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CHEMIA SADOWA

SKkrypt przeznaczony jest dla studentow studiow stacjonarnych I oraz
II stopnia Wydzialu Chemii UAM ze szczegdlnym uwzglednieniem
studentow specjalnosci chemia sgdowa. Jest to Il wydanie skryptu
zawierajgce material rozszerzony o dodatkowe ¢wiczenia.
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. WPROWADZENIE

Chemia sgdowa jest jedng z dziedzin nauk sgdowych wspomagajacych rozwigzywanie spraw
kryminalnych. Stosowana jest przede wszystkim w kryminalistyce i toksykologii sgdowe;.

W kryminalistyce, sposréd wielu zadan, dla chemikéw sadowych najwazniejszym jest analiza
i identyfikacja roéznego rodzaju $ladéw znalezionych na miejscu przestepstwa oraz
zabezpieczonych materiatbw dowodowych. Zadaniem toksykologii sgdowej jest przede
wszystkim analiza materialu dowodowego pod katem obecnosci substancji toksycznych
zagrazajacych zdrowiu i zyciu cztowieka, takich jak: narkotyki, leki psychotropowe, alkohol,

metale cigzkie 1 inne toksyny organiczne i nieorganiczne.

Zawarte w niniejszym skrypcie ¢wiczenia obejmujg dwie, oparte na wiedzy chemicznej,
dyscypliny nauk sadowych: toksykologie sadowa i fizykochemi¢ kryminalistyczna. Stuzg one
przedstawieniu metod doswiadczalnych i drog realizacji takich tematow jak:

Analiza materialu biologicznego

Metody identyfikacji kryminalistycznej
Ekspertyza traseologiczna
Ujawnianie i zabezpieczanie sladow mechanoskopijnych
Analiza materialu dowodowego na obecno$¢ narkotykow

Badanie dokumentow
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ANALIZA MATERIALU BIOLOGICZNEGO

Materiat biologiczny pochodzenia ludzkiego, zwierzgcego badz roslinnego zwany jest w
kryminalistyce §ladem biologicznym. W praktyce kryminalistycznej $§lady biologiczne mozna
podzieli¢ na trzy grupy:

pochodzenia tkankowego - np. krew, paznokcie, wlosy, zeby, kosci, fragmenty roslin

wydzieliny - $lina, nasienie, wydzielina tojowa, wydzielina pochwowa, pot

wydaliny - kal, mocz, wymiociny, smotka ptodowa.

Slad biologiczny jest §ladem szczegdlnego rodzaju gdyz wilgoé i wysoka temperatura sprzyja
rozwojowi procesOw gnilnych oraz rozwoju mikroorganizméow, ktoére catkowicie niszcza
zabezpieczony $lad. Najczedciej analizowanym materiatem biologicznym sg plamy krwi,

wtosy, $lady §liny oraz mocz.

SLINA

Slina (tac. saliva) to ptyn produkowany przez gruczoty $linowe zwierzat. W organizmie
cztowieka wytwarzana jest przez trzy pary duzych S$linianek i1 przez okoto 200-400
mniejszych gruczotéw slinowych, ktére sg rozmieszczone w catej jamie ustnej z wyjatkiem
dzigset i przedniej cze$ci podniebienia twardego.

Sktad §liny zalezny jest od wielu czynnikéw, migdzy innymi od wieku 1 plci. Na przyktad
u mezezyzn zawarto$¢ jonow wapnia, sodu 1 fosforu jest wigksza niz u kobiet. Okoto 99,5%
Sliny stanowi woda, reszta to zwigzki nieorganiczne 0,2%, organiczne 0,3% oraz martwe i
zywe komorki.

W $linie obecne sa kationy Mg*", Ca**, Na" oraz K', a takze amoniak powstajacy z
deaminacji aminokwaséw pochodzacych z ptytki nazebnej i ptynu dzigstowego (gldwnie
argininy). W §linie obecnych jest kilka grup anionéw. Aniony ortofosforanowe (H,PO, ,
HPO,*", PO,’") i weglanowe (HCOs~, COs®") wykazuja rownoczeénie wlasciwosci buforowe
$liny. Druga grupa to aniony: chlorkowe (CI ), fluorkowe (F ), cytrynianowe (CsH-0O7 ,
C6H6O72_, C6H5073_) oraz rodankowe (SCN ). Te ostatnie sa produktem detoksykacji
pobieranego z pokarmem CN"1 wykazuja dziatanie bakteriobdjcze.

Sposrod zwigzkoéw organicznych obecnych w $linie nalezy wymieni¢: peptydy (np.

opiorfina, endogenna substancja dziatajgca przeciwbdlowo), polipeptydy o duzej zawartosci
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histydyny (dziatanie bakteriobdjcze dla S. mutans 1 C. albicans), biatka, wsrdd ktorych duza
grupe stanowig enzymy oraz czynniki wzrostu.

Powszechnie znang funkcja §liny jest funkcja trawienna. Wsrdd enzymow peroksydazy
Sliny, biatkowymi enzymami trawiennymi sg mig¢dzy innymi: amylaza §linowa, o-D-
glukozydaza, maltaza. Slina pehi takze funkcje wydalnicza, gdyz wraz z nia wydzielanych i
wydalanych jest wiele substancji takich jak mocznik, kwas moczowy, alkohol, morfina, jodki,
tiocyjanki, hormony i niektore metale cigzkie (Hg, Pb, Bi).

Substancjami niebiatkowymi wykrywanymi w §linie sg metabolity zwigzkow azotowych:
mocznik, kwas moczowy i kreatynina. Obecne takze sg aminokwasy, weglowodany (np.
glukoza), lipidy, w tym cholesterol i kortykosterydy pochodzace z wydzieliny $linianek
przyusznych. U ok. 80% ludzi w §linie obecne sg takze substancje grupowe krwi (mucyny
bedace nos$nikami antygendw grupowych), dzieki ktorym mozna okresli¢ grupe krwi w
uktadzie ABO opierajac si¢ jedynie na badaniu $liny.

W przysztosci badanie $liny moze petni¢ funkcje diagnostyczng dla wielu powaznych
chorob, podobnie jak badanie krwi. Sktad $liny zmienia si¢ bowiem w zalezno$ci od
aktualnego stanu fizjologicznego organizmu. Obecnie na podstawie badania §liny mozna
wykaza¢ obecno$¢ biomarkeréw raka trzustki oraz raka jamy ustnej. Slina jest réowniez
uzyteczna w diagnozie HIV-1 1 HIV-2 oraz wirusow zapalenia watroby typu A, B i C.
Slinianki sa ukrwione, co powoduje, ze w §linie, ktora jest cze$ciowo przesaczem osocza,
znajduja si¢ substancje przenoszone przez krew takie jak leki i hormony. Czasteczki
lipofilowe oraz oboj¢tne wystepuja w Slinie w takim samym st¢zeniu jak w osoczu, stabe
kwasy w mniejszym, a stabe zasady w wigkszym stezeniu. Dzigki temu mozliwe jest
diagnozowanie obecno$ci w slinie np. etanolu, teofiliny, antypiryny, digoksyny, niektorych
hormonéw (testosteron, estriol, progesteron i jego 17-OH pochodna, kortyzol). Slina
umozliwia tez diagnostyke mikrobiologiczng. Sialometria jest badaniem pozwalajacym
zmierzyC¢ 1lo$¢ 1 szybko$¢ wydzielania Sliny przez slinianki. Pomaga ono w zdiagnozowaniu

chordb wydzielania $liny.

MOCZ

Badanie moczu nalezy do podstawowych badan analitycznych wykonywanych w
laboratoriach klinicznych. Mocz jest produktem czynnosci nerek i zawiera prawie wszystkie
koncowe produkty przemiany materii. W warunkach fizjologicznych przez nerki przeptywa w
ciggu 1 minuty ok. 1,2 litra krwi (tj. ok. 0,6 litra osocza), co stanowi 25% minutowe;j
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pojemnosci serca. W tej samej jednostce czasu powstaje z przeptywajacego osocza ok. 120
cm’ przesaczu klebuszkowego, zwanego moczem pierwotnym, a jego sktad chemiczny jest
taki sam jak sklad osocza pozbawionego biatka. Z cato$ci wytworzonego w ciggu doby
moczu pierwotnego powstaje okoto 1-1,5 litra moczu ostatecznego. Rutynowo w badaniu
najpierw ocenia si¢ wtasnosci fizyczne i chemiczne, a na koncu osad. Mocz prawidtowy ma
barwe jasnozoélta (stomkowy), ktora zalezy od barwnikéw: urochromu (prawdopodobnie z
przemiany tryptofanu) i urobiliny (redukcja bilirubiny daje bezbarwny urobilinogen, ktéry
utleniajgc si¢ przechodzi w urobiling). Bilirubina normalnie nie wyst¢puje w moczu,
natomiast jesli mocz jg zawiera to po pewnym czasie przybiera zabarwienie zielone. Mocz
prawidtowy jest zwykle przejrzysty i klarowny, ale z uplywem czasu metnieje. Natomiast
mocz od poczatku metny moze wskazywac na ropne zapalenie drog moczowych oraz niektére
postaci kamicy nerkowej. Prawidlowy mocz wykazuje odczyn lekko kwasny, pH jest rowne
5,5-6,5. W przypadku wystapienia niektorych schorzen jego odczyn moze by¢ obojetny, a
nawet zasadowy.

Ciezar wlasciwy moczu jest bardzo istotnym parametrem i powinien wynosi¢ od 1,016-
1,022 kg/l. Wystapienie nizszych wartosci $wiadczy¢ moze o utracie bardzo waznej funkcji
nerek, jaka jest zaggszczanie moczu. Taki wynik czgsto sugeruje rozpoczynajacy sie
niewydolno$¢ nerek.

Rozrézniamy mocz prawidtowy i patologiczny. W stanach patologicznych z moczem
wydalane sa substancje, ktore w warunkach prawidlowych praktycznie nie pojawiaja si¢ w
moczu lub sg wydalane w bardzo matych ilosciach i taki mocz okreslamy jako patologiczny.
Do patologicznych sktadnikéw moczu naleza: biatko, ciala ketonowe, glukoza, bilirubina,
kwasy zotciowe, hemoglobina, zwigkszona ilos¢ urobilinogenu. Przyczyny wydalania
substancji patologicznych moga by¢ rozne; zwigzane nie tylko z zaburzeniami czynno$ci
nerek, ale takze ze schorzeniami (zaburzeniami metabolizmu) innych narzadow.

Badanie moczu moze pomoc w rozpoznaniu choroby nerek 1 watroby oraz drég moczowych.
Pozwala réwniez oceni¢ predyspozycje do tworzenia si¢ kamieni, a takze ulatwia diagnoze
cukrzycy 1 zo6ltaczki.

Badanie moczu przeprowadza si¢ na obecno$¢ dwoch barwnikéw: urobilinogenu oraz
bilirubiny. Podstawowym barwnikiem zotciowym jest bilirubina, ktéra powstaje w wyniku
rozpadu krwinek czerwonych i hemoglobiny. Barwnik ten nie powinien wystgpowaé w
moczu w wiekszych ilo$ciach, w osoczu zdrowego cztowieka jego ste¢zenie wynosi 0,2-1,0

mg/100 ml. Duze stezenie barwnikéw zétciowych w moczu $wiadczy o niewydolnosci
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uszkodzonej watroby w wyniku zo6ttaczki hemolitycznej badz mechanicznym jej uszkodzeniu.
Natomiast urobilinogen u zdrowego cztowieka wydalany jest z moczem w $ladowych

ilosciach (ok. 4 mg / dobg).
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U ludzi zdrowych w moczu biatka wydalane sa w niewielkiej ilosci do 100 mg na dobe.
Znaczne ilo$ci biatka (biatkomocz) moze towarzyszy¢ kamicy nerkowej, zapaleniom drog
moczowych, a takze, u niektorych pacjentow z niewydolno$cig krazenia czy w czasie
wysokiej gorgczki, w przebiegu chordb ogdlnoustrojowych.

W zdrowych nerkach bialka osocza przedostaja si¢ do moczu w bardzo matych ilosciach
ze wzgledu na zbyt duzy rozmiar i ujemny fadunek. Biatko Bence'a-Jonesa jednak jest na tyle
mate, ze z latwoscig przedostaje si¢ przez btong filtracyjng do moczu. Ten rodzaj
biatkomoczu okresla si¢ jako biatkomocz z przeladowania, inaczej biatkomocz nadmiarowy.
U zdrowego cztowieka nie wykrywa si¢ w moczu biatka Bence-Jonesa. Badanie to jest
wykonywane przy podejrzeniu gammapatii monoklonalnych, takich jak szpiczak mnogi
(szpiczak plazmocytowy) czy makroglobulinemia Waldenstroma. Stanowi ono jedno z
waznych kryteriow diagnostycznych w tych chorobach. Schorzenia te powstaja w wyniku
nowotworowego rozrostu pojedynczego klonu komoérek nazywanych plazmocytami. Komorki
te produkuja w nadmiarze jeden rodzaj immunoglobulin, czyli tak zwane biatko M, ktérych
lekkie tancuchy sa z tatwoscig przefiltrowywane przez nerki do moczu i wykrywane w
badaniach jako biatko Bence—Jonesa. Biatko to moze tez by¢ wykryte zupehie przypadkowo,
kiedy to w badaniu ogélnym moczu stwierdzi si¢ biatkomocz, a w bardziej szczegétowych
badaniach okazuje si¢, ze jest to biatkomocz Bence-Jonesa. Nalezy wowczas natychmiast
rozpocza¢ dalsza diagnostyke w kierunku gammapatii monoklonalnych. Sama obecnos$¢ tego
biatka w moczu czgsto staje si¢ przyczyna niewydolnosci nerek w przebiegu szpiczaka
mnogiego, poniewaz gromadzace si¢ w nich ztogi tancuchéw lekkich dziataja na nerki
uszkadzajaco.
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Kolejnym istotnym parametrem jest ste¢zenie cukru w surowicy krwi. Obecno$¢
cukromoczu informuje migdzy innymi o nieprawidlowym leczeniu cukrzycy.

W moczu obecna jest tez kreatynina bedaca produktem degradacji kreatyny.

[lo§¢ indykanu w prawidlowym moczu jest nieznaczna (do 20 mg na dobg). Indykan
tworzy si¢ w wyniku dzialania bakterii, szczegolnie Escherichia coli na tryptofan. Tryptofan
przechodzi kolejno w kwas indolooctowy, skatol i indol. Indol w watrobie ulega utlenieniu do
silnie toksycznego indoksylu, ktory w organizmie ulega detoksykacji na drodze sprzggania z
kwasem glukuronowym. Powstajaca so6l potasowa kwasu indoksyloglukuronowego nosi

nazwe¢ indykanu. Ilo$¢ wydzielanego indykanu jest miarg nasilenia proceséw gnilnych w

organizmie.
COOH
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Ciatla ketonowe to prawidlowe produkty metabolizmu syntetyzowane w watrobie z
acetylo-CoA. Naleza do nich: aceton, acetooctan 1 [-hydroksymaslan. W warunkach
prawidlowych ich stezenie we krwi jest bardzo niewielkie i wynosi od 0,2 do 0,8 mg/100 cm”.
Ciala ketonowe u zdrowego czlowieka wydalane sa z moczem w bardzo matych ilosciach do
20 mg na dobg¢ i nie mozna ich wykry¢ stosowanymi dotychczas metodami. W pewnych
warunkach np. w niedozywieniu czy na diecie wysokottuszczowe] oraz w stanach
goragczkowych, a takze przy cigzkiej niewydolnosci nerek moze dochodzi¢ do wzmozonej
syntezy tych zwigzkow w watrobie.

W osadzie moczu mogg by¢ obecne nabtonki, ktére pochodzg z nerek i drég moczowych, a
ich obecnos$¢ nie ma istotnego znaczenia rozpoznawczego. Natomiast nadmierne wydalanie
leukocytéw (krwinek biatych) moze by¢ objawem leukocyturii, ktorej przyczyng moga by¢
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ostre 1 przewlekle bakteryjne zakazenia uktadu moczowego. Erytrocyty (krwinki czerwone) w
moczu zdrowego cztowieka moga by¢ wydalane w liczbie nie przekraczajacej 3 miliondw na
dobe, a zroédtem krwiomoczu moze by¢ uszkodzenie zaréwno nerki, jak tez kazdego odcinka
drog moczowych. Najczestsza przyczyng jest kamica nerkowa, czy tez atak kolki nerkowe;.

Wateczki sg to biatkowe odlewy mikro fragmentow nerki i naleza do niekorzystnych
sktadnikow w badaniu moczu, poniewaz najczesciej $wiadcza o powaznej patologii nerek. W
prawidlowym moczu o odczynie lekko kwasnym moga wystgpowaé niewielkie ilosci
krysztatow kwasu moczowego, szczawianow 1 moczanOw wapnia.

Wiele zwigzkéw chemicznych ma szkodliwy wpltyw na tkanki i narzady organizmu
ludzkiego. W celu okre$lenia stopnia zagrozenia zawodowego coraz czesciej wykonuje si¢
pomiar st¢zenia substancji chemicznych lub ich metabolitéw w plynach biologicznych. Ze
wzgledu na swoje wtasciwosci 1 sposdb pobierania probki to wlasnie mocz jest najczesciej
wykorzystywany przy badaniach oceny narazenia srodowiskowego 1 zawodowego. Mocz jest
materiatem niezwykle bogatym w niezbedne informacje na temat funkcjonowania organizmu
i efektow narazenia go na szkodliwe substancje pochodzace z otaczajacego srodowiska. W
moczu mogg pojawia¢ si¢ okreslone zwiazki chemiczne, ksenobiotyki lub ich metabolity
(biomarkery) ktére normalnie nie powinny si¢ w nim znajdowa¢. Biomarkery sg wskaznikiem
zmian, ktére moga zachodzi¢ w organizmie w wyniku oddziatywan czynnikow szkodliwych o
bardzo zrdéznicowanej budowie i pochodzeniu. Wsrdéd biomarkerow mozemy wyrdznié
zwigzki nieorganiczne (np. nikiel, rte¢, cynk), zwigzki organiczne ( np. benzen, toluen, fenol,

alkohol metylowy) oraz halogenowodory (np. chloroform, tetrachloroeten).

WLOSY I PAZNOKCIE

Badania plynow ustrojowych takich jak krew, §lina czy mocz majace na celu oznaczenie i
identyfikacj¢ roznorodnych skladnikéw czesto napotykaja na trudnosci. Eliminacja
sktadnikow z organizmu cztowieka (alkohol, narkotyki, leki, §rodki psychotropowe), w
kierunku ktérych prowadzi si¢ badania, z krwi czy moczu jest stosunkowo szybka i po
dluzszym czasie trudno jest stwierdzi¢ ich obecno$¢ w plynie ustrojowym badanego
cztowieka. Alternatywna metoda, pozwalajaca na stwierdzenie obecnos$ci pewnych zwigzkow
w organizmie badanej osoby nawet juz po zaprzestaniu ich przyjmowania, jest analiza
wloséw. Od wielu lat stosuje si¢ badania zwigzane z analizg wloséw na okres§lone sktadniki,

co zwigzane jest z faktem 1z badanie ptynow ustrojowych ma swoje ograniczenia czasowe.
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Witosy jako materiat do badan narazenia na trucizny znajdujg si¢ w polu zainteresowania
od przeszto stu lat. Pierwsze analizy zwigzane byly glownie z wykrywaniem arsenu i rteci.
Juz w 1858 roku opublikowano pierwszg informacj¢ o wykryciu arsenu we wlosach z
ekshumowanego po 11 latach ciata. Jednak dopiero od 1960 roku wtosy ludzkie staly sie¢
materiatlem do badan zawartosci innych pierwiastkbw w organizmie czlowieka. Na calej
dlugos$ci wlosa gromadza si¢ bowiem mineraly i substancje aktywne obecne w organizmie. Za
posrednictwem plazmy, limfy i ptyndw, stanowiacych §rodowisko metaboliczne, wszystkie
elementy nierozpuszczalne takie jak: leki, $rodki odurzajace, metale, mikroelementy,
docieraja do cebulki i mozna je wykry¢ podczas analizy.

Wiosy porastaja u czlowieka prawie cate cialo, a najwigcej znajduje si¢ na skérze glowy.
Wios jest zrogowacialym tworem naskdrka pokrywajacym skore, zbudowany jest z czesci
zwane] lodyga potozonej powyzej skory oraz korzenia polozonego pod powierzchnig skory.
Gléwnym materialem budulcowym wlosa jest keratyna. Natomiast obecna we wtosach
melanina jest sktadnikami odpowiedzialnym za jego kolor. Miesigczny przyrost wlosa wynosi

okoto 1 centymetra.

korzen
Budowa wlosa
Diagram wlosa
naskodrek
3\ \ hY s \ \
o
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Naskorek wlosa stanowi najbardziej zewnetrzng cz¢$¢ wlosa, odporng chemicznie. Rozni si¢

miedzy poszczegdlnymi gatunkami zwierzat. Moze przybiera¢ rdzne ksztalty.

® Koronowa struktura naskorka

® Struktura brukowa (kostki brukowe)

Rdzen wlosa - najbardziej wewnetrzna cze¢$¢ wtosa, nie zawsze obecna.

Typy: Typ ciagly
Typ przerywany - - - - - - - - - - -
Typ rozdrobniony (fragmentaryczny) ——

Brak rdzenia

Obecnie w wielu krajach badanie wlosow traktowane jest jako rutynowa metoda
stosowana w medycynie sagdowej, w medycynie komunikacyjnej i toksykologii kliniczne;j.

