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Capitolul 1
ANALIZE TOXICOLOGICE: CLASIFICARE, ETAPE

O analiza toxicologica reprezinta ansamblul de procedee analitice prin care
se determind prezenta unei substante toxice intr-o proba de analizat. Aceste analize
fac obiectul de studiu al unei ramuri a toxicologiei, foxicologia analiticd, care
cuprinde metodologia fizico-chimicd de izolare, identificare si determinare
cantitativda a substantelor toxice din aer, apa, sol, alimente, corpuri delicte si
produse biologice, in vederea prevenirii sau diagnosticarii intoxicatiilor.

1.1. CLASIFICAREA ANALIZELOR TOXICOLOGICE

Analizele toxicologice pot fi clasificate, in functie de tipul probelor analizate
si de scopul analizelor, in:

- analize de toxicologie sanitara (industriald si alimentard), care urmaresc
depistarea prezentei substantelor toxice in mediu si au scop profilactic

- analize de toxicologie clinica, care au drept scop diagnosticarea rapida a
intoxicatiilor si controlarea eficientei terapiei instituite

- analize de toxicologie medico-legala, care urmaresc confirmarea sau
infirmarea intoxicatiilor letale, pentru informarea justitiei.

1.1.1. Analizele de toxicologie sanitara

Probele analizate sunt probe de mediu: aer din mediul comunal sau
industrial, apa, sol, alimente, care sunt recoltate de toxicolog sau de alt personal
sanitar. Astfel de analize se efectueaza in cadrul laboratoarelor de toxicologie din
intreprinderi sau din Centrele de Medicind Preventivd. In afard de probele de
mediu, in aceste laboratoare se mai controleaza periodic si nivelele sanguine sau
eliminarea renald a toxicilor la persoanele expuse, precum si modificarea unor
markeri biochimici care pot permite depistarea intoxicatiilor in faza de debut.

Recoltarea probelor depinde de obiectivele studiului, care pot varia in functie
de tipul de zona studiatda. De exemplu:

a) zone de mediu inconjurdtor (regiuni salbatice, lacuri, rauri) - probele
recoltate pot furniza informatii cu privire la concentratia poluantilor, gradul de
contaminare.
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b) zonele urbane - probele recoltate pot furniza informatii cu privire la
tipurile de poluanti la care locuitorii pot fi expusi pe cale cutanata, inhalatorie sau
orald, intr-o perioada de timp.

c) zonele industriale - pot fi detectate situatiile de risc si sursele de poluare.

Principalele probe de mediu analizate sunt cele de aer, sol, apa si tesuturi.
Probele de aer

Majoritatea poluantilor din atmosfera provin din arderea combustibililor,
procesele industriale si deversarea reziduurilor solide. Alte surse pot fi: exploziile
nucleare, incendiile din paduri, vulcanii, emisia de gaze naturale, arderea culturilor,
utilizarea pesticidelor. Acesti poluanti se gasesc in atmosfera sub forma de gaze, de
vapori sau de aerosoli.

Probele de sol

Atunci cand poluantii din mediu se depun in zone terestre, comportarea lor
ulterioard este complicata de o serie de interactiuni cu componentii organici i
anorganici, fazele lichid-gaz prezente si componentele vii sau nu ale solului.
Dependent de structura chimica si fizica, poluantul poate ramane intr-un singur loc
pe perioade mai lungi sau mai scurte, poate fi absorbit in tesuturile plantelor sau se
poate deplasa in sol prin difuziune. Deplasarea poate fi afectata de dizolvarea sau
suspendarea in apa a poluantilor, sau de adsorbtia pe componentele anorganice sau
organice ale solului. Pentru aceste motive, prelevarea probelor de sol pentru
determinarea poluantilor poate fi simpla sau foarte complicata.

Pentru a obtine probe reprezentative, trebuie sid fie luate in considerare
caracteristicile fizice si chimice ale locului de unde se face recoltarea, posibilele
reactil ale poluantului cu componentele din sol, precum s1 gradul de variabilitate a
zonei. Pe baza acestor date, zona poate fi Tmpartitd in sectoare omogene si se
colecteaza numarul necesar de probe.

Existd mai multe dispozitive pentru recoltarea probelor de sol. Unele din ele
permit determinarea distributiei verticale a poluantului §i sunt constituite fie din
tuburi de otel, cu diametru intre 2,5 si 7,6 cm si lungimea de 60 pana la 100 cm
(actionate manual), sau din tuburi de forare cu diametru mare, de 1x200 cm
(actionate mecanic).

Probele de apa

Pentru a obtine probe reprezentative de apa, trebuie luati in considerare mai
multi factori. Cei mai importanti sunt natura poluantului si locul in care acesta a
patruns Tn mediul acvatic. Poluantii pot proveni din surse agricole, municipale sau
altele, cum ar fi scurgeri din epave sau deraieri de trenuri. Alti factori importanti
sunt: directia si viteza vantului, viteza de curgere a curentului sau a raului,
temperatura, stratificarea termica si a salinitatii, compozitia sedimentului.

Probele din apele de suprafatd sunt adesea colectate cu ajutorul unor
dispozitive automate, controlate de diferiti senzori. Metoda cea mai simpld consta
in scufundarea in apd a unui recipient, clatirea, umplerea si inchiderea acestuia.
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Pentru obtinerea probelor de apd de la adancimi mari se folosesc dispozitive
speciale.

Pentru a reduce numarul si volumul probelor, se pot utiliza colectoare care
sunt prevazute cu membrane cu pori mici (45um) pentru a retine poluantii care
contin metale, sau coloane cu rasini schimbatoare de ioni sau cu silicagel modificat
(Cig) pentru a retine poluantii organici; astfel, poluantii din volume de mai multi
litri de apa sunt retinuti pe coloane sau in mici containere.

Recent, a fost dezvoltatd o noud tehnica (ce se bazeazd pe folosirea unui
filtru ce contine o matrice de Teflon in care sunt incastrate lanturi de hidrocarburi
Cig) s1 care constd Tn concentrarea poluantilor prin trecerea apei prin membrana,
urmatd de reluarea lor cu solventi corespunzatori.

Dupa recoltarea probelor, acestea vor fi inghetate si trimise la laborator.
Daci nu se analizeazd imediat, vor fi congelate la temperaturi sub -20°C pentru a
preveni degradarea.

Probele de tesuturi

Atunci cand este suspectatd poluarea unor zone de mediu, se fac studii pe
plante si pe animale. Multe din aceste studii se desfasoara in timpul sezoanelor de
vanatoare si de pescuit si constau in determinarea numarului de animale ucise si
indepartarea organelor si a altor tesuturi pentru analizarea contaminantilor
suspectati. Recoltarea probelor se face la intamplare in zona cercetata; analiza poate
permite determinarea concentratiei, a gradului de contaminare pentru o anumita
specie si a zonelor contaminate.

Multi poluanti din mediu se concentreaza in oase, in anumite organe sau
tesuturi (ex. tesut adipos). Aceste organe sunt recoltate in vederea analizei, de la
animalele ucise recent. Materialul vegetal recoltat pentru analiza este fie impartit
in: radacini, tulpini, frunze, flori si /sau fructe, fie se analizeaza planta in Intregime.
Plantele recoltate dintr-un anumit loc pot fi amestecate si analizate impreuna ca o
proba unica.

1.1.2. Analizele de toxicologie clinica

Aceste analize se efectueaza in principal pe probe biologice (sange, urind),
dar si pe continut gastric sau produse suspecte. Probele sunt recoltate de personalul
sanitar din sectiile medicale de urgenta sau din clinicile de boli profesionale si sunt
analizate in laboratoarele de toxicologie, de catre un personal calificat.

Pentru ca rezultatele analizei sa fie utile, este indispensabil ca intre medic si
toxicologul analist sa existe o colaborare buna. Este ideal ca aceasta colaborare sa
inceapd inainte de recoltarea probelor, pentru a putea fi indeplinite cerintele legate
de tipul de probe necesare. Poate fi utila completarea unor formulare de solicitare a
unei analize toxicologice care sa Tnsoteasca probele la laborator.
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Transportul §i conservarea probelor

Probele trimise la analiza trebuie sa fie etichetate, indicandu-se numele
complet al pacientului, data si ora prelevarii, natura probei dacd aceasta nu este
evidentd. Acest lucru este foarte important mai ales atunci cand este vorba de o
intoxicare a mai multor pacienti, sau cand s-au recoltat mai multe probe de la
acelasi pacient. In laborator se vor nota data si ora receptiei fiecirei probe, care va
fi inregistrata, atribuindu-se un numar de identificare unic.

Recipientele care contin produse volatile (ex. solventi organici) se vor
ambala separat de probele biologice, pentru a evita riscul de contaminare reciproca.

Toate probele biologice se vor pastra, dacd este posibil, la 4°C pani in
momentul analizei. Dupi efectuarea analizei, probele ar trebui pastrate la 4°C inca
3-4 saptamani, In caz ca este necesara repetarea analizei.

Daca se prevad implicatii medico-legale (de ex. daca nu s-a stabilit modul de
administrare a substantei toxice, sau daca pacientul a decedat), toate probele se vor
pastra (de preferinta la —20°C) pana la incheierea anchetei.

Tipuri de probe analizate
Sdngele (sange total, plasma, ser)

Sangele este singurul tip de proba ce permite obtinerea unor rezultate
cantitative ce pot contribui la estimarea gravitatii intoxicatiei.

In general, concentratiile substantei toxice in plasmi si in ser nu diferd
semnificativ. Totusi, dacd o substantd nu este prezentd intr-o cantitate suficient de
mare in eritrocite, utilizarea de sange total hemolizat va conduce la o diluare
considerabild a probei. Alte substante, cum ar fi monoxidul de carbon, cianurile,
plumbul, staniul, se gasesc fixate in principal in eritrocite, ceea ce face necesara
realizarea determindrilor cantitative pe sange integral.

Deoarece coagularea sangelui si separarea serului pot determina pierderi
prin antrenare, este preferabil sa se retind serul pentru determindrile enzimatice. De
aceea, sangele total si plasma sunt probele cele mai reprezentative.

Ideal este ca laboratorul sa primeasca sange total, necoagulat si nehemolizat.
Pentru a Tmpiedica coagularea se pot folosi heparind sau fluorura de sodiu solida
(5mg/ml). Aceasta din urma actioneaza prin sechestrarea calciului, impiedicand
coagularea, iar in plus este un inhibitor enzimatic, ceea ce contribuie la reducerea
procesului de putrefactie. Ulterior, analistul va decide dacd va utiliza sange total
sau il va centrifuga pentru a separa plasma, care prezintd avantajul eliminarii
interferentei pigmentilor sangelui si care nu formeaza la fel de usor emulsii cu
solventii organici.

La internarea pacientilor se recomanda recoltarea a 10 ml sange heparinizat,
a 2 ml sange pe fluorura de sodiu si a 10 ml sdnge fara conservanti sau coagulanti.

Dacd se suspecteaza o intoxicatie cu etanol, se recolteaza 5 ml sange intr-un
flacon ce contine NaF (10mg/ml reprezinta cantitatea necesard pentru a inhiba
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complet degradarea microbiand). Flaconul trebuie sa fie perfect curat si uscat. Se
umple complet cu sange si se inchide cu un dop de pluta parafinat. Dezinfectarea
pielii se face cu solutie de sublimat, apa cu sapun sau apa simpla. Nu se folosesc
niciodatd alcool, tincturd de iod sau alti solventi cu fractiuni volatile. Dupa
extractie se efectueaza o dezinfectare corespunzatoare.

Esantionul de sange trebuie transvazat cu precautie: trecerea rapida a
sangelui prin acul de seringd poate provoca o hemoliza suficient de importanta
pentru a afecta dozarea fierului sau a potasiului din ser. Daca se banuieste o
intoxicatie cu monoxid de carbon (CO), spatiul liber din flacon trebuie redus la
minim.

Urina

Este o matrice biologicd cu care se lucreaza usor, interferentele fiind putine,
dar multe xenobiotice se excretd greu pe aceasta cale, analiza putand sau nu sa fie
reprezentativd. Nu necesita addugarea de conservanti.

Este o proba deosebit de utild pentru testele de identificare, deoarece este
adesea disponibila in cantitate mare, iar concentratiile sunt in general mai mari
decat in sange .

Prezenta metabolitilor poate fie sa faciliteze identificarea, daca se utilizeaza
tehnici cromatografice, fie sa o complice.

Nivelele urinare nu pot fi utilizate pentru a evalua gravitatea intoxicatiei.
Prezenta sau absenta substantei intr-o proba de urina indica doar faptul ca aceasta a
fost sau nu administrata sau ingerata.

In cazul adultilor se recolteazi in general o proba de 50 ml, intr-un recipient
steril care se inchide ermetic. Recoltarea se face cat mai repede posibil, de
preferintd Tnainte de instituirea unui tratament medicamentos. Totusi, unele
medicamente ca antidepresivele triciclice (amitriptilind, imipramind) produc
retentie urinard, astfel incat o proba recoltatd precoce poate sa contina o cantitate
minima de substantd toxica. Invers, cantitatea prezenta intr-o proba recoltatd dupa
cateva ore sau zile poate sa fie de asemenea foarte redusa, chiar daca starea clinica
a pacientului este grava, cum ar fi cazul intoxicatiilor acute cu paracetamol.

La pacientii in stare de inconstientd, recoltarea urinei se face de obicei cu
ajutorul unui cateter, existand riscul de contaminare cu lubrifianti sau anestezice
locale (lidocaind). Daca s-a Incercat provocarea vomei prin administrarea de sirop
de ipeca, urina poate contine emetina.

Continutul gastric

Prin continut gastric se inteleg vomismentele sau produsele de aspirare sau
de spalatura gastrica. Este important sa se recolteze produsul din prima spalatura,
deoarece urmatoarele pot fi prea diluate. Cantitatea minima necesara pentru mai
multe analize este de 20 ml. Nu se adauga conservanti.

Analiza nu prezintd prea multe inconveniente practice si poate fi rapida,
deoarece separarea xenobioticului este usoard. In functie de natura probei, pot fi
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necesare operatii suplimentare - ex. omogenizare urmata de filtrare §i /sau
centrifugare.

Dacd proba se obtine la putin timp dupd ingestie, pot fi prezente cantitdti
importante de substantd toxica, in timp ce metabolitii, care complica adesea
analiza, sunt in general absenti. Mirosul poate indica prezenta unor compusi, si
uneori pot fi identificate comprimatele sau capsulele prin simpld observare. Daca
pentru provocarea vomei s-a administrat sirop de ipeca, in continutul gastric se
poate regasi emetina.

Analiza completeaza rezultatele obtinute pe probele de urind sau de sange,
dar nu permite aprecierea gravitatii intoxicatiei, deoarece cuantificd substanta
toxica ce nu a fost absorbita.

Spalatura gastrica poate in unele cazuri sa favorizeze absorbtia, de exemplu
in cazul salicilatilor, care trebuie determinati sistematic in aceastd proba printr-o
reactie de culoare.

Produsele suspecte

Este important sd se pastreze toate flacoanele, recipientele sau materialele
suspecte care sunt gasite la pacient sau in apropierea lui, deoarece acestea pot avea
legatura cu intoxicatia si sunt analizate daca este necesar.

Comprimatele sau alte preparate farmaceutice pot fi identificate cu ajutorul
unor baze de date informatizate pe baza culorii, formei, marimii, greutatii, etc. Desi
acest lucru nu intrd 1n sarcina principald a laboratorului de toxicologie, in unele
cazuri poate contribui la identificarea rapida sau la confirmarea cauzei unei
intoxicatii.

Detectarea rapida a substantelor responsabile de producerea unei intoxicatii
poate fi salvatoare si reprezintd primul scop al unei analize de toxicologie clinica.
Aceastd operatie mai poartd denumirea de ,,screening toxicologic” si se poate servi
de diferite metode de analiza, in functie de dotarea laboratorului de toxicologie. In
tabelul 1.1. sunt prezentate probele biologice analizate pentru identificarea
diferitelor substante, precum i metodele aplicate in acest sens.

Probele analizate pot fi aruncate la finalul investigatiei. Rezultatele analizei
trebuie comunicate telefonic serviciului de urgenta, cat mai rapid. Raportul scris
poate fi trimis ulterior, intr-o forma relativ concisd, contindnd materialele primite
spre analizd, metodele utilizate si rezultatele. Interpretarea rezultatelor poate fi utila
pentru clinician, care nu are timp suficient pentru a cauta intr-o bibliografie
adecvata.
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Tabel nr.1.1. Recoltarea probelor pentru screeningul toxicologic

Nr | Proba Volum | Analiza Metode aplicate
1. | Sange 2 ml Alcooli GC
integral
(anticoagu-
lant,
conservant)
2. | Ser 5-10 ml | Screening Extractie
medicamente: Screening GC-MS
Digoxin, Litiu Met. imunochimice
(Digoxin)
Flamfotometrie
(Li")
3. | Sange total |2 ml COHb Spectrofotometrie
(heparinizat)
4. | Urina 20-50 ml | Screening Teste de culoare
medicamente (salicilati)
Met. imunochimice
(drogurt)
Extr. + GC/MS
(confirmare)
5. | Lichid 20-50 ml | Screening Teste culoare
gastric medicamente (salicilati)
Examinare vizuala
(prezenta unor
comprimate, capsule)
Extractie + GC/MS

7

1.1.3. Analizele de toxicologie medico-legala

Toxicologia medico-legala se referd la orice aplicatie a stiintei care studiaza
substantele toxice, contribuind la elucidarea problemelor care apar in timpul
procedurilor judiciare. Analizele de toxicologie medico-legald reprezintd un
instrument in investigatia unui accident sau a unei crime si trebuie s verifice daca
o substanta toxica este responsabila de un eveniment sau l-ar fi putut influenta. Alte
scopuri urmadresc clarificarea faptului cd o substantd a putut fi administrata
deliberat sau accidental, sau elucidarea derularii in timp a evenimentelor.
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Analizele de toxicologie medico-legald se efectueazd pe probe reprezentate
de corpuri delicte (apa, resturi alimentare, obiecte suspecte) sau pe produse
biologice (sange, urind, continut stomacal, organe). Recoltarea acestor probe se
face de persoane autorizate (medic legist sau procuraturd), pastrandu-se in acelasi
timp si duplicate, sau contraprobe, pentru situatia in care rezultatul analizei este
contestat si se solicitd o contraexpertiza. Probele sunt etichetate corespunzator si
sunt insotite de un raport de necropsie, care contine informatii in legaturd cu
imprejurarile in care s-a produs intoxicatia §i descrierea morfopatologica
macroscopica a cazului respectiv. Dupa efectuarea analizei, probele ramase
neutilizate se vor pastra o perioadad relativ lunga de timp, care este precizata de
autoritatile legale din fiecare tard. Lichidele biologice si tesuturile se pastreaza
congelate.

Deoarece toxicologia medico-legala analizeaza in principal cazurile de
moarte subitd sau neasteptatd, numarul substantelor toxice cautate este foarte mare.
De obicei, analistul nu incepe examinarea probelor inainte de incheierea studiilor
preliminare, inclusiv a necropsiei si a examinarii microscopice a tuturor tesuturilor.
Astfel, el poate incepe analiza cu o ipotezd de lucru. Informatiile care ar trebui
furnizate 1n toate cazurile in care exista suspiciunea de intoxicatie sau de dopaj sunt
urmatoarele:

Date generale

Numele victimei Sexul
Varsta Greutatea sau inaltimea
Nationalitatea Daca a calatorit recent in straindtate?

Ocupatia (cu detalii cu privire la produsele care se fabrica sau se folosesc la locul
de munca)

Istoricul medical

- Daca victima suferd de hepatitd virala sau alte boli infectioase?

- Daca victima a suferit recent de o boald sau de o maladie cronica? Care sunt
medicamentele care i-au fost prescrise?

- Daca victima este un alcoolic, un dependent de droguri sau un fumator?

- Ce substante toxice sunt suspectate? (Cutiile de medicamente sau seringile
gasite la fata locului trebuie de asemenea analizate.)

- Denumirea medicamentelor sau a substantelor toxice la care victima a avut
acces.



Analize toxicologice: Clasificare, etape o 9

Timpi
Data si momentul in care victima a fost vdzuta pentru ultima oara in stare de
sanatate.
Data si momentul imbolnavirii sau a decesului si locul unde victima a fost
gasita (ex. la locul de munca, in pat, afard).
Daca acesti timpi nu sunt cunoscuti, unde a fost gasitd victima?
Timpul ultimei mese si detalii despre aceasta.

Tratamente
S-au acordat ingrijiri medicale dupd momentul suspectdrii unei intoxicatii
sau a dopajului?
Momentul spitalizarii; data si momentul externarii.
Detalii despre tratamentele efectuate (volumul lichidului de spaldtura
stomacald, momentul recoltarii probelor de sdnge sau urind).
Analize efectuate in timpul spitalizdrii: realizate /neefectuate /care nu au fost
disponibile.
Se noteaza dintre urmatoarele simptome cele care au fost observate: diaree,
vomad, sete, orbire, constipatie, cianoza, icter, pierdere in greutate, frisoane,
convulsii, miozad, midriaza, delir, coma, transpiratii, insuficienta renala.
Data autopsiei si cauza posibild a decesului.
Orice alte informatii care pot fi utile laboratorului, de exemplu daca victima
era Tnsarcinatd, detalii despre suspect (ocupatia si produsele utilizate la locul
de muncd, comentarii ale victimei, suspectului sau martorilor).

Probe recoltate
Daca victima este in viatd: voma, aspirat gastric sau lichid de spalatura
stomacald, sange sau urina.
Dacd victima a decedat: continut stomacal, sange, urina, probe de organe.

Deoarece recoltarea altor probe necesitd de obicei exhumarea, este foarte

important ca acestea sa fie recoltate si pastrate corespunzator. De exemplu, sangele
trebuie sa fie recoltat prin punctie cardiaca, niciodatd din cavitatea corpului, urina
din vezica urinara; bila este colectatd intactd, ca parte a vezicii biliare ligaturate.
Trebuie sd se recolteze cantitati suficiente, iar substantele cautate in diferite probe

pot fi:

in sange: monoxid de carbon, etanol si alti alcooli, barbiturice, tranchilizante,
alte medicamente

urina: este utild atat pentru analiza substantelor toxice cét si a metabolitilor -
se extrage Intreg continutul vezicii urinare

ficatul contine frecvent cantitati mari de substante toxice i / sau metaboliti,
iar rinichiul este organul cel mai important pentru analiza medico-legala.
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Atunci cand nu existd nici o suspiciune cu privire la natura toxicului, se
procedeaza la o analiza toxicologica generald si se impune trimiterea spre analiza a
urmatoarelor probe biologice:

1. un flacon cu stomacul si continutul sdu;

2. un flacon uscat cu sdnge, in cantitate de 100 ml;

3. un flacon cu urina (cantitatea maxima ce poate fi extrasa);

4. un flacon cu 100 g ficat si vezica biliara. Este organul cel mai interesant
pentru investigarea substantelor toxice organice si metalice.

5. un flacon cu ~ 100 g creier - in special in cazul intoxicatiilor cu solventi
organici, anestezice, pesticide organice si produse de curdtire la rece;

6. un flacon cu ~/00 g rinichi. Cantitatea trebuie sd fie mai mare daca se
suspecteaza o intoxicatie cu metale.

7.un recipient cu /100 g plamdan.

Observatii:

1. Atunci cand se suspecteaza intoxicatii cu arsen, plumb, beriliu, taliu,
strontiu, uraniu, fluor, se vor trimite spre analiza si probe de unghii, par, oase.

2. Cand se urmadreste investigarea toxicilor gazosi sau volatili este important
sd se evite ca flacoanele sd contind aer; ele trebuie inchise ermetic si pastrate
majoritatea timpului in frigider.

3. Nu se adaugd agenti conservanti (pot contamina sau pot interfera in
analizd), dar se mentin la temperatura scdzuta, fara a se congela. Conservantii sunt
admisi In:

- sange, pentru determinarea alcoolemiei (NaF)

- tesuturi, pentru determinari histologice (formol 10%).

4. Toate flacoanele se eticheteazd, precizandu-se continutul si provenienta.
Toate transferurile se marcheaza pe probe (ora si data) si se semneazd de ambele
parti. Trebuie verificata securitatea probelor.

Atunci cand se banuieste sau se cunoaste prezenta unei anumite substante
toxice, probele cele mai adecvate pentru analiza sunt cele prezentate in tabelul 1.2.

In cazul in care este necesara recoltarea de probe de la cadavre exhumate, se
tine cont de urmatoarele:

- Daca inhumarea a fost recenta si se recunosc viscerele, acestea se recolteaza
ca la o autopsie. Dacd nu, se recolteazd resturile vizibile sau magma
existentd in zone distincte.

- Probele sunt insotite de captuseala sicriului si de padmant de sub sicriu, mai
ales atunci cand inhumarea s-a facut direct in sol.

- Toate probele se introduc in flacoane de sticla, iar cele cu pamant trebuie sa
contind 100 g pamant de deasupra sicriului §1 100 g pdmant de sub sicriu.
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Tabelul nr. 1.2. Probele biologice ce se recomanda a fi recoltate pentru analiza
diferitelor clase de substante toxice

Clasade | Sange | Urina | Continut | Creier | Ficat | Ri- | Bild | Oase Subst.
substante stomacal nichi Unghii | suspecta
toxice Par

Droguri X X X X X X X

Alcool
etilic

Solventi
organici

Medica-
mente

Pesticide

ol B
ol Ll I B
ol i B
olle
lle
=
=
ol B

Metale

R X X XX

CO si
Gaze

i
>~
>~

Ciuperci

Probele de par

Primul caz de determinare a unei substante toxice in parul capilar a fost
mentionat in 1857, cand arsenul a fost pus in evidentd in parul unui cadavru
exhumat dupa 11 ani. O sutd de ani mai tarziu, in 1954, a fost detectatd pentru
prima dati o substanta organici in perii din blana de cobai. In 1979, Baumgartner si
colaboratorii au publicat o metoda radioimunologica de detectare a opiaceelor in
parul drogatilor, introducand ideea de depistare si monitorizare a consumului de
droguri. Din acest moment, interesul pentru utilizarea in scop medico-legal a
acestel matrici biologice a fost in continud crestere, iar mai recent se preconizeaza
si folosirea sa In scopul monitorizarii terapeutice a unor medicamente. Acest lucru
a devenit posibil ca urmare a evolutiei procedeelor de extractie si a cresterii
performantelor analitice, mai ales sub aspectul Tmbunatatirii selectivitatii si al
scaderii limitelor de cuantificare. Analiza probelor de par este tot mai mult utilizata
si pentru detectarea expunerii in utero la droguri, a expunerii pasive a copiilor in
locuintele in care parintii consuma activ droguri, precum si in cazurile criminale, la
locurile de munca, in cazurile de custodie si in clinicile de dezintoxicare. De
asemenea, aceastd proba a fost folositd in unele actiuni juridice care au implicat
consumul de anabolizanti in timpul Turului ciclistic al Frantei din 1998.

Substantele toxice pot ajunge in par pe trei cai:

- calea endogend — prin captarea in firul de par a substantelor prezente in
circulatia sistemica in timpul procesului de histogeneza;
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calea endo-exogend — prin transferul in parul cheratinizat a substantelor
absorbite si apoi eliminate prin transpiratie, sebum sau excretie transdermica;
calea exogena — absorbtie prin parul cheratinizat a substantelor din mediul
extern.

Factorii care favorizeaza incorporarea substantelor toxice in par sunt:

Lipofilia compusului: cu cat este mai mare, incorporarea este mai mare.
Acest fapt se explica prin aceea ca transferul moleculelor se realizeaza in
principal prin difuzie pasiva.

Afinitatea melaninei pentru substanta toxicd: Tncorporarea este mai buna in
parul pigmentat;

Bazicitatea compusului: compusii cu caracter bazic sunt mai bine incorporati
decat cei cu caracter acid; totusi, datoritd concentratiilor in sange mai mari
ale substantelor acide, aceastda ratd de incorporare mai redusd este
compensata.

Avantajele folosirii probelor de par in analizele toxicologice sunt urmatoarele:

Analiza furnizeaza informatii asupra utilizarii pe termen lung a substantei,
spre deosebire de alte probe biologice, cum ar fi urina, in cazul carora
fereastra de detectie este mai redusa (Tabel 1.3.). Acest lucru este posibil
deoarece cresterea parului capilar este relativ constanta, fiind in jur de 1 cm /
luna si permitand acumularea substantelor si a metabolitilor lor, iar perioada
de crestere este lunga, pana la 4-6 ani. Pot fi obtinute si informatii cu privire
la modul de utilizare a unor droguri sau la severitatea abuzului.

Testul nu poate fi influentat de o abstinentd temporard sau prin falsificarea
probei.

Parul poate fi recoltat sub supraveghere stricta, fara ca individul sa se jeneze.
Se poate recolta o a doua proba, care poate fi comparata cu prima pe baza
aspectului, prin examinare microscopica sau procedee de identificare a
ADN-ului.

Specimenele de par sunt stabile chiar si in conditii de mediu nefavorabile si
pot fi pastrate timp nedefinit, fara a necesita congelare.

Recoltarea probelor de par se face prin tdiere cat mai aproape de scalp, din regiunea
vertexului posterior. Cantitatea optima este de 200 mg, iar dacad se doreste o analiza
secventiala, firele se taie in segmente de 1-1,5 cm, care reprezintd cresterea
aproximativa dintr-o luna. Probele se pastreaza la temperatura camerei, in plicuri de
hartie sau plastic sau 1n flacoane de sticla.

Raportul laboratorului de toxicologie medico-legala trebuie sa contind mult

mai multe informatii decat in cazul analizelor de toxicologie clinica. Astfel, vor fi
descrise probele primite spre analiza, iar toate metodele si etapele analitice, precum
si rezultatele obtinute, vor fi mentionate. Nu toate informatiile chimice pot fi
intelese de catre juristi. De aceea, raportul trebuie sa cuprindd un rezumat in limbaj



Analize toxicologice: Clasificare, etape o 13

uzual, care sa poatd fi inteles de avocati. Totusi, partea analitica a raportului este
importantd, deoarece partea acuzatd poate incerca, ajutatd de un consultant
stiintific, sa obiecteze la concluziile toxicologului; acesta trebuie sa isi poata
sustine rezultatele pe baza unei documentatii analitice complete, care nu trebuie
neaparat inclusa in raport, dar care trebuie pastratd in dosar. Toate experimentele
efectuate trebuie consemnate in ordine cronologica in registrul laboratorului.

Tipuri de analize toxicologice

Strategia utilizata in analizele toxicologice depinde de tipul de intoxicatie.
Astfel, existd doud grupe principale de intoxicatii, in functie de informatiile
existente cu privire la natura agentului toxic:

1. Intoxicatii de origine cunoscuta

Exemple de astfel de intoxicatii sunt:

- inhalarea de CO sau HCN in timpul unui incendiu

- absorbtia unor produse industriale in timpul unui accident

- supradozarea unui medicament in cursul unui tratament
In aceste cazuri se pot utiliza metode de analizi cantitativa directd, ce nu necesiti
izolare si purificare, mai ales dacd matricile biologice nu sunt complexe. Astfel de
metode sunt: testele de culoare, metodele imunochimice, fotometria (CO),
flamfotometria (Li"). In marea majoritate a cazurilor sunt insd necesare izolarea din
mediu, purificarea probei si uneori concentrarea substantei toxice. Daca se cunoaste
natura toxicului, se pot alege procedeele de izolare sau purificare cele mai adecvate
naturii chimice a compusului, in scopul obtinerii unor randamente de extractie cat
mai bune. Acest lucru face posibila si utilizarea unor cantitdti minime de proba.

2. Intoxicatii de origine necunoscutd

In aceasta categorie se incadreazi in special intoxicatiile medicamentoase,
dintre care multe sunt tentative de sinucidere, iar uneori si intoxicatiile accidentale,
daca pacientul este comatos sau se afla in imposibilitatea de a se exprima.

In acest caz se efectueazi o analizd toxicologicd generald. Pentru acest grup
de intoxicatii, este recomandabil ca analiza sa se realizeze in laboratoare de
toxicologie corespunzator echipate, unde este posibila investigarea sistematica a
compusilor necunoscuti cu ajutorul unor metode ce includ etape de izolare,
purificare si concentrare, urmate de aplicarea unor tehnici de analizd cantitativa
CSS, HPLC, GC-MS.
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Tabelul nr.1.3. Fereastra de detectie pentru diferite matrici alternative sau
clasice

Matrice Fereastra de Utilizare Observatii
detectie
Par >3 zile — luni/ani Concentratia Usor de pastrat la

compusului parinte  temperatura camerei
dupa consum cronic
Saliva l1h—-24h Concentratia Dispozitive speciale
compusului parinte  de colectare
Sudoare 3h-2zile/l sapt Doar detectia
compusului parinte
Plasma/Ser 3 h -2 zile Concentratia Pastrare la
compusului parinte  rece/congelat
permite evaluarea
toxicitdtii pe termen

scurt

Urina 6 h -3 zile Doar detectia Pastrare la
metabolitilor rece/congelat
compusului

Orientarea analizei toxicologice

In situatia in care intoxicatia este de origine necunoscuti, utilizarea unor date
orientative permite nu numai reducerea campului de studiu si folosirea tehnicilor
celor mai potrivite, ci si evitarea testelor de confirmare in cazul in care toxicul
identificat corespunde informatiilor primite.

Orientarea analizei toxicologice se poate face pe baza a doua grupe de date:

1) informatii generale
2) informatii clinice

1) Informatiile generale cuprind datele de anamneza care ar putea avea legatura cu
intoxicatia, cum ar fi:

- profesia pacientului si dacd manipuleaza substante chimice;

- tratamentul medicamentos anterior;

- prezenta la locul de producere a intoxicatiei a unor produse chimice,
medicamente sau ambalaje (este util ca aceste substante sa fie trimise la laborator
pentru a servi ca martor sau pentru a determina dacd compozitia lor corespunde cu
cea teoreticd);

- informatii de la familie, vecini sau insotitori.
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2) Informatiile clinice sunt obtinute de la medicul care ingrijeste bolnavul sau de la
cel care efectueaza necropsia. Acestea cuprind:

- informatii cu privire la starea de constientd (urgenta analizei), tulburarile
neurologice, cardiace sau respiratorii;

- indici patologici: acidozd metabolica, hiperglicemie, care pot contribui la
rezolvarea problemei. Patologiile existente, cum ar fi o afectiune renald sau
hepatica, precum si alte situatii paratoxice (cdldura sau frigul), pot influenta
toxicitatea medicamentelor si trebuie luate in considerare.

De asemenea, trebuie specificat orice tratament efectuat Tnaintea recoltarii probei:
spalaturd gastricd, administrarea unui antidot sau a unui medicament, deoarece
acestea ar putea influenta toxicocinetica sau toxicodinamica substantei, si deci
rezultatul analizei.

Examenul fizic al probelor biologice, in principal urina si continut gastric,
dar si al produselor suspecte, poate contribui la orientarea analizei toxicologice.
Astfel, anumite medicamente sau metabolitii lor pot da o coloratie caracteristica
urinei, daca sunt prezente in cantitdti suficient de mari, asa cum se poate observa in
tabelul 1.4. Desferalul sau albastrul de metilen, administrate ca antidoturi, pot
determina colorarea urinei in rosu, respectiv in albastru.

Tabel nr. 1.4. Coloratii caracteristice ale urinei, determinate de diferite substante
toxice

Coloratie Cauze posibile

maro sau negru (se intensifica in | Nitrobenzen, fenoli

timp)

galben sau portocaliu Fluoresceina, fenolftaleina,
nitrofurantoin

rosu sau maro Fenotiazine, fenitoin, fenolftaleina,
chinind, warfarina (hematurie)

albastru sau verde Amitriptilind, indometacin, fenoli

Substantele toxice cu miros puternic, cum ar fi camforul sau salicilatul de
metil, pot fi uneori recunoscute in urind deoarece se elimind partial sub forma
nemodificata. O urind tulbure poate fi consecinta unei patologii asociate (sange,
microorganisme, celule epiteliale) sau prezentei carbonatilor, fosfatilor sau uratilor
sub forma microcristalind sau amorfa. Aceste forme nu trebuie ignorate, chiar daca
nu sunt intotdeauna corelate cu o intoxicatie. Tratamentul cronic cu sulfamide
poate conduce la formarea de cristale de culoare galbend sau brun-verde intr-o
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urind neutra sau alcalind. O supradozare a fenitoinei sau a primidonei poate
conduce la aparitia de cristale in urind, in timp ce la pH neutru, dupa ingestia de
etilenglicol, apar in urina cristale incolore caracteristice de oxalat de calciu.

In continutul gastric si in produsele suspecte, unele substante pot fi
recunoscute dupd mirosul lor puternic. Astfel de toxici sunt prezentati in tabelul
1.5. Alte substante mirositoare sunt cloroformul, salicilatul de metil, paraaldehida,
fenelzinul.

De asemenea, un pH foarte scazut sau foarte ridicat se poate datora ingerarii
unui acid sau a unei baze, in timp ce o coloratie verde /albastrd poate indica
prezenta unor saruri de fier sau cupru.

Tabelul nr. 1.5. Mirosuri specifice ale unor substante toxice

Miros Cauze posibile
Migdale amare Cianuri
Fructe Alcooli (inclusiv etanol), esteri
Usturoi Arsen, fosfor
Pere Cloral
Benzina Distilate de petrol (utilizate si ca diluanti pentru
pesticide)
Fenol Dezinfectante, fenoli
Tutun Nicotind
Crema de pantofi Nitrobenzen
Dulceag Cloroform sau alte hidrocarburi halogenate

1.2. ETAPELE UNEI ANALIZE TOXICOLOGICE GENERALE
Acestea sunt:

1. Izolarea substantei toxice din proba de analizat
Este etapa esentiald a unei analize toxicologice, care poate influenta decisiv
rezultatul acesteia. Metodologia utilizata depinde de natura probei de analizat, dar
si de natura substantei toxice, respectiv de proprietatile fizico-chimice ale acesteia.
Ea este deosebit de importantd in cazul probelor biologice, a caror analiza
este dificila pentru mai multe motive, printre care se pot enumera:
- continutul ridicat de proteine
- concentratiile mici
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prezenta mai multor compusi interferenti, fie endogeni, fie exogeni, care
adesea se gasesc in concentratii mai mari decat ale analitului

necesitatea obtinerii unor probe lichide pentru prelucrarea ulterioara

riscul de infectie.

Datorita importantei deosebite a acestei etape a analizei, ea va fi discutata

intr-un capitol special.

2.

Purificarea extractului
Aceasta etapd este indispensabild in cazul analizei probelor biologice si

presupune izolarea substantei toxice de alti compusi care pot interfera, putandu-se
realiza concomitent cu etapa de izolare sau ulterior. Principalii interferenti sunt
compusi normali din organism, cei mai importanti fiind proteinele, dar si lipidele
sau lecitinele.

Eliminarea proteinelor se poate face prin precipitare cu diferiti reactivi sau

denaturare cu ajutorul enzimelor proteolitice. Prin denaturare, proteinele isi pierd
capacitatea de a lega substantele toxice, eliberandu-le in filtrat. Deproteinizarea se
poate realiza prin mai multe procedee:

3.

Procedee fizice: denaturarea prin incalzire, ultrafiltrarea, dializa;

Procedee imunologice: precipitarea selectiva a proteinelor se poate efectua
cu ajutorul anticorpilor precipitanti, formandu-se complecsi antigen-anticorpi
insolubili;

Deshidratare: cu ajutorul solventilor organici (metanol, etanol, acetona,
acetonitril) sau a sarurilor minerale (sulfat de sodiu, sulfat de amoniu);
Precipitare sub forma de saruri insolubile:

0 In mediu neutru — cu sulfat de zinc si hidroxid de sodiu sau de bariu —
are dezavantajul de a conduce la adsorbtia pe precipitatul de hidroxid
metalic a substantelor neproteice prezente in mediu;

0 In mediu acid — cu acizi: tricloracetic, percloric, tungstic, picric —
dezavantajul principal constd in posibilitatea degradarii substantei
toxice la pH-ul scazut.

In tabelul 1.6. sunt prezentate principalele avantaje si dezavantaje ale acestor
procedee.
Denaturarea cu ajutorul enzimelor proteolitice: tripsind, subtilizind, papaina
— are avantajul de a evita degradarea substantei toxice si este folositd mai
ales pentru probele de organe, caz in care faza de purificare preceda faza de
extractie.

Fractionarea extractului
In cazul unei expuneri concomitente la mai multi compusi, poate fi necesara

fractionarea extractului pe grupe de substante: acide, bazice sau neutre. Deoarece
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aceasta etapa se realizeaza concomitent cu extractia sau imediat dupa aceasta, ea va

fi discutata in capitolul destinat metodelor de extractie.

4. Detectia substantelor toxice

Consta in depistarea rapidd a compusilor in probele analizate si se realizeaza
in general prin teste fizice sau chimice. Este mai importantd in cazul analizei
substantelor toxice din aer, cand inainte de izolare este necesara cunoasterea naturii
substantelor din mediu pentru a putea alege conditiile adecvate. In cazul probelor
biologice, ea se face in principal prin teste de culoare sau eventual prin metode

imunochimice.

Tabel nr. 1.6. Eficienta diferitelor metode de deproteinizare

Metoda

Eficienta

Incilzire 5-15 min. la 90°C
Saturare cu sulfat de amoniu
ZnSO,-hidroxid de sodiu

Acid metafosforic

Acid percloric

Acid tricloracetic

Etanol

Acetonitril

Clorura de aluminiu

Nu foarte eficienta, poate descompune
analitul.

Eficienta moderatd; concentratii crescute de
sare 1n supernatant, pH final in jur de 7.
Eficienta excelenta, precipitat fin, pH final in
jur de 7, potrivita la temperaturi scazute.
Eficienta excelenta, reactivul trebuie
mentinut la rece, aciditatea (pH < 3) poate
descompune analitul.

Eficienta excelenta; reactivul trebuie pastrat
la rece datorita pericolului de explozie. pH-ul
final (< 3) poate descompune analitul.
Majoritatea compusilor cu caracter bazic pot
fi extrasi fara probleme.

Eficienta bunad; reactivii trebuie pastrati la
rece si pot fi dificil de indepartat.

Pentru denaturarea completa sunt necesare
doua volume de etanol pentru un volum de
proba; este potrivit pentru substantele
instabile la pH scazut.

Pentru denaturare completa sunt necesare 1,5
volume pentru un volum de proba.
Precipitatul este putin dens, ceea ce reduce
coprecipitarea analitului.

Mai bun decét sulfatul de amoniu sau acidul
tungstic pentru compusii bazici.
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5. Identificarea substantelor toxice

Identificarea substantelor toxice in extractele purificate, sau uneori chiar in
probele ca atare, se poate face prin metode chimice (reactii de culoare sau de
precipitare), metode fizico-chimice (cromatografice, spectrofotometrice,
spectrometrice) sau metode imunochimice.

Metodele chimice, in special teste de culoare, tin mai mult de domeniul
trecutului, dar pot fi incd intalnite in laboratoarele cu o dotare mai putin sofisticatd
si la analiza unor corpuri delicte sau a unor probe biologice mai putin complexe,
cum ar fi urina sau continutul gastric. Astfel, salicilatii pot fi identificati cu
reactivul Trinder, fenotiazinele cu reactiv FNP, imipramina prin reactia Forrest, iar
compusii triclorurati prin reactia Fujiwara. Deoarece multe din aceste metode au
atat specificitate cat si sensibilitate redusa, ele nu sunt foarte fiabile si pot fi
pozitive doar in prezenta unor cantitdti relativ mari de substanta toxica.

Metodele cromatografice si in special cromatografia in strat subtire, au fost
si Tnca mai sunt mult utilizate in scopul identificarii substantelor toxice, mai ales
datorita faptului ca permit in acelasi timp i o separare a toxicului de eventualii
interferenti extragi concomitent din probe, in special cele biologice.

In Tabelul 1.7. sunt prezentate principalele conditii cromatografice pentru
identificarea prin CSS a multor din substantele toxice frecvent intalnite. Un progres
al aplicarii tehnicii CSS 1n toxicologia analiticd il reprezintda kitul TOXI-LAB,
care este o trusd de cromatografie comercializata in format standard si usor de
utilizat in screening-ul toxicologic deoarece reduce variabilele din metoda clasica a
cromatografiei in strat subtire.

Probe utilizate sunt: urina, care este preferata, dar dupa modificari adecvate
se pot folosi si serul, continutul gastric sau probe nebiologice.

Kitul a fost conceput sa detecteze concentratiile toxice ale medicamentelor
sau drogurilor frecvent intilnite, iar uneori detecteaza, pentru anumite substante, si
concentratiile terapeutice.

Existd doua scheme analitice:

- sistemul A cu procedeele de — extractie, cromatografie, colorare - pentru

detectarea substantelor bazice si neutre

- sistemul B — pentru substantele acide si neutre.
Fabricantul furnizeaza placile cromatografice (TOXI-GRAM), materialele de
extractie (lichid-lichid sau extractie pe faze solide) si reactivii de colorare. Dupa
developarea placii cu o fazd mobild specifica, spoturile sunt vizualizate prin
introducerea placii in reactiv si nu prin pulverizare. Pentru facilitarea identificarii
este furnizata si o bibliotecd CSS in format Rolodex ce contine Rf-ul si coloratiile
medicamentelor si metabolitilor. Faza stationara este fabricatd din hartie din
microfibrd de sticla impregnatd cu silicagel, pe care se pot aplica 6 probe sau
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standarde. Pentru a vizualiza frontul solventului, in timpul developarii este folosit
un marker colorant.

Limitele de detectie sunt in general de 1 pg / ml pentru o proba de urina de
4,5 — 5 ml. Kitul este adecvat pentru determinarea antidepresivelor triciclice
(amitriptilind, imipramind, doxepin), a antidepresivelor tetraciclice (maprotilin), a
antithistaminicelor (difenhidramind, clorfeniramin), a aminelor simpatomimetice, a
analgezicelor neopiacee si a opioidelor sintetice (paracetamol, pentazocin).
Determinarea benzoilecgoninei, opiaceelor, benzodiazepinelor, fenciclidinei este
problematica, in timp ce salicilatii si ibuprofenul nu se pot detecta.

Avantajele acestei truse sunt urmatoarele:

- toate materialele si reactivii sunt asigurate de producator intr-un singur set

- standardele sunt pre-aplicate pe placa TOXI-GRAM

- se asigura un material documentar detaliat

- se asigura o bund documentare asupra substantelor si metabolitilor lor sub
aspectul Rf-ului si a culorii spoturilor

- sistemul are o specificitate crescutd, asemadndtoare cu cea a gaz
cromatografiei

Limitele sistemului constau in:

- limitele de detectie insuficient de joase pentru anumite medicamente

- imposibilitatea depistarii substantelor polare sau a metabolitilor in timpul
screening-ului initial

- mascarea unor substante de catre altele prezente concomitent in proba (ex.
fenotiazinele pot fi mascate de opiacee).

Rezultatele determindrilor trebuie confirmate pentru a avea certitudinea
identificarii, dar sistemul este deosebit de util in toxicologia clinicd, atunci cand
viata intoxicatului depinde de rapiditatea cu care se depisteaza toxicul incriminat.

Performantele tehnicilor cromatografice pot fi crescute prin cuplarea acestora
cu procedee de detectie bazate pe metode spectrofotometrice sau spectrometrice.
Astfel, cromatografia in strat subtire poate fi cuplata cu detectia UV prin folosirea
unui densitometru, care permite Iinregistrarea in situ a spectrelor UV ale
substantelor separate. Compararea acestor spectre cu cele din bazele de date
conferd un plus de certitudine identificarii toxicului, realizata anterior pe baza Rf-
ului, prin metoda standardului extern.

Cuplarea gaz-cromatografiei cu detectia prin spectrometrie de masa a permis
dezvoltarea unei tehnici de identificare si dozare extrem de performante, care a
reprezentat o adevdratd revolutie in toxicologia analiticd, mai ales o datd cu
standardizarea tehnicii de ionizare §i constituirea unor biblioteci de spectre.
Progresele in domeniul informaticii fac posibild identificarea rapida si sigura a
compusilor necunoscuti prin compararea cu spectrele existente in bibliotecile de
spectre.
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Cromatografia de lichide de inaltd performanta (HPLC) poate fi cuplatd cu
detectori UV cu sir de diode (DAD), sau chiar cu un detector spectrometru de
masa. Detectorul cu sir de diode determina spectrul UV al fiecaruia din compusii
separati, acesta fiind apoi comparat cu ajutorul unui soft special cu spectrele din
biblioteca de spectre. Tehnica lichid cromatografie-spectrometrie de masa (LC-MS)
s-a dezvoltat foarte mult in ultima perioadad, avand numeroase aplicatii atit in
toxicologia medico-legala cat si in cea clinicad. Ea combina puterea de separare a
HPLC cu sensibilitatea si specificitatea spectrometriei de masa, iar fatd de GC-MS
are avantajul de a putea fi aplicata si la analiza moleculelor polare, termolabile sau
cu masd moleculard mare si de a necesita mai putin timp pentru pregatirea probelor,
eliminandu-se faza de derivatizare.

Electroforeza capilara reprezinta o tehnica cromatografica relativ noua, care
s-a dezvoltat foarte mult n ultimii ani, avind numeroase aplicatii si In toxicologia
analitica. Avantajele acestei metode sunt:

- diversitatea compusilor ce pot fi analizati, de la ioni anorganici,
medicamente §i droguri, pesticide, molecule aromatice mici, pand la aducti ai
ADN-ului;

- existenta mai multor moduri de separare, cu selectivitati diferite (Ex.
electroforeza capilard zonala, electroforeza electrocinetici micelara,
electrocromatografia capilara, electroforeza capilard in gel, izotacoforeza
capilard) ;

- volumele mici de proba necesare pentru analizd, de obicei de ordinul
nanolitrilor (dezavantaj: limitarea limitelor de detectie),

- necesarul minim de solventi si costul scazut al acestora (sunt solutii tampon),
precum si al altor consumabile (capilarele);

- posibilitatea de cuplare cu diferiti detectori;

- robustetea si simplitatea aparaturii de baza.

Aparatele de electroforeza capilard sunt alcatuite dintr-un autosampler, o
sursa de curent cu tensiune ridicatd (10-30 kV), doud rezervoare pentru solutiile
tampon, capilara (cu diametru intern intre 20-100 pum si lungime intre 20-100 cm)
si un detector (Fig.1.1). Teoria separarii este simpla. Deoarece capilarele sunt din
silice si gruparile silanol sunt dispuse pe suprafata internd, ele se pot ioniza pe
masurd ce pH-ul tamponului cu care se face eluarea creste. lonizarea atrage cationii
pe suprafata silicagelului, iar la aplicarea unui curent acesti cationi vor migra spre
catod, antrenand o deplasare a lichidului prin capilara. Fluxul poate fi ajustat prin
modificarea tariei dielectrice a tamponului, prin modificarea pH-ului, prin ajustarea
tensiunii curentului sau prin modificarea vascozitatii. In aceste conditii, atat cationii
cat si anionii sunt separati in timpul unei singure separdri, cationii fiind eluati
primii. Moleculele neutre (ex. pesticidele) sunt separate prin addugarea in tampon a
unui detergent, cum ar fi dodecil sulfatul de sodiu, ceea ce conduce la formarea de
micelii, in care moleculele neutre se vor distribui pe baza hidrofobicitatii lor.
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Deoarece miceliile sunt atrase spre anod, ele se vor deplasa spre catod cu o viteza
mai micd decat restul lichidului din capilara, ceea ce permite separarea. Procesul
poarta denumirea de cromatografie capilard electrocineticd micelard (Fig.1.1.).
Majoritatea analizelor se pot efectua in 5-10 minute, sensibilitatile fiind situate in
domeniul partilor pe bilion (ppb). Detectorul cel mai frecvent utilizat este
detectorul UV, dar detectorul de fluorescentd indusa de laser poate determina o
crestere a sensibilitatii pand la 10 '-10 "> M.

Metodele spectrofotometrice cele mai folosite sunt spectrofotometria UV,
spectrofotometria IR si spectrofotometria de absorbtie atomica (in flacara sau fara
flacard), aceasta din urma fiind utilizata la analiza metalelor. Spectrofotometria IR
cu transformantd Fourrier are avantajul de a permite in anumite conditii (prin
intermediul scaderii spectrelor asistate de calculator) identificarea rapida a unor
droguri din amestecuri ilicite, fard a fi necesara separarea acestora; se impune insa
confirmarea rezultatelor prin spectrometrie de masa.

+ ++++++ + + + +
" - Micelii

+ 3 TR -
Flux -_ Y

—

+ + + ++++++++

Detector Calculator

Autosampler D .
griiiiil
Capilara /

Tampon Tampon

Sursa de curent de inalta tensiune

Figura 1.1. Reprezentarea schematica a unui cromatograf de electroforeza
capilara §i o sectiune prin capilard in timpul analizei electrocinetice micelare

Metoda spectrometricd cea mai utilizatd in analiza toxicologica este
spectrometria de masa care, pe baza fragmentarii caracteristice a moleculei, face
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posibila identificarea cu certitudine a substantelor. Spectrometrele de masa sunt
frecvent cuplate cu metodele cromatografice care asigurd separarea componentilor
eventual prezenti in probele analizate, iar existenta unor vaste librarii de spectre
favorizeaza identificarea substantelor necunoscute.

Metodele imunochimice sunt metode de analizd ce se bazeaza pe reactia
reversibild dintre un antigen (ligand) si un anticorp (receptor), In urma careia se
formeaza un complex solubil in apa:

K
Ag + Ac i AgAc

K,

Reactia continud pana la echilibru, cand o parte din Ac si Ag se gasesc sub forma
legata, restul existand sub forma libera.
Avantajele acestor metode constau in:

- sensibilitatea si specificitatea mare

- rapiditatea analizelor

- prelucrarea unor cantitdti mici de probe, fara pregatire anterioara.

Metodele imunochimice se pot clasifica In trei grupe, in functie de
fenomenul final observat si masurat:

- 1. Metode in care se observa direct rezultatul reactiei antigen-anticorp, cele
mai cunoscute fiind metodele de precipitare si de aglutinare;

- 2. Metode in care rezultatul reactiei este observat indirect, prin intermediul
altui fenomen; este vorba de un fenomen fizico-chimic, corelat cu un marker
atasat artificial de antigen sau de anticorp, care permite evidentierea reactiei
dintre antigen si anticorp;

- 3. Metode in care rezultatul reactiei este observat prin intermediul unui
fenomen biologic, in general celular.

Metodele folosite in analiza toxicologicd fac parte in principal din a doua
grupa si, in functie de agentul cu care se face marcarea, se pot distinge:

- Radioimunoanaliza (RIA), in care markerii sunt radioizotopi

- Analiza imunoenzimatica, ce foloseste drept markeri enzime

- Analiza imunofluorimetricd, in care marcarea se face cu un compus
fluorescent

- Dozarea imunoluminometrica, in care marcarea se realizeaza cu un compus
luminiscent

- Imunodozarea radicalilor liberi.

Aceste metode pot fi la randul lor 1n faza heterogena, cand dozarea se face
prin masurarea distributiei reactivului marcat, fiind necesara separarea fazelor, sau
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in faza omogena, cand dozarea se bazeazd pe modularea activitdtii markerului,
nefiind necesara separarea fazelor.

