizacji poZozenia plam na'chromatogramach oglgéa sig
fluorescencje stosujgc lampe Wooda /dZugoéélfali 366nw/, oraz

spryskujé sig odczynnikenmi wywoXujgcymi.

Przygotowanie rozpuszezalnizdéw 1 kcecmory chromaicuraticzned
Rozpuszczalniki:
1. metenol + amoniak 25% /100:1,5/ v/v
2. chloroform + aceton /S0:10/ v/v
3. chloroform + metanol + woda /15:25:1/ v/v
4. izopropenol + chloroform + amonisgk 25% /60:30:10/ v/v
5. benzen + dioksan + amoniak 25% /75:25:5/ v/v
€. chloroform + metanol + berzen + amoniak 25% /90:5:5:1/ v/v
7. benzen + aceton + amoniak 25% /40:40:5/ vVv/v
8. metanol
9. benzen
10. benzen + dioksan + etanol + amoniak 25% /50:40:5:5/ v/v
11. chloroform + metanol + emoniak 25% /60:40:3/ v/v
12. benzen + kwas octowy lodowaty /97:3/ v/v
W komorze umiegcié pasek bibuly filtracyjnej o wymiarach
11x33cm 1 2wi12yé rozpuszczalnikiem. Komore szczelnie zexkngé w

celu calkowitego nasycenia parami rozpuszczalnika.

Odczynniki

1. 2% azotan srebra
2. Odczynnik Dragendorffa
a. 0,840 vusndowepo szotunud blvuswmutuwego rozpubeid w 10ml
kwasu octowego lodowatego i 40ml wody
b. 8g Jjodku potasowego rozpuscié w 20ml wddy

a 1 b zmieszaé. Roztwdr do spryskania: Iml mieszaniny zmicszad



3.

4.

2.
6.

9.
IO.
11.

12.

13.
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z 2ml kwasu octowego lodowatego i 10ml wody.

2,5% pedwumétyloaminobenzoesowy aldehyd w sfgz. kwasie eleric
wym

0, 1% nadmanganian potasu

1% azotan rtgciawy

Jodek potasu ze skrobig

a.‘l% jodek potasu

b. 1% skrobia

'zmieszaé roziwory 8 i bw stosunku 1:1 ex tempore
Jodoplatynian potgsowy |

a. 1g chlorku pletynowego rozpuscié w 100ml wody

b. 19g Jjodku potasowego rozpuscié w 250ml1 wody

roztwory a i b zmieszad i uzupeinié wodg do 500ml

Roztwdér do spryskenia: 10ml roztworu jodoplstynianu zmicszjé
2 O,th stez. kwasu solnego

Jod z jodkiem potasowym w kwasie solnym

a. 1g jodku potasowego i 2g jodu rozpuscié w 100ml etanclu 95°¢
b. 25% kwas solny w etanolu 95°

chromstogrem spryskaé roztworem &, po 2min. roztworex b

0,5% azotyn sodowy w 1IN kwasie solnym

0,2% N-1 naftyloetylenodwuamina w roztworze aceton:woda /3:1/
Roztwér siarczanu rteci:

A5g tlenku%rteciowego zawiesié w 100ml wody, dodaé 20ml stgz.
kwasu siarkowego, po ozigbieniu dopeinié do éSOml wodg 1 prze-
syczyé

Odczynnik lMarquisa

10 kropli 40% formaldehydu w 10ml stez. kwesu siarkowego

Odczynnik Mandelina

O,1g wénadynianu amonu rozpuscié w 65ml stez. kw. siarkowego
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z 35ml1 wody. Przygotowaé ex tempore

Postepowanie

W celu wyizolowania substencji badanej z materiaXu biologiczne,
przeprowadiza sig dwie rdéenolegXe ekstrakcje:
1. 50ml moczu doprowndzié do pH okolo 8 przy pomocy dwuwgglanu
sodu, Wytrzgsngé z 50ml chloroformu;
2. H0mlL mocau sukwasid do’pn okolo 4 IN [ICL; Wytrzgongd 2 HOwl
chlqpéformu.
Nastépnie ekstrakty‘osuszyé bezwodnym sisrczanem sodu, przesgczyl
i odpesrowaé do sucha. Suchg pozostaiééé rozpudcié¢ w 0,5ml alkoholy
etylowego. Pxytke chromatograficzng o wymiarach 170x170mm podzieli

na 3 czegdei

Na punkt startowy 1 nanosié zawsze wzorzec ataraxu w celu sprawdzc
nia odczynnika wywotujgcego, wspdiczynnika Rf i prawidZowego
nasycenia komory

2, 4,;6 - ekstrakt alkaliczny

3, 5, 7 - ekstrakt kwasny |

'Ekstrakty nanosimy w ilogci po 20ul /w przypedku niskiego
ciezéru wlﬁéciwego moczu nanosimy po 40@1/; ilodci roztwordw

wzorCOwych'podano w tabeli I.:
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Piytke umieszcza sie‘w komorze chromatograficzne] i rozwi u
w rozpuszczalniku metanol + amoniak 25% /100:1,5/. Po rozwinieci.
chromatogrsmu ptytke suszy sig¢ na powietrzu i oglgda w Swiectle
lampy Wooda. Fluorescencj¢ dajg nastepujgce leki: chinina,
reoerpina, thioridazina, chloropromazyna, promazyna, insidon
i‘umlzepln.

Po zaznaczeniu plam pierwszg cz¢dé prytki /punkty 1,2,35/
wywotuje sig odczynnikiem Dragendorffa, zaznacza powstale plamy
1 po wysuszeniu chromatogremu ponownie spryskuje 2% azotanemn
srebra. Powstsaze czarne plemy mogg sdgerowaé obecnodgé hyurazydu,
piramidonu i pyrelginy. brugg czes$é piytki /punkty 4,5/ spryskuj.
sig Jjodoplatynianem. Trzecig czesé /punkty 6,7/ 2,5% p-dwuaiino-
benzaldehydem w stez; kwasie siarkowym /p-DABA/. Po zsznaczeniu
plam piytke'ogrzewa sig w suszarce w 110°C w ciggu 2Cmin. Powstax
fioletowe zabarwienie‘plémy po ogrzaniu moze sugerowaé obecnodd
meprobamatu,

Uzyskane plamy z badanych ekstraktéw pordwnuje sie'z wartosdciz
‘m1 wzorcowych Rf, Jjak réWniez uwzglednia sig¢ zabarwienie powstaziy
plam.

W ekstrakcie slkalicznym mogg wystepowaé nastgpujgce leki:”
piramiden, chinina, nozinan, imipramina, saroten, reserpinas,
atérax,parkopan, propranolol, benectizin, pyralging, nydrazyd,
motolon, prometazyna, thioridazina, chloropromazyna,promazyns,
nialamide; syntafpen,sacerno; ketamina, amizepin, -insidon, benadr]

W ekstrakéie kwasnym mogg wystepowad nastgpujgce leki:
bromural, feqacetyna, hydantoinal, butapirazol, meprobamat,
luminal, weronal, fanodorm,dial, amobarbital, ewipan,.ipronal,
glimid.

Jezeli wartosci Rt z badanych ekstraktéw sg zblizone do wzorcc
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wych wartodci Rf i majg charakterystyczne zsbarwienie plam, co
sugeruje obecnosé danego leku, to w celu potwierdzenis n&anosi
sig¢ na plypkg chromatograficzng o wymiérach‘170x80mm odpowiedni
wzorzec, eﬁétrakt ; ekstrekt z wzorcem wewnetrznym; rozwija sié
w rozpuszczalniku specyficznym dle danego leku, stosujgc
cherakterystyczne wywozywanie., W przypadku kiedy ekstrekty dajg
ciggngce sig plamy lﬁg%imgbliZOnych wartosciach Rf stosuje sig
chromatografie dwukierunkowg. Na plytce chromatograficznej

o wymiarach 170x170mm zakreslamy linie czoza rozpuszczalnikdw.

Na otrzymane marginesy nanosimy substancje wzorcowe i ekstrakt
, Y

D —————

* N~
o
0

-t
N
(S0
Lo

1,4,5 - ekstrekt
'2,3,6,7 - wzorce

Punkt startu 4 winien znajdowaé sig w odlegXodci 2cm od brzeg
pzytki; odlegzoéé od ﬁunktdw startowych do czoxze rozpuszczalnike
wynosi 10cm. Jéko pierwszy rozpuszczalnik stosuje sig métanol +
amoniak 25% /100:1,5/. Ponizej podano pary lekdw posiadajqcych
zblizone lub jednakowe wartosei Rf.w rozpuszczalniku metarol +

amoniak 25% /100:1,5/ oraz drugi ukad rozpuszczalnikéw pozwala!

cy na dobry rozdziax plam, przy zastosowaniu metody chromatogra:

dwukierunkowej:
leki I rozpuszezalnik IT rozpuszczslnik
1. propranolol Rf 57 metanol+amoniak - amoniak+benzen+diok:

imipramina Rf 58 ' /100:1,5/ /5:75:20/
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leki ' I rozpuszczalnik II rozpuszczalnik
2. chinina Rf 62 metanol+amoniak izopropanol+chlorcfor:
hydrazyd Rf 63 /100:1,5/ amoniak /60:30:10/

10.

11..

, meprobamat Rf 68

reserpina Rf 69
atarax Rf 74
parkopan Rf T4
atarax Rf 74
piramidon Rf‘75
parkopen Rf 74
pirsmidon Rf 75
butapirazol Rf 82
pyralgin Rf 83
pyralgin Rf 83'
motolon Rf 85
butapirazol Rf 82
nialemide Rf 80
syntarpen Rf 73
atarax Rf 74
syntarpen Rf73
parkopan Rf T4

"

smoniak+benzen+diokser
/5:75:20/
benzen+dioksan+tamonisl:
/T75:20:5/
benzen+dioksan+amoniak
/75:20:5/
benzen+dioksan+amonisi:
/75:20:5/
benzen+dioksan+amoniak
/75:20:5/
chloroform+a¢eton
./90:10/
benzen+aceton+armoniak
/40:40:5/
benzen+dioksan+amonial
/75:20:5/
benzen+dioksant+amoniegl

/75:20:5/

12. syntarpen Rf 73 . " chloroform+metanol +woc
piramidon Rf T4 /75:25:1/ |

13. sacerna Rf 70 " chloroform+aceton
reserpina Rf 69 /90:10/

14. ketamina Rf 81 " benzen+dioksan+amonia
pyralgin Rf 83 /75:20:5/
15. ketamina Rf 81 " benzen+dioksan+amonic

butapirazol Rf 82

/T75:20:5/
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16. ketamina Rf 81 metanol+amoniak benzent+diokssn+amoniil
nialamide Rf 80 /100:1,5/ | /75:20:5/

17. amizepin Rf76 " benzen+dioksan+amoniak
piramidon Rf 75 - /T75:20:5/

18. insidon Rf 75. " chloroform+metanol+be:.
atarax Rf 74,_' | zent+amoniak /90:5:5:1/

i9. insidon Rf 75‘ " ' benzen+dioksan+amoniék
parkopen Rf .74 /75:20:5/ ]

20. insidon Rf 75 " benzen+dioksan+amoniak
piramidon Rf 75 1 /75:20:5/ ‘

21. insidon Rf 75 " chloroform+aceton i
amizepin Rf 76 /90:10/

Dla potwierdzenia lub wykluczenia, obecnosdci takich lekdéw Jjak:
bromural, fenacetyna i hydantoinal nalezy chromatografowelé kazdg
substancje'osobno stosujgc wywokywanie charakterystyczne tylko dla

tych lekéw

Postepowsnie dla potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci

okreslonej substancji

Badany mocz poddaje sieg ekstrakcji aXkalicznej lub kwasnej:
| 1. 50ml moczu doprowadzié do pH okozo 8 przy pomocy dwuweglanu sodu,
wytrzgsngé z 50rl chlorofprﬁh
2. 50ml moczu‘zékwasié do pH okozo 4 1IN EHCl, wytrzgsngé z 50ml
chloroformu
Ekstrakty osuszyé bezwodnym siarczanem sodu, przesgczyé i odparo-
waé. do sucha. Suchg pozostazosdé rozpuécié w‘O,Sml alkoholu etylowego|
- Na ptytke chromatograficzng naniesé:
1. ekétrakt 8lkaliczny
2. wzorzec

3.'wzorzec + ekstrakt alkaliczny
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lub
1. ekstrakt kwasny
2. wzorzec
3. wzorzec.+ ekstrakt kwasny
Ekstrakty nanosimy w ilosci po 20ul /w przypadku niskiego cigza:
wXadciwego moczu nenosimy 40ul/; ilosci roztwordéw wzorcowych |
podano w tabeli I. |
Punkty startu znajdujg sie¢ w odlegzosgci 2cm od podstewy piytki;
odlegZosé od punktéw startowykh do czoZa rozpuszczalnika wynosi
10cm. | |
Piykke umieécié w komorze chromstograficznej i.chromatogram
rozwijaé w odpowiednio dobranych rozpuszczalnikach. Po rozwinigeciu
chromatogramu pxytke wyjgé z komory, wysuszyé i spryskaé odpowied-

nim wywoiywaczem /tabela I/.

Identyfikacja alkaloiddw
10ml moczu doprowadzié do pH 9-10 przy pomocy 2,58 NaCH;
dodaé 3ml KZHPO4 /pH 9,6/ i 1-2g NaCl. Nastgpnie wutrzgsngé z 15ml

mieszeniny chloroform:izobropanol /9:1/. W przypadku silnej emuls]

|
warstwe orgeniczng odwirowaé a nastepnie odparowaé do sucha; Suchc|
poéostaloéé rozpudcié w 0, 3ml alkoholu efylowego. Ekstrakt nanosi
sig na ptytke w ilogeci 30ul. Pzytke¢ rozwija si¢ w rozpuszczalniku
benzen+dioksan+etanol+amoniak 25% /50:40:5:5/.>W przypadku

atropiny stosuje sig rozpuszczalnik metanol+chloroform+amoniakx 25Y%]

/40:60:3/. Wyniki podeno w tabeli IV.
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Identyfikacja pochodnych benzodwuazepiny

/relesnium, elenium, oxazepam, nitrszepam/

Identyfikacj¢ prowadzi sig w oparciu o produkty kwadnej

hydrolizy, ktérymi sg:

aminochlorobenzofenon ACB /relanium, elenium, oxsazepam/

metyloaminochlorobenzofenon MACB /relanium/

aminonitrobenzofenon ANB /nitrazepsm/

Do 5ml moczu dodaje sig 5ml

stez. HC1 i hydrolizuje na wrzgcej

2aZni wodnej przez 30min. Nastepnie prébe elkalizuje sie 40% NaO:

i ekstrahuje 30ml chloroformu. Exstrakt odperowaé do sucha i suc:

pozostexosdé rozpuscié w 0,3ml alkoholu etylowego. Chromatogran

mozna rozwijaé w benzenie lub mieszeninie benzen+ kw. octowy lod.