Od niedawna do analizy toksykologiczno — sagdowej wprowadzona zostata takze analiza
paznokci, ktére sa potencjalnym, alternatywnym do wlosow, materiatem dowodowym, gdyz
nie zawsze badany (podejrzany / poszkodowany) ma wlosy. Pobieranie paznokci do badan
jest metoda nieinwazyjna, ponadto zebrane materialty nie wymagaja zadnych szczegdlnych

warunkow transportowania czy przechowywania.
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Zaréwno paznokcie jak 1 wlosy zbudowane sg z keratyny 1 okreslane jako przydatki skory.
Wzrost paznokcia przecigtnie wynosi 3 mm na miesiac, jednak warto$¢ ta moze by¢ r6zna, ze
wzgledu na cechy osobnicze i tryb zycia czlowieka. Przyrost plytki paznokciowej kciuka w
ciggu doby wynosi 0,1 mm, a catkowity odrost paznokci u rgk wynosi okoto 3-6 miesiecy,
natomiast u stop srednio 12-18 miesiecy. Na to jak szybko rosng paznokcie ma wptyw ptec,
wiek (najszybciej rosng w 2 1 3 dekadzie zycia, z wiekiem wzrost paznokci jest coraz
wolniejszy), dieta, czynniki dziedziczne, pora roku (zaobserwowano, ze paznokcie rosng
szybciej latem niz zimg).

Materiat biologiczny jakim sg wlosy i paznokcie moze by¢ wykorzystany do badan w
czasie zycia jak i po $mierci badanego. Ponadto s3 materiatem, ktory mozna wykorzysta¢ do
badan toksykologicznych wiele miesigcy po zaprzestaniu zazywania leku. Z reguly
wykorzystywanym materiatem biologicznym sg wlosy, a metody analizy paznokci stanowig

alternatywng forme badan.
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METODY IDENTYFIKACJI KRYMINALISTYCZNE]

DAKTYLOSKOPIA jest jedng z najstarszych i zarazem najpowszechniejszg metods
identyfikacji czlowieka. Zajmuje si¢ identyfikacja o0sob na podstawie wizerunku linii
papilarnych. Dzigki trzem gltéwnym cechom jakie posiadaja linie papilarne na opuszkach
palcow badania daktyloskopijne sg praktycznie niezawodne. Wzory linii papilarnych nie
zmieniajg si¢ zasadniczo przez cate zycie czltowieka, sg nieusuwalne, gdyz regeneruja si¢
wraz z naskorkiem i nie mozna ich usungé prostymi sposobami. Ponadto wzory linii
papilarnych sg indywidualne, charakterystyczne dla kazdego czlowieka.

Jako$¢ wzorow linii papilarnych pozostawionych na powierzchniach jest uzalezniona od
wielu czynnikow. Istotna jest temperatura danej powierzchni. Lepsze odciski powstaja gdy
dotykana powierzchnia ma temperatur¢ nizszag od temperatury ciala. Pozostawione na
przedmiotach §lady linii papilarnych sa tym wyrazniejsze im bardziej jest ona chropowata czy
szorstka. Dzialanie sit adhezji jest wtedy silniejsze. Metode pobierania §ladow odciskow
palcoéw dobiera si¢ odpowiednio do rodzaju powierzchni na jakiej zostaly one zostawione.

W przypadku trudnosci w doborze odpowiedniego proszku daktyloskopijnego do
zastosowania na danej powierzchni najpierw wykonuje si¢ testy roéznych proszkow
daktyloskopijnych, a nast¢pnie tym najlepszym pobiera si¢ §lady dowodowe.

Pozostawione $lady linii papilarnych sa niewidoczne dla oka, dlatego w pierwszym etapie
ogledzin miejsca zdarzenia nalezy postuzy¢ si¢ lampa UV. Badanie prowadzi si¢ w zakresie
Swiatla niebieskiego (440-445 nm). Powoduje ono fluorescencje wielu ptynéw ustrojowych.
Po odnalezieniu wiasciwych §ladow mozna w kolejnym etapie zastosowac proszki
daktyloskopijne lub inne metody zestawione ponize;:

Proszki daktyloskopijne — s3 to proszki stosowane rutynowo przez grupy ekspertow
zajmujacych si¢ ujawnianiem odciskow palcow 1 innych $ladow. Z chemicznego punktu
widzenia proszki daktyloskopijne mozna podzieli¢ na 4 rodzaje: podstawowe, wykazujace
luminescencje¢, metaliczne 1 termoplastyczne. Do najczesciej stosowanych substancji zalicza
si¢ biel cynkowa, argentorat (pyt glinowy), grafit, sadz¢ angielska, tkanol, sproszkowane
zelazo 1 tlenki metali np. tlenek zelaza(Ill). Do ujawniania pozostawionych $ladow linii
papilarnych z powodzeniem stosuje si¢ tez bialy cement. Najlepsze rezultaty otrzymuje si¢
badajac za ich pomoca wszelkie powierzchnie gtadkie np. szklane. Odcisk palca zawiera

substancje potowo-tluszczowe, zawarta w nich woda 1 zwiazki tluszczowe powoduja
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przyleganie do nich proszku na skutek sil adhezji. Sita adhezji jest proporcjonalna do
powierzchni wzajemnego kontaktu czastek proszku ze $ladem.

Pary jodu — do analizy stosuje si¢ jod w postaci stalej (krysztatki) lub lotnej (pary). Slady
ujawnione pod wptywem jodu sg widoczne przez stosunkowo krotki czas. W celu utrwalenia
w ten sposob ujawnionych odciskéw palcow nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe reakcje
chemiczne (np. ze skrobig) lub wykona¢ zdjecie fotograficzne.

Roztwér ninhydryny jest najcze$ciej stosowany do ujawniania odciskow palcéw na
powierzchniach papierowych i drewnianych. Metoda ta jest szeroko stosowana podczas badan
Sledczych, gdyz pozwala na wykrywanie zaro6wno odciskow $wiezych jak 1 tych
pozostawionych nawet kilka lat wczes$niej (nawet po 20 latach na papierowych tapetach §cian,
r6znego rodzaju papierowych dokumentach).

Metoda cyjanoakrylowa zostala wynaleziona w 1978 roku w Oddziale Identyfikacji
Kryminalnej Japonskiej Policji Narodowej. W praktyce kryminalistycznej stosuje si¢
specjalny pistolet z palnikiem zawierajacy cyjanoakryl. Dzigki temu uzyskuje si¢ forme
sprayu nanoszonego na dang powierzchni¢ i w wyniku reakcji cyjanoakrylu z woda zawartg w
odcisku tworzy si¢ bialo-szary osad. Czgsto, dla wzmocnienia efektu, taki §lad zabezpiecza
si¢ jeszcze proszkiem daktyloskopijnym (np. fioletem krystalicznym) lub spryskuje
roztworem fluorescencyjnym (np. Rodaming 6G lub Safraning 0). Jezeli badany przedmiot z
pozostawionymi odciskami jest dostatecznie maty, $lady mozna ujawni¢ w komorze
cyjanoakrylowej. Za pomoca tej metody ujawnia si¢ odciski palcow na gladkich
powierzchniach np. metalach, powierzchniach plastikowych czy gumie.

Inne metody — to np. oddzialywanie pedzlem magnetycznym przy zastosowaniu proszkéw
ferromagnetycznych, albo metoda oddzialywania promieniem lasera argonowego czy
miedziowego. W przypadku tego ostatniego do ujawniania odciskow na przedmiotach
metalowych, szklanych i plastikowych stosuje si¢ pary estru cyjanoakrylowego po czym badany
materiat poddaje si¢ dzialaniu barwnika, a nast¢gpnie przemywa metanolem. Wyrazne §lady linii

papilarnych fatwo mozna zaobserwowac¢ w wigzce promieni lasera miedziowego i1 sfotografowac.

Do coraz czg$ciej stosowanych innych metod identyfikacji kryminalistycznej nalezag migdzy
innymi:
CHELIOSKOPIA - identyfikacja cztowieka na podstawie $ladow czerwieni wargowe;j
OTOSKOPIA - identyfikacja cztowieka na podstawie §ladow matzowiny usznej

ODONTOSKOPIA - identyfikacja cztowieka na podstawie §ladow zebow

17
Opracowanie:
Beata Jasiewicz, Iwona Kowalczyk, Joanna Kurek, Arleta Sierakowska, Rafat Wawrzyniak



CHEMIA SADOWA

Przykladowe $lady linii papilarnych ujawnione za pomocg r6znych proszkow

pary jodu proszek grafitowy  sproszkowane zelazo tlenek zelaza (I1I)

EKSPERTYZA TRASEOLOGICZNA

Traseologia zajmuje si¢ analizg §ladow przemieszczania si¢ 0sob, pojazdu lub zwierzgcia
pozostawionych na miejscu zdarzenia. Zabezpieczony $lad obuwia umozliwia migdzy innymi
identyfikacj¢ rodzaju obuwia, jego rozmiaru, czasem producenta. Bardzo czgsto mozliwe jest
takze okreslenie plci, wagi 1 wzrostu podejrzanej osoby oraz jej cech sprawnos$ci fizycznej
(osoba starsza, cztowiek wysportowany itp.). Badania te nie sg juz tak popularne jak kiedys ze
wzgledu na ogodlnie stosowang twardg nawierzchnie drog (asfalt, ptyty chodnikowe). Bywaja
jednak istotne w odniesieniu do $ladéw opon samochodowych pozostawionych na asfalcie.

Na ich podstawie mozna okresli¢ np. droge hamowania samochodu.

UJAWNIANIE I ZABEZPIECZANIE SLADOW
MECHANOSKOPIJNYCH

Mechanoskopia zajmuje si¢ badaniem §ladow oddziatywania jednego przedmiotu
(narzedzia) na drugi oraz analiza samego przedmiotu. Mikrostruktura uzytego narzedzia jest
bardzo istotna, gdyz w trakcie jego stosowania ulega on znieksztalceniu, dzigki czemu
mozliwa jest jego identyfikacja. Analizowane sg zard6wno cechy grupowe narzedzi (powstate
w toku produkcji np. wada formy odlewniczej pozostawia $lad na wszystkich wytworzonych
narzgdziach) jak 1 indywidualne, charakterystyczne dla danego egzemplarza narzedzia

(powstate w toku produkcji, uzywania oraz napraw, regeneracji czy renowacji).
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Slady narzedzi wystepuja przede wszystkim jako zmiany w zewnetrznej geometrii ciat
statych oraz jako nastgpstwa tych zmian. Podstawowe mechanizmy powstawania $ladow
mechanoskopijnych to: wygniatanie, tarcie oraz cigcie.

Slady ze wzgledu na mechanizm ich powstawania mozna podzieli¢ na dwie grupy:
- Slady odksztalcen podloza powstate w miejscu bezposredniego kontaktu z
okreslonym ciatem statym,
- $lady mechaniczne odksztatcen podtoza w wyniku dziatania wypadkowej dwoch lub
wiecej sit.
Ze wzgledu na fakt, ze $lady te sg dostatecznie widoczne nie ma koniecznos$ci ich ujawniania.
Przy mniejszych $§ladach ujawnia si¢ je optycznie powickszajac 5-8 razy za pomoca lupy.
Slady takie nalezy odpowiednio zabezpieczy¢ pod wzgledem techniczno-kryminalistycznym,

aby nie zmienily si¢ ich cechy charakterystyczne, indywidualne oraz ich stan.

ANALIZA MATERIALU DOWODOWEGO NA OBECNOSC
NARKOTYKOW

Do najczeséciej wystepujacych substancji zawartych w zabezpieczonych materialach
dowodowych  naleza: siarczan amfetaminy, chlorowodorek amfetaminy, 3,4-
metylenodioksymetamfetamina (MDMA) oraz A’-tetrahydrokanabinol (A’-THC), ktory jest
sktadnikiem aktywnym preparatow cannabis (haszysz, marihuana).

Jako sktadniki towarzyszace (zafalszowania) w materiatach dowodowych spotyka sie¢
czgsto weglowodany (monosacharydy, disacharydy, skrobi¢) jak rowniez tak zwane “leki
obojetne” (kofeina, paracetamol, efedryna).

Od 1927 r. amfetamina stosowana byla w medycynie w leczeniu astmy oskrzelowej 1 tzw.
narkolepsji (napadowej senno$ci). Obecnie stosowanie tego zwigzku w lecznictwie jest w
Polsce zakazane. Najpopularniejsze pochodne amfetaminy to metamfetamina 1 3,4-
metylenodioksymetamfetamina (Ecstasy). Ta ostatnia wykazuje zaréwno dzialanie
stymulujace uktad nerwowy jak 1 dziatanie psychodeliczne. Nazwa Ecstasy czgsto uzywana
jest takze w szerszym znaczeniu w odniesieniu do innych analogdw amfetaminy o podobnym,
jednoczesnie stymulujacym i halucynogennym dzialaniu.

Kolejna grupa zwigzkéw obecnych w materialach dowodowych to alkaloidy opium
(opiaty). Opiaty sa substancjami znanymi od stuleci, stosowane w medycynie gldwnie w
celach usmierzania bolu. Do grupy opiatow zaliczane sg przede wszystkim: opium, morfina 1
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heroina. Do tej grupy zwiazkow nalezy tez wiele syntetycznych substancji chemicznych
podobnych w dziataniu do morfiny, np. Dolargan, Palfium, Fentanyl.

Morfina stosowana jest jako silny srodek przeciwbdlowy w leczeniu bélu wystepujacego
miedzy innymi w zawale mig¢snia sercowego, niedokrwieniu migs$nia sercowego, ciezkich
urazach klatki piersiowej z uszkodzeniem oskrzeli 1 ptuc, w leczeniu bolow nowotworowych.
Dostepna jest zarbwno w postaci tabletek jak i roztworu. Alkaloid ten dziala na receptory
opiatowe zlokalizowane w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym.

Heroina — pochodna morfiny jest zwigzkiem bardziej uzalezniajgcym niz morfina. Dobrze
si¢ wchiania z przewodu pokarmowego oraz bton $luzowych nosa. Koncowy metabolizm

heroiny nastepuje w watrobie, gdzie dochodzi do jej przemiany w morfing.

BADANIE DOKUMENTOW

Wedtlug definicji stosowanej w kryminalistyce dokumentem jest kazdy przedmiot
zawierajacy tre$¢ utrwalong réznymi metodami. Podczas ekspertyzy dokumentéw w celu
ustalenia ich autentyczno$ci identyfikuje si¢ zard6wno materiat kryjacy (materiat, ktorym
wykonano dokument) jak i podioze dokumentu. Kryminalistyczny zakres badan dokumentow
opiera si¢ na analizie porOwnawczej 1 mozna podzieli¢ na badania fizyczne, chemiczne i
fizykochemiczne.

Metody fizyczne to przede wszystkim optyka, ktora pozwala na okreslenie intensywnosci 1
odcienia barwy $rodka kryjacego, stopnia przenikania lub przebicia atramentu. Jak réwniez
przeprowadzenie analizy fluorescencyjne;.

Metoda fizykochemiczna jest glownie spektroskopia w podczerwieni i Ramana. W
ekspertyzie dokumentow dotyczacych ustalenia ich autentycznosci, badania fizykochemiczne
sa wykorzystywane migdzy innymi do identyfikacji zaréwno podioza dokumentu jak i
materiatu kryjacego, ktérym dokument sporzadzono.

Wsrod metod chemicznych najwigksze znaczenie ma obecnie chromatografia
cienkowarstwowa 1 wysokosprawna chromatografia cieczowa, a ostatnio takze stosuje si¢ w
tym celu metode elektroforezy kapilarnej. Techniki te wymagaja wstepnego przygotowania
badanej probki, tj. najczesciej ekstrakeji badanego materiatu kryjacego z podtoza (papieru).

Do najczgsciej stosowanych materiatow kryjacych naleza przede wszystkim atramenty

(wodne roztwory barwnikow), pasty dlugopisowe (mieszaniny zywicy syntetycznej i
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barwnikow rozpuszczone w lotnym rozpuszczalniku), tonery (zabarwione drobnoziarniste
polimery wykazujace wlasciwosci elektrostatyczne) oraz otdwki.

W sktad atramentu wchodzi barwnik naturalny lub syntetyczny, rozpuszczalnik (woda
destylowana, spirytus), dodatki nadajace konsystencj¢ (gliceryna, guma arabska) oraz $rodki
konserwujace: fenol, formalina.

Do najtrwalszych atramentéw naleza atramenty chinskie zawierajace sproszkowany
wegiel (grafit) w roztworze wody i gumy lub w roztworze szelaku (rodzaj zywicy naturalnej)
1 boraksu z odczynnikiem dodajagcym wilgotno$¢. Sa to atramenty o najtrwalszym i
najintensywniejszym zabarwieniu. Kolejna grupa to atramenty kampeszowe zawierajgce
wyciag z igiel Modrzejca kampechianskiego (Haematoxylon campechianum) zawierajacych
hematoksyling i chromian potasu. Sklad atramentéw Zelazo-garbnikowych to przede
wszystkim kwas galusowy, siarczan zelaza, zasadowe barwniki anilinowe (syntetyczne) oraz
kwas garbnikowy (tanina). Sg to atramenty wnikajace w papier, czasami nawet sktadniki
reaguja z widknami papieru, dzigki czemu atramenty te charakteryzuja si¢ duza trwatoscia.

Obecnie powszechnie spotykane atramenty to atramenty barwnikowe, zawierajace rozne
mieszaniny glownie syntetycznych barwnikéw wanadowych, wolframowych, anilinowych i
innych. W sktadzie polskich atramentéw znajduja si¢ najcze¢sciej barwniki triarylometanowe
np. fiolet krystaliczny, btgkit Wiktoria R, rodamina B, oraz barwniki tiazynowe, np. blekit
metylenowy, a takze zielen malachitowa i kompleksy metali np. zelazowo-taninowy.

Pasty dlugopisowe to zawiesiny barwnikow w cieczy o duzej lepkosci. W sktad past
dhlugopisowych wchodza: zywice naturalne lub syntetyczne polimery, kwasne zwiazki np.
kwasy ttuszczowe, substancje zapobiegajace wysychaniu, substancje nadajace lepkos¢ oraz
substancje zapobiegajace korozji. Barwniki wystgpujace w pastach dlugopisowych to miedzy
innymi: Solvent Blue 38, fiolet metylowy, kompleksy metaloorganiczne np. ftalocyjan miedzi
oraz duza grupa barwnikéw azowych.

Czesto w analizie chemicznej poddaje si¢ réwniez tusze pochodzace z pieczatek. W ich
sktad wchodza barwniki, guma arabska, gliceryna, klej rybi, szelak, srodki konserwujace 1
inne dodatki. W zwigzku ze zwigkszajaca sie liczbg dokumentéw powstajacych przy uzyciu
komputera badaniom poddawane sa takze dokumenty, w ktorych materialem kryjacym jest
toner. W sklad toneru wchodza zywice jako sktadnik wiazacy, barwniki lub pigmenty oraz
roznego rodzaju domieszki zwigkszajace mase tonera, poprawiajace lub nadajace pozadane

wlasciwosci (np. amorficzna krzemionka).
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m. CZESC DOSWIADCZALNA
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CWICZENIE 1

WYKRYWANIE ZWIAZKOW PATOLOGICZNYCH W PLYNACH

USTROJOWYCH

1.1. ANALIZA SLINY

1.1.1. WYKRYWANIE JONOW TIOCYJANOWYCH

Odczynniki: Sprzet:

- 0,1 M roztwér CH;COOH - proboéwki

-2 N HCI - pipety Pasteura
- 5% roztwor FeCl,

- §lina

Wykonanie:

Do 5 mL $liny doda¢ 5 kropel 0,1 M roztworu CH3COOH, zagotowaé¢ do wrzenia i

przesaczy¢ w celu oddzielenia biatka. Jony NCS™ wykrywa si¢ w przesaczu: do 2 mL

przesaczu doda¢ krople 2 N HCI i1 par¢ kropli 5% roztworu FeCl;. Powstate czerwone

zabarwienie pochodzi od tworzacego si¢ tiocyjanianu zelaza(Ill). Zachodzaca reakcja w

formie jonowe;j:

3NCS™ + FeCl; — Fe(NCS); +3CI°

Porownanie zawartosci rodankow w Slinie osob palacych papierosy i osob niepalacych:

Nalezy przygotowaé trzy proboéwki. Do jednej z nich nala¢ 2 mL wody, do drugiej 2 mL

roztworu $liny osoby niepalacej, a do trzeciej 2 mL roztworu $liny osoby palacej papierosy.

Do wszystkich trzech probowek doda¢ po 3 krople rozcienczonego HCI 1 po 5 kropli 5%

roztworu chlorku Zelaza(IIl). Obserwowac¢ pojawiajace si¢ czerwone zabarwienie, zanotowac

w ktorym przypadku bylo ono najbardziej intensywne.

1.1.2. WYTRACANIE MUCYNY

Odczynniki: Sprzet:

- $lina - probowki

- 0,1 M kwas octowy - pipety Pasteura
- etanol

- siarczan(VI]) amonu

Opracowanie:
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Wykonanie:
Mucyn¢ mozna wytraci¢ ze $liny etanolem, rozcienczonym roztworem kwasu octowego lub
przez nasycenie roztworu $liny siarczanem amonowym. Do 5 mL roztworu $liny doda¢ pare

kropli 0,1 M roztworu kwasu octowego. Wytraca si¢ ktaczkowaty osad mucyny.