RADIOIMUNOANALIZA (RIA)

Aceastd metoda presupune marcarea antigenului cu un izotop (**C, °H,
I). Are loc in sistem heterogen, ceea ce Tnseamna cd este necesara separarea
complexului AgAc de fractiunea de Ag liber. Atat antigenul marcat Ag*, cat si Ag
nemarcat (analitul) se leagd de anticorp (Ac), cele 2 specii fiind In competitie
pentru aceeasi cantitate limitatd de Ac. Deoarece ambele specii au teoretic aceeasi
afinitate, proportia lor n faza legata si in cea libera este aceeasi, deci distributia Ag
nemarcat (analit) poate fi caracterizata de distributia Ag*:

125
I
131

Ag + Ag* + Ac < AgAc + Ag*Ac

Daca se folosesc cantitdti constante de Ac si Ag*, proportia de fractiune libera si
fractiune legatd va fi determinatd de cantitatea de Ag nemarcat. Cu cat creste
concentratia de Ag nemarcat, cu atat radioactivitatea fractiunii legate scade, deci
cantitatea de Ag* legat este invers proportionald cu cantitatea de Ag nemarcat
(analit). Fractiunea legatd se separa de cea liberd prin: retinere pe carbune activat,
folosind un al doilea anticorp, prin retinere pe faza solida.

ANALIZA IMUNORADIOMETRICA ( IRMA)

Anticorpul in exces este marcat cu radioizotopi. Se incubeaza cu antigenul
din proba, iar excesul de Ac* este indepartat din sistem prin aditia unei faze solide
pe care se gaseste legatd o cantitate de antigen, in final determinandu-se
radioactivitatea complexului AgAc*.

ANALIZA IMUNOENZIMATICA
Marcarea antigenului se face cu enzime, care pot fi: fosfataza alcalina,
galactozidaza, peroxidaza din hrean, glucozo-6-fosfat dehidrogenaza, lactamaza,
ureaza.
Tehnica prezintd unele avantaje fatd de marcarea cu izotopi radioactivi:
- foloseste compusi marcati enzimatic, ce pot fi determinati prin
spectrofotometrie UV-VIS
- enzimele sunt mai stabile decat radioizotopii si nu prezintd riscuri la
manipulare
- se poate lucra 1n sistem omogen, nemaifiind necesara o etapd de separare
- se poate automatiza.
Se poate lucra in — sistem heterogen — ELISA
- sistem omogen EMIT
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Tehnica ELISA (enzyme — linked — immunosorbent assay) se poate folosi
pentru determinarea oricarui antigen. Este o metoda competitiva, in care o cantitate
corespunzdtoare de anticorp se leaga pe o faza solida. La suportul solid se adauga o
solutie care contine o cantitate cunoscutd din antigenul marcat enzimatic si
antigenul standard sau o proba necunoscutd. Amestecul de reactie se incubeaza
pentru a permite ca reactia Ag-Ac sa ajunga la echilibru. Dupa spalare se adauga
substratul, iar activitatea enzimaticd se masoard dupd o perioadd de incubare.
Concentratia produsului de reactie este invers proportionald cu concentratia
standardului sau antigenului din proba necunoscuta.

Tehnica EMIT (enzyme multiplied immunoassay technique), sau tehnica
imunoanaliticd cu enzime multiplicate, este limitata in general pentru determinarea
haptenelor cu masa molecularda micd. Metoda se bazeazd pe modificarea activitatii
enzimei atunci cand haptena marcatd enzimatic se leagd de anticorp. Conjugatul
haptend-enzimd este activat enzimatic inainte de legarea de Ac care, datorita
impedimentelor sterice, impiedicd accesul spre situsurile active ale enzimei.
Haptena din proba se afla in competitie cu conjugatul haptend-enzimd pentru o
cantitate limitata de anticorp. O concentratie crescutd de haptend va determina o
legare mai redusd a conjugatului haptena-enzima de anticorp, deci o activitate
enzimatica crescuta (Fig. 1.2.).
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Figura 1.2. Mecanismele de modulare enzimaticd in metoda EMIT

L Sistemul test in absenta analitului. Anticorpii leaga antigenul marcat cu
o enzima: reactia are drept rezultat inactivarea enzimei, datorita unui
impediment steric.

1lI.  Sistemul test in prezenta unui exces de antigen liber [analit]. Inhibitia
enzimatica este contracaratad,; cu cdt analitul se gaseste in cantitate mai
mare, cu atdt activitatea enzimatica este mai mare §i semnalul este mai
intens.




26 o Analize si evaluari toxicologice

TEHNICA FRAT (free radical assay technique) a fost introdusa in 1971 pentru
determinarea morfinei. Aceastd metodd se bazeaza pe analiza spectrului RES al
radicalilor liberi. Astfel, un radical liber (ex. nitroxid) aflat in solutie prezinta un
spectru simplu din trei linii atunci cand este examinat cu ajutorul unui spectrometru
RES. Acest spectru se observa chiar i atunci cand radicalul este legat de o
moleculd de medicament. Daca insd complexul medicament-radical se leaga de un
anticorp, rotatia sa in solutie este incetinita, iar spectrul se aplatizeaza (Fig.1.3.). In
absenta antigenului nemarcat, tot complexul medicament-radical este legat de Ac si
nu se observa semnal RES ascutit. Daca se adauga antigen nemarcat, complexul
este deplasat de pe Ac si semnalul ascutit devine vizibil. Dezavantajul acestei
metode consta Tn necesitatea unui spectrometru RES, care este destul de costisitor.

TN N

A
radical legat de Ac

e

radical ce se roteste liber

Figura 1.3. Reprezentarea spectrelor RES observate in determindarile prin tehnica FRAT
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1. Determinarea cantitativa a substantelor toxice
Se realizeazda prin diferite metode fizico-chimice: potentiometrice,
voltametrice, spectrofotometrice, spectrometrice, cromatografice sau
imunochimice. In functie de natura substantei si de concentratia in care aceasta se
gaseste in proba, se aleg acele metode care oferd cea mai bund specificitate si o
sensibilitate care sa corespunda scopului analizei.

2. Interpretarea rezultatelor analizei

Toate rezultatele trebuie inregistrate in fise de laborator, mentionandu-se
data, numele analistului, numele pacientului si orice alte informatii - in special
numadrul §i natura probelor si analizele efectuate. Este de preferat sa se atribuie
fiecarei probe un numar de identificare unic Tn momentul receptiei in laborator,
acest numar urmand a fi utilizat in toate analizele efectuate. Spectrele UV, curbele
de etalonare si alte documente obtinute in cursul analizei vor fi pastrate un anumit
timp dupd comunicarea rezultatelor. Dacd se mentioneazad ca o substantd nu a fost
detectatd in plasmad, ser sau urind, trebuie sd se cunoascd limita de detectie a
metodei.

Rezultatele analizelor toxicologice sunt interpretate pentru probele de mediu
(aer, apa, alimente) fatd de concentratiile maxime admise (CMA) sau concentratiile
medii prevazute in normele oficiale ale tarii respective, iar pentru substantele toxice
din mediile biologice, fatd de nivelele fiziologice maxime (daca este vorba de un
component normal al organismului, ex. fier), fatd de nivelele terapeutice maxime
(daca este vorba de un medicament) sau fatd de nivelele toxice sau letale
mentionate In literatura s§i care au fost determinate in cursul unor cazuri de
intoxicatil.

Variabile care pot influenta rezultatele analizelor toxicologice

Numerosi factori pot influenta rezultatul unei analize toxicologice. Cei mai
importanti sunt legati de:

A. Momentul de recoltare a probei
B. Stabilitatea compusului in proba
C. Reproductibilitatea metodei analitice
D. Interferentele cu metoda analitica
A. Momentul de recoltare a probei

Cand o persoand absoarbe o singura doza de substanta toxicd, concentratia
acesteia in sange, urind sau viscere depinde de momentul toxicocinetic in care se
recolteazd proba sau se produce decesul (pentru probele recoltate post-mortem).
Diferentele sunt mai importante pentru substantele cu timp de injumatatire scurt.

In cazul unei absorbtii cronice, in special atunci cind ne intereseazi
monitorizarea unei intoxicatii, sau in domeniul toxicologiei profesionale, probele
au o valoare redusa atunci cand se obtin Tn momente care nu corespund starii
stationare, sau de echilibru. Dacd probele se recolteazd in faza de absorbtie, atat
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concentratiile substantei cat si valorile parametrilor farmacocinetici calculati vor fi
eronate. Starea stationard in absorbtia cronicd va fi mai bine reflectatd de probele
de sange recoltate inaintea urmatoarei absorbtii (administrari).
B. Stabilitatea compusului in proba

Frecvent, substanta suferd modificari in prezenta enzimelor plasmatice; acest
inconvenient este mai redus in cazul probelor de sange total la care s-a adaugat un
conservant care impiedica coagularea, cum ar fi fluorura de sodiu.
C. Reproductibilitatea metodei analitice

Metodele analitice trebuie sa fie foarte sensibile, astfel incat plecand de la
probe de 2 ml sd se poatd detecta concentratii mai mici de 50-100 pg, dar mai
important este ca rezultatele sd fie reproductibile ori de cate ori se analizeaza
aceeasi proba. Pentru acest motiv este necesar ca laboratorul sa participe la
programe de control al calitatii, atat intra-laborator cat si inter-laboratoare.

In general, rezultatul unei analize nu poate fi considerat ca o valoare absoluti
pentru mai multe motive:

A. Este posibil ca laboratorul sa nu poata detecta agentul etiologic al unei
intoxicatii ca urmare a:

a) unor deficiente operatorii cu o recuperare redusd a substantei toxice
datorita:

- unei tehnici extractive gresite, unei separdri insuficiente din
complexele cu proteinele sau a glucuronoconjugatilor, etc;

- unor pierderi excesive in timpul proceselor de purificare sau datorita
descompunerii compusului (prin hidroliza, oxidare, piroliza) Tnainte sau in timpul
operatiilor analitice;

- utilizarii unor tehnici de detectie cu sensibilitate redusa.

b) disparitiei substantei toxice din corpul intoxicatului inainte de prelevarea
probei biologice. In mod normal, se crede ci individul este recuperat atunci cand
reuseste sa elimine substanta toxicd, dar acest lucru nu este intotdeauna valabil.
Astfel, existd substante care declanseaza un proces fiziopatologic care poate
continua chiar s1 dupd disparitia agentului cauzator din organism. Un exemplu este
cel al distrugerii parenchimului pulmonar la 12 zile dupa absorbtia paraquatulut,
care in realitate se elimina in 24 h.

B. Se observa numeroase discordante intre concentratiile substantelor toxice in
sdangele si urina intoxicatului i simptomatologia clinica. Astfel, tabelele de
corelare intre nivelurile substantelor toxice in lichidele biologice si starea clinica a
intoxicatului trebuie considerate doar orientative din urmatoarele motive:

a) Multe date nu au un suport statistic suficient: concluziile diferitilor autori
se bazeaza pe un numar mic de observatii, iar criteriile clinice utilizate sunt uneori
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diferite. Cea mai notabild exceptie o reprezintd corelarea alcoolemiei cu starea
clinicd a pacientului.

b) Confuzia intre valorile corespunzatoare sangelui total, serului sau
plasmei, sau diferentele de concentratie urinard care pot sa apard in oligurie fata de
diureza provocata.

¢) Diferente individuale datorate mai multor factori:

- diferentele de sensibilitate a receptorilor (motive genetice, toleranta
dobandita, etc)

- capacitate diferita de legare a proteinelor plasmatice

- adaptarea metabolicd, ce poate induce toleranta prin eliminarea mai rapida
a unei doze, dar in acelasi timp poate determina devierea metabolismului spre alte
cdi care pot conduce la metaboliti mai toxici sau mai putin toxici. In general, in
analiza toxicologica se dozeaza produsul initial si se ignora metabolitii activi sau
dimpotriva, in functie de tehnica folositd, se determina substanta toxica si
metabolitii impreuna. In mod logic, rezultatele nu vor fi concordante. De exemplu,
o aceeasi dozd de amitriptilind poate produce la indivizi diferiti diferente
plasmatice de pana la 40 de ori.

- actiunea concomitentd a mai multor substante cand, prin potentare sau
antagonism, se poate modifica raspunsul normal al individului la dozele individuale
din fiecare substanta

- confuzia intre substante toxice Inrudite chimic, dar diferite sub aspectul
metabolismului si excretiei

- diferentele de actiune farmacodinamicd in functie de ora din zi sau de
anotimp (cronotoxicologie)

d) Diferentele de sensibilitate si exactitate a tehnicilor analitice

e) Utilizarea unor tehnici (spectrofotometria in UV sau fluorescenta, reactii
de culoare si CSS) care nu permit diferentierea intre substantele toxice si
metabolitii activi sau inactivi

f) Utilizarea unor tehnici analitice avansate cu dizolvarea in apa a produsului.
Pot sd apara erori deoarece nu se tine cont de:

- prezenta proteinelor si lipidelor in probele biologice

- interferenta resturilor organice si a metabolitilor.



Tabel nr. 1.7. Sisteme CSS pentru identificarea unor substante toxice

SISTEM GRUP STANDARDE DEVELOPARE REVELARE
Sy BARBITURICI a) aliltiobutilbarbituric CHCI; : acetona (9:1) a) general: Hgy(NOs), 1%
b) tiopental b) tiobarbiturici: sulfat de
cobalt (0,5% in etanol)
dictilamina (3%)
S, DERIVATI FENOLICI a) acid salicilic CHCI; : etanol (9:1) a, b, c) FeCl; 5%
SI XANTINICI b) fenacetina Benzen : acetat de etil : d) iodobismutat
c) salicilamida acid acetic (85:10:5) e) I, (1% in etanol) + KI
d) cafeina (1% in etanol si HCI)
S; BENZODIAZEPINE  Diazepam Acetat de etil : metanol : Iodobismutat
amoniac (84:10:5)
S4 CARBAMATI Meprobamat CCl, : CHCI; : acid - furfurol in HCI conc.

acetic : apa (6:9:10:5)
Benzen : metanol : acid
acetic (48:8:4)

Vanilina in H,SO, 50%
Ditiocarbamati

CuCl, (1,5 g) + NH,CI
(3g) + NH; (3ml) + apa
(50 ml). Inainte de
utilizare se amesteca 1:1
cu hidroxilamina (20% in

apa)
- sau b)dela§,
Ss FENOTIAZINE SI a) clorpromazina Metanol : amoniac FNP
METABOLITI b) imipramina (100:1,5) a) o-Tolidina

(SULFOXIZI) b) sia) H,0,




ALCALOIZI S1 a) stricnina
DIFERITE AMINE b) morfina
c) sulpirid

AMFETAMINE Amfetamina

CANABINOIDE THC

ORGANOCLORURATE DDT

ORGANOFOSFORICE Paration

Metanol : amoniac
(100:1,5)

n-butanol : acid formic:

apa (20:1:2)
Placa se usuca la 60°C

Benzen : hexan : n-
dietilamina (25:5.0,5)
Benzen : cloroform
(4:1)

Ciclohexan : cloroform
(4:1)

Eter de petrol : acetona
(4:1)

a), b) iodoplatinat,
iodobismutat

b) iodobismutat

Tampon fosfat 0,5 M (pH
5,5)+

Verde de bromcrezol (0,1%
in etanol) + apa (1:2:1)
Fast B Blue in NaOH 0,1N

o-tolidina (5% in etanol) +
uv

Brom + rosu de Congo
Dianisidina-molibdat sodic,
incalzire

Albastru de bromfenol + a-
naftilacetat, incubare la 37°C
Fast B Blue (in apd)




Capitolul 2
METODE DE ANALIZA TOXICOLOGICA SISTEMATICA

Substantele toxice pot fi clasificate, in functie de procedeele folosite pentru

1zolare si de proprietatile lor fizico-chimice in 3 grupe principale:
1. Substante toxice separate sub forma de gaze sau de vapori
2. Substante toxice minerale
3. Substante toxice organice nevolatile.

In afara de aceste clase principale, mai existd substante toxice diverse, care
necesitd tehnici de extractie speciale, cum ar fi extractia pe coloane cu schimbatori
de ioni, formarea de derivati sau de perechi de ioni sau extractie continud cu un
solvent polar.

Datorita numarului mare de substante de interes toxicologic, intr-o analiza
toxicologica generald trebuie sd se Incerce succesiv metode specifice pentru
separarea si identificarea fiecarui toxic. Daca, pe baza antecedentelor sau a altor
indicatii, nu se cautd o substantd concretd, este necesar sa se aplice procedee
metodologice programate in mod logic, care sd permitd izolarea si detectarea
prezentei fiecdrui grup de substante cu caracteristici fizico-chimice similare.

Conform clasificarii anterioare a substantelor toxice, existd trei grupe de
metode de analiza toxicologica :

- Metode pentru gaze si vapori
Metode pentru toxici anorganici
Metode pentru toxici organici.

Inainte de a incepe o analizd toxicologica generald, cand nu exista indicatii
cu privire la natura substantei toxice, proba de analizat se imparte in 4 portiuni: 3
destinate celor 3 metode mentionate, iar a 4 a se pdstreaza pentru operatiunile
ulterioare sau pentru confirmare, iar daca este necesar pentru determinarea
cantitativa.

2.1. METODE DE IZOLARE PENTRU GAZE SI VAPORI

Metodele de izolare care se utilizeaza pentru substantele toxice gazoase si
volatile depind de natura probei care este supusa analizei. Astfel, retinerea gazelor
si a vaporilor din aer se face in medii absorbante lichide sau direct in aparatul de
analiza, n timp ce din medii biologice, aceste substante se pot izola prin difuzie
simpla, antrenare cu un curent de aer, antrenare cu vapori de apa sau distilare.
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2.1.1. I1zolarea substantelor toxice gazoase si volatile din aer

Detectia substantelor toxice in aer

Poluarea atmosferei a devenit o problema cotidiand a societdtii moderne,
motiv pentru care supravegherea calitatii aerului reprezintd un obiectiv central al
asigurdrii sanatatii publice. Acest lucru se realizeaza prin evidentierea periodica sau
continua a substantelor toxice in aerul industrial sau comunal. Metodele de detectie
se pot clasifica In metode chimice, metode fizico-chimice si metode biologice.

a) Metodele chimice de detectie se bazeaza pe reactii chimice care au loc
intre substanta chimica si diferiti reactivi de culoare, care sunt impregnati pe hartii,
creioane sau tuburi indicatoare.

- Hartiile indicatoare sunt benzi sau rondele de hartie de filtru imbibate cu un
reactiv adecvat, care se expun in atmosfera poluata sau prin care se aspira aerul
de analizat. Prezenta substantei toxice este indicata de modificarea culorii, care
survine in urma reactiei dintre aceasta si reactivul de impregnare.
Determinarile pot fi si semicantitative, prin aprecierea concentratiei pe baza
timpului necesar pentru aparitia culorii sau pe baza lungimii portiunii colorate
sau a intensitatii culorii in functie de volumul de aer aspirat.

- Creioanele indicatoare contin reactivul inclus intr-un material de umplutura
amestecat cu un liant. In atmosfera analizati, se traseaza o linie cu acest creion
pe hartie sau lemn si se apreciaza prezenta sau chiar concentratia aproximativa
a substantei toxice prin modificarea coloratiei liniei trasate.

- Tuburile indicatoare contin reactivul impregnat pe o pulbere adsorbanta, cel
mai adesea de silicagel, care este introdusd in tuburi de sticld gradate, cu
diametru uniform. Tuburile indicatoare sunt specifice pentru fiecare substanta
toxica si sunt comercializate sub forma de truse. Pentru a putea fi utilizate, se
taie la ambele capete si fie cd sunt lasate un anumit timp in atmosfera poluata,
fie ca sunt adaptate la dispozitive de tip Driger, care permit aspirarea unui
anumit volum de aer. In acest caz, determinarea este semicantitativa,
concentratia fiind proportionala cu lungimea stratului colorat.

b) Metodele fizico-chimice de detectie se bazeaza pe masurarea unor
constante fizice sau chimice ale substantelor prezente in aer, folosind aparate
speciale, printre care se numara si analizoarele de gaze.

c) Metodele biologice de detectie utilizeaza animale mici, cum ar fi vrabiile,
canarii, goarecii, care au o frecventd respiratorie mare si o sensibilitate mare la
substantele toxice gazoase. Acestea reactioneaza mult mai repede decat omul si
previn asupra poludrii atmosferei, in special in locurile de munca inchise, cum ar fi
galeriile din mine.
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Recoltarea probelor de aer

In afara de detectia rapida a substantelor toxice, de cele mai multe ori se
recomanda si recoltarea de probe de aer in vederea unei analize precise in laborator,
care permite nu numai determinarea concentratiei toxicului, dar si determinarea
compozitiei atmosferei la locul unui accident. Recoltarea probelor de aer se
realizeaza prin mai multe procedee.

a) Recoltarea in recipiente inchise (Procedeul de moment)

Procedeul este indicat pentru recoltarea substantelor toxice care se gasesc in
atmosferd in concentratie mare, pentru analiza fiind suficiente volume mici de aer
(pana la 1 litru). Se utilizeaza recipiente cu volum cunoscut, de diferite forme sau
capacitdti, cum ar fi:

- pipetele de gaz (tonometre), care sunt tuburi de sticla de 200-500 ml,
prevazute la ambele capete cu robinete (Fig.2.1.)

- flacoane de sticla prevazute cu dopuri cu tubulaturd de tip sifon (a) sau in
forma de T (b), care permit vidarea (Fig.2.2.)

- baloane sau camere de cauciuc sau material plastic, care au insa o utilizare
limitatd, deoarece unele substante pot difuza prin material (dioxidul de
carbon), iar altele pot fi adsorbite de acesta (dioxidul de sulf).

Recoltarea se face prin dislocuire de lichid sau aer, sau prin creare de vid.

i

Figura 2.1. Tonometre Figura 2.2. Flacoane de recoltare
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b) Recoltarea prin aspirare (Procedeul continuu)

Procedeul este indicat pentru recoltarea substantelor toxice ce se gasesc in
atmosfera in concentratie micd, pentru analiza fiind necesare volume mari de aer.
Aerul este aspirat continuu printr-un mediu absorbant, in care toxicul este
concentrat. Aparatura necesard pentru recoltare este alcatuitd din trei tipuri de
dispozitive: dispozitive de aspirare, dispozitive de masurare a volumului de aer
aspirat si dispozitive de retinere a substantei toxice.

1. Dispozitivele de aspirare au rolul de a crea o depresiune in sistemul de
retinere, care antreneazd patrunderea aerului in acesta. Ele pot fi aspiratoare
hidraulice sau aspiratoare mecanice, in functie de modul de functionare si de
volumele de aer recoltate.

Aspiratoarele hidraulice se folosesc atunci cand la locul recoltarii exista doar
o sursad de apa, nu si una de curent electric, iar volumele de aer sunt relativ mici si
se recolteazi cu viteza redusa. In aceasti clasi se incadreazi:

- Vasele comunicante (Fig.2.3.), care sunt confectionate din sticld sau metal,
au capacitati egale, sunt asamblate prin intermediul unui tub de cauciuc
previzut cu o clemd si sunt gradate din 100 in 100 cm’. Vasele comunici
intre ele printr-un dispozitiv de sifonare sau prin orificii laterale. Vasul
superior este atasat la dispozitivul de retinere, se umple cu apa si se deschide
clema. Datorita diferentei de nivel, apa va curge in vasul inferior, facand vid
in vasul superior si antrenand astfel aspirarea aerului din exterior prin mediul
absorbant din dispozitivul de retinere. Se pot recolta si volume de aer mai
mari decat capacitatea vaselor, daca se schimba pozitia lor de mai multe ori
intre ele.

- Trompa de apa se poate utiliza in locurile unde exista o conducta de apd sub
presiune, cu debit mare si uniform.

Aspiratoarele mecanice sunt utile pentru recoltarea unor volume mari de aer. Ele

pot fi:

- Pompe de vid manuale sau electrice, care prezinta dezavantajul ca sunt grele
si sunt sensibile la coroziunea prin vapori acizi sau alcalini.

- Aspiratoarele de praf, care sunt pompe electrice de vid modificate, cu debit
mare si ugor de manipulat.

- Pompele cu aer comprimat sunt indicate pentru locurile de recoltare cu risc
de explozie si unde exista o instalatie de aer comprimat.

- Ejectoarele sunt aparate electrice care recolteaza aerul pe mai multe canale
cu debite reglabile, masurand 1n acelasi timp si volumul de aer aspirat.
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Figura 2.3. Tipuri de vase comunicante

2. Disporzitivele de masurare a volumului de aer pot fi gazometre sau
debitmetre.

- Gazometrele (contoare de gaz) masoara volume mari de aer prin sistemul
unor camere separate de membrane speciale, iar volumul aspirat este indicat
direct pe cadran.

- Debitmetrele masoard debitul de aspirare, deci volumul de aer aspirat in
unitatea de timp. Pentru a se calcula volumul, este necesara notarea timpului
cat a durat aspirarea. Ele pot fi rotametre sau reometre.

3. Dispozitivele de retinere a substantelor toxice poartd denumirea de
absorbitoare, barbotoare sau vase spdldtoare si contin solutii ce se numesc solutii
absorbante, in care retinerea toxicului se face prin fenomene fizice (dizolvarea) sau
chimice (reactii de precipitare, reactii redox, etc.). Solutia absorbantd se alege in
functie de natura substantei toxice, iar volumul necesar se stabileste tinand cont de
capacitatea barbotorului, de concentratia toxicului si de sensibilitatea metodei de
dozare utilizata.

Absorbitoarele sunt recipiente de sticla astfel construite incat la trecerea
aerului prin solutia absorbantd sa aiba loc o barbotare lentd, care sd permitd un
contact prelungit intre aer si lichid, cu transferul de masa al toxicului. In acelasi
timp, ele nu trebuie sa aspire lichidul in exterior.

in functie de capacitatea lor, absorbitoarele se clasifica in microabsorbitoare,
care au capacitate redusa (1-5 ml solutie absorbantd) si permit determinarea
concentratiilor mici de substante toxice deoarece favorizeazd concentrarea si
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macroabsorbitoare, cu capacitate de 50-100 ml, care sunt indicate pentru retinerea
toxicilor aflati in concentratii mari.

In functie de constructia lor, absorbitoarele sunt de diferite tipuri (Fig. 2.4.),
dar trebuie sd asigure patrunderea aerului in recipient printr-un sistem care sa
permitd dispersarea sa: un tub cu extremitatea efilata, o buld de sticld perforata, o

placa poroasa, etc.

Figura 2.4. Diferite tipuri de absorbitoare

f

Un tip special de absorbitor este impingerul, prin care aerul patrunde in jet
puternic si izbindu-se de fundul recipientului se divizeaza, favorizdnd retinerea
substantei toxice (Fig. 2.5.).

Daca substantele toxice din aer se gasesc sub forma de aerosoli sau pulberi,
cum este cazul substantelor minerale sau a pesticidelor, retinerea lor se poate face
atat in medii lichide introduse in impingere de capacitate mare, cat si pe medii
solide adsorbante. Acestea pot fi membrane filtrante din fibra de sticla, material
plastic si chiar hartie de filtru, cu porozitate intre 0,01 si 20 um, sau mai nou,
spume poliuretanice sau cdrbune activat conditionate in tuburi de sticld ce pot fi
adaptate la dispozitive de aspirare a aerului (Fig. 2.6.). Tuburile cu spume
poliuretanice, datoritd facilitatilor de manipulare §i a desorbtiei rapide a
compusilor, au fost avizate de cdtre Agentia Americand de Protectie a Mediului
(EPA) pentru detectarea pesticidelor si a bifenililor policlorurati.
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Figura 2.5. Impinger

Tub cu
Curent de aer Membrana dsorbant Tubulatura
prefiltru
Evacuare
Pompa de
recoltare

Figura 2.6. Instalatii de recoltare a aerului

¢) Recoltarea direct in aparatul de analiza

Poluantii gazosi din atmosfera pot fi determinati direct din mediul poluat cu
ajutorul unor aparate ce poartd denumirea de analizoare de gaze si care asigurd
recoltarea, depistarea si dozarea substantelor, individual sau in amestec. Aceste
aparate pot fi prevazute cu dispozitive de inregistrare automata a concentratiei de
toxic si cu semnalizatoare acustice sau optice ale depdsirii concentratiilor maxime
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admisibile. Principiile de functionare ale analizoarelor pot fi optice, termochimice
sau electrochimice.

Analizoarele optice de gaze masoard absorbtia luminii de catre substanta
toxicd sau de catre produsul de reactie al acesteia cu mediul absorbant. Masurarea
absorbtiei se poate face In domeniul vizibil, UV sau IR, folosind celule
fotoelectrice. Foarte frecvent se utilizeaza spectroscopia IR, care permite
monitorizarea cantitatilor mici de poluanti gazosi (ex. dioxid de carbon, acid azotic)
cu ajutorul unor instrumente cu citire directa.

Analizoarele termochimice de gaze masoara energia caloricad rezultatd in
urma reactiilor chimice ale substantelor toxice si au fost folosite la determinarea
oxidului de carbon, a metanului sau a vaporilor de benzina.

Analizoarele electrochimice de gaze masoara variatia conductivitatii electrice
a solutiei absorbante dupa retinerea toxicului din amestecul gazos si pot fi utilizate
la monitorizarea dioxidului de sulf, a oxizilor de carbon, a acidului clorhidric sau a
vaporilor de benzina.

Conditii de recoltare a substantelor toxice din aer
La analiza toxicologica a substantelor din aer, trebuie sa fie indeplinite
cateva conditii esentiale:
- volumul de aer recoltat trebuie sa fie suficient
- retinerea toxicului trebuie sa fie eficienta
- debitul de recoltare trebuie sa fie adecvat, pentru a asigura o retinere
eficienta.

Alegerea aparaturii si a procedeului de recoltare se fac in functie de volumul
de aer ce trebuie recoltat, de caracteristicile metodei de analiza si de natura
substantei analizate.

In timpul recoltarii se tine cont de viteza si de directia de miscare a aerului,
de umiditatea atmosferica, de presiune si de temperatura.

inél‘gimea la care se aseaza dispozitivele de recoltare este de 1,5-1,8 m,
aproximativ la nivelul cailor respiratorii ale unei persoane adulte.

Debitul de recoltare se va regla in functie de capacitatea de retinere a
toxicului in solutia absorbanta si de concentratia acestuia in mediul respectiv.

Volumul minim de aer recoltat se stabileste in functie de concentratia in care
se gaseste substanta toxicd si de sensibilitatea metodei analitice utilizate pentru
determinarea cantitativa.

Exprimarea concentratiilor substantelor toxice din aer
Aceasta se poate face 1n unitati de:
- greutate / volum, de exemplu in mg/m’ sau mg/1
- volum / volum, de exemplu in procente de volum (% vol.), parti pe milion
(ppm) sau parti pe bilion (ppb).
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2.1.2. Izolarea substantelor toxice gazoase si volatile din medii biologice si din
alte produse

a) Microdifuzia

Aceastd metodd se poate utiliza pentru izolarea din medii biologice a unor
substante foarte volatile (acetona), sau care elibereazd compusi foarte volatili, cum
este cazul acidului cianhidric pus in libertate de catre cianuri. Izolarea se realizeaza
intr-un dispozitiv special, cum este celula de microdifuzie Coway (Fig. 2.7.). Proba
biologica se plaseaza intr-unul din compartimentele celulei, se adauga un reactiv
care elibereazd compusul foarte volatil, iar acesta difuzeaza in celalalt
compartiment, unde este fixat de un reactiv potrivit (ex. solutie de hidroxid de
sodiu in cazul acidului cianhidric). In acest mod poate fi determinat si monoxidul
de carbon din sange. Astfel, singele se plaseazd in compartimentul central al
celulei, unde se trateaza cu o solutie de saponina-fericianurd care, prin hemoliza
sangelui, elibereazd monoxidul de carbon. Acesta difuzeaza in compartimentul
periferic, unde reactioneaza cu clorura de paladiu. Operatia poate dura intre 2 s1 5
ore la temperatura camerei, pentru a ne asigura ca difuzia este completa.
Concentratia substantei poate fi apoi determinatd spectrofotometric, prelucrandu-se
paralel o scard de etaloane preparata in mod identic.

capac

compartiment |— capac de sticli

exterior §lefuitﬁ
compartiinent ] compartiment
interior

exterior

compartiment
interior

Figura 2.7. Celula de microdifuzie Conway

b) Antrenarea cu un curent de aer
Metoda se poate aplica la izolarea din medii biologice a unor substante
toxice gazoase (hidrogen sulfurat, hidrogen arseniat) sau volatile (benzen, acid
cianhidric). Instalatia este compusa din (Fig. 2.8.):
- recipientul cu produsul de analizat (A)
- absorbitoarele ce contin solutiile absorbante specifice pentru toxicul analizat

(B)
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- dispozitivul de aspirare (C)
- dispozitivul de purificare a aerului, montat inaintea recipientului cu produsul
de analizat (D).

Aer

B

I
il
I
1
|

gD U_;ﬂ B

Figura 2.8. Instalatie de antrenare cu curent de aer

¢) Distilarea

Aceastda metoda se utilizeazd pentru izolarea substantelor volatile si se
bazeazd pe volatilitatile diferite ale componentelor probei. Sub actiunea caldurii,
faza lichida trece in stare de vapori. Vaporii obtinuti sunt condensati prin racire
intr-un refrigerent, iar lichidul recoltat poartd denumirea de distilat.

Instalatia de distilare (Fig. 2.9.) este alcdtuitd dintr-un balon de distilare
prevazut cu un termometru, adaptat la un refrigerent descendent terminat cu o
alonja al carei capat este introdus in recipientul de colectare, de preferinta un balon
cotat ce contine cativa ml de apa distilata sau un alt lichid adecvat.

Distilarea simpld poate separa doar compusii care au diferente mari de
volatilitate (de ex. diferente intre punctele de fierbere de mai mult de 50°C). Pentru
distilarea simpld la presiune atmosferica, separarea obtinuta este de obicel
incompleta.

In cazul unei analize toxicologice generale, atunci cand toxicul nu este
cunoscut, se efectueazd doua distildri: o distilare din mediu acid, cand se separa
substantele cu caracter acid si neutru, si o distilare din mediu alcalin, cand se separa
compusii cu caracter bazic. Culegerea distilatului se face pentru toxicii acizi si
neutri in apa distilatd sau in solutii cu caracter bazic, iar pentru toxicii alcalini in
solutii acide.
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HL/ termometru

refrigerent

balon pentru clelilz

amestecul de distilat

balon pentru colectarea
distilatului

Fig.2.9. Instalatie de distilare

O varianta a distilarii este distilarea fractionatd, care permite izolarea unui
compus in stare purd si poate fi utilizatd in cazul amestecurilor cu mai multe
componente. In aceastd varianti, vaporii vin in contact cu o parte din condensat
intr-o operatie In contracurent care genereaza mai multe talere teoretice comparativ
cu distilarea simpld, permitand o separare mai buna. Pentru distilarea fractionata, la
balonul de distilare se adapteaza un cap de distilare reprezentat de o coloana de tip
Vigreux (Fig. 2.10.), care asigurd un contact mai bun intre vapori si lichid.

Vaporii de la partea superioard a coloanei sunt condensati, fiind partial
indepartati. Viteza de curgere a lichidului si a vaporilor este adaptata in asa fel incat
in orice punct al coloanei lichidul sd aibd o concentratie mai mare de substante
volatile decat cea care corespunde echilibrului cu vaporii cu care se afla in contact.
In consecintd, compusii mai volatili vor trece din lichid in faza de vapori, iar cei
mai putin volatili, din faza de vapori in faza lichida. Pe masura ce urcad in coloana
spre refrigerent, vaporii devin mai bogati in compusi mai volatili, iar lichidul
devine mai concentrat In componentii mai putin volatili, pe masura ce curge in
coloana catre balonul de distilare.
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Figura 2.10 Instalatie de distilare fractionati

Pentru substantele care nu sunt stabile la temperatura de fierbere se poate
utiliza o altad varianta, si anume distilarea in vid, care prin scaderea presiunii
conduce la o crestere a volatilitatii compusilor. Operatia se realizeaza cu ajutorul
unui aparat ce poarta denumirea de rotavapor (Fig.2.11.).

refrigerent

suport metalic

/ balon pentru amestecul de distilat

a distilatului /baie de apa termostatata

Figura 2.11. Rotavapor
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d) Antrenarea cu vapori de apa

Aceasta metoda se poate aplica atunci cand substanta de analizat are punctul
de fierbere superior celui al apei, sau cand se descompune la temperatura sa de
fierbere. Ea se bazeaza pe principiul conform caruia doud substante volatile in
amestec emit vapori in cantitati direct proportionale cu tensiunea de vapori a
fiecareia din acestea. Prin incalzire, tensiunea de vapori a fiecarei substante creste,
independent de cealalta. Cand tensiunea de vapori a amestecului egaleaza presiunea
atmosfericd, amestecul incepe sa fiarba si substantele distila. Deoarece suma
tensiunilor de vapori ale componentelor amestecului este egala cu presiunea
atmosfericd, fiecare component distild la o temperatura mai mica decat propria
temperaturd de fierbere. O instalatie de antrenare cu vapori de apa este prezentata
in Fig. 2.12.

Figura 2.12. Instalatie de antrenare cu vapori de apd
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2.2. METODE DE IZOLARE A SUBSTANTELOR TOXICE MINERALE

Substantele toxice minerale pot exista in organism sub forma ionica sau sub
forma de proteinate ale metalelor grele, care sunt putin sau deloc ionizabile. In
consecintd, vor exista metode diferite de 1zolare a celor doud grupe de substante din
produsele biologice sau din alte probe.

2.2.1. I1zolarea substantelor minerale ionizabile

a) Dializa

Substantele toxice minerale ionizabile sunt acizi, baze sau saruri, ce se pot
izola din resturi alimentare, continut stomacal, voma, prin macerare cu apa urmata
de dializa. Aceste substante se izoleaza mai rar din tesuturi, deoarece la acest nivel
ele se gasesc partial legate sub forma de proteinate. Operatia se realizeaza intr-un
dializor, care este un tub de sticla cu diametru de 3-4 cm, prevazut la partea
inferioard cu o membrani semipermeabild de celofan sau colodiu. In dializor se
introduce produsul de analizat, macerat si filtrat in prealabil, iar tot ansamblul este
imersat intr-un cristalizor cu apa distilatd, in care se mentine 3-6 ore, pentru a avea
loc difuzia substantei toxice. Pentru o izolare cat mai completd, lichidul din
cristalizor se poate schimba de mai multe ori, urmarindu-se mentinerea gradientului
de concentratie.

Dializatele obtinute se reunesc si, daca proprietatile substantei toxice permit
acest lucru, se concentreazd prin evaporare pand la un volum mai mic. Pentru
determinarea cantitativa, dializatul se aduce la un anumit volum, din care se
prelucreaza o cota parte.

b) Electrodializa

Aceastd metoda este utila pentru izolarea ionilor, fie ca sunt anorganici
(fluoruri, bromuri) sau organici (derivati barbiturici, alcaloizi). Separarea este
favorizata de trecerea curentului electric, care determind migrarea ionilor spre anod
sau spre catod, in functie de polaritatea lor, si care in plus favorizeaza si eliberarea
toxicului din proteinate. Metoda are avantajul izolarii cantitative a substantelor in
stare pura.

Aparatura necesara consta dintr-un electrodializor (Fig. 2.13.), compus din
trei recipiente separate prin membrane semipermeabile. In recipientul central (B) se
plaseazd produsul de analizat, maruntit si triturat cu apa distilata si adus la pH-ul
optim de disociere. Recipientele A (anodic) si C (catodic) contin apa distilata si
electrozii corespunzatori. Operatia poate dura intre 24 si 48 de ore.
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>- electrozi

M = membrani
semipermeabili

Figura 2.13. Electrodializor

2.2.2. Izolarea substantelor minerale neionizabile (fixe)

Substantele toxice minerale neionizabile nu pot fi depistate direct in probele

de analizat, ruperea legaturilor dintre metal si proteine realizdndu-se prin
distrugerea materiei organice, adicd prin mineralizare. Mineralizarea se poate face
pe cale uscatd (calcinare) sau pe cale umeda, alegerea metodei depinzand de
volatilitatea compusilor obtinuti in cursul procesului.

a) Mineralizarea pe cale uscata
Mai poarta denumirea de calcinare si, in functie de natura agentului oxidant,

se clasifica in:

Calcinare simpla sau directa, care consta in incalzirea probei in cuptoare de
calcinare, la temperaturi ridicate, agentul oxidant fiind oxigenul din aerul
atmosferic. Ea are avantajul obtinerii unei cenusi fara reziduu organic, in
care metalul se gaseste mai ales sub forma de carbonat si este concentrat.
Dezavantajele constau in durata lunga a procesului si in pierderile de toxic
prin umflare si debordare, mai ales daca proba nu a fost uscata corespunzator
inainte de a fi introdusa in cuptor, dar in special prin volatilizarea metalelor
(Hg, Zn, Cd), a oxizilor metalici (oxid de arsen) sau a sarurilor (clorura de
arsen sau de stibiu).

Calcinarea cu amestecuri de oxidanti reduce la maxim formarea de metale
care pot fi volatile, precum si timpul de calcinare. Se pot folosi ca amestecuri
oxidante: azotatul de potasiu impreuna cu carbonatul de sodiu, oxidul de
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magneziu singur sau in prezenta azotatului sau a acetatului de magneziu.
Acest amestec din urma are avantajul de a micsora temperatura de combustie
si de a reduce pierderile, mai ales in cazul metalelor oxiacide cum este
arsenul, care Tn absenta oxidului de magneziu ar trece in saruri volatile.

- Calcinarea in curent de oxigen asigura o mineralizare mai rapida, dar
necesitd o aparaturd speciala si prezinta riscul pierderii unor substante prin
volatilizare.

Calcinarea cu amestec de oxid de magneziu si azotat de magneziu.
Tehnica de lucru:

1-2 g produs de analizat maruntit se trateaza cu o cantitate dubla de
oxid de magneziu si se adaugd in portiuni mici solutie de azotat de
magneziu 20% pana se obtine o pastd omogend. Aceasta se introduce
intr-un creuzet, se usucd in etuvad la 110°C si apoi se calcineaza in
cuptorul de calcinare la 500-600°C. Se indeparteaza azotatul prin
incélzire cu acid sulfuric concentrat (1-2 ml). Reziduul obtinut dupa
racire se dizolvd in acid clorhidric 10% si se filtreaza. Solutia se
foloseste pentru identificarea si dozarea substantei toxice, inclusiv a
arsenului.

b) Mineralizarea pe cale umeda

Foloseste diferite substante cu caracter oxidant: clor, acizi tari, peroxid de
hidrogen, permanganat de potasiu, etc., si se realizeaza in mediu apos. In functie de
natura oxidantului, se cunosc mai multe metode:

- 1. Mineralizarea cu clor (Mectoda Fresenius-Babo-Ogier-Stepanov)

Clorul este preparat ex-temporae din clorat de potasiu si acid clorhidric.
Durata mineralizarii este lunga, intre 5 si 24 de ore, in functie de continutul proteic
al probei. Grabirea distrugerii prin cresterea temperaturii sau prin marirea
concentratiei de acid clorhidric sau a cantitatii de clorat poate determina pierderi
datoritd formarii unor cloruri volatile, cum ar fi clorura de As (III).

Principiul metodei. Clorul liber, datoritd caracterului oxidant, distruge materia
organica si pune in libertate metalele sub forma ionica:

KCIO; + 6HCl — 3Cl, + KCI + 3 H,0
Cl, + H,O - HCIO + HCI

2 HCIO - 2 HCI + O,
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Tehnica de lucru. Produsul de analizat solid (fin divizat) sau lichid
(eventual concentrat prin evaporare) se introduce intr-un balon Wiirtz.
Deoarece in prezenta alcoolului etilic clorul poate produce explozii,
produsele de analizat care contin etanol vor fi in prealabil supuse
distilarii, pentru indepartarea acestuia. La probele solide se adauga
acid clorhidric 12,5%, pana la obtinerea unei mase semifluide. Daca
produsul de analizat este lichid, se adauga acid clorhidric concentrat,
in asa fel Incat concentratia finald in acid sa fie de 12,5%. Se adauga
apoi 1-2 g clorat de potasiu cristale si se fixeaza balonul pe o baie de
apa cu temperatura de 50-70°C. Balonului 1 se adapteaza o palnie de
separatie 1n care se gaseste o solutie 5% de clorat de potasiu. Pentru
fixarea excesului de clor, tubul lateral al balonului Wiirtz se conduce,
prin intermediul unei tubulaturi de cauciuc, intr-un flacon care contine
solutie 10% de hidroxid de sodiu.

Dupa incélzire, din palnia de separatie se adaugad picaturd cu
picatura solutie de clorat de potasiu 5%, agitdnd puternic continutul
balonului din cand in cand. In varianta Stepanov, mineralizarea se
poate efectua cu cristale de clorat de potasiu, care se adauga repetat, in
portiuni mici, intr-un balon prevazut cu un refrigerent de aer si montat
pe o baie de apa.

Mineralizarea se considera terminata atunci cand produsul din
balon are aspect de flocoane galben-verzui.

Dupa racire, materialul se transvazeaza intr-o capsuld de
portelan, se dilueaza cu apa pana la obtinerea unei concentratii de acid
de 2-5% si se incdlzeste pe baie de apa sub nisa, pana la indepartarea
completd a clorului liber, care se verificd cu ajutorul unei hartii
indicator 1od-amidonate. Addugarea bisulfitului de sodiu poate
favoriza eliminarea clorului.

Pentru precipitarea unor metale, cum ar fi bariul si plumbul, se
adauga 1-2 ml acid sulfuric diluat si se continua incalzirea pe baie de
apa la 50°C inca 20-30 de minute. Apoi se filtreaza, iar pe filtru se
separa precipitatele de clorurd de argint, sulfat de bariu si sulfat de
plumb, in cazul in care aceste metale sunt prezente in proba, precum si
materii organice rimase nedistruse (grasimi, celulozd). In filtrat,
substantele toxice se regdsesc sub forma ionica, ca sulfati sau cloruri
solubile, si pot fi determinate prin metodele analitice uzuale.

- 2. Mineralizarea sulfonitrica (Metoda Denigés)
Agentii de mineralizare sunt acidul azotic si acidul sulfuric, iar metoda are
avantajul de a distruge complet substantele organice, indiferent de natura lor, in
interval de cateva ore.
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Principiul _metodei. Sub actiunea acidului sulfuric concentrat, care este un
deshidratant puternic, si a acidului azotic concentrat, care are proprietdti oxidante,
materia organica este descompusd, transformandu-se in dioxid de carbon, apa,
sulfat de amoniu, iar substantele minerale trec in forma ionica:

H,SO, —* SO; + H,O
2HNO3—> 2NO+H20+3O

NO +0 > NO,

Tehnica de lucru. Dacd produsul de analizat este lichid sau contine
alcool, se concentreaza prin evaporare; daca este solid se marunteste.

50-70 g produs biologic proaspat sau 10-15 g produs biologic
uscat se introduc intr-un balon Kjeldahl, se adaugd 8-16 ml acid
sulfuric concentrat si cateva perle de sticld. Balonul se incalzeste pe
sitd de azbest la flacara micd sau pe baie de nisip electricd, pana la
carbonizare. Se adauga apoi, dintr-o palnie de separatie montata la
partea superioard a balonului, acid azotic concentrat In picaturi.
Mineralizarea este considerata a fi terminata atunci cand lichidul din
balon 1si pastreazd culoarea galben-pai si claritatea timp de 10-15
minute de la intreruperea adaugarii acidului azotic, continuandu-se
incalzirea. Prezenta eventualelor substante organice se verificd pe
sticld de ceas, prin reactie cu 1-2 picaturi de solutie de permanganat de
potasiu 2%. Daca mineralizarea este completa, lichidul raméane colorat
in roz, in caz contrar se decoloreaza.

Purificarea probei urmareste indepartarea oxizilor de azot legati
sub formd de acid nitrozilsulfuric. Aceasta se realizeaza prin diluarea
lichidului din balon cu 50 ml apa, cdnd in urma hidrolizei rezulta
acidul sulfuric si acidul azotos. Acidul azotos se elimind prin
adaugare de uree, de sulfamat de amoniu, de azida de sodiu, sau prin
incalzire 10-15 minute. Operatia se repetd panda cand reactia cu
difenilamini este negativa. In mineralizat substantele toxice se gisesc
sub forma de sulfati si uneori in stare de oxidare superioara.




50 e Analize si evaluari toxicologice

O 0o—
+ H,0 >  H,S0, + HNO,
O/ \OH
/NH2
2HNO, + O=C > 2N, + CO, + 3 H,0
\'NH,
Q O—NH
N *
2HN02 + S > H2$O4 + 2N2 + 3 HzO

O/ \OH

- 3. Mineralizarea sulfonitroperclorica (Metoda Kahane)

Principiul metodei. Metoda se bazeazda pe capacitatea puternic oxidantd a
amestecului de acid azotic si acid percloric la temperatura de fierbere a acidului
sulfuric, dupa carbonizarea produsului organic cu amestec sulfonitric.

Dezavantajul metodei constd in pericolul de explozie, motiv pentru care
trebuie evitat excesul de acid percloric sau supraincalzirea.

Pentru izolarea metalelor din compusii organometalici folositi ca
medicamente sau pesticide, se poate utiliza o semimicrometoda care este foarte
rapida.

Tehnica de lucru a semimicrometodei Kahane. Intr-o eprubetd se
introduc 0,1-0,2 g produs de analizat, se adauga 1-2 ml acid sulfuric
concentrat si se incalzeste in baie de apa la fierbere. Se adaugd cu
atentie 1-2 ml amestec de acid azotic concentrat si acid percloric
concentrat (1:1) si se incalzeste in continuare 5-10 minute. Lichidul
galben deschis se dilueaza cu 8-10 ml apa, se filtreaza si se analizeaza.

- 4. Mineralizarea nitroperclorica
Utilizeaza drept agenti oxidanti acidul azotic si acidul percloric si se aplica
la mineralizarea probelor de sdnge sau de urind, mai ales la izolarea unor metale
cum ar fi plumbul sau manganul. Tehnica de lucru este asemanadtoare cu cea de la
metoda sulfonitrica.
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- 5. Mineralizarea cu acid sulfuric si perhidrol
Distrugerea materiei organice este favorizata de prezenta perhidrolului, care
este un oxidant foarte bun §i se recomanda pentru mineralizarea unor cantitdti mici
de probe biologice.

- 6. Mineralizarea cu acid sulfuric sau acid azotic si permanganat de

potasiu

Metoda este indicatd pentru mineralizarea probelor de urind, in vederea
determinarii plumbului (mineralizare cu acid azotic si permanganat de potasiu) sau
a mercurului (mineralizare cu acid sulfuric si permanganat de potasiu).

Metoda are dezavantajul de a dura destul de mult in cazul urinelor
concentrate (20-36 ore) si de a necesita asigurarea unui exces de agent oxidant pe
tot parcursul procesului.

- 7. Mineralizarea cu acid sulfuric si azotat de amoniu
Metoda se preteaza pentru izolarea metalelor din produsele biologice sau din
compusii organometalici, atunci cand cantitatile de probe sunt reduse.

- 8. Mineralizarea cu acid azotic si bisulfit de potasiu
Metoda este indicata in special pentru izolarea cromului.

2.3. METODE DE IZOLARE A SUBSTANTELOR TOXICE ORGANICE

Aceste metode permit separarea majoritatii toxicilor organici, atat a celor
organici nevolatili, cat si a celor volatili, care pot fi izolati si sub forma de vapori,
cum este cazul unor baze organice ca nicotina sau amfetamina. Deoarece in aceasta
clasd se incadreaza foarte multe din substantele de interes toxicologic intdlnite la
ora actuala: medicamente, droguri, pesticide, micotoxine, aditivi alimentari, etc.,
majoritatea progreselor in domeniul tehnicilor de izolare s-au realizat in cadrul
acestui grup de metode. Evolutiile au fost dictate nu numai de numarul mare de
substante interesate, ci si de particularitatile acestora, legate in principal de dozele
mici in care sunt utilizate sau care pot produce toxicitate, precum si de dezvoltarea
rapida a unor tehnici analitice performante, cu sensibilitate ridicata.

Pretratamentul probelor: Hidroliza conjugatilor si deproteinizarea

Aceste substante sunt analizate frecvent din produse biologice, iar analiza
ridica probleme importante, care sunt determinate de faptul ca la acest nivel toxicii
se gasesc sub forma metabolizata, iar atat compusul parinte cat si metabolitii pot fi
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legati de lipide sau de proteinele celulare sau de transport, sau se pot gasi sub forma
de conjugati. Uneori se urmareste numai determinarea compusului liber, care poate
fi separat prin dializd sau ultrafiltrare, dar de cele mai multe ori este necesara
dozarea cantitdtii totale de substantd toxica din probad si in acest caz se impun
deproteinizarea si hidroliza conjugatilor.

Conjugarea poate avea loc cu acid glucuronic, grupari sulfat, grupari metil,
grupari acetil, aminoacizi sau glutation, dar cel mai des este intilnita conjugarea cu
acid glucuronic.

Glucuronidele sunt de mai multe tipuri, in functie de natura atomului prin
care se face legarea toxicului de acidul glucuronic (Fig.2.14.). Hidroliza acestora se
realizeaza prin metode chimice sau enzimatice, dar selectivitatea metodei este
dependenta de tipul de glucuronida.

Astfel, ester glucuronidele sunt hidrolizate de enzima (-glucuronidaza, sau
prin tratament alcalin usor. Hidroliza enzimatica poate fi impiedicata datorita
,migrarii gruparii acil”, care reprezintd o transesterificare intramoleculara la nivelul
gruparilor hidroxilice ale acidului glucuronic, ce conduce la obtinerea unor derivati
rezistenti la B-glucuronidaza. Poate fi utilizata s1 o hidroliza acida, dar aceasta nu
este selectiva.

Eter glucuronidele pot fi hidrolizate enzimatic cu B-glucuronidaza. Ele sunt
stabile In mediu alcalin, dar sunt hidrolizate de acizi.

N-glucuronidele se formeaza prin reactia dintre acidul glucuronic si
compusii ce contin grupari aminice aromatice sau alifatice, sulfonamide sau un
atom de azot heterociclic. Stabilitatea N-glucuronidelor in solutii acide depinde de
natura agliconului si de modul si pozitia in care se ataseaza restul de acid
glucuronic la aglicon. Conjugatii aminelor aromatice sunt labili Tn mediu acid, in
timp ce aceia ai sulfonamidelor sunt stabili in mediu acid. Aminele tertiare se pot
conjuga cu acidul glucuronic prin intermediul perechii de electroni ai atomului de
azot, formand compusi cuaternari de amoniu. Tratamentul cu beta-glucuronidaza
hidrolizeaza astfel de conjugati in masura mai micd decat un tratament alcalin la
cald.

S-glucuronidele se formeaza pornind de la compusi ce contin grupari tiol
sau grupdri de acid ditionic. Informatiile cu privire la susceptibilitatea lor la diferite
procedee hidrolitice sunt limitate si indicd o variabilitate considerabild intre
compusi.

C-glucuronidele sunt formate de compusi cum ar fi THC, fenilbutazona,
sulfinpirazond. In aceastd reactie de conjugare, un atom de carbon din nucleul
benzenic sau ciclul pirazolidinic se atagseaza direct de acidul glucuronic prin
intermediul unei legaturi carbon-carbon, rezultdnd un conjugat rezistent la beta-
glucuronidaza.

