Zdravotni laboranti

Kapitola 2




Toxicita latek




C. 114/1999 Sb.z. kterym se stanovi, co se
povazuje za jedy, nakazlivé choroby a skudce
(pro ucely trestniho zakona 140/1961)

57/1967 Sb.z. Vyhlaska, kterou se provadi vladni narizeni o
jedech a jinych latkach skodlivych zdravi
. zvlast nebezpecne jedy, ostatni jedy, omamnée latky

C. 232/2004 Sb.z. o chem. latkach a
pripravcich a zmene tykajicich se klasifikace,
baleni a oznacovani nebezpecnych
chemickych latek a chemickych pfipravku




Zakon €. 167/1998 Sb, uplné zneni 55/2002
0 navykovych latkach a zmene nekterych
dalSich zakonu

Omamné latky

Psychotropni latky

prekurzory

zachazeni, povoleni, skladovani, registrace, zneskodnovani,
dovoz, vyvoz..

304/1998 Sb.Z., kterou se stanovi pripady, kdy se
nevyzaduje vyvozni povoleni k vyvozu pomocnych latek,
podrobnosti o evidenci NL, pfipravkd a prekurzoru a o
dokumentaci NL




Klinické projevy intoxikace

- akutni intoxikace: jednorazova (pfip. opakovana) expozice vysokymi davkami TL
- chronicka intoxikace: dlouhodoba (pfip. opakovana) expozice malymi davkami TL

Uéinek na gastrointestinalni trakt (GIT)

* bolesti bficha, zvraceni - Casté doprovodné znaky mnoha intoxikaci, i kdyz jed
neucinkuje specificky na GIT
« specificky ucinek na GIT:

* bakterialni toxiny (choleratoxin)

» toxiny zodpovédné za alimentarni otravy

Uéinek na kardiovaskularni systém:
« specifické pusobeni nékterych alkaloidu a tzv. srde¢nich glykosidu (digitalis)

* peptidové toxiny hadu
» nékteré léky




Uéinek na dychaci systém

» latky s dusivym ucinkem (plyny, t€kavé latky, které drazdi horni cesty dychaci, vyvolavaji
kasel, mohou zpusobit plicni edém)

« latky ovlivnujici Cinnost dychacich svall (mezizeberni svaly, branice) (pf. organofosfaty
a karbamaty)

» latky tlumici dychaci centrum v mozku (opiaty)

Uéinek na jatra a ledviny

« Casta mista toxického ucinku chemickych latek a Iéku

Uéinek na krev a krvetvorbu

« zasah do mechanismu srazeni krve (snizeni srazlivosti - kumarinové derivaty; zvyseni -
nékteré hadi jedy)

 zasah do funkce hemoglobinu jako pfenasece kysliku (CO, CN,...)
» latky blokujici krvetvorbu (lindan)




Uéinek na homeostazu vapniku

- vapnik hraje dulezitou ulohu v regulaci mnoha nitrobunécnych procesu

« zvy$ena hladina Ca uvnitf buiky - pusobi autodestrukci bunky (nékteré kovy, aldehydy
a ketony, halogenfenoly,...)

« tvorba Spatné rozpustnych vapenatych soli (kys. stavelova,...)

Uéinek na tvorbu energie v burice

» toxicky pusobi v8echny latky, které ovliviiuji produkci energetickych zdroju buriky, hl.
ATP (latky zasahujici do Krebsova cyklu)

« latky ucinkujici na iontové pumpy v mitochondriich

Uéinky na imunitni systém:

« imunotoxiny (ricin, sirné a dusikaté yperity, imunosupresiva,...)




Uéinek na nervovy systém

« neurotoxiny (U€inek na periferni nervovy systém nebo na CNS, pfip. oba systemy)

« velka pestrost mechanismu ucinkd (agonisté nebo antagonisté presynaptickych
nebo postsynaptickych receptoru, vazba na iontové kanaly synaptickych membran,
inhibice enzymu, myelizace axonu,...)

1. poruchy védomi (TL s narkotickym a hypnotickym ucinkem);
nepfimo v prubéhu kazdé intoxikace

. zavraté: baryum, antipyretika, hypnotika, opium, strychnin, alkoholy,...)

. poruchy koordinace: CO, sirovodik, bromidy, arzen, rtut, alkoholy, anilin, hypnotika,...

. halucinace: CO, rajsky plyn, benzin, alkoholy, hypnotika, narkotika, jodoform, kafr,
absint, kokain, solanin, koniin, lilkovité rostliny, LSD, psylocin,...

5. excitace: CO, rajsky plyn, sirovodik, amoniak, arzen, olovo, benzin, formalin, kokain,
amphetaminy,...