WYKRYWANIE JONOW TIOCYJANOWYCH WYTRACANIE MUCYNY

1.1.3. WYKRYWANIE BIALKA W SLINIE

Odczynniki: Sprzet:

- $lina - probowki

- 10% roztwor NaOH - pipety Pasteura
- 1% CuSOy4

Wykonanie:

Bialko w $linie mozna wykry¢ za pomoca reakcji biuretowej. Wigzanie peptydowe w
srodowisku zasadowym w wyniku tautomeryzacji moze wystepowaé w formie enolowe;.
Dodatek jonow miedzi Cu®" powoduje ich skompleksowanie przez enolowe formy wiazan
peptydowych. Jony miedzi tworza dwa wigzania koordynujace z atomami tlenu oraz cztery
wigzania koordynujace z atomami azotu. Powstaty kompleks ma barwg fioletowa.

W celu wykrycia bialka w §linie nalezy umiesci¢ 1 mL roztworu $liny, zmiesza¢ z 1 mL 10%
roztworu NaOH 1 doda¢ pare kropli 1% roztworu CuSO4. W przypadku obecnosci biatka
powstaje fioletowe zabarwienie.

Nalezy unika¢ nadmiaru siarczanu miedzi gdyz niebieska barwa Cu(OH), maskuje

barwny kompleks!!!
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WYKRYWANIE BIALKA W SLINIE

1.2. ANALIZA MOCZU

1.2.1. OZNACZANIE pH MOCZU

Odczynniki: Sprzet:
- mocz - zlewka
- papierki uniwersalne

Wykonanie:

Na pasek wskaznikowy nalezy nanie$¢ kilka kropli moczu i pordwnac uzyskane zabarwienie
ze skalg barw. Mocz najczeséciej wykazuje odczyn lekko kwasny, pH 5,5 - 6,5. Odczyn
kwasny ma mocz osob stosujacych diete wysokobiatkowa. Odczyn zasadowy moze by¢

spowodowany dietg bogata w jarzyny, owoce i produkty mleczne.

1.2.2. WYKRYWANIE JONOW NH,"

Odczynniki: Sprzet:

- 1% roztwor fenoloftaleiny - probowka

- 5% roztwor Na,COs3 - faznia wodna
- mocz

Powstaty w komorkach kanalikéw nerkowych amoniak tworzy si¢ glownie w reakcji
hydrolizy glutaminy. Katalizatorem jest enzym glutaminaza:

glutamina + H,O — glutaminian + NH3
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Amoniak generuje si¢ rowniez w reakcji deaminacji oksydacyjnej glutaminianu katalizowane;j
przez dehydrogenaz¢ glutaminianowa:

glutaminian + NAD" + H,0 — a-ketoglutaran + NADH + H' + NH;

Amoniak dyfunduje do ptynu kanalikowego i tam laczy sie z jonem H' tworzac NHy4'. Jon
wodorowy powstaje w reakcji dysocjacji kwasu weglowego utworzonego w reakcji

katalizowanej przez anhydrazg weglanowa:

H,O + CO, — H,CO; — HCO; + H"

Ilo§¢ wydalanych z moczem jondéw amonowych jest zmienna, ich tworzenie zwigzane jest z
utrzymywaniem przez nerki rownowagi kwasowo-zasadowej. W przypadku zakwaszenia

ustroju ilo$¢ produkowanego jonu amonowego wzrasta. W ten sposob nerki usuwaja jony
H;O0".

Wykonanie:

W proboéwce umiesci¢ 2 mL moczu. Doda¢ kilka kropel fenoloftaleiny, a nastepnie 10-15
kropli 5% roztworu Na,COs;, do uzyskania malinowego zabarwienia. Lagodnie ogrzewac. W
trakcie zachodzacej reakcji wydziela si¢ amoniak, ktérego obecnosé¢ wykry¢ mozna
umieszczajac u wylotu probéwki zwilzony papierek wskaznikowy, lub tez za pomoca wechu.
Wydzielanie sie amoniaku pod wptywem weglanu sodu swiadczy o obecnosci jonow NHy"
w moczu. W Swiezo zebranym moczu prawidlowym amoniak nie moze pochodzi¢ z
rozkladu mocznika, gdyz nie ma w nim bakterii, a wiec nie ma ureazy - enzymu

bakteryjnego hydrolizujacego mocznik na amoniak i dwutlenek wegla.

1.2.3. WYKRYWANIE KWASU MOCZOWEGO

Odczynniki: Sprzet:

- nasycony roztw. kwasu - probowka
fosforowolframowego
lub fosforowolframianu sodu

- mocz

-2 M NaOH

Kwas moczowy wystepuje w dwoch formach tautomerycznych: enolowej i ketoiminowej. W
formie ketoiminowej wykazuje wlasciwosci redukujace: w srodowisku alkalicznym redukuje
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kwas fosforowolframowy (lub fosforowolframian sodu) do nizszych tlenkéw wolframu, co

uwidacznia si¢ niebieskim zabarwieniem.

Wykonanie:
Do 2 mL moczu doda¢ 0,5 mL roztworu kwasu fosforowolframowego (lub roztworu
fosforowolframianu sodu, a nastgpnie 2 M roztwdér NaOH do odczynu alkalicznego. Tworzy

si¢ niebieskie zabarwienie.

1.2.4. WYKRYWANIE MOCZNIKA

Odczynniki: Sprzet:
- podbromin sodu NaBrO (Br, + NaOH) - probéwka
- mocz - zlewka poj 150mL

- kolbka stozkowa z korkiem poj. 150mL

Wykonanie:

Podbromin sodu otrzymujemy in situ w reakcji bromu ze st¢zonym roztworem wodorotlenku
sodu. W tym celu nalezy 0,1g NaOH rozpusci¢ w niewielkiej ilosci wody destylowanej a
nastepnie doda¢ 1 kroplg Br; i tak otrzymana mieszaning rozcienczy¢ do 100 mL.

Mocznik zawarty w moczu pod wplywem alkalicznego roztworu podbrominu sodu ulega

rozktadowi z wydzieleniem azotu czasteczkowego, dwutlenku wegla i wody wedtug
ponizszej reakcji:

O\IHz)zco + 3NaBrO + 2NaOH — N, + 3H,0 + 3NaBr + Na,COs
Do proboéwki doda¢ 1 mL moczu oraz 1 mL alkalicznego roztworu podbrominu sodu.

Wydzielajace si¢ pecherzyki gazu (azot) wskazuja na obecnos¢ mocznika.

1.2.5. WYKRYWANIE KREATYNINY METODA JAFFEGO

Odczynniki: Sprzet:

- 1,5% roztwor kwasu pikrynowego - probowki

- 2 M roztwor NaOH - plpety Pasteura
- mocz

Prawidlowe stezenie kreatyniny w surowicy wynosi u dorostych kobiet od 0,5 do 1 mg/100
mL, a u me¢zczyzn 0,6 — 1,2 mg/100 mL. Znacznie nizsze st¢zenie kreatyniny wystepuje u
matych dzieci w wieku do trzech lat (0,2-0,4 mg/100 mL). Podwyzszone st¢zenie kreatyniny
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we krwi moze wystgpi¢ w chorobach nerek, migéni i1 zatruciach witaming D. Kreatynina w

srodowisku zasadowym tworzy z kwasem pikrynowym kompleks o czerwonym zabarwieniu.

Wykonanie:

Przygotowaé¢ dwie probowki. Do jednej doda¢ 0.5 mL moczu i 0.5 mL wody destylowane;.
Do obydwu probéwek dodac 1 mL 1,5% roztworu kwasu pikrynowego, a nastepnie
zalkalizowa¢ kilkoma kroplami 2M roztworu NaOH. Wymiesza¢. Zanotowaé obserwowane

zmiany i sformutowa¢ wnioski.

1.1.1  WYKRYWANIE KREATYNINY METODA JAFFEGO

1.2.6. WYKRYWANIE KREATYNINY METODA WEYLA

Odczynniki: Sprzet:

- 10 % roztwér nitroprusydku sodu - probéwki
-2 M NaOH

- mocz

- 30% kwas octowy

- woda destylowana

Wykonanie:

Przygotowa¢ dwie probowki. Do jednej doda¢ 2 mL moczu, do drugiej 2 mL wody
destylowanej. Do kazdej z nich doda¢ 3-4 krople roztworu nitroprusydku sodu oraz 1 mL 2 M
NaOH, wymiesza¢. Pojawia si¢ czerwone zabarwienie, ktore po pewnym czasie blednie, a

znika natychmiast po zakwaszeniu 30% kwasem octowym.
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1.2.7. WYKRYWANIE INDYKANU

Odczynniki: Sprzet:

- mocz - probowki

- 20% roztwor (CH3COO),Pb - pipety Pasteura
- 0,4% roztwor FeCls w stez. HCI

- stezony HCI

- chloroform

- H,O5 lub 1% roztwor KMnQOy

Wykonanie:
Préba Obermayera: do 8 mL moczu doda¢ 2 mL 20% roztworu (CH3;COO),Pb. Do

przesaczu doda¢ rowng objetos¢ 0,4% roztworu FeCls w stezonym roztworze HCl i 1 mL
chloroformu. Cato$¢ bardzo doktadnie wytrzasa¢. Warstwa chloroformowa barwi si¢ na kolor
niebieski.

Préba Denigesa: do 2 mL moczu doda¢ 2 mL stezonego roztworu HCI, pare kropli H,O, (lub

1 krople 1% roztworu KMnOy4) 1 1 mL chloroformu. Po doktadnym wytrzasaniu warstwa

chloroformu zabarwia si¢ na niebiesko.

1.2.8. WYKRYWANIE ZWIAKOW KETONOWYCH

Odczynniki: Sprzet:
- 1% roztwor nitroprusydku sodu - proboéwki
- 10% roztwér NaOH - pipety Pasteura

- kwas octowy lodowaty

Wykonanie:
Do 5 mL moczu doda¢ 0,5 mL 1% roztworu nitroprusydku sodu i 0,5 mL 10% roztworu

NaOH. Obserwowa¢ zmian¢ zabarwienia po dodaniu 1 mL CH;COOH lodowatego. W
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obecnosci zwigzkéw ketonowych (kwas acetooctowy, aceton, kwas B-hydroksymastowy)
czerwone zabarwienie przechodzi w wisniowe. W pozostatych przypadkach czerwone

zabarwienie znika po dodaniu kwasu octowego 1 przechodzi w z6itozielone.

1.2.9. WYKRYWANIE BARWNIKOW ZOLCIOWYCH

Odczynniki: Sprzet:

- 1% etanolowy roztwor jodu - prob6éwki

- 15% roztwoér BaCl, - pipety Pasteura
- 10 g FeCl;

- 25 g CCI;COOH

Wykonanie:
Préba Rosina: 1% ectanolowy roztwoér jodu podwarstwi¢ moczem. Na granicy obu cieczy
tworzy si¢ zielony pierscien.

Proba Fouchette’a: do 5 mL moczu doda¢ 2,5 mL 15% roztworu BaCl,, zmieszac i

przesaczy¢. Na saczku zostaje osad z bilirubing. Saczek z osadem zala¢ kilkoma kroplami
odczynnika Fouchette’a (10 g FeCl; 1 25 g CCl3COOH rozpusci¢ w wodzie i uzupetnié¢ do 25

mL). Pojawia si¢ zielone lub niebieskie zabarwienie.

1.2.10. WYKRYWANIE BIALKA KWASEM SULFOSALICYLOWYM

Jest to bardzo czula proba, pozwalajaca wykry¢ juz 15 mg biatka w litrze, jednak niektore
alkaloidy stosowane jako leki réwniez daja zmetnienie, a zelazo trojwartoSciowe powoduje

zabarwienie rozowe.

Odczynniki: Sprzet:

- 20% roztwor kwasu sulfosalicylowego - probowki

- mocz - pipety Pasteura
Wykonanie:

Do 2 mL probki dodajemy kroplami 20% roztwor kwasu sulfosalicylowego, potrzagsamy 1
odstawiamy na chwile. Stopien zmgtnienia i i1lo$¢ osadu zalezg od ilosci biatka w badane;j
probce. Mozna przygotowacé roztwory o znanych stezeniach (np. 15 mg-100 mg biatka/L) i
poréwnujac je z roztworem badanym oceni¢ przyblizong zawarto$¢. Ta metoda mozna
wykrywa¢ bialka niemal we wszystkich, nawet bardzo rozcienczonych roztworach.

Najprawdopodobniej ta proba da wynik negatywny (i bardzo dobrze!), gdyz zawarto$¢ biatka
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w moczu wigksza niz 10-80 mg na dobe jest objawem goraczki lub procesow chorobowych
zachodzacych w nerkach. Przyczyna wystgpowania biatkomoczu moze by¢ takze duzy
wysitek fizyczny czy tez spozycie duzej ilosci biatka, np. w mleku.

Powtorzy¢ procedure na probie zawierajacej albuming.

1.2.11. WYKRYWANIE BIALKA BENCE-JONESA

Odczynniki: Sprzet:

- mocz - zlewka
- probéwki
- plytka grzejna
- termometr

W celu wykrycia biatka Bence-Jonesa wykorzystuje si¢ zjawisko precypitacji termicznej. W
tym badaniu podgrzanie moczu do 60°C powoduje, ze w przypadku gammapatii
monoklonalnych tancuchy lekkie immunoglobulin zaczynaja zbija¢ si¢ w grudki. Biatko
Bence-Jonesa odznacza sie szczegdlng rozpuszczalno$cig: w temperaturze 50°C zaczyna si¢
stragca¢ i ponownie rozpuszcza si¢ po podgrzaniu do 80°C.

Obecnie znacznie czestej stosowana jest metoda elektroforezy bialek moczu na zelu
agarozowym, pozwalajaca na doktadne okreslenie rodzaju biatkomoczu, w tym wykrycie
biatka Bence-Jonesa. Jesli natomiast chce si¢ okresli¢ ilosciowo zawarto$¢ tego biatka,

oznaczenia dokonuje si¢ w dobowej zbidrce moczu.

1.2.12. POLILOSCIOWE OZNACZANIE CUKRU W MOCZU - PROBA BENEDICTA

To najbardziej czuta 1 specyficzna ze wszystkich prob redukcyjnych na cukry. Kreatynina ani
kwas moczowy nie redukujg odczynnika Benedicta (tak jak np. w przypadku proby Fehlinga).
Czynnikiem wigzacym Cu(OH), w rozpuszczalny kompleks jest tu cytrynian sodu.

Odczynniki: Sprzet:
- cytrynian sodu - probowki
- bezwodny weglan sodu - pipety Pasteura

- 17,3% roztwor CuSOy,

Wykonanie:
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W 0,6 litra wrzacej wody rozpusci¢ 173 g cytrynianu sodu 1 100 g bezwodnego weglanu sodu.
Po ochtodzeniu doda¢ powoli, stale mieszajac, 0,1 litra 17,3% roztworu CuSQ,, dopetnié
woda do 1 litra. Oczywiscie do naszych celéw mozna przygotowa¢ mniej np. 0,1 L
odczynnika (100 mL). Przygotowujemy dwa roztwory wzorcowe odwazajac do proboéwek 5 i
20 mg glukozy, ktorg rozpuszczamy w 1 mL wody. W trzech probowkach umieszczamy po 5
mL odczynnika Benedicta. Do pierwszej dodajemy 10 kropli moczu, a do pozostatych dwdch
po 10 kropli roztworéw wzorcowych. Roztwory mieszamy i wstawiamy do wrzacej wody na
5 minut. Po tym czasie wyjmujemy i ozigbiamy probowke pod biezacag woda. W przypadku
obecnosci cukru w moczu (lub innym roztworze) powstaje zoOtty, pomaranczowy lub

czerwony osad. Z jego barwy mozna w przyblizeniu oceni¢ stezenie cukru.

Barwa mieszaniny reakcyjnej  Przyblizona zawarto$¢ cukru w g/L

niebieska Brak glukozy w moczu
zielona, brak osadu 1-3

zielona, osad 5

oliwkowozielona 10

pomaranczowa, osad 15

czerwona, osad 20 i powyzej

A%

a B

PROBA BENEDICTA

1.2.13. WYKRYWANIE UROBILINY - PROBA BOGOMOLOWA

Odczynniki: Sprzet:

- nadtlenek wodoru (albo rozcienczony kwas azotowy) - proboéwki

- stezony kwas octowy - pipety Pasteura
- 20% roztwor CuSOy

- chloroform

Wykonanie:
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Dodajemy do moczu niewielkg ilo§¢ nadtlenku wodoru (albo rozcienczonego kwasu
azotowego) 1 bardzo energicznie wytrzasamy (np. w rozdzielaczu) otwierajac co kilka sekund
zawOr, by powstaly gaz ulecial. Utleniony do urobiliny urobilinogen mozemy wykry¢ w
nastepujacy sposob: do 10 mL moczu dodajmy 0,5 mL stezonego kwasu octowego i 0,5 mL
20% roztworu siarczanu miedzi. Mieszamy energicznie 1 wlewamy 1-2mL chloroformu. W

razie obecno$ci urobiliny warstwa chloroformowa barwi si¢ na r6zowo.
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CWICZENIE 2

IDENTYFIKACJA ALKALOIDOW ORAZ NIEKTORYCH LEKOW W
MOCZU

Zarowno alkaloidy jak i leki stanowig duza grupe zwigzkow, ktora jest waznym przedmiotem
sagdowej analizy toksykologicznej. Substancje te s3 identyfikowane i oznaczane zarowno w
materiale nie biologicznym (proszki, tabletki) jak i1 biologicznym (plyny ustrojowe: krew,
osocze, mocz) oraz w wycinkach narzadéw wewnetrznych (watroba, nerki, moézg) i
wytworach naskorka (wlosy, paznokcie). Ilosciowe wyodrgbnianie trucizn ma zasadnicze
znaczenie w analizie toksykologicznej materiatdéw biologicznych. Do najczesciej stosowanych
sposobow wyodrgbniania trucizn nalezy ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi w
ukladzie ciecz-ciecz. Metoda ta pozwala na wyodrgbnienie z materialu biologicznego
zaréwno zwigzkdéw chemicznych pochodzenia naturalnego jak i zwigzkow syntetycznych.
Na wydajnos¢ ekstrakcji istotny wptyw posiadaja dwa czynniki:

1. stopien zdysocjowania zwigzku w fazie wodnej

2. wspotczynnik podziatu niezdysocjowanej formy zwigzku pomiedzy fazg organiczng

(rozpuszczalniki), a fazg wodng (badany material: mocz, krew, homogenaty

tkankowe).

Ogolnie ekstrakcje zwigzkéw o charakterze kwasow nalezy prowadzi¢ ze S$rodowiska
kwasnego, natomiast zasad — ze Srodowiska alkalicznego. Istotne znaczenie posiada réwniez
dobor odpowiedniego rozpuszczalnika organicznego. Najczg$ciej stosuje si¢ eter naftowy,
heksan, benzen, dichlorometan, chloroform, eter etylowy (w kolejnosci od zwigzkow
najmniej do najbardziej polarnych). Eter naftowy stosuje si¢ do ekstrakcji zwigzkow nie
polarnych dobrze rozpuszczalnych w tluszczach, natomiast eter etylowy do ekstrakcji
zwigzkow polarnych.
Podstawowym zadaniem w diagnostyce zatru¢ jest uzyskanie duzej ilosci informacji w
stosunkowo krotkim czasie. Identyfikacj¢ wyodrgbnionych zwigzkéw mozna przeprowadzié
przy uzyciu:

- prostych testow i metod kolorometrycznych

- metod spektrofotometrycznych

- metod immunologicznych

- metod chromatograficznych.
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Metody chromatograficzne naleza do najczes$ciej stosowanych technik w analizie
toksykologicznej materiatu biologicznego. Najbardziej warto$ciowym osiggnieciem jest
polaczenie chromatografu gazowego ze spektrometrem masowym. Niemniej jednak do chwili
obecnej duzym powodzeniem ciesza si¢ metody chromatografii cienkowarstwowej i
bibulowej nie wymagajgce uzycia specjalnej 1 kosztownej aparatury. Sg to metody proste o
krotkim czasie trwania analizy. Cechuje je duza specyficznos¢ 1 wykrywalnos¢. Dodatkowa
wazng zaleta jest fatwo$¢ ujawniania plam chromatograficznych w $wietle UV czy tez po

zanurzeniu w odczynniku Dragendorffa lub spryskaniu roztworem J, w KJ.

2.1. WYKRYWANIE ALKALOIDOW W MOCZU

Wykrywane alkaloidy:
H,C z H
H 3 Cc— N
HO N
OH 'I/
H
o H,CO N
Z
(o) N
ATROPINA CHININA
X
N N
Z l
N CH, N
NIKOTYNA SPARTEINA STRYCHNINA

Atropina - alkaloid wyizolowany z pokrzyku (wilczej jagody) Atropa belladonna, rozkurcza

mig$nie gladkie oskrzeli, przewodu pokarmowego, drog moczowych, rozszerza Zrenice. W

lecznictwie stosowany w postaci siarczanu.

Chinina - $rodek przeciwmalaryczny, przeciwgoraczkowy i przeciwbolowy, stosowany w

lecznictwie w postaci soli. Wykazuje stabe wlasciwosci antyarytmiczne. Obecnie dodawana

do napojow typu tonikow.

Cytyzyna - alkaloid tubinowy, stosowany w medycynie ludowej jako $rodek halucynogenny.
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Nikotyna - alkaloid wystepujacy w lisciach 1 korzeniach tytoniu. Ciecz rozpuszczalna w
wodzie, bardzo trujgca. Sktadnik srodkow owadobdjczych.

Sparteina - alkaloid ‘tubinowy, dawniej stosowany jako $rodek rozkurczowy i
antyarytmiczny.