Conjugatii acizilor carboxilici cu aminoacizii sunt stabili din punct de
vedere chimic si pot fi separati prin CSS sau HPLC.
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Sulfoconjugatii. Majoritatea fenil-sulfatilor vor fi hidrolizati de aril-
sulfataze, desi unii sunt foarte rezistenti. Un contaminant important al preparatelor
de aril-sulfataze disponibile comercial este B-glucuronidaza, care trebuie inhibata
cu zaharo-1,4-lactona inainte ca utilizarea in scop de diagnostic a acestor sulfataze
sd fie acceptata. Esterii aril-sulfat sunt labili in mediu acid si pot fi hidrolizati in
mediu apos 1n conditii acide, in timp ce esterii alchil sulfat sunt mai rezistenti.

/‘
— OCOR  acil glucuronide
X < —OR eter glucuronide
/
—C— C-glucuronide
COOH N g
— -
H QO x
H
OH H
HO \ H
~
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~
_
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IJ(I /7 N-glucuronide
AN
- J

Figura 2.14. Tipuri de glucuronide

Deoarece hidroliza enzimaticd dureaza mult, in toxicologia de urgentd se
prefera clivajul conjugatilor prin hidroliza acida rapidd. Doar ester conjugatii pot fi
clivati prin hidroliza alcalind. Hidroliza chimicd poate conduce insa la formarea
unor artefacte. Un compromis intre cele doud metode il reprezinta utilizarea unor
coloane umplute cu glucuronidazd/ arilsulfataza imobilizatd, care combina
avantajele celor doud tehnici: rapiditatea hidrolizei acide si clivajul bland al
hidrolizei enzimatice.

Principala metoda de izolare a substantelor organice nevolatile este:
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a) Extractia cu solventi organici, capabili sa antreneze compusul si sd il separe
din proba. Aceastd metoda are mai multe variante, dintre care unele au fost
dezvoltate relativ recent.

1. Extractia lichid-lichid (EL-L) este tehnica extractiva cea mai utilizata.

Aceasta extractie implicd separarea analitilor de interferenti prin partitia
probei intre doud lichide (faze) nemiscibile. In majoritatea cazurilor, una din fazele
lichide este apoasa, cealalta fiind reprezentata de un solvent organic.

Conform Legii distributiei lui Nernst, orice specie moleculara se va distribui
intre doi solventi nemiscibili in asa fel incat raportul concentratiilor in cele doua
faze este constant:

K=C,/C,

unde: K este coeficientul de distributie, C, este concentratia substantei in faza
organicad, iar C, concentratia in faza apoasa.
O expresie mai utild este fractia de analit extrasa (E):

E=CoV,/(CoVo + CaV,) = KV /(1 +KV)

unde V, este volumul fazei organice, V, este volumul fazei apoase, iar V este

raportul dintre volumele celor doua faze V,/ V,.

Aceastd expresie permite calcularea randamentului de extractie: n = E x 100.
Selectivitatea si eficienta procesului de extractie pot depinde de mai multi

factort:

- Selectia celor dou lichide nemiscibile. In cazul cuplurilor de solventi aposi
si organici, compusii hidrofili vor prefera faza apoasd, in timp ce aceia mai
hidrofobi se vor regasi in faza organica. De obicei se preferd izolarea
analitilor n solventul organic, deoarece acesta poate fi indepartat, permitand
concentrarea substantei prin evaporare. Dacd pentru separare si analiza se
utilizeazd metoda HPLC cu faze inverse, analitul de interes poate fi extras in
faza apoasa, pentru a putea fi injectat direct in coloana cromatografica.

- Alegerea aditivilor folositi pentru influentarea procesului de echilibru.
Astfel, modificarea pH-ului fazei apoase poate favoriza extractia substantelor
cu caracter slab acid sau slab bazic in solventul organic. Pentru extractia
compusilor cu caracter slab acid (ex. derivati barbiturici, paracetamol,
aspirind, THC, majoritatea pesticidelor) se procedeaza la acidularea fazei
apoase cu o solutie diluata de acid mineral, cu un acid organic sau cu un
tampon cu pH acid, favorizdndu-se astfel trecerea substantei in forma
neionizati, solubild in solventul organic. In cazul bazelor slabe (alcaloizi,
amfetamind, unele medicamente), faza apoasd este alcalinizata cu o solutie
de hidroxid alcalin, amoniac sau un tampon cu pH alcalin.
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De asemenea, adaugarea de agenti de cheletare, de complexare sau de

formare de perechi de ioni, poate modifica echilibrul de dizolvare.

- Raportul dintre cele doud faze nemiscibile (V) poate influenta randamentul
de extractie. Astfel, cu cét acesta este mai mare, cu atat extractia este mai
eficientd. Pentru o extractie cantitativa (n > 99%), raportul dintre faze trebuie
mentinut intr-un interval convenabil: 0,1 < V < 10.

Solventii organici folositi trebuie sa aiba anumite caracteristici:

- o solubilitate in apa redusd (mai micd de 10%)

- sa fie volatili, pentru a putea fi usor indepartati dupa extractie

- sa aiba proprietati de solubilizare care sd asigure recuperarea analitilor in
faza organica

- sa fie compatibili cu tehnicile analitice utilizate In continuare.

Cei mai folositi solventi organici sunt: hidrocarburile alifatice, eterul etilic si
alti eteri, clorura de metilen, cloroformul, acetatul de etil si alti esteri, cetonele
alifatice cu mai mult de 6 atomi de carbon, alcoolii alifatici cu mai mult de 6 atomi
de carbon, toluenul si xilenii, sau combinatii de doi sau mai multi dintre acestia.
Solventii organici miscibili cu apa, cum ar fi alcoolii cu masa moleculara mica,
cetonele, aldehidele, acetonitrilul, dioxanul, nu pot fi utilizati pentru extractia
lichid-lichid.

Extractia lichid-lichid se realizeaza prin agitarea puternica a celor doua faze
puse 1n contact, care se face de obicei in palnii de separare. Aceasta etapa are rolul
de a asigura un contact intim intre cele doud faze, creand o suprafatd interfaciala
enormad, care favorizeaza transferul de masa. Dacd probele contin surfactanti sau
lipide, este posibila formarea emulsiilor in timpul agitarii, ceea ce impiedica
separarea fazelor §i deci a substantei ce urmeaza a fi izolatd. Emulsiile pot fi
,»sparte” prin:

- adaugarea de sare in faza apoasa

- filtrarea emulsiei prin vata de sticla

- filtrarea emulsiei printr-o hartie de filtru pentru separarea fazelor

- centrifugare

- addugarea de cantitati mici din diferiti solventi organici

- utilizarea unui aparat de extractie ce permite incalzirea-racirea.

Clasificarea metodelor de extractie lichid-lichid se poate face in functie de:

- a) eficienta extractiei, in extractie prin echilibrare si extractie exhaustiva

- b) solventul folosit, in extractie generala si extractie selectiva.

Extractia prin echilibrare se bazeaza pe agitarea produsului de analizat cu solventul
organic pand la realizarea unui echilibru de partitie a substantei toxice intre cele
doua faze. Tehnica poate fi aplicatd atunci cand se urmareste doar identificarea
toxicului, nu si dozarea sa.

Extractia exhaustivda urmareste epuizarea produsului de analizat de substanta
toxica, deci o extractie cu un randament peste 99%, cand solutia extractiva poate fi
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utilizata pentru determindri cantitative. Aceasta se poate realiza fie prin extractii
multiple succesive, fie prin reinnoirea solventului, in aparate Soxhlet sau in aparate
de extractie lichid-lichid continua, in care solventul proaspat, cu densitate mai mare
decat a apel, este reciclat continuu, sub forma de picaturi ce trec prin faza apoasa ce
contine substanta toxica. Extractia in contracurent poate asigura §i ea o regasire
corespunzatoare.

Extractia generala se realizeazd cu solventi organici care au capacitatea de a
dizolva o gama largd de substante toxice, cum ar fi eterul etilic. Metoda este
indicatd 1n analizele toxicologice generale, in care natura toxicului nu este
cunoscuta.

Extractia selectiva este aplicabila atunci cand natura substantei toxice este
cunoscutd si presupune utilizarea acelor solventi organici In care toxicul are
solubilitate maxima.

Metode moderne de extractie lichid-lichid sunt microextractia, in care
raportul dintre cele doud faze este situat intre 0,001 si 0,01 si care, desi are un
randament scdzut, permite o concentrare importantd a analitului Tn faza organica,
precum si extractia pe coloane. Aceasta din urma presupune utilizarea, in locul
palniilor de separare, a unor coloane de extractie in care una din fazele lichide este
incorporatd intr-un mediu inert. Cea de-a doua fazad lichida nemiscibilda este
percolatd prin faza imobila, Tn mod asemanator cromatografiei. Suportul inert este
constituit din pdmant de diatomee calcinat, de puritate ridicata, introdus in cartuse
de polipropilena.

Limitele extractiei lichid-lichid sunt:

- cantitatile mari de solventi organici utilizati

- randamentele mici de extractie

- necesitatea unor extractii multiple care dureaza mult

- obtinerea unor extracte diluate care necesitd o concentrare dupd extractie

- prelungirea timpului de extractie cu durata fazei de evaporare

- posibilitatea aparitiei unor descompuneri mediate de solvent

- formarea de emulsii

- obtinerea de extracte impure

- prezenta in solvent a unor impuritati care pot interfera in analiza

- riscul de mediu datoritd vaporilor toxici de solventi organici degajati in
timpul extractiei §i evaporarii.

Aceste dezavantaje au impus dezvoltarea unor noi tehnici de extractie, dintre
care cea mai importanta este:

2. Extractia pe faze solide (EFS), care s-a dezvoltat foarte mult in ultimii ani,

devenind una din cele mai utilizate metode de pregatire a probelor. Avantajele
acestei tehnici sunt:

- obtinerea unor randamente crescute de extractie comparativ cu extractia
lichid-lichid
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realizarea simultand a izolarii substantei toxice din proba si a preconcentrarii
probei, ceea ce asigura o sensibilitate crescuta si limite de detectie mici
reducerea consumului de solventi

evitarea formarii emulsiilor

obtinerea unor extracte clare

manipularea usoara si posibilitatea automatizarii procesului de extractie in
determinarile de rutina

costul redus

timpul mult mai scurt al analizei.

Extractia pe faze solide se bazeaza pe adsorbtia analitului care este dizolvat in
probd pe un adsorbant, de pe care este apoi eluat cu un solvent corespunzator.
Adsorbtia reprezinta fixarea unui gaz, a unui lichid sau a unui solid pe o suprafata
solida. Pentru ca aceasta fixare sa fie utilizabila In scopuri separative, ea trebuie sa
fie reversibild. Elutia, sau desorbtia, constd in extractia substantei adsorbite pe
faza solida cu ajutorul unui solvent, care in acest caz poarta denumirea de eluent.
Are loc ruperea legaturilor dintre adsorbant si moleculele fixate initial, care sunt
inlocuite pe locurile de adsorbtie de citre moleculele eluentului. Intre aceste
interactiuni se stabileste un echilibru:

SOLVAT - ELUENT
N 2

ADSORBANT

Adsorbtia este influentata de unele proprietati ale moleculelor de substante toxice,
cum ar fi: caracterul ionic, polaritatea, polarizabilitatea si configuratia structurala.

Adsorbantii folositi pot fi:

adsorbanti minerali, ca alumina, silicatul de magneziu, aluminosilicatii sau
silicagelul

alti adsorbanti, cum sunt polimerii reticulati derivati de stiren sau silicagelul
modificat prin legare chimica.

Acesti adsorbanti trebuie sd posede anumite proprietati, care sunt esentiale

pentru utilizarea lor in tehnicile extractive:

1. insolubilitatea in solventii folositi si inertia fatd de substantele adsorbite

2. suprafata specificd importanta, care sa asigure o adsorbtie corespunzatoare
3. activitatea, care este dependenta de continutul de apa si care trebuie sa fie
constantd pentru a se asigura o reproductibilitate bund; activarea se face prin
incdlzirea adsorbantului in etuva la temperaturi ridicate (100-300°C).
Mecanismele pe care se bazeaza retinerea pe faza solida pot fi:
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interactiuni apolare, cand retinerea se face in mediu polar, iar eluarea in
mediu nepolar

interactiuni polare, cand retinerea se realizeaza in mediu apolar, iar eluarea in
mediu polar

schimburi ionice, cidnd se folosesc schimbdtori de cationi (acid
propilsulfonic, benzensulfonic grefati pe silicagel) pentru retinerea
substantelor cu sarcind pozitiva, sau schimbdtori de anioni (ex. amine
cuaternare) pentru retinerea analitilor anionici.

Ca s1 in cazul extractiei lichid-lichid, retinerea substantelor toxice poate fi

influentatda de pH, mai ales atunci cand faza solida este reprezentata de silicagel
modificat sau de schimbatori de ioni. Pentru silicagelul modificat pH-ul solutiei de
conditionare si cel al probei trebuie sa fie cel la care compusul nu este ionizat, iar
pentru schimbatorii de ioni, pH-ul probei trebuie sa fie unul la care analitul si
gruparile functionale de pe suprafata schimbatorului au sarcini opuse.

Dispozitivele de conditionare a fazei solide pentru EFS sunt cartusele sau

discurile de extractie (Fig.2.15.).

Fig.2.15. Cartuse de extractie de diferite tipuri
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Cartusele sunt coloane de polipropilena sau de sticla in care se introduce faza solida
si prin care proba sau solventul sunt fortate s treaca prin aplicarea unei presiuni cu
ajutorul unei seringi sau prin aspirare, folosind o instalatie pentru creat vacuum
(Fig. 2.16.).

Fig.2.16. Dispozitiv de creat vacuum folosit in EFS

Etapele unei extractii pe faza solida sunt:
1. Conditionarea cartusului
2. Trecerea probei prin cartus
3. Spélarea cartusului (pentru indepartarea interferentilor)
4. Eluarea analitilor.
Foarte importante pentru obtinerea unui randament bun sunt alegerea
cartusului si a solventilor folositi pentru eluare. Marimea -cartusului este
dependentda de volumul probei de analizat, cantitatea de adsorbant depinde de
capacitatea de retinere a acestuia, iar tipul de solvent de matricea probei, apoasa sau
organica. Pentru matricile apoase, alegerea adsorbantului depinde de solubilitatea
analitului in apa sau in solventi organici, iar pentru matricile organice de polaritatea
si de miscibilitatea solventului cu apa.

In tabelul 2.1. sunt prezentati principalii adsorbanti folositi in EFS si analitii
retinuti pe acestia.



Tabelul nr. 2.1. Tipuri de adsorbanti utilizati in extractia pe faze solide

Tipul de Adsorbant Analitii retinuti Matricea Eluentii Aplicatii
extractie
Extractie C18 — octadecil Grupari hidrofobe: Apa, solutii Metanol, acetonitril, | Droguri, pesticide,
apolara C8 — octil cicluri aromatice, catene | tampon, lichide acetat de etil, substante
CH - ciclohexil alchilice biologice cloroform, hexan medicamentoase
PH - fenil
Extractie polara | CN — cianopropil | Grupari hidrofile: -OH, | Hexan, uleiuri, Metanol, Separarea lipidelor,
20H - diol NH,, heteroatomi cloroform, izopropanol, aditivilor uleiosi,
Si — silicagel lipide acetona fenolilor, hidratilor
NH; - de carbon
aminopropil
Extractie cu SCX —acid Cationi: amine, Apa, solutii Solutii tampon Catecolamine,
schimbatori de | benzen sulfonic pirimidina tampon acide, alcaline, solutii ierbicide, substante
cationi PRS — acid lichide biologice tampon cu tarie medicamentoase
propil sulfonic ionica mare
CBA - acid
carboxilic
Extractie cu SAX — amina Anioni: acizi carboxilici, Apa, solutii Solutii tampon Acizi organici,
schimbatori de | cuaternara acizi sulfonici, fosfati tampon acide, solutii vitamine, acizi grasi,
anioni NH,- alcaline, lichide tampon cu tarie fosfati
aminopropil biologice ionica mare
DEA-
dietilaminopropil
Extractie mixta | Bond Elut Droguri cu caracter Apa, solutii Acizi puternici, baze Substante
Certify bazic, substante tampon acide, puternice, medicamentoase cu

Clean Screen
DAU

medicamentoase

lichide biologice

amestecuri de
solventi organici cu
acizi sau baze

caracter neutru si

bazic
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b) Extractia cu fluide supercritice

Extractia cu fluide supercritice este o noud tehnica de separare care a fost
introdusd in 1988 pentru a inlocui extractia Soxhlet. Aceastd extractie se realizeaza
in conditii speciale de temperaturd si presiune, care permit atingerea unui punct
critic in care materialul nu este nici lichid, nici gazos. Peste acest punct exista un
domeniu, denumit domeniu supercritic, in care cresteri atat ale presiunii cat si ale
temperaturii nu au efect asupra materialului, care nici nu va condensa, nici nu va
fierbe. Acest fluid, denumit supercritic, are proprietati comune atat gazelor cat si
lichidelor, adica difuzeaza prin materiale ca si cum ar fi un gaz si are capacitate de
dizolvare asemanatoare unui lichid. Fluidul de electie pentru aceastd metoda este
dioxidul de carbon, ai carui parametri critici pot fi usor controlati si care in plus
este usor disponibil in forma puri si la un cost acceptabil. In unele cazuri, pentru a
creste randamentul de extractie al unor compusi, in dioxidul de carbon supercritic
se pot adauga modificatori, cum ar fi metanolul. Metoda de extractie este
considerata a fi selectivd, acest lucru asigurandu-se prin ajustarea presiunii, a
temperaturii, a compozitiei fluidului, a fluxului sau a timpului.

I—‘

Calculator

] e

] IE—‘
C02 Pompa Filtru sau  pispozitiv

Camera de extractie )
coloana de captare Fiola
pentru
proba

Fig.2.17. Aparat pentru extractie cu fluide supercritice

Un aparat de extractie cu fluide supercritice (Fig.2.17.) este alcatuit in
principiu dintr-o butelie cu dioxid de carbon, o pompa, o camera de extractie, un
restrictor sau camerd de decompresie si un flacon in care se recolteaza proba. Daca
substantele izolate sunt foarte volatile, retinerea lor se face intr-un dispozitiv de
captare cu un adsorbant in faza solida, care este racit in timpul colectarii i incalzit
apoi pentru a promova desorbtia.
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Astfel de aparate de extractie pot fi cuplate cu diferite coloane sau detectori,
permitand analiza probelor complexe; un exemplu de cuplare este cel cu un gaz
cromatograf. Metoda este utild pentru analiza probelor solide, iar in domeniul
toxicologiei se aplica in special la analiza probelor de mediu sau a pesticidelor din
produsele alimentare.

in functie de modul de solubilizare a substantelor toxice si de agentii folositi
pentru precipitarea proteinelor, de-a lungul timpului au fost dezvoltate mai multe
metode de izolare a substantelor organice nevolatile.

1. Metoda Stas-Otto-Ogier este prima metodd eficientd de extractie cu
solventi organici, care a fost elaborata de Stas in 1850, in cursul unei expertize
pentru izolarea nicotinei. Ea a fost ulterior modificata de Otto si apoi de Ogier, iar
tehnica utilizatd in prezent se bazeazd pe solubilizarea substantelor toxice in
amestec hidroalcoolic slab acidulat, urmata de indepartarea impuritdtilor cu alcool
concentrat. Dupa indepartarea alcoolului, toxicii sunt extrasi cu solventi organici,
intdi in mediu acid, apoi in mediu alcalin.

Tehnica de lucru. 50-100 g (ml) produs de analizat, bine maruntit si
omogenizat, se introduc Intr-un balon cu fund rotund prevazut cu un
refrigerent. Se aciduleaza cu o solutie de acid tartric 5% pana la pH 4
si se adauga un volum dublu de alcool de 95°. Volumul de alcool
adaugat depinde de consistenta produsului, el alegandu-se in asa fel
incat concentratia alcoolicd finala sd fie in jur de 40-50%. Se
macereaza pe baia de apa, timp de 6-12 ore la 50°C, sau 3-6 ore la
70°C, apoi continutul balonului se raceste si se filtreaza.

Filtratul se purificd, indepartind substantele care ar putea
deranja analiza. Astfel alcoolul, care este miscibil atat cu apa cat si cu
solventii organici si care poate reduce extractia toxicilor deoarece o
parte din ei ar putea ramane 1n faza alcoolica, se indeparteaza prin
distilare sub presiune scazuta, incalzind baia la 50°C, sau prin
evaporare intr-o capsuld, pana la obtinerea unui lichid siropos.
Lichidul se raceste si se trateazd sub agitare continud cu un volum de
3-4 ori mai mare de alcool de 95°, pentru precipitarea proteinelor. Se
lasa sd se aglomereze precipitatele floconoase, apoi se filtreaza, iar
precipitatul se spala cu alcool. Se repetd operatia de 3-4 ori, in final
folosindu-se alcool absolut. Purificarea este completd atunci cand nu
se mai formeaza flocoane proteice la addugare de alcool absolut. Se
filtreaza, se Indeparteaza alcoolul si se dilueaza cu 50 ml apa.
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Lichidul apos acid astfel obtinut este prelucrat in continuare
pentru indepirtarea lipidelor sau a colorantilor. In acest scop, el este
extras Intr-o palnie de separatie cu un volum egal de eter de petrol,
operatia repetandu-se daca este cazul. Extractul de eter de petrol poate
contine, pe langad impuritati, si substantele toxice care sunt solubile in
acest solvent, cum ar fi acidul salicilic, camforul, glutetimida,
insecticidele organoclorurate. Dacad se banuieste prezenta in proba a
acestor compusi, se renuntd la purificarea prin extractie cu eter de
petrol, pentru a evita pierderile sau obtinerea unor extracte
impurificate si greu de analizat. Pentru o purificare mai avansata se
indeparteaza lecitinele prin precipitare cu acetond, filtrare si
eliminarea acesteia prin distilare si evaporare.

Lichidul apos acid obtinut contine majoritatea substantelor
toxice sub forma de tartrati (alcaloizi, medicamente cu caracter bazic),
sub forma libera (glucozizi, cantaridind, etc.), sau ca acizi neionizati
(derivati barbiturici, acid salicilic, etc.).

In continuare, se procedeaza la fractionarea extractului, care urmareste
separarea toxicilor in trei grupe: substante cu caracter acid, substante cu caracter
bazic si compusi neutri. Aceastd fractionare nu este absolutd, deoarece existd
substante, cum ar fi cafeina sau alte xantine, care au caracter amfoter si se pot
regdsi in oricare dintre primele doud faze; de asemenea, metabolitii unor substante
cu caracter bazic se pot separa si in fractiunea acida, cum este cazul sulfoxizilor
fenotiazinelor, al derivatiilor fenolici ai fenacetinei, al metabolitilor
benzodiazepinelor, etc.

Fractionarea dupa Stas-Otto se realizeaza astfel: solutia apoasa acida obtinuta
dupa extractie si purificare se agita intr-o palnie de separare cu solventul organic.
Desi s-a propus folosirea cloroformului, a acetatului de etil, a diclormetanului, etc.,
solventul de electie este eterul etilic, chiar dacd unii autori il contestd datorita
formarii de peroxizi cu caracter exploziv; acesti peroxizi se pot indeparta prin
tratare cu sulfat feros sau pe coloana de alumind. Extractul sau fractiunea eterica
obtinuta contine substantele cu caracter acid (acid salicilic, barbiturice, pirazolond)
si neutre (carbamatii). Aceasta fractiune poate sa necesite purificare, dupa care este
fractionata la randul ei. Astfel, ea se extrage cu solutie de bicarbonat de sodiu 5%,
cand se separd acizii tari (fractiunea A,); eterul se reextrage cu solutie de hidroxid
de sodiu 0,1N, care reactioneaza cu acizii slabi si compusii fenolici (fractiunea A;).
Eterul ramas va contine doar compusii neutri si lipidele. Se evapord la sec si
reziduul se dizolva in acid sulfuric 0,1N, obtinandu-se fractiunea C, a substantelor
organice neutre (Fig. 2.18.).

Faza acida initiala se neutralizeaza cu hidroxid de amoniu sau cu carbonat
acid de sodiu pana la un pH alcalin (Fig.2.19.). Teoretic, trebuie intii efectuatd o
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alcalinizare cu hidroxid de amoniu, urmatd de extractie cu eter, dupa care se
alcalinizeaza cu carbonat acid de sodiu si se extrage, acoperindu-se astfel toate
posibilititile de extractie a compusilor amfoteri. In practica se face insi o singuri
alcalinizare pentru substantele bazice, unii autori preferand hidroxidul de amoniu,
iar altii carbonatul acid de sodiu.

Dupa alcalinizarea solutiei apoase si extractie cu eter (sau diclormetan, sau
cloroform), se obtine fractiunea alcalind, care contine substantele cu caracter bazic
cum ar fi: alcaloizii, bazele cuaternare de amoniu, fenotiazinele, benzodiazepinele,
amfetaminele, etc. Aceasta faza eterica se extrage cu acid sulfuric 0,1N si rezulta
fractiunea B. Pentru purificare se pot reextrage fractiunile cu solvent organic, dupa
modificarea pH-ului, si apoi din nou cu solutie acida pentru substantele bazice sau
alcalind pentru substantele cu caracter acid.

Fractiunile A, B, C sunt astfel pregatite pentru identificare prin
spectrofotometrie in UV, de fluorescenti, GC, CSS. In primul rand se aplicd
spectrofotometria in UV, prin inregistrarea spectrelor la pH-ul la care se gasesc
probele si apoi la pH invers si se compara cu bibliotecile de spectre cunoscute.

Observatii:

- Daca la aplicarea metodei Stas-Otto-Ogier alcalinizarea s-a facut cu hidroxid
de sodiu, morfina ramane in faza apoasa sub forma de fenolat hidrosolubil,
neextractibil in solventi organici. In acest caz se aciduleazi cu acid clorhidric
10%, apoi se alcalinizeaza la pH 8,0-8,3 cu solutie de carbonat acid de sodiu
sau cu solutie de hidroxid de amoniu si se extrage cu cloroform sau amestec
de cloroform-alcool amilic (9:1).

- La izolarea stricninei se adaugd intdi solventul organic (eter, sau de
preferintd cloroform) si apoi se alcalinizeaza, sub agitare continud, deoarece
stricnina eliberata prin alcalinizare trece in forma cristalina, greu extractibila
in solvent. Dacd se alcalinizeazd concomitent cu agitarea, alcaloidul este
extras pe masura ce trece in forma bazica, evitandu-se formarea cristalelor.

La analiza substantelor toxice volatile (nicotind, amfetamina), extractul eteric
alcalin se aciduleaza Tnainte de evaporare cu acid sulfuric 10% sau acid clorhidric
10%, pentru a evita pierderile prin evaporare.
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Proba + HCI (pH 1)

Extractie cu eter

FAZA ETERICA FAZA APOASA
Spalare cu solutie
saturata de NaCl 2
TOXICI BAZICI
Extractie cu
NaHCO; 5%
FAZA ETERICA FAZA APOASA
Extractie eu Acidulare cu HCI
amoniac 5% sau Extractie cu eter
cu NaOH 0,1 N
FAZA ETERICA FAZA APOASA FAZA ETERICA FAZA APOASA
¢ Al_—,, .. Searunca
Toxici neutri Acizi organici
Metaboliti ﬁfl“i salicilic
Carbamati Acidulare cu HCI algezice ) .
Bromoureide Extractie cu eter Metaboliti ai benzodiazepinelor
Cloral Ac. clorofenoxiacetici
Cafeina Sulfoxizi ai fenotiazinelor
Teofilina Fenoli
FAZA ETERICA FAZA APOASA
Ay——— Se arunca
Barbiturici
Glutarimide

Figura 2.18. Fractionarea toxicilor acizi §i neutri
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Faza apoasa anterioara 2
Toxici bazici

extractelor cu apa

Extractie cu eter sau
diclormetan si spalarea

Alcalinizare cu NaOH

FAZA ETERICA FAZA APOASA
B
] Separare
Substante bazice
Identificare directa Extractie cu H,SO4
FAZA ETERICA FAZA APOASA
Alcalinizare
Extractie cu eter
FAZA ETERICA FAZA APOASA
B —— Extractie
Alcaloizi cu cloroform
Fenotiazine
FAZA CLOROFORMICA FAZA APOASA
B,—— Acidulare cu HCl
e Alcalinizare cu
Alcaloizi amoniac

FAZA ORGANICA

Extractie cu
cloroform:etanol

FAZA APOASA

B;

Alcaloizi fenolici

Morfina
Stricnina

Figura 2.19. Fractionarea toxicilor cu caracter bazic
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Alte metode sunt:

2. Metoda Dragendorff, care se bazeaza pe solubilizarea substantelor toxice
in apa acidulata cu acid sulfuric §i precipitarea proteinelor cu alcool, urmate de
extractia selectiva cu solventi organici, la un pH optim.

3. Metoda Florance constd in solubilizarea toxicilor in apd si precipitarea
proteinelor cu acid tricloracetic, care asigurd si ionizarea bazelor organice. Din
filtratul acid se extrag substantele toxice la pH-ul optim. Metoda nu asigura un
randament suficient de bun, deoarece precipitatul format poate retine o parte din
compusii de interes. Ea se preteazd pentru izolarea morfinei, stricninei,
sulfamidelor, derivatilor barbiturici, dar nu si a heterozidelor sau a unor alcaloizi
usor hidrolizabili in mediu acid (atropina, cocaina).

4. Metoda Fabre (metoda proteolizei), se bazeaza pe degradarea proteinelor
pe cale enzimatica, cu tripsina sau pancreatind, pana la peptide si aminoacizi, dupa
care se face extractia substantelor toxice si a metabolitilor lor la un pH optim.
Metoda este usor de aplicat, conduce la obtinerea unor extracte foarte pure si
substantele toxice usor hidrolizabile nu sunt afectate.

5. Metoda digestiei acide presupune macerarea pe baie de apad a produsului
de analizat cu acid clorhidric, cand are loc precipitarea proteinelor, urmata de
extractia cu solventi organici a substantelor toxice, din mediu alcalin. Prin aceasta
tehnica se izoleaza substantele i metabolitii cu caracter alcalin, concomitent avand
loc si hidroliza conjugatilor. Metoda este contraindicatd pentru substantele usor
hidrolizabile.

6. Metoda cu tungstat de sodiu se bazeazd pe precipitarea proteinelor cu
tungstat de sodiu si extractia din filtrat a substantelor toxice la un pH optim. Ea este
rapida, filtratele obtinute sunt limpezi §i este indicatd pentru i1zolarea compusilor cu
caracter acid sau neutru.

7. Metoda cu acetona si sulfat de amoniu (metoda Nicolls) consta in
deproteinizarea produsului cu sulfat de amoniu si acetona, urmata de extractia cu
solventi organici la pH optim.

8. Metoda Griffon-Le Breton se bazeazd pe solidificarea produsului de
analizat cu sulfat de sodiu anhidru si extractia selectiva cu solventi organici la pH
optim. Ea se preteazd bine pentru izolarea substantelor toxice din organe si din
sange.

Tehnica de lucru: 10-20 g produs de analizat se tritureaza Intr-un
mojar cu putin nisip purificat si cu o cantitate dubla sau tripla de sulfat
de amoniu anhidru. In functie de natura toxicului, se adaugi fie 5 g
oxid de magneziu (pentru substantele alcaline), fie 1 g acid tartric
(pentru substantele acide). Masa obtinutd trebuie sa fie solida,
omogena si neaderentd si se prelucreazd in una din urmatoarele
variante:
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= se trece continutul Intr-un flacon conic cu dop rodat, se adauga
un volum dublu sau triplu de solvent organic si se agita energic
15-20 minute. Se lasa in repaus si, dupd separarea fazelor, se
filtreaza faza organica. Extractia se repeta de 2-3 ori. Fazele
organice separate si reunite se evapora la sec pe baie de apa;

= se trece continutul intr-un cartus filtrant al aparatului Soxhlet si
se extrage exhaustiv cu eter sau cloroform; solutia organica
obtinuta se evapora pe baie de apa;

= se trece continutul pe o coloand speciald, care la partea
inferioara are oxid de magneziu, sulfat de sodiu anhidru si
uneori carbune activ si se epuizeaza cu solvent organic; solutia
organica se evapora pe baia de apa.
In functie de pH-ul necesar, alcalinizarea se poate face si cu
hidroxid de sodiu 10% sau cu amoniac concentrat, dar in acest
caz, pentru a asigura solidificarea, se adauga un exces de sulfat
de sodiu anhidru.

Extractia directa cu solventi organici se poate folosi atunci cand se

cunoaste natura substantei toxice si cand se analizeaza o proba putin complexa,
cum este de exemplu proba de urina.
Tehnica de lucru: 5-50 ml produs de analizat lichid se aciduleaza cu
acid clorhidric 2N. Se introduce un volum exact masurat din proba
acidulatd intr-o palnie de separatie si se extrage de cel putin doud ori
cu un volum de eter etilic sau cloroform de 2-5 ori mai mare cand
volumul de proba este mare, sau de 5-10 ori mai mare cand volumul
de proba prelucrat este mic. Se agitd energic 1-5 minute. Fazele
organice separate §i reunite se filtreaza printr-un filtru uscat ce contine
putin sulfat de sodiu anhidru si se evapora pe baie de api. In reziduul
obtinut se vor identifica substantele toxice si metabolitii cu caracter
acid.

Faza apoasa rdmasd in palnia de separatie se alcalinizeaza cu
hidroxid de amoniu 2N si se extrage cu solventi organici in acelasi
mod ca si in cazul substantelor cu caracter acid. In reziduul obtinut
dupa evaporarea solventului de extractie se vor identifica toxicii cu
caracter bazic.




Capitolul 3
EVALUAREA TOXICOLOGICA A MEDICAMENTELOR

De la sinteza unui nou medicament pana la administrarea sa la bolnavi se
scurge o perioada de 7-12 ani, timp in care se realizeazd evaluarea sa sub aspectul
calitatii, securitatii utilizarii si eficacitatii. Costurile acestei evaluari sunt ridicate, in
jur de 200 milioane dolari pentru o singurd substantd (la nivelul anului 1997) si
doar una din 1000 de molecule ajunge sa fie comercializatd. Aceasta perioada poate
fi divizata in trei etape:

- etapa preclinica
- etapa clinica
- etapa administrativa.

Etapa preclinica uvrmareste studierea noii molecule sub toate aspectele si
experimentarea sa pe animal, ceea ce conduce la o expertizd farmaceutica si la o
expertiza farmaco-toxicologica.

Etapa clinica are drept scop studierea la om a eficacitatii si a tolerantei
produsului, conduciand la o expertizd clinicd ce permite aprecierea raportului
beneficiu / risc.

Etapa administrativa conduce la inregistrarea medicamentului si la obtinerea
autorizatiei de punere pe piata.

La nivel european, legislatia referitoare la expertiza medicamentelor a fost
armonizata progresiv, concretizandu-se in 1995 in crearea Agentiei Europene
pentru Evaluarea Medicamentelor, cu sediul la Londra. Agentia Europeand a
elaborat un format standard unic al dosarului pentru inregistrare, care a fost adoptat
st de Agentia Nationalda a Medicamentului din Romania.

A) Perioada preclinica

1. STUDIUL FARMACEUTIC
Acesta are drept obiectiv garantarea calitatii constante a viitorului
medicament si se refera la

1.1. Studiul analitic, care urmareste:

- definirea caracteristicilor fizico-chimice ale viitorului medicament, prin
metode validate de identificare, dozare si control de puritate

- studiul de stabilitate, care permite stabilirea duratei de conservare si a
conditiondrii care asigura o buna conservare

- demonstrarea absentei contaminarii bacteriene si virale prin teste biologice
de inocuitate ,,in vitro”
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1.2. Studiul farmacotehnic, care are drept obiectiv realizarea rapidd a unei
forme farmaceutice ce prezintd calititile corespunzatoare in vederea
realizarii primelor experimente pe animal.

2. EXPERIMENTAREA PE ANIMAL
Are drept scop:
- crearea unei baze de date cu privire la metabolismul si la eficacitatea
substantei
- oprirea 1n aceastd etapa a acelor compusi ale caror efecte daunatoare la
animal lasa sa se Intrevada lipsa securitatii de administrare la om
- identificarea organelor asupra carora substanta ar putea sa aiba actiune toxica
la om.
Studiile efectuate sunt:
- Studii de toxicologie, care au drept scop verificarea securitatii compusului
- Studii de farmacodinamie, care verifica eficacitatea substantei
- Studii de farmacocinetica, care se refera de asemenea la eficacitatea
viitorului medicament.

2.1. STUDIILE DE TOXICOLOGIE
Aceste studii constituie prima etapa a evaluarii securitatii unui medicament si
trebuie sa furnizeze raspunsuri la trei intrebari:

- 1. Care sunt dozele maxime tolerate?

- 2. Care sunt organele, tesuturile, celulele sau functiile fiziologice afectate de
viitorul medicament?

- 3. Care este riscul ca substanta sa induca alterari genetice sau carcinogeneza
chimica?

Studiile de toxicitate se clasifica in trei grupe:

- I Studii de toxicitate conventionala, care evalueaza toxicitatea acuta,
toxicitatea la termen scurt dupd doze repetate, toxicitatea subcronica si
toxicitatea cronica a substantelor;

- Il Studii de toxicitate speciala, care evalueazd mutagenitatea,
carcinogenitatea si toxicitatea asupra functiei de reproducere;

- 1l Studii de toxicitate alternativa, care prevad reducerea numarului de
animale folosite si a suferintelor induse acestora prin utilizarea unor sisteme
,»1n vitro”, dar care inca nu au fost acceptate de instantele de reglementare.

2.1.1. Studiile de toxicitate acutd urmaresc evaluarea toxicitatii acute, adica a
efectelor adverse produse pe termen scurt, in urma administrarii unei doze unice de
substanta, sau a mai multor doze, 1n interval de 24 de ore.
Obiectivele acestor studii sunt:
- definirea toxicitatii produsului si identificarea organelor tinta
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- prevederea simptomelor intoxicatiei acute la om
- facilitarea selectdrii dozelor utilizate in studiile de farmacologie sau in
celelalte studii de toxicologie.

Principalul parametru determinat este doza medie letala (DLsy), definita
drept doza unicd de substantd, determinata prin metode statistice, care produce
moartea a 50% din animalele de experientd. Ea nu este o constantd biologica,
precizia sa fiind influentatd de numerosi factori, in principal de conditiile
experimentale si a fost utilizata pentru compararea toxicitatii compusilor chimici.

Animalele folosite pentru determinarea dozei medii letale se aleg in functie
de:

- facilitatea si conditiile de crestere pentru specia respectiva
- rapiditatea dezvoltarii

- usurinta manipularii in timpul experimentelor

- datele de toxicitate disponibile pentru specia respectiva.

Cel mai frecvent se folosesc specii de rozdtoare: sobolani, soareci, iepuri,
cobai. Normativele europene prevad testarea pe doud specii de rozatoare, in general
sobolani si soareci, In timp reglementarile din SUA si Japonia presupun folosirea a
trei specii, dintre care una de nerozatoare.

Animalele trebuie sa fie de aceeasi rasd, aceeasi origine, aceeasi varsta,
aceeasi greutate, sau eventual cu variatii ale greutdtii corporale de maxim + 20%
fatd de medie, si cu o stare de sanatate buna. Ele sunt mentinute in conditii standard
de vivariu pe toata durata experimentului. Pentru fiecare nivel de doza se utilizeaza
cate 10 animale, in loturi fiind inclusi un numir egal de masculi si de femele. In
cazul evaludrii toxicitatii acute pe cale cutanatd, animalele preferate sunt iepurii,
sobolanii si cobaii.

Calea de administrare a substantelor poate fi orala, cutanata, respiratorie,
parenterald, si se alege in functie de calea de expunere a omului. Reglementarile
europene prevad administrarea substantelor pe doua cdi, una fiind cea prevazuta a fi
utilizatd la om, iar cealalta trebuind sa asigure o biodisponibilitate de 100%, sau cat
mai apropiata de aceasta.

Nivelurile de doze testate sunt in numar de trei, ele trebuind sa incadreze
valoarea DLs, ce se asteaptd a fi obtinutd. Daca nu s-a observat letalitate la o doza
de 5000 mg/kg, in general nu se recomandd determinarea DLs,, ci doar
determinarea dozei maxime tolerate, adicd a dozei celei mai mari care produce
fenomene toxice, fara a induce insa decesul animalelor.

Observarea animalelor consta intr-un examen clinic §i un bilant al
mortalitdtii imediat dupa administrare, frecvent in primele 4 ore si apoi cel putin o
data pe zi, pentru un interval minim de 14 zile. Se observa in special modificarile la
nivelul pielii, blanii, membranelor mucoase, sistemului circulator, sistemului
nervos central, comportamentului. Animalele decedate pe parcursul experimentului
si cele ramase 1n viatd la sfarsitul acestuia sunt autopsiate, iar ficatul, rinichiul
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precum §i organele care prezinta modificari macroscopice sunt supuse unui examen
histopatologic.

Bilantul mortalitatii serveste pentru calcularea DLs,, prin metode clasice
(Bliss, Litchfield si Wilcoxon, etc.) sau cu ajutorul unor programe informatice.
Doza medie letald este exprimatd in mg/kg greutate corporald, precizdndu-se specia
si eventual rasa pe care s-a facut determinarea si calea de administrare.

2.1.2. Studiile de toxicitate dupa administrare repetata
Obiectivele acestor studii sunt:
- determinarea potentialului toxic dupd o expunere mai indelungatd la doze
care permit supravietuirea
- determinarea relatiei doza-raspuns, inclusiv a nivelului la care nu se observa
efecte adverse (NOAEL)
- identificare organelor tinta
- furnizarea de informatii cu privire la diferentele intre specii
- furnizarea de informatii pentru evaluarea riscului
- stabilirea criteriilor de evaluare utilizate 1n alte studii de toxicitate.
Tipuri de studii:
- studii de toxicitate pe termen scurt, cand administrarea compusului testat se
face zilnic, timp de 14 sau 28 de zile
- studii de toxicitate subcronica, in care substanta este administratd 90 de zile
- studii de toxicitate cronicd, ce prevad o administrare indelungata, de minim
10% din durata de viata a speciei respective, de 6 sau chiar de 12 luni.
Durata studiului efectuat depinde de durata preconizata a administrarii la om
(Tabel 3.1.).

Tabel 3.1. Durata studiilor de toxicitate dupd administrdri repetate

Durata preconizata pentru Durata recomandata pentru
administrarea clinica studiul de toxicitate

Una sau mai multe doze, intr-o 14 zile

singurd zi

Doze repetate, pana la 7 zile 28 zile

Doze repetate, pana la 30 de zile 3 luni

Doze repetate, mai mult de 30 de zile 6 luni, sau chiar 12 luni

Animalele folosite trebuie sd fie din doua specii, una de rozatoare si alta de
nerozaroare. Dintre rozatoare, cel mai frecvent se utilizeaza sobolanul, iar dintre
nerozatoare cainele, primatele sau mini-porcul. Alegerea speciei se face in primul
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rand 1n functie de exigentele agentiilor de inregistrare, de sensibilitatea acesteia,
care trebuie sa fie mare, de metabolismul similar cu al omului, dar si de experienta
laboratorului.

Nivelele de doze sunt de minim trei, iar marimea acestora si numarul de
animale per doza trebuie sa fie suficiente pentru a evidentia: 1) efectul toxic, 2)
reversibilitatea sau nu a actiunii toxice, 3) efectul cumulativ sau retard, 4)
informatii cu privire la organele tinti. In general de folosesc intre 10-20
animale/sex/dozi pentru rozitoare si 4-6 animale/sex/dozi pentru nerozitoare. In
experiment se mai includ si un lot control negativ si un lot control pozitiv (daca se
urmareste o anumita actiune).

Calea de administrare este cea preconizata a fi folositd la om. Ea este
frecvent cea orala, administrarea facandu-se in alimente, prin gavaj sau in capsule
si mai rar in apa de baut.

Evaluarea toxicitatii se face atat pe animalul viu, cat si post-mortem.

Pe animalul viu se evalueaza:
- semnele vizibile de toxicitate sau mortalitatea, modificarea aspectului,
functiilor vitale, a comportamentului
- greutatea corporala
- consumul de alimente
- rezultatele examenului oftalmologic
- datele de patologie clinica (parametrii hematologici, enzimatici, biochimici,
analiza de urind)
Post-mortem se evalueaza:
- greutatea organelor
- aspectul histopatologic al organelor.

In cazul studiilor de toxicitate cronicd, in plus se mai evalueazi si

functia cardiovasculard, precum si absorbtia substantei in organism.

2.1.3. Studii de mutagenitate

Aceste studii urmaresc evaluarea potentialului mutagen al substantelor.
La ora actuala sunt disponibile peste 100 de teste, atat in vivo cat si in vitro,
care se realizeaza pe diferite organisme:

- teste in vitro: pe bacterii, culturi de celule de mamifere si culturi de celule

umane

- teste in vivo: pe Drosophilla, mamifere, organisme umane

Deoarece multe substante actioneaza ca mutageni numai dupd bioactivare si
transformare in metaboliti electrofili foarte reactivi, iar multe teste de mutageneza
se efectueaza in vitro, pentru mimarea metabolizarii se utilizeazd o fractiune a
ficatului de sobolan, S9. S9 este supernatantul obtinut dupa centrifugarea timp de
20 de minute la 9000 g a unui omogenat de ficat de sobolan si contine sistemele
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enzimatice implicate in metabolizarea xenobioticelor (OFMM). Deoarece enzimele
de origine microzomald sunt inductibile, se prefera utilizarea unui omogenat de
ficat care provine de la animale tratate in prealabil cu inductori enzimatici (bifenili
policlorurati, 3-metil colantren, fenobarbital).
Testele de mutageneza se pot clasifica, dupa tipul de efect asupra
materialului genetic pe care il evidentiaza, in:
- teste care evidentiaza mutatiile genice
- teste care evidentiaza mutatiile cromozomiale
- teste care evidentiazd alterari primare ale ADN-ului, detectand repararea si
recombinarea acestuia.

A) Teste care evidentiaza mutatiile genice

1) Teste microbiene in vitro

Deoarece mutatiile de acest tip nu sunt vizibile la microscop, aceste teste se
bazeazd pe utilizarea de variante biologice cu un caracter specific, sau pe
producerea de mutatii letale recesive. Mutatiile la nivelul unui situs specific se pot
produce in 2 sensuri:

> In sensul direct: de la un tip silbatic la un tip mutant; mutatiile sunt puse in
evidenta prin rezistenta lor la un agent toxic, care traduce modificarea unei
enzime;

> In sens revers: de la tipul mutant la tipul silbatic de origine. Se utilizeaza
suse ,,auxotrofe”, care necesita un factor de crestere, si care pierd aceasta
cerintd prin mutatie, redevenind ,,prototrofe”, deci capabile sa creasca pe un
mediu lipsit de acest factor de crestere.

Un exemplu clasic este Testul Ames, care madsoara reversia mutantelor
histidin-dependente de Salmonella typhimurium la tipul salbatic, histidin-
independent. Se incubeaza susele mutante cu substanta de testat intr-un mediu de
cultura sarac in histidind, care nu permite deci dezvoltarea mutantelor. Daca
substanta produce mutatii reverse, se formeaza suse histidin-independente, care se
pot dezvolta in mediul sarac in histidina si pe placa se observa coloniile bacteriene.

2) Teste pe celule de mamifere

Se folosesc celule de limfom de soarece, limfoblasti umani, celule de plaman
sau ovar de hamster chinezesc. De exemplu, se pot folosi linii celulare de
fibroblasti de ovar de hamster chinezesc femela sau linii celulare de fibroblasti de
plaman de hamster chinezesc mascul. Aceste doud linii celulare au avantajul de a
avea un nivel redus de mutatii spontane, iar cariotipul lor este bine definit. Celulele
prezintd locusul HPRT, care codificd enzima hipoxantin-guanin-fosforibozil
transferaza ce intervine in fosforilarea guaninei. Celulele care vor prezenta o
mutatie la nivelul locusului HPRT, isi vor pierde activitatea enzimatica, sau aceasta
va fi redusa, deci daca in mediu se introduce 6-tioguanind, din aceasta nu se va
sintetiza o nucleotida letala, iar colonia se va dezvolta. Testul consta in masurarea
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numadrului de colonii rezistente la 6-tioguanind, in prezenta si in absenta agentilor
mutageni.
Aceste teste pe culturi celulare de mamifere au anumite avantaje:
- permit o mai buna extrapolare la om, comparativ cu testele microbiene
- existd o corelatie bund cu efectele carcinogene ale anumitor clase de
substante
- metoda este bine standardizata.
3) Teste microbiene in vivo
4) Teste ce utilizeaza insecte
Se foloseste musca Drosophilla melanogaster deoarece:
- este bine caracterizatd din punct de vedere genetic
- metabolizeaza substantele toxice asemanator cu mamiferele
- timpul de producere a unei generatii este doar de 12-14 zile
5) Teste ce evidentiaza mutatii genice la soareci

B) Teste care detecteaza mutatiile cromozomiale
1) Teste pe insecte
2) Studii citogenetice pe celule de mamifere: pot fi teste in vitro sau teste in

Vivo.
Teste in vitro: Analiza metafazelor

Se utilizeaza celule de limfom de soarece, ovar de hamster chinezesc sau
limfocite umane.

Substanta se testeaza paralel cu doi martori pozitivi cu activitate mutagena
cunoscuta, unul care actioneazda direct (sulfonat de etilmetan) iar altul care
actioneaza dupa bioactivare (dimetilnitrozamina).

Dupa o perioada de incubare corespunzatoare, diviziunea celulara este oprita
prin addugare de colchicind, celulele sunt preparate si se evalueaza anomaliile care
apar la nivelul cromatidelor sau cromozomilor (Fig.3.1.).

Fig.3.1. Imaginea unei metafaze
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Teste in vivo: Testul micronucleilor se efectueaza pe maduva hematogena de
soarece §i se bazeazd pe evidentierea unor formatiuni citoplasmatice rotunde,
asemandtoare ca formad, structura si proprietdti tinctoriale cu nucleul, motiv pentru
care au fost denumite micronuclei (Fig.3.2.). Intre formarea micronucleilor si
aberatiile cromozomiale existd o stransd legatura, deoarece ei pot lua nastere fie din
fragmente cromozomiale acentrice, care in anafaza nu se mai pot deplasa spre
nucleii in formare, fie din cromozomi intregi, care nu mai sunt inclusi in nucleii fii
datorita retardarii anafazice produse prin lezionarea aparatului mitotic.
3) Testul letalitatii dominante la rozatoare

O mutatie letala dominantd este o mutatie a unui gamet care provoaca
moartea zigotilor produsi de acest gamet. Individul purtator al acestei mutatii nu
este viabil, iar mutatiile letale dominante sunt eliminate automat, prin moartea
mutantului.

Testul evidentiaza efectele toxice asupra celulelor germinale ale masculilor
sandtosi (soareci sau sobolani). Efectele se pot manifesta sub forma unor
implantatii care nu sunt viabile, sau sub forma pierderii pre-implantatiilor la
femelele fecundate de masculii tratati.

Figura 3.2. Imaginea unor micromuclei si modul lor de formare.

C) Teste care detecteaza repararea si recombinarea ADN-ului
1) Sinteza neprogramata a ADN-ului
Testul permite o masurare indirectd a lezarii primare a ADN-ului, pe baza
repararii prin excizie. Dacad intr-o culturd celulard de hepatocite de sobolan se
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introduce timidina tritiata, aceasta va fi incorporatd doar dacad are loc o reparare a
acidului nucleic consecutiva unei leziuni si nu va fi utilizatd in procesul de
replicare, deoarece celulele aflate in cultura nu se divid. Repararea ADN-ului va fi
definita prin cantitatea de timidind radioactiva incorporata per unitatea de greutate
de ADN, in raport cu valorile determinate la martori. Masurarea incorporarii
timidinei tritiate se poate face prin autoradiografie.
2) Schimbul intre cromatidele surori
Masoara schimbul reciproc de ADN intre doud cromatide surori ale unui
cromozom in timpul duplicatiei. Celulele sunt marcate cu 5-BRDU (5-bromo-
dezoxi-uridind). Dupa doud cicluri de replicare, celulele sunt colorate si se
analizeaza si compara frecventa schimburilor per celula si per cromozom (Fig.3.3.).
Celulele folosite pot fi limfom de soarece, ovar de hamster chinezesc,
limfocite umane.

NORMAL TRATAT CUT MUTAGEI

S 19

Brdl ErdU

SR

s /0 \ VAN

Heoechst 33238
+IIW + colorant
Gietsa

Figura 3.3. Colorarea diferita a cromatidelor surori dupa doud cicluri celulare

4

L



78 o Analize si evaluari toxicologice

3) SOS Chromotest

Acest test se bazeaza pe inducerea sistemului SOS, care are un rol important
in raspunsul bacteriei E.coli la agenti genotoxici, el fiind un indicator precoce al
lezarii ADN-ului. In acest rdspuns sunt implicate doud gene: gena lexA, care
codifica un represor pentru toate genele sistemului si gena recA, care codifica o
proteina capabild sa scindeze represorul printr-un semnal activator SOS. Masurarea
inducerii sistemului SOS este posibild in urma obtinerii unei suse bacteriene in care
o altd gena, lacZ, care controleaza sinteza [3-galactozidazei, a fost plasata prin
fuziune genica sub controlul operonului ,,sfiA” (o regiune a ADN-ului care
regleaza sinteza proteinei ,,sfiA”). Represorul /exA se scindeazd in celulele cu
ADN lezionat, consecinta fiind exprimarea operonului fuzionat (Fig.3.4.).
Inducerea operonului ,,sfiA” se traduce prin producerea de [-galactozidaza,
masurata colorimetric prin transformarea o-nitrofenil-B-D-galactozidei in o-
nitofenol de culoare galbena.
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Fig.3.4. Principiul metodei SOS Chromotest

Nici unul din testele cunoscute nu prezinta fiabilitate totald, nefiind capabil
sa detecteze toate tipurile de mutatii. De aceea, se preferd utilizarea mai multor
teste din categorii diferite, care sunt grupate in baterii de teste. Testele de
mutageneza sunt impartite in 3 niveluri:
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Nivelul unu
» 1) un test de mutatie genica la Salmonella/ microzomi (Ames + activare)
» 2)un test de mutatie genica pe celule de mamifere
» 3) un test care evidentiaza rupturi cromozomiale pe celule de mamifere
(testul micronucleilor)
Daca toate testele sunt negative, se presupune absenta potentialului mutagen
la mamifere.
Nivelul doi: se realizeaza daca este pozitiv un singur test din nivelul 1, cu ajutorul
testului mutatiei letale la Drosophilla
Nivelul trei: pentru evaluarea aprofundatd a compusilor care ridicd semne de
intrebare:
» Testul locusului specific (test de mutatie genica la soarece) pentru produsii
care poseda potential mutagen pe celule germinale de mamifere
» Testul letalitatii dominante pentru produsii cu efecte cromozomiale.

2.1.4. Studii de carcinogenitate
Deoarece sunt forte lungi si costisitoare, iar interpretarea lor este dificila,
aceste studii se realizeaza atunci cand:
- structura chimicad a compusului sugereaza un potential cancerigen
- molecula ridicd probleme datoritd acumuldrii, mecanismului de actiune
toxica, rezultatelor pozitive in studiilor de genotoxicitate sau de toxicitate a
reproducerii
- se presupune cd molecula urmeaza a fi administratd o perioadd lunga de
timp.

Animalele folosite sunt in general rozatoare (soareci sau sobolani), care au
avantajul de a avea dimensiuni reduse si o duratd scurtd de viatd, sau mai rar caini
si primate. In alegerea speciei, o importantd deosebiti o au viteza si modul de
metabolizare, care trebuie sa fie similare cu ceea ce se observa la om.

Nivelele de doze sunt 2 sau 3, iar in studiu se include si un lot martor.
Numarul animalelor per lot este de 50/sex/doza.