. hespavost: jedy pusobici excitaci

7. poruchy inteligence: skopolamin, CO, sirovodik, bromidy, jodidy, arzen, alkohol,

hypnotika a narkotika, nitrobenzen, muskatovy ofech, muchomdurkyj,...

8. uzkost: efedrin, néktera rozpoustédla, halucinogeny, ...

9. ruzné psychdzy: CO, sirovodik, bromidy, jodoform, fosfor, arzen, olovo, benzin,
hypnotika a narkotika, digitalis, koniin, LSD, amphetaminy,...

10. kieCe: Casté pfi intoxikacich; vyrazné pfi o. strychninem, brucinem a pikrotoxinem
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»




11. zvySené a snizene reflexy: relativné Casté

12. tres: jodidy, bromidy, lithium, arzen, baryum, alkohol,...

13. obrny: tézké kovy, sulfonamidy

14. bolest: priznaky neuritidy nebo ischemie

15. anestézie, parestézie: pfi chronickych otravach nebo pfri tézké otrave Cetnymi TL
16. bolest hlavy

17. hemoragicka encefalitida, krvaceni do mozku: slouc¢eniny arzenu, CO,...

Sluch

 huCeni v uSich az hluchota: CO, fosfan, bromidy, jodidy, lithium, As, Sb, Ba, Pb, Hg,
methanol, alkohol, nitrolatky, CN, ...




Oko

» nystagmus: jodidy, As, Pb, methanol, alkohol, ether, chloroform, kofein, nikotin, CO,..
» obrna oc¢nich svalu: CO, sirovodik, botulismus, alkohol, chloroform,...
» mydriaza: lilkovité rostliny, kokain, botulismus, sympatomimetika,...
» midza: pilokarpin, morfin, heroin, organofosfaty...
e poruchy zraku az slepota: methanol, kys. Stavelova, anilin, muskatovy ofech,
botulismus, hadi jedy,...
« atrofie zrakového nervu: CO, Hg, Pb, methanol, As(V),...
« chromatopsie (barevné vidéni): CO, Cr, Pb, As, amylnitrit, ryby, hadi jed,...
- Zluté - xynthopsie;
Pb, LSD,... - zelené - chloropsie,... atd.
* snizeni barvocitu, glaukom, atd.




TOXICKE SYNDROMY

Cholinergni s.

a) muskarinovy:
symptomy - prdjem, zvraceni, hypersalivace, slzeni, zvy$Sena bronchialni sekrece, poceni,
mioza, bradykardie;
agens - acetylcholin, pilokarpin, fyzostigmin, organofosfaty a karbamaty, viaknice,...

b) nikotinovy:
symptomy - tachykardie, hypertenze, zaskuby svalové, paralyzy svali (dechova
insuficience);
agens - nikotinova insekticida, tabak

Anticholinergni s.:

symptomy - sucha, zarudla kuze, suché sliznice, dysfagie, hypertermie, zizen, mydriaza,
tachykardie, retence mocCe, nepokoj, delirium, halucinace, event. kreCe, dechové potize;
agens - atropin, skopolamin, antihistaminika, fenothiaziny, TCA, muchomurka ¢ervena,
m. tygrovana, rulik, durman




Sympatomimeticky s.

symptomy - excitace CNS, kieCe, tachykardie, hypertenze, hypertermie;
agens - theophyllin, kofein, LSD, fencyklidin, amphetaminy, kokain, efedrin,...

Narkoticky s.

symptomy - deprese CNS, hypoventilace, hypotenze, hypotermie, miéza
agens - hypnotika, trankvilizéry, kodein, morfin, heroin, syntetické opiaty, propoxyfen

Extrapyramidovy s.

symptomy - parkinsonsky s. s tremorem hornich koncCetin, maskovitym obliCejem,
svalovou rigiditou, salivaci, ataxii; dyskinetické reakce svalstva Sije a obliCeje, tiky,
protruze jazyka, hyperextenze Sije

agens - fenothiaziny (hl. s piperazinovym fetézcem) - prochlorperazin, trifluoperazin,...,
derivaty butyrofenonu (pf. haloperidol), néktera dalSi neuroleptika




Hepatalni, prip. hepatorenalni s.

agens - tetrachlormethan (event. jiné halogenované uhlov.), paraquat, diquat,
paracetamol, muchomdurka zelena, pyrazolové derivaty,...

Metabolicka acidoza bez Soku

agens - methanol, ethylenglykol, organofosfaty, INH, salicylaty, ibuprofen, nékteré orga-
nické kyseliny, paraquat, diquat, oxid uhliCity,...