Strychnina - alkaloid wyizolowany z nasion kulczyby. Stosowany w postaci azotanu jako

srodek tonizujagcy w zaburzeniach krazenia. Jest sktadnikiem trutek przeciwko gryzoniom.

fo) (o)
—~CHy N-CHs H.C N H
HsC~N N H~N 3L=N | >
o) N N o N N o T N
I I
CH, CH, CH;3
KOFEINA TEOBROMINA TEOFILINA

Kofeina - wystepuje w liSciach herbaty, nasionach kawy oraz nasionach kakaowca. Pobudza
osrodkowy uktad nerwowy, o$rodek oddechowy i naczynioruchowy, a takze kor¢ mézgowa.
Stosowana w niedomaganiach krazenia i oddychania oraz preparatach poprawiajacych
koncentracj¢ czy odchudzajacych. Kofeina jest metabolizowana w watrobie do trzech
produktow: paraksantyny, teobrominy i teofiliny.

Teofilina - pobudza os$rodek naczynioruchowy i oddechowy, rozszerza naczynia krwiono$ne.
Stosowana w astmie, rozedmie pluc, w nadcisnieniu tetniczym.

Teobromina - wystepuje w nasionach drzewa kakaowego. Dziala rozkurczowo i
moczopednie. Rozszerza naczynia nerkowe oraz naczynia wiencowe serca. Stosowana w

przewlektej niewydolnos$ci krazenia oraz w dusznicy bolesne;.

Odczynniki: Sprzet:
- 850 mg Bi(NO3)s3 - zlewki
- 850 mg Bi(NO3),OH - bagietki
- lodowaty kwas octowy - cylinder miarowy
- woda destylowana - kolby stozkowe z korkiem
- 8 g jodku potasu - szalki Petriego
-1.2 gjodu - ptytki TLC, kapilary
- kwasny weglan sodu NaHCOs3
- chloroform
- etanol
- wzorce wybranych alkaloidow
- metanol
- mocz
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Przygotowanie odczynnika Dragendorffa:
Roztwor A: 850 mg Bi(NOs3); lub Bi(NO3),OH rozpuszcza si¢ w 10 mL lodowatego kwasu
octowego 1 dodaje 40 mL wody destylowane;.
Roztwor B: 8 g jodku potasu rozpuszcza si¢ w 20 mL wody destylowane;.
Przygotowany roztwor A miesza si¢ z roztworem B, otrzymujagc w ten sposob st¢zony
odczynnik Dragendorffa. W celu otrzymania rozcienczonego odczynnika Dragendorffa,
uzywanego do wywolywania chromatograméw, roztwér podstawowy rozciencza si¢
lodowatym kwasem octowym i woda destylowang w stosunku:

[A +B]: CH;COOH : H,O=1:2:10 (v/v)
Przygotowanie alkoholowego roztworu J, w KJ:

1,2 g jodu i 2 g jodku potasu rozpuszcza si¢ w 100 mL etanolu.

Wykonanie:

20 mL moczu alkalizuje si¢ kwasnym weglanem sodu do pH=8 i poddaje ekstrakcji
chloroformem. Pozostalo$¢ otrzymang po odparowaniu chloroformu rozpuszcza si¢ w
mozliwie matej ilosci etanolu (0.5 — 1 mL). Etanolowy roztwor ekstraktu umieszcza si¢ na 2-3
pozycjach startowych ptytki chromatograficznej, obok nanosi si¢ roztwory wzorcowe.
Analiza TLC — pierwsza grupa alkaloidow

Rozdzial w komorze chromatograficznej dokonuje si¢ przy uzyciu metanolu, ktory jest faza
ruchoma. Osuszone ptytki zanurza si¢ w odczynniku Dragendorffa, uzyskujac plamy o
zabarwieniu pomaranczowym.

Analiza TLC - alkaloidy purynowe

Rozdzial chromatograficzny przeprowadza si¢ w uktadzie chloroform — etanol w stosunku:
9:1. Po osuszeniu ptytki zanurza si¢ w alkoholowym roztworze J, w KJ, a nastepnie spryskuje

si¢ roztworem sktadajacym si¢ z rownych czesci 95% etanolu 1 25% roztworu kwasu solnego.

Alkaloid obserwowana barwa plamki na plytce TLC
kofeina brunatno czerwona

teofilina brunatno czerwona

teobromina popielata

We wnioskach z przeprowadzonej analizy nalezy przerysowac ptytki TLC i poda¢ wynik z

zaznaczeniem barw poszczegolnych plamek oraz nazwy wykrytych alkaloidow.
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2.2. WYKRYWANIE LEKOW PRZECIWBOLOWYCH,
PRZECIWZAPALNYCH I NASENNYCH W MOCZU

Do powszechnie stosowanych lekow zdecydowanie zaliczy¢ mozna te o wilasciwosciach
przeciwbolowych czy przeciwzapalnych: aspiryna (kwas acetylosalicylowy), salicylamid,

fenacetyna, fenazon, aminofenazon (piramidon).

(H3C)2N'Hc - C\HCH3

NCH
COOH SRS
OCOCH,
CszoONHCOCH3
KWAS ACETYLOSALICYLOWY FENACETYNA AMINOFENAZON

a do nasennych: heksobarbital, metylofenobarbital, cyklobarbital, barbital (weronal),

fenobarbital (luminal).

oCc— oCc— —
e et 95N can, 9N
H,C CO (o co (04 CcO
\ / c H/ \ / 7\ /
OC—NH 2Hs  OC—NH CHs' oc—NH
KWAS BARBITUROWY BARBITAL LUMINAL
(kwas dietylobarbiturowy) (kwas fenyloetylobarbiturowy)

Przyjmowane leki czy alkaloidy znajdujace si¢ w napojach 1 zywnosci, badz alkaloidowe
srodki odurzajace w organizmie czlowieka najczgsciej ulegaja réznym procesom
metabolicznym pod wplywem enzymoéw, dlatego z ptyndow ustrojowych takich jak krew,
mocz czy osocze, oznaczy¢ mozna wprowadzony do organizmu sktadnik 1 jego metabolity lub
wylacznie jego metabolity.

Aspiryna - kwas acetylosalicylowy (ASA) jest jednym z najcze$ciej przyjmowanych
srodkow farmaceutycznych ze wzgledu na swoje dzialanie przeciwbolowe i przeciwzapalne, a
ostatnio, z uwagi na wlasciwosci antykoagulacyjne, aplikowany jest w matych regularnych
dawkach. ASA w organizmie czlowieka metabolizowany jest do kwasu salicylowego,

natomiast salicylamid moze by¢ zidentyfikowany w moczu w formie niezmienione;.

38
Opracowanie:
Beata Jasiewicz, Iwona Kowalczyk, Joanna Kurek, Arleta Sierakowska, Rafat Wawrzyniak



CHEMIA SADOWA

Odczynniki: Sprzet:

- 50 mg difenylokarbazonu - zlewki

- 20 mL etanolu - bagietki

- 1 mL 5% roztworu chlorku rteci(1l) - cylinder miarowy
- 5 kropel 30% roztworu kwasu octowego - kolby stozkowe z korkiem
- etanol - szalki Petriego

- 1 g chlorku zelaza(III) - ptytki TLC

- 50 mg zelazocyjanku potasu - kapilary

- 10 mL wody destylowanej - pipety Pasteura

- 20 mL moczu - szczypcee

- 1 M kwas siarkowy

- eter dietylowy

- wzorce wybranych lekow

- propan-2-ol

- chloroform

- amoniak

- mocz

Przygotowanie odczynnika difenylokarbazonowego:

50 mg difenylokarbazonu rozpuszcza si¢ w 20 mL etanolu, dodaje 1 mL 5% roztworu chlorku
rteci(Il) oraz 5 kropel 30% roztworu kwasu octowego i dopetnia do objetosci 30 mL. Tak
przyrzadzony roztwor rozciencza si¢ etanolem pigciokrotnie.

Przygotowanie odczynnika wywolujacego:

1 g chlorku zelaza(Ill) i 50 mg Zelazocyjanku potasu rozpuszcza si¢ w 10 mL wody

destylowanej. Roztwor przygotowuje si¢ na §wiezo.

Wykonanie:
Do 20 mL moczu dodaje si¢ roztwor 1 M kwasu siarkowego w celu zakwaszenia do pH=1 1
poddaje ekstrakcji cigglej eterem (lub w rozdzielaczu). Pozostalos¢ otrzymang po
odparowaniu eteru rozpuszcza si¢ w mozliwie matej ilosci etanolu (0.5 — 1 mL). Etanolowy
roztwor ekstraktu umieszcza si¢ na 2-3 pozycjach startowych ptytki chromatograficznej, obok
nanosi si¢ roZtwory wzorcowe.
Analiza TLC - leki przeciwbdlowe i przeciwzapalne
Plytki umieszcza si¢ w komorze chromatograficznej, w ktorej znajduje si¢ faza ruchoma o
sktadzie: cykloheksan — chloroform - lodowaty kwas octowy w stosunku 40:50:10. Ptytke po
osuszeniu zanurza si¢ w roztworze wywotujacym (FeCls/K4Fe(CN)g). Zabarwienie plam
koloru ciemnoniebieskiego nie jest trwale, poniewaz po kilku minutach cala ptytka ciemnieje
(nalezy zakresli¢ kontury sygnalow otowkiem).
Analiza TLC - leki nasenne
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Ptytki umieszcza si¢ w komorze chromatograficznej, w ktorej znajduje si¢ faza ruchoma o
sktadzie: propan-2-ol - chloroform - 25% NH4OH w stosunku 45:55:10. Ptytke po osuszeniu
spryskuje si¢ odczynnikiem difenylokarbazonowym. Intensywnos$¢ powstatych barwnych

plam jest najwyrazniejsza po uptywie 15-20 minut od chwili wywotania.

Lek obserwowana barwa plamki na plytce TLC
Heksobarbital fioletowa z ciemng obwodka
Metylofenobarbital biata z ciemnofioletowa obwddka
Cyklobarbital fioletowa z ciemng obwodka

barbital (weronal) biata z r6zowg obwddka

fenobarbital (luminal) fioletowa z ciemng obwodka

We wnioskach z przeprowadzonej analizy nalezy przerysowac ptytki TLC 1 poda¢ wynik z

zaznaczeniem barw poszczegdlnych plamek oraz nazwy wykrytych lekow.

2.3. WYKRYWANIE OPIOIDOW W MOCZU

Odczynniki: Sprzet:
- mocz - kolba stozkowa 50 mL
- kwas solny stezony - faznia wodna

- 40% roztwor wodorosiarczanu(VI) sodu

. . - maty zestaw do saczenia
- 50% roztwor kwasu trichlorooctowego

; - kolba okragtodenna
- amoniak
- wodoroweglan sodu - fiolka
- chloroform
- butanol
Wykonanie:

W kolbie stozkowej o pojemnosci 50 mL umiesci¢ 5 mL moczu, ktory nalezy zmiesza¢ z 8
mL 40% wodnego roztworu wodorosiarczan(VI) sodu, a nastepnie doda¢ 1 mL st¢zonego
kwasu solnego. Mieszaning ogrzewa¢ w tazni wodnej w temperaturze wrzenia przez 30
minut, a nastgpnie ochtodzi¢ do temperatury pokojowej. Do tak przygotowanego roztworu
nalezy doda¢ 3-5 mL 50% roztworu kwasu trichlorooctowego w celu wytracenia
ewentualnych substancji biatkowych. W czasie 5-10 minut powinno nastapi¢ wytracenie
osadu, ktory trzeba oddzieli¢ od roztworu. Do klarownego roztworu dodaje si¢ amoniak do
uzyskania odczynu bliskiego neutralnemu pH 6.0-7.0, a nastepnie wysyca si¢ roztworem
wodoroweglanu sodu (0.5 g na 30 mL roztworu). Tak przygotowany roztwoér ekstrahuje sie

mieszaning butanol-chloroform (1:9, v/v) 3 porcjami po 20 mL, przez 5 minut na porcjg.
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Otrzymane ekstrakty potaczy¢ 1 suszy¢ nad weglanem sodu, przesaczy¢ i zagesci¢ pod
zmniejszonym cis$nieniem w temperaturze 40°C. Pozostato$¢ rozpusci¢ w bardzo matej ilosci
(0,5 mL) wczesniej stosowanej mieszaniny butanol-chloroform i przenies¢ do fiolki. Za
pomoca tego sposobu ekstrakcji mozna wydzieli¢ nawet 72% opiatow z moczu.

W zwigzku z faktem, iz opioidy zawierajg jeden czwartorzedowy atom azotu do ich detekcji
korzystnie jest zastosowa¢ spektrometri¢ mas, ktéra umozliwia oznaczenie tych substancji w
sladowych ilosciach.

Celem ¢wiczenia jest identyfikacja opioidow w badanej prébce moczu na podstawie
analizy widm MS

W przypadku obecnos$ci opioidow w moczu w widmie MS obecne sg sygnaly przy: m/z = 340
(acetylokodeina), m/z = 298 (kodeina), m/z = 284 (morfina), m/z = 326, 324 1 322 (6-MAM).
Intensywno$¢ tych ostatnich jest niewielka, wynosi 0.1-5%. Ponadto wsp6lng cecha
charakterystyczng dla poszczegdlnych morfinopodobnych opioidow jest sygnal przy m/z =
144.

W otrzymanym po analizie widmie MS nalezy stwierdzi¢ lub wykluczy¢ obecno$¢ substancji

opioidowych w badanej probce moczu.

2.4. 0OZNACZANIE METABOLITOW ASPIRYNY (KWASU ACETYLO-

SALICYLOWGO) W MOCZU
Odczynnik: Sprzet:
- mocz - zlewki
- IM H,S04 - kolby okraglodenne
- eter dietylowy - fiolki
- NaHCO3
- Na2C03
- 25% amoniak
- metanol

- octan etylu

Wykonanie:

W celu oznaczenia metabolitow aspiryny w moczu nalezy prowadzi¢ badanie na moczu
oryginalnym i zakwaszonym z zastosowaniem roznych srodkéw alkalizujgcych. Salicylamid
bedacy metabolitem aspiryny (powstajacy w wyniku hydrolitycznego aminowania) mozna

wykry¢ w probce moczu zakwaszonego, a nastepnie zalkalizowanego amoniakiem.
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A. oznaczanie metabolitéw w moczu oryginalnym
5 mL moczu (pH 5-6) pobranego od osoby przyjmujacej aspiryn¢ nalezy przenie$¢ do

rozdzielacza i ekstrahowac trzema porcjami po 15 mL eteru dietylowego.

B. oznaczanie metabolitow w moczu zakwaszonym

15 mL moczu pobranego od osoby przyjmujacej aspiryn¢ nalezy zakwasi¢ roztworem 1M
H,SO4 do pH=1, nastepnie przenie$¢ do rozdzielacza i ekstrahowaé trzema porcjami po 15
mL eteru dietylowego. Ekstrakty eterowe zagesci¢ 1 zachowaé do analizy. Warstwe wodng
podzieli¢ na trzy porcje po 5 mL kazda i zalkalizowa¢. Pierwszg porcje alkalizowa¢ NaHCO;,
druga Na,COs;, a trzeciag 25% roztworem amoniaku, wszystkie do pH 11-12. Ponownie
przeprowadzi¢ ekstrakcj¢ eterem dietylowym wszystkich trzech mieszanin (OSOBNO!!!) 3 x
15 mL. Ekstrakty eterowe zagesci¢, a nastepnie pozostatosci z kolb wymy¢ 0,5 mL metanolu

lub octanu etylu, przenies¢ do fiolek 1 przekaza¢ do analizy GC/MS.

Metabolity w probce moczu z czeéci A (1 fiolka) i czgéci B (4 fiolki) beda analizowane za
pomoca metody GC/MS.

Warto$ci m/z dla aspiryny 1 jej metabolitow w moczu

Substancja m/z
kwas acetylosalicylowy 43, 64,92, 120, 138
kwas salicylowy 53, 64,92, 120, 138
kwas metoksybenzoesowy 53, 63, 152
metoksysalicylamid 52,63,92,122, 151, (44, 77, 105, 134)
salicylamid 53, 65,92, 120, 137
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CWICZENIE 3

OCENA NARAZENIA NA TOLUEN - 0ZNACZANIE KWASU
HIPUROWEGO W MOCZU

Wykrycie w materiale biologicznym niektorych zwigzkow organicznych jest niekiedy
bardzo trudne lub niemozliwe. W tych wypadkach rozpoznanie przyczyny zatrucia moze by¢
dokonane drogg wykrywania metabolitéw tych zwigzkéw. Dotyczy to przede wszystkim
zwigzkow metabolizujgcych si¢ do potaczen nie wystepujacych w moczu fizjologicznym lub
wystepujacych w nim w bardzo matych ilosciach. Przyktadem moze by¢ toluen, ktoéry
wchtania si¢ do ustroju przez drogi oddechowe, przewod pokarmowy i przez skore. W
organizmie nast¢puje przemiana toluenu w kierunku utlenianie grupy metylowej do kwasu

benzoesowego, ktory z kolei ulega przemianie w kwas hipurowy (70%).

CHs COOH CONHCH,COOH
E— —_
TOLUEN KWAS BENZOESOWY KWAS HIPUROWY
Odczynnik: Sprzet:
- 6 M roztwér HC1 - kolby miarowe
- 1.5% roztwér aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego - rozdzielacze
w bezwodniku octowym - fiolki
- 0.16% roztwor FeCl; w bezwodniku octowym - kolby okraglodenne
(przygotowany bezposrednio przed oznaczaniem) - pipety Pasteura
- alkohol etylowy 96%

Wykonanie:

5 mL moczu zakwasza si¢ kwasem solnym do pH=2 i rozciencza woda destylowang do

objetosci 100 mL. Pobiera si¢ 1 mL i poddaje ekstrakcji 5 mL octanu etylu, wytrzasajac probe

w rozdzielaczu przez 1 minute. Nastepnie pobiera si¢ 1 mL ekstraktu 1 odparowuje do sucha.

Do suchej pozostatosci dodaje si¢ 0.5 mL 1,5% aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego w

bezwodniku octowym oraz 0.5 mL 0,16% roztworu FeCls. Probg ogrzewa si¢ na wrzacej tazni
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wodnej przez 10 minut. Po ozigbieniu dodaje si¢ 4 mL etanolu 1 po dokladnym wymieszaniu

oraz odczekaniu 10 minut oznacza si¢ absorbancje¢ przy dlugosci fali 470 nm.

Wykres wzorcowy:

Do probéwek dodaje si¢ wzrastajace ilosci kwasu hipurowego: 10, 20, 30, 40, 50 i 60 mg i
uzupelia woda destylowang do 100 mL. Pobra¢ 1 mL kazdego z roztworéow. Po dodaniu 5
mL octanu etylu dalej postepuje si¢ jak przy wykonywaniu oznaczenia. Zawarto$¢ kwasu

hipurowego w badanej probce odczytuje si¢ z wykresu wzorcowego.
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CWICZENIE 4

OZNACZANIE LEKOW PRZECIWDEPRESYJNYCH W
PAZNOKCIACH I WELOSACH

Analizowane leki przeciwdepresyjne, ktoérych obecno$¢ mozna oznaczy¢é w paznokciach:
haloperidol, flupentiksol, citalopram i1 jego metabolit desmetylocitalopram oraz acetolol i
atenolol.

Haloperidol 4-[4-(p-chlorofenyl)-4-hydroksypiperydyno]-4-fluorobutyrofenon, = pomimo
wielu silnych dziatan ubocznych jest wcigz najczeéciej stosowanym  lekiem
przeciwpsychotycznym 1 uspokajajacym z grupy pochodnych butyrofenonu. Mechanizm
dzialania leku opiera si¢ przede wszystkim na hamowaniu receptoréw dopaminowych w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Pomimo tego, Ze haloperidol wykazuje pozytywne efekty
lecznicze odznacza si¢ tez licznymi i silnymi dziataniami niepozadanymi. Lek ten szybko
wchtania si¢ z przewodu pokarmowego osiaggajac max. stezenie we krwi po 3-6 h, w 90 %
wiaze si¢ z biatkami osocza, a jego dawka toksyczna wynosi okoto 300 mg. Z danych
literaturowych wynika, ze haloperidol bywa przyczyng zatru¢ i jest stosowany jako substytut
narkotykow. Czg$¢ przyjmowanego leku gromadzi si¢ tez we wlosach 1 paznokciach.

Z wykonanych badan wynika, ze wyzsze stezenie leku zaobserwowano w paznokciach nég

98,9 £ 9,14 (Srednia 98,9 pg/mg) niz w paznokciach ragk 67,3 + 6,49 (Srednia 67,3 pg/mg).

-4
-

HO

cl HALOPERIDOL
FLUPENTIXOL
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Flupentixol wystepuje miedzy innymi w postaci lekoéw o nazwie Fluanxol (0,5 mg, tabletki
drazowane). Fluanxol nalezy do grupy lekoéw, ktére znosza objawy obnizenia nastroju, stosuje
si¢ go w zaburzeniach psychotycznych bez zaburzen depresyjnych oraz takze doraznie w
zaburzeniach depresyjnych innych, niz w przebiegu psychozy. Zwigzkiem aktywnym
farmakologicznie jest izomer cis-(z)-flupentixol. Dzialanie przeciwpsychotyczne flupentixolu
spowodowane jest blokowaniem receptorow dopaminergicznych i wyzwalajacym wtdrne
zmiany w innych uktadach neuroprzekaznikowych. Biodostepnos¢ flupentixolu po podaniu
doustnym wynosi okoto 40%, a maksymalne st¢zenie w surowicy wystepuje po okoto 4
godzinach, a jego metabolity nie wykazuja aktywnos$ci neuroleptycznej. Lek wydalany jest
glownie z katem, w matych ilosciach z moczem. Biologiczny okres poéttrwania flupentixolu
wynosi okoto 35 godzin.