/97:3/. Jako odczynniki wywoXujgce stosuje sie: 0,5% roztwéx

azotynu sodu w IN HCl, 0,2% N-1 naftyloetylenodwuamina w roztwo-

rze aceton:woda /3:1/. Otrzymeno nizej podane wartosci Rf i

zabarwienia plam:
rozpuézczalnik - benzen
MACB Rf 26 /barwa plamy
Rf 45 /barwa plamy
ACB Rf 26 /barwa plamy
ANB Rf 26 /bsrwa plamy
rozpuézczalnik - benzen+kw.
MACB Rf 26 /barwa plamy
Rf 49 /barwa plamy
ACB Rf 26 /besrwa plamy

ANB Rf 20 /barwa plany

- fioletowa/

- 28%ta, przed wywozaniem odczznnika.
- fi§letowa/ |

- fiq;etowa/

octowy lod. /97:3/

-~ fioletowa/

- z6%ta; przed wywozaniem odczynnikar

-~ fioletows/

- fioletowsa/
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Tdentyfikacja barbiturandéw i glimidu

Barbiturany i glimid wykrywa sig w ékstrakcie kwasnyn,
stosujgc rozpuszczalnik wg Morrisons - izopropanol + chloroform +
‘amonisk 25% /60:30:10/. Chromatogram spryskuje sig roztworen
siarczanﬁ rtéci, odczekuje 2min. i ponownie spryskuje sig 0,1%
roztworem dwufenylokarbazydu w chlofoformie. Wyniki przedstawia

tabela TII.
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Roxnvmezalmk  metanol :emoniak /1097 15/

R g'vf;:’ RE 1y Oder. - | Jodo-  [25% pDidAl 2% 01% Odez. Odcr. Inme
;-;‘?‘ ~ 100 Dragendorffa | platynian |wstez. H,S0, | AgNO;. KMn0, Mardelina  |Marquisa

1. Nozinan !lf 42 = . |pomgraricx. {Ed—&arm } fioletowa - Zéta .- fuictowa | fioletowa

2.'§orotcn s 25 |4 - » e - - . rieb - ftéletuuq brazowa

3 Promazync 125 | 8 |cmichiska “ * jréiowa | réiowa - rolowd. mioNa

§ Thioridaz(nz g 25 | 50 |idfto-seledy u fiol ~brgz. |niebieska nugbieska - fichieska. nicbitska

5. Chloropromzzync! 25 | 56 | michicske . . 1z - fujotkowa | rezowa - réicua reiowa

6. Prometazynz (35 |57 | —. -t v |roioma stara .- v fijotkowa

1 Propranalol 25 151 - v’ foletowa | pomar-czerwe | = - nieh - grorgt. | nichieska

8. lmipramina 30 |58 - o fiol-aarna - - 1otta nichieska ]

9. Chénine 120 |62 |nicbieska ' " Co- - braz-igta | - —

10. Hydrozyd 20 |63 - - {ioletom 4 - cLarna - néiswa -

11, Benadnyl 20 165 - pomarancs. " 1otta - istta | fstta %t - brgz.

12. Meprobamat 25 168 - - - fiolctowa - - ] bigta bicta

13, Rescrpina 25 |69 |scledynowa |pomaranicz. - - = , |bmiowa | foletowe i¢tta
"t Saccrno 20 (10 - - t.roione | ceglasta ~  |istta i -beiowa | beiowa Ha, INO, ?
8. Syntarpen 20 |13 - - ficletows - - " - - Hg, N0y, ¥
1. Atarax 20 14 - pomaranicy. |fivietowa - - & - -

17 Parkopan 20 - | 14 - " " - - - b[afa' -

8. Piramidon 2 |5 - ¥ braowa - (zarna brgz ~idtta o -

19, Insidon 22 % ista u fioletowa - - istta - - —

ZS,Amimpiﬂ 20 % |c.nicbieskq n 4 twglasta - " zielona j bezowa

2. Bromural 125 |8 - - - - - - - - chlor. K]+ skroba ¥
22 Benactizin 20 | - pomarancr  |fioletowa - Lizlonkawa - 16t niehigcka ‘

25 Fenacetync E 50 |80 - - -~ - - - biata - TuK] 4 HU 4
24 Niglomide i 20 80 - pomaranc. |fioletowa |bei-idta - ittta - {-beiowa

25 Hydantoinzt - [25 |81 - - - - - - - -~ Hg, INO,[, *
26. ketemine A g.’.C 81 - pomatranc:. {fioletcwa - - - - .-

27 Butepirezal - 112 [ B2 - ~ - idHa - - brgzona -

25, qualq."r. T 83 -~ pomaraniox. - fiolc?':mé tzarng - - -

29 Motoion a0 185 - o rofctons - - - - -

1) nagomace 2 zzorma: 3) fioletowe; &) brgrove , ) hicta



Takela IT

1 2 3 4 5 6 7 a
Metanoi:  [Chlorofortn: [Chiomform:  hopropanct: | Amaniak: benzen|Uibonof: metarel| Berien: acefon:
Nazwa leku amoniak  {aceten mczta‘nol;x'oda o] aniondt '.-d['oksgn benzen: amorik | amoniak Nefonx
. f100:15/ (90:10) (75:25:1) (60:20:10) | (5:75:20) (90:5:5:1) 1(4Q:%Q:5) Rf x 40
Rf x100 Rf x 100 Rf x 100 Rf x 100 RE x 100 RE x 100 Rf x 100

1 Noxinan 2 .0 66 33 Sk 56 83 5%
2. Sarcten k5 0 62 88 37 k5 79 Ly
3 Promazyna 8 0 41 79 20 38 . 24

4. Thiordazina 50 0 62 86 15. i 8 41
5. Chloropromazyma | 36 0 55 8y 25 46 81 45
6. Prometazyna 57 0 63 84 19 45 L] kg
1 Propranolol 571 0 35 4] 9 14 51 Ly
8. Imipramina 58 0 56 89 29 40 70 33
9. Chinina 62 0 - 56 86 0 9 36 51
10. Hydraryd 83 0 §3 51 0 0 62 62
#. Benadryl 65 0 ] 75 k6 64 0 33
12. Meprobamat 69 0 10 81 10 -0 48 4
13, Reserpina 69 20 74 93 30 .0 16 85
14. Sacerno 70 - 50 80 82 59 36 13 84
15. Syrtarpen - 3 0 59 ' 3 0 0 0 13
16. Atarax T4 0 19 86 13 | 62 19
1T Parkepan T4 0 15 83 19 10 94 63
3. Piramidon B 20 80 87 30 ) 67 %
19, Jnsidon 75 0 bl 63 0 16 LY 59
20 Amizepin T6 3 T4 [£) 26 43 54 81
2. Bromwral 18 25 .18 75 30 0 51 B4
22 Benactizin 7 0 16 89 41 0 83 52
23 Fenacetyna 80 28 74 ] 30 q 60 83
24 Nialamide 80 0 89 66 0 0 9 S
25. Hydanfoinal 81 16 18 0 1y 4 68 . T
26, Ketamina 81 0 83 81 55 16 n i
7 Butapirarol 82 4s 85 81 i} 55 87 Y
28. Pyralgin 83 0 79 Bl w [ o0 49 e
29 Motalon 85 60 90 90 62 88 85 8a




TABELA 11I

Nazwa leku W;%;ig 'Rf x 100 - 1 Barwa‘Plamy
w ul

1. suminel 20 42 fioletowa

2. Weronal 20 ' | 50 ficletowa

3. ranodorm 20 65 fioletowa |
4. Disl 20 52 biaa z fiol. ot = -
5. Amobarbital 20 73 fioletowa

€. Nembutal 20 T7 biaza

7. Lwipan 20 77 fioletowa

8. lpronal 20 23 niebieska

9. tlimid ‘ 20 89 hiebieska




TAEEIA IV

Cdcz.

-

III - nmeferol + &amoniak 25% /100:1,5/

I - tenzen + dioksan + etanol + amonisk 25% /50:40:5:5/

I1 - chloroform + metanol + cmonigk 25% /60:40:3/

Nazwa lckﬁ ilosé | Rf x 1CO w rozpuszczalnikach Jodo- QOdcz. Roz twér joiﬁ . Odez.
wzorca I II IIX platynian | vragendorffal w Xwesie qb{pym Eendglinq‘ Yarquisa
¥ ul 4
1. Yorfina 20 10 64 36 granatowa poméraﬁcz. - j.-fiolct. fioletoywa
2. Kodeina 20 24 - 83 35 fioletowa | pomaraficz. - 3. fiolet. fiolctpﬁa
3. Kokaina 20 19 91 67 granatowa | pomaraicz, - j. fi&let. fioletowa
4. Sirychnina 20 .29 84 20 granatowa | pomarsaicz. - . czerwona -
5. Sxopolacina | 20 41 30 €8 fioletowa pomaraficz. - 361ta -
6. Fyzostygz=ina| 20 49 91 63 fioletowa |- poﬁaraﬁcz. - rdZoya' -
7. ¥ikotyra - 20 52 94 60 granatowa | pomaraficz, - - -
8. Papaweryna - 20 68 94 79 ficletowa | pomarafcz. | - niebieska -
9. Kofeira - 20 46 (o] 66 - - ‘fiol.-brgzowa - -
10, Axonityna 20 12 94 46 - pomaraiez., . - - -
{11, Pilo%srpina 20'_ 23 85 69 gran;towa poiaraicz. - - -
i2. Airopina ' éO A 9 52 16 fioletowa pomarsicz. - - -
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W przypadku zatrucia nieznang substancjg duze znaczenie ma
szybka identyfikacjaatrucizn,<kt6re mogg byé eliminowene z
ustroju metodg hemodielizy. Do liczby takich substancjii zeali-
cza sie nastepujgce zwiazki chemiczne: glimid, elenium,
dwufenylohydantoina, imiprgmina, meprobamat, acenol, fenace-
tyha, hydrazyd kwésu izonikotynowego, sealicylany, sulfonamidy,
barbitureny /érednio i dlugodzialajqce/, glikol etylenowy,
metenol, etenol, czterochlorek wegla, wodzian chloralu,
anilina, rodanki, arsen, rtegé, oxdw, zelazo, chrom.
Wskazaniem do dializy pozaustrojowej jest w niektérych.przy-

padkach wysokie stezenie substancji toksycznej w uétroju.

Nazwa zwigzku Stezenie we krwi

!
!
!
!
Metenol ! 50 mgk
B
Etanol ! 300 mg%
. " :
Weronal 15 30 mg%
1
Lumineal ! 20 mgw
'
Glimid ! 3 mg%
¥
Zelazo ! 750 mgd
. 1]

Zazqczone.metody umozliwiajg identyfikacje wigkszosdci takich
substancji orsz ich pomiar ilosciowy we krwi lub W moczu.
Okredlenie stgzenie substancji w piynie fizjologicznym ma
poza wskazaniem do aializy pozaustrojowej umozliwié odrdznie-

nie zatrué¢ omawisnymi substancjami od standw klinicznych w



ktérych obecnosé leku w ustroju jest tylko wynikiem przyii-

cia dawki terapeutycznej. Ozneczanie stgzenia substencl

(0]

toksycznej we krwi ma te przewsge nad pomisrem w moczu, I

@]
ct

umozliwia uchwycenie weczedniejszej fazy zatrucie. Nis jcoc
ono jednak we wszystkich przypadkech moZliwe. Zestawicnie

me todyk jcﬁt przuoznaczone gréwnic dla tych olrodikdw ratowic-
twa ostrych iafrué, ktére dysponujq jedynie techmikani kil
sycznymi tekimi jak: kolorymetrié, spektrofotometria, techni-
ka miereczkowa.

Zgodnie Z naszym rozeznaniem wigkszo$é laboretoridw obsiugulg-
cych oérodki ratownictwa ostrych zatrué w Polsce nie korzyoia

jeszcze z takich technik jek chromatografia gazowa, =atomowa

spektrofotometria absorpcyjna czy spektrofotometria IR.
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OZNACZANIE GLIKOLU ETYLILNONEGO W SUROWICY

Annndn melody: glikol etylonowy zontnje dmiantondem keynsu nodjodo-
vicgo utlendony do xoxmuldmhyau, bdry ulcpn kondontnejl z odeuyn-
nikiem acetyloacetonowyn tworzge zwiazek kompleksowy o barwie

28ttej, posiadajacy malksimum absorpcji przy at fali 412 nm.

Odczynniki

l. 20% roztwor SQCiowodnego siarczanu miedzi: 20,0 g CuSOémﬁ H20
rozousecidl w'wodqie_destylowanej uzupeinizajac éo 100 ml.

2. 25% wodna zawiesina wodorotlenku wepnia: odwazyé 25,0 g

\
Cas0d/, i dodad 75 ml woly destylowanej.

3. 0,05 i roztwdr kwasu na agoaowego. 2,13 g noJO rozpuscié w
200 ml O 3 b roztworu kwasu siesriowego. Frzechowywany w lo-
ddwce w ciemnej butelce, trwaty okoio miesizca.

4, Jodek potasu ﬁ tiosiarczanie sodu: 41,5 g XJ i 28,0 g
NuéonzuS 11,0 rozpuscié w wodzie i uzupeinidé dc 1000 ml.

5. 0d dezynnik acetyloacetonowy: 150,0 g octanu amonu, 3 ml kwa
octowego lodowatego i 2 ml acetyloacetonu rozpuscid w wodzie
destylowanej i rozeciedczyé do 1000 ml. Roztwdér przechowywany
w lodéwce w butelce 2z ciemnego szklz, trwaly okoXo 2 tygodni.

5+ Roztwér WZ 0T Coury glikolu etylenowego: przygotowaé roztwir
podstawowy w wodzie o stezenlu 10 mg/ml, z kidrego sporzg-—

dzid naleZy rozciedczenie w zakresie stezed 1 - 25 ug/ml.

Postepowanie

1 nml surowicy rozeciedczyé wodg do objetosei 5 ml. Nastepnie dodad
do tej objgtosSei po 2 ml odezynnikdw: siarczenu miedzi /1/, wodo-

rotlenku wapnia 72/ i uzupeinié wodg do oqutoéci\25 ml. W*crzg-
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saé przez 1% minut /korzystajgc z wytrzgearki/. Prébe sqezyd.

Do 1 ml przesgczuddaé 0,25 ml kwasu nadjodowego /3/ 1 po odsta-
wieniu préby na 10 minut w temperesturze pokojowej dodaé 1 =l
jodku potasou /4/. Po odbarwieniu préby dodaé 2 ml odezyaniza
acetyloacetonowego»/S/ i ogrzewaé prébe przez 10 minut ne Zui-
ni wodnéj o temperaturze 58°. Po oziebieniu préby dokonsd so-
miaru ebsorpcji w stosunku do wody jeko odnosénika, przy &z foli

412 nm +/Ay/ i 520 na /A/.

Przygotowenie wykresu kalibracyinego

Do 1 ml surowicy dodeé tekie objetosci rozcienczonego roztworu

igie~-

w

wzorcowego glikolu etylenowego /6/, aby otrzymeé préby o

h)

[N

niach 2 - 16 ug/na objetosé préby. Dalsze postepowanie

il
[ =3

a
o

o}

r

sano wyzeJj. Wykres kalibracyjny sporzgdzidé w ukiadzie: zalczncul

réznicy absorpcgi A412- A520 od stgzenia glikolu w prébie.

Obliczanie wynrikdw

(4

Od uzyskanej réznicy absorpcji /A412- A52O/ 0djgé stendaricuig
absorpcj¢ surowicy fizjologicznej /AS= 0,140/; dla tak oltoryys-—-
wane j wartodcel absorpeji znajduje sip odpowicdnic ctyzenic o wy-

kresu kalibracyjnego /¢/, kiére nalezy podstawié do wzoru:

stezenie glikolu w mg% = ¢ x 25 x 100
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OZNACZANIL FLUOIKOW W 10CzZU

Zegafa metody: wyodrgbnisnie fluoru z moczu dokonuje sie meto-
dg mikrodyfuzji. Tomiar gtezenia przeprowsdzany jest na zaso-
dzie odbarwiania przez fluor komplexksu cyrkonu z Xwasem p-sulfo-

fenyloazdéh:omotropowym /Zr-3PADNS/ .

Odeczynnixi

1. 1y roztwdr alkoholowy wo&orotlenku sodu: 1,0 g NaOHd rozpud-
ci¢ w alkoholu etylowym- /96%/ i uéupelnié do objetodei 100 wml.

2. 0,04 N roztwér wodorotlenku sodu: 1,6 g NaOi rozpuscié w wo-
dzie destylowanej i uzupeinié do objgtosci 1000 mi.

d. Nloztwsr SPADNS: 0,308 g soli sodowe] kwasu p-sulfofenylcazo-
chromotropowego rozpuscié w 55 ml wody destylowancji.