Obecné zasady terapie otrav:

* podle zavaznosti:
* latentni, lehké, stfedni, tézkeé, smrtelné
* cil terapie:
* co nejrychleji prerusit ucCinek noxy
« udrzet fyziologické funkce Zivotné dulezitych organu
« Zivotné dulezité funkce:
 dychani (udrzet prichodnost dychacich cest)
 krevni obéh
« vnitini prostfedi (pH krve, obsah bikarbonatt, minerald,...)
 nutnost ziskat co nejvic informaci o noxe - slozeni, jeji mechanismus ucinkd,
zda existuje antidotum, moznost eliminace,...




Metody eliminace xenobiotik (TL) z organismu:

1. postupy pro snizeni resorpce jedu:

* vyprazdnéni zaludku
* vyvolani zvraceni (pouze je-li pfi védomi; kontraindikovano u korozivnich latek,
rozpoustédel,...)
- vyplach Z nebo odsati ZO (nutno chranit pacienta pfed aspiraci ZO nebo perfo-

raci Z stény)

* urychleni pasaze stfrevem
» podani ucinnych laxancii (siran sodny, manitol, ricinovy olej - ne u jedu
rozpustnych v tucich)

 adsorpce na aktivni uhli
» opakované podani vysokych davek Carbo adsorbens

* snizeni resorpce jedu rozpustnych v tucich:
« tekuty parafin - rozpousténi uhlovodiku a halogenovanych uhlov.

» chemicka antidota
» podani chemického antidota muze ve stfevé jed zneskodnit

» kompresivni obvaz pfi podani jedu parenteralné:
* (ustknuti hadem, bodnuti hmyzem,...)
» zpomaleni resorpce jedu do systemu




2. Postupy pro zrychleni eliminace jedu

Forsirovana diuréza:
« latky, které jsou glomerularné filtrované mohou byt vyloucené, pokud se zabrani
jejich zpétné tubularni resorpci difuzi
* je to mozné zvySenim diurézy, zvySenim ionizace latky a zmenou pH
» podminka: latka je eliminovana ledvinami, molekulova hmotnost do 15 000, nizka
vazba na proteiny (pod 25%), nizka rozpustnost v tucich, maly distribucni objem

Peritonealni dialyza:
» metoda promyvani bfisni dutiny
« dialyzovatelné, rozpusténé latky se odstranuji pomoci dialyzacni tekutiny, ktera se
pres peritonealni katetr zavadi do briSni dutiny
* vyuziva se vlastnosti semipermeabilni membrany peritonea, které oddéluje krevni
oddil od dialyza€niho roztoku v bfiSni duting;
» vyména tekutiny a roztokl probiha tfemi procesy:
1. difuzi na zakladé koncentraéniho gradientu mezi latkami v krvi a v dialyzatu
2. osmotickym strhavanim roztoku pfi osmotickém gradientu mezi dialyzatem
a krevnim obéhem
3. filtraci na zakladé tlakového gradientu mezi krevnim oddilem a dialyzacnim
roztokem v peritonealni dutiné
 pouziti: jako doplnkova metoda v kombinaci s jinymi metodami; pfi intox. TL s
malou hmotnosti, malou vazbou na proteiny a lipidy




Hemodialyza:

e princip: vyména latek mezi dvema prostory oddélenymi semipermeabilni
membranou
1. filtrace, ultrafiltrace na zakladé hydrostatického tlakového gradientu mezi
krevnim oddilem a dialyzacni tekutinou
2. osmoticky presun tekutiny a latek na zaklade osmotického gradientu
3. difuze na zakladé koncentracniho gradientu
* podminky:
« TL musi byt dialyzovatelna, dobfe rozpustna ve vodeé, nizka molekulova
hmotnost, nizka vazba na plazmatickeé proteiny a lipidy
« distribuCni objem TL v organismu musi byt maly; pfevazna Cast TL se musi
nachazet v krvi
» podil hemodialyzatu odstranéné TL ve vztahu k jinym eliminaCnim metodam
musi byt velky




Hemoperfuze

* Princip: prutok krve pres sloupec s absorpéni latkou
« absorpCni latky: aktivni uhli pokryté semipermeabilni membranou; makromolekularni
Zivice se specifickou afinitou k organickym molekulam rozpustnych v tucich
* pouziti:
« téZky klinicky prabéh intoxikace
* toxické az letalni koncentrace noxy v krvi
* dlouhotrvajici bezvédomi v souvislosti s intoxikaci
* intoxikace s latkami s dlouhotrvajici toxicitou (paraquat, Amanita phalloides,
organofosfaty,...)
« komplikace:
* krvaceni, trombocytopénie, pokles hemoglobinu, hypokalémie,...