Citalopram (1-[3-(dimetylamino)propylo]-1-(4-fluorofenylo)-1,3-dihydro-5-izobenzofuran-
karbonitryl) nalezacy do grupy selektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny
(SSRI) stosowany jest w zapobieganiu nawrotéw zaburzen depresyjnych oraz w niektorych
zaburzeniach Igkowych. Citalopram wchtania si¢ szybko po podaniu doustnym, osiagajac
najwigksze stezenie w osoczu Srednio po 4 h. Jego biodostepnos¢ wynosi 80%, a okres
pottrwania 33 h. Stezenie citalopramu we krwi osigga stan rdwnowagi po uptywie 1-2 tygodni
od podania leku i miesci si¢ w granicach 20-200 ng/ml. Wydalanie z organizmu zachodzi
przez watrobe¢ oraz nerki, a tylko do 23% leku jest wydalane w postaci nie zmienionej. Jego
glownym metabolitem jest desmetylocitalopram.

Acebutolol jest B-blokerem 1 w profilaktyce stosowany jest réwnoczes$nie z kwasem
acetylosalicylowym (ACA). ACA ma dziatanie przeciwbdlowe, przeciwgoraczkowe,

przeciwzapalne i takze przeciwzakrzepowe.

4.1. 0ZNACZANIE SRODKOW PRZECIWDEPRESYJNYCH W
PAZNOKCIACH

4.1.1. OZNACZANIE HALOPERIDOLU

Odczynniki Sprzet

- paznokcie rak i nog - zlewki

- woda destylowana - nozyczki

- aceton - chtodnica zwrotna

- IM NaOH - czasza grzejna

- chloroform - kolba 100mL

- n-heksan - fiolka
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Wykonanie:

Materiat biologiczny bedacy przedmiotem analizy stanowig paznokcie rgk i ndg. Celem
badania jest wykonanie analizy na obecno$¢ haloperidolu w materiale biologicznym. Pobrane
proby paznokei przechowywane byty w temperaturze pokojowe;.

W celu wyizolowania sktadnika z materialu dowodowego nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcje.
Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany materiat nalezy zwazy¢ (prébka powinna mie¢ mase
okoto 100 mg), przemy¢ woda destylowang porcjami po 20 mL, odsaczy¢ i przemy¢ jedng
porcja acetonu (20 mL) w tazni ultradzwigkowej (temperatura pokojowa). Tak przygotowany
materiat nalezy wysuszy¢ 1 pocig¢ na drobne kawatki okoto 1 mm. Kolejnym etapem analizy
jest hydroliza, ktéra przeprowadzamy w kolbie okragtodennej zaopatrzonej w chlodnice
zwrotng stosujgc 30 mL 1M NaOH w temperaturze 95°C przez 10-15 minut. Ekstrakcje
haloperidolu przeprowadza si¢ 200 mL (4 porcje po 50 mL) mieszaniny n-heksanu i
chloroformu (7:3 v/v). Otrzymane ekstrakty osuszy¢ nad bezwodnym MgSOs, przesaczy¢
zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem, zwazy¢, przenie$¢ ilosciowo do fiolki i odda¢ do
analizy.

Analiza jako$ciowa 1 iloS§ciowa na obecno$¢ haloperidolu w paznokciach przeprowadzona
bedzie z wykorzystaniem chromatografii LC-ESI-MS.

W celu potwierdzenia badz wykluczenia obecnos$ci haloperidolu w analizowanym materiale

otrzymane widmo nalezy poréwnac z widmem wzorcowym.

4.1.2. OZNACZANIE FLUPENTIXOLU

Odczynniki Sprzet
- paznokcie rak i nog - zlewki
- woda destylowana - nozyczki
- aceton - chtodnica zwrotna
- IM NaOH - czasza grzejna
- n-heksan - kolba 100mL
- fiolka

Materiat biologiczny bedacy przedmiotem analizy stanowia paznokcie rak i ndg. Celem
badania jest wykonanie analizy na obecno$¢ flupentixolu w materiale biologicznym. Pobrane
proby paznokci przechowywane byly w temperaturze pokojowej. Do badania trzeba pobraé
co najmniej 50 mg materiatu biologicznego.

W celu wyizolowania sktadnika z materiatu dowodowego nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcje.
Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany materiat nalezy zwazy¢ (probka powinna mie¢ mase
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okoto 50 mg), przemy¢ woda destylowang - porcje po 20 mL, odsaczy¢ i1 przemy¢ jedng
porcja acetonu (20 mL) w tazni ultradzwickowej (temperatura pokojowa). Tak przygotowany
material nalezy wysuszy¢ i1 pocia¢ na drobne kawatki okoto 1 mm. Kolejnym etapem analizy
jest hydroliza, ktorg przeprowadzamy w kolbie okragltodennej zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng stosujagc 30 mL 1M NaOH w temperaturze 95°C przez 10-15 minut. Ekstrakcje
flupentixolu przeprowadza si¢ 200 mL (4 porcje po 50 mL) n-heksanu. Otrzymane ekstrakty
nalezy osuszy¢ nad bezwodnym MgSQO,, przesaczy¢ zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem,

zwazy¢, przenies¢ ilosciowo do fiolki 1 odda¢ do analizy.

Analiza jako$ciowa 1 iloSciowa na obecno$¢ flupentixolu w paznokciach przeprowadzona
bedzie z wykorzystaniem chromatografii LC-ESI-MS.
W celu potwierdzenia badz wykluczenia obecnos$ci flupentixolu w analizowanym materiale

otrzymane widmo nalezy poréwna¢ z widmem wzorcowym.

4.1.3. OZNACZANIE CITALOPRAMU I DESMETYLOCITALOPRAMU

Odczynniki Sprzet

- paznokcie rak i ndg - zlewki

- woda destylowana - nozyczki

- n-heksan - chtodnica zwrotna
- chlorek metylenu - czasza grzejna

- kolba 100mL

Wykonanie:

W celu wyizolowania skladnika z materiatu dowodowego nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcje.
Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany materiat nalezy zwazy¢ (probka powinna mie¢ mase
okoto 50 mg), a nast¢pnie podda¢ dekontaminacji przemywajac woda destylowang (porcje po
20 mL), odsaczy¢ 1 przemy¢ jedng porcja n-heksanu (20 mL) w tazni ultradzwickowe] w
temperaturze pokojowej. Tak przygotowany material nalezy wysuszy¢ 1 pociag¢ na drobne
kawatki okoto 1 mm. Kolejnym etapem analizy jest hydroliza, ktora przeprowadzamy w
kolbie okraglodennej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng stosujac 30 mL 1M NaOH w
temperaturze 95°C przez 10-15 minut. Ekstrakcje citalopramu i desmetylocitalopramu
przeprowadza si¢ 200 mL (4 porcje po 50 mL) chlorku metylenu. Otrzymane ekstrakty
osuszy¢ nad bezwodnym MgSO,, przesaczy¢ zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem,

zwazy¢, przenies¢ ilosciowo do fiolki i odda¢ do analizy.
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Analiza jakos$ciowa 1 iloSciowa na obecno$¢ citalopramu i desmetylocitalopramu w
paznokciach przeprowadzona bgdzie z wykorzystaniem chromatografii LC-ESI-MS.
W celu potwierdzenia badz wykluczenia obecnosci obu szukanych zwigzkow w

analizowanym materiale otrzymane widmo nalezy porowna¢ z widmem wzorcowym.

4.1.4. OZNACZANIE ACEBUTOLOLU I KWASU SALICYLOWEGO

Odczynniki Sprzet

- okoto 100 mg paznokcie rak i nog - zlewki

- woda destylowana - nozyczki

- aceton - faznia

-0.1 M HCI - fiolki

- eter dietylowy - rozdzielacz na 50 mL
- 0.1 M NaOH

- chlorek metylenu

Wykonanie:

Material biologiczny bedacy przedmiotem analizy stanowig paznokcie rgk i1 ndg. Celem
badania jest wykonanie analizy na obecno$¢ acebutololu i kwasu salicylowego w materiale
biologicznym. Pobrane proby paznokci przechowywane byty w temperaturze pokojowej. Do
badania trzeba pobra¢ co najmniej 100 mg materiatu biologicznego.

W celu wyizolowania sktadnika z materialu dowodowego nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcje.
Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany materiat nalezy zwazy¢ (probka powinna mie¢ mase¢
okoto 100 mg), podda¢ dekontaminacji przemywajac woda destylowang (porcje po 5 mL), a
nastepnie 5 mL acetonu w tazni ultradzwigkowej (temperatura pokojowa). Tak przygotowany
materiat nalezy wysuszy¢, pocia¢ na drobne kawatki okoto 1 mm i przeprowadzi¢ hydrolizg.
Nastepnie do tak przygotowanej probki doda¢ 1 mL 0.1 M HCI i1 umiesci¢ w lazni
ultradzwickowej na 16 godzin w temperaturze 50 °C, po czym ekstrahowaé 4 porcjami po 5
mL eteru dietylowego. Obie warstwy dokladnie rozdzieli¢ i na kazdej prowadzi¢ osobne
badanie: warstwa eterowa (na obecno$¢ kwasu salicylowego) 1 warstwa wodna (na obecno$¢
acebutololu).

Warstwe eterowg zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem, doda¢ 0,5 mL metanolu, przenies¢
do fiolki i odda¢ do analizy.

Warstwe wodng przenies¢ do rozdzielacza, zada¢ 1 mL 0,1 M NaOH i ekstrahowa¢ 4
porcjami po 5 mL chlorku metylenu. Nastgpnie zaggsci¢ pod zmniejszonym ci§nieniem,

dodac¢ 0,5 mL metanolu, przenies¢ do fiolki i odda¢ do analizy.

49
Opracowanie:
Beata Jasiewicz, Iwona Kowalczyk, Joanna Kurek, Arleta Sierakowska, Rafat Wawrzyniak



CHEMIA SADOWA

Analiza jako$ciowa 1 ilosciowa na obecno$¢ acebutololu i kwasu salicylowego w paznokciach
przeprowadzona bedzie z wykorzystaniem chromatografii LC-ESI-MS.
W celu potwierdzenia badz wykluczenia obecno$ci szukanych zwigzkow w analizowanym

materiale otrzymane widmo nalezy porowna¢ z widmem wzorcowym.

4.2. 0ZNACZANIE SRODKOW PRZECIWDEPRESYJNYCH WE WLOSACH

4.2.1. OZNACZANIE HALOPERIDOLU I FLUPENTIXOLU

Odczynniki Sprzet

- wlosy - zlewki

- aceton - nozyczki

- metanol - rozdzielacz 50 mL
- kwas octowy - fiolka

- chlorek metylenu

- aceton

- 2-propanol

- amoniak 25%

Wykonanie:

W celu wyizolowania sktadnika z materialu dowodowego nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcje.
Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany materiat nalezy zwazy¢ (probka powinna mie¢ mase¢
okoto 50 mg), przemy¢ kolejno matymi porcjami acetonu, eteru dietylowego i metanolu. Po
wysuszeniu mozliwie rozdrobni¢ (najlepiej w miynku kulowym), doda¢ 4 mL metanolu i
miesza¢ w tazni ultradzwigkowej przez 2 godziny. Po tym czasie metanol usunaé pod
zmniejszonym ci$nieniem, a do pozostatosci doda¢ buforu fosforanowego o pH = 6. Catos¢
przemywac kolejno: 2 mL wody destylowanej, 1 mL 0.1M kwasu octowego, 2 mL metanolu i
wysuszy¢. Nastepnie doda¢ 1.5 mL roztworu skladajacego sie z: chlorku metylenu/ 2-
propanolu/ 25% NH4OH (80:20:2,v/v). Tak przygotowang probke przenies¢ do fiolki i
przekaza¢ do analizy LC-MS-MS.

Analiza na obecno$¢ haloperidolu 1 flupentixolu w badanym ekstrakcie z wlosow
przeprowadzona bgdzie z wykorzystaniem chromatografii LC-MS-MS. W celu potwierdzenia
badZz wykluczenia obecnosci obu zwigzkdw w analizowanym materiale otrzymane widmo

nalezy poréwnac¢ z widmem wzorcowym.
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4.2.2. 0ZNACZANIE CITALOPRAMU I DESMETYLOCITALOPRAMU

Odczynniki Sprzet

- wlosy - zlewki

- woda destylowana - nozyczki

- n-heksan - chtodnica zwrotna
- chlorek metylenu - czasza grzejna

- kolba okragtodenna 100mL

Wykonanie:

W celu wyizolowania sktadnika z materialu dowodowego nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcjg.
Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany materiat nalezy zwazy¢ (probka powinna mie¢ mase¢
okoto 50 mg), podda¢ dekontaminacji przemywajac wlosy woda destylowana (porcje po 20
mL), odsaczy¢ i przemy¢ jedng porcja n-heksanu (20 mL) w tazni ultradzwigkowej
(temperatura pokojowa). Tak przygotowany material nalezy wysuszy¢, pocia¢é na drobne
kawalki okoto 1 milimetra i przeprowadzi¢ hydroliz¢ (kolba okraglodenna zaopatrzona w
chlodnice zwrotng; 30 mL 1M NaOH; temperatura 95°C; czas 10-15 minut). Ekstrakcje
citalopramu i desmetylocitalopramu prowadzi¢ porcjami chlorku metylenu (4 x 50 mL), (pH
8-10). Otrzymane ekstrakty osuszy¢ nad bezwodnym MgSOQO., przesaczyé zagesci¢ pod

zmniejszonym cis$nieniem, zwazy¢, przenies¢ ilosciowo do fiolki i odda¢ do analizy.

Analiza jako$ciowa 1 ilosciowa na obecno$¢ citalopramu i1 desmetylocitalopramu we wtosach
przeprowadzona bedzie z wykorzystaniem chromatografii LC-ESI-MS.
W celu potwierdzenia badZ wykluczenia obecno$ci obu zwigzkéw w analizowanym materiale

otrzymane widmo nalezy poréwnac z widmem wzorcowym.

4.2.3. OZNACZANIE ACEBUTOLOLU I KWASU SALICYLOWEGO

Odczynniki Sprzet

- wlosy okoto 100 mg - zlewki

- woda destylowana - nozyczki

- aceton - laznia

-0.1 M HCI - fiolki

- eter dietylowy - rozdzielacz na 50 mL
- 0.1 M NaOH

- chlorek metylenu

51
Opracowanie:
Beata Jasiewicz, Iwona Kowalczyk, Joanna Kurek, Arleta Sierakowska, Rafat Wawrzyniak



CHEMIA SADOWA

Wykonanie:

Materiat biologiczny bedacy przedmiotem analizy stanowig wlosy. Celem badania jest
wykonanie analizy na obecno$¢ acebutololu 1 kwasu salicylowego w materiale biologicznym.
Pobrane proby wlosow przechowywane byty w temperaturze pokojowej. Do badania trzeba
pobrac co najmniej 100 mg materiatu biologicznego.

Izolacje szukanego sktadnika z materialu dowodowego przeprowadza si¢ na drodze
ekstrakcji. Przed wykonaniem ekstrakcji otrzymany material nalezy zwazy¢ (probka powinna
mie¢ mase okoto 100 mg), podda¢ dekontaminacji przemywajac woda destylowang (porcje po
5 mL), a nast¢pnie acetonem (5 mL) w tazni ultradzwickowej (temperatura pokojowa). Tak
przygotowany material nalezy wysuszyé, pociag¢ na drobne kawatki okoto 1 mm i
przeprowadzi¢ hydroliz¢ (opis powyzej). W dalszej kolejnosci doda¢ 1 mL 0.1 M HCI i
umiesci¢ w tazni ultradzwickowej na 16 godzin w temperaturze 50 °C. Nastepnie calo$¢
ekstrahowac 4 porcjami po 5 mL eteru dietylowego. Obie warstwy dokladnie rozdzieli¢ i na
kazdej prowadzi¢ osobne badanie: warstwa eterowa (na obecno$¢ kwasu salicylowego) i
warstwa wodna (na obecno$¢ acebutololu).

Warstwe eterowa zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem, doda¢ w celu rozpuszczenia 0,5
mL metanolu, przenie$¢ do fiolki i odda¢ do analizy.

Warstwe wodng przenie$¢ do rozdzielacza, doda¢ 1 mL 0,1 M NaOH i ekstrahowa¢ 4
porcjami po 5 mL chlorku metylenu. Nastepnie zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem,

doda¢ 0,5 mL metanolu, przenies¢ do fiolki i odda¢ do analizy.

Analiza jako$ciowa 1 ilosciowa na obecno$¢ acebutololu 1 kwasu salicylowego we wtosach
przeprowadzona bedzie z wykorzystaniem chromatografii LC-ESI-MS.
W celu potwierdzenia badz wykluczenia obecno$ci szukanych zwigzkow w analizowanym

materiale otrzymane widmo nalezy poréwna¢ z widmem wzorcowym.
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ANALIZA WEOSOW NA OBECNOSC METALI CIEZKICH

CWICZENIE 5

Czute metody i1 przyrzady pozwolity na detekcje we wlosie ludzkim wigcej niz 60

pierwiastkow. Takie pierwiastki jak Na, K, Cl, S, Zn, P, Cu i Fe sg obecne w wyzszych

stezeniach we wlosach i krwi. W mniejszych ilo$ciach wystgpuja: Cr, Mn, Co, Pb, natomiast

pierwiastki takie jak: Hg, As, Au, Tl nie powinny znajdowac si¢ w organizmie. Zawarto$¢

pierwiastkow we wlosach jest charakterystyczna dla specyficznych podgrup ogétu populacji i

zalezy od wielu czynnikéw takich jak: dlugo$s¢ wilosow, wiek, rasa, pte¢ dawcy, kolor

wlosow, srodowisko geograficzne, pozywienie i lekarstwa.

Zawartos¢ sladowych pierwiastkéw we wlosach

Pierwiastek Wartosci (ng/g)
Dane medyczne Dane laboratoryjne
Wapn 204-712 200-600
Magnez 29-137 25-75
Fosfor 108-203 100-170
Sod 346-1080 150-350
Potas 42-430 75-180
Zelazo 21-50 20-50
Miedz 17-67 12-35
Molibden 0.59-2.55 0.1-1
Mangan 0.62-1.97 1-10
Cynk 104-288 160-240
Chrom 1.03-3.23 0.5-1.5
Selen 0.08-0.64 3-6
Lit Nieokre$lona 0.1-0.8
Nikiel 1.8 1-2
Kobalt Nieokreslona 0.2-1
Wanad - 0.5-1
Otow 15 20-30
Rteé 3 2.5-5
Kadm 1.6 1-2
Glin 2.9-5 20-40
Arsen 0.4 2-3
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Odczynniki Sprzet plastikowy
- wlosy okoto 500 mg
- woda destylowana - nozyczki
- aceton - zlewki
- 65% HNOs3 - fiolki
- 30% H,0, - cylinder miarowy
Wykonanie:
Pobor probek:

- z glowy jednego dawcy pobrac kilkadziesigt wtosow z 6 - 8 r6znych miejsc glowy

- kazdy wlos powinien by¢ odciety blisko skalpu

- dhugos¢ wloséw pobranych do analizy 2-4 cm

- do analizy nie nadaja si¢ wlosy po trwalej ondulacji lub farbowane

- prébka powinna mie¢ wagg okoto 0.5 g

- do pobierania probek nalezy uzywac narzedzi plastikowych lub ze stali
nierdzewnej

- probki moga by¢ przechowywane w plastikowych fiolkach lub torebkach

Oczyszczanie probek:

Probke wloséw nalezy umiesci¢ w gilzie 1 my¢ acetonem przy uzyciu aparatu Soxhleta przez
1 godzineg, po czym przenies¢ wlosy do plastikowej zlewki i ptukaé trzykrotnie w wodzie
redestylowanej. Na koniec probke ponownie umy¢ acetonem (zlewka). Za kazdym razem
nalezy dodac¢ taka ilo$ci powyzszych rozpuszczalnikow, aby catkowicie przykry¢ probke. Po
kazdorazowym myciu zdekantowaé ciecz i doda¢ Swiezego rozpuszczalnika. W ten sposob
umyte wlosy suszy¢ ~ 45 minut w suszarce w temp. 60 °C (zlewke przykryé bibuta), po czym
przenies¢ do plastikowych fiolek. Wszystkie operacje przektadania wlosow nalezy

dokonywac¢ przy pomocy plastikowych narzedzi.

Mineralizacja probki:

Mineralizacj¢ probki nalezy przeprowadzi¢ przy uzyciu pieca mikrofalowego. Do
mineralizacji uzy¢ probke o masie 0.2 g. Do roztwarzania wlosOw nalezy stosowaé
mieszaning mineralizujaca: 65% HNOs + 30% H,0, w stosunku 2 : 1. (4 mL kwasu + 2 mL
wody utlenionej).

Roztworzone probki przenies¢ ilosciowo do naczyn miarowych. Oznaczy¢ zawartos¢ metali

metodg AAS.
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CWICZENIE 6

OZNACZANIE NIKOTYNY ORAZ AMFETAMINY I JEJ

POCHODNYCH WE WLOSACH ZA POMOCA METODY

MIKROEKSTRAKC]JI Z FAZY NADPOWIERZCHNIOWE]
(HS-SPME)

Ciagle duzy odsetek osob jest uzalezniony od nikotyny oraz amfetaminy i jej pochodnych,
dlatego tak wazne jest posiadanie narzedzi pozwalajacych na ocen¢ ich narazenia. Dzigki
rozwojowi zaawansowanych metod i technik analitycznych mozliwe jest oznaczania wielu
substancji w bardzo niskim zakresie stezen. Oznaczenia biomarkeréw umozliwiajacych oceng
narazenia na skltadniki dymu tytoniowego oraz $rodkoéw odurzajacych z grupy amfetaminy
wykonuje si¢ w osoczu krwi, moczu, $linie i wydychanym powietrzu. Interesujaca metoda ze
wzgledu na bezproblemowe przechowywanie zebranego materiatu jest analiza wyzej

wymienionych zwigzkow w probkach wlosow.