4+ Roztwér chlorku cyriconylu /Zr0Clg/: 0,0133 g ZrOClg.8 H,0
rozpugeid w 5 ml wody'destylowanej, dodaé¢ 35 ml stezZonego
kwasu solnego.i dopeini¢ wodsg do objetosci 50 ml.

5. Roztwér Zr-SPADNS: zmieszaé 50 ml roztworwu SPADNS /3/ z 50 nl
roztworu calorku cyrkonylu /4/ i dopeinié wodg destylowang
do objetosci 550 ml.

6. Roztwér  odnosnikowy: 4o 5 ml odezyanilke SEADNS /3/ dodaé
lOl,S'ml wody destylowanej i 3,5 ml sthonegb HCIl.

7. Stgzony kwas nadehlorowy /HC10,/

8. Roztwdr pgﬁstawowy: 0,221 g NaF cz.d.a. rozpuscié w niewiel-
kiej obj@toéci~0,04:N roztworu NaOi 42/ i dopeinié Go oij-'
todci 100 ml tym samym roztworem wodorotlenku sodu. Stgzenie
fluoru w tym roztworze wynosi 1 mg/ml. |

9. Roztwér wzorcowy: 1 ml roziworu podstawowego /8/ rozeierenyd
'o;oz.t N W¥aOH /2/ do objetosci 100 ml. Stezenie fluoru w tym

roztworze wynosi 10 ug/ml.



Pogtepowanie

Na piytke ;etrle*o o srednicy 9 cr polryta rdvmg warsitv:

..QJ
k3
o
H
grv
Hy
[X
{

ny wlaé po Jjej nrze01wlev}Jch stronach: 2 ml moczu i 2 ml stgzo-
nego kwasu nadchlorowego /7/. Trzykryé prytke Petriego o dredni-
cy 10 cm, ktdrej strona wewnetrzna zostala powleczona 1 roztwo-
rem alkoholowym wodorotlenku sodu /l/,'a_alkohol zostat odparo-
wany w temperaturze 60°. Po poigczeniu prytek nalezy woluno ru-
chem koXowyn doprowadZié do tego, aby nanilesione roztwory pol@¥
czyty sie ze sobg. Prytke odstawié na 24 "odziny w temperatu-
rze pokojowej /okoZo 220/4\Po uptywie tego czasu zdjad przykry-
w¢, a powloke alikaliczng rozpuécié w 10 ml wody destylowanej.
Roztwdér przeniesé do cylinderka, do ktérego nestepnie wlad 10 ml

roztworu Ar—uPADNS /5/.« Po dokiladnym wymieszaniu mierzyé abvso

L7

rp-

CJQ prdéby badone] /AZ/ przy d* £21i 570 nm, w stogunku do odczyn-
nika /6/jjako odnognika. Nastgpnie mierzyé absorpcje w sitosunku
do'roztworu‘odnoénikowego /67
a/ roztworu zawieraj@cego: 10 ml 0,04 N roztworu HalH /2/ 1
10 wl roztworu Zr-SPADNS /8/ = 4y
b/ préby kontrolneg. prébe przygotowald przez ¢0201eﬁczeﬂle roztwe-
ru wzoncowego /9/ 1l0-krotng objegtodciz roztworu 0,04 N NalH /2.
a nast@pnie zmieszaé z réwna objgtoscia roztworu Z:-SEADNS
/5/ = A,
Uwaga: RéZniba'Al - Ao powinna wynosi¢ 0,32 - 0,34
WHertosé A powinna byo wyliczona jeko Srednis z dwdeh

préoek moozu.

Przveotowanie wykresu kalibracy jnego

Postopowanie jok opisano wyzej, przy czym w miejsce préby badane]



O

nak;oplié na plytke Petriego stegzenia wzorcowe otrzymane drogs

przygotowenia nastgpujgcych rozciedczen:

!

Roztwér wzorcowy /8/ !

! ! i !
! ! ! !
/ml/ - y %2 4 04 4 06, 68 | 1,0
. ! ! ! ! !
Woda destylowana /ml/! ©O0,8 ' O,6 Y 0,4 ! 0,2 ! -
) ! ! 1 ! !
. | ! ] ] ' T
Mocz /ml/ . 1- 3,0 "t X,0 1 1,0 ! 1,0 1,0
! -l ! ! :
T #07 ! ! ! ! !
Stezenie fluoru ! ! ! ! !
/ug w prébie/ 12,0 ! 4,0 ! 6,0 ! 8,0 ! 10,0
: ! ! ! ! }

Wykres kalibracyjny sporzqdzié w uk¥adzie: zaleznosé réznicy
rabsbfﬁéji /A L/ uzyskana z odczytu Al o A3,od stezenia fluoru.
/Al - odczy{ absorpcji odczynnika bez. fluorn

A3 - odczyt ab;orpcji roztworéw wzorcowych fluoru/

Obliczanie wynikdéw

Dla uzyskanej'réznicy eabsorpeji 4, - A3'/A3 - wertosé absorpcji
préby po dyfuzji/ odczytaé z wykresu kalibracyjnego stezenie

fluoru w prébie badanej /c/ i obliczyé wg wzoru:

F mng/l = ¢ x 500



OZNACZATIE XEPROBAMATU ¥ SUROWICY

Zasade metody: meprobamat w $rodowisku stgsonezo kwesu siarkowego
daje z hydrochinonem potgczenie, ktdre pociede meksimum absorp=-
c¢Ji przy 4% fali 403 nm, minimum drzy &t fali 370 nm i "plateau®r

Przy 475 nm.

Odczynniki
1. Chloroform cZ.G.%.
2. Odeczynnik hydréchinonowyﬁ
a/ oczyszczenie hydrochinonu: 100,0 g hydrocninonu rozpuscié
w 150 - 200 ml aikoholu etylowego absolutnego. Nasvepunle

’

nrzez Sredni sgezell

dodaé¢ 3,0 g wegla aktywowanego. Sgezy
bibutowy i pozostawié Go odparowania alkoholu.
b/ przygotowanie odczynnika: 0,2 g oczyszeczone o nydrochino-

nu rozpuscié w 8,5 ml steonego kwasu sisrkoweygo Cz.l.

0o

i dedaé 1,5 ml woly destylowanej. Roztwdr przygotowad bLez-

podrednio przed onaliza zachowujge wyzej wymienlong kolej-
nosé¢ mieszania skiadnikdw.
3. Przygotowanie préby zerowej: zmieszaé 4 nl kuwcsu siarkowego
stezonezo i 1 ml wody destylowénej.

4. Podstawowy roztwdr meprobamatu o sitezeniu 100 mg#: 100 mg

(Y}

meprobamatu rozpuscidé w 1 - 2 ml etanolu, objetosdd uzupeinid
N -
do 100 nl woda destylowansg.
5. Roztwdr wzorcowy meprobematu o stezeniu 20 mgyh przygotowad

przez 5-=ktotne rozciedczenie roztworu podstawowego /4/.

Logstepowanie

Do dwdech rozdzieclaczy odmierzyé po 1 ml surowicy i dodaé¢ 10 mi

ohloroformu 4o knddeogo vosdiialaann, wwerbopnio wy brannnd prinoes
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3 minuty. Po oddz;elcniu si¢ warstwy chloroformowej'przesqczyé
Ja przez bibule do probdwek. Chloroform odparowsé, a do pozo-
'stalosci dédaé kolejno: 4 ml odczynnika hydrochinonowegoc /2/
-~ do probdwki pierwszej /prdéba badana/; 4 ml roztworu /3/ do
probdéwki drugiej'/prébe‘zerowa‘/. Obie probdwki po zekryciu
korklem wstawié na 25 minut do wrzgcej tazni wodneJ. Nastep-
nie po oz1eb1en1u dokona¢ regestracal widma w zakre51e

350 - 600 nm w stosunku do préby zerowej /3/.

Przygotowanie wykresu kalibracyjnego

Przygotowad nastepujgcg serie rozciedczen:

!

! ! : ! !
Roztwér wzorcowy /5/! O ! 0,25 ' 0,50 ! O0,7% ! 1,0
/ml/ ! ! ! ! !
! ! ! ! !
Woda destylowena ! 1,0 1 0O,7% ! 0,50 ! 0,28 ! -
/ol/ ! ! ! ! !
! ! ! } !
Surowica /ml/ ! 1,0 ¢t1,0 !'1,0 !'1,0 ‘t1,0
! ! ] ! ! .
! ! ! 1 !
Stezenie meprobamatu' o) ! 5,0 110,0 115.0 120,90
] ¥ ! !

/mg%/

Tak prreygotownne roztwory wzorcowé ckatrnhowadé 10 ml chloro-
fornu - dalsze‘pdstonwanie jek opisano wyzej.

Wykres kelibrecyjny sporzgdzié w ukladzié: zaleznosé rdiznicy
absorpcji Al - 4 zmierzonej przy di fali 403 nm i 4 Iall

475 nm od st@zenla meprobamatu.

Obliczanie wynikéw

Stezenie meprobamatu /mg%/ w prébie badanej odczytuje sig 2z
wykresu kalibracyjnego dla uzyskéanej rdézinicy absorpcji Ay = As.
gdzie: Ay - wartos¢ ebsorpeji przy dx fali 403 nm

A, = wartos¢ absorpcji przy dx feli 475 nm
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OZNACZANIE GLIMIDU W SUROWICY

Zasada metody: W wyniku alkalicznej hydrolizy glimidu nastepu-~

je obniﬁenie absorpcji mierzonej przy dt feli 235 nm, propor-
cjonslne do steéeﬁia,glimidu. W Scisle okreslonych warunkeach '.
po 5 mlnutach ulega hydrolizie 50% obecnego glimidu; po 20 mi-
nutach n@stepuJe cazkowita hydroliza.

Pfggmywanle ekstraktq‘chloroformowego,pozwela na eliminacje

L . N\
metebolitdéw glimidu oraz barbiturendéw i salicylandw, ktdre

mogg interferowad.

Odczynniki
1. Chloroform cz.d.a.
2. Roztwér chlorku emonu: 16,0 g-NH4Cl rozpuscié w wodzie desty-
loWanej;‘a objefoéé dopeznié do 100 ml.
3 3N roztwér wodorotlenku sodu: 12,0 g NaOB rozpuscié w wo-
dzie destylowaneg i obJetoéé uzupeinié do 100 ml.
4, 1 N roztwér wodorotlenku sodu: 4,0 g NaOH rozpuscié w wod21e
destylowenej i uzupeinié obJetoéé do 100 ml. . |
5. 0,5 N roétwdr wodofotlenku sodu: 20,0 g NaOH rozpuscié w wo-
dzie des£ylowaq¢j, a nastepnie objetodé uzupeinié do 1000 ml.
6.‘0,5 N roztwdér kwesu soélnego: 43,0 ml kwasu solnego o c.wi.
. 1,18 zmieszaé z 250 ml wody destylowenej i objetosé uzupelQ
'nié do 1000 ml. |
7. Roztwér podstawowy glimi&u: 100 mg glimidu rozpuécié w wodzie
destylowenej i objetosé uzupeinié do 100 ml.
8. Roztwdér wzorcowy gliﬁidu 0 stezeniﬁ 0,1 mg/ml otrzymuje sig

przez 10O-kroine rozcienczenie wodg destyloweng roztworu

podstawowego /7/.
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Postepowenie

2 ml surowicy umiegcié w rozdzielaczu o pojemnosci 50 ml. Do-
daé¢ 25 ml chloroformﬁ 1 wytrzgseé. Ekstrakt chloroformowy prze-
sqczyé.przez'bibulg fiitracyjnq Whatman Nr 41. Przesgcz przemyd
dwukrotnie 5 ml porcjami 0,5 N roztworu NaCH /5/, jeden raz

5 ml 0,5 N'roztwgru HC1 /6/, a nastg¢pnie 5 ml wody destylowa-
nej. Warstweg chloroformowg ponownie sgczyé przez bibuig Tiltra-
cyjng Whatman Nr 41. 20 ml przesgezu przenie&é do kolbki nn

50 ml i1 odpearowaé w temperaturze 70°. Suchg pozostelodd rozpul-~
cié’w‘S ml'wody destylowanej, ogrzewndé okolo 2 minut na tainti
’wodnej, dbbrze mieszajgce. Nastepnie doprowadzié do temperatury
pokojowej. Do probdéwki oznaczonej jako "odnodnik" odmiersyd

1,5 ml roziworu wodnego i dodeé 0,1 ml roztworu chiorku eamonu
/2/ Orai 0,2 ml 1 N roztworu NaCH /4/. Do drugiej probdwki ozna-
czbnej Jje&ko "préba badana" odmierzyéAl,S ml roztworu wodrego

i dodad 6;3 ml 3 N roztworu NQQH /3/.

Natychmiast rejesfrowaé'Widmé absorpcyjre w zekresie UV, Powtdr-

ng rejesfracjg widma przeprowadzié¢ dokiadnie po upiywie 5 minut.

Przyegotowenie wykresu kalibracyjnego

Przygotowaé kolejno rozcieficzenie wzorcdéw:

,W

\-t

Roztiwdr wzorcowy .

40,0
w prébie /ug/ .

! ] ' ] ]
' 0 1 0,1 ! 0,2 ¥ 0,4 1 0,6
glimidu /8/ /ml/ ! ' ! ! !
4 ] ! ! ] !
Surowica /ml/ 12,0 I 2,0 ! 2,0 !t 2,0 ! 2,0
' ! ! ! ! !
' 1 ! ' ] :
Chloroform /ml/ ! 25,0 ! 25,0 ! 25,0 ! 25,0 ! 25,0
' ! ! ! !
. ! ! ! ! !
Stezenie glimidu ! 0 ! 10,0 ! 20,0 ! ! €0,0
! ! ! ! !
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Wykres kolibracyjny sporuzydeidé w ukitadzic: zaleznoddé réinicy
wartoéci absé;bcji /4y ~- Ap/ przy dx fali 235 nm, od stgzenis
gl;midu w prébie.
gdzle: Ay - wertogd ebsorpcji pféby odczytana naiychmiasti po
dodaniu NaCH /3/
A2 — wartosé absérpcji préby odczytara po 5 minufowej

hydrolizie

Obliczenie wynikdw

Wynik otrzymuje sie ze wzoru:
stezenie glimidu w mg% = ¢ x 50

gdzie: ¢ - steZenie glimidu w prébie bacenej odczytane 2z

wykresu kelibracyjnego.
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OZNACZANIE HYDRAZYDU KWASU IZONIKCTYNOWEGO W MOCZU

Zasada metody: hydrazyd kwasu izonikotynowego tworzy z metawana-

dynisnem amonu barwne pokgczenie.

Odcéynniki

l.1,0 g”metawanadynianu amonu rozpuscié w 200 ml 1 N roztworu
kwasu siérkowego'i dopeinié wodg destylowang do objgtosci
1000 mI’

2. Roztwdér podstawowy hydrazydu kwesu izonikotynowego: 100 mg
hydraZydﬁ kwasu izonikotynowego rozpuscié w wodzie destylowa-
nej i objetosé uzupeinié do 100 ml.

3. Roztwér wzércowy hydrazydu kwesu izonikotynowego o stegzeniu

0,1 mg/ml otrzymuje sie przez 10-krotne rozcieficzenie wodg

destyloweng roztworu podstawowego /2/.

Postepowenie

Prébke moczu 0,25 ml uzupeinié wodg destylowang do objgtosci
5,0 ml i dodaé 2.5 ml metawanadynionu amonu /1/. Po wymieszaniu
odczytné wartodé uabgorpcji przy di £ali 440 nm w stosunku do
préby zerowej zawierajgcej 5 ml wody destylowanéj'i 2,5.ml od-
czynnika /1/.

Przyeotowenie wykresu kalibracyinego

R ,
Przygotowaé nizej podang serig rozcienczed roztworu wzorcowego:

!

