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Diagnostyka chemiczna przypadkéw smierci nagtej, zwigzanej z zatruciami lotnymi zwigz-
kami nieorganicznymi (CO, HCN, H2S, SO2) wymaga potwierdzenia zidentyfikowanego
ksenobiotyku niezalezng technikg badawczg. Zaproponowano metode analizy jako$ciowo-
ilosciowej najczgsciej spotykanych nieorganicznych trucizn lotnych (CO, HCN i H2S)
w materiale biologicznym przy uzyciu chromatografii gazowej z zastosowaniem detektora
przewodnictwa cieplnego (Thermal conductivity detector - TCD) oraz techniki headspace.
Przydatnos¢ metody sprawdzono w warunkach rutynowej analizy toksykologicznej materia-
tu sekcyjnego i porownano z innymi dotychczas stosowanymi technikami badawczymi.

Chemical diagnosis of sudden death cases associated with intoxications involving volatile
inorganic compounds (CO, HCN, HzS, SO2) requires alternate confirmation of the identified
xenobiotic, using an independent analytical technique. For the purpose, application of
qualitative and quantitative analysis was suggested, of the most commonly encountered
inorganic volitale toxic compounds (CO, HCN, H2S), estimated in a biclogical material using
gas chromatography with thermal conductivity detection and employing the headspace
technique. Suitability of the technique was examined in routine toxicological analysis of
autopsy material and the results were compared with those yielded by other, employed tili
now analytical techniques.

Zatrucia lotnymi truciznami nieorganicznymi stanowig znaczacy udziat w ka-
zuistyce nagtych zgondéw notowanych w Zaktadach Medycyny Sgdowej
(6,7,8,9,10). Analiza statystyczna wskazuje na dominujacg liczbe zgondéw zwigza-
nych z intoksykacjg tlenkiem wegia w pordwnaniu z zatruciami cyjankami i siarko-
wodorem (1, 2, 4, 12).

Rutynowe, czesto skomplikowane i czasochtonne metody analityczne, doty-
czgce diagnostyki chemicznej zatrué tg grupg zwigzkdw, oparte sg najczeéciej na
zasadach spektrofotometrii w zakresie widzialnym (3, 5) i wymagajg zawsze
dodatkowego potwierdzenia inng niezalezna technikg badawcza.
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Dostepne dane pi$miennictwa (11,13) wskazujg na ograniczone zastosowanie
techniki chromatografii gazowej w analizie nieorganicznych trucizn lotnych
w materiale biologicznym, co zadecydowato o jej wyborze w przeprowadzeniu
odpowiednich badan.

Majgc na uwadze wtasciwosci fizykochemiczne badanych zwigzkdw zastoso-
wano chromatografie gazowg z uzyciem techniki headspace oraz detektora prze-
wodnictwa cieplnego /TCD/, jako najbardziej przydatnego systemuich wykrywania
w poréwnaniu z innymi metodami fizykochemicznymi.

MATERIALY | METODY

Analize jakos$ciowo-ilosciowg badanych zwigzkdw przeprowadzono przy uzy-
ciu chromatografu gazowego Chrom 5 prod. CSR wyposazonego w detektor
przewodnictwa cieplnego (thermal conductivity detector — TCD). Dla wszystkich
uktadéw analitycznych zastosowano kolumny szklane o dt. 3,5 mi ¢ 3 mm, prad
katarometru 160 mA oraz uzyto woddr (30 mi/min.) jako gaz nosny. Do analizy
tlenku wegla jako wypetnienie kolumn zastosowano adsorbent — sito molekularne-
5A /80-100 mesh/, ktére przed uzyciem odpowiednio aktywowano. Kolumne
wypetniong adsorbentem po zainstalowaniu w aparacie ogrzewano przy przepty-
wie azotu (20-30mi/min.) w kolejnych przedziatach czasowych: 12 godzin-temp.
250°C, 4 godziny w temp. 300°C i 2 godziny w temp. 350°C.

Do analizy (HCN, H2S, SO2, CO2) wypetienie kolumn stanowit Haye-Sep Q
(80-100 mesh), ktéry przed uzyciem po umieszczeniu w kolumnie aktywowano
w termostacie chromatografu przez 5 godzin wtemp. 200°C, przy przeptywie azotu
(20-30 ml/min}.