NH, NH, NH
m m m A

FENTERMINA AMFETAMINA METAMFETAMINA
IO REECCAREIORL
4 .
o (o]
MDA MDEA MDMA
B
>
v
NIKOTYNA

Aby poprawnie przeprowadzi¢ oznaczanie oraz interpretowaé otrzymane wyniki niezbgdna
jest znajomos$¢ budowy wiosa, jego fizjologii, a takze sposobu przenikania i wbudowywania
oznaczanych zwigzkow do jego wnetrza. Podczas wzrostu wlosa substancje ktére dostaty sig¢
do krwiobiegu sg wylapywane przez cebulke wtosa i w wyniku procesu keratynizacji oraz
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okluzji sg zatrzymywane w todydze. Sktad chemiczny todygi wtosa po wydostaniu si¢ ponad
powierzchni¢ skory juz praktycznie nie ulega zmianie. Dzigki temu wlosy zawieraja cenng
informacj¢ na temat narazenia organizmu na réznego rodzaju substancje - w tym na sktadniki
dymu tytoniowego czy srodkéw odurzajacych.

Aby wyniki oznaczania wyzej wymienionych zwigzkoéw we wlosach nie byly zawyzone przez
zwigzki znajdujaca si¢ na powierzchni wlosa, probki oczyszcza si¢ poprzez przemycie
rozpuszczalnikiem organicznym (np. acetonem). Zwigzki zwigzane we wnetrzu wlosa
uwalnia si¢ poprzez rozpuszczenie probki w roztworze silnie zasadowym (np. w roztworze
wodorotlenku sodu). Nastepnie stosuje si¢ techniki ekstrakcyjne w celu zageszczenia analitu.
Sam proces oznaczania przeprowadza si¢ w oparciu o technik¢ chromatografii gazowej z
detektorem mas (MS) lub detektorem termojonizacyjnym (NPD). Znane sg rowniez metodyki
bazujace na chromatografii cieczowej z detekcja mas lub detekcjg UV.

Interesujacg metodyke oznaczania wymienionych zwigzkow we wiosach jest chromatografia

gazowa w polaczeniu z mikroekstrakcja z fazy nadpowierzchniowej (HS-SPME).

Odczynniki: Sprzet:

- wzorzec nikotyny 1mg/mL w metanolu - chromatograf gazowy Trace 1300

- wzorzec: amfetamina, metamfetamina, MDA,  sprzezony ze spektrometrem mas ISQ QD
MDEA, MDMA, MBDB, fentermina - strzykawka SPME z wioknem pokrytym
250 pg/mL w metanolu fazg polidimetylosiloksanowa o grubosci
- 3 mL 30% roztworu NaOH filmu 100 pm

- woda destylowana - fiolki o pojemnosci 10 mL zamykane

- aceton cz.d.a. z membranami PTFE/silikon

- pipeta automatyczna o pojemnosci 200 puL
- pipeta automatyczna o pojemnosci 1000 uL
- faZnia olejowa

- myjka ultradzwigkowa

Przygotowanie roztworu wzorcowego nikotyny o zawartosci 50 pg/mL
10 uL metanolowego roztworu nikotyny o zawarto$ci 1mg/mL rozpuszcza si¢ w 190 pL

metanolu.

Przygotowanie roztworu wzorcowego: amfetamina, metamfetamina, MDA, MDMA,
MDEA, fentermina o zawartosci 50 pg/mL
40 pL metanolowego roztworu amin: amfetamina, met amfetamina, MDA, MDMA, MDEA,

fentermina o zawartosci 250 pg/mL rozpuszcza si¢ w 160 pLL metanolu.
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Przygotowanie préobek wlosow do analizy
Kazda probke wloséw pocig¢ na mate kawatki i przepluka¢ wstepnie woda dejonizowang
(przez 15 minut) i nastgpnie acetonem w myjce ultradzwickowej (przez Sminut). Przemyte

probki wysuszy¢ w strumieniu azotu w temperaturze pokojowe;.

Wykonanie oznaczenia

Przemyta probke wlosow (50 mg) umiesci¢ w szklanej zamykanej fiolce o objgtosci 10 mL.
Nastepnie do probki doda¢ 1 mL 30% roztworu wodorotlenku sodu. Fiolke szczelnie zamknagé
i ogrzewaé w temperaturze 70°C przez 20 minut. Po tym czasie przez membrang
silikonowo/teflonowa wprowadzi¢ do naczynia igt¢ SPME i przeprowadzi¢ proces ekstrakcji
na wysunietym wioknie przez Sminut w temperaturze70°C. Nalezy wykona¢ rowniez analize
dla probki wlosow z dodatkiem wzorca — w tym celu do nowej probki wloséw (50 mg) nalezy
doda¢ 10 pL roztworu wzorcowego nikotyny (o stezeniu 50 pg/mL) i 10 pL roztworu
wzorcowego: amfetaminy, metamfetamny, MDA, MDMA, MDEA, fenterminy (o st¢zeniu 50
pg/mL) oraz 1 mL 30% roztworu wodorotlenku sodu a proces ekstrakcji prowadzi¢ w

identycznych warunkach jak dla probki bez dodatku wzorca.

Hok
igta przekluwajgca

sprezynka

zabezpieczenie -

barrel - !
) igha i
okienko wBkno w | powioka

podgladowe ik . ! stopionej
. powiekszeniu krzemionki
holder,

zabezpieczenie

igty

witkno wysuwane z ighy

Budowa uchwytu SPME z zamontowanym wléknem

Proces oznaczania zaadsorbowanej nikotyny na witoknie SPME wykonaé¢ si¢ na
chromatografie gazowym ThermoScientificTrace 1300 sprzezonym z spektrometrem mas ISQ
QD. W tym celu przeprowadzi¢ desorpcje zwigzkéw w temperaturze 250°C, wprowadzajac

wtokno SPME do dozownika chromatografu na 5 minut. Separacj¢ uwolnionych zwigzkéw
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przeprowadzi¢ na kolumnie kapilarnej CP-Sil 5ms (30m x 0,25mm x 0,25um) przy
nastepujacym programie temperaturowym: 60°C przez 2 minuty, przyrost 20°C/min do 250°C
(przez 15 minut). Jako gaz nos$ny zastosowacé hel, przy szybkos$ci przeplywu 1 mL/min.

Dozownik ustawi¢ w trybie pracy - splitless.

Opracowanie wynikow

Dla wykonanych analiz chromatograficznych probki analizowanych wtoséw oraz probki
analizowanych wlosow z dodatkiem roztworow wzorcowych identyfikacje pikow
przeprowadzi¢ w oparciu o dane zamieszczone w ponizszej tabeli — czas retencji i1

charakterystyczne jony fragmentacyjne.

Identyfikacja oznaczanych zwigzkow

Oznaczany zwigzek Czas retencji (min) Jony fragmentacyjne (intensywnos¢)
Amfetamina 11,25 44 (100), 91 (15), 65 (10)
Metamfetamina 11,89 58 (100), 91 (10), 65 (8)

Fentermina 12,24 58 (100), 91 (20), 134 (10)

Nikotyna 15,40 84 (100), 133 (35), 162 (20)

MDA 17,92 44 (100), 136 (44), 135 (44)

MDMA 18,59 58 (100), 77 (27), 135 (29)

MDEA 19,28 72 (100), 44 (27), 135 (10)

Obliczy¢ zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkow w analizowanych probkach - wiedzac, ze
10 puL roztworu wzorcowego nikotyny o stezeniu 50 pg/mLi 10 pL. wzorcowego roztworu
amin (amfetamina, met amfetamina, MDA, MDMA, MDEA, fentermina) o st¢zeniu 50
pg/mL dodanego do analizowanej probki odpowiada 10 ng oznaczanych zwigzkéw w 1 mg
probki wtosow. Ponizej przedstawiono przykladowy chromatogram analizy wlosoéw ciemnych

z zaznaczeniem sygnatow pochodzacych od oznaczanych zwigzkow.
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Przyktadowy chromatogram pokazujacy kolejnos¢ elucji oznaczanych zwigzkow.
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CWICZENIE 7
IDENTYFIKACJA MUSCIMOLU W PROBKACH GRZYBOW
Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI GC-MS

Z posréd znanych ponad 5000 odmian grzybow 80 posiada zwigzki o wlasciwosciach
psychoaktywnych. Cze$¢ z nich jest dostgpna na terenie Polski i jest wykorzystywana do
narkotyzowania. Gldéwnymi substancjami o wlasciwosciach halucynogennych wystepujacymi
w grzybach sa psylocybina oraz towarzyszaca jej psylocyna. Podobne dzialanie posiada
roOwniez baeocystyna bedaca pochodng psylocybiny, a roznigca si¢ jedynie brakiem
podstawnika metylowego przy azocie w tancuchu bocznym, oraz wystepujaca w ilosciach
sladowych norbaeocestyna.

Wilasciwosci psychotropowe posiadaja réwniez muscymol 1 kwas ibotenowy — zwigzki
obecne miedzy innymi w muchomorze czerwonym (Amanitamuscaria) 1 muchomorze
plamistym (Amanitapantherina). Muchomor czerwony jest gatunkiem kosmopolitycznym,
natomiast muchomor plamisty ro$nie w Europie, Azji, Ameryce Polnocnej, a takze w
poludniowej Afryce. Muchomor czerwony w celach psychotropowych stosowany byl od
bardzo dawna, mozna znalez¢ doniesienia si¢gajace czasOw starozytnych. Rytualne
stosowanie Amanitamuscaria oprécz Europy odnotowano rowniez na ternie Syberii oraz Azji.
Obecnie zatrucia Amanitamuscaria wynikaja przede wszystkich ze $wiadomego
wykorzystywania tego gatunku grzyba w celu odurzenia. Zatrucia w przypadku
Amanitapantherina sa przypadkowe 1 wynikaja z powodu pomylenia tego grzyba z gatunkami
jadalnymi takimi jak: Amanitarubescens, Amanitaspissa czy Macrolepiotaprocera.
Psychotropowe wtasciwosci kwasu ibotenowego oraz muscymolu sg interpretowane przez ich
strukturalne podobienstwo do endogennego neuroprzekaznika kwasu glutaminowego 1 kwasu
gama-aminomastowego. Psychoaktywna dawka kwasu ibotenowego wynosi 30-90 mg, a
muscymolu okoto 6-10 mg. Nalezy pamigtac, ze powyzsze ilosci znajduja si¢ juz w jednym
kapeluszu Amanitamuscaria czy Amanitapantherina. Oprocz wymienionych zwigzkow
grzyby te zawierajg rowniez inne substancje czynne (np. muskazon) - jednak ilo$¢ ich nie ma

znaczenia farmakologicznego.
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Odczynniki: Sprzet:
- muscymol - chromatograf gazowy Trace 1300
- n-pentadekan (standard wewnetrzny) sprzezony ze spektrometrem mas ISQ QD
- BSTFA - fiolki o pojemnosci 1,7mL 1 10mL
(N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide, zamykane z membranami PTFE/silikon
Trimethylchlorosilane) - pipeta automatyczna o pojemnosci 200uL

- pipeta automatyczna o pojemnosci 1000uL
- faznia olejowa

- myjka ultradzwigkowa

- butla ze sprezonym azotem

Przygotowanie probek grzybéw do analizy

Czesci grzybow (kapelusz oraz trzon) nalezy poddac liofilizacji i pociaé na drobne kawatki
oraz zmieli¢ w mozdzierzu agatowym na drobny proszek. Nastgpnie odwazy¢ 25 mg probki
przenies$¢ do fiolki i1 ekstrahowaé 1 mL 70% alkoholu metylowego wytrzasajac przez 5 minut.
Probke odwirowac przy 3000 obrotow/minutg przez 3 minuty. 100 pL przesaczu przenies¢ do
oddzielnej fiolki na 1,7 mL i odparowaé¢ do sucha w strumieniu azotu. Do pozostatosci po
odparowaniu doda¢ 25 puL BSTFA, fiolke zamkna¢ i prowadzi¢ reakcj¢ derywatyzacji w
temperaturze 80°C przez okres 30 minut. Nastgpnie doda¢ 25 pL roztworu octanu etylu
zawierajacego 20ug/mL n-pentadekanu jako wzorca wewngtrznego (probke doktadnie

wymiesza¢ najlepiej na wytrzgsarce).

Przygotowanie roztworu standardu wewnetrznego

typ roztworu ilo§¢ wzorca ilo$¢ rozpuszczalnika
(octanu etylu)

roztwor wyjsciowy 13 pL n-pentadekanu 10 mL

roztwor roboczy 20 pL roztworu wyjsciowego n-pentadekanu 980 pL

Przygotowanie krzywej kalibracyjnej

Krzywa kalibracyjng dla muscymolu o zawartosci 25, 50, 150, 400, 1000, 2000 ppm nalezy
przygotowa¢ wzgledem standardu wewnetrznego - n-pentadekanu. W tym celu nalezy
przygotowa¢ 6 probek po 25 mg sproszkowanego grzyba niezawierajagcego muscymolu i

doda¢ 50 pL roztworu zawierajagcego muscymol — poszczegélne punkty do krzywej nalezy
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przygotowac¢ z wedtug tabeli zamieszczonej ponizej. Dalszy tok postepowania jest identyczny
jak w przypadku analizowania probek grzybow, tj. po ekstrakcji metanolem i odparowaniu do
sucha nalezy doda¢ BSTFA i1 50pL standardu wewnetrznego i przeprowadzi¢ reakcje

derywatyzacji.

Przygotowanie roztworu muscymolu do krzywej kalibracyjnej

typ roztworu ilo§¢ wzorca ilo§¢
rozpuszczalnika
(octanu etylu)

roztwoOr wyjsciowy 10 mg muscymolu 1000 pL

roztwor roboczy 2000 ppm 200 puL roztworu wyjsciowego 800 nL

roztwor roboczy 1000 ppm 100 pL roztworu wyjsciowego 900 uL

roztwor roboczy 400 ppm 400 pL roztworu wyjsciowego 1000ppm 600 puL
roztwor roboczy 150 ppm 150 uL roztworu wyjsciowego 1000ppm 850 pL
roztwor roboczy 50 ppm 50 pL roztworu wyjsciowego 1000ppm 950 uL
roztwor roboczy 25 ppm 25 pL roztworu wyj$ciowego 1000ppm 975 uL

Wykresli¢ krzywa kalibracyjng zaznaczajac na osi X zawarto$ci muscymolu a na osi Y
stosunek powierzchni piku pochodzacego od muscymolu do powierzchni piku pochodzacego
od standardu wewnetrznego. Za pomoca regresji liniowej wyznaczy¢ wspotczynnik korelacji,

ktéry powinien wynosi¢ minimum 0,99.

Wykonanie oznaczenia

Analize GC-MS nalezy wykona¢ na chromatografie ThermoTrace 1300 sprzgzonym z
detektorem mas ISQ QD. Detektor nalezy ustawi¢ na pelne skanowanie (tryb TIC) w zakresie
m/z 40-450. Analize iloSciowa nalezy wykona¢ dla wybranych jondéw: m/z 243 dla
muscymolu 1 m/z 57 dla standardu wewnetrznego. Probke w ilosci 1uL nalezy dozowac¢ w
trybie split/splitless 1:30 przy wylaczonym podziale strumienia przez 30 sekund 1
temperaturze 220°C. Temperatura linii transferowej powinna wynosi¢ 250°C a zrodia jondw
200°C. Separacj¢ zwigzkdéw nalezy wykonac na kolumnie kapilarnej pokrytej faza 007-05MS
(30m x 0,25 mm x 0,25um) przy programie temperaturowym: 70°C (1min) przyrost15°C/min
do 300°C (5 min). Przy tak dobranych parametrach rozdzialu chromatograficznego
muscymol-di-TMS powinien eluowaé¢ po okoto10, 30 minutach a standard wewngtrzny (IS)
po 10, 60 minutach. Ponizej zamieszczono widmo mas dla muscymolu-di-TMS oraz

przyktadowy chromatogram pokazujacy kolejnos¢ elucji oznaczanych zwigzkow.
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CWICZENIE 8

OZNACZANIE ZAWARTOSCI ALKOHOLU ETYLOWEGO W
PEYNACH USTROJOWYCH CZELOWIEKA METODA
CHROMATOGRAFII GAZOWE] HEAD-SPACE

Oznaczanie zawarto$ci alkoholu etylowego w ptynach ustrojowych cztowieka na terenie
Polski wykonywane jest od 1957 roku. Obecnie na kraju tego typu badania wykonywane sg w
13 osrodkach policyjnych, a liczba wykonywanych analiz jest na poziomie 7500 rocznie.
Zgodnie z zaleceniami Zarzadu Gloéwnego Polskiego Towarzystwa Medycyny Sadowej i
Kryminologii (z 2004) oraz Instytutu Ekspertyz Sadowych w Krakowie (z 2005) stezenie
alkoholu etylowego w plynach ustrojowych wyznacza si¢ metoda enzymatyczng oraz metoda
chromatografii gazowej. W przypadku tej drugiej techniki wskazane jest aby byla ona
sprzezona z technika analizy fazy nadpowierzchniowej head-space.

Centralne Laboratorium Kryminalistyczne KGP wykonuje ten typ oznaczen zgodnie z
procedura badawcza nr HJ-60/Pb-IV/3/08 ,,Oznaczanie zawartosci alkoholu etylowego we
krwi czlowieka metoda chromatografii gazowej head-space”, w mys$l ktorej badanie
laboratoryjne zabezpieczonego materialu wykonywane jest na dwoch oddzielnie pobranych
probkach przy wykorzystaniu kolumn o odmiennej polarnos$ci. Sama metoda charakteryzuje
si¢ krotkim czasem analizy, wysoka czuto$cig pomiaru oraz duzg selektywnoscia w stosunku
do etanolu. Probke umieszcza si¢ w szczelnie zamykanym naczyniu z membrang silikonowg.
W podwyzszonej temperaturze dochodzi do czg§ciowego odparowania alkoholu etylowego z
oznaczanej matrycy 1 ustalenie rownowagi miedzy faza ciekla a gazowa zgodnie z prawem
Henr'ego-Daltona. Oznaczenie prowadzi si¢ wzgledem wzorca wewngtrznego — tert-butanolu

(2-metylo-2-propanolu).

Odczynniki: Sprzet:
- wzorzec: tert-butanol 0,05%0 w H,O - chromatograf gazowy Trace 1300
- wzorzec: roztwor wodny alkoholu o stg¢zeniach  sprzezony ze spektrometrem mas ISQ QD
w granicach od 0,1%o do 5,0%o - kapilarna kolumna chromatograficzna o
- liofilizowana surowica krwi dhugos$ci 30 m i $rednicy 0,25mm, pokryta
- probki surowicy zawierajace alkohol etylowy  fazg stacjonarng 007-05MS o grubosci
0,25um
- strzykawka gazoszczelna o pojemnosci
1000 pL
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- fiolki head-space o pojemnosci 10mL
zamykane z membranami PTFE/silikon

- fiolki 0 pojemnosci 1,7mL zamykane z
membranami PTFE/silikon

- fiolki 0 pojemnos$ci 4mL zamykane z
membranami PTFE/silikon

- pipeta automatyczna o pojemnosci 200puL
- pipeta automatyczna o pojemnosci 1000uL
- blok grzejny

Przygotowanie roztworow wzorcowych alkoholu etylowego w wodzie

Na wstepie nalezy przygotowaé 2% (v/v) roztwor wyjsciowy alkoholu etylowego w
wodzie poprzez rozpuszczenie 40 pL etanolu w 1960 puL. wody. Nastepnie przygotowac z
roztworu wyjsciowego wedlug ponizszej tabelki wodne roztwory alkoholu etylowego, ktére

po dodaniu do surowicy krwi beda odpowiadaty 0,1%o; 0,2%0; 0,5%0; 2,0%0; 5,0%0 etanolu.

Przygotowanie roztworow etanolu do krzywej kalibracyjnej

typ roztworu 1l0$¢ roztworu roboczego 1lo$¢ rozpuszczalnika (wody)
roztwor 0,1%o 10 uL 990 uL
roztwor 0,2%o 20 uL 980 uL
roztwor 0,5%o 50 uL 950 uL
roztwor 2,0%o 200 pL 800 nL
roztwor 5,0%o 500 uL 500 uL

Przygotowanie roztworu wzorcowego standardu wewnetrznego w wodzie

Przygotowaé wyjsciowy 2% v/v roztwor ftert-butanolu w wodzie poprzez rozpuszczenie
20uL tert-butanolu w 980ul wody. Nastepnie przygotowaé roztwodr roboczy fert-butanolu,
ktory bedzie dodawany jako standard wewnetrzny do roztwordw krzywej wzorcowej i

probek. Otrzymujemy go przez zmieszanie 50 pL roztworu wyjsciowego z 950 uL. wody.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Do 5 fiolek o pojemnosci 10mL nalezy odmierzy¢ 100ul surowicy oraz po 100uL
roztworOw zawierajacych poszczegodlne stezenia alkoholu etylowy oraz 100ul standardu
wewngetrznego (tert-butanolu). Fiolki szczelnie zamkng¢ 1 inkubowa¢ w bloku grzejnym w

temperaturze 60°C przez 15 minut.
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Przygotowanie prébek surowicy do analizy
Do fiolki z probka surowicy do badan (100ul) nalezy doda¢ 100uL wody oraz 100uL
roztworu standardu wewnetrznego. Fiolke szczelnie zamkna¢ i inkubowaé w bloku grzejnym

w temperaturze 60°C przez 15 minut.