Sn]

Roztwdér wzorcowy 0 2'
’

: BB ] ! ]
! ! P ! ! !
/3/ /m1/ P 01 7 0,3, 0,4, 0,6, 0,87 1,0
. ! ' ! ! ! ! 1 i
Woda destylowana ! ! ! ! ! ! !,
/ml C : ! 4’9 1 4’8 ! 4)7 ) 4)6 ' 4;4 . 4,2 : %,O
1 1 ] i !1 ..‘ :
Stezenie hydrazydu! o 0 ot vy Pico
/ug w préb{e/* y 10 ,-20 , 30 , 40 60 80 1C0
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Dalsze postgpowanie jek opisano wyzej.
Vykres kalibracyjny sporzgdzidé w ukiadzie: zalezno$é absorpcji

od stezenia hydrazydu kwasu izonikotynowego.

Obliczanie wynikdw

Stezenie hydrazydu kwasz izonikotynowego w prébie otrzymuje sig
z wykresu kalibracyjnego, & wynik podaje w mg/l wzglgdnie w

przeliciéniu na objetosé dobowg moczu.
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OZNACZANIE ALK CHOLU LETYLOWEGO WI KRWI

Zasadae metody: po odbiatezeniu krwi metanol utleniany: jest nad-

‘menganianem potasu do formaldehydu, ktdry daje reskcje barwng z

Kwasem chromotropowym.

Odezynniki

1. Roztwdr kwasu siarkowego:’rozcieﬁczyé_stoé stezony /c.wi.
1,84/ w stosunku 1 : 1 woda destylowans.

Z2e 2% roztwér nadmanganianu-potasu: 2,0 g KinO, rozpuscié w wo-
dzie destylowanej i uzupeinié do objetosci 100 ml.

3. Nasycony roztwdr wodny siarczyanu sodu: okoto 28,0 g soli bez-
wodineJ Na2305 lub okoxo 56,0 g soli 7-miowodnej rozpuscié w
100 nl wody destylowanej.

4, Kwa siarkowy stezony /c.wk. 1,84/

5. 25 ioztwér kwasu chromotroppwégo: 2,0 g kwasu chromotropo;
wego rozpuscié w wodzie destylowanej i uzupetnié do obje-
tosei 100 ml.

6. 20% roztwdr, kwasu tréjehlorooctowego: 20,0 g CClLzCOOH roz-
puscié w wodzie destylowanej i uzupeinid do objgtosci 100 ml.

NS Roztwér podstawowy alkoholu metylowego: 1,28 ml CHgzOH rozcieﬁf
czyé woda destylowang do objgtosei 100 ml.

8. Roztwdr WZorcowy‘metanoIﬁ o stezeniu 1 mg/ml otrzymuje sie
Przez 10-krotne rozciericzenie wodg destylowans roztworu

'podstawowego ’7/

Yostepowanie

s

Do 4 ml kwasu trdjchlorooctowego /o/ Codad 2 ml krwi. Po 5 minu-

tach przesgezyé zawartosé probdwki przez bibuzg filtracyjne
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Whatman Nr l.Qdmierzyé 0,2 ml przesgczu do probdwki umieszczo-
nej w zlewce z lodem. Uzupeinié obvjetosé wodg destylowans do

1 ml i dodawad kolejno: 0,2 ml kwasu siarkowego /1/, 5 kropli
voztworu na, awan anlanu potasu /2/. Zoviertogdé probdwii dobrze
wmloszaé Po 5 minutach dodaé 2 - Z krople nezyconego roztwsru
siarczynu sodu, do odbarwienla roztworu, a nastepnie 0,2 ml
Kvresu chromotropowe 0 /5/ 1.4 nl stezonego kwasu siarkowego /4/.
Odczytaé absorpcje w stosunku do prdby zerowej przy at fali

570 nm. Préveg zeroﬁq wykona¢ dodajgc do 1 ml woly destylowane]

wszystkie odeczynniki J C podano WyzZcje

Przvgotowanie wykresu Xalibrscey jiiego

—— e L S e -

Brzy otowaé serie wzorcdw wg nizej podane] tabeli:

! ! - 1 | t !
Roztwdr wzorcowy ! 0 ! 0,2 ! 0,4 Y 0,6 ¢ 0,8 1. 1,C
metanolu /8/ /ml/ ! ! ! ! ! !
v ' f ! ] :
Roztwér kwasu trdj-! ! ! ! ! !
chlorooctowego /8/ ! 4,0 ! 3,8 ! 3,6 t 3,4 ' 3,2 ! &,0
/ml/ ! ! ! ! ! !
- i ! ! ! ! !
KXrew /ml/ 't 2,0 + 2,0 .t 2,0 ' 2,0 t 2,0 ! 2,0
1 1 i t 1 1
ot ! ! ! ! , v
Stesenie metanolu ! 0, '0,2 ! 0,4 ! 0,6 1 0,8 1 L,C
w prébie /mo/ ! ! ! ! ! !

Po wymieszaniu i przcsgczeniu postgpowac w sposdb opisany wyzej.
Wykres kelibracyjny przygoto"“é w ukladzie: zsleznoéé absorpcji

od stezenie metanolu w prdbie.

Obliczanie wynikdw

Stezenie metanolu w mgp otrzymuje sig mnozgc wertoss otrzymana

z wykresu kalibracyjnego przez 50,
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OZNACZANIE ELENIUM W SUROWICY

Zasada metody: wyekstrehowaene elenium daje po hydrolizie kwadne],

dwuazowaniu i sprze¢ganiu z N-l-naftyloetylenodwuening btarwne

poXaczenie.

Odczvnniki

1.

6.
Te
8.
9.

lo0.

0,1% roztwér wodny azotynu sodu: 1,0 g NaNO, rozpuscié w wodzie
destylowanej i uzupeinié objetosé do 100 ml. Uzyskahy roztwdér
rozcienczyé 10-krotnie bezpodrednio przed uzyciem.

O,S%Aroztwér amidosulfonienu amonu: 0;5 g NH4SOBNHé rozpusdcid
w wodzie destylowanej i uzupeinié objetosé do 100 ml.

6 N roztwér kwasu solrado: 51,0 ml HCl stegzonego /c.wk. 1,18/
wlaé do 40 ml wody destylowanej i po ozigbieniu objgtesé uzu-
peinié¢ wodg do 100 ml.

2 N roztwér kwasu solnego: 17 ml HCl'stgéonego /c.wx. 1,18/

wlaé do 50 ml wody destylowanej i po.oziebieniu uzupeinié

'wodq destylowang do objetosci 100 ml.

0,1% roztwér dwuchlbrqwodorku N-l-naftyloetylenodwuaminy:

100 mg ClOH7NH-CH20H2NH2. 2 HCi rozpuscié w wodzie destylo-
waneJ 1 uzupglnié objetosé do 100 ml.

Eter etylowy

Weglen potasu in subst.

Bezwodny siarczan sodu in subét.

Podstawowy roztwér: 0,1 g elenium rozpuscié¢ w wodzie destylo-
wanej o objetosci okozo 10 ml, dodeé 1 ml 2 N roztworu kwpsu
golnego 1 uzupelnid wody do 100 ml.

Roztwér wzorcowy: roztwdr elenium o stgzeniu 50 ug/rl otrzyru-
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Je sie przez 20-krotne rozciei‘czenie wodg destylowen

roztworu podstawowego /9/.

Postepowanie

(3\

2 ml surowicy uzupeinié wodg do objgtosci 5 ml, zelkalizowa
0,5 g wgglahu potasu /7/, dodaé¢ 15 ml eteru etylowego /6/ i wy-
trzgseé przez 30 minut /korzystajgc z wytrzgserki/. Oddzielong
warstwe eterowg przemyé 2 ml wody destylowanej, a nastepnie osu-
szyé bezwodnym siarczanem sodu /8/ w ilosci 0,5 g. Oddzielid

10 ml werstwy eterowej i dodgé 3 ml 6 N kxwesu solnego /3/. Wy-
trzgsaé przez 10 minut. Oddkielid kwaéﬁq fazg wodng 1 ogrzewal
przez BO\minut w temperaturzéﬂi25°. Po ozigbieniu do temperatu-
fy pokojowej uzupeinié objetosé wodg destylowang do % ml 1 doca:
0,5 ml azotynu sodu /1/. Po 3 minutach dodaé 0,5 mi roztworu
amonu adidosulfonianu /2/ zas po 10 minutach 0,5 ml roztworu
dwuchlorowodorku N-l-naftyloetylenodwueminy /5/._Po'15rminutach
odeczytadé abéorpcje przy dz iali 550 nm w stosunxu do prdéby
zerowej. Prébg zerowg przygotowadé przez zmieszanie 3 ml 6 N

roztworu HC1 /3/ 2 ml wody destylowenej i wszysikie pozosta>e

odeczynniki’ jek w prébie badane].

Przyeotowanie wykresu kalibracyjnego

Przygotowad nastegpujgce rozclenczenia:
N

"\
.

1 ! i !
Roztwér wzorcowy /10/ /mxl/! 0,2 ' 0,5 ! 1,0 ! 2,0
. ! ! ! !
' , H { ! !
Woda destylowena /ml/ ! 2,8 ! 2,5 ' 2,0 ! 1,0
: . . ' ! 4 !
B ! ! o !
Surowica /ml/ ! 2,0 ' 2,0 t 2,0 t 2,0 |
! ! ! !
PR T S -y T L i > I L A R TSR T m;t--iu - e _! Rand A LI L e Y !-4 TR A VR M S DK i AT e A Y B
Stezenie elenium w prébie ! 10,0 ! 25,0 ! 50,0 11060,¢0
/ug/ ! ! ! !
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Delsze postg¢powanie Jjak opissno wyzej.
Wykres kalibracyjny sporzgdzié w ukiedzie: zaleznoddé wartodci

stsorpcji od stezenia elenium w prébie.

Obliczenile wynikdw

Stgzenie elenium w prdoie znajduje sie 2 wyxresu kalibracyjne-

g0 1 stosujgc odpowiednie przeliczenia zaleine od stopnia roz-

cicncerzenin surowicy, wynik podaje si¢ w mgi.
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WYKRYWANIE FENACEITNY W 1i0CZU

Zagsada metody: oznaczanle fenacetyny oparte jest ne powstaweniu
barwnego polgozenina 1 na charakieryntiyesne] szcn1e bnrwy PO T

kwasoeniu kwasem golnyi.

Odczynhiki

l; 10% wodny roztwdr azotyanu sodu: 10,0 g NaNOz rozpuscic¢ w wo-
dzie i uzupelnié do dqutoéci 100 ml. | |

2-e Sp allkoholovry roztw6+ alfa-naftolu: 5,0 g elfa-naitolu roz-
puscié w alkoholu i uzupeinié do lOO“ml.

Be 15% wodny roztwdr wodorotlenku sodu: 15,0 g NaOH rozpuscid
w wodzie destylowane] i uzupeinid objetosé do 100 ml.

4. Xwas solny stesony CZe@etre /CoWike 1,18/

Pogtepowanie

z
>

10 - 20 ml ‘moczu zakwasié 1 kroplg kwasu solnego /4/ 1 zagotowal.
Nastepnie Drobéwke umiescié w zlewce z lodem 1 oz1vac do tempe-
ratury 5°. Dodad 2 - 3 krople roztworu azotynu sodu /3/, mleszac,
a nastepnie dodaé 2 krople 5% roztworu alfls -naftolu /2/-

Rozt!ér al&allzowaé tugiem sodowym /3/-. W przypedku obecnodcil
fenacetyny pojawia sig czerwone zabarwienie, ktdre po zakwasze-

niu kwasem solnym /4/ przechodzi w fioletowe.
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WYKRYWANIE IMIPRALIINY W MOCZU

Zasada metady: wykrywenie imipraminy oparte Jjest na powstewaniu

charakterystyczhégo poigczenia barwnego.

.ddczynniki

1. q,2%;£92iwér Wédny dwuchromianu potasu
- 2. 26%;roztwér kwasu pgdchlbrowego

3. 50% roztwdér kwasﬁ azotowego

4. 30% roztwdér kwasu siarkowego

Odczynniki zmieszaé w xdxyxk rdéwnych objgtosciach beépoérednio

przed wykonaniem oznaczenia.

Postepowanie

1 o1 moczu zmieszaé z 1 ml Swiezo przygotowesnej mieszaniny w
przypadku obecnoéci imipraminy pojewia sig natychmiast zielone

zebarwienie.
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OZNACZANIE RODANKOW W MOCZU

Zaaada_metodys ounacranic rodankdéw w moczu opoarle jusl nha pomin-
re dbsorpcji utworzonego kompleksu fodnnku zelaza /Al/ przy d¥
feli 440 nm, ktéfégo wartosé ebsorpcji spada-po dodeniu szotenu
rtgei /A,/. Réinice absorpeji /Ay -.Az/ jest proporcjonslna do

stezeniagréﬁankéw w~prébie.

Qdczynniki

1. Wolframign albuminy: -okozo 10,0 g elbuminy lub 100 ml sSwieze-

go biesxka kurzego i 88,0 g Na, WO « 2 HyO rozpuscic¢ w 200 ml .

2" 74 2

wody destylowanej.

2. Roztwér siéfczénu zelazowo-amonowego: 25,0 g Fe/NH4//SO4/2
i 1 ml steZonego kwasu azotowego rozciehczyé wodg do obje-
tosci 100 ml i przesgczyé.

3. 18 N'rdztwér kwasu siarkowego: zmieszaé 100 ml stgzonego kwasu
sierkowego i 100 ml wady deétylowanej.

4. Nasycony rothdr azotanu rtgei /Hg/NOg/o/
Uvaga: nasycony roztwér przygotowywaé na zimno!

5. Roztwér wzorcowy rodaenkdéw o stgzeniu 20 ug/ml

Postepowanie

Do 12,5 ml mo¢zu dodaé 10 ml odczymnika wolframisnu albuminy /1/,
45 ml wody destylowunej i 6 ml 18 N roztworu kwasu siarkowego /3/
Odstéwié na 30 minut. Nastepnie roztwér‘przesaczyé przez twardy
sgczek bibuiowy. Do 10 ml klarownego przesgczu dodaé 1 ml roztwo-
ru siarczenu zelazéwego /2/. Po w&mieszaniu zmierzyé wartosé
abéorpcji przy dx fali 440 nm w stosunku do préby zerowej.

Nastgpnie dodaé 1 krople nasyconego roztworu azotanu rteci 274



i ponownie zmierzyé wartodd absorpeji orzy te) semej G fali.

Podstawg dla obliczed stanowi rdéznice ebgorpcji w obu pomiarach.

Prévg zerowy przygotowad w sposéb opisany wyzej zastopujgc mocz

woda destylowana.

Przyootowanie wykresu kalibracy jneso

Przygotowaé nastepujgce rozcierdczenia wzorcéw:

1 1 1 1 . t
Roztwér wzorcowy ! 0] ! 5,0 10,0 ' 15,0 ! 25,0
/5/ /nl/ ! -] ! ! !
! ! ! o !
oda destylowana ! 45,0 ! 40,0 ! 35,0 't 30,0 ! 20,0
/ml/ 1 ! ! ! !
: v ! ! ! !
Mocz /ml/ 5 12,5 v 12,5 1 12,5 ! 12,5 ! 12,5
! ! ! ! !
! ! ! ! !
18 ¥ roztwér H,SO, 1 6.0 ! 5.0 1 5.0 ! 5,0 1 5.0
/3/ /nl/ 2%% | & IR TR R B
! ! ! ! !
Stezenie rodankdw ! 0 ! 100,0 ¢ 200,0 ' 300,0 ! 500,0
w _prébie /ug/ ! !, < ! ! !
Dalsze postepowanlie Jjak opicano wyzej.
Uykres kalibracy jny sporzgdzié w ukiadzie: zaleznosé rdinicy
absorpeji /Ay = A,/ od stezenia rodankdu.
Al - absorpcja préby przed dodaniem azotanu riecil
A2 - o wo po dodaniu azotanu ritgei
Oblidz&nie‘wynikéw
o)

Stezenie rodankdéw w prébie odezytujemy z wykresu kalibracy jneg

przeliczajac na objetosé moczu 1000 ml.