Parametry temperaturowe dla optymalnych warunkdéw analizy jakosciowo-ilo-
Sciowej badanych zwigzkéw wynosity odpowiednio: termostat — 120°C (CO),
100°C (H2S), 150°C (HCN), 180°C (SO2); komora nastrzykowa 90°C (CO), 80°C
(Hz2S), 80°C (HCN), 120°C (SOg2). Podczas rdwnoczesnej analizy mieszaniny
wzorcowej temp. termostatu i komory nastrzykowej wynosita 70°C.

Badania jakosciowo-ilosciowe przeprowadzono uproszczong technikg head-
space polegajgca na analizie par pobranych znad roztworu badanego. Analize
wykonano uzywajac fiolek o poj. 5.0 cm3 = 0.1 cm® zamykanych szczelnie
teflonowg nakretka z gumowa membrang.

W analizie poréwnawczej poziomu hemoglobiny tlenkoweglowej (HbCO)
i zawartego w niej tlenku wegla metodg chromatograficzng wykorzystano zmodyfi-
kowang metode Wolffa. Indywidualng wartos¢ hemoglobiny osobniczej odniesiono
do maksymalnej wartosci (HbCO), ustalonej po uprzednim wysyceniu prébki krwi
badanej tlenkiem wegla, ktéry otrzymano z generatora (reakcja 80% HCOOH
z stez. H2SO4). Analiza spektrofotometryczna tej samej prébki krwi przed i po
wysyceniu tlenkiem wegla, pozwala na precyzyjne okreslenie w niej faktycznego
stezenia hemoglobiny tlenkoweglowej. W przypadku analizy CN- wykorzystano
reakcje barwng chlorocyjanu z kwasem barbiturowym w bezwodnej pirydynie
(A=580 nm), ktéry otrzymano w reakcji zchloraming T (5). W analizie siarkowodoru
wykorzystano metode spektrofotometryczng (3) (UV-VIS/A-670 nm), polegajaca
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na jego selektywnej reakcji z N-N-dimetylo-p-fenylenodiamina, w nastepstwie‘
ktorej powstaje btekit metylenowy.

WYKONANIE OZNACZENIA

Analiza tlenku wegla (CO) w hemoglobinie tlenkoweglowej

Do prébki krwi (1 cm3) umieszczonej w fiolce reakcyjnej (headspace) zakreco-
nej nakretkg z gumowa membrang wprowadzono 0.5 cm3 roztworu uwalniajacego
tlenek wegla - saponina (0,5 g) i KaFe/CN/s (2 g) w 10 cm3 H20. Nastepnie po 4
min. lekkiego wytrzasania w temp. 20°C uwolniony tlenek wegla zawarty w obj. 0.5
cm3 par znad roztworu wprowadzono do komory nastrzykowej chromatografu
gazowego.
Analiza cyjanowodoru (HCN) we krwi

Prébke krwi (1 cm3) umieszczono w fiolce reakcyjnej i po zamknieciu wprowa-
dzono 0.5 cm3 10 % H2S04. Po okresie inkubacji w 60°C (5 min.) pobrano 0.5 cm3
gazu znad roztworu i wprowadzono do chromatografu gazowego.
Warunki badan siarkowodoru (H2S) i dwutlenku siarki (SO2)

Roztwory probek badanych, zawierajace roztwory wzorcowe NasS x 9H20
w przeliczeniu na Ha2S lub Na2SO3 w przeliczeniu na SO2 w surowicy krwi ludzkiej,
umieszczono w fiolce reakcyjnej (1 cm3) i po zadaniu 10% H2SO04 (0.5 cm?d)
analizowano analogicznie jak w przypadku cyjanowodoru (zakres stezert zgodny
z danymi umieszczonymi w tab. I).
Krzywe kalibracyjne

Obliczenie stezen badanych zwigzkéw (HCN, H2S, SO2) dokonano po uprzed-
nim sprawdzeniu zaleznosci R=f/c/, w ktérej uwzgiedniono stezenie oznaczonego
sktadnika /c/ do wysokosci piku badanego zwigzku na chromatogramie (h mm) lub
wskazan liczbowych integratora. Przeprowadzone badania kalibracyjne (tab. 1)
wykazaly liniowa zaleznos¢ y=ax dla wszystkich badanych zwigzkéw (zakres
wspétczynnika korelacji powyzej 0,95). Roztwory wzorcowe badanych zwigzkow
otrzymano z odpowiednich soli, ktére w srodowisku kwasnym uwalnialy zgdany
produkt gazowy. W tym celu wykorzystano nastepujace podstawowe roztwory
wzorcowe, z ktérych przygotowano odpowiednie rozciericzenia do tej samej obje-
tosci (10 cm3); 0.12037g KCN = 0.05g HCN (10 cm?3); 0.7059 Na2S x 9 H20 = 0.1g
H2S (10 cm3); 0.197g Na2S03z = 0.1g SO2 (10 cmd). _