Wykonanie oznaczenia

Proces oznaczania alkoholu etylowego wykona¢ si¢ na chromatografie gazowym
ThermoScientificTrace 1300 sprzgzonym z spektrometrem mas ISQ QD. Spektrometr mas
nalezy ustawi¢ w trybie skanowania jonéw od 15 do 60 m/z. Temperatura linii transferowe;j
powinna wynosi¢ 250°C a zrédia jonow 200°C. Rejestracje jonow nalezy rozpoczaé po
1,20minuty od momentu wprowadzenia probki. W tym celu nalezy pobra¢ z inkubowanej
fiolki head-space (10mL) strzykawka gazoszczelng objetos¢ 200uL fazy nadpowierzchniowe;.
Separacj¢ analizowanych zwigzkoéw przeprowadzi¢ na kolumnie kapilarnej 007-05MS (30m x
0,25mm x 0,25um) przy izotermicznym programie temperaturowym: 40°C przez 2,5 minuty.
Jako gaz no$ny zastosowac hel, przy szybkosci przeptywu 1,5mL/min. Temperatura
dozownika powinna wynosi¢ 250°C, tryb pracy split a podziat strumienia powinien wynosi¢

1:20.

Opracowanie wynikow

Na podstawie stosunku powierzchni pikéw etanolu dla poszczegdlnych stgzen do
powierzchni piku wzorca wewngtrznego (fert-butanolu) wykresli¢ krzywa wzorcowa (rysunek
4), ktora postuzy do odczytania zawartosci etanolu w badanych probkach surowicy. W celu
sporzadzenia krzywej piki nalezy integrowa¢ wzgledem najintensywniejszych jonow to jest
dla alkoholu etylowego dla jonu m/z=31 a dla alkoholu fert-butylowego wzgledem jonu
m/z=59.

Wszystkie pomiary, tj. dla probek oraz roztworéow do sporzadzenia krzywej nalezy
wykona¢ podwdjnie. Krzywa oraz sam pomiar nalezy odczyta¢ na podstawie wartosci

srednich.
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Przyktadowy chromatogram pokazujacy kolejnos¢ elucji oznaczanych sktadnikow
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Przykladowa krzywa wzorcowa oznaczania alkoholu etylowego w osoczu
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CWICZENIE 9
METODY IDENTYFIKACYJNE W CHEMII SADOWE]

9.1. ANALIZA ODCISKOW PALCOW

9.1.1. UJAWNIANIE ODCISKOW PALCOW ZA POMOCA PROSZKOW
DAKTYLOSKOPIJNYCH I BIALEGO CEMENTU I KURKUMY

Odczynniki: Sprzet:

- proszek grafitowy - delikatne pedzle

- wegiel drzewny (utarty na proszek) - szalki Petriego

- bragz aluminiowy ,,BRAZAL” - mozdzierz porcelanowy

- sproszkowany tlenek zelaza(III) - szklane talerze, szklanki, butelki
- sproszkowane zelazo gladkie kafelki/glazura/ptytki

- etanol - szeroka tasma przylepna

- bialy cement - bialy papier

- kurkuma - plyta CD

- folia aluminiowa
- folia plastikowa

Wykonanie:

Pozostawi¢ odciski palcow (im bardziej spocone dlonie, tym lepszy efekt) na dostepnych
przedmiotach podanych w opisie ¢wiczenia (szklane talerze, szklanki, butelki, gladkie
kafelki/glazura/ptytki). W zaleznosci od rodzaju powierzchni stosuje si¢ réznego rodzaju
proszki, najczeSciej na jasng powierzchni¢ stosuje si¢ ciemny proszek. Niewielka ilo$¢
wybranego proszku umiesci¢ w szalce Petriego i1 delikatnie zanurzy¢ w nim pedzelek.
UWAGA!!! Nalezy nabiera¢ nieznaczne ilo$ci proszku na pedzelek, gdyz mozna zamazaé
slady. W przypadku zamazania §ladéw pedzelkiem z proszkiem, miejsce na przedmiocie
przetrze¢ dokladnie wacikiem nasaczonym etanolem i1 nanie$¢ $lad ponownie. Pedzelek
zanurzony w proszku delikatnie przesuwamy po calej powierzchni przedmiotu w celu
ujawnienia $ladow odciskoéw palcow. Nastepnie na ujawniony $lad przyklejamy tasme klejaca
1 po chwili delikatnie odklejamy starajgc si¢ nie przesuwac jej powierzchni, aby nie zamazaé
sladow, po czym naklejamy na kawatek biatego papieru w celu utrwalenia odcisku. Proszek
przylega tylko do $ladéw pozostawionych przez palce. Odcisk palca zostaje ujawniony w

kolorze uzywanego proszku w postaci linii papilarnych.
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Sproszkowana kurkuma zawierajagca barwnik kurkuming moze by¢ stosowana z dobrym
skutkiem do wielu roznych powierzchni: plastikowa folia, powierzchnie drewniane, folii

aluminiowej, na obu stronach ptyt CD,

O OH
T
OH
OCH; OCH; OCH3 OCH;
forma keto kurkuminy forma enolowa kurkuminy

9.1.2. UJAWNIANIE ODCISKOW PALCOW ZA POMOCA PAR JODU

Odczynniki: Sprzet:

- jod elementarny - stoik z nakretka

- piasek - faZnia piaskowa lub ptyta grzejna
- 1% roztwor skrobi (zawiesina) - papier (najlepiej do drukarki)

- szczypcee (pinceta)
- tasma klejgca
- rozpylacz

Wykonanie:

Jod zostaje zaadsorbowany na powierzchni §ladu poprzez oddzialywanie z substancjami
pozostawionymi przez palce na danej powierzchni (np. pot, woda, ttuszcz). Odciski po
ujawnieniu beda widoczne w postaci brazowawych linii papilarnych. Po wyjeciu ze stoika
nalezy w pierwszej kolejnosci usunagé¢ ewentualny nadmiar jodu poprzez umieszczenie kartki z
ujawnionymi $§ladami pod dygestorium (Uwaga! Pary jodu sa szkodliwe) na statywie na

powietrzu.
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Utrwalanie odciskow:

- spryskac¢ kartke 1% roztworem skrobi (przed uzyciem pojemnik z roztworem wstrzasnac)

- poniewaz pary jodu sg dos$¢ lotne dlatego po wyjeciu z komory (stoika) paska papieru z
ujawnionymi odciskami palcéw i usunigciu nadmiaru jodu, nalezy przyklei¢ jak najszybciej
obustronnie tasme klejaca, w przeciwnym razie beda one widoczne tylko przez krotki okres

czasu.

9.1.3. UJAWNIANIE ODCISKOW PALCOW ZA POMOCA ROZTWORU

NINHYDRYNY
Odczynniki: Sprzet:
- 0,1 g ninhydryny - 2 zlewki po 100 mL
- 50 mL metanolu - cylinder miarowy
- 1,5 mL lodowatego kwasu octowego - pipeta

-rozpylacz
- papier (najlepiej do drukarek)
- listwy drewniane

Uwaga! Wszystkie czynnosci w ¢wiczeniu nalezy wykonywac¢ pod dygestorium i
sprawnie dzialajacym wyciagiem!

Metoda stosowana do ujawniania odciskéw palcOw na papierze i drewnie.

Wykonanie:
Przygotowanie roztworu ninhydryny: odwazy¢ 0,1 g ninhydryny, wsypa¢ do zlewki, w ktorej
znajduje si¢ S0 mL metanolu 1 dokladnie wymiesza¢. Nastepnie doda¢ 1,5 mL lodowatego

kwasu octowego.

Metoda 1
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Kartke papieru z ujawnionymi odciskami palcow nalezy spryska¢ roztworem ninhydryny (w
postaci mgietki) i suszy¢ przez kilka minut na powietrzu. Nastepnie kartke papieru ogrzewac
nad plyta grzejng. Jezeli jako$¢ ujawnionych odciskow nie jest dostatecznie dobra, to nalezy

powtorzy¢ catg procedure.

Metoda 2

Kartke papieru z ujawnionymi odciskami palcow nalezy spryskaé¢ roztworem ninhydryny (w
postaci mgietki) 1 suszy¢ przez kilka minut na powietrzu. Nastepnie kartke papieru ogrzewa
si¢ w piecu wysokotemperaturowym przez 30 minut umieszczajgc obok naczynie z wodg (w
temperaturze 90-100°C).

Ujawnione odciski placow przyjmuja barwe fioletowo-niebieska (jezeli do roztworu
ninhydryny nie zostatl dodany lodowaty kwas octowy) lub jasnofioletowo-rozowa (roztwor

ninhydryny z dodatkiem lodowatego kwasu octowego).

Ponizszy schemat prezentuje produkty reakcji ninhydryny z aminokwasami w $rodowisku

kwasnym i obojetnym.

@ * + CO, + 3H,0

@ ‘ + CO, + 3H,0 + H*

Ninhydryna (2,2-dihydroksyindano-1,3 dion) jest reagentem odznaczajagcym si¢ duzym
powinowactwem do aminokwasow, polipeptydow 1 biatek, ktore sg pozostawiane na papierze.
Ninhydryna pozostaje w rownowadze z indano-1,2,3-trionem, ktéry tworzy zasad¢ Shiffa z

aminokwasami. W reakcji tworzy sie ketoimina, ktora rozktada si¢ z utworzeniem aldehydu i
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przejsSciowo aminy, reagujacej na zasadzie kondensacji z innymi czasteczkami ninhydryny

tworzac purpur¢ Ruhemanna.

9.1.4. UJAWNIANIE ODCISKOW PALCOW ZA POMOCA METODY
CYJANOAKRYLOWE] I BARWNIKA BASIC YELLOW 40

Odczynniki: Sprzet:

- cyjanoakryl - krystalizator

- etanol - metalowy przedmiot o gladkiej powierzchni
- 0.2 g barwnika Basic Yellow 40 - plyta grzejna

Podstawa metody jest fakt, iz estry kwasu cyjanoakrylowego polimeryzuja na $ladach linii
papilarnych w postaci trwatego biatoszarego osadu. Proces polimeryzacji katalizowany przez

wode i sktadniki wydzielin tojowych przebiega nastepujaco:

COOR COOR |
| temp. [ |

n H2c=r ' \\ H2C-C —
CN CN Jn

Uwaga! Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢ pod wyciagiem! Cyjanoakryl

momentalnie skleja skore!

Wykonanie:

Powierzchni¢ (np. metalowg) przemy¢ etanolem w celu odtluszczenia 1 pozostawi¢ na niej
kilka odciskow palcow. W parowniczce umie$ci¢ metalowy przedmiot z odciskami palcow 1
wlozy¢ do krystalizatora wypelnionego woda do 1/3 objetosci. Nastgpnie niewielka ilos¢
kleju cyjanoakrylowego umiesci¢ w matlej zlewce lub fiolce 1 postawi¢c w krystalizatorze.
Calo$¢ przykry¢ folig aluminiowg i podgrza¢ do temperatury 40-60 °C za pomocg plytki
grzejnej. Odciski palcow zostaja uwidocznione w postaci biatoszarych linii papilarnych.
Cyjanoakryl polimeryzuje w obecnosci wody, a jej duza zawarto$¢ w $ladach
daktyloskopijnych sprzyja reakcji polimeryzacji.

Przygotowanie roztworu barwnika Basic Yellow 40: rozpusci¢ 0,2 g barwnika w 100 mL
metanolu i1 przela¢ do spryskiwacza. W celu lepszego uwidocznienia uzyskanego wizerunku
linii papilarnych nalezy rozpyli¢ metanolowy roztwoér barwnika Basic Yellow 40 na

metalowej powierzchni z odciskiem, umiesci¢ pod lampa UV 1 zaobserwowac zotte slady.
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9.1.5. UJAWNIANIE SLADOW LINII PAPILARNYCH ROZTWOREM BAZUJACYM
NA REAKCJI RED-OX

Odczynniki: Sprzet:

- 25 g kwasu maleinowego/L roztworu - butelki/ duze zlewki

- 10g AgNOs - szklane/ plastikowe pojemniki do

- 80g (NHy),Fe(SO4),-6H,0 (s61 Mosha) wywotywania

- 30g Fe(NOs3)s3 - butla z ciemnego szkta poj. 0,5 Llub 1 L
- 20g kwas cytrynowy - plastikowe szczypce

- 0.23 g octan n-dodecyloaminy (detergent _ papierowy dokument z niewidocznymi
kationowy) sladami linii papilarnych

- podchloryn sodu NaClO

- wytrzasarka

Prezentowana technika ujawniania $ladow linii papilarnych polega na oddzialywaniu
pomiedzy tlhuszczami i wyzszymi kwasami karboksylowymi zawartymi w substancji potowo-
thuszczowej ze srebrem koloidalnym wydzielanym in situ w reakcji bazujacej na reakcji
redox. W wyniku tego oddziatywania nast¢puje wizualizacja/zobrazowanie pozostawionych
na danej powierzchni §ladow linii papilarnych w postaci charakterystycznych odciskéw o
ciemnoszarej lub czarnej barwie.

Aby uzyska¢ zadowalajace wyniki za pomocg tej techniki na podlozach papierowych
warto zastosowac ich przemycie wstepne z uzyciem roztworu kwasu maleinowego. 25g
kwasu maleinowego rozpusci¢ w 1 L wody destylowanej i umiesci¢ w szklanym lub
plastikowym naczyniu na 5-10 minut, na tak dtugo, az przestang si¢ wytwarza¢ pgcherzyki
powietrza. Po tym czasie wyja¢ z pomoca plastikowych szczypiec 1 umie$ci¢c w roztworze

wywotujacym, wezesniej przygotowanym wedtug podanego opisu.

Mieszanina do ujawniania $ladéw linii papilarnych za pomoca reakcji redox sklada si¢ z
nastepujacych roztworow:
A. Wodny roztwor azotanu(V) srebra
B. Roztwor jondw zelaza(Il) 1 zelaza(Ill) tworzacy sprzezong pare jondw wywotujacych
proces redukcji
C. Bufor kwasowy, kwas cytrynowy

D. Detergent kationowy, octan n-dodecyloaminy

Jony zelaza(Il) redukujg jony srebra(I), a jednocze$nie same utleniajg si¢ do jondéw zelaza(III)

+ 2+ o 3+
Ag +Fe — Ag + Fe
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Reakcja ta jest odwracalna, gdyz jony zelaza(Ill) ponownie utleni¢ metaliczne srebro do
jonow srebra(l). Aby temu zapobiec do mieszaniny ujawniajacej $lady linii papilarnych
dodaje si¢ kwasu cytrynowego HOOC-CH,-C(OH)(COOH)-CH,-COOH. Kwas cytrynowy
kompleksuje jony zelaza(Ill), przez co jakby usuwa je z mieszaniny, co dalej powoduje
prawidtowe zajscie reakcji redox. Poza tym kwas cytrynowy obniza pH calego roztworu, co
jest istotne, gdyz najlepsze efekty uzyskuje w roztworze o delikatnie kwasnym odczynie.

Wydzielone w reakcji redox srebro ma forme¢ koloidalng i w takiej formie dobrze oddziatuje z
wyzszymi kwasami karboksylowymi 1 thuszczami, ktére sg sktadnikami (pozostawionych na
przedmiotach) $ladow linii papilarnych, powodujac ich wujawnienie. Aby zapobiec
ewentualnemu wydzieleniu si¢ srebra w postaci osadu dodaje si¢ kationowego detergentu:
octanu n-dodecyloaminy [CH3(CH2)1OCH2NH3]+[CH3COO]_. To dziatanie powoduje

wytworzenie oddziatywania srebro-detergent, co w uproszczeniu mozna zapisaé¢ jako:
~{Ag[CH3(CH2)10CH2NH3]}»Jr ~ {Ag [CHg(CH2)10CH2NH3]}+, to zjawisko okreslono mianem
peptyzacji.

W celu ujawnienia §ladoéw linii papilarnych nalezy sporzadzi¢ 3 roztwory: A, B i C, a
nastgpnie przygotowuje si¢ z nich roztwor wywotujacy. Aby roztwor wywotujacy byt
odpowiednio aktywny, nie nalezy go zbyt dlugo przechowywa¢, wobec czego do danego
¢wiczenia zastosowac ilosci pieciokrotnie pomniejszone wzglegdem podanych nizej
wynikajacych z oryginalnej receptury.

Do wykonania analizy nalezy uzy¢ pigciokrotnie mniej poszczegdlnych odczynnikow.

Roztwér A: 0.23 g octan n-dodecyloaminy nalezy rozpusci¢ w 40mL wody destylowane;.
Roztwor B: Do 900 mL wody destylowanej nalezy dodawac¢ kolejno porcjami odwazone
odczynniki: 30g azotanu(V) zelaza(IIl), 80g soli Mosha (siarczan(VI) amonu- zelaza(Il)) oraz
20g kwasu cytrynowego.

Roztwér C: 10g azotanu srebra nalezy rozpusci¢ w 50 mL wody destylowanej. Taki roztwor
nalezy przechowywac¢ w butelce z ciemnego szkla i najlepiej w ciemnym miejscu (w szafie).
Wszystkie te roztwory zachowuja swoje wilasciwosci przez pot roku, potem ich dziatanie

ulega ostabieniu.

Roztwér wywolujacy
Poprzez odpowiednie zmieszanie roztworow A, B 1 C otrzymuje si¢ roztwor wywolujacy. Do

duzego naczynia/butli z ciemnego szkla o poj. 0,5L lub 1L przela¢ roztwor B i doda¢ do
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niego roztwor A i mieszac¢ przez 2 minuty. Nastepnie dodaje si¢ roztwor C ciagle mieszajac

przez kolejne 2 minuty.

Tak uszykowany roztwor wywotujacy nalezy umiesci¢ w szklanym lub plastikowym
pojemniku i ustawi¢ na wytrzasarce lub tez wytrzasac recznie poprzez delikatne przesuwanie
pojemnika prawo-lewo, co powoduje przemieszczanie si¢ przedmiotu znajdujacego si¢ w
roztworze wywotujacym. W celu dobrego uwidocznienia element papierowy mozna
pozostawi¢ w tym roztworze pot godziny nawet do 1 tygodnia.

Potem nalezy element papierowy wyja¢ za pomocg plastikowych szczypiec i przemy¢ w
koncowym roztworze 3% podchlorynu sodu. Przemycie to ma na celu utrwalenie
uwidocznionych $ladéw linii papilarnych, gdyz zachodzi reakcja utlenienia elementarnego
srebra wedlug schematu:

OCI +2Ag — Ag,0 +CI

Ponadto podchloryn sodu ma wiasciwosci wybielajace przez co kartka papieru ulega
rozjasnieniu, a to daje lepszy kontrast pomiedzy $§ladem a ttem. Na koniec element papierowy
mozna jeszcze przemy¢ w wodzie destylowanej. Nastepnie element papierowy wyjac i

wysuszyc.

9.1.6. UJAWNIANIE SLADOW KRWAWYCH ZA POMOCA LUMINOLU I

BARWNIKA AMIDO BLACK
Odczynniki: Sprzet:
- 5 g weglanu sodu - zlewki 100 mL, 250 mL
- 0,5 g luminolu - cylinder miarowy

- 15 mL perhydrolu

- krew np. drobiowa

- przecier pomidorowy, ketchup,

- soki owocowe (np. czarna porzeczka, wisnia)
- soki warzywne (np. z burakow)

- 0.2 g barwnika Amido Black

- 10 mL lodowatego kwasu octowego

- 90 mL metanolu

- kawalki tkaniny bawetniane;j
- spryskiwacz

Za pomoca tej metody mozna wykry¢ nawet mate plamki krwi niewidoczne gotym okiem.
Metoda ta moze by¢ stosowana zaréwno do starych jak 1 $wiezych sladow krwawych. W
wyniku reakcji 30% nadtlenku wodoru z luminolem w $rodowisku zasadowym dochodzi do
utlenienia luminolu, co zostato przedstawione na schemacie obrazujacym reakcje luminolu z
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plamami krwawymi. W tej reakcji katalizatorem jest hem pochodzacy z krwi. W wyniku
reakcji powstaje s6l kwasu aminoftalowego, ktéra emituje energie w postaci Swiatla.

Amido Black to barwnik proteinowy, czuly na skfadniki krwi. Stosowa¢ go mozna do
ujawnienia lub wzmacniania $ladow naniesionych krwig na powierzchniach porowatych i
gladkich. Niewidoczne §lady linii papilarnych mozna ujawnia¢ na tworzywach sztucznych,
drewnie lakierowanym oraz powierzchniach papierowych.

Roztwoér odczynnika Amido Black (AB) przygotowac przez zmieszanie 2 g (AB) z 100 mL
lodowatego kwasu octowego i 900 mL metanolu. Jednorazowo przygotowa¢ 100 mL

roztworu odczynnika.