Calea de administrare este cea prevazuta a fi utilizata la om.

Durata administrarii este de minim 18 luni la soareci si 24 de luni la
sobolani.

Examenele efectuate sunt: clinice, verificarea aparitiei oricaror mase tisulare
neobignuite, a letalitatii, autopsie, examen microscopic al tuturor tumorilor.

In afara de testele de carcinogenitate pe termen lung, se mai poate apela la
teste in vivo pe termen scurt, cum ar fi testele de mutageneza, testele de detectare a
promotorilor sau testele de carcinogenitate localizata.
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2.1.5. Studiile de toxicitate asupra reproducerii
Aceste studii se clasifica in:
- L. Studii de fertilitate la femele
- II. Studii de toxicitate a dezvoltarii (embriotoxicitate, fetotoxicitate,
teratogenitate)
- III. Studii peri-natale si post-natale.
Studiile de teratogeneza sunt printre cele mai importante si se realizeaza pe 2
specii animale, dintre care una trebuie sa fie de ne-rozatoare. Animalele trebuie sa
fie adulte, tinere, gravide primipare, substantele administrdndu-se in perioada
organogenezei. Se observa:
- la femelele gravide, semnele de toxicitate, dar si numarul de corpi galbeni,
numarul de implantari si numarul de resorbtii;
- la fetusi (extrasi chirurgical cu o zi inainte de nastere): numarul fetusilor vii
si morti, sexul lor, greutatea si dimensiunile, anomaliile existente.

2.2. STUDIILE DE FARMACODINAMIE
Aceste studii urmaresc:
- determinarea dozei eficace
- determinarea duratei si a tipului de efecte farmacologice
- aparitia eventualelor efecte secundare
- determinarea dozelor relative responsabile de efectul principal si de efectele
secundare.

2.3. STUDIILE DE FARMACOCINETICA

Aceste studii furnizeaza informatii cu privire la cantitatea exactd de
medicament si/sau metaboliti care pot sd ajunga la nivelul tintei biologice si permit
optimizarea activitdtii farmacologice, rationalizarea alegerii unei forme
farmaceutice, adaptarea posologiei si a modului de utilizare.

B) Perioada clinica

In aceasta perioadi se procedeaza la testarea clinicd a viitorului medicament,
urmarindu-se evaluarea corecta a raportului beneficiu / risc si verificarea eficientei
sale prin cresterea supravietuirii bolnavilor, scdderea incidentei evenimentelor
morbide si ameliorarea calitdtii vietii pacientilor.

C) Perioada administrativa

In aceasta perioadi se solicitd autorizarea de punere pe piatd, documentatia
necesara fiind reunitd intr-un Dosar care are un format standard european. Acesta
trebuie sa contind totalitatea datelor fizico-chimice, farmaceutice, toxicologice,
farmacologice, farmacocinetice si clinice, impreuna cu un rezumat al dosarului in
care se gasesc informatii administrative §i un rezumat al caracteristicilor
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produsului. El este insotit de 3 rapoarte de evaluare criticd redactate de experti
competenti: raportul de expertizd farmaceuticd, raportul de expertizd farmaco-
toxicologica si raportul de expertiza clinica.
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PARTEA EXPERIMENTALA

DETERMINAREA DOZEI MEDII LETALE A DNOC

Dinitro-orto-cresolul (DNOC) este un pesticid dinitrofenolic, cu absorbtie
orald si cutanatd bunad. Experimentul ce urmeaza a fi efectuat urmareste
determinarea dozei sale medii letale la soareci, dupa administrare intraperitoneald,
care asigurd o absorbtie rapida si deci o aparitie rapida a fenomenelor toxice.

In vederea determinirii DLs, s-au stabilit, prin tatonari prealabile efectuate
pe loturi de cate 2-4 soareci, DL, si DL;go. DL este doza cea mai mare la care apar
fenomene toxice, fara a se constata decesul animalelor. DL;y,, sau doza letala
absoluta, este doza cea mai mica ce determina decesul tuturor animalelor din lotul
la care s-a administrat. In cazul DNOC, s-au determinat DL, ca fiind 0,2
mg/soarece de 20 g, adica 10 mg/kg, iar DLo egald cu 0,8 mg/soarece a 20 g,
adica 40 mg/kg.

Se alcatuiesc 7 loturi de cate 10 soareci cu greutate medie de 20 g, fiecare lot
fiind plasat intr-o cuscad separatd si fiind numerotat. Substanta va fi administrata
1.p., sub forma de solutie apoasa, in doze in progresie aritmetica, cuprinse intre DL,
si DL, conform Tabelului 3.2.:

Tabelul 3.2. Dozele administrate si letalitatile corespunzatoare

Nr. Doza Nr. Nr. Nr. %
lot (mg/kg) animale in | animale |animale vii| Letalitate
lot moarte
1 10 10 0 10 0
2 15 10 1 9 10
3 20 10 2 8 20
4 25 10 4 6 40
5 30 10 6 4 60
6 35 10 9 1 90
7 40 10 10 0 100

Dupa administrarea substantei, animalele vor fi urmarite sub aspectul
manifestarilor clinice si al letalitatii, timp de14 zile. Numarul animalelor morte din
fiecare lot si procentele corespunzatoare de letalitate obtinute Intr-un experiment
anterior sunt prezentate in Tabelul 3.2.
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Metode de calcul al DL,

Calcularea dozei medii letale se poate face prin diferite metode. La ora
actuald se folosesc in acest scop mai ales programele informatice si unele metode
statistice, dar trecerea 1n revista a primelor metode de calcul poate avea un interes
educativ. Ele vor fi aplicate pe datele experimentale din Tabelul 3.2.

1. Metoda Trevan se bazeaza pe reprezentarea graficd a procentului de letalitate in

g0, 0w,

substanta toxicd (Fig. 3.5.). Prin extrapolare de pe curba, din dreptul letalitatii de
50%, se obtine valoarea DLsy.

100 =
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Fig. 3.5. Reprezentarea grafica a procentului de letalitate in functie de doza

Doza medie letala extrapolata este de 27 mg/kg soarece, dupa administrare
L.p.

Metoda Trevan este o metodad foarte simpld, dar pentru a asigura exactitatea,
numadrul de animale pe care se efectueaza experimentul trebuie sa fie foarte mare.

2. Metoda integrarii lui Behrens permite cresterea ipotetica, artificiald, a numarului
de animale luate in calcul, asigurand o determinare mai precisa a DLs,. Metoda se
bazeazd pe ipoteza cd, dacd un animal trdieste dupa administrarea unei doze
oarecare (x), atunci el traieste s1 dupad o doza mai mica (x-1), respectiv dacd un
animal moare dupa o doza (x), el va muri si dupa o doza mai mare (x+1).

Pe baza datelor experimentale prezentate si respectand principiul integrarii se
vor calcula:
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numarul ipotetic al animalelor din lot, care este suma animalelor vii §i
moarte de la doza luata in calcul, la care se adaugd numarul animalelor vii la
doze mai mari decat cea luata in calcul si numarul animalelor moarte la doze
mai mici;

numarul ipotetic de animale moarte, care este suma animalelor moarte la
doza respectiva si a celor moarte la doze mai mici decat doza luata in calcul;
numarul ipotetic de animale vii, care este suma animalelor vii la doza luata
in calcul si a animalelor vii la doze mai mari decat aceasta.

Din aceste date ipotetice se calculeaza noile procente de letalitate (Tabel

3.3.), care se reprezinta grafic in functie de doza administrata.

Tabel nr. 3.3. Numarul ipotetic de animale §i procentele de letalitate in metoda

Behrens
Nr Doza Nr. Nr. Nr. Nr. %
lot | (mg/kg) | animale | animale | ipotetic ipotetic | Letalitate
moarte vii animale animale
in lot moarte
1 10 0 10 38 0 0
2 15 1 9 29 1 3.4
3 20 2 8 22 3 13,5
4 25 4 6 18 7 38.8
5 30 6 4 18 13 72,2
6 35 9 1 23 22 95,6
7 40 10 0 32 32 100

Ca si in cazul metodei Trevan, valoarea DLs, se obtine prin extrapolare pe

curba din dreptul letalititii de 50%. Valoarea obtinuta este de 26 mg/kg.

Avantajul acestei metode constd, prin marirea numarului de animale din
loturi, in liniarizarea intervalului DL;,-DL5, ceea ce permite calculul mai exact al

rezultatelor.

3. Metoda Kdirber aritmetica se bazeaza pe utilizarea unei formule de calcul si

poate fi folosita atunci cand dozele administrate sunt in progresie aritmetica:

unde :

DL50 = DLI()() — [Z (a X b)] /n

a = diferenta dintre doud doze succesive

b = media animalelor moarte intre doua doze succesive
n = numarul animalelor din lot
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4. Metoda Kdirber logaritmica se poate aplica atunci cand dozele administrate
respectd o progresie geometrica. Formula de calcul folosita este:

log DLso = log DL1go—{Z[(p11p2) d + (p2tp3) d +....+ (pstp7) d]} / 2

unde:
P1, p2...p7 = raportul dintre numarul animalelor moarte $i numarul total
de animale din lot
d = diferenta intre logaritmii dozelor luate in calcul

5. Metoda probit este incd mult utilizata si se bazeaza pe transformarea atat a
probabilitatii raspunsului cumulativ, cat si a dozei. Atunci cand doza este
transformata in log dozad (x), frecventa raspunsului fata de ,,log dozei” urmeaza o
distributie normald gaussiana, dP, unde P este probabilitatea corespunzitoare
fiecarei valori a lui x (Fig. 3.6.).

25+
20 N

15 | | n

A

. . . . . T
0 20 40 60 80 100
Doza (mg/kg)
scara logaritmica

Frecventa letalitatii (%)

Fig.3.6. Distributia raspunsului in functie de dozd, normalizata prin transformarea in log doza

Integrarea ecuatiei care este expresia matematicd a acestei distributii normale
(dP) este reprezentatd grafic printr-o curba sigmoidd. Deoarece analiza unei
sigmoide este mai dificild decdt cea a unei drepte, s-a incercat transformarea
probabilitdtii raspunsului, In asa fel incat relatia intre aceasta si log dozei sa fie
caracterizatd de o functie a unei drepte. Probabilitatea (P) este In mod normal
exprimatd sub forma de procente, sau prin valori cuprinse Intre 0 si 1. Gaddum a
propus o masurare a probabilitatii raspunsului pe o scald transformata, denumita
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deviatia echivalentd normala (DEN), sau deviatia standard a distributiei normale,
care poate fi descrisa matematic printr-o ecuatie. In acest caz, probabilitatea este
definita printr-o valoare de pe axa y, relatia fiind ilustrata in Fig. 3.7.

Deviatia normald echivalentd

Frecventa raspunsului (dF) 20 30 80

Rispunsul cumulativ 26

Figura 3.7. Probabilitatea raspunsului exprimatda ca procent din populatie sau ca deviatia
normald echivalentd de la o distributie normalia (u=0, c=1)

Atunci cand se reprezinta grafic x (log dozei) fatd de y, se obtine o dreapta.
Pentru a facilita calculele, Bliss a sugerat utilizarea unei unitdti DEN diferite,
denumita probit, a carei valoare este:

probit = [(x-pn) /] + 5

unde:
x = log doza
u = deviatia medie a log dozei
o = deviatia standard a log dozei

Acest procedeu are rolul de a elimina valorile negative ale DEN atunci cand
valorile P sunt mai mici de 50%, deci probitul este egal cu DEN + 5. Probitul 5
corespunde unei probabilitati a raspunsului de 50%, deci log dozei medii letale.
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Bliss si Gaddum au intocmit tabele (vezi Anexa IV), din care, pe baza procentului
de letalitate, se pot afla direct probitii corespunzatori.

Pentru determinarea practici a DLs, se calculeaza logaritmii dozelor
administrate i probitii corespunzatori procentelor de letalitate (Tabel 3.4.).

Se reprezinta grafic valoarea probitilor in functie de log dozei (Fig. 3.8.) si
log DLsy se determind fie grafic, fie de preferintd din ecuatia dreptei. Prin
antilogaritmare se calculeaza DLs,.

Tabel nr. 3.4. Logaritmii dozelor si probitii corespunzatori procentelor de
letalitate in experimentul pentru determinarea DL sy a DNOC-ului

Nr. Doza Log doza % Letalitate Unitati probit
lot (mg/kg)
1 10 1 0 -
2 15 1,17609 10 3.7184
3 20 1,30102 20 4.1584
4 25 1,39794 40 4.7467
5 30 1,47712 60 5.2533
6 35 1,54406 90 6.2816
7 40 1,60205 100 -
4,5_. // ) a = -4,26949
] e b = 6,59866
404 // - r=0,9614
" i 1'3log doza " " ”

Figura 3.8. Reprezentarea grafica a unitatilor probit in functie de log dozei

Din ecuatia dreptei: y = a + bx  se calculeaza, pentru probitul 5, care
corespunde unei letalitati de 50%, ,,x”, adicad log DLs:
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5 =-426949 + 6,59866 x, de unde x = 1,40475. Prin antilogaritmare se
obtine DL;, = 25,39 mg/kg.

Extrapolarea dozelor de la animal la om

Determinarea dozei medii letale se realizeazd exclusiv pe animale de
experientd, dar este evident faptul ca ne intereseazd sa cunoastem gradul de
toxicitate al substantelor la om. Pentru aceasta este necesara extrapolarea
rezultatelor experimentale la om, lucru care este dificil de realizat, mai ales daca in
studiile pe animale de experientd s-au observat diferente importante intre specii.

Extrapolarea se realizeaza utilizand asa numiti factori de securitate, iar in
cazul substantelor cu potential cancerigen, pe baza unor modele matematice. Astfel,
conventional se apreciaza ca DLs, pentru un caine de 20-25 kg este o doza letala
pentru un om de 60-70 kg. Deoarece se considerda ca omul este in general de 8-10
ori mai sensibil decat sobolanul, dozele obtinute in experimentul pe animal pot fi
extrapolate pe baza greutatii corporale:

DLso / kg om = (DL5s, / kg sobolan) / 10
sau
DLso / om = (DLs, / kg sobolan x 70) / 10.
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TESTAREA MUTAGENITATII SUBSTANTELOR PRIN TESTUL
MICRONUCLEILOR

Materiale necesare:

- Soareci albi

- Ciclofosfamida, solutie injectabila

- Tampon fosfat salin pH=7,4

- Ser fetal de vitel

- Sticle de ceas

- Seringi s1 ace

- Eprubete de centrifuga

- Lame de microscop

- Pipete Pasteur

- Bac pentru colorarea lamelor

- Reactiv May-Griinwald

- Reactiv Giemsa

- Ulei de cedru

- Microscop cu obiectiv cu imersie

Prepararea tamponului fosfat salin:

- Solutia A : NaH,PO, H,0 0,2 M (2,67 g fosfat monobazic se dizolva in 100 ml
H,0)

- Solutia B : Na,HPO, - 7TH,0 0,2 M (5,36 g fosfat disodic se dizolva in 100 ml
H,0).

Se amesteca 19 ml solutie A cu 81 ml solutie B si se adauga clorurd de sodiu pana

la o concentratie de 0,9%.

Tehnica de lucru:

Se administreaza intramuscular, unor loturi de cate doi soareci albi, rasa

Swiss albino:
- substanta de testat, in doza de 1/10 din DLso;
- ciclofosfamida, in doze de 200 mg/kg si 500 mg/kg (martori pozitivi)
- apa distilatd injectabila sterila in acelasi volum (martori negativi)

Dupad 24 h se sacrifica soarecii prin dislocare de coloana cervicala si se
recolteaza maduva hematogena din oasele femurale. Aceasta se realizeazd cu
ajutorul unei seringi ce contine 10 ml /soarece mediu de culturd (tampon fosfat
salin cu 20% ser fetal de vitel).

Se suspenda celulele prin amestecare pe o sticla de ceas si se centrifugheaza
10 minute la 1500 rpm. Din peletul obtinut in urma centrifugarii, se etaleaza pe o
lama de microscop o picatura si se uscd la aer. Se prepara cate doud lame pentru
fiecare soarece.
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Lamele astfel obtinute se coloreaza cu Reactiv May-Griinwald aproximativ 3
minute, se spala cu apa distilatd 1 minut, apoi se coloreaza 10-15 minute cu Reactiv
Giemsa (diluat 1:3), si se spald din nou cu apa distilata.

Pe fiecare lama se numara 2000 de eritroblasti policromatofili si se identifica
celulele care contin micronuclei, exprimandu-se procentual frecventa lor. Sunt
considerate micronuclei doar formatiunile cu forma regulata, cu un diametru mai
mic de 1/3 din cel al nucleului principal, cu aceeasi intensitate de culoare ca si
acesta si plasate la o distantd mai mici decat diametrul acestuia. Intre micronuclei
si nucleul principal trebuie sa existe un spatiu de separare.

Interpretarea rezultatelor:

Frecventa aparitiei eritroblastilor ce contin micronuclei este comparatd cu
valorile determinate la martorii pozitivi si la martorii negativi. In general, se
considerda cd prezenta micronucleilor la mai mult de 1% din eritroblastii
policromatofili indica un potential genotoxic al substantei.




Capitolul 4
ANALIZA UNOR SUBSTANTE TOXICE
FISE DE LUCRU

4.1. IDENTIFICAREA UNOR SUBSTANTE TOXICE PRIN METODE
CHIMICE

IDENTIFICAREA ALCOOLULUI METILIC

Alcoolul metilic se izoleaza din aer prin captare in apa distilatd, iar din medii
biologice prin distilare, cu captarea distilatului in apa distilata.

Pentru identificare, 2 ml solutie de analizat se trateaza cu 1 ml acid fosforic 25% si

0,5 ml permanganat de potasiu 2%. Dupa 10 minute se decoloreaza excesul de

permanganat cu sulfit de sodiu solutie saturata (evitand excesul). Formaldehida

formata se poate identifica cu:

» R. Schiff;

» Acid cromotropic 1% in acid sulfuric concentrat;

» Acetilacetona sau codeina (vezi reactiile de identificare de la formaldehida).

In aceste conditii, etanolul nu interfereaza in reactiile de mai sus.

Observatii: in cazul prezentei concomitente a formaldehidei, se procedeaza in
felul urmator: 10 ml solutie de analizat se trateaza cu 5 ml azotat de argint 10% si 5
ml hidroxid de sodiu 30%. Se incélzeste amestecul sub refrigerent ascendent timp
de 30 minute, apoi se distila. In aceste conditii va distila metanolul. Formaldehida
reduce azotatul de argint formand oglinda de argint, iar acidul formic nu distila.

Reactii de esterificare:

» 1 ml proba se trateaza cu 0,1 g acid salicilic si 1 ml acid sulfuric concentrat; la
incalzire se degaja miros de salicilat de metil.

» 2 ml distilat se trateaza cu 2-3 picaturi de clorura de benzil sau cu cateva cristale
de acid benzoic si 0,5 ml acid sulfuric concentrat. Se neutralizeaza cu hidroxid
de sodiu 20%; in prezenta alcoolului metilic se degaja un miros specific de
benzoat de metil.

Identificarea din singe: 2 ml sdnge se trateaza cu 2 ml acid tricloracetic 20%,
apoi se centrifugheaza. Peste 1 ml supernatant se adauga 0,2 ml permanganat de
potasiu 1% si 0,1 ml acid fosforic 85%, se agitd timp de 1 minut, se reduce excesul
de permanganat cu cateva cristale de bisulfit de sodiu. Se adaugda 1 ml acid
cromotropic 1% in acid sulfuric concentrat si apoi cu precautie 1,5 ml de acid
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sulfuric concentrat. La zona de contact a lichidelor apare un inel colorat in violet,
lar la agitare coloratia difuzeaza. In absenta alcoolului metilic se formeazda o
coloratie brun-deschis.

IDENTIFICAREA ALCOOLULUI ETILIC

Alcoolul etilic se izoleaza din aer prin captare in apa distilatd, iar din medii

biologice prin distilare, distilatul captandu-se in apa distilata.

» 2 ml distilat se trateaza cu 0,5 ml acid sulfuric concentrat si 0,5 ml solutie
saturatd de acetat de sodiu. Se incilzeste la fierbere. In prezenta alcoolului etilic
se degaja un miros caracteristic de acetat de etil.

» 2 ml distilat se alcalinizeazd cu carbonat de sodiu 10% sau cu hidroxid de
potasiu 10%; se incilzeste la cca 40°C, apoi se adauga in picaturi solutie Lugol,
pana la obtinerea unei coloratii galben-brund. Excesul de iod se decoloreaza cu
cateva picaturi de hidroxid de potasiu 10%. In prezenta etanolului se formeaza
iodoform cu miros caracteristic (la concentratii mari apare chiar precipitat
galben).

Observatii:

0 Reactia este pozitiva si pentru acetona si metiletilcetona.

0 Pentru a diferentia acetona de etanol, se inlocuieste in reactia de mai sus
hidroxidul de potasiu 10% cu amoniac concentrat. In cazul etanolului si al
acetaldehidei apare un precipitat cenusiu-negru, iar acetona in aceste
conditii formeaza iodoform.

» Peste 2 ml proba se adauga o granulda de hidroxid de potasiu si 2-3 picaturi
sulfurd de carbon; se formeaza xantogenat de potasiu. Se aciduleazd cu acid
acetic 1%, se adaugd apoi 2-3 picaturi acetat de cupru 5%; apare un precipitat
negru de xantogenat cupric, care trece in xentogenat cupros de culoare galbena-
caramizie.

» 2 ml proba se trateaza cu cateva picaturi de bicromat de potasiu 5% si 1 ml acid
sulfuric concentrat; se obtine o coloratie verde datorita sulfatului de crom (III),
iar etanolul, in functie de conditiile de reactie, se oxideaza la acetaldehida sau la
acid acetic. Reactia nu este specifica, fiind datd de toti alcoolii, precum si de alte
substante organice si substante reducatoare.
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IDENTIFICAREA FORMALDEHIDEI

Formaldehida se izoleaza din aer prin captare in apa distilata, iar din medii

biologice prin distilare sau antrenare cu vapori de apa.

>

>
>
>

Avand caracter reducator, formaldehida reduce reactivul Tollens, reactivul
Fehling, reactivul Nessler.

La 1-2 ml distilat se adaugd 1-2 picaturi de fenol 1% (sau rezorcind) si 1 ml acid
sulfuric concentrat; la zona de contact apare un inel rosu.

La 1 ml distilat se adaugd 1 ml hidroxid de sodiu 30% si cateva cristale de
rezorcind; prin incdlzire si fierbere apare o coloratie galbena, care trece in rosu.
La 1 ml distilat se adauga 3 ml acid sulfuric concentrat si cateva cristale de
morfind, codeind sau alti alcaloizi; apare o coloratie rosie-violeta sau albastra-
violetd (reactia Marquis).

Peste 1-2 ml distilat se adauga 2 ml solutie proaspat preparatda de fenilhidrazina
1%, 2 ml acid clorhidric concentrat si 1 ml hexacianoferat (III) de potasiu 2,5%.
In prezenta formaldehidei apare o coloratie rosie. Reactia nu este specifica.

La 2 ml distilat se adaugad 1 ml reactiv Schiff; in prezenta formaldehidei apare o
coloratie rosie-violetd. Prin addugare de acid clorhidric, culoarea datorata altor
aldehide dispare, iar cea datoratd formaldehidei se intensificd spre albastru-
violet. Reactia este foarte sensibila (0,2 pg / ml), dar nu este specifica.

La 1-2 ml distilat se adauga 2 ml reactiv acid cromotropic (acid 1,8-dihidroxi-
naftalen-3,6-disulfonic) 1% in acid sulfuric concentrat si se mentine 15 minute
in baia de apa in fierbere; in prezenta formaldehidei se obtine o coloratie violeta.
1 ml distilat se trateaza cu 2 ml reactiv acetilacetond si se mentine 5 minute in
baia de apa in fierbere; in prezenta formaldehidei se obtine o coloratie galbena.
Reactia este foarte sensibila si specifica.

IDENTIFICAREA ACETONEI

Acetona se izoleaza din aer prin captare in apa distilata, iar din medii biologice prin
distilare sau antrenare cu vapori de apa, dupa deproteinizare cu wolframat de sodiu
10% si acidulare cu acid sulfuric 2N.

>

La 2 ml distilat se adaugd cateva picaturi de hidroxid de sodiu 10% si se
incalzeste usor pana la 30°C, apoi se adauga in picaturi solutie de iod-iodura,
pana cand solutia ramane de culoare galben-brund; in prezenta acetonei, la
incalzire se formeaza iodoform cu miros caracteristic. Reactia este pozitiva si
pentru alcoolul etilic, dar este impiedicata de amoniac.



94

e Analize si evaluari toxicologice

La 2 ml distilat se adauga 2 ml solutie saturatd de o-nitrobenzaldehida si cateva
picaturi de hidroxid de sodiu 30%; apare o coloratie galbena, care trece in verde
si dupa 10-20 minute in indigo.

La 2 ml distilat se adauga 2 granule de hidroxid de potasiu si, dupa dizolvare, 8-
10 picaturi solutie alcoolica de aldehida salicilica 10%; apare o coloratie galben-
portocalie care, la incilzire in baie de apa la 60°C, trece in rosu-portocaliu,
datoritd formarii dihidroxidibenzalacetonei (Reactia Frommer).

La 2-3 ml distilat se adaugd 1 ml Reactiv Imbert. Dupa agitare, se toarna cu
grija 1 ml amoniac concentrat; in prezenta acetonei, la linia de contact se obtine
un inel violet.

1-2 ml distilat se alcalinizeaza cu hidroxid de sodiu 10% si se adauga cateva
picaturi de furfurol. In prezenta acetonei se formeaza difurfuriliden-acetona,
care cu acidul sulfuric da o coloratie violeta.

IDENTIFICAREA FENOLULUI

Fenolul se izoleaza din aer prin retinere in solutii alcaline (hidroxid de sodiu

0,1 N), iar din medii biologice prin distilare, dupd o prealabild hidroliza acida a
metabolitilor conjugati. Distilatul se capteaza in mediu alcalin.

>

La 2-3 ml distilat se adauga cateva picaturi solutie de clorura fericd 1%; in
prezenta fenolului, apare o coloratie albastra-violetd datoritd formarii
compusului: C¢HsOFe™. Coloratia dispare la adiugare de acizi minerali, alcool
sau glicerina.

La 2 ml distilat se adauga cateva picaturi apa de brom; in prezenta fenolului se
formeaza un precipitat alb-galbui de tribromfenol. Sensibilitatea reactiei este de
10 pug/ml. Reactia nu este specifica.

Tratand 1 ml distilat cu 0,5 ml Reactiv Libermann se obtine o coloratie rosie-
bruna, care trece in verde si apoi in albastru datoritd formarii unor coloranti din
clasa indofenolilor.

La cativa ml distilat alcalinizat cu amoniac, se adaugd 2-3 picaturi hipoclorit
10%; se obtine, la o usoara incalzire, o coloratie albastra sau verde (in functie de
concentratie) datoritd formarii clor-iminochinonei (reactia Salkowski-Berthelot).
Reactia nu este specifica.

Dacd amoniacul din reactia precedenta se inlocuieste cu solutie apoasa de
anilina 1%, se obtine o coloratie albastrd (se formeaza indofenol), care la
adiugare de acid vireazi in rosu, iar prin alcalinizare redevine albastrd. In
absenta fenolului, apare o coloratie violetd prin oxidarea anilinei (reactia
moveinei).
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» La cativa ml distilat se adauga cu grija pe peretii eprubetei 2 ml acid sulfuric
concentrat si apoi cateva picdturi de formol; se formeaza un inel de culoare
rosie.

» La 1-2 ml distilat se adauga cateva picaturi R. Millon. Dupa 10-15 minute apare
o coloratie roz-rosie. Prin incalzire pe baie de apa si addugare de acid azotic,
culoarea apare imediat. Sensibilitatea reactiei este de 10 pg/ml. Reactia este datd
si de: crezoli, acid salicilic, tirozina, anilina, acid p-hidroxibenzoic, etc.

» La cativa ml distilat se adauga 1 ml reactiv clorura de p-nitrobenzendiazoniu. Se
alcalinizeaza apoi cu hidroxid de sodiu 1 N sau carbonat de sodiu 10%. In
prezenta fenolului va apare o coloratie rosie. Sensibilitatea reactiei este de 1
ng/ml. Reactia nu este specifica, fiind data de toti fenolii nesubstituiti n para.

» La 1-2 ml distilat se adauga 1-2 ml tampon borat sau fosfat (pH=10) si apoi 1 ml
R. Gibbs (2,6-dibrom-chinon-4-clorimida 0,1%, In alcool etilic absolut). Se
formeaza o coloratie albastra extractibild in alcool amilic. Sensibilitatea reactiei
este de 0,2 pg/ml. Reactia nu este specifica.

» 1-2 ml distilat se alcalinizeaza cu carbonat de sodiu 10%, apoi se trateaza cu
Iml solutie de 4-aminoantipirind 2% si 0,5 ml solutie hexacianoferat (III) de
potasiu 5%; 1n prezenta fenolului apare o coloratie rosie.

IDENTIFICAREA ANILINEI

Anilina se izoleazd din aer prin captare in solutii de acid sulfuric sau acid
clorhidric. Din medii biologice se izoleaza prin distilare sau antrenare cu vapori de
apa, dupa o prealabila alcalinizare la pH 8-9.

» 1 ml distilat se trateaza cu cateva picaturi de apa de brom; in prezenta anilinei se
obtine tribromanilina, precipitat de culoare roz. Sensibilitatea reactiei este de 70
ug/ml.

» 1 ml distilat se trateaza cu 1 ml solutie de fenol 1%, 0,5 ml hipoclorit de sodiu
10% si 1 ml hidroxid de sodiu 1%. In prezenta anilinei se formeazi
fenilchinonimind (indofenol) de culoare albastri. In mediu acid, culoarea
vireazd in rosu (reactia Jacquemin). Daca se extrage cu eter etilic, stratul de
solvent se coloreaza in rosu.

» 1 ml distilat se trateaza cu 0,5 ml solutie de hidroxid de potasiu 10% in etanol si
2-3 picaturi de cloroform; se fierbe citeva minute. In prezenta anilinei se
formeaza fenilcarbilamind (izonitril) cu miros caracteristic (reactia Hoffman).

> 1 ml distilat se trateaza cu 2 ml hipoclorit de sodiu. In prezenta anilinei apare o
coloratie albastru-violet, care in exces de reactiv trece in rosu murdar. Daca se
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extrage cu eter etilic, stratul de solvent se coloreaza in rosu (reactia moveinei).
Sulfura de amoniu sau hipocloritul de calciu maresc sensibilitatea reactiei.

2 ml distilat se trateazd cu 0,5 ml acid sulfuric concentrat si 2 picaturi de
bicromat de potasiu 5%. In prezenta anilinei apare o coloratic albastrd la
concentratii mici si brun-neagra la concentratii mari.

1 ml distilat se trateazd cu 1 ml formaldehida; in prezenta anilinei se formeaza
un precipitat alb.

2 ml distilat se trateaza cu 1 ml acid sulfuric 4 N, 0,1 ml nitrit de sodiu 1 %o si 1
ml solutie saturatd de B-naftol In amoniac. Dependent de concentratie, apare o
coloratie sau un precipitat rosu. Pentru cuplare se pot folosi si amine aromatice.
Sensibilitatea reactiei este de 5 pg / ml.

IDENTIFICAREA ACIDULUI CIANHIDRIC

Acidul cianhidric se izoleaza din aer prin captare in solutii alcaline, iar din

medii biologice prin distilare din mediu acid §i captarea distilatului in solutii
alcaline.

>

2 ml distilat se trateazd cu o picatura de fenolftaleina 1% in etanol si cu acid
sulfuric 10%, picaturd cu picatura, pana la disparitia culorii rosii, apoi se
alcalinizeaza cu solutie de borat de sodiu 2% pand la virajul in roz al
fenolftaleinei. Se adaugad 5-6 picaturi sulfat de fier (II) 2%; daca coloratia roz
dispare, se mai adaugd borax. Se agitd 1-2 minute, se adauga cateva picaturi
sulfat de fier (IIT) 1% si se aciduleaza cu 1 ml acid clorhidric 10%. Reactia este
specifica, sensibilitatea reactiei fiind de 10 pug/ml.

2 ml distilat se trateaza cu 5-10 picaturi polisulfura de amoniu 10%, se fierbe 2
minute (se formeaza sulfocianura de amoniu); dupa racire se aciduleaza cu acid
clorhidric 10%, eventual se filtreaza sulful coloidal format. Filtratul tratat cu
cateva picaturi clorurd de fier (III) 1% (proaspat preparatd) da o coloratie rosu-
sange datoritda formadrii tiocianatului de fier (II). Reactia este specifica,
sensibilitatea reactiei fiind de 2 pg/ml.

1 ml proba se trateaza cu cateva picaturi azotat de argint 1%; se formeaza un
precipitat alb, insolubil in acid azotic, solubil in cianura alcalind. Daca se
adaugd exces de azotat de argint, se formeazd un precipitat alb de
dicianoargentat (I) de argint.

1 ml distilat se trateaza cu 5 picaturi azotat de plumb 2%; in prezenta acidului
cianhidric se formeaza un precipitat alb de cianura de plumb, insolubil in exces
de cianura alcalina.
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» 2,5 ml distilat se trateaza cu 1 ml acid picric 1% si se incalzeste pe baie de apa,
10 minute la 70-80°C. In prezenta acidului cianhidric, in mediu alcalin, se
formeaza izopurpuratul de sodiu, de culoare rosie. Reactia este specifica,
sensibilitatea reactiei fiind de 1 pg CN'/ml, dar se desfasoara lent.

IDENTIFICAREA ARSENULUI

Izolarea arsenului din medii biologice se face prin mineralizare.

» 1-2 ml solutie obtinutd dupa mineralizare, se trateaza cu hidrogen sulfurat in
mediu puternic acid. Se formeaza un precipitat galben de As,S; sau As,Ss in
functie de conditiile de lucru. Sensibilitatea reactiei este de 10 pg/ml.

> 1-2 ml solutie care contine ioni AsO,’ se trateazi cu 0,5 ml solutie molibdat de
amoniu 1% in acid sulfuric 3 N si 1 ml acid azotic concentrat. La incalzire apare
o coloratie galbend sau un precipitat galben (la cantitati mari de arsen) de
arsenomolibdat de amoniu. Daca se adauga cateva picaturi de sulfat de hidrazina
0,5% (sau acid ascorbic 1%), va apare o coloratie albastra, datoritd formarii
albastrului de molibden. Sensibilitatea reactiei este de 0,5 pg/ml. Pentru
identificarea prin aceastd reactie a compusilor arsenului in stare de oxidare
inferioard, este necesara oxidarea prealabild (cu api de brom) la As™".

» Reactia Bettendorf: 1-2 ml proba se trateaza cu 1 ml clorurd de staniu (II) 10%
in acid clorhidric concentrat. in prezenta ionilor de As’* si As’*, va apare o
coloratie sau un precipitat negru-brun de arsen elementar. Sensibilitatea reactiei
este de 0,5 pg/ml.

» Reactia Bougault: 1-2 ml proba se trateaza cu 2 ml reactiv hipofosforos si se
tine 20 minute in baia de apa la fierbere. In prezenta ionilor de As’" si As’*
(formati in mediu puternic acid) va apare o coloratie sau un precipitat negru-
brun de arsen metalic. Reactia este catalizatd de urme de 1od.

» Reactia Gutzeit: intr-o eprubetd se introduc 1-2 ml solutie de analizat, 2-3 ml
acid clorhidric concentrat si cateva granule de zinc; eprubeta se astupa imediat
cu un dop de vata Tmbibata in prealabil cu o solutie de acetat de plumb si uscata,
pentru retinerea hidrogenului sulfurat. Deasupra se agseaza o hartie de filtru pe
care se pun cateva cristale de azotat de argint. In prezenta hidrogenului arseniat
degajat, cristalele se coloreaza in galben-verzui, iar la umectare cu apa, pata se
innegreste. Sensibilitatea reactiei este de 10 pug/ml.

» Reactia Cribier: se procedeaza ca si la Reactia Gutzeit, dar se aplica deasupra
dopului de vatd o hartie impregnata cu o solutie de clorurd de mercur 5% (uscata
in prealabil); se formeaza coloratii galben pana la negru, in functie de raportul
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dintre reactanti. Sensibilitatea reactiei este de 1 pg/ml; ea poate fi marita prin
umectarea hartiei cu o solutie de 1odurd de potasiu 10%.

Reactiile Gutzeit si Cribier nu sunt specifice, putand interfera hidrogenul sulfurat,
hidrogenul stibiat si hidrogenul fosforat.

IDENTIFICAREA CADMIULUI

» Solutia care contine ioni de Cd (II), In mediu puternic acid si la tratare cu
hidrogen sulfurat, formeaza sulfurd de cadmiu, un precipitat galben cristalin.
Sensibilitatea reactiei este de 5 pg/ml.

» 1-2 ml solutie de analizat, la tratare cu 1-2 ml solutie 8-hidroxichinolina 1,5% in
acid acetic, formeaza in mediu slab acid, neutru sau slab alcalin, un precipitat
galben-portocaliu de oxinat de cadmiu.

» Solutia care contine ioni de Cd (II), la tratare cu cateva picaturi de reactiv
format dintr-un amestec in parti egale de iodurd de potasiu 10% si sulfat de
chinina 2%, formeaza un precipitat alb-galbui de iodocadmiat de chinina.

» Solutia care contine ioni de Cd (II), in mediu neutru sau tamponat cu acetat, da
cu cateva picdturi de solutie de difenilcarbazida 3% in alcool etilic, o coloratie
rosie-violeta. Sensibilitatea reactiei este de 10 pg/ml. Sensibilitatea creste daca
reactia se executd pe hartie de filtru, dupa urmatoarea tehnica: hartia de filtru
umectatd cu solutia de reactiv se usuca, apoi se adauga 1-2 picaturi din solutia
de analizat si se tine Tn vapori de amoniac. Va apare o patd intens coloratd in
violet. Sensibilitatea reactiei este de 0,8-1 pg/ml.

» O reactie asemandtoare cu cea precedentd se poate efectua prin impregnarea
hartiei de filtru cu reactivul p-nitrofenilcarbazida 0,1% in alcool etilic. Se obtine
o coloratie albastra-violeta. Sensibilitatea reactiei este de 1 pg/ml.
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IDENTIFICAREA MERCURULUI

» 1-2 ml solutie de analizat (obtinutd dupa mineralizare), la tratare cu solutie de
iodurd de potasiu 1%, formeaza un precipitat rosu-portocaliu de iodura de
mercur (II), solubil in exces de reactiv, cu formarea complexului anionic
[HgL]?, incolor.

> 1n 3-4 ml solutie de analizat, acidulatd cu acid clorhidric, se introduce o spirala
de cupru, lasandu-se in repaus 2 ore. Se scoate, se spalda succesiv cu apa
distilata, alcool, eter, se usuca si se introduce intr-o eprubetd uscata impreuna cu
un cristal de iod. Partea superioard a eprubetei se raceste cu un mangon umezit.
Eprubeta se incdlzeste lent la flacara micd; mercurul si iodul sublima, iar iodura
de mercur (II) rezultatd se depune pe peretii reci ai eprubetei sub forma unui
depozit rosu-portocaliu.

» Spirala de cupru amalgamata, spalata si uscata ca mai sus, se introduce in solutie
de 10d-iodura, lasandu-se in contact 1-2 ore. La adaugare de reactiv Polajaev, in
prezenta mercurului se formeazd un precipitat rosu-caramiziu. [Reactivul
Polajaev este preparat dintr-un amestec de sulfat de cupru 10%, sulfit de sodiu
solutie saturata, bicarbonat de sodiu 8%, in proportie (1:2:1,5)].

» 2-3 ml solutie de analizat se trateaza cu cateva picaturi solutie proaspata de
clorura de staniu (IT) 2%. In prezenta Hg (II) apare la inceput un precipitat alb
de clorura de mercur (I), care devine cenusiu-negru prin separarea mercurului
metalic.

» 1-2 ml proba se trateaza cu cateva picaturi reactiv Cheramy; se formeaza un
precipitat alb-galbui. Sensibilitatea reactiei este de 1 pg/ml.

» 1-2 ml proba se trateaza cu cateva picaturi reactiv Cazaneuve. Se obtine o
coloratie albastra-violetd, prin formarea wunei combinatii complexe.
Sensibilitatea reactiei este de 0,5 pg/ml.

IDENTIFICAREA PLUMBULUI

» 1-2 ml solutie obtinutd dupa mineralizare, prin tratare cu hidrogen sulfurat sau
sulfurd de sodiu, formeaza in prezenta ionilor Pb (II), un precipitat negru de
sulfurd de plumb, solubil in acid azotic la cald. Sensibilitatea reactiei este de 2
ug/ml.
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> 2 ml probi se trateazi cu 1-2 picaturi solutie de bicromat de potasiu 10%. In
prezenta ionilor de Pb (II) se formeaza un precipitat galben de cromat de plumb,
insolubil in acid acetic, solubil in acid azotic si hidroxid de potasiu.
Sensibilitatea reactiei este de 10 pg/ml.

» 2 ml proba se trateaza cu cateva picaturi solutie de iodura de potasiu 10%; ionii
de Pb (II) precipita sub forma de iodurd de plumb galbena, solubila in exces de
reactiv. Iodura de plumb este solubild in apa la fierbere, iar la racire se depun
cristale sub forma de paiete galbene stralucitoare, care privite la microscop se
prezintd sub forma de placute hexagonale sau stelute. Sensibilitatea reactiei este
de 0,3 mg/ml.

» 1-2 ml proba se trateaza cu 1-2 ml solutie sulfit de sodiu 10%; in prezenta
ionilor de Pb (II) se formeaza un precipitat alb cristalin de sulfit de plumb.
Sensibilitatea reactiei este de 0,5 pug/ml.

» 1-2 ml proba acidulata cu acid clorhidric 10% sau acid azotic 10%, tratata cu 2-
3 picaturi iodura de potasiu 40% si 2-3 picaturi solutie de cocainad 4%, formeaza
un precipitat alb-galbui de iodo-plumbat de cocaina. Sensibilitatea reactiei este
de 1 pg/ml.

» lonii de plumb formeaza cu rodizonatul de sodiu 1% o coloratie brun-violeta.
Sensibilitatea reactiei este de 0,1 pug/ml. Reactia nu este specifica; interfereaza
ionii de Ba(II), Sr(II).

» Pe o bucata de hartie de filtru se pun 2-3 picaturi de apa oxigenata 3%, se
adauga cate 3 picaturi solutie care contine ioni Pb (II) si 3 picaturi de amoniac.
Hidroxidul de plumb care se formeaza este oxidat de cétre apa oxigenatd la
PbO, brun. Excesul de apa oxigenata se distruge tinand hartia de filtru cateva
minute in vapori de apa. Se adauga apoi o picaturd dintr-o solutie de benzidina
2% in acid acetic glacial, cand apare o coloratie albastra, datoritd oxidarii
acesteia la difenilchinondiimina, care cu o moleculd de benzidina formeaza un
compus de aditie cunoscut sub numele de albastru de benzidind. Sensibilitatea
reactiei este de 1,5 pg/ml.

IDENTIFICAREA DINITRO-O-CREZOLULUI

Reactii preliminare:

» 5 ml urind se trateaza cu 1 ml acid clorhidric concentrat, se adaugad putin zinc
pulbere si se incdlzeste 5 minute intr-o baie de apa in fierbere. Dupa racire se
filtreaza. Se adaugd 2-3 picaturi solutie sulfat de ceriu (IV) 0,002 N in acid
sulfuric 5%. In prezenta DNOC-ului se obtine o coloratie rosie.
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» 5 ml urina se trateaza cu 1 ml acid sulfuric 10% si 1 ml nitrit de sodiu 0,5%. Se
agita, se lasd in repaus 5-10 minute (la intuneric). Se adauga 2 ml solutie B-
naftol 0,5% in amoniac 10%. Se agita, apoi se adauga 10 ml eter. Stratul eteric
se coloreazd in violet sau in rosu. Prin aceastd reactie se identifica unii
metaboliti ai DNOC-ului (aminoderivati).

> 1 ml sange se trateaza cu 5-10 ml metiletilcetond si 1 g amestec format din
clorurd de sodiu si carbonat de sodiu (9:1). Se agitd bine. In prezenta DNOC-
ului se obtine o coloratie galbend. Reactia poate servi si la determinarea
cantitativa, substanta avand un maxim de absorbtie la 438 nm.

Identificare dupa extractie (Dinitro-o-crezolul se 1zoleazd din medii biologice prin

extractie cu solventi organici din mediu acid):

» O portiune din reziduu se dizolva in 2 ml apa, se adauga 2 ml acid sulfuric 20%
si 1-2 granule zinc amalgamat. Dupa 15 minute se filtreaza. Filtratul se trateaza
cu 1-2 picaturi de solutie de bicromat de potasiu 5%. In prezenta DNOC-ului se
obtine o coloratie rosie. In locul solutiei de bicromat de potasiu pot fi folositi si
alti oxidanti: nitrit de sodiu 1%, apa oxigenata, cloramina 4%, sulfat de ceriu
(IV) 0,2 N. Toate reactiile anterioare sunt comune si pentru alti dinitrofenoli.

» O portiune din reziduu se dizolva in 2 ml acid clorhidric 10%, se adauga putin
zinc pulbere si se incalzeste intr-o baie de apa timp de 5 minute. Dupa racire se
filtreaza. Filtratul de trateaza cu 0,1 ml solutie nitrit de sodiu 0,1%. Se lasa in
repaos 5 minute. Se adauga 1 ml solutie de uree 10%, se agita bine si dupa 5
minute se adaugd 1 ml solutie de N-naftiletilendiamina 0,1%. Se obtine o
coloratie violacee. Reactia nu este specifica. Interfereaza parationul si alte
substante cu grupdri nitro sau amine aromatice primare.

IDENTIFICAREA ASPIRINEI DIN MEDII BIOLOGICE

Aspirina se izoleazd din medii biologice prin extractie cu solventi organici
din mediu acid.

» Reziduul obtinut in urma extractiei, prin fierbere cu acid sulfuric 2% degaja
miros de acid acetic. Daca reactia se efectueaza in prezentd de metanol sau
etanol se degaja miros caracteristic de acetat de metil sau etil.

» Reziduul se trateaza cu 1-2 ml hidroxid de sodiu 1 N si se fierbe 10 minute.
Dupa racire se aciduleaza cu acid clorhidric 10% si se adauga douad picaturi de
clorur de fier (IIT) 1%. In prezenta aspirinei se obtine o coloratie violeta.

» Reziduul se dizolva la cald in 2-3 ml apa, se adauga 5 picaturi solutie de nitrit de
sodiu 10%, doud picaturi acid acetic glacial si o picatura sulfat de cupru 10%.
Se fierbe doua minute. In prezenta aspirinei apare o coloratie rosie.
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IDENTIFICAREA PARACETAMOLULUI
DIN MEDII BIOLOGICE

Paracetamolul se izoleaza din medii biologice prin extractie cu solventi
organici din mediu acid.

» reziduul obtinut In urma extractiei se dizolva in 2 ml apa, se aciduleaza cu acid
clorhidric 10%, se adauga 3 picaturi nitrit de sodiu 1% si 3 picaturi solutie -
naftol 1% 1in hidroxid de sodiu 10% (proaspit preparatd). In prezenta
paracetamolului se dezvolta o culoare rosie.

Reziduul se hidrolizeaza prin incalzire cu 2-3 ml acid clorhidric 4 N in baia de
apa, timp de 15 minute.

» peste 1 ml solutie hidrolizata se adauga 0,5 ml nitrit de sodiu 1%, se agita bine
si se lasd 1n repaus 10 minute. Se adaugd 2 ml uree 10%, se agita si dupa 10
minute se adaugd 0,2 ml N-naftiletilendiamina 1%, cand apare o coloratie
violeta.

» 1 ml solutie hidrolizata se trateaza cu 2-3 picaturi bicromat de potasiu 5%, cand
se dezvolta o culoare rosie.

» 1 ml solutie hidrolizata se trateaza cu 8 ml hidroxid de sodiu 0,2 N, 1 ml fenol
1% si 1 ml solutie hipobromit; se obtine o coloratie albastra.

IDENTIFICAREA DERIVATILOR BARBITURICI
DIN MEDII BIOLOGICE

Derivatii barbiturici se izoleaza din medii biologice prin extractie cu solventi
organici din mediu acid. Reactiile de identificare se executa fie pe reziduu, fie pe
solutiile obtinute prin dizolvarea reziduului in apa sau in alti solventi organici.

» Solutiile apoase formeaza cu sulfat de mercur (II) solutie saturata, un precipitat
alb gelatinos, solubil in acid clorhidric 10% sau clorura de sodiu 10%.

» Solutiile apoase de derivat barbituric dau precipitate colorate in violet cu reactiv
Zwiker sau albastru-violet cu reactiv loanid.

» Reziduul se dizolva in putin metanol, se adauga 1-2 picéturi azotat de cobalt
(solutie saturatd in metanol) si 1-2 picituri amoniac concentrat. In prezenta
derivatilor barbiturici se obtine o coloratie albastri-violet (Reactia Parri). In
locul amoniacului se poate folosi solutie alcoolica 2% de dietilamind in metanol
(reactia este deranjata de apa sau de excesul reactivilor).
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» Reziduul se dizolva in 1 ml cloroform, se adauga 3-4 picaturi de solutie proaspat
preparata de azotat de cobalt 1% 1n metanol si solutie de hidroxid de litiu 1% in
metanol, piciturd cu piciturd. In prezenta derivatilor barbiturici apare un inel
albastru. (Coloratia albastrd ce vireazd repede in verde indicd prezenta
glutetimidei).

» Reziduul se dizolvd in 1 ml amestec cloroform-piridina (10:1) proaspat
preparata si se adauga cateva picaturi sulfat de cupru 1%. Stratul cloroformic se
coloreazd 1n violet, iar cel apos ramane colorat in albastru. Derivatii
tiobarbiturici coloreaza stratul cloroformic in verde inchis.

» Reziduul se reia cu acid acetic 10% si se aduce intr-o eprubetad. Se adauga
xanthidrol solid in cantitate dubla fatd de reziduul luat in lucru. Se incalzeste
eprubeta 1n baie de apa 1-2 minute; dupa racire se depune un precipitat cristalin,
care se purifica prin spalari repetate cu etanol (95%) fierbinte. Dupa uscare,
identificarea derivatilor barbiturici se face pe baza punctelor de topire: Barbital
(Veronal) 245-246°C; Fenobarbital (Luminal) 242-243°C.

IDENTIFICAREA BENZODIAZEPINELOR
DIN MEDII BIOLOGICE

Benzodiazepinele se izoleaza din medii biologice prin extractie cu solventi
organici, la un pH care depinde de natura benzodiazepinei. Astfel, clordiazepoxidul
se 1zoleaza la pH = 10, in timp de diazepamul se 1zoleaza la pH = 6,8-7,0.

» Reziduul obtinut prin extractie directd se hidrolizeaza prin tratare cu 2 ml acid
clorhidric 4 N si incdlzire 10-15 minute pe baia de apa in fierbere. Solutia se
raceste, se trateaza cu 0,1 ml nitrit de sodiu 1%, se lasda in repaus 10 minute,
apoi se adauga 2 ml uree 10% se agita bine, se mai lasa 5 minute in repaus si in
final se adauga 0,1 ml N-naftiletilendiamina 1%o. In prezenta benzodiazepinelor
(care prin hidrolizd formeaza benzoaminofenond), se obtine o coloratie roz-
violacee (nitrazepamul formeazd un azo-colorant violet). Diazepamul nu da
aceasta reactie.

» Reziduul obtinut prin extractie dupa hidroliza si reluat cu 1 ml acid clorhidric
10%, da direct reactiile de mai sus.

» Toate reziduurile dau dupa dizolvare reactii de precipitare cu unii reactivi
generali de precipitare ai alcaloizilor.
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IDENTIFICAREA IZONIAZIDEI
DIN MEDII BIOLOGICE

Izoniazida se izoleazad din medii biologice prin extractie cu solventi organici
din mediu alcalin. Din sange, identificarea se poate face dupa deproteinizare cu
acid tricloracetic si filtrare, iar pentru plasma nu este necesara izolarea, daca
analiza se efectueaza in primele 24 de ore de la producerea intoxicatiei.
> 2 ml filtrat se trateazd cu 2-3 picituri solutie alcoolici de vanilini 2%. In

prezenta HIN-ului apare o coloratie galbena.

> 2 ml filtrat se trateazi cu un volum egal de azotat de argint amoniacal. In cazul
prezentei unor cantitdti mari de HIN, va apare un precipitat alb, care trece
repede in galben, brun si in final negru. In timp, chiar la rece, se formeaza
oglinda de argint. La cantitdti mici de HIN, formarea oglinzii de argint are loc la
cald, dupa incalzire in baia de apa.

» 2 ml filtrat se alcalinizeaza cu hidroxid de sodiu 10%, se adauga 0,5 ml solutie
saturatd de hexacianoferat (II) de potasiu. In timp, se observa degajare de bule
de azot.

» 1 ml filtrat se trateaza cu 0,1-0,2 ml acid acetic 1% si 0,5 ml solutie alcoolica de
p-dimetilaminobenzaldehidd 1%; in prezenta HIN-ului se obtine o coloratie
galben-portocalie.

» 1 ml filtrat se trateaza cu 0,5 ml solutie alcoolicd de reactiv fosfomolibdenic 1%.
Imediat sau dupa alcalinizare cu amoniac, se obtine o coloratie albastra (albastru
de molibden).

» Solutia apoasa de HIN precipitd cu unii reactivi generali de precipitare ai
alcaloizilor.

IDENTIFICAREA ANTIDEPRINULUI
DIN MEDII BIOLOGICE

Antideprinul se izoleazd din medii biologice prin extractie cu solventi
organici din mediu alcalin. Metabolitii sai se izoleaza de asemenea prin extractie cu
solventi organici, din mediu alcalin sau acid, iar metabolitii conjugati sunt
hidrolizati in prealabil.

Teste orientative: la 0,5 ml urind se adaugi 1 ml reactiv FNP. In prezenta
antideprinului sau a altor derivati de dibenzoazepina apare o coloratie galben-
verzuie pana la verde (la doze terapeutice) sau albastrd (la doze toxice). Reactia
este interferatd de fenotiazine, care dau coloratii rosti.
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Tratand reziduul obtinut in urma extractiei cu 1-2 picaturi din reactivii
oxidanti de mai jos, se obtin coloratii albastre:
Acid azotic concentrat;
Hexacianoferat de potasiu 1% in acid sulfuric 1:2;
Bicromat de potasiu 2% 1n acid sulfuric 1:2;
Sulfat de ceriu (IV) 0,2 % 1n acid sulfuric 1:2;
Clorat de potasiu 1% in acid sulfuric 1:2;
Clorura de fier (IIT) 1% in acid sulfuric 1:2;
Metavanadat de sodiu 0,3% 1n acid sulfuric 1:2;
Amestec acid azotic:acid percloric (1:1);
Reactiv Forrest
Antideprinul precipitd cu unii reactivi generali de precipitare ai alcaloizilor.
Da pozitiva reactia Vitali.

VVVVVVYVYVVYY

IDENTIFICAREA FENOTIAZINELOR
DIN MEDII BIOLOGICE

Fenotiazinele se izoleaza din medii biologice prin extractie cu solventi
organici din mediu acid si partial din mediu alcalin. Metabolitii cu caracter alcalin
se izoleaza alaturi de substantele netransformate, metabolitii cu caracter acid se
izoleaza din mediu acid, iar metabolitii conjugati dupa o hidroliza acida prealabila.
» Reziduul obtinut in urma extractiei, dizolvat in apa acidulata cu acid clorhidric

10%, formeaza precipitate cu reactivii generali de precipitare ai alcaloizilor.