W przypadku diagnostyki CO w HbCO analize ograniczono do analizy jako-
$ciowej, potwierdzajgc wstepnie proporcjonalng zalezno$é pomiedzy wartoscig
stezenia hemoglobiny tienkoweglowej a wysokoscig piku uwolnionego tlenku
wegla (zakres 10-100% HbCO okreslonej zmodyfikowang metodg Wolffa). Ze
wzgledu na wyjgtkowe znaczenie diagnostyki chemicznej zatru¢ tlenkiem wegla
jego analiza ilosciowa w hemoglobinie tlenkoweglowej metodg chromatografii
gazowej bedzie przedmiotem osobnej publikacji.
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WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Podstawowym kryterium warunkujacym akceptacje kazdej metody analitycz-
nej dla celéw rutynowych badari laboratoryjnych, a szczegdinie toksykologicznych,
jest jej specyficznosc, oznaczalnosé, czasochtonno$é wykonawcza oraz wzgledy
ekonomiczne. Zaproponowane metody chromatograficznej analizy jakosciowo-ilo-
sciowej najczesciej spotykanych lotnych trucizn nieorganicznych pozwala na ich
szybka identyfikacje w badanym materiale biologicznym. Uzycie sita molekularne-
go 5A jako wypetnienia kolumny chromatograficznej umozliwia jedynie analize
zwigzkow o charakterze obojetnym (CO, CH4, N2, O2) nie reagujacych z tlenkami
zasadowymi, stanowigcymi jego strukture fizykochemiczna.

Efekt rozdziatu tlenku wegla uwolnionego z potagczenia w hemoglobinie tlen-
koweglowej, obok towarzyszacych zawsze sktadnikéw powietrza (O2, N2) oraz
mieszaniny wzorcowej, zawierajgcej dodatkowo metan (czesty produkt biodegra-
dacji) przedstawia rycina 1.
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Ryc. 1. Rozdziat chromatograficzny lotnych zwigzkéw nieorganicznych uzyskany
na sicie molekularnym 5A.

A — Mieszanina wzorcowa. B — Analiza tlenku wegla uwolnionego z hemoglobiny
tlenkoweglowej (45% HbCO)

1 —tlen, 2 — azot, 3 — metan, 4 —tlenek wegla

Fig. 1. Chromatographic separation of volatile inorganic compounds on molecular
sieve 5A.

A — Standard mixture of examined compounds. B — Analysis of carbon monoxide
released from carboxyhemoglobine (45 % HbCO)

1 — oxygen, 2 — nitrogen, 3 — methane, 4 — carbon monoxide

Przedstawione badania wykazaty catkowitg nieprzydatnosé sita molekularne-
go 5A do analizy lotnych zwigzkdw nieorganicznych o charakterze tlenkéw kwa-
sowych (SOz, CO2), kwasdéw (HCN, H2S), jak réwniez zawsze towarzyszacej
wody. Aktywne wiasciwosci zasadowych tlenkéw metali alkalicznych tworzacych
strukture sita 5A sprawiajg, ze spetnia ono role putapki dla tej grupy zwiazkéw,
uniemozliwiajac ich swobodny rozdziat w kolumnie i tym samym rejestracje na
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chromatogramie. Dla celéw analizy iloSciowej zwigzkéw o charakterze kwasnym
(HCN, H28, S0O2, CO2) zastosowano wypetnienie Haye Sep Q, jako najbardziej
przydatne w tym wzgledzie. Efekt chromatograficznego rozdziatu mieszaniny
wszystkich badanych sktadnikéw przedstawia Ryc.2, na ktérej wyeksponowano
dodatkowo rozdziaty uzyskane podczas rutynowej analizy jakosciowo-ilogciowej
poszczegoinych zwigzkéw wyodrebnionych z materiatu sekcyjnego.

Ryc. 2. Rozdziat chromatograficzny lotnych zwigzkéw nieorganicznych uzyskany

A B C D
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K} I'O s (1) 1 0 4 1 (] 3 1 O Min
na Haye Sep Q.
A — Mieszanina wzorcowa. B — Analiza siarkowodoru (materiat sekcyjny-zgnita
‘watrba)

C — Analiza dwutlenku siarki (uwolniony z 1% wodnego roztworu Na2S0Oa3) D -
Analiza cyjanowodoru (krew sekcyjna-przypadek zatrucia)

1 =Nz, Oz, 2-CO, CO2, 3—-H20,4-H28,5—-HCN, 6 — SO2.