Antidota

* latky, které svym fyzikalnim, chemickym nebo farmakodynamickym ucinkem snizuji
nebo odstranuji pfiznaky akutni nebo chronické intoxikace, pfip. upravuji
patofyziologické zmény vyvolané toxickymi latkami

 podle mechanismu ucinku je muzeme rozdélit:

1.

latky vytvarejici komplexni vazby s TL chemického nebo fyzikalniho

charakteru

« 2. latky urychlujici preménu TL na netoxickou latku

« 3. prostredky urychlujici eliminaci TL z organismu

* 4. antidota pUsobici kompetitivné s TL na receptorech

« 5. latky upravujici porusené funkce v intoxikovaném organismu




Deleni toxickych latek pro analyticke
ucely podle fyzikalne chemickych
viastnosti




. TEKAVE LATKY - isolovatelné destilaci
difusi

* plyny, elementarni latky;,

* 0rg. I anorg. slouceniny

II. TOXICKE ANIONTY - isolovatelné
DIALYZOU

» organicke | anorganicke latky




I1l. EXTRAKTIVNI LATKY
— nhetékaveé nebo malo téekave
Organicke jedy, izolovatelné z vodného

prostredi do organicke faze

V. KOVOVE JEDY — mineralizace

V. OSTATNI JEDY - specielni metody




Nejdulezitejsi chemické skodliviny:

Vysoce jedovate:

- slouCeniny Be, Sr, Ba, borany, Tl, oxid kfemicity - kremen,

- SnH,,

- organicke slouceniny cinu a olova, soli olova,

- bily fosfor, fosfan,

- sloucCeniny arzénu, antimonu a bizmutu,

- 0zOn, sloucCeniny selenu, teluru,

- halogenovodikové kyseliny,

- slouCeniny medi, stribra,

- zlata, slouCeniny kadmia, rtuti, vanadu, chromu, kobaltu, niklu




Plyny

- silna vazba na hemoglobin, vytésneni kysliku; priznaky otravy
podle citlivosti od cca 25% COHb. Bezvédomi asi od 40% COHD;
smrt 60% COHb a vice;

kuraci -4 - 7 % COHb:;

otrava CO je vzdy otravou akutni a muzZe zanechat trvalé nasledky -
poSkozeni mozku

- smrtelna koncentrace ve vzduchu asi 40%

- uduseni pri soucasnem nedostatku
Kysliku; vysSSi uhlovodiky - narkotické ucinky,

Butan - zneuzivani naplné do zapalovacu




Plyny pokracovani :

Medicinalni plyn — anestetikum,
Napln do bombicCek na vyr. slehacky,
abusus - narkoticke ucinky, excitace, veseli

Horeni :




Jedy krevni a enzymoveé

Kyanovodik, kyanidy - blokovani cytochromového systému. P¥i
vyssich davkach nastava smrt behem nekolika minut

Nitroslouceniny - zpusobuji methemoglobinemii

Aromatické slouceniny - narkotické ucinky, poskozeni mozku,
jater, nebezpeci karcinogenity

Pesticidy -latky hubici skiidce

ruzné ucinky podle slozeni (slouceniny kovu, organofosfaty,..)

Herbicidy — plevelné rostliny, insekticidy — hmyz
rhodenticidy — hlodavce, fungicidy - houby...




Alkaloidy

jsou slozité organickeé latky zpravidla rostlinného puvodu, které ve své
molekule obsahuji dusik.

ATROPIN (rulik zlomocny, blin ¢erny, durman, mandragora)
SCOPOLAMIN (stejné rostliny jako atropin)

NIKOTIN (smrtelna davka kolem 50 mg) - hlavni alkaloid tabaku
FYSOSTIGMIN, PILOKARPIN, EMETIN, YOHIMBIN
(rostlinného puvodu, soucasti IECiv)

MESKALIN (z mexického kaktusu - nazyvaného ,peyotl®) - halucinogenni
droga

EFEDRIN (chvojnik)




Alkaloidy pokracovani :

CHININ, CHINIDIN

STRYCHNIN (smrtelna davka asi 30 mg, po poziti zptisobuje kieée)
AKONITIN (omé&j $alamounek)

KURARE (8ipovy jed indianG; pusobi pouze pfi podani mimo
zazivaci trakt)

NAMEL (ergotaminové alkaloidy; LSD - polosyntetnicky derivéat)

TIS CERVENY (uginna latka taxin, smrtelna davka po poziti cca 50
g jehlici)

OCUN (kolchicin)




Glykosidy

Organické slouCeniny obsahujici v molekule cukernou slozku, kterou je
nejCasteji glukoza. Necukerna slozka se nazyva aglykon. Délime je na
dveé hlavni skupiny — kardiotonika a saponiny.