» Reziduul se dizolva in 0,2-0,5 ml metanol si se adauga 1-2 picaturi acid azotic
concentrat. In prezenta fenotiazinelor apar coloratii diferite, in functie de
derivatul prezent. Dacd peste acest amestec se adauga 1 ml sulfat de fier (II) 5%,
1 ml acid clorhidric 10% si 0,1 g pulbere de zinc, dupa fierbere (1-5 minute)
apar, in prezenta fenotiazinelor, coloratii verzi, rosii sau violete (dependent de
fenotiazina prezenta).

» Peste reziduul dizolvat in putin metanol se adaugad 0,2-0,3 ml reactiv FNP; in
prezenta fenotiazinelor se obtin coloratii rosii sau rosii-violet, dependent de
derivatul fenotiazinic.

» Peste un amestec format din 0,2 ml acid clorhidric concentrat, 1,5 ml apa si 0,2
ml perhidrol se adaugi reziduul de analizat (dizolvat in putin metanol). In
prezenta fenotiazinelor, la Incélzire in baia de apa apar coloratii rosii sau violete,
in functie de tipul de derivat fenotiazinic prezent.
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» Reziduul formeaza la tratare cu 0,1-0,2 ml reactiv chinhidrond coloratii
portocalii, rosii sau albastre, dependent de fenotiazina prezenta. Reactia poate fi
aplicata si la determinarea cantitativa.

» Reziduul se dizolva intr-un ml amestec acetona:apa (1:1), se adauga 1 ml acid
clorhidric concentrat si cateva picaturi clorurd de paladiu (II) 1% in acetona:apa
(1:1). In prezenta clorpromazinei se obtine o coloratie albastra, extractibila in
acetat de etil.

» Reziduul formeaza, la tratare cu sulfat de mercur (II) 1%, o coloratie rosie daca
contine prometazind; clorpromazina nu da aceasta reactie.

» Reziduul, la tratare cu unul din urmatorii reactivi: acid periodic 1%, acid
fosfomolibdenic 1% in metanol, molibdat de amoniu 1% in acid sulfuric (1:2),
amestec de acid sulfuric:formaldehida (3:0,1), bicromat de potasiu 1% in acid
sulfuric (1:2), cloramina 2% sau apa de brom, da coloratii diferite, nespecifice.

» Reziduul da coloratii nespecifice la tratare cu unii reactivi de culoare ai
alcaloizilor (Mandelin, Erdman, Wasicky etc.).



Reactii de culoare ale fenotiazinelor

H,SO, HNO; FeCl; in Vanadat de Molibdat de
Substanta conc. conc. H,SO, HCI10, amoniu 1% in | amoniu 1% in | Cloramina
H,SO, H,SO, 2%
Clor- Rosu-
promazina | Rosu Rosu violet Rosu-viginiu | Verde Violaceu-rosu | Rosu-visiniu
Prometazina | Rosu Rosu Rosu-
visiniu Rosu-visiniu | Verde purpur | Violet-negru Rosu
Levomepro- Violet-
mazina Violet galben Violet Violet Albastru Albastru Rosu-violaceu
Tioridazina | Albastru- | Albastru- Verde- Albastru- Verde-
verde verde Verde albastru purpur Albastru-verde | albastru
Proclorpro- | Rosu- Rosu- Rosu- Albastru- Rosu-
mazina viginiu galben violet Rosu purpur portocaliu Rosu-visiniu
Trifluopera- | Rosu- Rosu- Rosu-
zina caramiziu | galben caramiziu | Rosu-brun Rosu-brun Rosu Rosu-brun
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4.2. IDENTIFICAREA UNOR SUBSTANTE TOXICE PRIN
CROMATOGRAFIE IN STRAT SUBTIRE

IDENTIFICAREA ALCALOIZILOR
DIN PULBERI ILICITE SUSPECTE PRIN CSS

Drogurile pe baza de alcaloizi opiacei si cocaind sunt frecvent comercializate
ilicit. Puritatea acestor droguri variaza in limite largi, deoarece in laboratoarele
clandestine purificarea produselor obtinute este rareori eficienta. Morfina, care se
obtine prin extractie din opiu, contine frecvent cantititi semnificative de codeina,
noscapina §i papaverind, iar heroina, preparatd prin acetilarea extractelor de opiu,
contine adesea alcaloizi opiacei acetilati. Pe langd contaminanti, in pulberile
comercializate ilicit se identificaA adesea substante falsificatoare si diluanti.
Substantele falsificatoare sunt substante farmacologic active, addugate pentru a
mima prezenta alcaloidului toxicomanogen. De exemplu, ele pot fi: e substante cu
gust amar, cum este chinina, pentru pulberile cu heroind sau morfind; e anestezice
locale, ca procaina sau dicaina, pentru pulberile cu cocaina; e stimulante ale SNC,
cum este cafeina; e analgezice ca paracetamolul; e substante care anuleaza sau
reduc unele efecte neplacute induse, de exemplu manitolul sau sorbitolul, pentru
combaterea constipatiei, barbituricele, benzodiazepinele pentru reducerea efectelor
psihodepresive. Ca diluanti sunt frecvent utilizati hidratii de carbon - glucoza,
zaharoza, lactoza, dar si alte substante ca amidonul, creta sau acidul citric. Spre
deosebire de contaminanti, a caror proportie relativa in “dozele” diluate raméne
constantd fatd de “pulberea-mama” (pentru o sarjd), substantele falsificatoare si
diluantii, care se adauga ulterior, pot sa fie prezenti in cantitati diferite sau pot lipsi
din unele “doze”. Cunoscand compozitia chimica a preparatelor ilicite, se poate
identifica sursa de furnizare sau originea lor.

Principiul metodei:

Se identifica alcaloizii toxicomanogeni §i principalele substante
impurificatoare din pulberile suspecte comercializate ilicit, dupa separarea lor prin
cromatografie pe strat subtire (CSS), prin vizualizarea spoturilor separate in lumina
UV sau prin revelare cu reactivi de culoare.
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Tehnica de lucru:

Orientarea analizei toxicologice — prin reactii de culoare:

Intr-o capsuld de portelan se aplica in trei zone diferite cateva cristale din
pulberea-proba. Peste cristale se adaugd cu o pipetd Pasteur, 1-2 picaturi din
urmatorii reactivi generali de culoare ai alcaloizilor: acid azotic concentrat, R.
Erdman si R. Marquis.

Dupad cum se observa in Tabelul nr. 1, in prezenta alcaloizilor opiacei se
obtin coloratii predominant galben-portocalii-rosii, in timp ce cocaina nu da reactii
de culoare cu acesti reactivi.

Tabel nr. 1:

Alcaloidul HNO; R. Erdman R. Marquis
Cocaina
Rosu-orange, Rosu, trece in brun Roscat, trece in
Morfina trece Tn galben inchis albastru-violaceu
roscat
Galben-verzui Albastru la cald Verzui, trece In
Codeina albastru
Galben-verzui Orange Galben, trece la cald in
Dionina verde
Galben, la cald Galben, verde pal, Verde
Heroina trece 1n rosu albastru
Galbui, trece in Albastru-verzui Verde-albastrui,
Papaverina | rosu-intunecat albastru
Chinina - - -
Analiza CSS:

Cateva mg de proba se dizolva in 0,5 ml metanol si se aplicd pe placa
cromatografica corespunzatoare (~ 10 pl), in paralel cu standardele externe ale
alcaloizilor presupusi a se gasi in proba si ale catorva din principalele substante
impurificatoare care apar frecvent in pulberile comercializate ilicit.

Standardele externe si reactivul de revelare se aleg in functie de natura
alcaloizilor existenti in proba, astfel:



110 e Analize si evaluari toxicologice

a) pentru alcaloizi opiacei:
- placa cromatografica: Silicagel G

- standarde externe: Solutii metanolice de morfind, codeind, cafeina si chinina
(~ 10 pl)

- faza mobila: acetat de etil: metanol: amoniac conc. (85:10:5)

- reactiv de revelare: R. Todoplatinat (morfina — spot albastru; codeina — spot

brun-visiniu inchis; chinind — spot brun)
b) pentru cocaina:
- placa cromatografica: Silicagel G

- standarde externe: Solutii metanolice de cocaina, procaind, cafeind (~10pl)
- faza mobila: acetat de etil: metanol: amoniac conc. (85:10:5)
- reactiv de revelare: R. Dragendorff (spoturi brune)

Dupa developare, placile se usuca si se vizualizeaza zonele separate:
¢ in lumina UV, la 254 nm si 365 nm;
e prin revelare cu R. Iodoplatinat sau R. Dragendorff

Se identificd alcaloizii prezenti in proba pe baza valorilor Rf si a culorilor
spoturilor.

ANALIZA TOXICOLOGICA CALITATIVA iN CAZUL UNEI
INTOXICATII CU SUBSTANTE NECUNOSCUTE

Acest tip de analiza se poate aplica pe probe biologice putin complexe, cum
sunt urina, continutul stomacal sau produsele suspecte. Separarea substantelor
toxice se realizeaza prin cromatografie in strat subtire, iar identificarea se face prin
metoda standardelor externe. Pentru orientarea analizei toxicologice se poate
recurge la reactii de culoare.

Orientarea analizei toxicologice prin reactii de culoare
FENOTIAZINE: reactia cu FNP

Peste 1 ml proba se adauga 1 ml reactiv FNP si se agitd 5 secunde. Aparitia
unei coloratii de la roz la rosu, portocaliu, violet sau albastru, indica prezenta
fenotiazinelor. Un rezultat pozitiv necesita confirmarea prin CSS.
IMIPRAMINA SI SUBSTANTE INRUDITE: Reactia Forrest

Peste 0,5 ml proba se adaugd 1 ml reactiv Forrest si se amesteca timp de 5
secunde. Aparitia unei coloratii galben-verde, care vireaza in verde inchis si apoi
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albastru, indicd prezenta imipraminei sau a substantelor inrudite. Un rezultat
pozitiv trebuie confirmat prin CSS.
CARBAMAZEPINA

Se adaugda 1 ml acid clorhidric diluat (2 M) peste 5 ml proba si 5 ml
cloroform, se agitd rapid 1 minut si se centrifugheaza 5 min la 3000 rpm. Dupa
indepartarea stratului apos superior, intr-o eprubetd se adauga la Iml extract
cloroformic, 0,2 ml reactiv hipobromit de sodiu si se agitd rapid timp de 30 de
secunde. Colorarea in albastru-violet a stratului cloroformic indica prezenta
carbamazepinei. Carbamazepina si metabolitii pot fi detectati si in urind prin CSS,
dupa extractie cu solventi organici la pH acid. Sensibilitatea reactiei este de 250
mg/l.

Reactivi §i materiale

1. Acid clorhidric diluat (1M)

2. Solutie de hidroxid de sodiu (0,5M)

3. Tampon clorurd de amoniu. Solutie apoasa saturatd de clorurd de amoniu
ajustata la pH 9 cu hidroxid de amoniu concentrat.

4. Acid clorhidric (2 ml/l in metanol)

Amestec de developare: acetat de etil / metanol / hidroxid de amoniu concentrat

(85:10:5)

6. Placi CSS (20 cm x 20 cm, diametrul particulelor 20 pm) cu faza stationara
silicagel.

7. Etaloane: solutii cloroformice cu concentratie de 0.5 mg/ ml din urmatoarele
substante:
- Amestec de substante cu caracter acid: amobarbital, fenobarbital, glutetimida
- Amestec de substante cu caracter bazic: amitriptilind, nortriptilina, codeina,

carbamazepina

- Amestec de fenotiazine: tioridazina, levomepromazina, clorpromazina

e

Tehnica de lucru
Extractia la pH acid (extractul A)
a) Intr-o eprubetd de centrifugi, se adaugd peste 5 ml urinid 0,5 ml acid
clorhidric 1M si 5 ml cloroform.
b) Se agitd 5 minute, apoi se centrifugheaza 10 minute la 2500 rpm si se separa
stratul organic inferior, care se aduce intr-o capsula de portelan.
¢) Se evapora extractul pe baie de apa.

Extractia la pH bazic (extractul B)
a) Intr-o eprubeta de centrifuga, se adauga peste 5 ml urina 1 ml tampon clorura
de amoniu si 5 ml amestec cloroform: izopropanol (9:1).
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b) Se agita 5 minute, apoi se centrifugheaza 10 minute la 2500 rpm si se separa
stratul organic inferior, care se aduce intr-o capsuld de portelan.

c) La extract se adaugd 0,25 ml acid clorhidric in metanol (pentru a evita
pierderea bazelor volatile) si se evapora la sec pe baie de apa.

Identificarea prin cromatografie in strat subtire

1) Pe placa cromatografica se definesc 8 culoare verticale, prin trasarea unor
linii cu ajutorul unui creion (Fig.1.). Se traseaza linia de start, la 1 cm de la
partea inferioara a placii, iar la 10 cm de la origine se marcheazd limita de
developare.

2) Ambele extracte se reiau in 100 pl amestec cloroform: izopropanol (9:1) si se
aplica pe linia de start 20 pl extract A si 3 fractiuni de cate 20 pl extract B
(Fig.1).

3) Se aplica pe linia de start cate 20 pl din amestecurile de etaloane (Fig.1.)

4) Se developeaza placa cromatograficd cu amestecul de developare constituit
din acetat de etil: metanol: hidroxid de amoniu concentrat (85:10:5)

5) Se usuca placa cromatografica in curent de aer sub nisa

6) Se examineazad placa in lumina UV (la 254 si la 366 nm) si se noteaza
prezenta eventualelor spoturi fluorescente.

7) Se reveleaza fiecare portiune a placii cu reactivii de revelare indicati in Fig.2.
Portiunile placii care nu se pulverizeazd se acoperda cu o placa de sticla
curata.

8) Se examineaza placa in lumind UV (la 254 si la 366 nm) si se noteaza
prezenta eventualelor spoturi fluorescente, in special in portiunea pulverizata
cu reactiv Mandelin.

9) Coloratiile obtinute cu reactivul Mandelin se pot accentua prin incalzirea
placii in etuva la 100 °C timp de 10 minute.

Observatii:

- Derivatii barbiturici, dupd revelare cu fluoresceina alcalind, apar in lumina UV la
254 nm sub forma unor spoturi colorate purpuriu pe fond galben-verzui.
Glutetimida este vizibila in UV, atat la 254, cat si la 365 nm, iar 1n vizibil, dupa
revelare cu acelasi reactiv, se observa sub forma unui spot colorat in violet, pe fond
galben.

- Benzodiazepinele si metabolitii lor pot sa apard in lumina UV (la 366 nm) sub
forma unor spoturi de culoare verde pal sau galben inainte de pulverizarea cu azotat
mercuros (extract acid). Chinina, carbamazepina si metabolitii lor dau spoturi
fluorescente (la 254 si 366 nm) dupa revelarea culoarelor pe care au fost aplicate
extractele bazice. In cazurile dificile se poate calcula hRf-ul (Rf x 100), care se
compara cu valorile din literatura (Tabel 1.).

Reproductibilitatea analizei cromatografice se poate asigura prin respectarea
saturarii bacului cromatografic si a concentratiei solutiei de hidroxid de amoniu
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(330 g/l, densitate relativa 0,88). Nu se utilizeaza faza mobilda mai mult de 5 ori
dacd temperatura ambianta este mai mare de 20-25 °C (se utilizeaza de mai putine
ori daca temperatura este mai mare ).

1 2 3 4 5 6 7 8
Amestec | Extract | Amestec | Extract | Amestec | Extract [ Amestec | Extract
de medic. acid |demedic.| bazic | demedic.|] bazic | demedic.| bazic
cu caract. cu caract. cu caract. cu caract.

acid bazic bazic bazic

20 ul 20 pl 20 pl 20 ul 20 pl 20 pl 20 ul 20 pl

10 cm

Fig.1. Identificarea prin CSS: pregitirea plicilor si aplicarea solutiilor

1 2 3 4 5 6 7 8
Amestec | Extract | Amestec | Extract | Amestec | Extract | Amestec | Extract
de medic. acid |[demedic.| bazic | demedic.| bazic | demedic.| bazic
cu caract. cu caract. cu caract. cu caract.

acid bazic bazic bazic
Azotat mercuros TIodoplatinat D’l}ea(citily Acid sulfuric
. acidulat andefin (500 ml/1)
(Fluoresceina

alcalina)

Fig.2. Identificarea prin CSS: revelarea pldcilor



Tabel cu valorile din literatura ale hRf si coloratiile spoturilor unor substante medicamentoase separate prin CSS

Substanta hRf Reactiv de revelare
Azotat Todoplatinat R. Mandelin R. Mandelin  Acid sulfuric
mercuros” acidulat (vizibil)® (UV 366 nm)" (500 ml/1)
(Fluoresceina
alcalini)”
Amitriptilina 70 - albastru albastru-pal albastru (galben) -
Amobarbital 40 alb-gri* - - - -
pupuriub - - - -
Carbamazepina 57 - albastru albastru-pal verde -
Clorpromazina 70 - violet rosu - rosu
Codeina 35 - negru albastru-pal - -
Fenobarbital 29 alb-gri - - - -
purpuriu b - - - -
Glutetimida 78 alb-gri - - - -
purpuriu ° - - - -
Nortriptilina 45 - albastru albastru-pal albastru (galben) -

Tioridazina 67 - violet-brun albastru-verzui - violet
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4.3. DETERMINAREA CANTITATIVA A UNOR SUBSTANTE TOXICE DIN
AER $SI DIN MEDII BIOLOGICE

ANALIZA TOXICOLOGICA A MONOXIDULUI DE CARBON

DETERMINAREA CANTITATIVA DIN AER PRIN METODA CU CLORURA
DE PALADIU

Recoltarea probelor:

Vasul de recoltare (cu o capacitate bine determinatd), se transporta la locul
de recoltare plin cu api, unde se lasd si se scurgd apa. Inainte de inchidere se
introduc in vas: o fiola cu 1 ml solutie sulfat de aluminiu 10% (catalizator) si o
fiold cu 1 ml solutie clorura de paladiu 0,1%. Vasul bine inchis se scuturd energic
pentru ca fiolele sa se sparga si reactivii sa vind in contact cu oxidul de carbon din
aerul recoltat. Apoi se lasd sa stea la intuneric minimum 4 ore, pand la 24 ore,
agitandu-1 din cand 1n cand.

Principiul metodei:

Oxidul de carbon reduce clorura de paladiu (II) la paladiu metalic. Excesul
de clorura de paladiu (II) se determind colorimetric cu iodura de potasiu in exces,
sub forma de tetraiodopaladat dipotasic, de culoare rosie-bruna.

CO + PdCl, + H,O —— Pd+CO, + 2 HCl
PdCL, +4 KI —K,[PdL] +2 KCl

Metoda nu este specifica; interfereaza substantele reducatoare din aer (H,S,
SO,, aldehide, cetone etc.).

Tehnica de lucru:

Lichidul din vasul de recoltare se trece cantitativ, prin spalari repetate cu apa
distilata, intr-un balon cotat de 50 ml, astfel ca volumul total al lichidului sa nu
depaseasca 30 ml. Se adauga in portiuni 10 ml iodura de potasiu 15% (proaspat
preparatd), agitand dupd fiecare addugare. Balonul cotat se completeaza la semn cu
apa distilatd. Dupd 40 minute se masoara absorbanta probei si a unui standard
(format dintr-un ml clorura de paladiu (II) 0,1%, prelucrat in conditiile probei) la
spectrofotometru la 470 nm, fata de apa distilata.
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Calcul:
1 mg PdCl, sic corespunde la 0,157 mg CO, iar
1 mg PdCl1,2H,0 corespunde la 0,131 mg CO.

mg CO/m’ = {[(1-a) x 0,131]/ V} x 1000
unde: a=mg PdCl,2H,0 in exces
V = volumul vasului de recoltare (in litri).

IDENTIFICAREA CARBOXIHEMOGLOBINEI
(Metoda Wolff)

Principiul metodei

Prin incélzirea la 55°C timp de 5 minute a unei probe de sange diluat si
tamponat la pH 5, oxihemoglobina precipitd, in timp ce carboxihemoglobina
ramane 1n solutie si 11 conferd acesteia o coloratie roz sau rosie, in functie de
nivelul monoxidului de carbon

Reactivi:
Solutie de tampon aceto-acetic (preparata ex-temporae) din
- acid acetic 5 N: 1 volum
- acetat de sodiu 3 N: 3 volume

Tehnica de lucru
- Sangele se dilueaza 1/5 cu apa distilata.
- Intr-o eprubeti se introduc 1 ml dilutie sanguind, masuratd exact, si 4 ml
tampon aceto-acetic preparat inainte de utilizare. Se agita si se mentine exact
5 minute in baie de apa la 55°C. Se raceste si se filtreaza. Se examineaza
coloratia filtratului.

Interpretarea rezultatelor

Aceasta tehnica permite punerea rapida in evidentd a unei intoxicatii acute
sau subacute si poate fi utild in analizele de toxicologie clinica.

O proba de sange ce contine mai mult de 1 ml monoxid de carbon/ml da un
filtrat colorat in roz mai mult sau mai putin intens. Pentru doze mai mici, filtratul
este limpede, cu o usoara tenta galbena. Cantitatile de monoxid de carbon din sange
(ml CO / ml sange) pot fi interpretate astfel:

0-0,4: normal 0,4-0,6: limita normala la muncitori

0,6-1: impregnare ugoara 1-2: intoxicatie cronica

3: intoxicatie.
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DOZAREA CARBOXIHEMOGLOBINEI PRIN METODA
SPECTROFOTOMETRICA

Principiul metodei : Metoda se bazeaza pe faptul ca sangele normal contine mai
multe forme de hemoglobina: forma redusd, forma oxigenata si cantititi mici de
methemoglobind. Daca se adauga un reducator, cum ar fi ditionitul de sodiu, atat
forma oxigenata cat si methemoglobina sunt convertite in forma redusa (HHb), cu
spectrul corespunzator din figurd (B). Monoxidul de carbon are o afinitate mult mai
mare pentru hemoglobina decat oxigenul si astfel carboxihemoglobina nu va fi
redusd de ditionitul de sodiu, pastrandu-si spectrul caracteristic cu doud maxime de
absorbtie (COHDb) (spectrul A din figurd). Lungimea de unda la care diferenta de
absorbanta intre spectrele A si B este maxima, este 540 nm, in timp ce la 579 nm,
spectrele au aceeasi absorbantd (punctul izosbestic). Procentul de saturare cu
monoxid de carbon a probei de sdnge poate fi calculat prin masurarea la aceste
lungimi de unda a absorbantelor probei saturatd cu monoxid de carbon (A), probei
fara monoxid de carbon (B) si probei provenite de la intoxicati (C), dupa reducerea
acestora cu ditionit de sodiu.

Ahs

Lungime de unda (nm)

Spectrele carboxihemoglobinei (A), hemoglobinei reduse (B), si a unei probe de sange
provenitad de la un pacient intoxicat cu monoxid de carbon (C)

Reactivi: - solutie hidroxid de amoniu 0,4 % (v/v) (se dilueaza 4 ml amoniac 25%
la 280 ml cu apa distilata)
- ditionit de sodiu (Na,S,04)



118 e Analize §i evaluari toxicologice

Tehnica de lucru:

0,1 ml sange se dilueaza la 10 ml cu hidroxid de amoniu 0,4 %. Se filtreaza.
Se imparte proba in trei parti A, B si C. [Solutia A se satureaza cu monoxid de
carbon, proba B se satureazi cu oxigen pur, prin barbotare]. In toate cele trei
solutii se adauga cateva cristale (~ 1-2 mg) ditionit de sodiu solid. Se agita si se
citesc absorbantele la 540 nm si la 579 nm, fata de un martor de solutie hidroxid de
amoniu 0,4 %. Se calculeaza raportul absorbantelor la 540 si 579 nm pentru fiecare
solutie: A, B si C.

Calcul:
Procentul de saturare cu carboxihemoglobind pentru proba de analizat se
calculeaza cu ajutorul formulei:

% saturare=[(Ac.ss/Ac-579)—(Ap-s40 /Ap579)] / [(Aa-540/ AA-579)—(Ap-540/ Ap_579)]x100

Valorile normale aproximative pentru raporturile absorbantelor sunt: 1,5 pentru
carboxihemoglobina saturatda (raport A) si 1,1 pentru hemoglobina redusa (raport
B).

Interpretarea rezultatelor:
Se face in functie de concentratia de carboxihemoglobind din sange, cu
ajutorul tabelului de mai jos.

CONCENTRATIA DE
CARBOXIHEMOGLOBINA IN SANGE (%) SIMPTOMATOLOGIA
1 Fara simptome
10 Fara simptome sau cu simptomatologie
neinsemnata
15-20 Simptome usoare: cefalee, vasodilatatie
cutanata
30-35 Simptome severe: oboseald, ameteli, varsaturi,
tulburari de vedere, tendinta de colaps
50-55 Simptome grave: inconstienta, posibil sincopa,
care pot duce lent la moarte.
66 Moarte in aproximativ 5 ore, Tn coma si
convulsii
80 Moarte rapida

100 Moarte fulgeratoare
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ANALIZA TOXICOLOGICA A HIDROGENULUI SULFURAT

DETERMINAREA CANTITATIVA SUB FORMA DE ALBASTRU DE
METILEN

Recoltarea probelor:

Minim 2 1 de aer se aspird cu un debit de 0,15 I/minut prin 2 absorbitoare
care contin fiecare 10 ml solutie absorbanta. Se prevad in plus incd 2 absorbitoare
cu cate 10 ml solutie absorbantd prin care nu se absoarbe aer, ele constituind
probele martor.

Deoarece vaporii nitrosi deranjeaza reactia, in cazul prezentei lor probele se
trateaza cu 5 ml sulfamat de sodiu 10% sau uree 10% si se incalzesc 15 minute la
40°C; pentru determinare se va tine cont de dilutia facuta.

Principiul metodei:

Hidrogenul sulfurat formeazd cu para-dimetil-fenilendiamina in prezenta
unui oxidant si Tn mediu de acid clorhidric, tetra-metilendiaminotiazina (albastru de
metilen), compus colorimetrabil.

Sensibilitatea metodei este de 0,05 pg/ml. Metoda, desi specifica, este
deranjata de vaporii nitrosi in cantitate mare, care pot diazota amina aromatica.
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Tehnica de lucru:

Continutul celor doua absorbitoare si al probelor martor se prelucreaza
individual. Din fiecare proba, agitata foarte bine, se masoard imediat 5 ml. Paralel
cu probele se prelucreaza si o scara de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 0,5-5
ug H,S/5 ml solutie absorbanti (acetat de zinc 1% sau sulfat de cadmiu). In fiecare
proba se adauga cate 1 ml para-dimetilfenilendiamina 0,1% (in acid clorhidric 1:1)
si 1 ml azotat de fier (III) 10%. Se agitd bine. Dupa 30 minute se masoara
absorbantele la spectrofotometru la 650 nm, in cuva de 1 cm. Prin raportarea
absorbantelor citite la curba etalon se obtin concentratiile C; si C,, in pg H,S/proba.

Calcul:
mg H,S/m’ = 2(C+Cy) / V

unde: V = litri aer recoltati.

ANALIZA TOXICOLOGICA A CLORULUI

DETERMINAREA CANTITATIVA NEFELOMETRICA
(METODA ALEXEEVA-JITIOVA)

Recoltarea probelor:

Se aspira 40-50 1 aer, cu un debit de 3 I/minut, prin 2 microabsorbitoare
(legate in serie), continand fiecare cate 5 ml solutie absorbanta (arsenit de sodiu
0,004 N). Pe langa microabsorbitoarele destinate recoltarii clorului se mai prevad
inca 2 microabsorbitoare, fiecare cu cate 5 ml solutie absorbantd, prin care nu se
aspird aer, acestea constituind probele martor.

Principiul metodei:

Clorul elementar este redus de acidul arsenios la ion clorura, care in mediu
de acid azotic se precipita cantitativ cu azotat de argint. Clorura de argint formata
se determina nefelometric:

2 C12 + A5203 +2 HzO - ASzo5 + 4 HCI

HCl + AgNO; — AgCl + HNO;
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Sensibilitatea metodei este de 2,5 pg clor/ml. Reactia nu este specifica,
interfereaza alti halogeni si ionul cianura.

Tehnica de lucru:

Continutul celor 2 microabsorbitoare se reuneste prin transvazare cantitativa
intr-o eprubeti gradati si se completeazi la semn. In mod similar se procedeaza si
cu probele martor.

Peste 5 ml din proba si martor, si o scarda de etaloane cu concentratia
cuprinsa intre 10-100 pg clor/5 ml solutie absorbantd, se adauga cate 1 ml acid
azotic 10% si 1 ml azotat de argint 10%. Dupa 30 minute se omogenizeaza (prin
agitare energicd), se citeste turbiditatea la nefelometru sau la spectrofotometru
prevazut cu un dispozitiv T.K. la 470 nm, in cuva de 1 cm, fatd de martorul de
reactivi. Extinctia probei se raporteaza la curba etalon, obtinandu-se direct
concentratia C in pug; din aceasta se scade concentratia probei martor.

Calcul:
mg clor/m*=[2x C]/V

unde: V = litri aer recoltati.

ANALIZA TOXICOLOGICA A DIOXIDULUI DE SULF

DETERMINAREA CANTITATIVA A DIOXIDULUI DE SULF DIN AER PRIN
METODA EUROPEANA OFICIALA

Principiul metodei:

Dioxidul de sulf din aer este retinut intr-o solutie absorbantd de
tetracloromercuriat de sodiu. lIonul de diclorosulfitomercurat obtinut va reactiona
cu formol, formand o combinatie bisulfidica si apoi cu fuxind (incolora in mediu
acid), formand un compus cu duble legaturi conjugate de coloratie violeta, a carui
absorbanta poate fi cititd la spectrofotometru la 540 nm, concomitent cu o scara de
etaloane.

Reactivi:
- Tetracloromercuriat de sodiu (toxic): 0,50 g HgCl, + 0,20 g clorura de sodiu +
apa distilata ad 1000 ml.
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- Anhidrida sulfuroasa: solutie standard de bisulfit de sodiu cu concentratia de
0,6g/1 SO,;

- Formol diluat: 1ml formol 35% diluat cu apa distilatd la 1000 ml (se prepara
proaspat);

- Rozanilind: Se lucreazd cu o solutie diluata astfel: 2ml solutie mama [vezi
anexa V] + 5ml HCI + apa distilata ad 100 ml.

- Proba de dozat: 50 ml solutie de tetracloromercuriat de sodiu prin care s-a
barbotat 1 m’ de aer.

SO + (HgCly) -~ + HHO — (HgCl1»S03)~ + 2H T +2Cl-

ion dicloro- sulfito-
mercurat

HCHO +2HT——> HgCly +HO-CHp-SO3H

combinatie bisulfidica or
NH3*CI- +
NH-CH»-SO3H
x3
v _
Cl- H3NL@ 4@—NH3+C1 —>HS03-CHp- NH:<:>:C
Cl —
Fuxina (Rosanilina)

§H-CH2-SO3H
Ccr

Tehnica de lucru:

Se prelucreaza in paralel cu o scard de etaloane o proba de 5 ml si o proba
diluatd 1:1 cu solutie absorbanta (tetracloromercuriat de sodiu), conform schemei
de mai jos (volumele sunt exprimate in ml).

Se lasa 45 minute la Intuneric si se citeste absorbanta la spectrofotometru, la
540 nm.
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Nr. eprubeta 1 2 3 4 5 Proba | Proba

nedil. | dil. 1:1
Proba - - - - - 5 2.5
Tetracloromercuriat de| 5 48 | 4,6 4.4 4,2 - 2.5
sodiu

Sol. Std. SO, (60 mg/l) 0 | 02 | 04 | 06 | 08

Formol diluat

Sol. dil. rozanilina 1 1 1

Rezultate:
Se reprezintd grafic absorbanta in functie de concentratia in SO, si se determina
continutul probei analizate prin extrapolare din grafic. Se calculeaza cantitatea de
SO, continutd in aerul barbotat (1 m’), care s-a retinut in cei 50 ml de solutie
absorbanta.

ANALIZA TOXICOLOGICA A OXIZILOR DE AZOT

DETERMINAREA CANTITATIVA SUB FORMA DE AZOCOLORANTI

Recoltarea probelor:
Se poate face dupa 2 tehnici:
1. Trecand aerul cu un debit de 0,2 I/minut prin doud microabsorbitoare legate in
serie, continand fiecare cate 2 ml solutie absorbanta (hidroxid de sodiu 0,01N).
2. In tonometre de 250-500 ml (calibrate in prealabil), prin dislocuirea apei.

Principiul metodei:

Acidul azotos diazoteaza acidul sulfanilic (sau sulfanilamida), formand o
sare de diazoniu care se cupleazd cu a-naftilamina sau cu N-naftiletilendiamina,
dand un azoderivat rosu-violaceu, colorimetrabil.

2 N02 +2 KOH —> KN03 + KN02 + Hzo

KNO, + CH;-COOH —* HNO, + CH;-COOK
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SO,H SO;H
+ HNO, + CH;COOH ——» + 2H,0
NH, N==N |CH,CO0
+
SO;H NH, SO;H
N=N N
+ [
N
NH,

Sensibilitatea este de 0,05 pg/ml; reactia nu este specifica oxizilor de azot (NO,,
N,O4, N;O5) si nu este data de acidul azotic.

Tehnica de lucru:

Cand recoltarea s-a facut in microabsorbitoare, continutul lor se trece
cantitativ, fiecare in cite o eprubetd gradata, si se completeaza volumul la 10 ml cu
solutie absorbanta.

5 ml din fiecare proba se prelucreaza paralel cu un martor de reactivi i cu o
scard de etaloane cu concentratia cuprinsd intre 1-10 pg/5ml solutie absorbanta.

In fiecare eprubetd se adaugi 1 ml Reactiv Griess (amestec extemporaneu
din parti egale de R. Griess I si R. Griess II). Dupa 10 minute se citesc absorbantele
la spectrofotometru la 500 nm, in cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi. Prin
raportarea extinctiilor probelor la curba etalon se obtin concentratiile C; si C, in pg
NO,/proba.
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Calcul:
mg NO,/m®> =2 (C, + C,) / V,

unde: V = litri aer recoltati.

ANALIZA TOXICOLOGICA A ALCOOLULUI METILIC

DETERMINAREA CANTITATIVA CU ACID CROMOTROPIC

Izolarea din sdnge:

10 ml sange se trateaza cu 10 ml solutie saturatad de acid picric si 20 ml apa
distilatd. Amestecul se supune distilarii Intr-o aparatura adecvata. Distilatul se
culege intr-un balon cotat de 50 ml, care contine 5 ml apa distilata. Inainte de
prelucrare se completeaza balonul la semn.

Principiul metodei:

Alcoolul metilic se oxideaza la formaldehidd, care reactioneaza cu acidul
cromotropic (acid 1,8-dihidroxi-3,6naftalendisulfonic) in mediu acid, formand o
coloratie violeta, colorimetrabild. Sensibilitatea reactiei este de 1 pg metanol/ml.

SO;H SOsH |s
o\ o Nad Vo
HCHO +2 E—— / \
HO OH
SO;H SO;H SO3H
SO;H SO;H

ot Nl

0
[O]
-H,0

SO;H SO;H
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Tehnica de lucru:

2 ml probd, un martor de reactivi §i o scard de etaloane cu concentratia
cuprinsa intre 10-100 pug metanol/2 ml apa se aduc in eprubete gradate racite in
gheatd. Se adauga in fiecare 1 ml permanganat de potasiu 2% si 0,5 ml acid fosforic
25%. Dupa 15 minute, excesul de permanganat de potasiu se decoloreaza cu solutie
saturata de sulfit de sodiu, evitand excesul.

Probele (decolorate) se racesc in gheatd, se adauga 5 ml acid cromotropic
0,1% 1n acid sulfuric concentrat. Se agita, apoi se incalzesc probele in baie de apa
in fierbere timp de 30 minute. Dupa racire se completeaza volumul la 10 ml cu acid
sulfuric concentrat. Se masoara absorbantele la spectrofotometru la 550 nm, in cuva
de 1 cm, fata de martorul de reactivi. Raportarea absorbantelor se face pe curba
etalon, obtindndu-se concentratia C in pg metanol/2 ml proba distilat.

Calcul:
mg metanol/100 ml sange =[100 x V x C]/[1000 x n x p]

unde: V = volumul balonului cotat;
n = ml distilat luati in lucru;
p = ml sange distilat.

ANALIZA TOXICOLOGICA A ALCOOLULUI ETILIC

DETERMINAREA CANTITATIVA DIN SANGE PRIN METODA
CORDEBARD

Izolarea din sdnge:

10 ml sange se aduc intr-un balon de distilare de 250 ml, se adauga 15-20 ml
apa s1 20 ml solutie saturata de acid picric, sau 40 ml solutie de acid succinic 5%.
Se adapteaza balonul la o instalatie de distilare, iar distilatul se culege intr-un balon
cotat de 50 ml care contine 5 ml apd distilatd, pana aproape la cotd. Dupa
terminarea distilarii, se completeaza balonul la semn cu apa distilata.

Principiul metodei: Alcoolul etilic este oxidat la rece cu bicromat de potasiu in
mediu de acid azotic, pana la acid acetic. Excesul de bicromat de potasiu se titreaza
1odometric.
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3CH3-CH2-OH + 2K2CT207 + 16HNO3 —» 3CH3-COOH + 4CI'(NO3)3 + 4KNO3
+1 leo

Tehnica de lucru:

Intr-un flacon cu dop rodat se misoard 5 ml distilat, 3 ml bicromat de potasiu
0,1333 N si 4 ml acid azotic (d=1,42). Se lasd sa reactioneze 15 minute, apoi se
adauga 20 ml solutie iodurd de potasiu 1%. Se lasa la intuneric 5 minute, apoi se
titreaza iodul pus in libertate cu tiosulfat de sodiu N/25 (in prezenta amidonului ca
indicator).

Paralel se prelucreaza cel putin doua probe din distilat si doua probe martor
cu apa distilata.

Calcul:

3 ml K,Cr,070,1333N corespund la 10 ml Na,S,05; N/25

Echivalentul alcoolului etilic =M/4 = 46,06/4 = 11,515

1 ml C,Hs-OH N/25 =11,515/25,1000 = 0,0004606 g etanol

1 ml Na,S,03 N/25 corespunde la 1 ml I, N/25, respectiv la 1 ml K,Cr,0;
N/25.
n = nr. ml tiosulfat de sodiu N/25 consumati la titrarea martorului. Cand n este
diferit de 10, se calculeaza factorul F al solutiei de tiosulfat de sodiu: F = 10/n
n; = ml tiosulfat de sodiu N/25 consumati la titrarea probei de distilat (adica a
excesului de bicromat de potasiu ramas dupa oxidarea etanolului din cei 5 ml
distilat).
(n- n;) x F = nyF= corespunde la numarul de ml de bicromat de potasiu N/25
consumati de cei 5 ml distilat pentru oxidarea etanolului.

Cantitatea de etanol/1000 ml sange = n,F x 0,4606

Observatii: Timpul de 15 minute, necesar oxidarii alcoolului etilic, va fi riguros
respectat.

Interpretarea_rezultatelor: alcoolemia pand la 0,37 g %o nu este insotitd de
manifestari clinice.
Intre: 0,37 — 1,12 g %o ~ simptomatologie caracterizata prin euforie;

1,12 - 1,50 g %o ~ betie usoara;

1,50 — 2,15 g %o ~ betie propriu-zisa;

2,25 —-3,00 g %o ~ betie grava;

3,00 — 4,00 g %o ~ betie comatoasa;

> 4,00 g %o ~ alcoolemie mortala.
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DETERMINAREA CANTITATIVA A FENOLULUI TOTAL DIN URINA

Determinarea fenolului total din urind se efectueazd pentru aprecierea
intoxicatiilor cu fenol sau benzen, care se metabolizeazi in principal la fenol. In
ultimul caz, este necesara analiza complementara a benzenului din sange.

Izolarea din urind:

Fenolul conjugat se hidrolizeaza in mediu acid si apoi fenolul total se
1zoleaza prin distilare. Se dilueaza 5 ml urind cu 75 ml apa si se aciduleaza cu acid
sulfuric 1:1. Se distila la flacara mica, culegandu-se aproximativ 45 ml distilat intr-
un balon cotat de 50 ml. Se completeaza balonul cotat la semn cu apa distilata.

Principiul _metodei: Fenolul reduce acidul fosfomolibdenic (reactivul Folin-
Ciocilteu) la albastru de molibden, colorimetrabil.
Sensibilitatea reactiei este de 0,2 pg fenol/ml. Metoda este specifica.

Reactivi:

1) acid sulfuric 1:1, v/v

2) Reactiv Folin-Ciocilteu: La intrebuintare, solutia de reactiv se dilueaza cu un
volum egal de apa distilata.

3) Carbonat de sodiu 20%

4) Solutie standard stoc de fenol:
Se dizolva 120 mg fenol in acid clorhidric 0,1 N intr-un balon cotat de 100
ml. Se determina continutul exact de fenol: intr-un vas conic cu dop rodat se
iau 10 ml din solutia stoc si se adauga 20 ml hidroxid de sodiu 0,1 N. Se
incilzeste pe baia de apa pana la temperatura de 65°C, cand se adauga repede
20 ml solutie de 10d 0,1 N. Se inchide balonul si se titreazd excesul de iod cu
tiosulfat de sodiu 0,1 N, folosind ca indicator solutie de amidon (1 ml solutie
de iod 0,1 N este consumat de 1,567 mg fenol).

5) Solutie standard de lucru: se dilueazd ex-temporae solutia stoc
corespunzatoare, pentru a obtine o concentratie de 10 pg/ml.

Tehnica de lucru:

Intr-o eprubetd se iau 5 ml distilat si se adaugi 0,25 ml reactiv Folin-
Ciocilteu si 1 ml carbonat de sodiu 20%. In paralel cu proba se prelucreaza si un
blanc de reactivi (5 ml apa). Se agita si se introduc eprubetele intr-o baie de apa. Se
masoara absorbanta dupd 5-10 minute la spectrofotometru, la 720 nm in cuva de 1
cm, fata de blancul de reactivi.

Calcul:
Cantitatea de fenol din proba analizatd (Cp = pg fenol/ 5Sml) se calculeazda din
ecuatia dreptei de calibrare (Fig.1): y = A + Bx, unde:
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A =0,033
B =0,0168
cunoscand absorbanta probei citita la spectrofotometru.

0.5+

y = 0,033 + 0,0168 x
r=0,99972

Absorbanta

T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

Concentratia (micrograme/5 ml)

Fig.1. Dreapta de regresie a curbei etalon pentru dozarea fenolilor
si parametrii ei caracteristici

mg fenol total / 1 urind = [Cp x V] / [n xp],

unde V este volumul balonului cotat, n reprezinta volumul de distilat prelucrat, iar
p este volumul de urind supusa distilarii.

Interpretarea rezultatelor:
Fenolul urinar reprezinta un indicator sensibil pentru expunerea la fenol si la

benzen.
Persoanele neexpuse elimind in mod normal prin urind pana la 10-16 mg / 24

ore fenol total. Fenolul urinar creste si dupa administrare de salicilati.
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ANALIZA TOXICOLOGICA A FORMALDEHIDEI
DETERMINAREA CANTITATIVA CU ACETILACETONA
Recoltarea probelor:

Aerul se aspird cu un debit de 0,5 I/minut prin 2 absorbitoare continand
fiecare cate 10 ml solutie absorbanta (apa distilata).

Principiul metodei:

Formaldehida reactioneaza cu acetilacetona in prezenta acetatului de amoniu,
formand 5-diacetil-1,4-dihidrolutind de culoare galbend. Metoda este specifica.
Sensibilitatea reactiei este de 0,2 pg/ml.

Tehnica de lucru:

Continutul celor 2 absorbitoare se unifica si se completeaza la 25 ml. Din
acestia se masoara 5 ml, care se prelucreaza paralel cu un martor de reactivi si cu o
scard de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 2-20 pg formaldehida/5 ml. In
fiecare eprubeta se adauga 2 ml reactiv acetilacetona (25 g acetat de amoniu, 2ml
acid acetic glacial, 0,2 ml acetilacetona si apa ad 100 ml) si se incdlzesc in baie de
apa la 100°C.

Dupd racire, se masoara absorbanta probei §i a etaloanelor la
spectrofotometru, la 420 nm in cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi.
Raportarea absorbantei probei se face pe curba etalon, obtinandu-se concentratia C

in pg/proba.

Calcul:
mg formaldehida/m’® =[5 x C]/V

unde: V = litri aer recoltati.
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ANALIZA TOXICOLOGICA A ETILENGLICOLULUI

Etilenglicolul se analizeaza din aer si din unele bauturi alcoolice (vin). Din
bauturi alcoolice se izoleaza prin antrenare cu vapori de apa.

Principiul medotei:

Etilenglicolul este oxidat cu acid periodic la formaldehida. Aceasta se
condenseaza cu fenilhidrazina, formand fenilhidrazona, care prin oxidare cu
fericianura de potasiu da un compus chinoniminic de culoare rosie, colorimetrabil.
Sensibilitatea reactiei este de 0,1 pg/ml. Metoda nu este specifica.

Tehnica de lucru:

Un volum de 250 ml bautura alcoolica se supune antrenarii cu vapori de apa,
culegandu-se distilatul intr-un balon cotat de 100 ml. 5 ml distilat se prelucreaza
paralel cu o scarid de etaloane cu concentratia cuprinsi intre 2-30 pg/Sml. In fiecare
eprubetad se adauga 1 ml acid periodic 0,1 N, se agitd si dupa 1 ord (la temperatura
camerei) se adauga 2 ml arsenit de sodiu 0,5 M si se agitd bine. Dupad 5 minute se
adaugd 5 ml fenilhidrazind hidrocloricd 1%. Se lasa in repaus 5 minute, apoi se
adauga 0,5 ml fericianurd de potasiu 2% (proaspat preparatd). Dupa 10 minute se
adauga 0,5 ml acid clorhidric concentrat.

Dupa 10 minute se masoard absorbantele probei si etaloanelor la
spectrofotometru, la 530 nm in cuva de 1 cm, fata de apa distilata.

Se calculeaza concentratia probei Cp in pg etilenglicol/5 ml distilat.

mg etilenglicol/1000 ml bautura alcoolica = [Cp x Vb] / [n x p],

unde: Vb = volumul balonului cotat;
n = ml distilat prelucrat;
p = ml bauturd alcoolica supusa antrenarii cu vapori de apa.
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IDENTIFICAREA CRISTALELOR DE OXALAT DE CALCIU DIN URINA
iN INTOXICATIILE CU ETILENGLICOL

Analiza sedimentului urinar:

Se realizeaza pe o probd proaspatd de urind, la 30-60 de minute dupa
recoltare.

Urina se centrifugheaza la 3000 rpm, timp de 3-5 minute. Se indeparteaza
supernatantul, sedimentul se resuspenda si este transferat cu o pipeta Pasteur pe o
lama de microscop, acoperindu-se cu o lamela. Se examineaza la microscop.

Interpretarea rezultatelor

Deoarece oxalatul este un metabolit al etilenglicolului, prezenta cristalelor de
oxalat de calciu in urind este o trdsatura frecvent intdlnitd a intoxicatiei cu
etilenglicol. In urina se intalnesc doua forme de oxalat de calciu:

- cristale octaedrice de dihidrat

- cristale de monohidrat sub forma de prisma
Prima forma (dihidrat) (Figura 1) este instabila in conditii fiziologice normale;
forma de dihidrat apare doar in prezenta unor concentratii urinare crescute de calciu
si de oxalat, cum este cazul intoxicatiilor cu etilenglicol. Forma dihidrat se poate
transforma in monohidrat.

In practica clinicd, se verificd sedimentul urinar la fiecare ord timp de cel
putin 5 ore dupa ingestie, inainte de excluderea unei intoxicatii cu etilenglicol.
Daca se identifica cristale de oxalat de calciu dupa 2 ore de la ingerare, se
administreaza etanol ca antidot si se incepe hemodializa.

Figura 1. Cristale de oxalat de calciu dihidrat
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ANALIZA TOXICOLOGICA A ANILINEI

DETERMINAREA CANTITATIVA A ANILINEI DIN AER PRIN FORMARE
DE AZOCOLORANTI

Izolarea:

Anilina din aer se capteaza prin retinere in solutii absorbante de acid sulfuric
sau clorhidric.

Recoltarea probelor se face aspirdnd V 1 aer cu un debit de 1 1/minut prin
doua absorbitoare legate in serie, continand fiecare cate 10 ml solutie absorbanta
(acid sulfuric sau acid clorhidric 0,01 N).

Principiul metodei:

Anilina, dupa diazotare, se cupleaza cu 1-N-naftiletilendiamina in mediu
acid sau cu acidul H (acid 8-amino-1-naftol-3,6-disulfonic) in mediu alcalin si
formeaza un diazoderivat de culoare rosie.

Sensibilitatea reactiei este de 1 pg / ml. Reactia nu este specifica, fiind
pozitiva si pentru alte amine aromatice primare.

Tehnica de lucru:

Se prelucreaza cate 5 ml din fiecare proba, paralel cu un martor de reactivi si
o scard de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 5-25 pg anilind/5 ml. In fiecare
eprubetd se adauga 0,5 ml acid clorhidric 5%, 0,5 ml nitrit de sodiu 1%, se agita si
dupd 15 minute se adaugd 2 ml hidroxid de sodiu 20% si 1 ml solutie de acid H 1%.
Se agita si dupa 10 minute se masoard absorbantele probelor si etaloanelor la
spectrofotometru, la 490 nm 1n cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi.

Calcul:
Se calculeaza concentratia celor doud probe (Ca si Cb - pg anilind/5 ml
probd) prin extrapolare de pe curba de calibrare.

mg anilina / m’ aer=2 x (Ca+ Cb) / V,

unde V - litri aer recoltati.
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DETERMINAREA CANTITATIVA A ANILINEI DIN MEDII BIOLOGICE
PRIN REACTIA INDOFENOLULUI

Analiza toxicologica a anilinei din medii biologice (sange, urind, organe) se
efectueaza dupa izolare prin distilare sau antrenare cu vapori de apa din mediu
alcalin (pH = 8-9).

Principiul metodei:

Anilina, dupd oxidare la chinonimina, reactioneazd cu fenolul formand
fenilchinonimina, de culoare albastra in mediu alcalin.

Reactia este deranjata de amoniac, toluidine si alte amine aromatice.

Tehnica de lucru:

Distilatul obtinut dupa izolare se aduce cu apa distilatd la volum fix in balon
cotat si se prelucreaza in continuare 5 ml, in paralel cu un martor de reactivi si o
scard de etaloane cu concentratia cuprinsi intre 5-25 pg anilind/5 ml. In fiecare
eprubetd se adaugd 1 ml cloramina T 4%, se lasa in repaus 5 minute, apoi se adauga
1 ml fenol 3%. Dupa 10 minute se adaugad 2 ml hidroxid de sodiu 2%.

Se agita, se lasd in repaus 10 minute, apoi se masoard absorbantele la
spectrofotometru la 615 nm, fata de martorul de reactivi.

Calcul:
Se calculeaza concentratia probei (Cp - pg anilind/5 ml distilat) prin
extrapolare pe curba de calibrare.

mg anilina / 100 ml sdnge = [Cp x V x 100] / [n x p x 1000],
unde: p = ml sange analizat

V = volumul balonului cotat
n = ml distilat prelucrati

DETERMINAREA CANTITATIVA DIN URINA A P-AMINOFENOLULUI

Para-aminofenolul este principalul metabolit al anilinei; se eliminad prin
urind: liber, acetilat si conjugat cu acid glucuronic. Pentru determinare, produsul
conjugat se hidrolizeaza in mediu acid si apoi se distila.
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Principiul metodei:
p-Aminofenolul liber, prin cuplare cu fenol in prezenta oxidantilor formeaza
indofenol de culoare albastra (in mediu alcalin), colorimetrabil.

Tehnica de lucru:

Intr-un balon cu fund rotund se misoard 10 ml urini (recoltata la iesirea din
lucru sau in primele 48 de ore de la expunere) si 5 ml acid clorhidric concentrat. Se
adapteaza un refrigerent ascendent si se hidrolizeaza pe baie de apa in fierbere timp
de 90 minute. Dupa racire se filtreaza printr-un filtru cantitativ, intr-un balon cotat
de 100 ml, spaland de cateva ori balonul si filtrul cu apa distilatd. Se completeaza
apoi balonul cu apa la semn.

2 ml filtrat se prelucreazd paralel cu un martor de reactivi si cu o scard de
etaloane cu concentratia cuprinsd intre 2-25 pg p-aminofenol/2 ml. In fiecare
eprubeta se adauga 0,5 ml cloramind T 4% si 1 ml fenol 5%, se agitd bine si dupa
10 minute se adaugd 2 ml amoniac concentrat. Dupa 30 minute se masoara
absorbanta probei si a etaloanelor la spectrofotometru, la 600 nm in cuva de 1 cm,
fatd de martorul de reactivi.

Raportarea absorbantei probei se face pe curba etalon, obtinandu-se
concentratia C in pg p-aminofenol/proba.

Calcul:
mg p-aminofenol/1000 ml urind = [C x V] /[n x p]

unde: V = volumul balonului cotat;
n = ml proba prelucrata;
p = ml urina prelucrata.

Interpretarea rezultatelor:
In urma expunerii la vapori de anilind, in urina se elimina cantitati de ordinul
mg/l urina. La persoanele neexpuse, se pot regasi cantitati de ordinul pg/l urina.

DETERMINAREA METHEMOGLOBINEI DIN SANGE
Metoda EVELYN MALLOY

Principiul metodei:

Methemoglobina este 0 hemoglobina in care fierul se gaseste in forma ferica.
Ea este incapabila sd fixeze reversibil oxigenul, deci nu poate functiona ca pigment
respirator. In mod normal, mai putin de 1% din hemoglobina totald (Hb) se giseste
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sub formd de methemoglobind (MetHb), dar acest procent creste sub actiunea unor
derivati ca: nitriti, clorati, derivati de anilina si nitrobenzen, sulfamide, substante
cunoscute sub denumirea de methemoglobinizante.

Dozarea MetHb sanguine se bazeaza pe absorbtia spectrofotometricd a
MetHb la 630 nm, lungime de undd la care oxihemoglobina (HbO,) si
cianmethemoglobina (CNMetHb) nu absorb decat foarte putin. Metoda presupune
dozarea pe de o parte a MetHb, iar pe de altd parte a Hb totale. Prin adaugarea de
cianurd de potasiu la o portiune de hemolizat sanguin, se transforma toatd MetHb
prezenta in CNMetHb. Se mdsoara absorbanta hemolizatului la 630 nm, inainte de
addugarea de cianura, cand se determina absorbanta MetHb din sidnge si a altor
compusi care pot absorbi la aceasta lungime de unda, si dupa adaugarea de cianura,
cand se determind doar absorbanta corespunzatoare celorlalti compusi din sange.
Diferenta intre aceste doua absorbante este proportionala cu cantitatea de MetHb
prezenta.

Intr-o alti portiune de hemolizat se adaugi fericianurid de potasiu, care
transforma toata hemoglobina prezentd in MetHb. Masurarea absorbantei acestei
portiuni de hemolizat inainte si dupa adaugarea de cianurd de potasiu, permite
determinarea hemoglobinei totale.

Rezultatul este exprimat in procente de MetHb in raport cu hemoglobina
totala din proba.