Interpretacje wynikdw

Rodanki w moeczu mogd wystepowaé u ocdb palgeych papierosy.

Stezenia te ksztairtuja sie nastenujgco:
osoby niepalgce - zero

&

- palacze : - okoZo 1,0 mg/l

narogowi palacze =~ do 10,0 mg/l



OZNACZANIE CIL:OMU W 1L0CZU

ggggﬁuLﬂyﬂéwy; ounuezunl e poloegi ny pracprowadseniu wwiyukdw
chromu v chrom III-wertodclowy /aby zawpobiec tworzéniu sic w
czasie miheralizacji lotnego chlorku-chromvlu/, & Gopiero beénoé*cd—
nio przed vomisrem przeprowadza si¢ w chrom Vl—wur+o 01oww, ktorJ

tworzy barwvny zwigzek kompleksowy z dwufenylokarbazydem.

Clezynniki

l hwas azotowy stozoay CZ ol oG

2. O,S‘K‘kwas siarkowy: 14,0 ml kwasu sierkowego stqunego
/c.ml l 84/ zmieszadé z 200 nl woaJ destylowanej, uzupeinid
obgotosé do lOOO ml.

3. 30 rothér nedtlenku wodoru CZodatie

N Nadma nganien POLASU CZeletie il SUDSE.

5. 5% wodny roztwdr ezydku sodu: 5,0 g azydku sodu rozpuscié w.
wodzie destylowane] i uzupeinié do objetosci ldO nl.

6. 0,25% roztwdr dwufenylokarbazydu: 4,0 g bezwodniks kwasu Ita-
lowego rozpuscié w 70 ml alkoholu etyldwego i zmieszadé z roz-
tworem dwufenylokarbazydu w alkoholu /0,25 g/20 ml elkoholw/
uzupeinié alkoholem do objetodci 100 ml

7. Roztwér podstawowy chromu: C,£835 g K, Cr 0, cz.d.c. rozpuécicé

1000 ml wody destylowanej. 1 ml roziworu zawiéra 0,1 mg Cr.

8. Roztwdr wzorc owy © stezeniuw chromu 10 ug/ml przygetowuje sig

-przez rozciericzenie 10 ml roztworu podstewowego /7/ wodg desty—

lowang Go objetosei 100 ml.

Postopowanie

50 ml moczuw umic$cié w kolbie Kjeldanla o cbjgtodei 100 ml
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Doda¢ 10 kropli 30% roztworu nadtlenkw wodorw /3/ i 2,5 nl

Zonego Xwasu azotowego /1/.. Prébz odstawidé ne 30 minut.

nie doded 7 ml st2Zonego kwasu azotowego i ogrzewad ag
rowania piynu. Dodawaé¢ malymi porcjaml kwas eszotowy Qo
cutkowitego spalenia. Ogrzewanie nrzcrwsd 1 dodad 2 ml

&0 kwasu azotowego. Oﬂrzewac ponownie nr"ez 1-2 minut,

+
v

c(i)

Hastep-

do odpa-

chwili

nic dodaé 10 ml wody destylowanej i koatyuowaé ogrzewanie,

O

&%

do calkow1tego jej odparowania. Suchg pozootsm £é rozpuscid w

20 ml 0,5 XN roztworu kwasu 51arko:eﬁo /&/-« Po wymieszeniu do-

2

da¢ 3 krople nasyconego roztworu nadmonganisnu potesu i ogrze-

waé na raZni wodnej przez 25 minut. Po zdjgciu z Zedni wodne]

doda¢ kilka kropli roztworu wodnego azydku sodu /5/. Zaw

kolby oziebié i przeniesé do kolbki na 25 ml. Dodaé 2 ml roztwo-

ru dwufenylokarbazydu i zawartosé kolbiki uzupeinidé wodig destyic-

weng do krescki.. Wymieszad i odezyteé sbsorpeje przy 4

540 no w stosunku do prdéby zerowej.

fali

rréve zerowg przygotowaé przez zmieszanie 20 ml 0,5 N roztworu

Kwasu siarkowego /2/ 1 2 ml roztworu avu¢cnvloxa bazydu,

niajge objgtodé wodg destylowans do 25 ml.

-

Przyzotowa ﬂie karesu kalibracy jnego

vzupei-

Przygzotowad nas tQDuJace rozciekczenia wzoredw dodewanych do

moczu 0séb nienarazonych na zwigzki chromu:

! 1 - ] i t g
Roztwdr wzorcowy ! 0 ! 0,1 ' 0,4 F 0,8 ! 1,2 ¢t 1,6
/ml/ /87 .} ! i ! 4 : !
] ! ! ' ! A -
Mocu /ml/ 150,01 50,0 ! 50,0t 50,0 !BO,0 tBO,U
! ' ! ; o !
! ! v ! 7 o
csenie Cr ! 0 r 1,0 ' 4,0 ¢+ 8.0 ' 12,0 ! 16,0
v pq;yx:/ug/ ! )y ! ! ! !
Yo zmienralizowaniu moczu dalsze postaopowsnie Jak opilsano v y 03.
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Wykres kalibracyjny sporzadzié w ukiadzie: zazleznosé absorueji

od stgzenia chromu w prébie.

Obliczanie wynikdw

Lo

Z wykresu kallbracyjnego uzyskuje sie stezZenle chromu w ¢hjg-
4] J 4 4 4

o

todei prdéby badanej /50 ml/. Uzyckaona wertosé z wykresu munosyny

przez 20 i wynik podajemy w stezeniu na 1000 ml moczu.
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OZNACZANIE AIKOHOLU ETYLOWEGO WE KRWI

Zosada metody: Reakcja'jest oparta na redukcjli dwuchromianu

/Cr6/ do jonéw chromu ITI-wertosciowego, co pocigga za sobg

.zmiang barwy z pomsarariczowej na zielong.

Odeczyrniki:

1.
2.

Nasycony roztwdr weglanu potasu

Roztwér dwuchromianu potasu: 3,7 g K20r207 rozpuscié w 150 ml
wody destylowanej, a nastgpnie dodawaé bardzo ostrozinie 280 1
Stezonggo kwasu Siarkowego i chXodzgc dopeinié wodg destylo-
wang do objetodci 650 ml.

2% roztwdr szczawiendw: 1,2 g szczawianu amonu i.0,8 g szczo-
wlanu potusu rozpuseld w wodzie dentylownnej | umupb}ni¢
objgtodé do lOO.ml;'O,2 wililitrowe porch'przcléé do 5uto-
leczek o pojemnosci 10 ml 1 zawartosé odparowaé w tempere-
turze 37°.

Roztwér wzorcowy alkoholu etylowego 1%: 1,26 ml elkoholu ety-
lowego absoluinego rozcienczyé wodg destylowang do objefoéci

100 ml.

Postepowanie

a/ Pobrenie krwi: krew pobiera sig z zyly Zokciowej w ilosci 2 ml

poruprZednim odkazeniu skéry 0,1% roziworem oksycyjanku rigci.
Naczyrko ze gzczgwianami, do ktdrego przelewemy krew szczel-
nie zamknéé korkiem, ewentualnie pokryé warstwg parafiny.

Przechowywaé prébe w loddwce.

b/ Oznaczenie: do czgdci $rodkowe] neczyrhka Con&ay‘a wlaé 2 ml

2 ml roztworu dwuchromianu /2/, & do czgéci zewngtrznej 0,8 mi
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krwi i 1 ml nesyconego roztworu weglanu potesu /1/. Brzegi
naczy:ika smaruje sig wezeling. Po wymieszaniu‘zawartoéci na-
czyﬁko przykryé i odstawié na 2 godziny w temperaturze poko-
jowej lub na 1 godzing w temperaturze 37°

Zmiana éabarwienia roztworu dwuchromianu z pomersaiiczowe] na
zielong éwiadcz& o obecnosci lotnych substancji redukujgcych
/etanol hetandl aldehyd mréwkowy,’aldehyd octowy lub aceton/

Roztwér z czeéc1 srodkowej naczyrike przeniedé ilosciowo do cy-

.llnderka. Srodkowa ez¢sé naczyrika przemyé kilkakrotnie wodg
destylowsng. Roztwory pokgczyé z zawartodcig cylinderke i obje
toéé'ugupelnié wodg do 15 ml. Réwnolegle przygotowad prdbé
kontrolng: uzupeiniajgc objeto$é 2 ml roztworu dwuchromianu /2,
do 15 ml wodg destylowang.

Dokonaé odczytéw absorpcji préby badanej /Al/ i préby zerowej
/A2/ w stosunku do wody.

Przvootowaenie wykresu kelibracyinego

Przygotowaé nastepujgce rozcieiiczenia wzorcdw:

Roztwér wzorcowy etano-

] ] ] T

! ! ! !

lu /4/ /ml/ r 01y 06,2, 0,3, 0,4
] 1 ! !

Krew /ml/ T 0,7 t 06 ' 0,5 ' 0,4
! ! o !
] ] ] ]

Stezenie etenolu /mg%/ ' 100 3 200 § 300 3 400
' - - )

Dnlsze postepowsnie.jak opisano wyzej. Wykres kalibracyjny
sporzgdzié w ukluduzle: zmotnosé rdinlecy absorpejl A= Ay od
stezenia wzorcéw etanolu. /A, — absorpcja préby kontrolne]

A - e badanej/



OMliczanic wynikdw

Stgzenie etsnolu w prébie badanej odeczytuje sig z wykresu

¢
kalibracyjnego w mgk.
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OZNACZANIE DWUFENYLOHYDANTOINY W SUROWICY

Zesada metody: oznaczanie dwufenylohydentoiny polega na ponriearze
réznicy absorpcji mierzonej przy dx fali 235 i 260 nm, ktéra

Jest proporcjonaing‘do stezenia.

Odczynniki

1. Chloroform cz.d.sa.

2. 0,3 M roztwér tosforanu jednosodowego /Noll,P0,/
3. 0,1 M roztwdr borunu‘sodu,/NagB4O7/ o pll 8,8

4. 0,05 M roztwdr fosforanu:sodu /N83P04/ o pH 11,5

5. Roztwér wzorcowy dwufenylohydantoiny o stgzeniu 6;O_mg%

Postepowanie

Do 2 ml SuroWicy doda¢ 1 ml roztworu 0,3 M fosforsnu jednosolo-
Wego /2/.i 5,5 ml chlorofdrmu w rozdzielaczu na 25 ml. Wytrzqsaé
przez 5 min%t, po ¢Zym oddzielié werstwe chloroformowgy. Nastgp—
nie do 4 ml warstwy chlorofprmoWej dodaé¢ 4 ml buforu boranowego
/3}“1“wytrzqsaé przez 2 minuty. Po rozazieleniu warstw 3,5 ml
roziworu chlofoformowego ekstrahowég 3 ml buforu fosfqranowego Vzy.
przez 2 minuty, g,nastepnie oddzieli¢ faze wodng przez wirowa-
nie. Dokonaé rejestracji widma absorpcyjnego w zeakresie UV

200 = 300 nm wﬂodniesieniu do buforu fosforenowego /4/.

Przyveotowanie wykresu kalibracyjnego
Przygotowaé roztwory wzorcowe dwufenylohydantoiny w nastgpujgcy

sposéb:
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! ! ! ! ! i
Roztwér wzorcowy ! 0 ! 6,2 ! 0,4 v 0,6 ' 0,6 ' 1,C
/5/ /ml/ ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
\iode destylowena ! 1,0 ! 0,8 ! 0,6 ! 0,4 ! 0,2 ! 0
/ml/ ! ! ! ! ! !
: ! ! ! ! ! !
Surowica /ml/ r 2,0 1 2,0 v 2,0 ¢+ 2,0 1 2,0 ! 2,0
! ! ! ! ! !
! ! ! ! - !
Roztwér fosforenwu ! 1,0 ! 1,0 ¢t 2,0 ¢ 1,0 ! 1,0 ' 1,0
/2/ /ml/ ! ! ! ! ! !
! ! ! : ! :
Stezenie dwufenylo! ! ! ! ! !
‘hydantoiny w pré- ! o 1 12,0 ! 24,0 ! 35,0 ! 48,0 ! 80,0
bie /ug/ ! ! ! ! i . !

Dalsze postepoweonie jak opisano wyzej.
Wykres kzlibracyjny sporzgdzié w ukiadzie: zaleznosé rdinicy
absorpcjl /Agges = Aosn/ 04 stezenia dwufenylohydantoiny w

prdbie.

Obliczanie wynikdw

Obliczenie wykonuje sig¢ na podstawle nizej podanego wzoru:

C x 3 x 100
2

¢ mg

gdzie: C - stesenie dwufenylohydantoiny w prébie odczytane z
wykresu kalibracy jnego

Uy

-

LQ
)

a w przypadku obecnosci w surowicy obok dwufenylohyden-—
toiny, bvarbiturandw /luminal/ nalezy zmierzong rdzunicg

absorpeji obnizyé o wartosé 0,04.
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OZNACZANIE ARSENU W KOCZU

Zesada metody: arsen pod wpXywem wodoru in statu nascendi ulega

redukcji do ersenowodoru, ktdéry w pirydynowym roztworze dwu-

-

etylodwutiokarbaminianu srebre daje czerwone zabarwienie.

Qdczynniki

1.

2.

3.
4.
5.

6.

7.
8.

Kwes'siarkowy stgzony cz.d.za.

"Kwas solny stg¢zony cz.d.a /wolny od As/

Kwas azotowy stgéény cz.d.a.

Nasycony roztwdér szczawianu amonu

15% roztwér jodku potesu: 15,013 KJ rozpudci¢ w-wodzie desty-
Townnej 1 uzupalnid objytodé do 100 ml,

V)

» <

40% roziwdér chlorku cynuwego w atgzonym kwasie golnym: 40
Sn012 rozpuscié w stezonym kwasie solnym i uzupeinié obje-
tosé do 100 ml.

Cynk w granulkach /wolny od As/

Wata nasycona roztworem octanu oxowiu: 10,0 g octanu oXowie-
wego rozpuéciéAw niewielkiej iloéci'wody,‘dodaé:20,0 g gli-

ceryny i dopeznié wodg do objetosci 100 ml. Wete nasycong

tym’roztworem osuszyé w sredniej temperaturze i przechowywad

w szczelnie zamknigtym naczyniu.

0,5% roz twor dwuetylodwutiokarbaminianu srebrs w redestylo-

wezne] pirydynie: 0,5 g dwuetylodwutiokarbaminianu srebra

rozpuscié w pirydynie uzupezniajgc objetosé do 100 ml.
/Przygotowanie dwuetylodwutiokarbaminieanu érebra: zmieszead
réwne objgtosci: 2,25% wodny roztwdr dwuetylodwutiokarbami-
nianu sodu i 1,7% wodny roztwdr az;tanu érebra. Mieszaninsz

winna byé ozigbiona do temperatury ponizej 20°, sz do chwili

b



zdekantowenisa 2éZtego osadu, kidry pracmywe cig o, L

osusza w ekxsykatorze préiniowyn/.

10. Roztwdér podstowowy arseninu scdu: $,L1300 g 4o, aets
w 1 ml 10% roztworu wodorotleénlku sodu i Qoncliall L

tosei 5CO 1l wodg desiylowang.

11. Roztwdr wzorcowy O stezeniv As 10 uzg/sl: 53,8 ol . oolgozw

podstawowego /10//rozcieiiczyd w xolbile miarc o o Caziy-
lowang do objetosci 100 ml.