Kardiotonika

DIGITALIS (naprstniky)

STROFANTIN (oubain)

MORSKA CIBULE

KONVALLATOXIN a KONVALLAMARIN (konvalinka vonna)




Glykosidy pokraCovani

Saponiny

bezdusikaté glykosidy vetSinou dobre rozpustné ve vode; snizuji
povrchove napéti.

V malych davkach pomahaji pfi vykaslavani, ve vétsSich zvraceni.
V krvi zpusobuji hemolyzu (rozpad ¢ervenych krvinek):

mydlice lekarska, koukol, prvosenka jarni, lekofice, zen-sen,...




Silice
tekave olejovite latky charakteristicky vonici. Maji obvykle prijemnou
chut. Obsahuiji terpény a jejich derivaty.

EUKALYPTOVA SILICE

PELYNKOVA SILICE - herba absinti - obsahuje thymol a thujon -

pusobi zavraté, zmatenost, tfes, slabost; pravidelné uzivani vede k
poklesu paméti, poklesu inteligence, oslabeni vule nespavosti,
halucinacim

MUSKATOVA S. (myristicin) - svalovy tfes, halucinace,

bradykardie, potivost, zmatenost

Dalsi jedovate rostliny:

kaprad samec, aloe, skoCec obecny, pryskyrnik prudky, vlastoviCnik
vetSi, Cilimnik previsly, trnovnik akat, lykovec jedovaty, starcek,
bolSevnik,...

Bolehlav plamaty (koniin — sokratuyv jed)




Jedovaté houby
MUCHOMURKA ZELENA

MUCHOMURKA CERVENA
MUCHOMURKA TYGROVANA
VLAKNICE

STRMELKY

ZAVOJENKA OLOVOVA

UCHAC OBECNY

PAVUCINEK PLYSOVY (orellanin)
ZVONOVKA JARNI




Jedovata zvirata

Hadi (zmije), vCely, vosy, brouci (puchyrnik - obsahuje
kantaridin), pavouci, Skorpioni,...

Leky

HYPNOTIKA

ANALGETIKA

PSYCHOFARMAKA OBECNE
NEUROLEPTIKA, ANTIDEPRESIVA
ANTIHISTAMINIKA

KARDIAKA

ANTIHYPERTENZIVA
MYORELAXANCIA
CNS-STIMULANCIA
ANTIDIABETIKA, ANTIPARKINSONIKA




DROGOVA ZAVISLOST
Omamnée a psychotropni latky
Drogy = navykové latky

Stimulancia amfetaminoveho typu
Opiaty

Kanabinoidy

Kokain

Halucinogeny




Prestavka




Zpracovani biologickeho materialu

Vysetreni na neznamou latku




Odbeéer materialu

P Spravny odbér, transport a uchovavani materialu je
jednim ze zakladnich predpokladld uUspésnosti
toxikologické analyzy.

Podle puvodu biologicky material (BM) délime:

1. BM ziskany od zivych pacientu (zvratky, zaludeCni vyplach, moc,
krev, nékdy je dulezity stfevni vyplach)

2. BM odebrany pfi pitvé (obsah zazivaciho traktu, organy, télesné
tekutiny)

3. Dolicné predmety tj. material zajisteny v souvislosti s otravou (zbytky
lekd Ci chemikalii - i prazdné obaly, zbytky napoju Ci jidel, resp. zbytky
po jejich zpracovani, pouzité nadobi,...)




Odber:

= do zcela Cistych nadob
» kazdy druh biologickeho materialu do zvlastni nadoby
» kazdy material nutno oznacit Stitkem (jméno osoby, druh
materialu, datum a ¢as odbéru
* material odebrany ke stanoveni hladiny alkoholu aj. t€kavych
latek (moc, krev) -

zde je nutno zkumavku naplnit az po horni okraj a dokonale
utésnit
* je nutno material zajistit proti rozliti a rozbiti
» s kazdym materialem nutno zaslat i dokumentaci (pruavodku,
zadanku) s vyCerpavajicimi udaji o daném pfipadu
» biologicky material se nesmi konzervovat chemicky




Mnozstvi BM

U zivych dospéelych osob:

v’ zvratky

v cca 200 ml prvni porce ZV
v 30 - 100 ml moce

v 10 - 20 ml krve

U déti je nutno brat v uvahu vék a telesnou konstituci

U zemrelych osob:

v" obsah Zaludku a tenkého stieva (50 - 100 ml)

v obsah tlustého stfeva v zavislosti na druhu noxy a dobé prezivani
v v8echny dosazitelné télesné tekutiny (mog, krev, zZIug, sklivec,...)