Reactivi: - tampon fosfat M/20, pH 6,6
- solutie apoasa de fericianura de potasiu, 5g/ 100 ml
- solutie apoasa de KCN 5 g/100 ml, neutralizatd cu un volum egal
de acid acetic 12%

Tehnica de lucru:

a) Prepararea solutiei de hemoglobina
Intr-un tub de centrifuga se introduc: 0,2 ml sange total bine omogenizat
(recoltat pe heparina sau EDTA) si 5 ml apa distilata.
Se agita, se asteaptd 10 minute, apoi se adauga 5 ml tampon fosfat 6,6.
Se centrifugheaza 5 minute la 4000 rpm, pentru a elimina stroma
globulara. Supernatantul trebuie sa fie limpede.

b) Determinarea spectrofotometrica
Citirea se face la spectrofotometru la 630 nm, fatd de tampon fosfat M/20,
diluat cu apa distilata 1:1.
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Eprubeta A Eprubeta B
Supernatant 3 ml 3 ml
Fericianura de potasiu 5% 1 picatura 0
Apa distilata 0 1 picatura
Amestecare. Citire la 630 nm dupa 5 minute.
KCN 5% 1 picdtura 1 picatura

Amestecare. Citire la 630 nm dupa 5 minute.

Absorbtia datorata MetHb prezente initial in sange este A 1B — A 2B, unde
A1B este absorbanta solutiei din eprubeta B, prima citire, iar A2B, este absorbanta
solutiei din eprubeta B, a doua citire.

Absorbtia datorata MetHb totale, provenita din oxidarea hemoglobinei si a
oxihemoglobinei de cétre fericianura de potasiu si methemoglobina prezenta initial
in sange, este A 1A — A 2A, unde AlA este absorbanta solutiei din eprubeta A,
prima citire, iar A2A este absorbanta solutiei din eprubeta A, a doua citire.

Raportul : [(A1B-A 2B)/(A 1A - A 2A)] x 100
exprima cantitatea de MetHb dozata pentru 100 parti de hemoglobina totala.

Observatii_practice importante: Este interzis sd se arunce continutul cuvelor si
eprubetelor in chiuveta, deoarece exista riscul de emanatii de acid cianhidric care
provoaca intoxicatii. Continutul eprubetelor se aruncd intr-un vas cu solutie
concentrata de hipoclorit. Dacd pe masa de lucru sau pe degete ajunge cianura de
potasiu, se sterge imediat si se spala cu apa.

Interpretarea_rezultatelor: La subiectii normali, nivelul de methemoglobina este
sub 2%. Acest nivel creste in intoxicatii cu: clorat de potasiu, nitrifi, anilina,
nitrobenzen, ortotoluidind, acetanilidd, antipirind, fenacetina, sulfamide, clorochin,
xilocaina, etc.

Methemoglobina este de asemenea prezentd in anumite maladii congenitale
ce evolueazd cu un deficit al sistemelor de reducere a hemoglobinei. Pancreatita
acuta hemoragica poate conduce la nivele ridicate de methemoglobinad in sange.

Moartea survine la nivele de methemoglobind de 66% din hemoglobina
totala.

Dozarea methemoglobinei trebuie sa se realizeze cat mai repede posibil, la
maxim o ora de la recoltarea sangelui, pentru a evita reducerea methemoglobinei la
hemoglobina, iar sangele trebuie recoltat pe heparind sau EDTA, nu pe fluorurad de
sodiu (risc de formare a unui complex fluor-methemoglobina).

Dozarea MetHb este dependenta de pH. pH-ul reactiei trebuie sa fie cuprins
intre 6,6 s1 7,2, pentru a evita formarea MetHb alcaline, al carui spectru difera de
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cel al MetHb. De asemenea, hemolizatul trebuie sa fie perfect limpede dupa
centrifugare, pentru a nu altera citirile spectrofotometrice.

Utilizarea cianurii de potasiu permite evitarea interferentei altor substante,
cum ar fi sulfhemoglobina, care desi prezintd absorbtie la 630 nm, nu va fi dozata,
deoarece nu reactioneazd cu cianura de potasiu, iar masurarea se face prin
diferenta.

ANALIZA TOXICOLOGICA A ACIDULUI CIANHIDRIC

DETERMINAREA CANTITATIVA DIN SANGE PRIN METODA
ARGENTIMETRICA

Izolarea din sdnge :

10 ml sange se aduc intr-un balon cu fund rotund, se adauga 20 ml apa
distilata si 3 ml acid clorhidric 0,1 N. Se adapteaza imediat balonul la o instalatie
de distilare si se capteaza distilatul intr-un balon cotat de 50 ml, ce contine 5 ml
hidroxid de sodiu sau de potasiu 0,1 N. Inainte de prelucrare, balonul cotat se
completeaza la semn cu apa distilata.

Principiul metodei:

Ionul cianurd formeaza cu azotatul de argint cianura de argint, solubild in
amoniac, iar excesul de azotat de argint reactioneaza cu iodura de potasiu, dand
iodura de argint, insolubilda in amoniac. Aceastd opalescentd serveste drept
indicator.

KCN + AgNO; —> AgCN + KNO;
AgCN + 2 NH; — > Ag(NH;),CN
KI+AgNO; —— Agl+ KNO;
Tehnica de lucru:
Intr-un balon Erlenmayer se aduc 15 ml distilat, 2 ml iodura de potasiu 10%

si 1 ml amoniac 10%. Se titreaza incet cu azotat de argint 0,001 N, pana la aparitia
unei opalescente galbui, care persista prin agitare.

Calcul:
Rezultatele se exprimad in mg HCN/100 ml sange:
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mg HCN/100 ml sange = [a x £ x 0,02701 x V, x 100] / [p x n]

unde: a=ml AgNO; 0,001 N folositi la titrare,
f = factorul solutiei de AgNO; 0,001 N,
V, = volumul distilatului,
p = ml sange supus distilarii,
n = ml distilat prelucrat.

DETERMINAREA CANTITATIVA A TIOCIANATILOR

Tiocianatii sunt principalii metaboliti ai acidului cianhidric, usor eliminabili
pe cale renald. Determinarea cantitativa se poate face din ser si din urina.

Principiul metodei:

Tiociantii formeaza cu sarurile de fier (III) tiocianatul de fier (IIT) de culoare
rosie (Reactia Liebig).

Sensibilitatea reactiei este de 1ug/ml. Reactia este specifica.

Tehnica de lucru:

a) 10 ml urind se aduc intr-un balon cotat de 25 ml, se trateazd cu 5 ml acid
tricloracetic 10% (pentru deproteinizare), se agita si dupa 10-15 minute se
completeaza cu apa la semn. Se filtreaza.

b) 2 ml ser se trateazd cu 2 ml acid tricloracetic 10% si dupa 10 minute se
completeazda volumul la 10 ml cu apa distilata, apoi se centrifugheaza sau se
filtreaza.

2,5 ml filtrat, obtinut prin tehnica a) sau b), se prelucreaza paralel cu un
martor de reactivi si cu o scara de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 2-10 pg
SCN7/2,5 ml astfel: se adauga 1 ml azotat de fier (III) 5% 1n acid azotic 1N, se agita
bine si dupd 15 minute se masoara absorbantele la spectrofotometru, la 470 nm in
cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi.

Absorbantele probelor se raporteazd la curba etalon, obtinandu-se
concentratia C in pg SCN/proba.

Observatii: daca proba de urind este intens colorata, se va citi si absorbanta a 2,5
ml din filtrat diluat cu 1 ml apa distilata, fatd de martorul de referinta. Valoarea
obtinutd se va scddea din absorbanta probei de analizat.
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Calcul:
mg tiocianati/100 ml ser =[100 x C x V] /[n x p x 1000]
mg tiocianati/l urind =[1000 x C x V] /[n x p x 1000]

unde: V = volumul balonului cotat;
n = ml prelucrati;
p = ml proba biologica luata in lucru.

Interpretarea rezultatelor

Tiocianatii se pot gasi in serul provenit de la nefumatori in concentratii pana
la 2 mg/100 ml, iar in serul de la fumatori, in concentratii de pana la 3 mg/100 ml.
In urina, nivelele maxime sunt de 5 mg/1000 ml la nefumadtori si 16 mg/1000 ml la
fumatori. Se considerd ca indicatori ai expunerii la acid cianhidric sau compusi ai
acestuia, nivele de peste 8 mg/100 ml ser si peste 30 mg/1000 ml urina.

ANALIZA TOXICOLOGICA A HIDROCARBURILOR AROMATICE:
INDICATORI AI EXPUNERII

DETERMINAREA ACIDULUI HIPURIC PRIN METODA
SPECTROFOTOMETRICA IN VIZIBIL

Toluenul se utilizeaza ca solvent pentru fabricarea adezivilor, a vopselelor
sau a solventilor pentru vopsele. Intoxicatia acuta este de obicei consecinta
expunerii accidentale masive sau a inhalarii voluntare a adezivilor sau a solventilor.

Aproximativ 80% din doza absorbita este metabolizata la acid benzoic, care
este apoi conjugat cu glicina, formand acid hipuric. Astfel, masurarea excretiei
urinare a hipuratului poate fi utila pentru evaluarea expunerii cronice la toluen.
Deoarece acidul benzoic si benzoatul de sodiu, care se utilizeaza ca si conservanti
alimentari, sunt de asemenea metabolizati la hipurat, rezultatele determinarilor
trebuie interpretate cu prudentd. Determinarea cantitativa se realizeaza pe probe de
urind.

Reactivi:
1. Acid clorhidric diluat (0,05 mol/l)



3.
4.
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Reactiv dimetilaminobenzaldehidd [solutie de p-dimetilaminobenzaldehida
(40g/1) in anhidridd acetica ce contine cateva cristale (aproximativ 0,5 g)
acetat de sodiu anhidru]

Clorura de sodiu

Silicagel precipitat

Etaloane

Urind normald (blanc) si urind in care s-a adaugat acid hipuric pentru a

obtine concentratii de 0,2, 0,5, 1,0 si 2,0 g/l. Toate etaloanele se vor prepara cu
aceeasi urind. Solutiile sunt stabile timp de o luna dacd se conserva la 4°C si la
intuneric.

Tehnica de lucru:

1. 1 ml probd sau standard se aduce la pH 2 cu acid clorhidric diluat si se
adauga clorurd de sodiu pana cand solutia se satureaza.

2. Se adauga 2 ml amestec eter etilic / metanol (9:1), se agita rapid 1 minut si se
centrifugheaza 5 minute.

3. Se aspird stratul eteric superior si se transvazeaza intr-o altd eprubetd; se
extrage din nou faza apoasa cu 2 ml amestec eter etilic / metanol (9:1).

4. Se reunesc extractele eterice si se adauga in alta eprubeta aproximativ 0,5 g
silicagel precipitat pentru 1 ml solutie eterica.

5. Se evapora solventul, se adaugd 3 ml reactiv dimetilaminobenzaldehida si se
incalzeste la 135°C timp de 5 minute.

6. Se raceste, se adaugd 4 ml metanol, se agita rapid 1 minut si apoi se
centrifugheaza 5 minute.

7. Se aspird extractul metanolic si se trece in altd eprubeta. Se adaugda 4 ml
metanol peste silicagel si se repetd extractia.

8. Se reunesc extractele metanolice si se masoara absorbanta la 460 nm, fata de
un extract obtinut din urind fara acid hipuric (blanc).

Calcul

Se reprezintd grafic absorbanta solutiilor etalon in functie de concentratia in

acid hipuric si prin extrapolare se calculeaza concentratia probei. Este important sa
se utilizeze aceeasi urind pentru prepararea etaloanelor si a blancului, deoarece
excretia hipuratului variaza in functie de aportul alimentar de benzoat.

Sensibilitatea reactiei: 0,1 g/l hipurat
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DETERMINAREA SPECTROFOTOMETRICA N U.V. A ACIDULUI HIPURIC

Principiul metodei: acidul hipuric are un maxim de absorbtie la 227 nm, in timp ce
acidul uric are doud maxime de absorbtie, la 227 si 287 nm. Deci, in prezenta
ambilor acizi:

Absorbanta la 227 nm, Ay; = ACID HIPURIC + ACID URIC; in timp ce
absorbanta la 287 nm, A,g; = ACID URIC (singur).

Deoarece raportul absorbantelor la lungimile de unda corespunzétoare
maximelor acidului uric este constant, Ayg = 0,73 X A,g7, se poate calcula valoarea
absorbtiei acidului uric la 227 nm si scadea din valoarea absorbtiei totale (acid uric
+ acid hipuric), obtinandu-se absorbtia datoratd numai acidului hipuric.
Determinarea absorbantelor in UV se face pe eluatul apos obtinut din separarea
acidului uric de acidul hipuric, pe rasind schimbatoare de ioni.

Sensibilitatea reactiei este de 1pg/ml. Metoda este specifica.

Tehnica de lucru:

Separarea: Rasina Dowex 50 retine substantele interferente, lasdnd sa treaca
numai acizii uric §i hipuric. Se introduce in coloane un strat de ragind de 3 ml. Se
aseazd sub coloane eprubete gradate de 20 ml, pentru culegerea eluentului. Se
pipeteaza in coloane 1 ml urind proaspat recoltatd diluata 1:10 cu apa. Dupa ce a
patruns complet in rdsina, se adauga portiuni succesive de apa pana la recoltarea a
aproximativ 19 ml eluent (P) si se completeaza la 20 ml cu apa. Pe alta coloana se
trece 1 ml solutie standard diluata 1:10 cu apa, apoi apa, pana cand in eprubeta s-au
adunat aproximativ 19 ml lichid (S) si se completeaza la 20 ml cu apa. Pe a treia
coloana se trece numai 1 ml apa, obtinandu-se blancul (B).

Masurarea absorbantelor: se face la un spectrofotometru UV in cuve de
cuart de 1 cm, la 227 s1 287 nm.

Calcul:
Rezultatele se exprima in g acid hipuric / litru urina.
Se calculeaza absorbanta acidului uric la 227 nm:
Apu227= 0,73 X Agy
si se scade din A,y; citita (AU +AH), deci:
APpp = A(AU+AH)-227 - 0,73 X Apu-2s7
Se calculeaza astfel APAy s1 ASay (pentru standard, A,g; trebuie s fie zero,
deci se ia AS,,; fara corectie).
Deoarece standardul are concentratia de 1 g acid hipuric / litru urina:

g acid hipuric/litru urind = APy / ASan.
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Interpretarea rezultatelor

Concentratiile urinale ale acidului hipuric sunt cuprinse in mod normal ntre
0,1 s1 0,2 g/l; concentratii mai mari de 1 g/l indica o expunere la toluen, dacd sunt
excluse alte surse de benzoat. Trebuie mentionat faptul cd in cazul intoxicatiilor
acute cu toluen, moartea poate surveni inainte de cresterea excretiei de hipurat.

DETERMINAREA SULFAT INDEXULUI PRIN METODA NEFELOMETRICA

Principiul metodei:

Sulfat-indexul este raportul dintre sulful anorganic (eliminat prin urind sub
forma de sulfati) si sulful total (anorganic si sub forma de sulfoconjugati). Sulful
urinar se dozeaza masurand turbiditatea produsa prin reactia sulfatilor cu clorura de
bariu, in mediu acid.

Tehnica de lucru:

Sulful anorganic: 0,5 ml se trateaza cu 1 ml acid clorhidric 1:10, 5 ml apa
distilata si 0,5 ml clorura de bariu 10%. Se agita si dupa 30 de minute se mdsoara
turbiditatea la 660 nm in cuva de 1 cm, se noteaza E;.

Sulf conjugat + sulf anorganic: 5 ml urind si un martor de reactivi se trateaza
fiecare cu 2,5 ml acid clorhidric concentrat (d=1,19) si 2,5 ml apa. Se mentin
probele pe baia de apa in fierbere 15 minute. Se racesc si se aduc la 25 ml cu apa
distilata. Peste 2,5 ml lichid se adauga 4 ml apa si 0,5 ml clorura de bariu 10%. Se
agita si dupa 30 minute se masoara turbiditatea probei E,, la 660 nm in cuva de 1
cm, in compensatie cu martorul.

Calcul:
Nu este necesara o etalonare, intrucit intereseaza numai raportul
turbiditatilor.

Sulfat-index = E,/ E,

Compararea probelor se poate face si fatd de o scard de etaloane cu
concentratiile cuprinse intre 10-200 pg/6,5 ml, preparata din sulfat de sodiu, peste
care se adaugd 0,5 ml clorura de bariu 10%. In acest caz, sulfat-indexul este dat de
raportul concentratiilor:

Sulfat-index = Cl / C2
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Interpretarea rezultatelor:

In mod normal, sulfat-indexul este > 0,85. El este scizut in caz de absorbtie
recentd de benzen sau de alte substante care se detoxifica prin sulfoconjugare
(cetone ciclice, crezoli, fenoli, naftalind, sulfurd de carbon etc.). Pentru o
interpretare corectd se recomandd determinarea sulfat-indexului la muncitori
inainte si dupd expunere, deci se recolteazd urina de dimineatd (inaintea inceperii
activitdtii) si urina de la sfarsitul activitatii (pana la 3 ore de la expunere).

ANALIZA TOXICOLOGICA A METALELOR

DETERMINAREA CANTITATIVA A MERCURULUI DIN URINA

Analiza toxicologica a mercurului si a compusilor sai din probe biologice si
din produse agro-alimentare contaminate se face dupd izolarea lui prin
mineralizare.

Mineralizarea probelor:

Se masoard p ml urina intr-un flacon de 250 ml, se adauga 5 ml acid sulfuric
concentrat si 15 ml permanganat de potasiu, solutie saturatd. Se incdlzeste pe baie
de nisip (moderat, astfel incat lichidul sa nu ajunga la fierbere), acoperind flaconul
cu o sticla de ceas. Se continua Incalzirea pana cand lichidul devine limpede, avand
un precipitat brun la fund. Daca se consumad tot permanganatul, se mai adauga
cativa ml si se continud incdlzirea flaconului pana cand lichidul nu se mai
decoloreaza.

Dupa récirea lichidului, acesta se filtreaza si se aduce volumul la o valoare
fixa (V - volumul total al mineralizatului) cu apa.

Se prelucreaza in continuare m ml mineralizat. Se reduce excesul de
permanganat addugand 5 ml acid sulfuric (1:1) si incédlzind proba 1-2 minute pe
baie de apa. Daca persistd culoarea roz a permanganatului, se adauga hidroxilamina
10%, picaturad cu picaturd, pana la obtinerea unei solutii incolore. Se lasa proba in
repaus cel putin o ora.

Principiul metodei:
Tonul Hg®" formeazi cu ditizona (difeniltiocarbazona) la pH 1,5 — 2, un
complex de culoare rosie-portocalie.
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CeHs CgHs
H,C(—NH—NH N—NH NH—N
\ 2+ / ~ )\I \ +
C=S+Hg —> (¢—S—Hg—S—C + 2H
/ /
H.C,—NH—NH N=I|\I N=N
C6H5 C6H5

Sensibilitatea reactiei este de 0,1 pg/ml. Specificitatea metodei este asigurata
prin chelatarea celorlalte metale cu EDTA-Na, la pH 1,5 - 2, conditie in care Hg
(IT) nu se combina.

Tehnica de lucru:

Proba astfel obtinuta se trece cantitativ intr-o palnie de separatie, se trateaza
cu 5 ml EDTA-Na, 0,1 N si se agitd. Se adauga apoi 2 ml reactiv ditizona 0,005%
(dizolvata in solvent organic - toluen, benzen sau cloroform) si se agita 1-2 minute.
Se completeaza stratul de faza organica cu inca 8 ml de solvent organic, se agita si
se separa cele doud faze, retindnd faza organica colorata, care se spald, prin agitare
in palnie de separatie, initial cu 10 ml apa distilatd, apoi cu 20 ml solutie de spalare
(amestec format din 98 ml hidroxid de sodiu 0,02 N si 2 ml hidroxilamina 10%).
Dupa separare, stratul de solvent se filtreaza intr-o eprubeta gradata printr-un filtru
uscat si se completeaza volumul la 10 ml cu solvent.

Paralel se prelucreaza, in aceleasi conditii ca si proba, o scard de etaloane cu
concentratia cuprinsa intre 5-20 ug Hg (II) / n ml apa distilata.

Se masoara absorbantele probei si etaloanelor la spectrofotometru la 490 nm
fatd de un martor de solvent organic si se calculeaza concentratia probei (Cp = pg
Hg (II) / n ml mineralizat prelucrat).

Calcul:
ug Hg (I1) / urina din 24 ore = (Cpx Vx N) / (n x p),

unde N = ml urina recoltata in 24 ore.

Interpretarea rezultatelor:

La persoanele fard expunere profesionald la mercur, se elimind prin urina
pana la 24 pg Hg (II) / 24 ore. Nivele de peste 100 ng / 24 ore sunt considerate
semn de impregnare a organismului cu mercur.
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DETERMINAREA CANTITATIVA A CADMIULUI DIN URINA

Analiza toxicologica a cadmiului din probe biologice si din alimente se face
dupa distrugerea materiei organice prin mineralizare.

Mineralizarea probelor:

Se supun mineralizarii p ml urina, dupa tehnica prezentata la izolarea prin
mineralizare a plumbului din urina. Volumul mineralizatului se aduce in final la o
valoare fixa cu apa (V - volumul total al mineralizatului).

Principiul determinarii:
Tonul Cd*" formeaza cu ditizona (difeniltiocarbazona), la pH 9 — 11, un
complex de culoare rosie, insolubil in apa si solubil in solventi organici.

T6H5 CeHs
—NH -
CoHs——NH—NH //N \ N\\
2 c=—s + cd** > C S—Cd——s—C + 2H"
N /
C¢H;—HN—HN N—I|\I N—
C6H5 C6H5

Ditizona se oxideazd wusor 1n contact cu oxigenul din aer la
difeniltiocarbodiazond, care nu formeaza chelat. Procesul este impiedicat de
amoniac.

Ditizona interactioneazd cu mai multe metale. Selectivitatea reactiei este
asigurata de pH-ul alcalin si de prezenta anumitor complexanti (tartrat, cianurd). in
prezenta unor concentratii de NaOH mai mari de 5%, ditizonatii de Pb*", Bi*", Sn**
si Zn*" se descompun.

Reactivi:

1) Amoniac 25%

2) Solutie de tartrat de sodiu si potasiu 20%

3) Solutie de hidroxid de sodiu 20%

4) Ditizond 0,005% (se dizolva intr-un solvent organic - toluen, benzen sau
cloroform)

5) Solutie etalon Cd*" (0,2 mg/ml — se dizolva la 100°C - 0,3262 g clorura de
cadmiu in 5 ml HC1 5M si se completeaza la 1000 ml cu apa deionizata)
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Tehnica de lucru:

Se prelucreaza n ml mineralizat, care se dilueaza cu apa distilata la 25 ml.
Intr-o palnie de separatie se trateaza cu 2 ml solutie tartrat 20%, 0,5 ml amoniac
25% si 5 ml solutie hidroxid de sodiu 20%. Se adaugd apoi 2 ml reactiv ditizona
0,005% si se agitd 1-2 minute. Se completeaza stratul de faza organica cu incd 8 ml
solvent organic, se agitd si se separa cele doud faze, retinand faza organica,
colorata, care se spala, prin agitare in palnie de separatie, cu 20 ml solutie de
spalare. Dupa separare, stratul de solvent se filtreaza intr-o eprubetd gradata printr-
un filtru uscat si se completeaza volumul la 10 ml cu solvent.

Paralel se prelucreaza in aceleasi conditii ca proba o scard de etaloane cu
concentratia cuprinsa intre 4-20 ug Cd*" / 25 ml apa distilata.

Se masoara absorbanta probei si a etaloanelor la spectrofotometru la 520 nm
fatd de un martor de solvent organic si se calculeaza concentratia probei (Cp = pg
Cd*" / n ml mineralizat prelucrat).

Calcul:
ng Cd** / urina din 24 ore = (Cp x Vx N) / (n x p),

unde : N = ml urina recoltata in 24 de ore.
Interpretarea rezultatelor:

Cadmiul nu este un bioelement. In conditii obisnuite, se elimina ~ 0,025
mg/litru urind. La persoanele expuse se ating valori > 0,1 mg/litru urina.

DETERMINAREA CANTITATIVA A PLUMBULUI DIN URINA

Analiza toxicologicd a plumbului si a compusilor sai din probe biologice si
din alimente se face dupa izolarea lui prin mineralizare.

Mineralizarea probelor:

Se masoara p ml urind Intr-un flacon de 100 ml, se adauga 10 ml acid azotic
concentrat (d = 1,42) si 30 ml permanganat de potasiu solutie saturata. Se incalzeste
pe baie de nisip (moderat, astfel incat lichidul sa@ nu ajunga la fierbere), acoperind
flaconul cu o sticld de ceas. Se continud incdlzirea pana cand lichidul devine
limpede, avand un precipitat brun la fund. Daca se consuma tot permanganatul
(dispare precipitatul brun), se mai adaugd cativa ml permanganat si se continua
incalzirea flaconului pana cand lichidul nu se mai decoloreaza.
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Dupa racirea lichidului, se reduce excesul de permanganat, adaugand
hidroxilamind 10%, picatura cu picatura, pana la disparitia precipitatului brun, si se
adaugd incd 2 ml hidroxilamina. Volumul mineralizatului se aduce in final la o
valoare fixa cu apa (V - volumul total al mineralizatului).

Principiul determindrii:
Tonul Pb>" formeazi cu ditizona (difeniltiocarbazona), la pH 9 — 11, un
complex de culoare rosie.

CeHs T6H5
C6H5_NH—NH\ //N—NH\ y\I—N\\
2 c=—S + Pb*" — C\ S—Pb——§ /c + ot
C H,—HN—HN N=—/N N—N
CeHs C¢Hq

Sensibilitatea reactiei este de 0,1 pg/ml. Specificitatea metodei pentru ionii
Pb*" este asigurata atat de pH-ul alcalin la care se efectueaza extractia (9 — 11), cat
s1 prin adaugare de complexanti (citrat, cianurd), care leaga metalele interferente.

Ditizona se oxideazd wusor 1n contact cu oxigenul din aer la
difeniltiocarbodiazond, care nu formeaza chelat. Procesul este impiedicat de
amoniac.

Reactivi:

1) Amoniac (d = 0,88)

2) Solutie tampon (contine complexanti; se dizolvd 100 g acid citric in 60 ml
apad deionizatd si se adaugd amoniac in portiuni mici, racind sub jet de apa,
pana la pH 6,8 — viraj in rosu aprins cu rosu de fenol, incercand cu picatura
pe o placa de portelan; se adauga apoi 2,5 g sulfit de sodiu si 5 g cianura de
potasiu si se aduce cu apa deionizatd la 500 ml. Se elimind metalele
interferente existente n solutie, prin tratare succesivd cu portiuni mici de
ditizona 0,05%, pana cand culoarea ditizonei nu se mai modifica. Se spalad de
2-3 ori cu cate 10 ml cloroform si se completeaza volumul la 1000 ml cu
amoniac)

3) Ditizona 0,005% (se dizolva intr-un solvent organic - toluen, benzen sau
cloroform)
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4) Solutie de spalare (se dizolva 0,1 g cianurd de potasiu in 1000 ml apa
deionizata si se adaugd 10 ml amoniac)

5) Solutie etalon Pb>" (1 mg/ml — se dizolva 1,596 g azotat de plumb in 1000 ml
acid azotic diluat 1:100)

Tehnica de lucru:

Se prelucreaza n ml mineralizat, care se dilueaza cu apa distilata la 25 ml.
Intr-o palnie de separatie se alcalinizeaza cu 15 ml solutie tampon, apoi se adauga 2
ml reactiv ditizona 0,005% si se agita 1-2 minute. Se completeaza stratul de faza
organica cu Inca 8 ml solvent organic, se agita si se separd cele doua faze, retinand
faza organica coloratd, care se spald, prin agitare in palnie de separatie, cu 20 ml
solutie de spalare. Dupa separare, stratul de solvent se filtreazd intr-o eprubeta
gradatd printr-un filtru uscat (care contine sulfat de sodiu anhidru) si se
completeaza volumul la 10 ml cu solvent.

Paralel se prelucreazd in aceleasi conditii ca proba o scara de etaloane cu
concentratia cuprinsa intre 4-20 pug Pb>" / 25 ml api distilata.

Se madsoard absorbanta probei si a etaloanelor la spectrofotometru, la 500
nm, fatd de un martor de solvent organic si se calculeazd concentratia probei (Cp =
g Pb*" / n ml mineralizat prelucrat).

Calcul:
g Pb>" / urina din 24 ore=(Cp x Vx N)/ (n x p),

unde N - ml urina recoltata in 24 ore.

Interpretarea rezultatelor:

Diagnosticul intoxicatier cu plumb, in special in cazul unei intoxicatii
cronice, se stabileste pe baza examinarilor clinice si a analizelor toxicologice
(plumbemie, plumburie), cat si pe baza unor analize biochimice (coproporfirine,
acid delta-aminolevulinic 1n urind, hematii cu granulatii bazofile).

Valorile normale si patologice ale plumburiei sunt:

<40 pg % valori normale
<80 ng % valori acceptate
80— 120 ug %  valori excesive

> 120 pg % valori periculoase
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DETERMINAREA CANTITATIVA A ACIDULUI A-AMINOLEVULINIC DIN
URINA

Principiul metodei:

Metoda se bazeazda pe condensarea acidului A-aminolevulinic (A-ALA) cu
acetilacetona, cand rezultd un compus cu structurd pirolicd, care cu p-
dimetilaminobenzaldehida formeaza un compus de culoare rosie, colorimetrabil.

THg TOOH TOOH
TO c|:H2 ?H3 |CH2
-H,O CO H CH
| — 7 \cH
Co 0= (|: O 3
X
éH3 H,N— CH, Red N
'HZO
COOH
CH, éHz
|
CO CH,

Tehnica de lucru:

La I ml urind (din urina recoltatd/24 ore) se adauga 9 ml solutie de diluare
(100 ml solutie acetat de sodiu 0,5 N in care se suspendd 0,25 g carbune
medicinal). Se agita de mai multe ori si1 apoi se filtreaza. Din filtrat se masoara cate
3 ml in doud eprubete, una constituind proba, iar cealalti martorul. In proba se
adauga 0,1 ml acetilacetond si apoi se tin ambele eprubete timp de 20 minute in
baia de apa in fierbere. Dupa racire se adaugd in fiecare 3 ml Reactiv Erlich
modificat (1 g p-dimetilaminobenzaldehida se dizolva in 35 ml acid acetic glacial,
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se adaugd 8 ml acid percloric 70% si se aduce volumul la 50 ml cu acid acetic
glacial).

Dupa 15 minute se masoara absorbanta probei la spectrofotometru, la 553
nm in cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi. Aceasta valoare se raporteaza la
curba etalon obtinuta prin prelucrarea unor standarde cu concentratia cuprinsa intre
1-10 pg A-ALA/3 ml, obtinandu-se concentratia C in pg/proba.

Calcul:
ug A-ALA/l urina = [C x 1000] /0,3
ug A-ALA/24 ore=[Cx V] /0,3
unde: V = volumul de urina recoltatd/24 ore (ml).
Interpretarea rezultatelor:
Valorile normale in urind sunt de 0,6 mg%. Valorile acceptate se situeaza

intre 0,6-2 mg%, valorile intre 2-4 mg% sunt excesive, iar cele peste 4 mg% sunt
considerate a fi periculoase, indicand o intoxicatie cu plumb.

ANALIZA TOXICOLOGICA A DERIVATILOR BARBITURICI

DETERMINAREA CANTITATIVA PRIN METODA
SPECTROFOTOMETRICA IN VIZIBIL (REACTIA PARRY)

Izolarea din urina:

Intr-o palnie de separatie se introduc 25 ml urina, se aciduleaza la pH 4-5 cu
acid acetic concentrat si se extrage de cel putin doud ori cu cate 50 ml eter etilic.
Extractele eterice reunite se purificd prin tratare cu carbune activ si oxid de
magneziu. Se filtreaza printr-un filtru uscat ce contine putin sulfat de sodiu anhidru,
1ar filtrul se spald cu putin eter. Fazele de solvent se evapora la sec pe o baie de
apa.

Principiul determindrii:

Derivatii barbiturici, in solutie alcoolicd, formeaza cu azotatul de cobalt in
mediu alcalin un complex intern colorat in violet. Sensibilitatea reactiei este de 0,1
mg/ml.
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Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut prin extractie cu solventi organici se dizolvda in 2 ml
metanol. Solutia se trece cantitativ intr-o eprubeta gradatd si se completeaza
volumul la 4 ml. 2 ml din aceastd solutie se prelucreaza paralel cu un martor de
reactivi §1 cu o scard de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 0,2-5 mg
fenobarbital/2 ml metanol. In fiecare eprubeti se adauga 2 picituri de azotat de
cobalt 1% in metanol si 1-2 picaturi de amoniac concentrat. Absorbanta probei si a
etaloanelor se citeste la spectrofotometru, la 565 nm in cuva de 1 cm, fatd de
martorul de reactivi. Raportarea absorbantei probei se face pe curba etalon,
obtinandu-se concentratia C in mg derivat barbituric/proba.

Calcul:
mg derivat barbituric/1000 ml urind = [2 x C x 1000] / p

unde: p = ml produs biologic prelucrat.

DOZAREA DERIVATILOR BARBITURICI PRIN
SPECTROFOTOMETRIE iN UV

Metoda se poate aplica pe sange total, plasma sau ser.

Etaloane: solutii de concentratii 5, 10, 25, 40, 50 mg/l barbital, preparate in plasma
umand, prin diluarea unei solutii apoase de barbital sodic (1,12 g/l, echivalent cu
1,00 g/l acid dietilbarbituric).

Tehnica de lucru:
Extractia
1. 2 ml plasma (obtinuti in urma centrifugarii la 2500 rpm timp de 10 min a 3
ml sange) se trateaza cu 0,8 ml HCI 2M si cu 15 ml eter etilic. Se agita 5
min. intr-o palnie de separatie.
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Se lasa 5 min. in repaus pentru separarea fazelor; se indeparteaza stratul apos
inferior.

Peste stratul eteric se adauga 5 ml tampon borat si se agita 5 minute.

Se lasa 5 min. in repaus si se indeparteaza stratul apos

Peste faza organica se adauga 5 ml apa distilatd, se agitd cateva minute, se
lasa 5 min. in repaus, apoi se arunca faza apoasa

In palnie se adaugd 4 g amestec cirbune activat / sulfat de sodiu anhidru, se
agita, si se separa faza eterica intr-o capsula

Se evapora stratul eteric pe baie de apa

Reziduul se reia in apa distilata si se filtreaza solutia intr-o eprubeta

Determinarea cantitativa

1.
2.

Se etaloneaza spectrofotometrul cu apa distilata
Intr-o cuva uscata se introduc 4 ml solutie apoasa, peste care se adaugd 50 pl
amoniac concentrat (2 picaturi), se omogenizeaza si se verificad dacd pH-ul
este egal cu 10
. Se citeste absorbanta la 240 nm fatd de apa distilata; dacd este necesar, se
dilueaza. Se inregistreaza spectrul pe domeniul 190-300 nm (Fig.1).
Se adaugd in cuva 0,1 ml acid sulfuric concentrat (3 picaturi), se
omogenizeaza si se verifica daca pH-ul este egal cu 2.
Se citeste absorbanta la 240 nm si se nregistreaza spectrul pe domeniul 190-
300 nm (Fig.1). Daca este necesar, se dilueaza extractul cu apa distilata.
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Figura 1. Spectrele UV ale barbitalului la pH 10 (A) si la pH 2 (B)

Pentru a realiza dozarea derivatilor barbiturici, se reprezinta grafic diferentele intre
absorbantele la pH 10 si pH 2 in functie de concentratia etaloanelor (exprimata in
mg/l sange). Se determind ecuatia dreptei de calibrare, care la randul ei permite
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calcularea concentratiei probei (x), a carei absorbantd (y) este cititd la
spectrofotometru.
Sensibilitatea reactiei: 2 mg/l derivati barbiturici.

Interpretarea rezultatelor: concentratii plasmatice de derivati barbiturici mai mari
de 10 mg/l (50 mg/1 barbital sau fenobarbital) pot produce fenomene toxice grave.

ANALIZA TOXICOLOGICA A ASPIRINEI

DETERMINAREA CANTITATIVA DIN PLASMA

Izolarea:

Acidul salicilic si derivatii sai medicamentosi se izoleaza din corpuri delicte,
sange, urind, continut stomacal si voma, prin extractie cu solventi organici din
mediu acid (salicilatul de metil se izoleaza prin antrenare cu vapori de apad).

Se trateaza 2 ml plasma, intr-o palnie de separatie, cu 0,5 ml acid clorhidric 6
N si cu 50 ml dicloretan. Se agita bine, se separa faza organica si se evapora la sec.

Principiul determindarii:
Aspirina, dupa hidroliza, formeaza cu ionul Fe (III) un compus de culoare
violeta:

COO

DN

O—Fe

Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut se trateazd cu 10 ml hidroxid de sodiu 1IN si se fierbe 10-15
minute la flacard mica. Se neutralizeaza cu acid clorhidric 10% (evitand excesul) si
se aduce cantitativ cu apa Intr-un balon cotat. Din aceasta solutie, 5 ml se trateaza
cu 0,2 ml azotat de fier (I1I) 0,25%.

Dupa 15 minute, se masoard absorbanta la spectrofotometru, la 530 nm in
cuva de 1 cm, fatd de apa distilata.

Scara de etaloane s-a realizat pentru concentratii cuprinse Intre 1-5 mg
aspirind / 5 ml, de la faza de hidroliza, in aceleasi conditii. Reprezentandu-se grafic
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absorbanta solutiilor etalon in functie de concentratie, s-a obtinut dreapta de
regresie. Din ecuatia dreptei de regresie: y = A + B x, se calculeaza concentratia
probei analizate: C, [mg aspirina / 5 ml proba prelucrata din balonul cotat].

Calcul:
Rezultatul se exprima in mg aspirina / 100 ml plasma:

mg aspirind / 100 ml plasmd = [C, x V}, x 100] / [n x p x 1000],

unde: Vy, este volumul balonului cotat, n = ml prelucrati din balonul cotat, p = ml
plasma folosita la extractie.

Interpretarea rezultatului:
Se va face conform nomogramei Done (fig.1).
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Figura 1. Nomograma lui Done pentru aprecierea gravititii intoxicatiei cu salicilati

Nomograma permite aprecierea gradului de intoxicatie cu aspirina pe baza
nivelului seric al salicilatilor, la diferite intervale de timp de la ingestie. Poate fi
folosita numai pentru valorile obtinute dupa 6 ore de la ingestie.
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- intoxicatie usoara (hiperpnee moderata fara acidoza, letargie, voma; eventual
usoara febra);

- intoxicatie moderata (hiperpnee severa cu acidoza, letargie marcatd sau
excitabilitate marcatd, dar fara coma sau convulsii, tulburari gastrointestinale
marcate);

- intoxicatie severd (hiperpnee severa, afectari neurologice severe care includ
coma sau convulsii, acidozd metabolica marcata).

ANALIZA TOXICOLOGICA A PARACETAMOLULUI

DETERMINAREA CANTITATIVA DIN PLASMA

Izolarea:

Paracetamolul se izoleaza din mediu acid, prin extractie cu solventi organici
(de preferat cloroform).

Se aciduleazd 2 ml plasma (20 ml urind) cu acid acetic 5% la pH 5-6 si se
extrag de doud ori cu cate 20 ml (50 ml) cloroform (eter). Extractele organice se
reunesc Intr-o capsula si se evapora la sec; reziduul este reluat cu cativa ml de acid
clorhidric diluat intr-un balon cotat, care se completeaza apoi la semn cu apa
distilata.

Principiul metodei:
Dupa hidroliza acida, din paracetamol rezultd para-aminofenolul, care in
prezenta fenolului si a hipobromitului formeaza indofenol:

OH OH OH
+ QOH + 2 NaBrO

+H,O/H" g
-2 NaBr, -2 H,0

NH—CO—CH, NH; N
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Tehnica de lucru:

Intr-o eprubetd gradati se iau 2 ml proba (din balonul cotat) si 4 ml acid
clorhidric 4 N. Se fierbe pe baia de apa la 100° C timp de 30 de minute si se aduce
cu apa la 10 ml. Din aceasta solutie (proba hidrolizatd) se ia 1 ml, se adaugd 8 ml
NaOH 0,2 N, 1 ml fenol 1% si 1 ml solutie hipobromit de sodiu (vezi anexa V). Se
lasa la intuneric 30 de minute.

Se citeste absorbanta la spectrofotometru, la 630 nm 1n cuva de 1 cm, fata de
un martor de reactivi.

Curba de etalonare se efectueaza intre 100 si 500 pug / 2 ml , lucrandu-se in
conditii identice. Valoarea absorbantei pentru proba se raporteaza la curba etalon si
se obtine C, [ng / 2 ml proba prelucratd din balonul cotat].

Calcul:
Rezultatul se exprima in mg paracetamol / 100 ml plasma:

mg paracetamol / 100 ml plasma = [C, x V, x 100]/ [n x p x 1000],

unde: V,, este volumul balonului cotat, n = ml prelucrati din balonul cotat, p ml
plasma folosita la extractie.

Interpretarea rezultatului:

Se va face conform nomogramei Rumack-Matthew (Figura p. 158).
Concentratia paracetamolului in plasma se poate obtine numai dupa 4 ore de la
ingestie. Nomograma permite aprecierea potentialului hepatotoxic pentru pacientii
netratati cu antidot (N-acetilcisteind).

ANALIZA TOXICOLOGICA A ANTIDEPRESIVELOR TRICICLICE

DETERMINAREA CANTITATIVA A IMIPRAMINEI CU METAVANADAT
DE SODIU

Izolarea din tesuturi:

5 g tesut se tritureaza bine cu putin nisip purificat. Se adauga 0,2-0,5 g oxid
de magneziu si circa 15 g sulfat de sodiu anhidru si se omogenizeaza. Amestecul
obtinut se aduce cantitativ intr-un flacon conic cu dop rodat §i se extrage prin
agitare energicd timp de 10 minute cu 20-30 ml cloroform sau acetond. Dupa
sedimentare se separa faza de solvent si se repeta extractia de cel putin doua ori.




158 e Analize §i evaluari toxicologice

\Lezare hepatica severa posibila
500 | Risc probabil Tardiv Tratament
hg ineficient
Risc
100 = posibil
'S \
=
=
£_ 90 |
E E Prea
= '; repede
s E pentrul
= ® ase Absenta
® g pronunta rigeylui
=.2
[}
£ £
g 1w0f
=
»
=
= 5| }25%

1] 4 8 12 16 24 20

Timpul dupa ingestie (ore)

Nomograma Rumack-Matthew pentru aprecierea gravitatii intoxicatiei cu paracetamol §i a
eficientei tratamentului

Fazele de solvent reunite se filtreaza (printr-un filtru uscat) intr-o capsuld si se
evapora la sec pe baie de apa.
Prin aceastd tehnica se separd si metabolitii cu caracter alcalin.

Principiul metodei:
Antideprinul formeaza cu metavanadatul de sodiu in mediu acid coloratii
albastre colorimetrabile. Sensibilitatea reactiei este de 0,5 pg/ml.

Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut dupa extractie se dizolvd in 5 ml acid sulfuric 1:2 si se
aduce cantitativ (cu acid sulfuric) intr-un balon cotat de 25 ml.

2 ml din aceastd solutie se prelucreaza paralel cu o scard de etaloane cu
concentratia cuprinsd intre 1-20 pg antideprin/2 ml acid sulfuric 1:2. Fiecare
eprubetd se trateaza cu 0,5 ml reactiv metavanadat de sodiu 0,2% in acid sulfuric
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1:2. Se masoard absorbantele la spectrofotometru la 620 nm in cuva de 1 cm, fata
de un martor de acid sulfuric 1:2. Raportarea absorbantei probei se face pe curba
etalon, obtindndu-se concentratia C in pug antideprin/proba.

Calcul:
mg imipramind/100 g tesut=[V x C x 100] / [n x p x 1000]

unde: V = volumul balonului cotat;
n = ml prelucrati din balonul cotat;
p = g proba biologica luata in lucru.

Interpretarea rezultatelor:
La decedati in urma unei intoxicatii acute cu imipramind, au fost determinate
concentratii in ficat de 16-46 pg/g.

ANALIZA TOXICOLOGICA A FENOTIAZINELOR

DETERMINAREA CANTITATIVA CU CLORURA DE FIER (I1I)

Izolarea din urina:

25 ml urind se alcalinizeaza la pH 10 cu hidroxid de sodiu 10% sau cu
amoniac concentrat si se extrage intr-o palnie de separatie cu 50 ml diclormetan sau
cloroform. Solventul se separa, iar portiunea ramasa se mai extrage de cel putin
doua ori cu cate 50 ml cloroform sau diclormetan. Fazele de solvent separate si
reunite se filtreaza (printr-un filtru uscat) intr-o capsuld, apoi se evapora pe baie de
apa.

Principiul metodei:

Fenotiazinele formeaza cu clorura de fier (III) in mediu de acid sulfuric
coloratii caracteristice (verde, rosu sau violet), care se determina spectrofotometric
in vizibil. Sensibilitatea reactiei este de 1 pg/ml.

Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut prin extractie cu solventi organici din produse biologice se
aduce cantitativ prin spalari repetate cu acid sulfuric 1:2 intr-un balon cotat de 25
ml. Se completeaza la semn cu acid sulfuric 1:2. Peste 2,5 ml din aceastd solutie se
adaugd 0,2 ml clorura de fier (III). Dupd 15 minute se masoara absorbanta la
spectrofotometru in cuva de 1 cm, fatd de un martor de acid sulfuric 1:2.
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Absorbanta probei se raporteazd la o curba etalon obtinuta prin prelucrarea (in

conditiile probei) a 6-8 standarde cu concentratia cuprinsd intre 5-50 pg derivat

fenotiazinic/2,5 ml acid sulfuric 1:2, obtindndu-se concentratia C in pg/proba.
Lungimile de unda la care se citesc absorbantele sunt:

Clorpromazina: 455 nm,

Levomepromazina: 555 nm,

Proclorpromazina: 500 nm,

Tioridazin: 620 nm.

Calcul:
mg derivat fenotiazinic/1000 ml urinda = [V x C] / [n X p]
unde: V = volumul balonului cotat;

n = ml prelucrati din balonul cotat;
p = ml proba biologica luata in lucru.

ANALIZA TOXICOLOGICA A IZONIAZIDEI
DETERMINAREA CANTITATIVA DIN PLASMA CU
p-DIMETILAMINOBENZALDEHIDA
Din plasma HIN-ul poate fi determinat fara izolare.
Principiul metodei:

HIN-ul formeaza cu p-dimetilaminobenzaldehida o coloratie galben-
portocalie, colorimetrabila. Sensibilitatea reactiei este de 1pg/ml.

Tehnica de lucru:

Peste 2 ml plasma se adaugd 1 ml acid acetic 1% si 0,5 ml solutie alcoolica
de p-dimetilaminobenzaldehidd 1%. Paralel se prelucreaza in conditiile probei 10
standarde cu concentratia cuprinsd intre 10-100 pg HIN/2 ml apa distilata si un
martor de reactivi. Absorbantele probei si etaloanelor se citesc la spectrofotometru
la 530 nm, fatd de martorul de reactivi. Raportarea absorbantei probei se face pe
curba etalon, obtindndu-se concentratia C in ug HIN/proba.
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Calcul:
mg HIN/100 ml plasma = [C x 100] / [2 x 1000].

Interpretarea rezultatelor:
Dupa doze terapeutice de 300-400 mg HIN / zi, nivelele plasmatice sunt
cuprinse intre 0,5-10 pg/ml.

ANALIZA TOXICOLOGICA A BENZODIAZEPINELOR

DETERMINAREA CANTITATIVA SUB FORMA DE AZOCOLORANTI

Izolarea din urina:

25 ml urina se alcalinizeaza cu carbonat de sodiu sau de potasiu 5% (pH=10)
si se aduce intr-o palnie de separatie; se extrage de cel putin doua ori cu cate 50 ml
eter etilic (dicloretan sau amestec dicloretan:acetat de etil 2:1). Fazele de solvent
separate si reunite se filtreazd (printr-o hartie de filtru uscatd, spaland filtrul cu
putin solvent) intr-o capsuld si se evapora la sec pe baie de apa. Reziduul obtinut
serveste la analiza toxicologicd a clordiazepoxidului, nitrazepamului si a unor
metaboliti.

Principiul metodei:

Gruparea aminicd aromatica primara eliberatd prin hidrolizd acida, dupa
diazotare si cuplare cu N-naftiletilendiamind da un derivat de culoare roz-violacee,
colorimetrabil. Sensibilitatea reactiei este de 1pg/ml.
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Tehnica de lucru:

a)

b)

Reziduul obtinut prin extractie cu solventi organici, dupa hidroliza, se dizolva in
2 ml acid clorhidric 2N, se aduce cantitativ cu apa distilata intr-un balon cotat de
25 sau 50 ml. Din aceasta solutie se prelucreaza 2 ml, peste care se adauga 0,5
ml acid clorhidric 2N si 0,1 ml nitrit de sodiu 1%; se agita si se lasa in repaus 10
minute. Se adaugad 2 ml uree 10%, se agita bine si dupa 5 minute se adauga 0,1
ml N-naftiletilendiamind1%. Paralel cu proba se prelucreaza in aceleasi conditii
un martor de reactivi si 8-10 standarde cu concentratia cuprinsa intre 250-500
ng benzodiazepind hidrolizata. Se masoard absorbantele probei si etaloanelor la
spectrofotometru la 550 nm, in cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi.
Raportarea absorbantei probei se face pe curba etalon, obtinandu-se concentratia
C in pg/proba.

Reziduul obtinut prin extractie directd din produse biologice poate fi dozat
aplicand metoda descrisd mai sus in urmatoarele conditii: reziduul se trateaza cu
10 ml acid clorhidric 4N, se hidrolizeaza prin incalzire (timp de 30 minute) pe o
baie de apa in fierbere, evitdnd evaporarea. Dupa racire se aduce cantitativ cu
apa distilatd Intr-un balon cotat de 25 sau 50 ml. Se continud apoi determinarea
ca mai Sus.
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Calcul:
mg benzodiazepina/1000 ml urind = [V x C] / [n x p]

unde: V = volumul balonului cotat;
n = ml prelucrati din balonul cotat;
p = ml proba biologica luata in lucru.

DETERMINAREA CANTITATIVA A DIAZEPAMULUI
PRIN SPECTROFOTOMETRIE iN UV

Principiul metodei:

Dozarea diazepamului din plasma se realizeazd dupa izolarea lui prin
extractie cu solventi organici la pH 6,8 — 7 (extractie lichid-lichid ~ ELL sau
extractie pe fazd solida ~ EFS). Este usor solubil in acetond, benzen, cloroform,
solubil in alcool, greu solubil in eter si practic insolubil in apa.

Cl ——N

CeHs

Se determina cantitativ spectrofotometric in UV, diazepamul prezentand in
solutie de HCI1 2N trei maxime de absorbtie: 242, 287 si 359 nm. Diferenta dintre
valorile absorbtiei maxime i minime este proportionald cu concentratia.
Sensibilitatea metodei este de 5 pug/ml.
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Reactivi:

1) Tampon fosfat pH 6,8 (0,2M): la 51 ml KH,PO, 0,2M se adaugda 49 ml
Na,HPO,4+12H,0 0,2M

2) Tampon fosfat pH 6,8 (0,002M): se dilueaza 1:100 tamponul 0,2M, ajustand
pH-ul la 6,8 cu Na,HPO,4 0,2M

3) HCIO4 7% (HC1O4 conc. diluat 1:10, v/v, cu apa distilata)

4) NaOH 20%

5) Cloroform

6) Metanol

7) Acetona

8) HCI 2N: 170,8ml HC1 37% (d=1,155) se dilueaza cu apa distilata la 1000ml

9) Solutie etalon de diazepam in HCI 2N, cu concentratia de 0,5mg/ml

Izolarea diazepamului din plasma:

a) Extractia lichid-lichid:

Se aduc p = 2 ml plasma la pH = 6,8 cu 2 ml tampon fosfat pH 6,8 (0,2M) si
se extrag intr-o palnie de separatie cu 10 ml cloroform (benzen), agitand cateva
minute. Se separd faza organicd intr-o capsuld de portelan filtrandu-se prin filtru
uscat si se evapora la sec pe baie de apa.

b) Extractia pe faza solida:
Pregatirea probei:
- p = 1 ml plasma se deproteinizeaza cu 0,4 ml HCIO4 7% si se dilueaza intr-o
eprubetd de centrifugd cu 2 ml tampon fosfat pH 6,8 (0,2M), se vortexeaza
30 secunde si se centrifugheaza 6 minute la 2500 rotatii/minut;
- supernatantul se separa si se neutralizeaza cu 0,1 ml NaOH 20%
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Conditionarea cartusului de extractie (C18 — 300 mg):
Se trec prin cartus cu ajutorul unei seringi:
- 5 ml metanol (viteza de trecere prin cartus ~ 3ml/min)
- de trei ori aer
- 5 ml apa distilata (viteza de trecere prin cartus ~ 3ml/min; cartusul trebuie sa
ramana umectat)
- 5 ml tampon fosfat pH 6,8 (0,2M) (viteza de trecere prin cartus ~ 3ml/min;
cartusul trebuie sa rimana umectat)
Trecerea probei prin cartus:
- se trece supernatantul neutralizat cu un debit de ~1ml/min (cartusul trebuie
sd ramana umectat)
Spalarea cartusului:
- cu 5 ml tampon fosfat pH 6,8 (0,002M) (debit - 3ml/min)
Eluarea:
- de trei ori aer;
- 5 ml metanol (debit ~Iml/min)
Se evapora metanolul la sec pe baie de apa, sub nisa.

Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut prin ELL sau prin EFS se dizolva in 3ml HCI 2N. Se
masoara absorbanta la spectrofotometru la 359 nm si 332 nm fatd de HCI 2N.

Metoda spectrofotometrica este lineara pe domeniul de concentratii 5 — 100
ug diazepam /ml HCI 2N. Se reprezinta grafic diferenta dintre absorbanta citita la
359 nm (maxim de absorbtie) si cea cititd la 332 nm (minim de absorbtie) in functie
de concentratie.

Observatii:

Se prelucreazd mai Intai cate o proba marcata cu concentratia de 100 pg/ml
(Csreala), atat prin ELL, cat si prin EFS, pentru determinarea randamentelor de
extractie. (volumul corespunzator de plasma, precizat in tehnica, se va inlocui cu un
volum egal de apa distilata si se va marca cu 100 pg diazepam /ml).

Cu ajutorul programului Spectra manager, se va obtine pentru fiecare metoda
de extractie concentratia regasitd (Ci.repasita), din ecuatia dreptei de regresie obtinuta
pentru domeniul de concentratii 5 — 100 pg/ml.

Se calculeaza apoi randamentele de extractie conform formulei:

R (%) = [Cs-regasitéX 3/ Cs—realé] x 100

Pentru determinarea cantitativa a diazepamului din proba de analizat se
selecteaza metoda de extractie cea mai eficienta.
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Calcul:
Prelucrarea datelor se va face cu ajutorul programului Spectra manager.

Rezultatul final se va exprima in pg diazepam /100ml plasma, conform formulei:
ug diazepam /100ml plasma = Cp x 3 x 100

Interpretarea rezultatelor:

In tratamentele cu o doza unica orali de 10 mg diazepam, concentratiile
sanguine maxime au fost de ordinul a sutelor de micrograme diazepam / litru sange.
In tratamentele cu doze zilnice de 30 mg diazepam, concentratiile maxime au fost
de asemenea de ordinul sutelor de micrograme / litru sange.

in intoxicatiile severe sau mortale, concentratiile sanguine au fost de 2-30mg
/ litru sange.