Postepowsnie

50 ml moczu umiescié w kolbi: Ijeldania i dodud 15 Ll LU wlo
towego stezonego /3/3.5 ml stgZonego kwasu soorkowege 1S L e
zostawié na godzing. Nagtgpnie powoll ogrzewnd. 20 Lo Lul o
do mexej ongto icl dodaé 5 ml sl{ZONeZo LWasW &Z0towe . L $onow
nie ogrzewaé. Dodewanie wasu.azot wego powiterza cle h.Lllloo -

'nie; az do ﬁzyskania bezbarwnej pozoataXodci. Po ostl . niu Co-

daé 10 ml wody destylcwenej 1 % ml nasyconegp roztvi.. u . Wron

- . - c .

nu amonu /4/. Nastgpnie ogrzewsé a2z do uxezanla oi,. TUl0 1. wo-

) " -

méw kwesu siorkowego. PO ogiudzeniu praeniecsd iloe i wo Q6 00 -

by minvowe] na 2% wl L dopeinié wodsy do objglovels M 7o
Pobraé¢ 5 ml roztworu, ktdry przeniesd do Lelby apes. . Juies
rycina/ i dodawaé kolejno: 15 ul wody Ceoi  Lowingl, ., o Ligle

nego kwasu solnego /2/, 2 ml jodku potasu /3/ L U Il roitaew

o

s 2 e s 4ova o, %R P v
Zalllu oG3TaWice & .2 Iﬁ;ﬂw»(» K

chlorku cynawego /6/. Po wymie

[ ]

rurki aparaiu wkzedg silg walg nasycong oclane TZUwil, & Lo -

bieralnika‘wlewa 3 ml1 pirydynowego roziweru quazyloﬁm;h;;hbe,
.mlnlanu srebra /9/.

Po ustaw1en1u aparatury wvzuc1c do aolb"i OXO0ZXO 3 ol Lot
metallcznego wolnego od arsenu i jo¥a zez go;‘

dz1elany arsenowodér. hydvlelanle arvgnc cioru

.
en N S S
U O WILLN0 LS AT

“ .
~ o T s s T : .
.a.us\., SUVLLLE L e 7,-»,.':]-—-
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mierne 1 niezbyt wolne w szczegdlnosdci na poczgtku reeskcji.
W momencie usteriia wydzielenia sig &rsenowodoru dodaje sie
kilke . kropli kwasu solnego. Natgienie zsbarwieniz mierzy sig

przy dz feli 560 nm.

Przygotbwénie “ykresd kalibrecyjneso

Do kolby eparatu dodaje sie kolejno wzrestejgce objgtosci roztuo-
ru wzorcoWego éréenu~/ll/ odpowiadajyce ilogci As od 0,5 - 15,0u
Kozgotghowo'objgtoéé rozcieficzyé wodg destylowoenyg do 20 wl i
poatgpowand dalej identycznie juk w przypadku prdby;badangjﬁu
Wykres kalibracyjny sporzgdzidé w uktadzie: zaleznosdé absorpcji

od stegzenia arsenu w prébie badanej.

Obliczanie wynikdw

St¢zenie arsenu w prébie badenej odczytuje sig 2z wykKresu kali-
bracyjnego. Wynik przelicza sig na stezenie arsenu w moczu w

m3% wzglednie w mg/litr.



T~

~ N

. =
\
; .\%mwwul.t}sa{,\,.h.ﬁWw%,

120

Zestaw do oznaczania arsenu /wg Dutkiewicza i wsp./
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OZNACZANIIS BARBITURANCY W SUROWICY

Zasada metodyﬁ réznica absorpcji nrzy di faeli 260 /maeksinuzn/

i 240 /ainipun/ jest proporcjonalneg do steZeniac barbiturandw.

“Odczynniki

1.
2.

3.

Chloroform cz.d.a.

lé%;Wany roﬁtwdr chlorku amonu: 16,0 g chlorku amonu roz-
puscié w wodzie_destylowanej i uzupeinié do obj¢tosci 100 ml.
1 N roztwér wodorotlenku sodu: 40,0 g NaOH rozpudcié w wo-
dzie destylowenej i uzupeinié do objgtosgci 1000 ml.

3 N’roztwér.WOdorotlenku sodu: 126;0 g NeCH rozpﬁSciq W Wo-
dzie desiylowanej 1 uzupeinié¢ do objetosci 1000 ml

Bufor fosforanowy o pH 7,3: 1,81€ g KH, PO, 1 7,579 g Na HPO,
rozpusdcid w‘wodzie destylowanej i uzupeinié objgtoéé do

1C00 ml.

Roztwory wzorcowe barbiturendéw: przygotowuje sie roziwory

wzorcowe poszczegélnych barbiturandéw wg nizej podanych

~zekreséw: 1 - 3 mghk: amobarbital, nembutel, disl

1 - 4 mg%: weronal

1 -6 mg%: fenodorm, luminal

Postepowanie:

Do *3 ml surowicy dodaé 3 ml buforu fosforanowego /5/ i wytrzg-

sae¢ przez 3 minuty z 50 ml chloroformu. 40 ml werstwg chlorofor-

mu przesgczyé. Chloroform odperowad, a suchg pozostatodé rozpué-

Flé w 7 ml wody destylowasne] i ogrzewaé na xazni woénej o tex-

fperaturze 700, przez 2 minuty. Po ochiodzeniu do temperatury

'pokojowej'gdmierzyé po 1,5 ml roztworu do dwéch probdwek.



Do bierwszej.probéwki dodaeé ponadtbo 0,1 ml roztworw chlorku
amonu /2/ i 0,2 ml 1 N roztworu wodorotlenku sodu /3/« Do dru-
#ie] probdwki dodaé 0,3 ml 3 N roziworu wodorotlenku sodu /4/.
Dokonaé‘zapisu‘widma absorpey jnego préby bacdanej /probdwke Lru-
ga/ w stosunku do odnodnika /protéwke pitrwsza/ w zekresie az

fal 200 — 300 nm.

Frzycotowanie wykresu kalibracy jneso

Viykresy kalibracy jne nalezy przygotowaé 8la poszczegdlnych

e
]

barbitﬁranéw w zekresie stezen: l'; 3 mgs dle amobarbitalu,

dialu i nembutalu; 1 - 4 mgsd dla weronalu;'od 1l - 6 mgo dle
Tanodormu i luminalu. Do 3 ml surowicy dodaje.siq odpowiednig
objetosé roztworuvwzorcowégo /8/ i ctosuje sig dalsze postigpo-
WQnie jak opissno wyzej. Wykres kalibrecyjny sporzgdiza sic

w ukladzie: zeleznodd réznicy absorpeji przy ar fali 260 1 240 nn

‘v

/Ay iq= Ao,/ 0d otozonia barbituranu.
()O 1440 : <

Obliczanie wynikdvr
Stezenie barbiturann w prdébie badanej odczytuje sie z wykresu

kalibracy jnego odpowiedniegc barvituranu.

Uvaga: Jezell obok.barbiturandw wystepuje glimid absorpeje
préby nalezy odeczytywaé po upiywie 20 minut cd chwili
dodanip odezynnikdw /jest to czas wymagany &la caikowi-

tej hydrolizy glimidw/.



OZNACZANIE RTECI W 10CZU

Zeseds metody: jony rteci dajg bverwny zwizzek kompleksowy

z dwufenylotiokarbazonem /ditizon/

Cdczvnniki

1. Kwas siarkowy steiony cz.d-.g.

2e 1 N roztwdr kwasu siarkowego

See ygdmanganian-potasu in subst.

4. Kwas szczawiowy in subst.

55 Chlorowodorek hydroksylaminy in subst.

S8 Roztwéf wodny dzcrvieni Xrezolove

7.. 105 roztwér wodorotlenku sodu

8. Roztwér dwﬁfenylbtiokarbazonu /éitizon/ w chloroformie:
40 nml chloroformowego roztworu ditizonu o stezeniu 12 mg/l
rozciedczyé chloroformem 4o objetodgeci 100 ml vezposrednio

Przed uzyciem.

0O

« Yodstawowy rozitwdér rteci: 0,021ls g tlenku rt901owebo roz-
puscié¢ w 100 ml 1 KN roztworu kwessu siarkowego /&/.
10, ¥Wzorcowy roztwdr rtgecl o stezeniu 2 ug/ml: 1 ml podstawowego

-

roztworu ritgei /9/, bezposrednio przcd uzyciem, uzupeini

[eN

do objgtodel 1u0 ml 1 N roztworem Kwesu siirioweso /2/.

Fostepowanie

50 ml moczu wlaoé do kolbki stozkowej na 250 ml i do odaé 5 =zl
kwosu sisrkowego sitezonego /1/, po czym w otwdr kolby wstawia

51Q lejek suklany siusdcey Joxko chhtodnica zwrotna i kolbe welewz—
ezo no wrzece] tradni wodnej. Nosteonie dodea .aé‘malymi vore jaisl
sprogzkowany nodmangonion potagu /7/, o do Ca¥kowitcgo_odbnrwic*
nia roztworw., Nadmlor nadmnnganiuuu‘pbtunu usuwa gle doda jqo

niewielks ilodé kwasu szezawlowego /4/. Talt zmineralizowany

b
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mocz chXodzié i doproWadzié Jego pil do wartodei 1 dolajge roz-
fw r wodorotlenku sodu /7/, przy zastocoweniu jeko wskadnika
czerwieni Xrezolow ‘e /6/« Nastepnie dodaé okoto 1,0 g chlorowo-
dorku hydroksylaminy /5/ 1 po 5 minutoch przeniedd rozitwdr 6o

’

rozdz 1eldcza. Zduartosé wytrzassé z niewielka obvjgtodeie chlo-

roformu. Po odrzuceniu warstwy chloroformowej dodawadé po 1
rowbworu ditizonu w chloxoformie /78/.. W Drszadku obccuoﬁci
ricol WHrsLWu chlorolormowa zmlanio barwe nn toscolowg. handy
poro o ohloroformowogo rowbworu dilizondonu rlgeld uuuwuvuiqju
ledelaczo 1 dodaje kolejno nactopne porecje rozitworu ditiZo—

nu, tol diugo az przostanie sig zmnienicé zabarwienie ditizonu.

Ustalenie miang roztworu ditizonu

Do rozdzielacza zawierajgcego 40 ml 1 N rozitweoru kwesu sisrkc-

ego /2/ dodaé 10 ml WZOIXCOoWego 0z two: ru rteci /10/, 1,0 g

chlorowodorku hydroksylaminyu Loprowadzidé pH do wartodel 1,
nustﬂpﬁﬂe nisreczkowad roztwore ditizonu. Uﬁte 1ié¢ liczbe mili-
lltrov roztworu ditizonu, po dodaniu L*é;ych utrzmew a sig

jeszcze . barwa lososlow ae Obliczyé miano roztworu altlzonu.

Obliczanie wynikéw'

Kozdy mililitr zuzytego ditizonu odvowizda w przybliZeniu 1 ug
rtgei w prébie. Poprawke wprowsdrzomy w wyniku dokladncego uvsia

lenis mlana roztworu ditizonuw. Wynik podaje si¢ w mg rt

¢ ('z)

ci

ne litr moezu lub w przeliczeuniu na objetoéd dobowg moczu.
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OZNACZANIE OXOWIU W MOCZU

Zesada metodys: oXdéw ekstrahowany jest w postaci czerwonego

ditizonianu -ozowiu i oznaczany kolorymetrycznie.

Odczynnikil

"1l
2.

3.

Chloroférm cz.d.a.

qu;w&r-ﬁitizoﬁu /awufenylotiokarbazon/: 500 ml chloroformu
wy Livigangd s DQ ml. wody, anwicrajyeej 0,% vh1oynwbdnpkp~
hydrokaylaming, po salkalizowsniu amoniakiom wobee czerwic-
nie fenolowej. Chloroform oddzieli¢ i rozpuscié¢ w nim 6 ng
ditizonu. Doda¢ 5 ml alkoholu etylowego absolutnego.

Roztwdér cytrynianu sodu: 250,0 g cytrynianu sodu rozpuscié

w wodzie destylowenej i uzupelniéfdo}objgtosci 1000 ml.
Roztwér ten wytrzgsaé z roztworem ditizonu /2/, az ten ostat-

ni nie begdzie zmieniaX zabarwienia. Nadmiar dlblzonu usuwa

181e przez wytrzgsanie roztworu cytrynlanu z chloroformam.

Roztwdr chlorowodorku hydroksylsminy: PozpubClc WO 0 g chlo- .
rowodorku hydroksylamlny w mexej iloéci wody,-przenleéé'do o
rozdzielacza;.lekko zalkalizowaé amonigkiem 1 wytrzgsedé z
roztiworem ditizonu /2/,_przemyé'czystym chloroformem. Oddzie-
1i¢ fazg wqgnq do zlewki, zekwasié roztwdr kwesem solnym.
Nestepnie przez ogrzewanie usungé resztki chloroformu, &
roztwér uzupeinié do objetosci 100 ml.

Roztwér cyjanku potasu: rozpuscié 50,6 g cyjanku potasu w

100 ml wody destleWanej.i wytrzgsaé go z roztworem ditizo-

nu /2/ w celu usunigcia zsnirzex zanieczyszczenn oZowiem..

Rozpuszczony ditizon w roztworze wodnym usung¢ przez kolejne
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1

exstrakeje cnlo*01orm0b. Nastopitice rozbtwdr cyjeviku uwzupeinid
wodg destyloweng do objetodfel 500 ml.
6« Reztwdér czerwieni fexnolowej: 0,1 g czerwvieni fenclowe] roze-
trzec z 28,2 ml 0,0l W x oztworu wodorotlenltn godu 1 rozceier-
czy¢ wodg d.o objgtodei 250 ml.

7. Roztwér do ekgtrakeji na

oY

9

rizru ditizonus ol stezonezo amo-

nicku docdaé do 5 ml roztworu cyjanku potasu /5/ 1 uzupeinil
wodg 4o objetosei 500 mle

o Podotawowy roztwdr oXowiu: 1,5984 g azotunu oowiuw /Tb/il. /h/

.
2

rozpudcié w 15 kwasie azotowym i uzupeinid objetoadd tymize
stsom do objeotodci 1000 rl.

9e Wzorcowy roztwér otowiv o steseniuw U,0L mo/wl: 1 wd roziworu
podgtiwowego /87 rosceloticayd do objlolofiel 100 mi wodqlacnty~

loweng.

Postepowanie

50 ml moczu wlaé do kolby Kjeldahle i dolaé 5 ml steZoneso kwasu:

£ r

sicrkoweso. Ogrzewaé az do chwili gdy zawertodé kolby zczcrgle

l«

C )
'._l
s
5
3]
&)}
o

o
v

i pojawig scig bizke dymy. Fo ostyznigeiu préry dodad 5 m

3

e
o

zotowevo i ponownie ogrzewad az do chwili gdy przestang wydazie-

'».J

aé Q brunatne dymy. Prébg odstawié 1 z cnmll@ octhriqcia

-, -,

dodaé ponownie stczonego Lwasu azotowego i ogrzewad. TFosbgpowa-

nie powtorzg sie talk aiugo, az po kolejaym aodaniu Kwesu azg—

o
o
|
16}

towego 1 ogrzaniu gvoaa ulegnie rozjagnieniu, zdikni

gig w koitcu bezbarwna. Wtedy do kolby dodaé 25 ml wody desty-

’,

lowane] i ogrzewaé na maiym promieniu, @z do momentu rozdusz-

czenia sie zawertogci. Dodaé 5 nl roztworu cyir dhlzuu socw /Z/,

TWOo

8]

pJ

roksyleniny /4/ 1 1 krople ro

~

1 nl roztworu chlorowodoriu hy

ode jec emoniazu aoprowa-

ru czerwieni fenolowej /8/. de

@]
<k
£
e
s
()
o]
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dzi¢ roztwér do . pHd = 9,5. Zawartosé kolby przeladé do rozdzielu-

erna na 250 ml 1 Qodadt 5 wml rostworu cyjenku potasu /5%/, n naast g
nia w.W»hn*uLy DO L) el e o moweo roa Lo et 0 senn /o . T
keﬁdéj'dodanej:pOPCJi diiizonu zowartosdé rozduicluacze wytrugoed
i'obserw@wéé zabarwienie warstwy chloroformowej. Roztwér ditizo-
nu dodawaé tak dlﬁéo, az po jednominutowym w&trzqsaniu‘warstwa
chloroformowa przybierze zabarwienié-lekko fioZkowe. Z drugiej
biuget%{dodaé wéwczas tekg objetosé chloroformu, aby warstwa
chloroformowa miaza koricowg objgtosdé 10 ml. Po wytrzgsnigceciu i
rozdzieleniu warstiw przeniesé warstwe dolng do drugiego rozdzie-
\
lacza w ktédrym znajduje sie 20 ml roztworu do ekstrekeji /7/,
wyzgéqsaé przez dwie minuty. Warstwe éhloroformowa brzeﬁieéé do
probdéwki i miérzyé wartosé absdrpc}i przy diz feli 510 am w sio-
sunku do chloroformu.
Prébg.zerowq przygotowaé w sposdéb opisany ijej zastepujqé moéz

wodg destylowana.