Fig. 2. Chromatographic separation of volatile inorganic compounds on Haye Sep
Q.

A — Standard mixture. B — Analysis of hydrogen sulfide (autopsy material-putrefac-
ted liver)

C - Analysis of sulphur dioxide (released from ageous solution of 1% Na2SOz3)
D — Analysis of hydrogen cyanide (autopsy blood-intoxication case)

1 —N2, O2, 2 - CO, CO2, 3 -H20, 4 - H28, 5 - HCN, 6 — SO2

Analiza wartosci czasoéw retencji badanych zwigzkéw analizowanych w wod-
nych roztworach wzorcowych i w materiale biologicznym wykazuje zawsze obe-
cnos¢ piku wody oraz dwutlenku wegla wsrdd badanych sktadnikéw.

Obecnosé dwutlenku wegla zawartego w powietrzu atmosferycznym, jak row-
niez w wodzie uzywanej do przygotowania roztworéw pomochiczych mozna ogra-
niczyé, wzglednie wyeliminowac catkowicie poprzez jej zagotowanie w atmosferze
azotu lub uzycie bezposrednio po destylaciji.

Przeprowadzone badania wykazaty nieprzydatno$é wypetnienia Haye Sep Q
do analizy jakosciowej tlenku wegla, ktéry posiada ten sam czas retencji co
dwutlenek wegla.
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Réwnoczesnie ustalono, ze obecnos$c¢ obok siebie dwutlenku siarki i siarkowo-
doru stanowi ukfad oksydacyjno-redukeyijny, prowadzacy do ich przemiany w nie-
lotng siarke.

Ta whasciwosé obu zwigzkéw sprawia, ze nie mozna ich wzajemnie stosowac
jako odpowiednich wzorcéw wewnetrznych w analizie ilo$ciowej.

Sprawdzony zakres kalibracji oraz oznaczalno$¢ badanych zwigzkéw (przed-
stawione w tab. |} wskazujg na przydatnos¢ metody chromatograficznej w bada-
niach toksykologicznych materiatu biologicznego.

Tabela I. Zakres kalibracji badanych zwigzkdw oraz ocena statystyczna powtarzal-
nosci oznaczen.

Table I. Calibration range of examined compounds and statistic evaluation of
reproducibility of results.

BADANY ZWIAZEK METODA GLC METODA
Uv-viIs
Examined compund | Zakres kalibracji Ocena Zakres kalibracji
mg/0.5 cm?3 statystyczna mg/10 cm3
nastrzyku powtarzalnosci | Calibration range
headspace Sr Sx100 ne
Calibration range - x
mg/0.5 cm?3 Statistic
headspace evaluation of
volume reproducibility
Cyjanowodoér (HCN) 0.01256-0.5 452 0.001-0.05
Siarkowodor (H2S) 0.02-0.6 5.84 0.002 - 0.05
Dwutlenek siarki 0.05-0.4 6.21 -
(SO2)
Tlenek wegla (CO) Wykrywalnosé 7.20 -
w HbCO w przedziale
detection range
10 — 100% HbCO

Ocena poréwnawcza zakreséw kalibracji uzyskanych podczas stosowania
chromatografii gazowej w analizie ilosciowej cyjanowodoru i siarkowodoru, wska-
zuje na okoto 10 krotnie nizszy rzad oznaczalnosci, w poréwnaniu z osiggami
metod spektrofotometrycznych.

Majac na uwadze wysoki poziom analizowanych zwigzkéw spotykany w ma-
teriale biologicznym w warunkach intoksykacji, opracowana metoda moze byé
z powodzeniem wykorzystana do potwierdzenia obecnosci cyjanowodoru, siarko-
wodoru i tlenku wegla w materiale sekcyjnym. Szczegdlne znaczenie dotyczy jej
wykorzystania w analizie powietrza, w ktérym nastgpito zatrucie, bowiem obok
udziatu lotnych trucizn nieorganicznych nie bez znaczenia jest okreslenie stezenia
tlenu (pomieszczenia szamb, systeméw kanalizacyjnych) determinujgcego mozli-
wos$é Smierci nagtej, gwattownej z racji anoksemii.
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Zaproponowana technika badawcza wykazata duzg przydatnos¢ detektora
przewodnictwa ciepinego (TCD), charakteryzujgcego sie wysoka specyfikg wykry-
wania lotnych zwigzkdw nieorganicznych, warunkujacg ich analize jakosciowo-ilo-
$ciowg w materiale sekcyjnym.
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