ANALIZA TOXICOLOGICA A MORFINEI

DETERMINAREA CANTITATIVA PRIN INTERMEDIUL FORMARII
ALBASTRULUI DE MOLIBDEN

Izolarea metabolitilor conjugati si a morfinei din uring:

20 ml urina se trateaza cu 10 ml acid clorhidric 4N si se fierbe 30 minute pe
baie de apa, sub refrigerent ascendent. Dupa racire, se alcalinizeaza la pH=8 cu
carbonat acid de sodiu sau cu hidroxid de amoniu concentrat. Amestecul se aduce
intr-o palnie de separatie si se extrage cel putin de doua ori cu cate 25 ml
cloroform. Fazele cloroformice reunite se filtreazd (printr-un filtru uscat) intr-o
capsula si se evapora la sec pe baie de apa.

Principiul metodei:

Morfina, in mediu amoniacal, reduce acidul fosfomolibdenic la molibdat de
molibdenil de culoare albastra, colorimetrabil. Sensibilitatea reactiei este de 10 pg
morfind/ml.

Tehnica de lucru:

2,5 ml din solutia obtinuta mai sus (adusd in balon cotat de 25 sau 50 ml) se
prelucreaza paralel cu un martor de reactivi §i cu o scara de etaloane cu
concentratia cuprinsa intre 10-100 pg morfini/2,5 ml acid sulfuric 0,1N. In fiecare
proba se adaugd 1 ml solutie alcoolica de acid fosfomolibdenic 1% si 0,5 ml
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amoniac concentrat. Absorbantele probei si etaloanelor se citesc la
spectrofotometru la 570 nm in cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi.
Raportarea absorbantei probei se face pe curba etalon, obtindndu-se concentratia C
in pg morfind/proba.

Calcul:
mg morfind/1000 ml urind = [C x V] / [n x p]
unde: V = volumul balonului cotat;

n = ml prelucrati din balonul cotat;
p = ml proba biologica prelucrata.

ANALIZA TOXICOLOGICA A UNOR PESTICIDE

DETERMINAREA CANTITATIVA A MALATIONULUI

Izolarea din urina:
50 ml urina se aciduleaza cu acid clorhidric 5% si se extrage de cel putin
doua ori cu cate 50 ml eter etilic sau cloroform. Fazele de solvent separate si

reunite se filtreaza (printr-un filtru uscat) intr-o capsula si se evapora la sec pe baia
de apa la 50°C.

Principiul metodei:

Malationul se hidrolizeaza in mediu alcalin la dimetilditiofosfat de sodiu,
fumarat de sodiu si etanol. Dimetilditiofosfatul de sodiu formeaza cu ionii de Cu
(I) un compus de culoare galbena, extractibil in tetraclorura de carbon.
Sensibilitatea reactiei este de 10 pg malation/ml.

COONa
+3NaOH ™3 S CH
/P\ T SNaOH \P/ + || + 2C,H;—OH + H,0
H3;CO S— CH—CO0O0C,H; H3CO/ s cH

CH,—COOC,H; Na COONa
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Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut prin extractie cu solventi organici se prelucreaza paralel cu
un martor de reactivi si cu o scara de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 20-200
ug malation/proba. Fiecare reziduu se trateaza cu 1 ml hidroxid de sodiu 6N si 25
ml reactiv clorura de fier (III) 0,2% in acid clorhidric 1%. Se agita bine si se lasa in
repaus 15 minute. Se adauga 2-3 picaturi de solutie alcoolica de fenolftaleina 1% si
se neutralizeaza cu acid clorhidric 5N (pana la decolorare). Se aduce cantitativ intr-
o palnie de separatie, se adauga 2 ml sulfat de cupru 1% si se extrage de doua ori cu
cate 5 ml tetraclorurd de carbon. Fazele de solvent separate si reunite se filtreaza
sau se centrifugheaza. Se masoard absorbantele la spectrofotometru, la 470 nm in
cuva de 1 cm, fata de martorul de reactivi. Absorbanta probei se raporteaza la curba
etalon, obtindndu-se concentratia C in pug malation/proba.

Calcul:
mg malation/1000 ml urind=C/p

unde: p = ml proba biologica prelucrata.

ANALIZA TOXICOLOGICA A PARAQUATULUI iN URINA

Paraquatul (1,1’-dimetil-4,4’-dipiridil) este un ierbicid foarte mult utilizat pe
plan mondial. Intoxicatiile cele mai grave sunt datorate ingerarii accidentale sau in
scop suicidar, fiind adesea letale.

Principiul metodei:

In mediu alcalin, paraquatul este redus de catre ditionitul de sodiu la un
radical liber de culoare albastra. Dozarea se face spectrofotometric.

Diquatul, un ierbicid inrudit cu paraquatul, da in aceleasi conditii o culoare
verde.

Limita de sensibilitate a metodei este de 1ug/ml.

Reactivi:
1. Hidroxid de sodiu IN
2. Ditionit de sodiu (hidrosulfit de sodiu - Na,S,0,) 1% in hidroxid de sodiu 1N
(se prepara ex-temporae, dizolvand 0,1g ditionit in 10 ml hidroxid de sodiu
IN)
3. Solutie saturatad de clorura de amoniu
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4. Paraquat — solutie etalon (0,1mg/ml- se dilueaza solutia stoc [200mg/ml] in
proportie de 1:2000 cu solutie saturatd de clorura de amoniu)

Analiza calitativa:

Intr-o eprubetd se adaugi la 1 ml urind, 0,4 ml ditionit de sodiu 1% in
hidroxid de sodiu IN. In paralel se prelucreazi un “blanc”: peste 1 ml urini se
adauga 0,4 ml hidroxid de sodiu IN. Se compara coloratiile obtinute in cele doua
eprubete.

In prezenta paraquatului, apare o coloratie albastrd in eprubeta in care s-a
introdus ditionit. Diquatul da in aceste conditii o coloratie verde.

Analiza cantitativa:
Se lucreaza in patru eprubete, conform urmatorului tabel:

Etalon 1 Etalon 2 Etalon 3 Proba
O, mlurind | 0,1 mlurina | 0,1 mlurina | 0,1 ml urina

blanc blanc blanc proba

Apa distilata 2,1 ml 2,05 ml 2 ml 2,1 ml
Paraquat 0,1 - 0,05 ml 0,1 ml -

mg/ml
Ditionit de sodiu 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
1%

Eprubetele se agita si se citesc absorbantele la spectrofotometru, la 600 nm.
Se reprezinta grafic variatia absorbantei in functie de concentratie si se

obtine concentratia probei (Cp - pg/0,1 ml urina) prin extrapolare din grafic.
Rezultatul final se exprima in mg paraquat / 1000 ml urina.

Observatii:

Paraquatul se metabolizeaza in proportie micd la om. Se elimina prin urina
relativ lent, astfel ca poate fi detectat in aceasta proba biologica chiar si dupa 16 —
30 de zile de la ingerare.
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DETERMINAREA CANTITATIVA A DINITRO-ORTO-CRESOLULUI
(DNOC) DIN SANGELE TOTAL

Principiul metodei:

DNOC-ul poate fi usor dozat spectrofotometric din sangele total, deoarece
prezinta o absorbanta puternicd la 430 de nm, iar concentratiile toxice sunt relativ
mari. Sensibilitatea metodei este de 10 mg DNOC/I.

Reactivi:
1. Solutie apoasa de clorura de sodiu (270 g/1) ce contine 30 g/l carbonat de sodiu
2. Etaloane DNOC cu concentratii de 10, 20 si 50 mg/l in sange total

Tehnica de lucru:

- 1 ml proba sau standard se trateaza intr-un tub de centrifugd cu 5 ml butanona si
apoi cu 1 ml solutie de clorurd de sodiu si carbonat de sodiu.

- Se vortexeaza 30 de secunde, apoi se centrifugheaza 5 minute la 3000 rpm. Din
extractul organic se preleveaza intr-o eprubeta 2 ml.

- Se citeste absorbanta la spectrofotometru la 430 nm in cuvele de 1 cm, fatd de
butanona.

Rezultate:

Se reprezinta grafic absorbanta etaloanelor in functie de concentratia in
DNOC (mg/l), iar prin extrapolare se calculeaza concentratia probei, exprimata in
mg/l.

Interpretarea rezultatelor

DNOC-ul decupleaza fosforilarea oxidativa, simptomatologia intoxicatiei
caracterizandu-se prin oboseald, transpiratii excesive, hipertermie si sete intensa,
care pot conduce la epuizare. In cazurile grave survine decesul. Semnele de
toxicitate apar la concentratii sanguine mai mari de 30 mg/l si sunt grave la
concentratii mai mari de 60 mg/I.

DETERMINAREA CANTITATIVA A DNOC DIN URINA

Izolarea din urina:
20 ml urind se aduc intr-o palnie de separatie, se aciduleazd cu acid
clorhidric 10% si se extrage de doud ori cu cate 20 ml eter etilic sau cloroform.
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Fazele organice se reunesc, se filtreaza prin filtru uscat cu sulfat de sodiu sicc. intr-
o capsula si se evapora la sec pe baia de apa.

Principiul metodei:

Dinitro-orto-crezolul este redus cu zinc si acid clorhidric la aminoderivatul
corespunzator care, cu un oxidant (sulfat de ceriu, dicromat de potasiu) formeaza
un derivat chinoniminic de culoare rosie, colorimetrabil.

Sensibilitatea metodei este de 5 pg/ml.

Tehnica de lucru:

Reziduul obtinut in urma extractiei cu solventi organici se reia cu 3 ml apa
distilatd. Se adaugda 1 ml acid clorhidric concentrat si 1-2 granule de zinc
amalgamat. Se incdlzeste pe baia de apa la fierbere. Se raceste si se filtreaza intr-o
eprubetd gradata de 10 ml. Se adauga 0,1 ml sulfat de ceriu 0,2N in acid sulfuric
5% si se completeaza la 10 ml cu apa distilatd. Se citeste absorbanta dupa 15
minute la spectrofotometru, la 490 nm fata de apa distilatd. Curba de calibrare se
intocmeste din etaloane cu concentratii cuprinse intre 20 si 200 pg/3 ml. Valoarea
absorbantei probei se raporteaza la curba de calibrare, extrapolandu-se concentratia
probei.

Calcul:

mg DNOC / 1000 ml urinda=C/V,

Unde : C = concentratia DNOC in pg
V = volumul de urina prelucrat

DETERMINAREA CANTITATIVA A
PARA-NITROFENOLULUI TOTAL DIN URINA

Para-nitrofenolul este principalul metabolit al parationului. El se elimina prin
urind ca atare si sub forma de conjugat. Se izoleaza din urind prin extractie cu
solventi organici din mediu acid.

Izolarea din urind:

Intr-un balon cu fund rotund se introduc 25-50 ml urind si 10 ml acid
clorhidric 15% si se fierbe sub refrigerent ascendent, la flacara mica, timp de 60
minute. Dupd racire, produsul se extrage intr-o palnie de separatie, de cel putin
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doua ori cu cate 20 ml eter etilic. Fazele de solvent separate si reunite se filtreaza
prin filtru uscat cu sulfat de sodiu sicc. si se evapora la sec. Reziduul se dizolva in
apa si se aduce cantitativ Intr-un balon cotat de 25-50 ml, care se completeaza la
semn.

Principiul metodei:

Gruparea nitro a para-nitrofenolului se reduce, cu hidrogen in stare ndscanda,
la grupare aminicd. Aceasta se diazoteazda si apoi se cupleazd cu N-
naftiletilendiamind, formand un azoderivat de culoare violet, care prezintd absorbtie
in domeniul vizibil.

Tehnica de lucru:

5 ml solutie obtinuta in urma izolarii se prelucreaza paralel cu un martor de
reactivi si cu o scard de etaloane cu concentratia cuprinsa intre 25-150 pg p-
nitrofenol /5 ml. In fiecare eprubeti se adauga 1 ml acid clorhidric concentrat si 1-2
granule de zinc si se Incdlzesc in baie de apd timp de 10 minute. Se filtreaza
cantitativ Tn eprubete gradate si se completeaza volumul la 10 ml cu apa distilata.
Peste 5 ml de solutie prelevati din fiecare eprubeta se adauga 0,5 ml nitrit de sodiu
1% si se lasa 5-10 minute, apoi se adaugad 2 ml uree 10%. Dupa 10-15 minute se
adauga 1 ml N-naftiletilendiamina 1%o. Dupa 15 minute se masoara absorbantele la
spectrofotometru, la 540 nm in cuva de 1 cm, fatd de martorul de reactivi. Prin
extrapolare pe curba de calibrare se calculeaza concentratia C in pg p-nitrofenol /5
ml proba.

Calcul:
mg p-nitrofenol total = [C x V] / [n x p]

unde: V = volumul balonului cotat,
n = ml prelucrati din balon
p = ml produs biologic prelucrat

Interpretarea rezultatelor:
In intoxicatii severe cu paration s-au determinat concentratii de 1,6-11,6 mg
p-nitrofenol total / 1 de urina.
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DETERMINAREA ACTIVITATII COLINESTERAZICE IN SANGELE TOTAL

Obiectiv:

Evaluarea activitatii colinesterazice sanguine permite diagnosticarea si
supravegherea unei intoxicatii cu insecticide organofosforice.

Aceste 1nsecticide 1nhiba colinesterazele, determinand acumularea
acetilcolinei la nivelul placii motorii a muschilor striati.

Principiul metodei:

Colinesteraza din sangele total actioneaza asupra unui exces cunoscut de
acetilcolind. Acetilcolina nehidrolizata formeaza cu hidroxilamina in mediu alcalin
acid acetohidroxamic, care cu Fe’" da un complex de tip Hantzsch solubil, rosu-
violet, colorimetrabil:

+ NaOH
3 CH3-COOR + 3 NH,-OH " HCI > 3 CH3-CO-NH-OH
- 3(R-OH)
+ FeCls
- 3 HCI

[CH3-CO-NH-O']; Fe

Reactivi:
1) Tampon veronal pH 7,4
Solutia A: 2,06 g barbital sodic se dizolva in 100 ml apa distilata
Solutia B: 0,365 g barbital se dizolva in 100 ml apa distilata
Se amesteca 5 ml solutie A cu 95 ml solutie B (se pastreaza la 4°C).
2) Solutie stoc de acetilcolina clorhidrat 0,04M (72,66 mg acetilcolind / 10 ml
apa distilata; se pastreaza la 4°C)
3) Solutie de lucru de acetilcolina clorhidrat 0,004M (se dilueaza solutia stoc de
acetilcolina clorhidrat cu tampon veronal, in proportie de 1:10)
4) Solutie de hidroxilamind 2M (1,39 g hidroxilamina clorhidrat / 10 ml apa
distilata; se pastreaza la 4°C, maximum 2 saptamani)
5) Hidroxid de sodiu 3,5M (28 g NaOH / 200 ml apa distilata)
6) Solutie alcalina de hidroxilamina: se prepard ex-temporae, amestecand 1ml
solutie 2M de hidroxilamina cu 2ml NaOH 3,5M.
7) Acid percloric 1,8M [10 ml HCIO, (d = 1,61) se dilueaza cu 30 ml apa
distilata]
8) Clorura ferica 0,37M (6g FeCl; se dizolva in 100 ml HCI 0,1M)
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Tehnica de lucru:
Se analizeaza sangele total, recoltat pe fluorura de sodiu:

Nr. eprubetei 1 2 3
proba martor de martor de
acetilcolina reactivi
Tampon veronal 0,95 ml 1 ml 2 ml
Sange 0,05 ml - -
Acetilcolina 1 ml 1 ml -
0,004M

Se agita si se incubeaza 10 minute la 25°C (temperatura camerei).

In fiecare eprubeti se adaugi 0,4 ml solutie alcalini de hidroxilamina
preparata ex-temporae.

Se agita si se lasa 1n repaus 2 minute.

Apa distilata 2 ml 2 ml 2 ml
Acid percloric 0,4 ml 0,4 ml 0,4 ml
1,8M

Clorura ferica 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
0,37M

Se filtreaza si se asteapta 15 minute.
Se masoara absorbanta filtratelor din eprubetele 1 si 2 la spectrofotometru, la
520 nm, fatd de martorul de reactivi (eprubeta 3).

Calcul:
umoli acetilcolina nehidrolizatd =4 x [A; / A;]

Activitatea colinesterazica din sange este datd de numarul de micromoli de
acetilcolina hidrolizata in timpul incubarii in prezenta a 50 ul sange.

Activitatea colinesterazicd =4 x [1 — (A; / Ay)],

unde A, este absorbanta probei (eprubeta 1), iar A, este absorbanta martorului de
acetilcolina (eprubeta 2).
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Interpretarea rezultatelor:

Activitatea colinesterazica normala este de 2,15 + 0,03.

La muncitorii din sectorul agricol expusi la insecticide organofosforice se
poate observa o diminuare a activitatii colinesterazice de 40%. Céand valorile scad
cu peste 50-60% se impune parasirea locului de munca.

Intoxicatia cu derivati organofosforici este deosebit de grava la copii.




Capitolul 5
DIAGNOSTICUL CLINIC AL INTOXICATIILOR: STUDII DE CAZURI
CLINICE

Intoxicatiile acute si cronice reprezintd la ora actuald prima cauzda a
consultatiilor medicale de urgentd in tarile dezvoltate si a doua cauzda de deces,
dupa infectii i pe acelasi plan cu accidentele, la persoanele sub 30 de ani din tarile
in curs de dezvoltare. Marea majoritate a acestor intoxicatii sunt accidentale (70%),
fapt care, alaturi de alti factori, contribuie la dificultatea stabilirii diagnosticului.
Desi, asa cum s-a vazut in capitolul 1, analiza toxicologica joacd un rol important
in confirmarea diagnosticului, in cele mai multe cazuri stabilirea acestuia se face in
principal pe baza simptomatologiei observate.

In acest capitol vor fi prezentate citeva cazuri reprezentative de intoxicatii
reale, a caror rezolvare va permite aplicarea practicd a cunostintelor teoretice
acumulate 1n cadrul cursului si corelarea lor cu unele analize de laborator. Pentru
facilitarea rezolvarii problemelor, in tabelele de la sfarsitul capitolului sunt
sistematizate substantele toxice care produc anumite simptome majore, alaturi de
valorile normale ale semnelor vitale sau ale unor parametri hematologici.

Caz clinic 1: Fumul din incendii arde si....intoxica

In timpul unei actiuni de salvare in cazul unui incendiu izbucnit intr-un
apartament, pompierii gasesc mai multe victime: 2 persoane cu arsuri extinse, 0O
persoana cu arsuri pe mai putin de 10% din suprafata corpului, dar care este in stare
de inconstienta si colaps, si un mort fara arsuri aparente. Cele trei victime cu arsuri
sunt transportate la spital, iar decedatul la Institutul de Medicina Legala.

Victimele cu arsuri sunt tratate cu pansamente, analgezice, antibiotice,
evolutia fiind favorabild dupa o saptamana.

Pacientul cu arsuri lejere este examinat in serviciul de urgente. Se pare ca
arsurile nu sunt responsabile de gravitatea tabloului clinic. Se presupune implicarea
unui gaz, care fie ca a lipsit din atmosfera inhalata (incendiul consuma oxigenul),
fie s-a acumulat ca urmare a obstructiei cailor aeriene (dioxidul de carbon), fie a
fost inhalat dupa eliberarea sa prin combustia substantelor ce contin carbon
(monoxid de carbon) sau a altor materiale: 1ana, matase, lemn, materiale plastice
(acid cianhidric).
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Se asigurd caile respiratorii ale pacientului si se practicd o fibroscopie
brongica ce permite extractia secretiilor de mucus. Se recurge la ventilatie asistata
sub oxigen pur.

Rezultatele de laborator evidentiaza:

- absenta unor tulburdri hidro-electrolitice capabile sa explice coma si colapsul

- o oxicarbonemie prelevata la locul accidentului de 1 mmol/l (normal la
nefumatori: < 0,15 mmoli/l

- o lactatemie de 9 mmoli/l (normal < 2 mmoli/l)

Probleme si discutii

- Cum se explica la victimele incendiilor disocierea intre caracterul discret al
arsurilor si gravitatea simptomatologiei?

- Pe baza simptomatologiei si a primelor analize de laborator, care este
substanta toxicd implicata in acest caz?

- Care este tratamentul specific recomandat in aceasta intoxicatie?

- Care se presupune ca va fi rezultatul analizei toxicologice medico-legale
efectuatd pe sangele provenit de la decedat?

Caz clinic 2: Calatorie 1n zorii zilei

Doamna D. pleaca intr-o dimineata devreme, impreund cu sotul ei, intr-o
vizitd la pdrintii acestuia, care locuiesc la distantd de o zi cu masina. Dupd 5 ore
monotone parcurse pe autostradd, ea incepe sa se simtd rau. Acuzd lipotimie,
insotita de angoasa intensd, transpiratii, tremurdturi si greatd. Reuseste totusi sa
ajunga la destinatie.

Absenta sa la cind 1ingrijoreazd anturajul. Sotul si parintii acestuia
observaserd la sosire ca nu se simte bine, dar nu dadusera prea multd importanta
acestui fapt, deoarece doamna D. invocase cdldura si oboseala drumului si
declarase ca doreste sd se odihneasca putin in camera sa. Gasind camera goala,
socrii o cauta 1n jurul casei si cum nu o gasesc, alerteaza jandarmeria.

Doamna D. este gasita pe strada cateva ore mai tarziu. Ea este forte confuza,
nu recunoaste pe nimeni $i este incoerenta. Este spitalizatd imediat, dar agitatia si
confuzia se agraveaza. Vorbeste de animale Infricosatoare care vor sd o atace si
incearcd sd fuga din salon. Starea sa necesitd imobilizare §i un tratament cu
sedative.

Examenul de laborator releva:

- sodiu: 152 mmol/l
- potasiu: 3,1 mmol/l
- ioni clorura: 107 mmol/l
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- bicarbonat: 16 mmol/l
- glicemie: 5,5 mmol/l
- alcoolemia: zero

- hematocritul: 48

In conditiile spitalului nu se poate realiza o electroencefalograma sau o
tomografie, iar radiografia toracica este normala.

Interogarea anturajului nu confirma existenta unor antecedente neurologice
sau psihiatrice. In zilele precedente, pacientei nu i s-a prescris nici un tratament
medicamentos iar sotul insistd sd mentioneze cd pacienta nu consuma alcool.
Examenul somatic nu aduce nici un element suplimentar de diagnostic, in principal
sub aspect neurologic.

Probleme si discutii
- Care sunt intoxicatiile ce ar putea fi asociate cu aceasta simptomatologie?
- Care este ipoteza cea mai credibild de diagnostic?
- Care este tratamentul recomandat si starea pacientei dupa recuperare?

Caz clinic 3: Produse domestice periculoase

Un barbat de 41 de ani, cu antecedente de depresie, este descoperit la
domiciliu, la aproximativ 15 ore de la o ingestiec voluntard de alcool ..... si
benzodiazepine. Este internat in serviciul de urgente la o ord dupa ce a fost gasit, in
comd profunda, insotitd de dispnee Kussmaul, hipotonie, hiporeflexie, pupile
midriatice nereactive. Presiunea sanguind este 120/60 mm Hg, pulsul 85/min,
temperatura 36,5°C. La examenul fundului de ochi se observd un edem papilar
hiperemic important.

Electrocardiograma nu este modificatd. Determinarea gazelor din sange
evidentiazd o acidozd metabolica profunda. Lactacidemia este 2,2 mmoli/l, iar
corpii cetonici sunt absenti. Examenul toxicologic relevda o concentratie a
metanolului in sdnge de 150 mg% si prezenta benzodiazepinelor in sange si in
urind. Pacientul decedeaza la putin timp de la internare.

Probleme si discutii
- Care este mecanismul ce explica toxicitatea metanolului? Care sunt factorii
care dau nota de gravitate a acestei intoxicatii?
- Care sunt factorii de prognostic defavorabil in cazul acestui pacient?
- Care este tratamentul de baza al acestei intoxicatii?

178
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Caz clinic 4

O femeie in varstd de 23 de ani, cantdrind 45,8 kg, este implicatd intr-un
accident de circulatie. Este arestatd sub acuzatia de conducere in stare de ebrietate.
La politie isi pierde cunostinta si este transportata la spital. Dupa ce isi va reveni,
va povesti urmatoarele: pe stomacul gol a consumat 780 ml bautura alcoolica cu
concentratia de 50% alcool (v/v) in interval de 2 ore. Accidentul a survenit imediat
dupa ce a parasit barul. Mai tarziu a recunoscut ca face abuz e alcool de la varsta de
13 ani si cd a fost externatd dintr-un centru de reabilitare a alcoolicilor cu o
saptamana inainte de accident.

La sosirea in serviciul de urgentd, pacienta s-a aflat in coma de gradul 1,
prezentand raspuns la stimuli durerosi. Valorile examenului de laborator au fost
normale sub aspectul pH-ului, electrolitilor si glucozei. Screeningul toxicologic nu
a evidentiat o intoxicatie medicamentoasa. Alcoolemia a fost de 780 mg%. S-a
practicat spaldtura gastricd, urmata de administrarea de carbune activat. Dupa 2 ore
alcoolemia a scazut la 730 mg% si a Tnceput sd raspunda la solicitari verbale. La 3

ore alcoolemia a fost de 420 mg%, iar dupa 11 ore a fost externata cu o alcoolemie
de 190 mg%.

Probleme si discutii:

- S&a se calculeze alcoolemia maximd pe care subiectul ar fi trebuit sa o
prezinte dupa absorbtia completd a dozei ingerate. Daca valoarea calculata
nu corespunde cu alcoolemia determinatd la internarea la urgentd, sa se
explice diferentele aparute.

- Luand in considerare valoarea alcoolemiei la internare, ar fi eficienta
hemodializa pentru reducerea concentratiei alcoolului? In acest caz este utila
hemodializa?

- Sa se calculeze cantitatea de alcool ce ar fi trebuit sa se elimine in 11 ore, sa
se determine nivelul teoretic al alcoolemiei la 11 ore si sa se compare cu
alcoolemia la externare. Sa se explice eventualele diferente.

OBSERVATII
Alcoolemia maxima dupa absorbtia completd a dozei ingerate se calculeaza
cu formula lui Widmark:

C=[Ax08x100]/[G x1]

unde: C = alcoolemia (g%)
0,8 = densitatea specifica a alcoolului
G = greutatea corporala (g)
r = raportul de distributie a alcoolului (= 0,55 pentru femei)
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A = cantitatea de alcool ingerat (100%)
Viteza de disparitie a alcoolului din sange este de aproximativ 18 mg/100 ml/ora.

Caz clinic 5

O femeie sanatoasa, bine hranita, se plange de o “albeatda a imaginilor, ca si
cum ar pisi pe un camp inzipezit”. In seara anterioari prezentirii in clinica de
urgente a consumat 60-90 ml dintr-o votca de 43% alcool si doud pahare de vin. Nu
a sesizat nimic neobisnuit Tn seara anterioara. A fost internata la urgentd cu o
respiratie neregulatd, rapida (30 / minut), tensiune arteriala 170 / 105 mmHg (in
antecedente a avut tensiune labild) si puls 110 batai pe minut. Rezultatele analizei
de laborator au fost:

- [Na']=135mmoli /1l

- [K'] =4,7mmoli/l

- [CI'T =107 mmoli/l

- [HCO;3] =6 mmoli/l

- pH —ul sangelui = 7,21

- pCO; (presiunea partiala a CO,) = 11 mm Hg
- pO, (presiunea partialda a O,) =123 mm Hg

Pe baza simptomatologiei s-a presupus existenta unei intoxicatii cu metanol,
iar examenul toxicologic a evidentiat o concentratie a metanolului Tn sange de 140
mg / 100 ml.

Tratamentul aplicat a constat din perfuzie cu etanol, bicarbonat de sodiu si
hemodializd timp de 6 ore. Pacienta nu a acuzat alte tulburdri in timpul dializei.
Nivelele sanguine ale metanolului au scazut la zero la sfarsitul dializei, iar
examenul oftalmologic a evidentiat doar o usoard paloare a discului optic, in rest
recuperarea fiind completa.

Probleme si discutii

- Care este sursa cea mai probabila de metanol?

- Pacienta a prezentat lacuna anionica normala sau crescutd?

- De ce nu s-a aplicat spalatura gastrica si nu s-a administrat carbune activat in
acest caz?

- Explicati aparitia tarzie a simptomelor intoxicatiei cu metanol (tulburarile
vizuale) in acest caz.

- De ce este recomandatda hemodializa.
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OBSERVATII

Lacuna anionicd este diferenta intre concentratia cationilor din ser (Na' si
K") si suma concentratiilor anionilor de bicarbonat si de clor:

(Na"+K") — (HCO; + CI)

Valorile normale ale lacunei anionice sunt in jur de 10 mmoli /1 (7-15 mmoli
/). Daca aceste valori sunt mai mari de 15 mmoli /1, acest fapt indica un exces de
anioni (corpi cetonici, acid lactic), fapt sugestiv pentru o acidoza metabolica.

In cazul intoxicatiilor cu alcool metilic si etilenglicol se observd o acidozi
metabolica severa cu lacuna anionica.

Caz clinic 6

Noud muncitori pardsesc orasul Nouakchott din Mauritania intr-o dimineata
de februarie, pentru a ajunge pe santierul aflat la o distanta de 40 de km de oras.
Deoarece ei nu au ajuns incd pe santier la ora doua dupa masa, seful de santier
trimite o echipa in cautarea lor. Ei sunt regdsiti la jumdtatea drumului, imobilizati
in desert. Camionul, livrat din Germania cu o zi Tnainte, este intact, dar asupra
muncitorilor pare sa se fi abatut un cataclism.

Salvatorii au regasit: 1 mort, 4 persoane comatoase, 3 in convulsii. Singurul
dintre muncitori care a putut fi interogat, desi a prezentat semne de encefalopatie, a
dat explicatii incoerente: “era foarte cald, nu am avut nimic de baut, a baut tot ce se
gasea acolo si nu a fost bine”.

Muncitorii sunt dusi la spitalul din Nouakchott, unde se constatd ca toti
prezintd oligoanurie. La toti se observa acidoza metabolica intensa (pH intre 7,20 si
6,85), fard cresterea lactatilor si fara cetoacidoza. Ei nu prezinta nici febrd, nici
deshidratare, nici tendintd de colaps, in ciuda unor tulburdri de ritm ventricular de
tip hiperexcitabilitate, prezente la 2 pacienti. Cauza nu este deci caldura excesiva.
Unul din subiectii comatosi si unul in stare convulsivd vor muri in timpul serii,
inainte de a li se asista respiratia. Un altul, aflat in coma calma, hipotonica, cu
midriaza bilaterald, va muri in timpul noptii, in ciuda ventilatiei asistate. Chiar daca
nu s-a putut efectua o electroencefalograma, se poate presupune existenta
decerebrarii.

Pentru ceilalti pacienti, compania angajatoare a negociat transferul intr-un
spital parizian. Centrul antitoxic solicitda laboratorului cercetarea prezentei
substantelor toxice in sange si analiza sedimentului din urina adusa impreuna cu
pacientii. Supravietuitorii, toti cu anurie si acidoza, sunt supusi in primul rand
epurarii extrarenale. In 48 de ore vor mai muri inci 2 pacienti, unul consecutiv
decerebrarii, 1ar celdlalt datoritd unor tulburari paroxistice de ritm, fard anomalie
hidroelectrolitica, evocand deci o miocardita toxica.



182 o Analize si evaluari toxicologice

Probleme si discutii

- Pe baza simptomatologiei si a evolutiei intoxicatiei, care presupuneti ca sunt
rezultatele examenului de laborator?

- Care credeti cd a fost sursa substantei toxice implicata in aceastd intoxicatie
colectiva?

- Comparati eficienta tratamentului prin antidotism comparativ cu tratamentul
simptomatic in acest caz particular si apreciati daca decizia de a se aplica
doar tratamentul simptomatic a fost cea corecta.

Caz clinic 7: Pancreatite ciclice

in momentul in care D-nul Z. este internat in sectia de toxicologie a unui
spital parizian, diagnosticul sdu a fost deja pus: este primul caz semnalat in Franta
de ,,sindrom al uleiului spaniol”. In perioada in care se produce aceasta intoxicatie,
in presa sunt prezentate o serie de intoxicatii, semnalate in special in regiunea
Madridului, in urma consumului unor uleiuri vandute la pret redus, care initial
fusesera destinate utilizarii industriale, fiind apoi ,,renaturate”.

Istoricul D-lui Z. este curios. El este un muncitor de origine marocana, care
traieste Tn Franta de mai multi ani §i nu are antecedente deosebite. Cu céteva luni in
urma, el a inceput sa acuze dureri abdominale violente, insotite de stare de greata.
Este examinat in serviciul de urgenta al unei clinici de chirurgie, unde se constata
urmatoarele:

- crestere a amilazemiei la 300 U/1

- crestere usoara a transaminazelor: TGO = 120 U/l, TGP =132 U/l

- usor edem al capului de pancreas observat la ecografie, care poate indica o
pancreatita acuta.

Este retinut diagnosticul de pancreatitd acutd si D-nul Z este internat in
clinica de chirurgie, fiind programat pentru operatie.

Doua zile mai tarziu, sotia sa ajunge si ea in aceeasi clinica, prezentand
simptome similare: dureri abdominale intense insotite de o crestere a amilazemiei.
In cazul ei, simptomele dispar destul de repede si ea pariseste clinica in cateva zile,
lasandu-si sotul suferind sub observatie. Di pacate, vindecarea D-nei Z este de
scurtd durata, la putin timp dupa intoarcerea la domiciliu revenind durerile
abdominale. In plus, fiul cel mare intors din vacanta acuza si el dureri abdominale
violente.

Probleme si discutii
- Este aceasta coincidenta de simptomatologie compatibila cu diagnosticul de
pancreatita?
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Asa cum s-a mentionat, noul diagnostic evocat este cel de intoxicatie. De ce
natura poate fi intoxicatia care a produs aceste fenomene?

La transferul in sectia de toxicologie s-a presupus cd este vorba despre
sindromul uleiului spaniol, deoarece familia primise o sticla de ulei de la o
ruda venitd din Maroc. Examenul specializat a infirmat aceasta ipoteza, pe de
o parte datorita faptului ca simptomatologia nu coincidea, iar pe de alta parte
deoarece marca de ulei primita nu a fost niciodatd implicatd in producerea de
fenomene toxice. In noua perspectivi, care este substanta pe care medicii, pe
baza simptomatologiei comune, o incrimineaza in producerea acestei
intoxicatii?

Care este tratamentul specific recomandat pentru rezolvarea acestor cazuri de
intoxicatie?

Caz clinic 8

O familie originarda din Mali, locuieste intr-un apartament de doud camere

situat intr-un imobil vechi din nordul Parisului. Tatdl are doua sotii s1 5 copii.
Micul Ali, in varsta de 5 ani, se simte sufocat in micul apartament, asa ca in fiecare
zi urca intr-o locuinta dezafectata unde se joacad cu camarazii sdi, mai mari decat el.

Acest copil, care este bine hranit si normal, incepe la un moment dat sa

vomeze, este somnolent si prezintd dificultati la trezire. Parintii Tngrijorati il duc la
spital, unde se constatd absenta febrei si a unui sindrom meningeal sau traumatic.
Sporadic, copilul mai acuza dureri abdominale.

Examenele complementare deceleaza:

0 anemie normocroma, normocitara

mici opacitdti pe radiografia abdomenului fard pregatire, care sunt fara
indoiala de origine digestiva

benzi radio-opace dense pe versantul metafizar al cartilajelor de conjugare
ale tibiei si peroneului.

Probleme si discutii

Care este diagnosticul ce poate fi retinut, pe baza simptomatologiei si a
datelor de anamneza?

Cum poate fi confirmat acest diagnostic?

Care este tratamentul specific aplicat in aceasta intoxicatie?

De ce micul Ali a fost singurul copil care a prezentat astfel de simptome?
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Caz clinic 9

O femeie in varstd de 19 ani, cu un istoric de tulburari psihiatrice si cantarind
70 kg, a ingerat 200 tablete de Codenal (forma farmaceutica britanicd), care au
continut in total 2,3 g codeind baza si 1,7g fenobarbital. Ea este internata in sectia
de urgenta cu coma profunda, pupile miotice si respiratie superficiala.

Pacientei 1 se administreaza intravenos doua doze de cate 0,4 mg naloxona,
dupa care ea prezintd o imbunatatire semnificativa a respiratiei si o usoara dilatare a
pupilelor. Analiza continutului gastric dupa spalaturd a evidentiat prezenta unor
cantitati mari de codeina, dar nu s-a procedat la determinarea cantitativa a acesteia
in sdnge sau urina.

In continuare s-a administrat nalorfina in perfuzie, 0,7 pg/kg/min., dar dupa
36 de ore nu s-a constatat o imbundtdtire a statusului neurologic. Schimbarea
antidotului s-a facut deoarece spitalul nu a dispus de o cantitate suficienta de
naloxona. S-a incercat hemodializa, care a fost continuata 6 ore, dar a fost lipsita de
rezultat.

Dupa 5 zile s-a oprit perfuzia cu nalorfina, statusul respirator al pacientei
ramanand satisfacator. S-au observat semne ale lezarii cerebrale si femeia a decedat
brusc, in timpul unei crize convulsive, la 10 zile de la internare.

Probleme si discutii
- Care sunt semnele intoxicatiei cu opioide observate in acest caz?
- Necesitatea administrarii unor doze repetate sau continue de antagonist este
corelata cu tipul de opioid implicat in producerea intoxicatiei?
- Pacienta a ingerat o cantitate mare de codeind. Care este cauza cea mai
probabila a deprimarii respiratorii observate: codeina sau fenobarbitalul?

Caz clinic 10

O femeie de 28 de ani cantarind 48 de kg, aflata sub tratament de substitutie
cu metadona (80 mg metadond/zi), ajunge in sectia de urgentd in stare comatoasa,
dar cu capacitatea de a-si misca extremitatile ca raspuns la stimuli durerosi. Ea
afirma ca a ingerat aproximativ 90 de tablete, fiecare continand 100 mg napsilat de
propoxifen si 650 mg paracetamol. Pacienta a adormit, dar s-a trezit dupa 10 ore si
a vomat de 5 ori. Dup 9 ore nu a mai raspuns la stimuli verbali si a fost adusa la
urgenta de persoanele din anturajul sau.

La internare s-au constatat urmatoarele:

- presiune sanguind 100/70 mm Hg
- puls 60/min
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- temperatura rectala 32°C

- diametrul pupilelor 8 mm

- raluri pulmonare

- prezenta 1In urind a propoxifenului, metadonei, fenobarbitalului,
secobarbitalului, pentobarbitalului, metaqualonei si acidului salicilic.

S-a administrat naloxona in bolus de 2,8 mg, fara sa se observe un raspuns.
S-a facut spalatura gastrica cu carbune activat si apoi cu solutie de citrat de
magneziu. S-a administrat acetilcisteina la 24 de ore de la ingestia medicamentului,
administrarea repetdndu-se de 5 ori. La 36 de ore s-a initiat hemodializa, care a
continuat timp de 4 ore.

Dupa aceasta perioadad pacienta s-a trezit, parand a fi orientatd si a putut sa
urmeze instructiunile. Ea a fost externatd dupa doua sdptdmani de la internare, fara
sechele hepatice sau cerebrale aparente.

Medicul care a internat-o a afirmat ca probabilitatea ca pacienta sa fi absorbit
intreaga cantitate de substante ingerate este foarte mare, deoarece ea nu a vomat
timp de 10 ore dupd ingestie. De asemenea, nivelele serice de paracetamol si
propoxifen au fost in concordantd cu ingestia masiva care a fost recunoscutd de
pacienta.

Probleme si discutii
- Pacienta a supravietuit in ciuda tuturor factorilor care prevedeau un
prognostic negativ: doza, prezenta barbituricilor, intervalul de 24 de ore pana
la administrarea acetilcisteinei, lipsa de reactie la administrarea dozei de
naloxond. Comentati influenta acestor factori si explicati de ce pacienta a
supravietuit.
- Identificati manifestarile clinice induse de paracetamol si de propoxifen.

Caz clinic 11

Y. si L. sunt doi gemeni de 23 de ani, de origine israeliand. Ei vin la Paris in
luna iunie, pentru o durata de 8 zile. Cei doi tineri, solizi si in pantaloni scurti, sunt
gazduiti de un prieten care pleaca pentru doud saptdmani din localitate 1asand
portaresei, conform obiceiului, o dublura a cheii de la apartament. Dupa trei zile in
care nu aude nici o miscare in apartament, portareasa se ingrijoreaza si se decide sa
utilizeze cheia de rezerva si sa intre sa vada ce s-a intamplat. Ea 1i gaseste pe cei
doi tineri agezati pe fotolii, n stare de prostratie, epuizati si avand la indemana un
vas in care au vomat. In apartamentul inchis se simte un miros greu de diaree. In
bucatarie nu sunt semne ale unei mese recente: nu sunt vase murdare, iar cosul de
gunoi este gol.
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Gemenii nu vorbesc limba franceza si nu pot sa dea explicatii, iar portareasa
negociaza spitalizarea lor cu medicul de la Serviciul de Ambulanta, care constata
prezenta unor tulburdri digestive difuze, o stare hemodinamicd precard si
deshidratare majora, presupunand existenta unei intoxicatii alimentare.

La examinarea in sectia de urgentd, se constatd simetria acestei patologii
colective: cei doi subiecti prezinta midriaza fixa, sunt afebrili, incapabili sa se tina
pe picioare, constienti dar epuizati; ei afirmad cd nu au dormit de la sosirea lor in
Franta. Acuzd dureri abdominale intense, cu scaune apoase $i vomismente, care
dureaza de trei zile. Mai spun cd nu tolereaza nici un aport de alimente pe cale
orala.

Desi tulburarile digestive par sa indice o intoxicatie alimentara, midriaza este
un simptom discordant §i poate orienta diagnosticul. Abdomenul este suplu si o
radiografie fard pregatire elimind posibilitatea unei perforari sau a unei ocluzii.
Fibroscopia gastrica nu evidentiaza nici un obstacol duodenal.

Starea generala a pacientilor este alterata, cu:

- oligo-anurie

- presiune arteriala sistolica sub 100 mm Hg

- pierdere in greutate de 4 kg

- hemoconcentrare intensa: proteinemide de 110 g la un pacient si 96 la
celalalt, hipocloronatremie (75-124 si 80-128), hipokalemie (2 mmol/l)

- pH-ul este aproape 7,4, pierderea de ioni H' prin vomismente fiind
compensata de pierderea de ioni HCO; prin scaun

Pacientii au electrocardiograma normala, ei nu sunt febrili, dar totusi au
frisoane si piloerectie cutanata.

La examenul toxicologic nu s-a gasit nici un toxic cu tropism digestiv: nici
colchicina, nici arsen, nici metale grele, iar consumul de ciuperci in luna iunie este
putin probabil.

S-a suspectat o intoxicatie alimentara de tip botulism, stafilococie sau
salmoneloza, dar nici o incercare de identificare nu a avut succes.

Tratamentul aplicat a fost unul simptomatic si a constat din: aport de
glucoza, lichide si electroliti prin perfuzii. In urma tratamentului a reaparut rapid
diureza, s-a restabilit hemodinamica si au disparut tulburarile hidro-electrolitice.
Au mai persistat inca 48 de ore midriaza si piloerectia cutanata.

Probleme si discutii:
- Care este diagnosticul pe care il evoca asocierea midriazei cu piloerectia
cutanata?
- Care a fost cauza ce a determinat starea patologica observata la cei doi tineri
si care sunt simptomele caracteristice?
- A fost tratamentul aplicat cel adecvat? S-ar mai fi putut recurge si la o alta
interventie terapeutica?
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Caz clinic 12

Un barbat de 39 de ani, cunoscut drept alcoolic, este spitalizat cu o infectie
submandibulara consecutivd unei fracturi. La examenul de laborator efectuat la
internare se constata urmatoarele:

- activitatea serica a unor enzime: ASAT = 5640 U/l, ALAT =354 U/l, LDH =

655 U/1, fosfataza alcalina = 385 U/l

- parametri biochimici: bilirubina = 165 mg/dl (fatd de valorile normale de
0,1-1,2 mg%)
- timpul de protrombina = 21 sec. (fata de control: 10,6 sec.).

Deoarece aceste valori nu au corespuns unui ficat alcoolic, pacientul a fost
interogat, incercandu-se si se identifice alte cauze. In final, el a admis ci a ingerat
cate 3,8 g paracetamol pe zi (in total 21 g) in urma cu o saptamana.

Pacientului 1 s-a aplicat tratament prin hemoperfuzie, datorita encefalopatiei
incipiente. In ziua a patra, valorile ASAT si ALAT au fost de 925, respectiv 647
U/1, bilirubina 35 mg/dl, iar timpul de protrombind de 16,1 sec. (fatda de control
10,9 sec.). S-a decis intreruperea hemoperfuziei, iar in urmatoarele zile starea
pacientului s-a imbunatatit, el fiind externat fara sechele.

Probleme si discutii:

- Pacientul a ingerat aproximativ 21 g paracetamol in interval de o sdptamana,
ceea ce nu reprezintd in mod normal o doza toxica. Care este motivul pentru
care s-a produs intoxicatie la aceastd doza?

- Revedeti procedeul hemoperfuziei. Credeti ca hemodializa ar fi fost
eficienta? Argumentati opinia dumneavoastra.

Caz clinic 13: Intoxicatii cu salicilati la copii

13 a)

Un bdietel de 18 luni ce cantareste 10 kg este adus la spital cu urmatoarele
simptome: febrd, iritabilitate, hiperventilatie si hematemeza. El a fost tratat in
ultimele doud zile pentru o infectie a cailor respiratorii superioare. Parintii spun ca
1-au administrat doar cate o tabletd de aspirind pentru copii la interval de 4-6 ore.

Deoarece s-a suspectat totusi o intoxicatie cu salicilati, s-a solicitat
laboratorului determinarea nivelului salicilatilor. Concentratia determinata a fost de
55 mg/dl, iar pacientul a fost transferat intr-un centru medical mai mare, pentru
investigatii suplimentare.

La sosirea in noul spital, pacientul a fost letargic, dar treaz. Examenul fizic a
evidentiat semne de deshidratare moderata si o temperatura de 40,5°C. Pulsul a fost
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de 220 batai/min., presiunea sistolica de 90 mm Hg, frecventa respiratorie de
70/min, fata de valorile normale la copii de 80-160 batai pe min., 100-140 mm Hg
st respectiv 20-50/min.

Rezultatele examenului de laborator au fost urmatoarele:

- Sodiul: 148 mEq/1

- Potasiul: 7,2 mEq/l

- Bicarbonatul: 11 mEq/1

- Glucoza: 87 mg/dl

- Azotul ureic: 158 mg/dl

- Creatinina: 3,9 mg/dl

- Leucocitele: 16000/mm’

- Timpul de protrombina: crescut

- Presiunea partiala a CO,: 20 mm Hg
- pH: 7,34

- Nivelul sanguin al salicilatului: 168 mg/dl.

Tratamentul a constat in cresterea volumului circulant prin perfuzii cu ser
fiziologic, glucoza si bicarbonat. La perfuzie s-au adaugat 50 g/l albumina. S-a
practicat de asemenea spdlaturd gastrica cu ser fiziologic continand carbune activat
st sulfat de magneziu. S-a administrat oxigen, iar copilul a fost plasat sub ventilatie
artificiala.

Datorita debutului insuficientei renale si a persistentei nivelurilor crescute de
salicilati, s-a initiat dializa peritoneala cu o solutie de Impresol 1,5%, ce contine
5% albumina. Dupa 24 de ore, nivelul seric al salicilatilor a scazut la 40 mg/dl, iar
azotul ureic a fost redus la 34 mg/dl. Dupa 48 de ore, nivelul salicilatilor a fost doar
de 4 mg/dl, iar functia renalda a fost Tmbunatatitd semnificativ. S-a decis
intreruperea dializei, iar baiatul a continuat sa prezinte semne de Tmbunatatire a
conditiei sale. Dupda 12 ore de la 1intreruperea dializei, pacientul a devenit
hipotensiv si a inceput sd prezinte semne de soc aseptic, insotite de leucocitoza. S-a
pus diagnosticul de cogulare intravasculara diseminata, iar hemocultura a evidentiat
prezenta E.coli. In ciuda administrarii de antibiotice si a altor masuri suplimentare
de tratament, victima a decedat in ziua a patra de spitalizare.

13 b)

Cu 12 ore Tnainte de internarea in serviciul de urgenta, un baiat de 5 ani, fara
alte probleme de sanatate, a acuzat dureri de stomac si a vomat. Mama copilului a
observat cd respiratia acestuia era rapida, dificild, iar micutul s-a plans de zgomote
in urechi. Mama a gasit o cutie goala de aspirind pentru copii si a decis sa duca
baiatul la spital.

La internare pacientul a fost letargic, dar treaz. S-au observat semne de
deshidratare, iar examenul fizic a relevat o temperatura rectald crescutd (in jur de
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40°C), o presiune sanguind de 110/64 mm Hg, un puls de 120 batdi/min si o
frecventa respiratorie de 45/min.
Rezultatele examenului de laborator au fost urméatoarele:
- concentratia seric a salicilatului: 61 mg/dl
- glucoza: 160 mg/dl
- presiunea partiald a CO,: 25 mm Hg
- pH-ul seric: 7,3
- concentratia bicarbonatului: 15 mEq/1
- examenul urinei: pH = 5,3 si cetonurie
Pacientul a supravietuit in urma aplicarii unui tratament de intretinere.

Probleme si discutii:

- Comentati doza de aspirind pe care se presupune cd a primit-o pacientul din
cazul 1. Este probabil ca aceasta sd reprezinte intreaga cantitate de aspirina
ingerata? Daca da, care sunt factorii care au condus la aparitia complicatiilor
si care au determinat cresterea nivelului de salicilati?

- Pacientului 1 i s-a administrat albumina in perfuzie. In ce scop?

- Este posibil ca pacientul din cazul 2 sa fi ingerat o cantitate mai mare de
salicilati decat victima din cazul 1, desi nivelul seric a fost mai mic? Daca
da, de ce?

- A prezentat vreunul din pacienti acidoza metabolica?

- Pacientul din cazul 1 a avut o glicemie normala, in timp ce la pacientul 2 s-a
observat hiperglicemie. Cum se explica aceasta diferenta?
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Tabel 6.1. Substante ce induc acidoze metabolice toxice

Mecanisme Substante toxice Semne biologice
complementare
I. Agresiune acida Acidifianti:
directa Clorura de amoniu Hipercloremie
Clorhidrat de arginina
Inhibarea respiratiei Toxici ce produc
celulare hipoxie histotoxica:
Cianuri Hiperlactatemie
Necroza celulara Substante caustice:
Acizi si baze tari Hipovolemie
Metabolismul muscular | Convulsivante:
lipsa de oxigen Izoniazida Hiperlactacidemie
Amfetamine (anoxie celulard)
Stricnina
Cloraloza
Teofilina Hipokalemie
Salicilati Alcaloza respiratorie
initiala
Alcooli:
Etilic Hiperlactacidemie
Metilic Acidoza formica
Etilenglicol Cresterea ac. oxalic

II. Pierdere de baze
Digestiv

Renal
III. Eliminare

insuficienta a ionilor de
H+

Substante toxice ce
produc diaree
Acetazolamida

Toate insuficientele
circulatorii toxice

Insuficienta renala
acuta toxica
Tetracicline degradate

urinar
Hipokalemie
Urina alcalina
Hipoxie celulara +

suprimarea filtrarii
glomerulare

Acidoza tubulara
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Tabel 6.2. Substante ce induc hipoxii toxice

Tablou clinic

Substanta toxica sau
cauza

Tratament

Plaman normal-
Hipoxemie
Paralizia centrului
respirator

Convulsii

Paralizie musculara

Deficit atmosferic de O,

Obstructia cailor
aeriene

Hipersecretie brongica
Bronhospasm

Plamdan anormal -
Hipoxemie
Perturbarea difuziei
Edem pulmonar

Inhalare de lichid
gastric
Fibroza pulmonara

Anestezice, opiacee,
tranchilizante,
insecticide, stricnina
Tabel 6.4.