Préygotowanie wykresu kalibracyinego

Do kilku,prébek‘moczu /50 ml/ dodaé¢ rézne objetodel WZOTrCowego
roztworﬁ otxowiu /9/, tek aby stezenie oXowiu w poszczegdélnych
prébach wehaZo sig w granicach 2 - 10 ug.- |
Dalsze postgpowanie Jak w przypadku préby badenej. Wykres kali-
bracyjny sporgzgdzié w ukZadzie: zaleznosé absorpcji od stgzenia

Pb w prébie badanej.

’

Cbliczanie wynikdw

Stezenie ozowiu w prébie badanej obliczamy wg wzoru:

a

| /s
Pb ug/l = —2D

gdzie: Ay - absorpcja préby zerowej; Ap - absorpcja préby badax

a - wspéiczynnik kelibraéji



OZNACZANIE PRODUNTON YRZLLIANY AWILIKY I ACLNOLU i xOCZU

ks

Zogsads wmetvody: pomiar operty Jjest na cznaczaniu p-aminofenclu
hn}

w moczu, ktéry w drodowisku amonilskalnym daje z fenolem Dozg-

ananio bHarwio.

Odovyvinikd
1. Xwas solny stgzony cz.d.s.
2. B% wodny roztwér femolu: 5,0 g fenolu rozpuscié ﬁ wodzie
i uzupeinié objgtodé do 10O ml
Se Roztwdr amoniesku stezony cz.d.o.
4. Wzorcowy roztwdr p—am;nofenolu..lﬁo_mg p-zminofenolu. ¢z. c.u.
rozpuécié w o ml'stéZonego kwasu golnego, DO czym uzupeknié

objetosé do 100 ml wodg destylowang.

Postenowenie

Do 10 ml moczu dodaé 5 ml stezonego kwasu solnego /1/ i ogrze-

(¢

waé na wrzaceg Yafni wodnej przcz péE godziny. Roziwdr sgezy

z

do kolbki na 100 ml i objetosé uzureinié wodg destylowang.

2 ml roztworu mieszaé z S5 ml wody destylowanej.i codaé¢ 1 ml

roztworu fenolu /2/ 1 2 ml roztworu emoniaku /3/. iieszadé 1

pozostawié przez 30 minut. Pomiaru absbrpcji dokxonaé przy Gt
fali 620 nm W stoc uuku do préby zerowej, w ktérej w miejsce

moczu badenego dodaje sie moCz 0soby nienarazonej na konta

z aniling i jej pochodnymi-.
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Przygotowanie wykresu kalibracyijnepo:

Przygotowaé nastepujgce rozcienczenia wzorcéw p-aminofenolu:

Roztwér wzorcowy

) T z . ] ) I
b o ! 01! os!los b ' o
/4/ /ml/ ! y 9,1, 0,3,065  0,7,1,0", 1,5
] 1 z ] 1 ] ]
Mocz /ml/ ! 10 ! 10 ! 10 ! 10 ! 10 ! 10 ! 10
' ! ! : ! ! !
. ] i T ] j ] —
Kwas solny stez. 1 ! ! ! ! ! ! :
1 w5y 5y 5y 5y 5 ¢ 5y 5
I ] ] 1 T ! T
Stezenie p-amino- ! ! ! ! : ! ! ! |
fenolu v he/l y © y 10,30 , 50 ; 70 ,100 ,150:

Delsze postgpowanie jak opisano wyszej.
Wykres kalibracyjny sporzgdzié w ukiadzie: zaleinosdé absorpcji

od stezenia p-aminofenolu w prébie badanej.

Obliczenie wynikdw

Stezenie p~aminofenolu oblicza sie na podstawie wzoru:
p-aminofenol mg/l = 5 x C
gdzie: C - stegzenie p-~aminofenolu w prébie badanej odczytene

Z2 wykresu kalibracyjnego.
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OZNACZANIE SULFONAMIDOW WE KRWI

Zasada metody: sulfonamidy ulegajg dwuazoweniu i sprzegeniu

z chlorowodorkiem N-l-naftyloetylenodwueminy na barwne poigcze=-

nie.

Odczynniki

1.15% roztwér kwasu tréjchlorooctowego: 15,0 g kwasu trdjchlo-
rooctowego rozpuéc1é w wodzie i uzupelnlé objetoéé do 100 ml.

2.0,1% roztwér wodny azotyny sodu: przygotowuje sig ex tempore
. przez 10-krotne rozcieficzenie 1% roztworu azotynu sodu.

3.0,5% roztwér wodny amonu amidosulfonianu: 0,5 g amogu amido-
sulfonianu rozpuééié w wodzie i uzupeinié objetoéé do 100 ml.

4.0,1% roztwér wodny chlorowodorku N-l-naftyloetylenodwuaminy.

Postepowsnie

Do probdwki‘wirowniczej odmierzyé 7,5 ml wody destylowanej i
0,5 ml krwi pobranej na szczawieny. Zawartosé ddbrze_wymieszaé
i odstewié na 10 minut. Dodaé 2 ml 15% kwasu tréjchlorooctowe-
g0 /1/ Wymieszaé ipo 5 minutéch wiroweé przez 5 minut. 5 ml
plynﬁ z nad osadu zmieszaé z 0,5 ml swiezo przygotowanego 0,1%
roztworu ezotynu sodu /2/ i po 3 minutach dodaé 0,5 ml roztwo-
ru amonu sasmidosulfonianu /3/. Zawartosé starahnie wymieszad i
nastepnie po 2 minutach odmierzyé 0,5 mi roztworu chlorowodor=-
ku N-l-naftyloetylenodwuaminy /4/.

Doktadnie po 2 minutach dokonaé odczytu absorpcji przy dz fali
545 nm w stosunku do préby zerowej, ktérgq przygotowuje sig z

4 ml wody destylowanej i 1 ml kwasu tréjchlorooctowego z doda-

niem wszystkich odczynnikéw jak w prébie badanej.
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x/

Przygotowanie wykresu kslibracyinego

Przygotowaé¢ roztwér podstawowy o stezeniu 100 mg% rozpuszcza-
jéc 500 mg sulfatiazolu w 0,1 N roztworze kwasu solnego i
dopeznié wodg destyiowana do objetosci 500 ml. Z tego roztiwo-
ru podstawowego przygotowaé roziwory wzorcowe ¢ stezeniu

1 - 20 mg¥ rozcieficzajgc roztwér podstwowy wodg destylowang.
Do prébek krwi o objetodci 0,5 ml dodeé 0,5 ml roztworu wzor-
cowego o stezeniu 1, 3, 5, 7, 10 i 20 mg%. Objetosé uzupeknié'
wodg destylowang do 8 ml, & nastepnie dodaé wszystkie odczyn-
niki jak podano wyzej. Odczytu-absorpcji dokonaé'wlstosunku

do préby zerowej sporzgdzonej jak préba badana zastepujge
krew wodg. ' B

Wykres kalibracyjny sporzgdzié w ukiadzie: zaleznos$é absorpcji

od stezenia sulfetiazolu w prébie badanej.

Obliczanie wynikdw

Z wykresu kalibracyjnego odczytuje si¢ stezenie sulfonemidu

w mg%.

dla réznych sulfomamidéw przygotowuje sige rdéine wykresy

kelibracyjne. .
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‘OZNACZANIE SALICYLANOW W SUROWICY

Zasada metody: kwas selicylowy z jonem zelazowym tworzy pokg-

czenie o zabarwieniu fioletowym.

Odczynniki

1. Cdezynnik Trindera: 40,0 g Fe/NOB/B’ 9 H,0, 4,0 g HgCl, i
12 m1 1 N roztworu kwasu solnego rbzpuécié w wodzle desty-
lowanej i uzupeinié objetodé do 100 ml. Odsgczyé.

2. Roztwér wzorcowy kwasu selicylowego o stezeniu 10 mg%.

100 mg kwasu salicylowego lub 116 mg salicylanu sodu roz-

puscié w wodzie destylowsnej i uzupeinié objetosé do 1000 ml.

?oStgpowanie

0,5 ml surowicy dodaé do 4,5 ml wody destylowanej, wymieszaé i
dqdéé réwng objetosé odezynnika Trinders. Odstawié na 5 minut
odwirowsé, wzglednig przesgczyé. Odczytaé absorpcje piynu z

nad osadu lub przeséczu przy dx fali 540 nm w stosunku do préby
zerowej. Prébe zerowg pfzygotowuje sie przez zmieszanie réwnych

objetodci odczynnika Trindera i wody.

Przyrotowanie wykresu kalibracyinego

Odmierzyé roztiwér wzorcowy /2/ w nastgpujgcych objgtosciach:
1, 2, 3, 4, 5 1 6 ml dodaé 1 ml:surowicy i uzupeinié wodg desty-
loweng do 10 ml. Zmieszaé réwne objetosci roztworu i odczynnika
Trindera /1/. Odczytaé absorpcje w stosunku do préby zerowej.
Wykres kalibracyjny wykonaé w ukladzie: zaleznosé absorpcji

od stezénia salicylanu w prébie.

Obliczanie wynikdéw

Stgzenie salicylandéw w mg% odezytuje sig z wykresu kalibracyj-

nego.
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CZNACZANIY IEBTATROLITOW WODZIANU CIILORALU W 1OCZU .

i

crcdn motody s pomlar operty Jeul no ounncuendu kwoeou trd jehiloro-

octoweso renkcla Mujiwary.

Clemynniki

l. Tirydyna redestylowana

2+ 204 roztwdr wodorotlenku sodu: 20,0 g NoOX rozpuécié w wodzl
destylowanej i uzupeinié do obvjetodeci 1LCO ml.

Se Roztwér podstawowy kwasu tréﬁchlorooctowego:,o,l £ wysuszoune-
50 kwasu tréjchlordoctowego rozpuscié w 103 ml wody deétylo-
deej;

4., Roztwdr wzorcowy o gtezeniu 100 ug/l otrzywuje sig przez

rozclericzenie 10-krotne roztworu podstawowego /3/

Postepowanie

2 ml moczu zalkalizowaé dodajge 5 ml roztworu wodorotlenku sodu /2/
i po wymieszaniu dolaé 8 ml pirydyny. Zewartosé probdwki dodbrze
wymieszeé. Po zamknieciu probdwki korkiem uniescic jg na ZaZni
wodnej o femperaturze 70° na okreé 15 minut. Po ocntodzeniu pod
biezgcg woda odmierzyé 7,5 ml warstwy pirydyrowej 1 znieszad z

2 ml wody destylowanej. Odezytaé abgorpeje w stosuniu do proby
zerowej pvrzy 4t fali 530 nm.

Lréve zerowsg 6%rzymuje sig zastgdujge w Dostepowaniu DPOwWyzszyw

mocz wodg cdestylowana.
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rrzyootowanie wykresu kalibracy jneso

Irzygotowad nosiepujac

[0}

rozcierdczenia wzorcdi:

. I ] § ¥ 1) 1 M
Roztwér wzorco-! O ! G, ! 0,4 O,7 ! 1L,0¢ 1,5t 2,0
wy /47 /ml/ ! ! ! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! !
Yoda destylowe-! 2,0t¢ 1,8'! 1,6 ' 1,3 ‘' 1,0t 0,5! O
ne /ml/ ! 1 ! ! ! ! i

! i ! ! ! ! !
/2/ /nl/ ! ! ! ! ! ! !

1 ! ! ! ! ! !
Stezenie kwasu ! ! s ! ! ! S
trdjehloxroocto=-! O ! 20,0 ¥ 40,0 ! 70,0 '100,0 1150,0 120G0,0
vego w prdbie ! ! ! ! ! ! !
/use/ ! ! ! ! -1 ! !

{

Dalsze posteopowanie jek oploulo wyze].

Uykres kolibracey juy sporzgdzidé w ukiedzie zoaleznodd absorpe

od stgsenia kwasu trdjechlorooctowego.

Obliczonie wynikdw

Wynik oblicza si¢ na podstawie wzoru:

)Q;J kwasu c - o leOOO

N~ e

i

gGzie: a - zawartosé kwasu trdjchlorooctowego w prdébiec odezytrng

z wykresu kalibroceyjonego

S o N |
C - stozenie kwasu trdjchlorooctowego w mg/l moczu.
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W ostatnich latach,"w zwigzku ze zwigkszong chemizecig
krajq, wzrosia liczba zatrué réznymi substancjami chemicznymi,
wéréd nich takze lotnymi zwigzkemi organicznymi. Zwigzki te
znajdujg bowiem obecnie szerokie zastosowanie jako srodki czysts
ciowe w gospodarstwie domowym orsz jako substancje do wywabiani:
plam z odziezy.

Lotne zwigzki organiczne wprowasdzone do ustroju, w spéséb przyp:
kowy lub w celach samobdjczych, nawet w przypadku dosé znaczne]
ich dawki, nie sg Xatwe do zidentyfikowenia w materiale bioiogic
nym / krew, mocz / osoby zatfutej. Wynike to z faktu, ze znsczny
odsetek substancji, po jeJ przeniknigciu do krwi, zostaje wydalc
wréz z powietrzem wydechowym. Pozostata we krwi substpncjn ulegt
pr#otworzeniu na drodzo przomian biochumLOfuych.

PowstaXe w ten sposadéb " rodniki " orbanlczne, w pr&ypndku wieclu
‘'substancji np. czterochlorku wegla, wiazq sig tak silnie ze
skXadnikami ustrojowymi, ze nie?przenikéjq do moczu. Dlategb Jak
materiat analityczny stosuje si¢ giéwnie krew i powietrze Wydech
pacJjenta.

Metody analityczne, dla identyfikacji lotnycﬁ zwigzkdw
'organigznych:“muszalbyé bardzo czute i wysoce swoiste. Takg metc
jést chromatografia geazowa. Um02liwia ona w spostb szybki i pewr
1dentyf1kacge nieznanych zwlqzkéw na podstawie.ich 1ndeLsdw
retencgl lub tez w wyniku stwierdzenia jednorodnosci plku subste
cji badanej i wzorca. W niektdérych przypadkach wskazane jest
potwierdzenie zgodnosci bsadanej substancji z wzorcem na podstawi

widm spektrofotometrycznych, zarejestrowanych w podczerwieni.

Metoda chromatografii gazowej umozliwie w niektdérych przypadkack



okredlenie stezenia lotnej substancji orgenicznej we krwi osobty
patrutej, co moze byé pomocne przy ocenie cigzkogci zatrucie.

W przypaedku wypicie nieznanej substancji toksycznej np. rozpusazc
nika, pewne wstepne informacje o przyczynie zatrucia‘mOZna uzysk
analizyrc bpdbke materiaXu dostarczong wraz z chorym.

Oprécowény syspemwénalizy, w oparciu oléhromatografie gazowsg,
umozliwia szybksg identyfikacje 31 rozpuszczalnikéw, a tekze berd
upraszqzaubieg aﬁaiizy dla oceny'skladu mieszeniny kilku rozpusz

czalnikéw.