v organy ( , plice, mozek,...) po cca 50 - 100 g

Pro soudni expertizy se pozaduje material rozdelit na 3 dily




» u zivych osob:
» stav pacienta
» priznaky
» zda je na neco leceny
» vpichy, poleptani, zbarveni ustni dutiny,...
» biochemickeé parametry (acidoza, jaterni testy,...)
» podavana medikace pred odberem BM
» Casove udaje

> u — konzultace s Iékarem, s policii, zdravotnicka
dokumentace

» krev - uzaviena zkumavka v lednici

» serum (pfip. jiny BM) - v pfipadé pozdéjSi analyzy nutno zamrazit
» nékteré latky - velké ztraty absorpci na povrchu plastu
(cannabinoidy,...)




Izolace nox z biologického materialu (BM)

ucel:
*Oddéleni jedu od balastnich latek
«Zakoncentrovani jedu (souvisi s citlivosti pouZzitych metod)

Volba izolacni techniky a metody :
a) analyticky ucel
-b) typ biol. materialu
C) povaha jedu
d) personalni a technické vybaveni laboratore




Rozdeleni toxickych latek

1. plyny a tekave latky
2. neextraktivni

3. extraktivni

4. ostatni

1.destilace

2.dialyza, difuze
3.extrakce
4.mineralizace

5.prukaz krevnich barviv




Plyny :

Elementarni latky - Cl,, J,, Br,, O,
Anorganické slouceniny : NH;, AsH;, CIO,, N,O,
CO, PH;, SO,, H,S

Z biol. materialu pouze prukaz v alveolarnim

vzduchu

Technika : pod tlakem prosati pres detekcni trubiCky
GC analyza alveolarniho vzduchu (mol. sito, Porapaky)

Analyza ovzdusi — staticka a dynamicka sorpce, tepelna
desorpce, GC, GC-MS, LC-MS




Izolace tekavych latek

- izolace tekavych latek destilaci

- jednoducha prima destilace

 prehaneni s vodni parou

* destilace s upravou pH
z kyseleho prostredi: kyanovodik, ethery, chloroform, alkoholy,
aceton, acetaldehyd, nitrobenzen, fenoly, kresoly, kys. mravenci, k.
octova, salicylova,... uhlovodiky
- z alkalickeho prostredi: organické baze - anilin, pyridin, chinolin,
néktereé alkaloidy - nikotin, sympatomimetické aminy (pervitin)...

e prukaz je provadén v destilatu pfislusnymi metodami pro konkrétni latky

* head-space techniky
* mikrodifuzni technika




Pf. ORIENTACNI PRUKAZ NEKTERYCH TEKAVYCH
LATEK

> methanol - metoda dle OZBURNA
» oxidace manganistanem draselnym na formaldehyd a prukaz
formaldehydu reakci s kys. chromotropovou - v pozitivhim
pripadé cervenofialové zbarveni

» chlorované uhlovodiky - FUJIWAROVA reakce
» 5 ml moCe + 2 ml pyridinu + 1 ml 50% NaOH, nékolik minut
zahrivat.
V pozitivhim pripadé se horni vrstva zbarvi podle
koncentrace rtizoveé az fialové




Destilace

|.Latky nebo azeotropni smesi s b.v. do 90°C
Napr. : aceton, ether, etanol, metanol, benzen, chlor. uhlovodiky,
alif. uhlovodiky do Cg

ll. Destilace s vodni parou — b. v. vys. nez 90°C
Snizuje se bod varu, latky strhavany s H20 parou a destiluji s ni

— krezoly, xyleny ..




Dialyza —difuze pres polopropustnou
membranu, koncetracni gradient

» izolace neextraktivnich nizkomolekularnich latek od koloidné
rozpustnych latek a makromolekul

» nizkomolekularni latky - prostup pres pory membrany, ktera je
nepropustna pro velké molekuly a castice

= celofan

» kolodium

= pergamen

= BM: zaludecCni vyplach, zaludeCni obsah, strevni obsah, moc,..
* BM do difuzni patrony a ta do kadinky s destilovanou vodou

* nejmene 24 hodin

= zakoncentrovani na vodni lazni na mensi objem




*Dialyza pokracovani

"pouziti:

= ve vode dobre rozpustné nizkomolekularni latky
napr. ze zal. obsahu :

= amonné slouceniny, alkalickeé soli a hydroxidy
= anorganické anionty a kationty

» nizkomolekularni organické neextraktivni latky




Extrakce

®prevedeni hledane latky z BM do organickeho rozpousted|a
@®frakCni extrakce - latky se rozdéli podle extrahovatelnosti za ruzného
pH