Curara
Organofosforice

Gaze sufocante, brom
Exces de CO,
Concentratie excesiva
de vapori nitrosi, H,S,
hidrocarburi in aer
Edem glotic

Edem caustic al limbii,
faringelui, laringelui
(acizi si baze tari)
Organofosforice
Parasimpatomimetice
Halogeni

Caustice volatile

Caustice: clor, amoniac

Opiu
Suprainfectii

Paraquat

Ventilatie asistata

Ventilatie asistata
Atropinad, ventilatie
asistata

Reanimare cu aer pur

Eliberarea cailor aeriene

Ventilatie asistata
Atropina

Aleudrine aerosol
Corticoizi injectabili

Antibiotice,
corticoterapie
Oxigenoterapie
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Tabel 6.2. Continuare

Tablou clinic Substanta toxica sau Tratament
cauza
Anomalii circulatorii
sau sanguine
Prabusire tensionala Colaps toxic
Hemoglobina inactiva | Oxid de carbon Oxigenoterapie
hiperbara

Plaman normal — Sange
normal
Hipoxie tisulara

Methemoglobinemie

Cianuri

Fluoruri
Hidrogen sulfurat

Ventilatie asistata cu O,
pur, albastru de metilen,
exsanguinotransfuzii in
cazuri grave

Kelocianor,
hidroxicobalamina,
ventilatie asistatd cu O,

Tabel 6.3. Substante toxice si conditii ce determind bradicardii sinusale

Cauze ale bradicardiilor sinusale

Hipotermia < 35°C
Digitalicele
Betablocantele

Stabilizantii de membrana
Anticolinesterazicele: prostigminad, insecticide organofosforice, carbamice
Clonidina (utilizata in tratamentul sindromului de abstinentd la heroinomani)
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Tabel 6.4. Substante toxice ce produc convulsii

Tipul convulsiilor

Toxici incriminati

Semne asociate

Clonii

Mal convulsiv

Hiperexcitabilitate
neuromusculara

Derivati triciclici,
antidepresive,
hipocalcemiante
Clorochin
Bromura de metil

Saruri de bismut

Sevraj la barbiturice sau
benzodiazepine
Izoniazida

Etilenglicol

Stricnina

Hipoglicemiante

Cloraloza

Litiu

Sindrom de sevraj
Alcool
Barbiturice
Benzodiazepine

Anomalii ale conducerii
intraventriculare

Idem
Sindroame cerebelare si
extrapiramidale

Abuz recent Intrerupt

Acidoza metabolica
Acidoza metabolica +
anurie

Hipoglicemie
Hipersecretie bronsica
Diabet insipid

Abuz recent Intrerupt
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Tabel 6.5. Substante ce pot produce comd calma

Cauze toxice ale comei calme

De obicei insotita de bradipnee §i mioza
Morfina
Codeina
Codetilina
Barbituricii cu actiune rapida

Poate fi insotita de bradipnee si mioza
Benzodiazepine
Ciclopirolone (zopiclon) si Imidazopiridine (zolpidem)
Meprobamat
Fenotiazine sedative
Baclofen
Cloralhidrat
Bromuri hipnotice
Alte miorelaxante: clorproetazin
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Diagnosticul clinic al intoxicatiilor: Studii de cazuri clinice #195

Alterare functionala

Alterare organica (toxica,

(psihiatrica) metabolica, neurologica)
Nivelul de Stabil Fluctuant
congtienta
Atentia Variabila Inexistenta sau de scurta
durata
Orientarea Prezenta Absenta
Gandirea Adesea nelinistita, Putin accesibila sau
halucinatorie, uneori doar | intermitenta, niciodata foarte
bizara sau complexa, in elaborata
orice caz neadaptata la
realitate
Perceptia Daca apar halucinatii, ele | Daca apar halucinatii, ele sunt
sunt auditive vizuale si tactile
Motricitatea In general normali Agitatie
(exceptand situatia Tresariri
tratamentelor anterioare cu | Tremuraturi
neuroleptice, cind pot sd | Fasciculatii

apara tremuraturi, akatisie)
Fara deprimare
respiratorie

Clonii sau convulsii focale sau
generalizate
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Tabel 6.7. Substante toxice ce pot produce halucinatii

Substante incriminate in producerea de halucinatii

Acid lisergic (LSD)
Alcool

Amantadina
Amitriptilina
Amfetamina
Atropina

Baclofen

Bismut (saruri)
Bromocriptina
Camfor

Canabis

Difenhidramina

Hidantoine

Levodopa

Lophophora williamsi (cactus)
Metilfenidat

Morfina

Trihexifenidil

Unele ciuperci toxice

Orice anticolinergic

Tabel 6.8. Substante ce induc hipertermii toxice

Etiologie Semne asociate
Salicilati Hiperpnee
Amfetamine Delir halucinator
Atropinice Tahicardie
Teofilina Hipokalemie-hiperglicemie-acidoza
Cafeina
IMAO si triciclice

Hormoni tiroidieni
Nitroderivati ai fenolilor si crezolilor

Saruri ale metalelor grele (staniu,
nichel, plumb, cobalt, zinc)
Fenotiazine si butirofenone
Anestezice gazoase

Unele curarizante

Hipertonie persistentda dupa anoxie
sau convulsii

Complicatii infectioase sau
tromboembolice

Cocaina si crack

Transpiratii de culoare galbena ce
pateaza lenjeria

(Sindrom neuroleptic malign)
(Hipertermie maligna)
Hipertonie-mioliza
Hiperkalemie
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Tabel 6.9. Hipokalemii de naturd toxica

Mecanismul de producere Substante incriminate

Captarea celulara a potasiului Perfuzii alcaline
Beta-adrenergice

Teofilina

Clorochin (st alti stabilizanti ai
membranelor)

Pierdere renala de potasiu Coca
Corticoizi
Diuretice

Pierdere de potasiu prin vomismente | Digitalina
Emetice

Pierdere de potasiu prin diaree Antibiotice (neomicind)
Metale (arsen, mercur)
Ciuperci toxice
Colchicina

Fosfor

Tricloretilena

Sindrom de sevraj alcoolic
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Tabel 6.10. Valorile normale ale unor parametri sanguini

Parametru

Valoarea normala

Azotul ureic din sange
Bicarbonat
Bilirubina serica
Totala
Directa
Indirecta
Gazele din sange
PH

PCO,
PO,
Calciu
Seric
Total
Cloruri
Creatinina
Glucoza
Hemoglobina (sange total)
Femei
Barbati
Lactat dehidrogenaza
Fosfataza alcalina

8-25 mg% (2,9-8,9 mM/I)
24-28 mEq/1 (24-28 mmoli/l)

0,1-1,2 mg%
0,1-0,3 mg%
0,1-1,0 mg%

7,35-7,45 (arterial)
7,36-7,41 (venos)

35-45 mm Hg (arterial)
95-100 mm Hg (arterial)

8,5-10,5 mg%

4,2-5,2 mEq/l

95-106 mEq/1 (95-106 mM/1)
0,8-1,2 mg%

65-110 mg%

12-16 g%
13,5-18 g%
110-259 Ul/ml

5-13 unitati% (King-Armstrong)

Potasiu 3,5-5,0 mEq/1
Sodiu 136-145 mEq/1
Transaminaze

SGOT (ASAT)

SGPT (ALAT)
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Tabel 6.11.Valorile normale ale semnelor vitale

Semnul vital

Valoarea normala

Frecventa respiratorie
Adult
Copil
Pulsul
Adult
Copil
Presiunea sanguina
Adult
Sistolica
Diastolica
Copil
Sistolica
Diastolica
Temperatura

12-18 / min.
20-50 / min.

60-90 batai / min.
80-160 batai / min.

100-140 mm Hg
60-90 mm Hg

80 (+ 2 x varsta in ani)
2/3 din cea sistolica
37°C (36-37,4°C)




Capitolul 6
INTREBARI SI PROBLEME

Intrebari cu raspunsuri multiple

1. Ce informatii se pot obtine dintr-un studiu de toxicitate acuta:

A) Nivelul care nu produce efect observat (NOEL)
B) DLs,

C) Indicele terapeutic

D) Organele tinta ale actiunii toxice

E) Toate cele de mai sus

2. Indicele terapeutic este raportul dintre:

3.

A) DTso / DLs,
B) DEs, /DL
C) DL, / DEs,
D) DEs, /DTs,
E) DL,/DEs,

Dacd se inhaleazd particule cu diametru de 20um, la ce nivel al sistemului

respirator vor fi depozitate:

A) alveole

B) nas

C) trahee

D) bronhii

E) bronhiole terminale

4. Intr-un studiu experimental, la animale se administreaza un compus volatil. Dupi
doze mici, compusul se elimind din organism pe cale renald sub forma de
metabolit. La doze mari, metabolismul este saturat. Daca acest compus este marcat
radioactiv, ce credeti ca se observa dupa administrarea unei doze mari:

A) o scddere a radioactivitatii aerului expirat

B) o crestere a radioactivitatii in urinad

C) o crestere a radioactivitatii in fecale

D) o crestere a radioactivitdtii atat in urind cat si in aerul expirat
E) o crestere a radioactivitatii in aerul expirat in defavoarea urinei
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5. Absorbtia caror compusi este facilitata de cresterea pH-ului stomacal:
A) baze organice slabe
B) acizi tari
C) acizi organici slabi
D) baze tari
E) nici una din substantele de mai sus

6. Coeficientul de partitie lipide /apa al unei substante este un indicator al:
A) carcinogenitatii
B) unui timp de injumatatire lung
C) potentialului de bioacumulare
D) unui volum aparent de distributie mic
E) toxicitatii cronice

7. Metabolizarea unui compus exogen poate avea drept consecinta:
A) acumularea compusului in tesuturi
B) cresterea excretiei urinare
C) scaderea toxicitatii
D) modificarea structurii chimice
E) cresterea toxicitatii

8. Fenomenul de inductie enzimaticd implica:
A) o crestere a sintezei enzimei
B) o crestere a activitatii enzimei
C) o crestere a greutatii ficatului
D) o modificare a specificitatii de substrat a enzimei
E) o crestere a fluxului biliar

9. Ce efecte pot produce asupra embrionului substantele care actioneaza in prima
saptamana de sarcind, dupa fertilizarea oului:

A) moarte

B) malformatii

C) anomalii functionale

D) retardarea cresterii

E) sterilitate

10. O substanta teratogena poate produce malformatii congenitale ca urmare a:
A) expunerii masive a mamei inainte de fertilizare
B) expunerii femelei in timpul organogenezei
C) expunerii masculului in timpul spermatogenezei
D) expunerii nou-ndscutului prin intermediul laptelui
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E) nici unul din raspunsurile de mai sus

11. Care din urmatoarele aspecte este cel mai important in determinarea nivelului
de toxicitate al unei substante chimice:

A) structura chimica

B) doza

C) metabolismul compusului

D) excretia compusului

E) detoxifierea metabolica a compusului

Probleme

Problema nr.1. Structura de mai jos este cea a unui medicament nou ipotetic, care
este destinat administrarii orale. Ardtati schema de metabolizare previzibila.
Mentionati enzimele care catalizeaza reactiile de metabolizare prevazute.

CH,OCH,CH,OH

Problema nr.2. Compusul de mai jos este un potential nou medicament. Care sunt
metabolitii previzibili? Aratati schema de metabolizare si enzimele implicate. Care
sunt metabolitii care ar putea prezenta toxicitate?

O
|

CH,COC,H;

NH,

Problema nr.3. Compusul de mai jos este un potential rodenticid, la care se
preconizeaza o expunere a rozatoarelor prin intermediul alimentelor. Sugerati cdile
posibile de metabolizare si enzimele implicate. Indicati posibilii metaboliti toxici ce
s-ar putea forma.
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H3C\ / CH3
N
Cl
Cl
OH

Problema nr.4. Monoxidul de carbon este un toxic responsabil de numeroase
decese. Discutati mecanismul de actiune toxicd si tratamentul intoxicatiei. Un
mecanic auto expus intr-un garaj la o concentratie in aer de 0,1% monoxid de
carbon este expus unui risc? (Concentratia oxigenului in aer este 21%, iar constanta
lui Haldane este 240.) Care sunt factorii care ar putea influenta gravitatea
intoxicatiei 1 deznodamantul acesteia?

Problema nr.5. In tabelul de mai jos sunt prezentate efectele diferitelor tratamente
combinate in intoxicatia cu cianurd de potasiu la soareci. Interpretati aceste date si
explicati mecanismele care stau la baza eficientei tratamentului. Descrieti
mecanismul actiunii toxice a cianurii.

Tratament
Experiment | Oxigen NaNO, Na,S,0; | EDTACo, DLs
Nr. hiperbaric (g/kg) (g/kg) (mg/kg) (mg/kg)

1 - 0 0 0 11,8
2 + 0 0 0 1102
3 - 0,1 0 0 21,2
4 + 0,1 0 0 21,2
5 - 0 1,0 0 34,8
6 + 0 1,0 0 39,0
7 - 0,1 1,0 0 51,7
8 + 0,1 1,0 0 73,0
9 - 0 0 15,0 94,0
10 + 0 0 15,0 93,0

»T sl ,,-,, indica prezenta, respectiv absenta oxigenului hiperbar

Soarecii au fost tratati cu nitrit de sodiu sau tiosulfat de sodiu inainte de
administrarea cianurii de potasiu, sau cu EDTA dicobaltic, dupa administrarea
cianurii.
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Problema nr.6. Substanta de mai jos este un medicament hipotensiv potential. Ea
poate fi administrat oral sau prin plasture dermic, iar compusul parinte este activ
farmacologic. Care sunt cdile metabolice previzibile pentru acest compus? Pot fi
anticipati factori genetici care ar putea sd influenteze metabolismul acestui
compus? Daca da, este de presupus ca acesti factori ar putea avea consecinte
farmacologice sau toxicologice?

Este previzibila existenta unor diferente de metabolism iIntre cele doud cai posibile
de administrare?

NO,

[ NH
H,COC

Problema nr.7. Compusul de mai jos a fost sintetizat in vederea utilizarii ca un
nou colorant alimentar. Insi, expunerea cronici a soarecilor la substanta
administratd in apa de bdut a condus la o crestere semnificativd a incidentei
tumorilor pulmonare si a altor efecte toxice (vezi Tabel). Totusi, la sobolani nu s-a
constatat o crestere a incidentei tumorilor pulmonare. Aceste efecte nu au fost
observate la doze mai mici. Se estimeaza ca ingestia la om ar fide 1 pg/ kg / zi.
Tinand cont de structura compusului, care sunt metabolitii ce presupuneti cad s-ar
putea forma pe baza datelor prezentate; sugerati mecanisme posibile pentru efectele
observate. Ce alte experimente ati recomanda pentru a va sustine ipoteza? Din
datele de mai sus, cum ati recomanda producatorului sa procedeze cu acest compus
cu destinatie de colorant alimentar? Explicati pozitia dumneavoastra.
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NO,
I
N Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl Cl
Specie Doza Calea de Toxicitate Incidenta
(mg/kg/zi) administrare tumorilor
Soarece 500 Apa de baut Hemoliza 25%
eritrocitelor
Soarece 500 Injectie Nu a fost 19%
subcutand detectata
Soarece 0 - - 20%
(martor)
Sobolan 500 Apa de baut Marirea 12%
ficatului, fara
hemoliza
Sobolan 0 - - 13%

(martor)
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ANEXA 1

Valori limita de expunere profesionala pentru agentii chimici

Valoare limiti mg/m’ aer

Nr.c Denumire Concentratia Concentratia
rt. medie maxima admisa
1. | Acetaldehida 90 180
2. | Acetat de etil 400 500
3. | Acetond 1200 -
4. | Acetonitril 70 -
5. | Acid acetic 25 -
6. | Acid bromhidric - 6,7
7. | Acid cianhidric 0,30 1
8. | Acid clorhidric 8 15
9. | Acid fluorhidric 1,50 2,50
10. | Acid formic 9 -
11. | Acid ortofosforic 1 2
12. | Acid oxalic 1 -
13. | Acid picric 0,1 -
14. | Acid sulfuric si anhidrida sulfuroasa 0,50 1
15. | Alcool etilic 1900 9500
16. | Alcool metilic 260 -
17. | Aluminiu si oxizi (pulberi) 3 10
18. | Aluminiu si oxizi (fumuri) 1 3
19. | Amoniac 14 36

20. | Anhidrida acetica 15 25

21. | Anilina 3 5

22. | Arsen s1 compusi anorganici 0,01 0,100

23. | 3-4 benzpiren (benz(a)piren) - -

24. | Benzen 3,25 -

25. | Benzidina - -

26. | Benzine (carburanti) 300 500

27. | Bioxid de carbon 9000 -

28. | Bioxid de sulf (anhidrida sulfuroasa) 5 10

29. | Brom 0,7 -

30. | Cadmiu si compusi (exprimati in Cd) 0,05 -

31. | Cianuri §1 cianogeni (exprimati in CN") 0,50

0
N

Clor
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33. | Clorura de vinil 7,77 -
34. | Crom trivalent 0,50 -
35. | Cupru (fumuri) - 0,20
36. | Cupru (pulberi) 0,50 1,50
37. | 2,4D (acid 2,4-diclor-fenoxiacetic) 5 10
38. | DDT (p,p”-diclordifenil-tricloretan) 0,50 1
39. | Dieldrin (1,2,3,4,10,10hexaclor- 0,20 0,25

6,7epoxi-1,2,4a,5,6,7,8,8a,0ctahidro-

1,4,5,8,dimetano-naftalind)
40. | Dietilamina 30 -
41. | Difenilamina 4 6
42. | Dimetilamina 3.8 9,4
43. | Dinitrofenol 0,70 1
44. | 4,6-dinitro-o-crezol 0,05 0,20
45. | Eter etilic 300 800
46. | Etilenglicol 52 104
47. | Fenol 5 -
48. | Fluor 1,58 3,16
49. | Formaldehida 1,20 3
50. | Hexan (n) 170 -
51. | Hexaclorcilohexan (HCH, Lindan) 0,30 0,50
52. | Hidrocarburi alifatice (white spirit, 700 1000

solvent nfta, ligroina, petrol lampant,

motorind)
53. | Hidrocarburi  policiclice  aromatice 0,20 -

(fractiunea extractibild in benzen)
54. | Hirdogen arseniat 0,10 0,30
55. | Hidrogen sulfurat 10 15
56. | Iod 0,50 1
57. | Mercaptan (metil si etil) - 1
58. | Mercur 0,05 0,15
59. | Mercur (compusi organici) - 0,01
60. | Metan 1200 1500
61. | Nichel si compusi 0,10 0,50
62. | Nichel carbonil 0,05 0,10
63. | Nicotina 0,5 -
64. | Nitrobenzen 5 -
65. | Ozon 0,10 0,20
66. | Oxid de carbon 20 30
67. | Oxid de etilena 1,80 -
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acetil-etil-4-hidroxicurarind)

68. | Oxizi de azot (exprimati n NO,) 5 8
69. | Oxid de cadmiu (fumuri) 0,05 0,10
70. | Parathion (0,0-dietil-o-p-nitrofenil- 0,05 0,15
tiofosfat)

71. | Plumb si compusi (in afard de PbS) 0,05 0,10
72. | Rezorcind (m-dihidroxi-benzen) 10 15
73. | Stiren (monomer feniletilen) 50 150
74. | Sulfura de carbon 10 20
75. | Tetraclorura de carbon 30 50
76. | Tetraetil si trietil plumb 0,01 0,03
77. | Toluen 100 200
78. | Trinitrotoluen (TNT) 0,50 1
79. | Warfarind sau Cumaten (3-a-fenil-f3- 0,10 0,30
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Limite biologice tolerabile (LTB)

Anexa Il 209

Nr. Substanta Indicator biologic Material LBT propuse
crt. biologic
1. | Acetona Acetona urind 50 mg/l
2. | Alcool metilic Metanol urind 6 mg/l
3. | Anilina p-amino-fenol urind 10 pg/l
methemoglobina sange 1,5% Hb totala
4. | Arsen si AsHs Arsen urind 50 ng/gC
par 0,5 mg/100g
5. | Benzen Acid S-fenilmercapturic urind 25 ng/egC
Fenoli totali urind 50 mg/l
Sulfat index urind >0,8 mg/l
6. | Cadmiu si compusi Cadmiu urina 5 ng/gC
anorganici sange 5 ng/l
Proteine urind 2 mg/l
7. | Compusii cian (acid Tiocianati urina 30 mg/l
cianhidric, cianuri, cianogen)
8. | Fenol Fenol total urind 50 mg/l
9. | Fluor - compusi Fluor urind 5 mg/gC
10. | Mercur si compusi Mercur sange 10 pg/l
urind 35 ng/gC
11. | Oxid de carbon COHb sange 5% Hb
12. | Parathion p-nitro-fenolul total urind 500 pg/l
Activitatea sange scadere >30%
colinesterazica
13. | Pesticide organofosforice Activitatea sange scadere >30%
colinesterazica
14. | Plumb Plumb urind 150 pg/l
sange 40 ng/100 ml
P?r 3 pg/cm
Acidul A-ALA urind 10 mg/1
Coproporfirine urinare urind 300 pg/l
Protoporfirine urinare sange 100ug/100 ml
eritrocite
15. | Sulfura de carbon Acid 2-tio-tiazolidin 4 urind 4 mg/l
carboxilic
Testul iodazida urind E=6.,5
16. | Toluen Acidul hipuric urina 2 g/l
o-crezol urind 3 mg/l
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Concentratii terapeutice, toxice sau letale ale unor substante toxice

Concentratii in mg/1

Substanta Normal/ Terapeutic Toxice Letale /Postmortem
sange Ser/ urind sange Ser/ urind sange Ser/ urina
plasma plasma plasma
Acid 20-200 150 500 500
acetilsalicilic
Acetaminofen 10-20 400 1500
Amitriptilina 0,05-0,2 0,04-0,2 0,3-0,5 0,5-10 2 1,5 2,5
Amfetamina 0,02-0,03 0,02-0,15 1-5 0,2 25 0,5 0,5 25-700
Antidepresive 0,1-0,25 0,5 1
triciclice
Arsen 0-0,01 0-0,2 0,002-0,05 0,6 (a) 0,05 1-20 (a) 10 10 0,2
0,01-0,5 (¢) 0,05-5 (¢)
Barbiturice:
- actiune lunga 5-20 10 50
- actiune medie 0,3-10 20 30
- actiune scurta 0,1-8 10 20
Benzen 0-0,0006 1 1
Brom 50 0,5-1,5 2
Cadmiu 0,0006 0-0,00036 0-0,0014 0,1 0,05 0,1-1 1 5,6
Cafeina 2-10 0-10 15 15 80 80 25
Carboxihemo- 1-3,5% (nf) >10% (nf) 50%
globina 5,8 () >15% (f)
Cianura 0,02 (nf) 0,004-0,1 0-0,03 (nf) 0,2 1 (a) 1 0,5
0,04 () 0,01-0,8 ()
Clordiazepoxid 0,4-2 5,5 3 1 20 8




Cloroform 70-250 390
Clorpromazina 0,01-0,3 1 0,05-1 3 3 1,2
- la copii 0,04-0,08
Cocaina 0-0,3 0-10 0,5 1 1 35
Codeina 0,03-0,1 0,01-0,1 5-20 0,2 25 1,6 1,8 50
DDT 13 pg/l
Diazepam 0,5 0,1-1 5 1,5-15 10 20
Digitoxina 0,003-0,025 0,03 0,03-0,1
Digoxina 0-0,002 0,025-0,125 0,003 0,005 0,005
Dinitro-o-crezol 30-40 75
ug/
Etanol 1,5-30 1.000 4.000 5.000
Eter etilic 0,9-1 g/l 1,4-1,89
g/l
Etilenglicol 0 200- 300 2.000 600
500
Fenciclidina 0,01-0,2 0,04 0,02 0,1-0,8 0,4 0,3 0,5 5
Fenobarbital 6-30 10-25 4-20 30 15-30 50 60 40
Flunitrazepam 0,001-0,015 0,05
Fluor 0-0,5 0,2-3 0,5 2 2 17-300
Glutetimida 0,2 10-80 30-100
Haloperidol 0,0005-0,04 0,05 1 7
- la copii 0,01-
0,05
Hidrogen sulfurat 0,92
Imipramina 0,04-0,15 0,3-1 1 2 10-50
Izoniazida 10 0,2-10 20 400 65 50 470
Levomeproma- 0,005-0,15 0,4 8 04

zina




Litiu 4,2-8,3 10 14 34

0,3-1,4 1,5 2,5m 3mEqg/l | 7mmol/

mmol/l mmol/l mol/l 1
LSD 0,001 0,001 0,002 | 0,002-0,03 | 0,005 0,005
Meprobamat 3-26 5-15 25-100 10-25 43 120 200
Mercur 0,0017-0,01 0-0,004 0-0,007 0,2 0,3 0,3 0,5 0,8
Metanol 0-1,5 0-2 200 100 1.000 400
MDMA (Ecstasy) 0-0,3 0-17 0,5-6,5 0,6 [0,42]

a
Morfina 0-0,1 0-0,1 0-0,5 ((),% 0,5 0,2 0,1 5
Nitrazepam 0,03-0,1 0,2 1 5 1-10
Nortriptilina 0,05-0,2 0,2-5 0,2 10 1 25-100
Oxazepam 0,1-1.4 3
Paracetamol 10-20 400 1500
Paraquat 0,1 0,2 0,6 1 2 0,6-
0,20

Plumb 0,05-1,3 0,7
Chinidina 0,36 0,35 10-100 10 5-15 30 15
Chinina 2-8 5-10 10 10 12 140
Stricnina 2 9-12
Tioridazina 0,15-1 2 5 5 0,5-2
Tiocianti 1-4 (nf) 1-4 (nf) 3 6-35 1,5-15 200

3-12 (f) 17 ()
Toluen 0-0,001 1 0-5 4 10 1-5
Tramadol 0,1-1 2
trifluoperazina 1-2 2-3 5
Warfarina 1-10

(a) = intoxicatie acutd; (c) = intoxicatie cronicd; (f) = nivel la fumatori; (nf) = nivel la nefumatori




ANEXA IV

Valorile probit corespunziatoare procentelor de letalitate

% 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

0 1,9098 2,1218 2,2522 2,3479 2,4242 2,4879 2,5427 2,5911 2,6344
1 2,6737 2,7096 2,7429 3,7738 2,8027 2,8299 2,8556 2,8799 2,9031 2,9251
2 2,9463 2,9665 2,9859 3,0046 3,0226 3,0400 3,0569 3,0732 3,0890 3,1043
3 3,1192 3,1337 3,1478 3,1616 3,1750 3,1881 3,2009 3,2134 3,2256 3,2376
4 3,2493 3,2608 3,2721 3,2831 3,2940 3,3046 3,3151 3,3253 3,3354 3,3454
5 3,3551 3,3648 3,3742 3,3836 3,3928 3,4018 3,4107 3,4195 3,4282 3,4368
6 3,4452 3,4536 3,4618 3,4699 3,4780 3,4859 3,4937 3,5015 3,5091 3,5167
7 3,5242 3,5316 3,5389 3,5462 3,5534 3,5605 3,5675 3,5745 3,5813 3,5882
8 3,5949 3,6016 3,6083 3,6148 3,6213 3,6278 3,6342 3,6405 3,6468 3,6531
9 3,6592 3,6654 3,6715 3,6775 3,6835 3,6894 3,6953 3,7012 3,7070 3,7127
10 3,7184 3,7241 3,7298 3,7354 3,7409 3,7464 3,7519 3,7574 3,7228 3,7681
11 3,7735 3,7788 3,7840 3,7893 3,7945 3,7996 3,8048 3,8099 3,8150 3,8200
12 3,8250 3,8300 3,8350 3,8399 3,8448 3,8497 3,8545 3,8593 3,8641 3,8689
13 3,8736 3,8783 3,8830 3,8877 3,8923 3,8969 3,9015 3,9061 3,9107 3,9152
14 3,9197 3,9242 3,9286 3,9331 3,9375 3,9419 3,9463 3,9506 3,9550 3,9593
15 3,9636 3,9678 3,9721 3,9763 3,9806 3,9848 3,9890 3,9931 3,9973 4,0014
16 4,0055 4,0096 4,0137 4,0178 4,0218 4,0259 4,0299 4,0339 4,0379 4,0419
17 4,0458 4,0498 4,0537 4,0576 4,0615 4,0654 4,0693 4,0731 4,0770 4,0808
18 4,0846 4,0884 4,0922 4,0960 4,0998 4,1035 4,1073 4,1110 4,1147 4,1184
19 4,1221 4,1258 4,1295 4,1331 4,1367 4,1404 4,1440 4,1476 4,1512 4,1548
20 4,1584 4,1619 4,1655 4,1690 4,1726 4,1761 4,1796 4,1831 4,1866 4,1901
21 4,1936 4,1970 4,2005 4,2039 4,2074 4,2108 4,2142 4,2176 4,2210 4,2244
22 4,2278 4,2312 4,2345 4,2379 4,2412 4,2446 4,2479 4,2512 4,2546 4,2579
23 4,2612 4,2644 4,2677 4,2710 4,2743 4,2775 4,2808 4,2840 4,2872 4,2905
24 4,2937 4,2969 4,3001 4,3033 4,3065 4,3097 4,3129 4,3160 4,3192 4,3224




% 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
25 43255 43287 43318 43349 43380 43412 43443 43474 43505  4,3536
26 43567 43597 43628 43659  4,3689 43720 43750  4,3781 43811  4,3842
27 43872 43902 43932 43962 43992 44022 44052 44082 44112 44142
28 44172 44201 44231 44260 44290 44319 44349 44378 44408  4,4437
29 44466 44495 44524 44554 44583 44612 44641 44670 44698  4,4727
30 44756 44785 44813 44842 44871 44899 44928 44956  4,4985 45013
31 45041 45070 45098 45126 45155 45183 45211 45239 45267  4,5295
32 45323 45351 45379 45407 45435 45462 45490 45518  4,5546 45573
33 45601 45628 45656 45684 45711 45739 45766  4,5793 45221  4,5848
34 45875 45903 45930  4,5957 45984 46011 46039 46066 46093  4,6120
35 46147 46174 46201 46228 46255 46281 46308 46335  4,6362  4,6389
36 46415 46442 46469 46495 46522  4,6549  4,6575  4,6602  4,6628  4,6655
37 46681  4,6708 46734 46761 46787 46814 46840 46866  4,6893  4,6919
38 46945 46971 46998 47024 47050  4,7076  4,7107  4,7129  4,7155  4,7181
39 47207 47233 47259 47285 47311 47337 47363 47380 47415 47441
40 47467 47492 47518 47544 47570 47596 47622 47647 47673  4,7699
41 47725  AT750 47776 47808 47827 47853  4,7879  4,7904  4,7930  4,7955
42 47981 48007 48032 48058 48083 48109 48134 48160 48185  4,8211
43 48236 48262 48287 48313 48338  4,8363  4,8380  4,8414  4,8440 48465
44 48490 48516 48541 48566 48592 48617 48642  4,8668  4,8693  4,8718
45 48743 48769 48794 48819 48844 48870 48895 48920  4,8945  4,8970
46 48996 49021 49046 49071 49096 49122 49147 49172 49197  4,9222
47 49247 49272 49298 49323 49348 49373 49398 49423 49448 49473
48 49498 47524 49549 49574  4,9599  4,9624  4,9649 49674 49699 49724
49 49749 49774 49799 49825 49850 49875  4,9900 49925  4,9950  4,9975




Y% 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

50 5,0000 5,0025 5,0050 5,0075 5,0100 5,0125 5,0150 5,0175 5,0201 5,0226
51 5,0251 5,0276 5,0301 5,0326 5,0351 5,0376 5,0401 5,0426 5,0451 5,0476
52 5,0502 5,0527 5,0552 5,0577 5,0602 5,0627 5,0652 5,0677 5,0702 5,0728
53 5,0753 5,0778 5,0803 5,0828 5,0853 5,0878 5,0904 5,0929 5,0954 5,0979
54 5,1004 5,1030 5,1055 5,1080 5,1105 5,1130 5,1156 5,1181 5,1206 5,1231
55 5,1257 5,1282 5,1307 5,1332 5,1358 5,1383 5,1408 5,1434 5,1459 5,1484
56 5,1510 5,1535 5,1560 5,1586 5,1611 5,1637 5,1662 5,1689 5,1713 5,1738
57 5,1764 5,1789 5,1815 5,1840 5,1866 5,1891 5,1917 5,1942 5,1968 5,1993
58 5,2019 5,2045 5,2070 5,2096 5,2121 5,2147 5,2173 5,2198 5,2224 5,2250
59 5,2275 5,2301 5,2327 5,2353 5,2378 5,2404 5,2430 5,2456 5,2482 5,2508
60 5,2533 5,2559 5,2585 5,2611 5,2631 5,2666 5,2689 5,2715 5,2741 5,2767
61 5,2793 5,2819 5,2845 5,2871 5,2898 5,2924 5,2950 5,2976 5,3002 5,3029
62 5,3055 5,3081 5,3107 5,3134 5,3160 5,3186 5,3213 5,3239 5,3266 5,3292
63 5,3319 5,3345 5,3372 5,3398 5,3425 5,3451 5,3478 5,3505 5,3531 5,3558
64 5,3585 5,3611 5,3638 5,3665 5,3692 5,3719 5,3745 5,3772 5,3799 5,3826
65 5,3853 5,3880 5,3907 5,3934 5,3961 5,3989 5,4016 5,4043 5,4070 5,4097
66 5,4125 5,4152 5,4179 5,4207 5,4234 5,4261 5,4289 5,4316 5,4344 5,4372
67 5,4399 5,4427 5,4454 5,4482 5,4510 5,4538 5,4565 5,4693 5,4621 5,4649
68 5,4677 5,4705 5,4733 5,4761 5,4789 5,4817 5,4845 5,4874 5,4902 5,4930
69 5,4959 5,4987 5,5015 5,5041 5,5072 5,5101 5,5129 5,5158 5,5187 5,9215
70 5,5244 5,5273 5,5302 5,5330 5,5359 5,5388 5,5417 5,5446 5,5476 5,5505
71 5,5534 5,5563 5,5592 5,5622 5,5651 5,5681 5,5710 5,5740 5,5769 5,5799
72 5,5828 5,5858 5,5888 5,5918 5,5948 5,5970 5,6008 5,6038 5,6068 5,6098
73 5,6128 5,6158 5,6189 5,6219 5,6250 5,6280 5,6311 5,6341 5,6372 5,6403
74 5,6433 5,6464 5,6495 5,6526 5,6557 5,6588 5,6620 5,6651 5,6682 5,6713




Y% 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

75 5,6745 5,6776 5,6808 5,6840 5,6871 5,6903 5,6935 5,6967 5,6999 5,7031
76 5,7063 5,7095 5,7128 5,7160 5,7192 5,7225 5,7257 5,7290 5,7323 5,7356
77 5,7388 5,7421 5,7454 5,7488 5,7521 5,7554 5,7588 5,7621 5,7655 5,7688
78 5,7722 5,7756 5,7790 5,7824 5,7858 5,7892 5,7926 5,7961 5,7995 5,8030
79 5,8064 5,8099 5,8134 5,8169 5,8204 5,8239 5,8274 5,8310 5,8345 5,8381
80 5,8416 5,8452 5,9488 5,8524 5,8560 5,8596 5,8633 5,8669 5,8705 5,8742
81 5,8779 5,8816 5,8853 5,8890 5,8927 5,8965 5,9002 5,9040 5,9078 5,9116
82 5,9154 5,9192 5,9230 5,9269 5,9307 5,9346 5,9385 5,9424 5,9463 5,9502
83 5,9542 5,9581 5,9621 5,9661 5,9701 5,9741 5,9782 5,9822 5,9863 5,9904
84 5,9945 5,9986 6,0027 6,0069 6,0110 6,0152 6,0194 6,0237 6,0279 6,0322
85 6,0364 6,0407 6,0450 6,0494 6,0537 6,0581 6,0625 6,0669 6,0714 6,0758
86 6,0803 6,0848 6,0893 6,0939 6,0985 6,1031 6,1077 6,1123 6,1170 6,1217
87 6,1264 6,1311 6,1359 6,1407 6,1455 6,1503 6,1552 6,1601 6,1650 6,1700
88 6,1750 6,1800 6,1850 6,1901 6,1952 6,2004 6,2055 6,2107 6,2160 6,2212
89 6,2265 6,2319 6,2372 6,2426 6,2481 6,2536 6,2591 6,2646 6,2702 6,2759
90 6,2816 6,2873 6,2930 6,2988 6,3047 6,3106 6,3165 6,3225 6,3285 6,3346
91 6,3408 6,3469 6,3532 6,3595 6,3658 6,3722 6,3787 6,3852 6,3917 6,3984
92 6,4051 6,4118 6,4187 6,4255 6,4325 6,4395 6,4466 6,4538 6,4611 6,4684
93 6,4758 6,4833 6,4909 6,4985 6,5063 6,5141 6,5220 6,5301 6,5382 6,5464
94 6,5548 6,5632 6,5718 6,5805 6,5893 6,5982 6,6072 6,6164 6,6258 6,6352
95 6,6449 6,6546 6,6646 6,6747 6,6849 6,6954 6,7060 6,7169 6,7279 6,7392
96 6,7507 6,7624 6,7748 6,7866 6,7991 6,8119 6,8250 6,8384 6,8522 6,8663
97 6,8808 6,8957 6,9110 6,9268 6,9443 6,9600 6,9774 6,9954 7,0141 7,0335
98 7,0537 7,0749 7,0969 7,1201 7,1444 7,1701 7,1973 7,2262 7,2571 7,2904
99 7,3263 7,3656 7,4087 7,4571 7,5120 7,5758 7,6520 7,7478 7,8782 8,0902
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ANEXA YV

Reactivi speciali

Reactiv azotat mercuros: se dizolva 1 g azotat mercuros in 100 ml apa distilata si
se adauga acid azotic concentrat pana cand solutia devine limpede.

Reactiv Bertrand: acid silicowolframic 5% 1n apa distilata.

Reactiv Bouchardat: se dizolva 2 g iodura de potasiu in 10 ml apad distilata, se
adauga 2 g iod si dupa dizolvare se completeaza cu apa la 100 ml.

Reactiv Caseneuve: solutie saturata de difenilcarbazida in benzen, alcool sau eter.
Reactiv Cheramy: 1g iodura de potasiu si 0,25 g clorhidrat de chinina se dizolva in
100 ml apa distilata.

Reactiv chinhidrona: preparat extemporaneu din 1 ml p-benzochinona, 0,03 si 4
ml acid fosforic concentrat.

Reactiv Donath: 1 g arseniat monopotasic se dizolva in 100 ml acid sulfuric
concentrat.

Reactiv Dragendorf: peste o suspensie de 5 g carbonat de bismut in 50 ml apa
distilata se adauga 10 ml acid clorhidric concentrat si iodura de potasiu dizolvata in
40 ml apa. Dupa 24 ore precipitatul eventual format se separa prin filtrare.

Reactiv Erdman: 1 ml acid azotic concentrat, 20 ml apa. 80 ml acid sulfuric
concentrat.

Reactiv Forest: se amesteca 25 ml solutie apoasa de dicromat de potasiu (2 g/l) cu
25 ml acid sulfuric diluat (300 ml/l), 25 ml solutie apoasa de acid percloric (200
g/kg) s1 25 ml acid azotic diluat (500 ml/l).

Reactiv FNP: 5 ml solutie apoasa de clorura ferica (50 g/l) se amesteca cu 45 ml
solutie apoasa de acid percloric (200 g/kg) si1 50 ml acid azotic diluat (500 mi/1).
Reactiv Folin-Ciocilteu: intr-un balon de 250 ml prevazut cu refrigerent ascendent
cu reflux, se dizolva in 70 ml apa, 10 g wolframat de sodiu, Na,WO42H,0 p.a. si
2,5 g molibdat de sodiu, Na,MoO, p.a. Se adauga 25 ml acid fosforic 85% p.a. si
50 ml acid clorhidric concentrat (d = 1,19). Se monteaza refrigerentul ascendent la
balon si se fierbe la reflux timp de 10 ore. Se deconecteaza refrigerentul, se adauga
15 g sulfat de litiu, Li,SO,4 p.a., 5 ml apa, 2 picdturi de brom si se continua
fierberea, deschis, fara refrigerent, timp de 15 minute, pentru indepartarea
excesului de brom. Se lasa sa se raceasca si se completeaza cu apa distilata la 100
ml. Solutia obtinutd se filtreazd. Culoarea reactivului trebuie sd fie galbena-aurie.
Se conserva in sticle brune, bine inchise, timp de mai multe luni. Dacd in timp
solutia capata o tentd verzuie, se trateaza din nou cu brom. La Intrebuintare, solutia
astfel preparata se dilueaza cu un volum egal de apa distilata.
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Reactiv Fréohde: 0,1-1 g molibdat de amoniu se dizolvd in 100 ml acid sulfuric
concentrat.

Reactiv Griess I: 0,5 g acid sulfanilic in 150 ml acid acetic 15%.

Reactiv Griess II: 0,1 g a-naftilamina se dizolva la usoara incalzire in 150 ml acid
acetic 15%.

Reactiv hipobromit de sodiu: se dizolva 0,5 ml brom, cu precautie si racind
continuu, in 5 ml solutie de hidroxid de sodiu 400 g/1.

Reactiv loanid: 2 g sulfat de cupru amoniacal se trateaza cu 40 ml amoniac 1% si 2
ml piridina.

Reactiv iodoplatinat acidulat: se dizolva 0,25 g clorura de platina, 5 g iodurad de
potasiu si 5 ml acid clorhidric concentrat in 100 ml apa distilata).

Reactiv Lafon: 5 g selenit de amoniu in 100 ml acid clorhidric concentrat.

Reactiv Libermann: nitrit de potasiu 5% in acid sulfuric concentrat.

Reactiv Mandelin: se suspenda 1 g vanadat de amoniu fin pulverizat in 100 ml acid
sulfuric concentrat; se agita bine inainte de utilizare.

Reactiv Marquis: 1 ml formol 40%, 30 ml acid sulfuric concentrat (se prepara
inainte de intrebuintare).

Reactiv Marmé: se dizolva 2 g iodura de potasiu si 1 g iodurd de cadmiu in 100 ml
apa distilata.

Reactiv Mayer: peste 20 ml solutie de iodurd de potasiu 5% se adaugd 50 ml
solutie fierbinte de clorura de mercur (II) 10%. Dupa racire se filtreaza si se
completeaza cu apa distilata la 100 ml.

Reactiv Mecke: 0,5 g de selenit de sodiu se dizolva in 100 ml acid sulfuric
concentrat.

Reactiv Sonnenschein: se dizolva 10 g fosfomolibdat de amoniu in putind apa
distilata si se adauga 0,25 ml acid azotic concentrat, apoi se completeaza cu apa
distilata la 100 ml.

Reactiv Schiff: 0,2 g fuxind bazica se dizolva in 140 ml apa distilata si se raceste
pe gheata. Se adaugd 5 ml sulfit de sodiu, 5 ml acid clorhidric (250g/1) sub agitare
si se completeazd cu apd la 200 ml. Dacd solutia este coloratd, aceasta se
decoloreaza cu carbune activ. Se tine la intuneric 12 ore inainte de utilizare.
Reactiv Tollens: 1a 10 ml azotat de argint 5% se adaugd amoniac concentrat pana la
dizolvarea precipitatului format.

Reactiv Trinder: 40 g clorurd mercuricd dizolvata in 850ml apd + 120 ml acid
clorhidric1M + 40 g azotat de fier (III) dizolvat in 11 apa.

Reactiv Zwiker: 4 ml sulfat de cupru 10% se trateaza cu un amestec format din 1
ml piridina s1 5 ml apa distilata.

Reactiv Wasicky: 2 g p-dimetilaminobenzaldehida, 6 g acid sulfuric concentrat si
0,4 ml apa distilata.

Rozanilind: solutia mama se obtine prin macerarea la rece, timp de 48 de ore, a
urmatorului amestec: 500 mg para-rozanilind (fucsind bazicd) in 100 ml apa
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distilata, urmatd de filtrare. Se lucreazd cu o solutie diluatd astfel: 2ml solutie
mama + 5ml acid clorhidric concentrat + apa distilata ad 100ml.

Solutie apoasa de hipobromit de sodiu: se amesteca 3 ml apa de brom saturata cu
20 ml solutie de carbonat de sodiu (2,2 g carbonat de sodiu anh. la 20 ml apa).
Tampon borat pH 8,4: se dizolva 22,4 tetraborat de sodiu in 76 ml acid clorhidric
1M si se completeaza la 21 cu apa distilata.

Tetracloromercuriat de sodiu (toxic): 0,50 g HgCl, + 0,20 g NaCl + apa distilata
ad 1000 ml.

Amestec de sulfat de sodiu si carbune activat: se adauga 100 mg carbune activat
la 100 g sulfat de sodiu anhidru, se amesteca si se incalzeste intr-o capsula la 100°C
timp de 8 ore. Se riceste si se conserva intr-un recipient inchis ermetic.
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RASPUNSURI LA INTREBARI SI PROBLEME

Intrebari

1. Corect: E) toate cele de mai sus

2. Corect: C) DLso / DEs

3. Corect: D) bronhii

4. Corect: E) o crestere a radioactivitatii in aerul expirat in defavoarea urinei
5. Corect: C) acizi organici slabi

6. Corect: C) potentialului de bioacumulare

7. Corect: D) modificarea structurii chimice

8. Corect: A) o crestere a sintezei enzimei

9. Corect: A) moarte

10. Corect: B) expunerii femelei in timpul organogenezei

Probleme

1. Caile metabolice prevazute sunt prezentate in Fig. 1, iar enzimele implicate sunt:
(a) citocromul P450; (b) glucuronoziltransferaza sau sulfotransferaza; (c) alcool dehidrogenaza;
(d) aldehid dehidrogenaza; (e¢) epoxid hidrolaza; (f) glutation-S-transferaza; (g) acil CoA
transferaza si ligaza sau glucuronoziltransferaza; (h) y-glutamiltransferaza; (i) glicinaza; (j)
acetiltransferaza.

2. Posibilele cai metabolice ale compusului 2 sunt prezentate in Fig.2. Gruparea aminica
ar putea fi hidroxilatd cu formarea initiala a unei hidroxilamine (reactia h), care are potential
toxic, si apoi, in urma oxidarii chimice, a unui compus nitrozo. Acesti compusi sunt
hematotoxici, afectand in principal hematiile.

Enzimele implicate in aceste reactii sunt: (a) citocrom P450; (b) epoxid hidrolaza; (c)
glutation-S-transferaza; (d) y-glutamiltransferaza; (e) glicinaza; (f) acetiltransferaza; (g) N-
acetiltransferaza; (h) citocrom P450; (f) glucuronoziltransferaza; (j) se poate produce
dehidratarea la un pH acid al urinei; (k) esteraza; (1) glucuronoziltransferaza sau acil CoA
transferaza si ligaza; (m) alcool dehidrogenaza; (n) aldehiddehidrogenaza.

3. Posibilele cai de metabolizare ale potentialului rodenticid sunt prezentate in Fig.3.
Demetilarea aminei substituite va conduce la o amind primara care poate fi hidroxilata, rezultand
un metabolit cu potential toxic. Nucleul aromatic poate fi oxidat cu formarea unui epoxid care
este reactiv si deci toxic. Acest fapt este potentat de prezenta celor doi atomi de halogen.

Enzimele implicate in aceste transformari sunt: (a) citocrom P450; (b) rearanjare chimica;
(c) gluation-S-transferaza; (d) y-glutamiltransferaza; (e) glicinaza; (f) acetiltransferaza; (g) N-
acetiltransferaza; (h) glucuronoziltransferaza sau sulfotransferaza; (i) epoxid hidrolaza; (j)
dehidratarea la un pH acid al urinei; (k) reactii de oxido-reducere reversibile (ne-enzimatice).
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4. Principala actiune a monoxidului de carbon consta in legarea acestuia de hemoglobina,
care nu mai este disponibila pentru transportul oxigenului. Hemoglobina poate lega patru
molecule de oxigen sau de monoxid de carbon, dar afinitatea sa pentru monoxidul de carbon este
mai mare; carboxihemoglobina complet saturatd nu mai poate transporta oxigenul. Legarea
monoxidului de carbon induce si o modificare alosterica a hemoglobinei, care modifica curba de
disociere a oxihemoglobinei, astfel incat oxigenul legat de aceeasi moleculd de hemoglobind este
eliberat mai greu. Haldane a descris reactia oxigenului si a monoxidului de carbon cu
hemoglobina prin ecuatia:

([COHb] / [HbO:]) =M ([pCO] / [pO2])

unde M = constanta lui Haldane, care are valoarea in jur de 240.

Pentru a calcula riscul la care este expus mecanicul auto in garaj se poate utiliza ecuatia
lui Haldane. Presiunea partiald a gazelor poate fi echivalata cu concentratia lor. Valorile acestora
sunt deci 0,1 pentru monoxidul de carbon si 21 pentru oxigen. Din ecuatie se poate calcula
raportul Intre carboxihemoglobina si oxihemoglobina, care este: 240 x (0,1 / 21), adica in jur de
1,1 sau mai mult de 50% carboxihemoglobina. O concentratie de carboxihemoglobina de 40-50%
este apropiatd de valorile letale, deci mecanicul este expus unui risc real.

Riscul ar fi mai mare daca mecanicul ar lucra doar intr-un spatiu inchis, fara sursa de aer
proaspat si dacd nu s-ar deplasa si in mediul exterior nepoluat. Riscul este crescut si la persoanele
care fac un efort fizic, deci au o frecventa respiratorie crescutd, precum si la anemici, la care
capacitatea sangelui de a transporta oxigenul este deja diminuata.

5. Din datele prezentate In problema se observa ca doza letald a cianurii la soareci este in
jur de 11 mg/kg. Aceastd doza nu este influentatd de administrarea oxigenului hiperbar, dar este
afectatd de administrarea nitritului de sodiu, cand toxicitatea cianurii este redusa aproape la
jumitate (DLso mai mare). Nici in aceastd varianta oxigenul hiperbar nu are nici un efect. In cazul
administrarii tiosulfatului de sodiu, toxicitatea este redusa la aproape o treime, iar oxigenul
hiperbar poate scddea putin mai mult aceastd toxicitate (DLsy 34 fata de 39). Atunci cand la
soareci se administreaza atat tiosulfat de sodiu cat si nitrit de sodiu, scaderea letalitatii este mai
mare decat in fiecare din cazuri luate separat, dar este aproximativ aditiva (DLso 21+ 35, fatd de
52). Totusi, oxigenul hiperbar scade $i mai mult toxicitatea. Se pare ca oxigenul hiperbar creste
eficienta tiosulfatului de sodiu, atunci cand este administrat singur, sau in combinatie cu nitritul
de sodiu. Mecanismul care explica acest fapt nu este pe deplin cunoscut si este dificil de explicat,
deoarece ionul cianurd blocheaza lantul de transport al electronilor si intrerupe astfel utilizarea
oxigenului. De aceea, oxigenul ar trebui sd nu aiba efect asupra toxicitdtii. Efectul aparent ar
trebui sa fie corelat cu mecanismul de actiune al tiosulfatului de sodiu, care contribuie la
detoxifierea cianurii prin conversia sa, sub actiunea enzimei rodanaza, la tiocianat, usor excretabil
prin urina.

Efectul aditiv al nitritului de sodiu si al tiosulfatului de sodiu este consecinta faptului ca
cele doud antidoturi actioneaza prin mecanisme diferite. Nitritul de sodiu converteste
hemoglobina in methemoglobind, capabild sa lege usor cianura, formand cianmethemoglobina.
Cianura are afinitate mai mare fatd de methemoglobina decat fata de citocromoxidaza din lantul
de transport al electronilor, in prezenta methemoglobinei fiind reluatd functia mitocondriala.
Cianura trebuie totusi s fie eliminatd, iar in plus concentratia de methemoglobina care poate fi
toleratd este limitatd. Tiosulfatul de sodiu favorizeaza conversia cianurii la tiocianat mai putin
toxic si mai usor eliminabil, iar oxigenul hiperbar poate interveni in aceastd reactie sau in
procesul total.
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EDTA-ul dicobaltic este antidotul cel mai eficient. El actioneaza ca un agent chelatant,
legand cianura libera din sange, cu formarea unui complex ce poate fi eliminat renal. Pe masura
ce concentratia din tesuturi scade, cianura difuzeaza din mitocondrii, eliberdnd citocrom oxidaza.

6. Dupa administrare orald, medicamentul ar putea fi redus de nitroreductazele bacteriene
din intestin (Fig.6), formandu-se o grupare amino. Aceasta la randul ei poate fi acetilata de
acetiltransferazele din sange si ficat.
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Figura 6. Ciile metabolice posibile ale compusului 6
[(a) esteraza, (b) acetil CoA si ligaza; (c) nitroreductaza; (d) N-acetiltransferaza; (e) citocrom
P450. Poate avea loc si conjugarea cu acid glucuronic, caz in care (b) este
glucuronoziltransferazal

Catena laterala ester poate fi hidrolizatd de esterazele din sange si din alte tesuturi,
formandu-se un acid. Acesta poate fi apoi conjugat cu un aminoacid cum ar fi glicina sau acidul
glucuronic. Nucleul aliciclic ar putea fi hidroxilat. Reactia ar putea implica o izoenzima a
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citocromului P450 care prezintd polimorfism genetic. Structura medicamentului este similara cu
cea a medicamentului debrisoquine, care este afectat de polimorfismul izoenzimelor citocromului
P450. De aceea, factorii genetici care ar putea influenta metabolismul acestui compus sunt
polimorfismul hidroxilazelor de tip debrisoquine si fenotipul acetilator. In cazul hidroxilazelor,
este influentatd viteza de disparitie a compusului pdrinte. Deoarece acesta este compusul
farmacologic activ, consecinta ar fi o diferentd de raspuns farmacologic intre cele doua
fenotipuri. Totusi, proportia si viteza celorlalte cai de metabolizare, hidroliza urmata de
conjugare, reducerea urmata de acetilare, ar influenta de asemenea efectul variatiilor genetice ale
citocromului P450 asupra nivelului medicamentului nemetabolizat, determinand daca o crestere a
nivelului acestuia este suficientd pentru a modifica efectul farmacologic. Fenotipul acetilator ar
afecta disparitia si probabil detoxifierea metabolitului amino al medicamentului. Astfel,
acetilatorii lenti ar fi expusi la o concentratie mai mare de metabolit amino substituit, care ar
putea fi toxic dupa hidroxilare / oxidare.

Daca medicamentul se administreaza prin plasture dermic, este putin probabil sa aiba loc
reducerea gruparii amino. In acest caz nu are loc nici acetilarea. De aceea, metabolizarea
compusului poate fi mai limitatd si este mai probabil ca ea sa fie influentatd de variatiile genetice
ale citocromului P450.

7. Compusul pare sa determine o usoara crestere a incidentei tumorilor la soarecii expusi
prin apa de baut, nu si la cei la care administrarea s-a facut intraperitoneal. La sobolan nu se
observa o crestere a incidentei tumorilor. Si efectele toxice sunt diferite intre cele doua specii, la
sobolan observandu-se o marire a ficatului care nu este insotita de hemoliza, in timp ce la soarece
se observa hemolizd. Hemoliza se observa insa doar atunci cand compusul se administreaza la
soareci pe cale orald. Aceasta sugereaza rolul bacteriilor intestinale. Structura contine o grupare
nitro, care poate fi redusd de nitroreductazele bacteriene din intestin [(a) In Fig. 7], rezultand un
metabolit hidroxilamina care poate fi responsabil de hemoliza. Acet fenomen nu se observa insa
la sobolan. La aceasta specie se observa marirea ficatului, care ar putea avea mai multe cauze.
Astfel de cauze ar putea fi producerea de tumori, acumularea de lipide sau de lichid, inducerea
enzimelor microzomale sau peroxizomale. Producerea de tumori si acumularea de lipide pot fi
detectate prin examen histopatologic. Acumularea de lichid poate fi determinatd prin cantarirea
ficatului proaspat si dupa uscare. Inducerea enzimelor microzomale si peroxizomale poate fi
insotitd de o crestere a numarului peroxizomilor sau a cantitatii de reticul endoplasmatic neted,
care pot fi observate in microscopia electronica.

Efectele diferite la cele doua specii pot fi consecinta unor diferente de metabolism. Acest
fapt ar trebui investigat prin analiza in plasma si urind a metabolitilor compusului. Rolul
metabolitilor rezultati Tn urma reducerii asupra toxicitatii ar trebui determinat prin folosirea unor
animale de experienta lipsite de germeni intestinali. Caile de metabolizare prevazute sunt
prezentate in Fig. 7.

Este de asteptat ca produsii rezultati in urma reducerii sa fie responsabili de efectele
hemolitice. Este de asemenea previzibil faptul cd acest compus policlorurat ar putea fi un
inductor enzimatic. Prin urmare, expunerea repetatd ar putea modifica metabolismul compusului,
fapt care ar trebui investigat.

Dozele de compus administrate au fost mari comparativ cu ceea ce se asteapta a fi doza la
care omul ar fi expus, iar metabolismul ar putea fi diferit la om, mai ales la doza la care ar avea
loc expunerea (metabolismul este dependent de doza).

Efectele biochimice, metabolismul si efectele patologice ar trebui determinate la doze mai
mici, desi efectele mentionate mai sus nu au fost observate la doze mai mici. Structura
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compusului poate sugera o acumulare a fragmentului reprezentat de hidrocarbura policiclica

policlorurata.
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Figura 7. Posibilele cai de metabolizare ale compusului 7
[(a) nitoreductaza; (b) azoreductaza; (c) citocrom P450; (d) N-acetiltransferaza, (e)
glutation-S-transferazal
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Daca marirea ficatului s-a datorat proliferarii peroxizomilor, acesta este un fenomen tipic
pentru rozatoare. Multe medicamente si alti compusi sunt inductori ai enzimelor microzomale.
Totusi, acest compus este propus a fi utilizat ca si colorant alimentar. Cunoasterea mecanismului
care std la baza efectelor toxice la ambele specii ar putea contribui la luarea unei decizii in
legdtura cu pasii de urmat in viitor. De exemplu, dacd aparitia tumorilor la soareci ar putea fi
corelatd cu un anumit metabolit, acesta ar putea fi dozat la voluntari umani dupd administrarea
unei singure doze de colorant alimentar. Apoi, ar putea fi determinat un raport de doze real pentru
compararea intre soareci sau sobolani si om, iar o decizie ar fi luatd in cunostintd de cauza.
Avand aceastd informatie, compania ar putea sa decida continuarea dezvoltarii produsului, chiar
dacd Tn mod normal cresterea semnificativa a tumorilor la una din specii ar fi suficientd pentru a
opri cercetdrile.
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