Zgsada metodx_'

Opiera sie na:
1/ znalezieniu wartoéci indeksu retencji Kovatsa
2/ stwierdzeniu identycznodci piku badanej substencji

i wzorca.

Aparatura

Mozna stosowaé dowolny chromatograf gazowy wyposazony w podwéjny
detektor pXomieniowo-jonizacyjny. Dwie kolumny szklene lub metal
wWee Kolumﬁy wypeinia sig¢ fazsemi silikonowymi o réznej polarnosci
W stosowane] przez nas praktyce korzystano z chromatografu gezow
firmy Varisn 2100, wyposazonego w podwéjny detektor ptomieniowo-
jonizacyjﬁy oraz integrator elektroniczny Varisn 485.
Dwie kolumny szklane o diugoéci 5,6 m i drednicy 2 mm byty wypez
ne fazg silikonéwq niepolarng SE;BO 10 % i polarng OV-17 10 %
na noéniku Chromosorb W AW DMCS 80-100 mesh.
Dodatkowo stosowano trzecig kolumne o dZugoéci 1,8 m i Srednicy
2 mm wypeXiniong Porapskiem Q 80-100 mesh.
Stﬁsowano'strzykawki:

a/ gaéoszczelne z teflonowym ttokiem firmy Hamilton o poJjemno

2,5 ml
b/ mikroatrZykéwki Lfirmy llamilton o pojemnosdci 10 ul.

Warunki pomi aru
Mozna stoéowaé réine gazy noéne.
W naszymAprzypadkm stoéowano Jeko gaz nosny azot o predkoééi
przeptywu BO‘ml/min, oraz wo@dr o predkodci przepiywu 30 ml/min
powietze;ﬁoo ml/min., | ﬁ
Temperatury kolumn /SE-BO, ov-17/ IOOOC; 70°C;

Porspak Q 170°C
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W warunkach powyzszych czuXoéé sparatu wynosita 32 x 1079 amp/mv
\

Postepowanie wstepne

Obliczenie wartoéci indeksu reterji Kovatsa /1,2,3,4/ dls
substancji wzorcowych. |

Ideks rétencji danej substancji réwny Jjest ilodci atoméw wegla
hipotefcznej n-parafiny o tyﬁ samym zredukowanym czasie retencji
co badana sgbstancja, pomnozonej przez 100.

Zgodnie z definich indeks retencji dla n-paraefin jest tski sem,
niezsleznie od rodzaju fazy ciektej i temperatury.

Wartoéé indekséw retencji Kovatsa dla substencji innych niz
n-parafiny sg rézne, dla réznych faz ciekiych zaleznie od ich
polerncéci /5,6/.

a/ Obliczsanie czasu martwego

Do butli o pojemnodeci 1 litra zamknietéj membrang z gumy silikon
weJ wprowadza sie po 5 ul n-heksanu, n-heptanu, n-oktanu i ogrze
na raZni wodnej. 0,5 ml ﬁieszaniny pobrenej z butli wstrzykuje s
na kolumneg. | '

Czes martwy kolumny / sek / oblicza sig¢ w oparciu o uzyskene

calkowite'czasy‘retencji z nastepujacego wzoru / 7 /:

' gdzie: a - catkowity czas retencji n-heksanu

. b catkowity czas retencji n-heptsnu

¢ catkowity czas retencji n-oktanu

tM - czas martwy koiumny
b/ Obliczanie zredukowenego czasu retencji
Zreddowany czas retencji /tﬁ / stanowi rdéznice miedzy cstkowitym

czasem retncji /tR/ i czasem mertwym /t;/ dla danej kolumny:

th = tp = tM
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'c/ Obliczanie wartoéci indeksu retencji okreslonej substancji:
 Badany materlal nanosi sig na kolumny i dokonuje sig¢ pomiaru
catkowitego czasu retencgl. |
Nastepnie oblicza sig wartoéci logarytméw zredukowanych czasdéw
retencji wzorcowych.weglowodqrdw alifestycznych i subétancji
badsnej. Dla w%orcowych weglowodoréw alifatycznych sporzédza;sig
Wykres'zaleZnoéci logarytmdwlzredukowanych czaséw retencji od
iloéci atoméw wegla / ryce 1 /. )

“’opérciu o wartoédé¢ logarytmu z?edukowanego czasu retencji subst
c¢ji badane] odczytuje sig¢ z wykresu odpowiadajgcg jeJ wartosé
indeksu retencji.

Wartoéé indeksu retencji mozna réwniez wyliczyé ze wzoru:-

| log t3 - log t3&
I =100 z +100-——in- Rex/ L2 R(zl_

gdiie: x - analizowana substancja
z - n-parafia o "z" atomach wegla, o czasie retencyi
. krdszym od czasu retencgl substancgl analizowane]
z+1 = n-parafina o "z+1" atomach wegla, o cz§31e retencji
dzuzszym od czasu retencJi analizowanej substancji
t5 - zredukowsny czas retencji |
I- indeké‘retencji badane ] sﬁbstancji
Uzyskane brzqz nas wartosci indekséw retencji dla.31 lotnych
substancji organicznych né aparacie Varian 2100 w wyze] opisanyc:
waruﬁkachvzostaly zebrane w tabelach I - III i mogg szuzyé Jjeko
wzér do przygotowania wZasnych odnoénikdw.
Pierwszym etapem identyfikacji jest wyznaczenle indekséw retency
na kolumnach SE-30 1 oV=17 w temp. 100°C.W przypadku uzyskanla
indekadw retencgl ponad 700,dane te mogg stanowié podstawg ident;

kacji / tabela I /. Dla zwigzkdéw o wartoéci indekséw retencji
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.od 515 do 700 cglowe Jjest powtdérzenie enalizy w temp. 70°¢

/ tabela If\/.

Dla otrzymanych pikdéw Zle wyksztakconycn, tworzgcych. "ogony",

0 niskich'waftoéciach indekséw‘reténcji / metanol, etanol, acet
eter etylowy, izopropanol / konieczne Jest przeprowadzenia anal

dodatkowej na kélumnie wypeXtnionej Porapskiem Q /tabela IiI”/.

Dodatkowe postepdwanie.identyfikacvjne

Do pufii*b‘bojemnoéci 1 litre wprowadza sig pa’5 ul substancii
wzorcowej 1 nanosi sig Xgcznie z badeng prébg / przygotowsnie
patrz w&Zej /..Warunkiem stwierdzenia'identycznoéci Jjest uzyske:

Jednorodnego piku na dwu kolumnach o réiznej polarnoéci.

Przygotowanie prébek materisXu biologicznego

a/ Powietrze wydechowé pobiera sig do woreczkéw aluminiowych
powleczonycﬁ folig polietylenowg / 8 /. Torebki te siuzg do
Jednorszowego uizytku,co wyklucza mozliwoéé konteminacji.

2 ml powietrza z torebki nanosi si¢ na kolumny przy pomocy strz;
wkie v _

b/ 5 ml krwi pobiera sig d6“10-ml probéwek z doszlifowanym korki
zawieraj&cycﬁ 0,5 ml 2 % odézynnika smczawianowego / 1,2 g szcze
nu emonu i 0,8 g szczewianu potasu /.'Wyodrebnienie bedanego zwi
ku z krwi lub\popkuczyn 2oigdkowych przeprowadza sig metodg "he:
space"” /9,10,{1 /e W iym celu 2 ml krwi lub 2 ml popXuczyn ZOIQC
wych umieszcza si¢ w kolbce okragtodennej na 20 ml. Zamknigcie
kolbki stanowi membrana z gumy silikonowe] umocowana gwintowang
hakretka / dobrg szczelnoéé ukradu uzyskuje sig stosujge nakret:
i gwinty firmy Quickfit /. Nastepnie dodaje sie okoXo 1 g chlork
sodowego i po zamkniéciu kolbkekwytrzasa sig przez 15 minut w.

temp. 60°C w 2azni wodnej. Na obie kolumny nanosi sig¢ po 2 ml pc
trza pobrenego znad krwi.
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Identyfikacja sk¥adnikéw nieznsnego rozpuszczalniks przy

pomocy spektrofotometrii w podczerwieni

W przypadku gdy memy do czynienia z mieszaning kilku réznych
rozpuszczalnikdéw mozemyypo ich rozdzieleniu technikg chrometo-
grafii gazowej dokonaé peinej identyfikacji rejestrujgec widma
'apektrofotomatryczne w zakresie podczerwieni.
‘Aparatura
Chromatograf gazowy wyposazony w katarometr np. Giede 18.3
Kolumna metalowa o dtugoséci 3m i $rednicy 4mm /lub podobna/,
wypeiniona fazg silikonowg polarnQ“CV-17 3% na noéniku Chromosc
W AW DMCS 80-100 mesh.
.Spektrofotometr w zakresie podczerwieni np;‘AccuLab 6‘f-my
Beckmén.:

-Warunki pomiaru

Gaz-noény /wodér/ predkoéé przepiywu 20ml/min. Temperature
kolumny dobieraé-zaleZnie od badenego sk?adnika, tak aby czas
od rozpoczecia do zakohczenia piku miedci sig w grenicach

okozo 20 sekund. -

Postepowanie

Fazy gazowe odpowiadsjgce pojedyrficzym pikom pobiera sig do kuwe
gazdwej o dtugosci 120mm i érednicy 12mm 2z okienkiem z bromku
potaesu. Kuwete podigcza sig bezposrednio u wylotu katarometru.
Po pobraniu prébki'gazu kuwefe zamyka sie¢ i1 dokonuje rejestrac
widme w zekresie 4000 - 300 cm™ ! /2,5 - 40 ﬁm/.

Uzyskane widmo pordéwnuje sig z widmem wzorcowym.
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Oznaczanie ilosciowe metanolu i etanolu we krwi metoda

chromatografii gazowej /12 /

Metod¢ tg mozna stosowal réwniez dla oznaczsnia innych alkoholi

/ propanol, izopropanol / orsz acetonu.

Apasraturas -
Chromatograf gazowy firmy Giede GCHF 18.3 wyposazony w detektor
ptomieniowo-jonizacyjny. Kolumna metalowa o dtugoéci 1 m i

érédnicy 4 mm wypeiniona Pofapakiem Q 80-100 mesh.

Warunki pomiaru;.

Prg@koéé pfzeplywu azotu 60 ml/min

Predkoéé przeptywu wodoru 30 ml/min; powietrza 300 ml/min
Temperaturs kolumny 150°C | |
Temperaturs detektora 170°C, parownika 140°C

Caxoéé éparatu'109 X 3 oms

Odezynniki

Roztwér podstawowy metanolu 100 mg %
Roztwér podstawowy etanolu 500 mg %
Roztwér podstawowy izopropsnolu 100 mg %

Sporzgdzenie krzywej kselibracyinej

Do kolejnych probdéwek dodaé roztwory wzorcowe metanolu, etanolu,

oraz wody w nastgpujgcych iloéciach:

metenol /mi/ etanol /ml/  wofla /ml/
0,2 | 0,2 1,6
0,4 0,4 1,2
0,6 0,6 0,8
0,8 0,8 0,4

1,0 1,0 0,0
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Do koleJjnych probéwek doda¢ po 4 ml roztworu izopropanolu w wodzi
/ standardu wewnetrznego /.

Do komory nastrzykowej chromatografu gazowego wprowadzié kolejno
Bo 1 ul poszczelélnych roztwordéw wzorcowych. Po otrzymaniu
chromatogfapu zmierzyé wysokosdci pikéw metanolu, esenolu, izoprop
nolu. Nastepnie sporzgdzié krzywg kalibracyjng dla metanolu i
etanolu, W’oparcip o) zaleznoéé‘pom%edzy stezeniem metanolu i
etamlu, a stosﬁhkiem wysokodci pikéw tych zwigzkdéw do wysokoédci
piku izopropsanolu. | |

Postepowanie

Do 1 ml krwi pobrenej na szczawiany doda¢ 2 ml roztworu WOdnego
alkoholu izopropylowego o stezeniu 100 mg 4.

1 ul roztworu wpbowadzié do komory nastrzykoweJ kolumnyx/.
Nastepnie 6b1iczyé stosunki wysokos$ci pikdéw odpowiadajgcych
‘metanolowi i etenolowi do wysokosei piku izopropanolu.

Na podstawie otrzymanycﬁ wartodci, obliczyé z krzywej kalibracyj-

nej stezenie metanolu i etenolu we krwi.

X/ Uwaga - Dobre wyniki daje pwzglednié;hie nastgpujgcych zalecell
a/ strzyhaWke,.ktérq nanosimy materiet na kolumng¢ kilkakrotnie '

pfzeplukaé wodavdestylowanq i pbzostawié w strzykawce w bezﬁoéred~

nim sgsiedztwie txoka okoko:Z ul wody destylowane]

b/ nastégpnie %dciqgnqé tXxok wprowadzajgc do strzykawki okoXo 2 ul

powietrza |

¢/ naciggngé 1 ul krwi, a naszephie odciggnaé tiok tak, aby do

“strzykawki weszo dalsze 2 ul powietrza

d/ rzed wprowadzeniem prébki na kolumng préeplukaé igxe strzykewk:
tek, aby nie dopuscié do zmieszania si¢ wody z krwig

e/ woda w bezpoérednim sgsiedztwie tXoka w czasie wstrzykiwania

préﬁy na kolumhg przep{hkuje igxe chronigc Jg przed zaklejeniem s
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TABLLA I

SE=30 1 OV-17 w temp. 100°C

Viertosdei indckséw retencji dla kolumn

Lepe Zwigzek oL=-30 OV=17
1o | Propan 300 300
2. | Butan 400 400
3. | Metanol 401 494
4. | Etenol 454 553
5¢ | Aceton 495 625.
6. | Eter etylowy’ 508 573
7. | Alkohol izopropylowy 512 595
8e Dwuchlorometan ' 515 628
‘9. | Alkohol propylowy 557 639
10. | Heksen 600 600
11. Chloroform 610 720
12. | Octen etylu 613 694
13. | Butanol 675 767
. 14. | Benzen ‘ 677 766
15, | Czterochlorek wegle 680 743
16. | Cykloheksen | 683 720
17. | Trdjchloroetylen 699 726
18. Heptan 700 7C0
19. Octan propylu 720 832
20. | 1,4 Diokaen 723 858
21e. | Alkohol izoamylowy' 745 8&2
122 Toluen 772 877
23. | Alkohol amylowy 795 G502
24, Cktan &00 800
25. | Czterochloroetylen 820 907
26. | Octan butylu 820 938
27. | Etylobenzen 867 976
234 Ksylen g7 973
29. | Styren £92 1058
30e. -|-Nonan 90C 900
920 1050

31.

Cykloheckseanol




- 12 =

TABELA II

Wertodci-indekséw retencji dla koluw:

| SE-30ti‘CV¥17ﬁw,temp.-70°Q, Porapeku & w temp. 170°C.

- B

Lepe Zwigzek SE=30 OV—‘!?_r Poropak Q ;
1. . | Dwuchlorometan 499 624 488

2. Alkohol propylowy 575 668 540 ,
3e Heks&n 600 €00 €C0
4, ' | Chloroform 609 707 580
Do Octan etylu €40 691 596
G Butanol 655 753 637
7. | Benzen , 657 760 €27
8e Czterochlorek wggla 663 731 €25
9./H,wCykloheksan ' | 668 699 630
10, Tré jehloroetylen 690 | 783 €40
1. leptan. 7C0 | 700 700
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TABELA III

Vartosci indeksdéw rctencji dle kolumny
Porapak Q w temp. 170%

“Lepe | Zwigzek Porapak Q
1ﬂf; Propan 300
2. Buten - 400
3. : lMetanol . 325
4. | Ltanol 422
5« | Aceton 475
6. Eter etylowy 505
7« | Izopropenol 499
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