® screeningoveé postupy:
» jednoducheg, rychlé extrakcni metody

LI ") &l

= neni kladen duraz na co nejvétsi vytéznost a Cistotu extraktu




® cilené postupy
= postupy zameérené na urcité skupiny latek nebo jednotlivé latky
= velky duraz na vytéznost

= diraz na Cistotu v zavislosti na pouzité detekéni metodé

= 2 skupiny nejuzivanejsich extrakcnich technik:
= 1. - extrakce kapalina-kapalina (dvé navzajem nemisitelné kapaliny)

= 2. - extrakce na pevnych fazich (SPE - solid phase extraction)




Matody deproteinace biologického materialu

1. m. dle Stas-0tty v Dreslerové modifikaci (deproteinace
ethanclem}

2. m. wolfram&tovéd {(deproteinace wolframanem sodnym)

3. m. amoniumsulfatova (deproteinace siranem amonnym}

4. m. dle Farago - deproteinace acetonem

(1 - univerzé&lni pouZiti; 2 - doporuduje se pro kyselé a neut-
ralni latky: 3 - doporudeno pro bazické latky; 4 - univerzalni

pouZiti).
Frakéni extrakce do etheru - screening

biclogicky material
{mo&, zfiltrovanyg Z0,
filtrat po deproteinaci)

okyselit na pH 3-4
yZ/ extrakce etherem \Eﬂ

etherovou fazi extrahovat vodnou fazi alkallzovat
s 20 ml Cerstv& pFipraveného 50%NaCH na pH 9-10
5% NaHCO3 extrahovat etherem nebo
chlorcoformem
l, organickou fazi vysudit
a odpafit

vodnou fazi okyselit

HC1 na pH 2 a extrakce bazické latky
etherem, ether vysudit

a odpafit

silpé kyselé latky
etherovou fdzi extrahovat
2 x 3 20 ml 3% NaCH

e \

vodnou fazi okyselit HCL ether vysu3it a odpa¥it
na pH 2 a extrahovat
do etheru, neutrdlni litky

ether vysu3it a odpafit
slabé kyselé latky

K extrakci bereme vidy 1,% - 2 x vice organického rozpoustddla
vzhledem k objemu extrahovaného biologickéhe materidlu.




Hydrolyza

* uvolneni latek z konjugacni vazby

Nejuzivanéjsi postupy hydrolyzy:

1. kysela hydrolyza - uvolnéni varem s mineralni kyselinou (nejCasteji
HCI)

2. enzymaticka hydrolyza - pomoci (3-glukuronidazy (nebo ve smesi s
arylsulfatazou)

3. alkalicka hydrolyza - uvolneni vazby v prostredi alkalického hydroxidu
* Enzymaticka hydrolyza - nejsetrnéejsi, ale ne vzdy ucinna

« Kysela hydrolyza - u nékterych latek vznik produktu odliSnych od
puvodnich latek (BZD)




Mineralizace

» oxidativni rozruseni organicke hmoty
» nutna metoda pfi vySetfovani BM na pritomnost kovu

1. Mineralizace na mokré ceste
» vzorek oxidovan smesi koncentrovanych kyselin (nejC. smés kys.
sirove a dusicné)
» pro dokonalou oxidaci se pridava malé mnozstvi kyseliny chloristé
nebo peroxid vodiku

2. Mineralizace na suché ceste
» vzorek se nejprve susi nekolik hodin pfi 110°C
» pak zihani v kfemenném nebo Pt-kelimku pfi 450°C po dobu 4 - 24

hodin

> Vyuziti pro metody AAS, ESA,...




Analyza neextraktivnich latek a kovu

1. lIzolace

> pro kvalitativni analyzu - filtrace, dialyza (ZV, ZO)
- mineralizace (krev, organy)
» pro kvantitativni analyzu - podle druhu noxy (mineralizace, extrakce s
komplexotvornym Cinidlem, deproteinace,...)

2. Prukaz

» orientacni zkousky - volime podle predpokladané skodliviny (postup
podle klasickych postupu kvalitativni analyzy) :
» potvrzeni skodliviny (instrumentalni metodou, specifickou zkouskou)

3. Stanoveni hladiny

» metodu volime podle charakteru prokazané skodliviny - volime
metodu stanoveni a na zaklade zvolené metody pak volime vhodnou
izolaCni techniku




a) kovy

» AAS (atomova absorpcCni spektroskopie)
» EAS (atomova emisni spektroskopie)

» plamenova fotometrie

» polarografie

» titraCni metody (chelatometrie,...),

»aj.




ORIENTACNI PRUKAZ As

® 000 00 AgNO;,

filtraCni papir

° ‘® .‘/ vzorek + zifedéna
@e o zinek kKys. sirova
R IR

V pozitivnhim pripadé cokoladové hnéda srazenina Ag;AsO,




ORIENTACNI REINSCHUV TEST

- KOVY: Hg, As, Sb, Bi, Se, Te

-k 15 ml vzorku (ZO, homogenizovana tkain,...) + 3 ml HCI +
medéné dratky. Varit 1 - 2 hodiny; dratky omyt.

* stribrny povlak Hg

 ¢erny leskly povlak Bi - nerozpustny v roztoku KCN
e cerny matny povlak As - rozpustny v roztoku KCN

* nachovy povlak Sb - nerozpustny v roztoku KCN

* tmavé povlaky Se nebo Te




b) nekovy (jiné anorganicke anionty a kationty)

» metodu izolace a prukazu volime podle druhu predpokladané Skodliviny
» ne vzdy je mozno skodlivinu prokazat a tedy i stanovit v krvi

= rozklad v travicim traktu

= pouze mistni pusobeni bez vstfebani se do krevniho obéhu

* nemoznost izolovat noxu z krve tak, aby se dala pouzit vhodna
metoda kvantitativni analyzy

» metody: titracni, instrumentalni




DUSITANY

ke vzorku pridat difenylamin a opatrné podvrstvit konc. kys. sirovou -
v pozitivhim pripadé modry prstenec
» diazotace a kopulace - vznik barevnych produktu:
 napfr. prukaz strelného prachu - kys. sulfanilova a 1-naftylamin -
v pozitivnim pripadé ¢ervenofialové zbarveni

vzorek

pozitivni reakce

konc. Kys. sirova




ORIENTACNI TESTY - ANIONTY

 BORITANY (vzorek + 1 ml kys. sirové + 3 ml ethanolu a zapalit —
zelené zbarveni plamane)
- BROMIDY (vzorek + roztok chlornanu + chloroform — 2zluté zbarveni

organickeé faze)

O\ 10% kys. sirova
Q / roztok FeSO, + Na,CO;,

@-

 KYANIDY

vzorek

Roztok siranu zeleznateho se po cca 30 minutach
prenese do zkumavky a okyseli zredénou kys.
sirovou.

V pozitivhnim pripadé vznik modrého zbarveni
— berlinska modr




Krevni barviva

1. Karbonylhemoglobin (COHDb)

O Wolfova metoda: pri vhodném pH a vhodné teploté se vysrazi
oxyhemoglobin a za danych podminek se spektrofotometricky
stanovi karbonylhemoglobin, ktery zustane nevysrazen v roztoku;
Metoda vhodna pro Cerstvou krev (nesrazlivou), odebranou zivym
osobam

O Kvocientova metoda: pfi alkalické redukci hemolyzovanych
krevnich vzorku jsou oxyhemoglobin i methemoglobin redukovany
na hemochromogeny. Karbonylhemoglobin zustava nezménén.
Kvocient QA z absorbanci redukovanych hemolyzovanych krevnich
vzorkl v maximu a minimu absorpcni kfivky hemochromogenu je
mirou nasyceni hemoglobinu oxidem uhelnatym. Mefi se pri vinove
délce 558 a 541 nm. Z kalibracni krivky se odecte procento COHDb.




O Metoda dle Heilmeyera: po zfedéni a hemolyze krve se méri
extinkce pfi dvou vinovych délkach (546 a 578 nm). Z pomeéru
absorbanci Q = 546/578 se odecte procento COHb z uvedené
tabulky

o oxy a karboxy hemoglobinu

O Specifické stanoveni :

O Stanoveni CO plynovou chromatografii po uvolnéni K;(Fe/CN/)
v alkalickém prostredi. Nosny plyn vodik, sorbent molek. sito 5A,
TCD, vnitrni standard metan)

Srovnani se 100% sycenou krvi (CO z kys. mravenci uvolnéné kys.
sirovou)




2. Methemoglobin

® methemoglobin vykazuje pri vinove deélce 632 nm absorpcni
maximum, ktereé pri  prevedeni methemoglobinu  na
kyanmethemoglobin mizi;

® meri se rozdil v absorbancich hemolyzovane krve pred a po
pridavku kyanidu draselného;

® je nutno provést mereni v co nejkratsi dobé po odebrani krve -
dochazi ke spontanni reakci v odebrane krvi

©® stanoveni u kojencu — podezfeni na dusiénany ve vodé
® kozni lekarstvi - po aplikaci nekterych dehtovych masti
® nesrazliva krev (zkumavka osetrena citratem nebo stavelanem)