NH, o NH, (o} NH2 o
NH  *+H20,/[0H] N +H,0,/ 20H oNH -n,
| —_— —_— | | —
NH -2H,0 N -2H,0 O NH haé;:\l/lllzator
o o o
[ NH, O 7 NH, O
hv ;{’ 0
 — —_—
o o

Schemat reakcji luminolu z nadtlenkiem wodoru w Srodowisku zasadowym w obecnoSci
hemu

Wykonanie:

Przygotowanie roztworu luminolu (zlewka o pojemno$ci 250 mL): rozpusci¢ 5 g weglanu
sodui 0.5 g luminolu w 100 mL wody destylowanej; do catlosci doda¢ 15 mL perhydrolu.
Kilka dni wczes$niej nalezy nanie$¢ na tkaning bawelniang (! wazne, aby tkanina nie byta

wczesniej prana z zastosowaniem wybielaczy optycznych, gdyz ich sktadniki powodujg
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swiecenie w $wietle lampy UV calej jej powierzchni) krople krwi oraz przecier pomidorowy,
ketchup, sok owocowy. Zbada¢ mozna takze §wiezo naniesione na bawetniang tkaning plamy
krwi oraz przecieru pomidorowego czy ciemnego soku owocowego lub warzywnego (np. z
burakow). Wczesniej przygotowane kawatki tkaniny z plamami umie$ci¢ w ciemnym miejscu
1 spryska¢ przygotowanym roztworem, w razie potrzeby spryska¢ powtornie. Plamy obejrzec
w $wietle lampy UV. Krwawe plamy (stare) pod wptywem odczynnika przez pewien czas
swiecg, co jest jeszcze lepiej widoczne w §wietle lampy UV. W przypadku swiezych plam
krwawych pod wplywem odczynnika obserwujemy pienienie si¢ na powierzchni tkaniny

(kataliza rozktadu nadtlenku wodoru).

9.1.7. UJAWNIANIE SLADOW KRWAWYCH ZA POMOCA
LEUKOFLUORESCEINY I H20:

Odczynniki: Sprzet:

- 0,1 g fluoresceiny - zlewka 200 mL

- 2 g pylu cynkowego - mieszadto magnetyczne
- 1 g wodorotlenku sodu - bagietka

- woda destylowana

- 3% nadtlenek wodoru

- wyschnigte $lady krwawe pozostawione na
tkaninie lub bibule

- dwa spryskiwacze

Fluoresceina w silnie zasadowym $§rodowisku bardzo silnie fluoryzuje pod wptywem $§wiatta

UV.
HO o o HO o} OH
H
COOH COOH
‘ NaOH(aq), Zn O
HO l o l o HO o OH
H
COOH COOH
‘ NaOH(aq), Zn ‘
Reakcja redukcji fluoresceiny do leukofluoresceiny
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W doswiadczeniu nalezy sprawdzi¢ dzialanie roztworu leukofluoresceiny i nadtlenku wodoru
na §lad krwawy. Najpierw nalezy przygotowac roztwor leukofluoresceiny dziatajac na

fluoresceing roztworem wodorotlenku sodu i pytem cynkowym.

Wykonanie:

Przygotowanie roztworu leukofluoresceiny:

0.1g Fluoresceiny i 1g wodorotlenku sodu nalezy rozpusci¢ w 25 mL wody destylowanej i
nastepnie doda¢ 2 g pylu cynkowego. Tak powstala mieszanina odznacza si¢ bardzo
ciemnoczerwong, wrecz czarng barwa. W celu zupelnego przereagowania mieszaning nalezy
miesza¢ ok. 1 godzing na mieszadle magnetycznym. Po przereagowaniu roztwor staje si¢
klarowny i barwy zoltej. JeSli zmiana nie nastgpi, to nalezy mieszanine ogrza¢ do 60°C.
Fluoresceina redukuje si¢ pod wptywem cynku do leukofluoresceiny (fluorescyny), a zmiana
ta polaczona jest ze zmiang zabarwienia tych zwigzkéw. Tak przygotowany roztwdr mozna
dlugo przechowywac¢ jednak szczelnie zamknigty korkiem lub w butelce z gwintem, aby nie

byto dostepu tlenu z powietrza.

Przygotowanie roztworu A (rozcienczona leukofluoresceina): Nalezy pobra¢ 1 mL

wcezesniej przygotowanego roztworu leukofluoresceiny i doda¢ do 24 mL wody destylowanej
i nastepnie przela¢ do rozpylacza.

Roztwér B, to 3% wodny roztwor H,O, ktory nalezy tez przela¢ do drugiego rozpylacza.
Wyschniety §lad krwawy w $wietle dziennym ma barwe bragzowa, umieszczony pod lampa
UV nie wykazuje zadnych zmian, natomiast po obfitym spryskaniu roztworem A oraz nieco
roztworem B naswietlajagc lampa UV mozna zaobserwowa¢ wokot plamy intensywne
z6ltozielone $wiecenie. Zjawisko to wynika z faktu, ze sama leukofluoresceina nie wykazuje
Swiecenia w tych warunkach, jednak pod wplywem nadltlenku wodoru i w obecnosci hemu
ulega utlenieniu do fluoresceiny. Jednak nalezy pamigtac, ze najlepsze efekty uzyskuje si¢ dla
plam krwawych cienszych, te zbyt grube nie dajg tak efektownego $wiecenia, wtedy jest ono

widoczne jedynie na brzegach plamy krwawe;j.
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9.2. ANALIZA ODCISKOW USZU

9.2.1. UJAWNIANIE ODCISKOW USZU ZA POMOCA PROSZKOW

DAKTYLOSKOPIJNYCH
Odczynniki: Sprzet:
- metanol - delikatne pedzle
- aceton - szalki Petriego
- proszek grafitowy - ptytka szklana 15 x 15 cm
- sproszkowany tlenek zelaza(III) - szeroka tasma przylepna
- wegiel drzewny - biaty papier
Wykonanie:

Plytke szklang nalezy dokladnie przetrze¢ acetonem i metanolem w celu usuniecia wszelkich
zabrudzen. Nastgpnie polozy¢ na dloni i dokladnie docisnagé¢ do ucha osoby, od ktorej
pobierany jest odcisk do analizy. Odciski mozna pobiera¢ od oséb z bizuterig na uszach lub
bez niej. Optymalny ciagly docisk szklanej ptytki nalezy prowadzi¢ od goéry do dotu
matzowiny usznej. Odciski mozna pobiera¢ z prawego i1 lewego ucha. Nastepnie szklang
powierzchni¢ nalezy delikatnie opyli¢ proszkiem (jednym z podanych) i réwnie delikatnie
pobra¢ odcisk za pomoca tasmy. Tak uzyskany odcisk przyklei¢ do gtadkiej kartki papieru.

Na podstawie uzyskanego odcisku okresli¢ ksztatt matzowiny usznej i poda¢ mozliwie duzo

informacji o jej budowie.

9.2.2. UJAWNIANIE ODCISKOW USZU ZA POMOCA NINHYDRYNY

Odczynniki: Sprzet:

- 1 mg ninhydryny - ptytka szklana 15 x 15 cm

- 100 mL acetonu - papier (80GSM lub o gramaturze 100)
- 1 mL kwasu octowego - Zraszacz

- 3 mL odczynnik Photo Flo - szeroka tasma przylepna

- 0.3 g czarny proszek SPR - zlewki

Wykonanie:

W celu ujawnienia odcisku malzowiny usznej z zastosowaniem roztworu ninhydryny, na
ptytce szklanej nalezy umiesci¢ kartke papieru (80GSM lub o gramaturze 100). Plytke

potozy¢ na dioni 1 doktadnie docisng¢ do ucha osoby, od ktorej pobierany jest odcisk do
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analizy. Optymalny ciagly docisk szklanej ptytki nalezy prowadzi¢ od gory do dotu

matzowiny usznej.

Przygotowywanie roztworu ninhydryny: 1mg ninhydryny rozpusci¢ w 100 mL acetonu,
doda¢ 1 mL kwasu octowego mieszajagc do uzyskania klarownego roztworu. Przenies¢ do
rozpylacza. Tak przygotowanym roztworem spryska¢ $lady pozostawione na kartce papieru.
Po minucie kartke wlozy¢ do suszarki o temperaturze 60-80°C na 5-10 minut.

Analizowang kartke papieru po ujawnieniu odcisku mozna zabezpieczy¢ tasma i przyklei¢ do
arkusza papieru.

W celu polepszenia obrazu uzyskanego odcisku nalezy zastosowac proszek SPR z dodatkiem
odczynnika Photo Flo i obserwowaé¢ w $wietle lampy UV. Ujawnione $lady potowo-
tluszczowe barwig si¢ na grafitowy kolor. Gdy $lad jest jeszcze mokry nalezy go najpierw
sfotografowac.

Roztwor roboczy Proszku SPR przygotowaé przez wymieszanie proszku w wodzie z
dodatkiem odczynnika Photo-Flo. Roztwdr roboczy wla¢ do pustej butelki ze spryskiwaczem
1 rozpyli¢ na badanej powierzchni. 30 g proszku SPR wystarcza na 1 litr wody. Jednorazowo
przygotowa¢ 10 mL roztworu roboczego (0,3 g SPR, 3 mL odczynnika Phot Flo).

Na podstawie uzyskanego odcisku okresli¢ ksztalt malzowiny usznej i poda¢ mozliwie duzo

informacji o jej budowie.

9.2.3. UJAWNIANIE ODCISKOW USZU ZA POMOCA PAR JODU

Odczynniki: Sprzet:

- jod elementarny - stoik z nakretka

- aceton - szczypce (pinceta)

- metanol - ptytka szklana 15 x 15 cm

- papier (80GSM lub o gramaturze 100)
- szeroka tasma przylepna
- biaty papier

Wykonanie:

W celu ujawnienia odcisku matzowiny usznej z zastosowaniem par jodu, na ptytce szklanej
nalezy umiesci¢ kartke papieru (80GSM lub o gramaturze 100). Nastepnie ptytke potozy¢ na
dloni i doktadnie docisng¢ do ucha osoby, od ktorej pobierany jest odcisk do analizy.

Optymalny ciagly docisk szklanej ptytki nalezy prowadzi¢ od gory do dotu malzowiny uszne;j.
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Kartke papieru z pobranym odciskiem nalezy umiesci¢ w komorze z jodem i odczeka¢ kilka
minut. Wyja¢ szczypcami kartke papieru i po ujawnieniu odcisku mozna zabezpieczy¢ tasma i
przyklei¢ do arkusza papieru. Na podstawie uzyskanego odcisku okresli¢ ksztatt matzowiny

usznej i poda¢ mozliwie duzo informacji o jej budowie.

9.3. UJAWNIANIE SLADOW STOP, BUTOW ORAZ OPON
SAMOCHODOWYCH ZA POMOCA ODLEWOW GIPSOWYCH

Odczynniki: Sprzet:
- CaSO0y-'/,H,0 gips budowlany - miska lub pojemnik do przygotowania masy
(nie szpachlowy) gipsowej
- ziemia np. podloze kwiatowe - pojemnik np. blacha do pieczenia ciasta do
- lakier do wlosow wykonania odcisku
- szczotka

Czesto na miejscu zdarzenia znajduje si¢ nie tylko odciski palcow, ale takze odciski butdow,
stop czy S$lady opon samochodowych. Tego rodzaju §lady ujawnianie s3 na podtozu
piaszczystym badz ziemistym. W celu pordwnania odcisku znalezionego na miejscu zdarzenia
z obuwiem zarekwirowanym od podejrzanych nalezy wykona¢ odlew ujawnionego $ladu.
Znaleziony $lad nalezy oczysci¢ z kamieni, lisci badZz innych przedmiotéw przed wylaniem
masy gipsowej. W przypadku, gdy w zaglebieniach §ladu znajduje si¢ woda powinna ona
zosta¢ usunig¢ta za pomoca pipetki lub bibuly. Masa gipsowa po zastygnigciu odwzorowuje
doktadnie ksztatt stopy, $lad podeszwy buta lub opony samochodowe;.
Zastyganie (twardnienie) masy gipsowej zachodzi wedtug réwnania:

2 (CaS04-'/,H,0) + 3 H,0 — 2 (CaSO4-2H,0)
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Wykonanie:

Pojemnik wypetni¢ wilgotng ziemig i wyrownac jej powierzchnie. Wykona¢ odcisk stopy lub
buta i nastgpnie w celu utrwalenia spryskac lakierem. W drugim pojemniku rozrobi¢ mase¢
gipsowa dodajac wode w sposob zalecany przez producenta gipsu, szybko i1 dobrze
wymiesza¢. W miejscu gdzie §lad jest najglebszy rozpocza¢ wlewanie przygotowanej masy
gipsowej. Nalezy wla¢ w zaglebienie $ladu odpowiednio grubg warstwe masy gipsowej, aby
zapobiec jej pgkaniu przy podnoszeniu. Nastepnie odczekaé do catkowitego stwardnienia
masy. Uwagal!!! Zestalony odcisk gipsowy bardzo delikatnie wyja¢ z ziemi i usunac jej

nadmiar za pomocg szczoteczki, sptuka¢ wodg i pozostawi¢ do wyschnigcia.

9.4. UJAWNIANIE USUNIETYCH NUMEROW I OZNACZEN Z KLUCZA

Odczynniki: Sprzet:
- 10 mL stezonego kwasu solnego - klucz lub przedmiot metalowy
- 1 g bezwodnego chlorku zelaza(II) - szalka Petriego

- zlewka 100 mL

- pilnik metalowy np. mosi¢zny
- papier $cierny gruboziarnisty
- lopatka

- szczypcee

- cylinder miarowy 50 mL

W celu ujawnienia usunigtych przez sprawcow (najczesciej nozem lub pilnikiem) numerow,
oznaczen czy kodow z przedmiotow metalowych (klucze, czesci samochodowe, bron palna
oraz inne) uzytych podczas przestgpstwa badz skradzionych stosuje si¢ metode
metalograficznego wytrawiania (kontrastowania). Za pomoca odpowiednio dobranych
odczynnikow mozliwe jest ujawnienie na przedmiotach metalowych wczesniej
wygrawerowanych oznaczen. W miejscu, w ktorym grawerowano oznaczenie, jednolita
struktura metalu zostaje zaburzona. Dzigki temu proces utlenienia zachodzi szybciej niz w

pozostatych nieuszkodzonych fragmentach.

Wykonanie:
Za pomoca papieru Sciernego wygladzi¢ powierzchni¢ klucza lub innego metalowego
przedmiotu (niemagnetycznego), z ktérego usuni¢to wygrawerowane oznaczenie.

Nastepnie przygotowac roztwor 1 g chlorku zelaza(IIT) w 10 mL stezonego kwasu solnego.
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Uwaga! Wszystkie czynno$ci w ¢wiczeniu nalezy wykonywaé pod dygestorium i

sprawnie dzialajacym wyciagiem!

Przygotowany klucz (lub inny ptaski metalowy element) umiesci¢ w szalce Petriego 1 wla¢
przygotowany roztwoér. Pozostawi¢ na 10-15 minut. Wyja¢ analizowany przedmiot z
roztworu, spluka¢ woda i osuszy¢ bibula. W przypadku, gdy oznaczenie si¢ nie pojawilo,
nalezy procedure powtdrzy¢ nawet kilkukrotnie. Po wlasciwie przeprowadzonym procesie
usunigte symbole, ktére nie byly widoczne gotym okiem, pojawiaja si¢ w postaci
szarobrunatnego kontrastu w porownaniu z barwg klucza badz metalowego przedmiotu.
Zabarwienie zwigzane jest z naruszeniem jednolitej struktury metalu w wyniku grawerowania
oraz faktem, iz klucze najczesciej wykonane sg ze stopu metali zawierajacych w swoim
sktadzie miedz. W trakcie kontaktu metalowego klucza z roztworem chlorku zelaza(Ill) w

kwasie solnym zachodzi reakcja pomiedzy miedzig i jonami zelaza(Ill) wedtug schematu:

Cu+Fe*' — Ccu*' + Fe**
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CWICZENIE 10

ANALIZA MATERIALOW DOWODOWYCH NA OBECNOSC
NARKOTYKOW

Najczescie] wystepujace substancje zawarte w zabezpieczonych materiatach dowodowych to:
siarczan amfetaminy, chlorowodorek amfetaminy, 3,4-metylenodioksymetamfetamina
(MDMA, Ecstasy) oraz A’-tetrahydrokanabinol (A’-THC). Do wstepnego sprawdzenia czy
dana probka zawiera substancje odurzajace stosuje si¢ zestawy komercyjnie dostepnych
testow - odczynnikbw do wykrywania narkotykow NARKO-1 (w warunkach
laboratoryjnych), NARKO-2 (w warunkach polowych, na miejscu zdarzenia) czy testy NIK.
Poza wymienionymi testami w pracy laboratoryjnej stosuje si¢ analiz¢ TLC oznaczanych
sktadnikow. W celu analizy aktywnego zwigzku chemicznego w postaci “handlowej”
pochodzacego z nielegalnej dystrybucji w pierwszym etapie nalezy go wyizolowac.
Odpowiednio poprowadzona izolacja zwiagzku psychoaktywnego (w formie proszku czy
tabletki) pozwala na otrzymane go w postaci krystalicznej, a w tym stanie mozliwa jest
identyfikacja za pomoca typowych metod fizykochemicznych. Najczgsciej z dowodowych
substancji sporzadza si¢ ekstrakty alkoholowe, ktore nastepnie saczy si¢, zageszcza i poddaje
badaniom. Wyniki badan wtasciwosci fizyko-chemicznych materialu dowodowego sg bardzo
istotne przy wydawaniu opinii i stanowig przedmiot interpretacji toksykologiczno-sadowe;.

Ponizej przedstawiono najpopularniejsze fazy rozwijajace stosowane w analizie TLC

zwigzkow psychoaktywnych:

Ekstrakty z amfetaminy i jej pochodnych:
metanol : octan etylu : amoniak 25% (10 : 85 : 5) - chromatogram po wysuszeniu wywotuje
si¢ odczynnikiem Fast Black K Salt
toluen : aceton : etanol : 25 % roztwor amoniaku (54.5 : 45.5: 6.5 :2.5) lub
aceton : metanol (4 : 6) - chromatogram widoczny:
- w $wietle lampy kwarcowej z filtrem 366 nm
- pod wptywem roztworu 0.05% fluorescaminy w acetonie w $wietle lampy kwarcowej z
filtrem 254 nm

- pod wptywem 10% ninhydryny w EtOH, ogrzewany przez 10 minut w temp. 100 C.
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Opiaty, kanabinole oraz pochodne amfetaminy:
uktady rozwijajace stosowane kolejno:
I - eter naftowy : eter dietylowy (9:1)
IT - aceton : eter naftowy : eter dietylowy (1 : 8 :1)
III - dichlorometan : izopropanol : 25% roztwor amoniaku (98 : 2 : 1.5)
IV - dichlorometan : izopropanol : 25 % roztwo6r amoniaku (88 : 12 : 1.5)

chromatogram widoczny w $wietle UV.

10.1. ANALIZA MATERIALOW DOWODOWYCH NA OBECNOSC
AMFETAMINY I JE] POCHODNYCH

10.1.1. ANALIZA PROSZKU NA OBECNOSC AMFETAMINY

Odczynniki: Sprzet:

- 6 M wodny roztwor NaOH - zlewki

- papierki wskaznikowe - rozdzielacz

- chlorek metylenu - kolbka okraglo denna
- bezwodny siarczan(VI) magnezu - pipeta Pasteura

- metanol

- odczynnik Marquisa

- BaClZ

Wykonanie:

Zwazy¢ otrzymang porcje materiatu, zbadac¢ temperature topnienia. Proszek nalezy rozpuscic¢
w wodzie 1 nastgpnie za pomoca 6 M wodnego roztworu wodorotlenku sodu zalkalizowa¢ do
pH=13. Tak otrzymany roztwor ekstrahowaé za pomoca chlorku metylenu (4 x 50mL).
Ekstrakty potaczy¢ 1 suszy¢ nad bezwodnym MgSO,4. Przesaczyé 1 zagesci¢ pod
zmniejszonym cisnieniem, zwazy¢. Pozostato$¢ nalezy rozpusci¢ w mozliwie malej ilosci
metanolu. Nastepnie, aby wydzieli¢ w postaci krystalicznej, dodaje si¢ porcjami (kroplami)
do wczesniej otrzymanej pozostatosci stezony 96% kwas siarkowy(VI). Otrzymuje si¢ biaty
osad, ktory nalezy zdekantowaé, przemy¢ i1 wysuszy¢ (podda¢ analizie elementarnej).
Oznaczy¢ temperature topnienia. Poréwnaé z temperaturg topnienia siarczanu amfetaminy

(lit. 238 °C z rozktadem).

Mozliwe jest takze dokonanie iloSciowego oznaczenia zawarto$ci siarczanu amfetaminy w

materiale dowodowym. Jedng ze stosowanych metod jest metoda spektrofotometryczna.
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Reakcja charakterystyczna dla pochodnych amfetaminy

Badany material w postaci proszkéw umieszcza si¢ w porcelanowych plytkach. Nanosi si¢ po
3 krople odczynnika Marquisa (odczynnik, ktéry daje charakterystyczne zabarwienie w
obecnosci amin drugorzgdowych). Po kilku sekundach, jesli obecne sa pochodne amfetaminy,
mozna zaobserwowac charakterystyczne ciemnobrunatne zabarwienie. Odczynnik Marquisa
jest komercyjnie dostgpnym odczynnikiem chemicznym skladajaca sie z 96% kwasu
siarkowego 1 formaliny albo 96% kwasu siarkowego i etanolu. Moze réwniez zawieraé

metanol, jednak wtedy reakcja przebiega wolnie;j.

Reakcja na obecnos¢ siarczanu amfetaminy

Rozpuszczamy substancje badang w ok. 4 ml wody destylowanej (probowki). Potowe
objetosci wlewany do drugiej probéwki. Do jednej z nich dodajemy kilka kropli BaCl, 1
obserwujemy (najlepiej pod $wiatto) czy pojawilo si¢ zmetnienie. Je§li zaobserwowaliSmy

zmetnienie, wytracit si¢ siarczan baru, a badana substancja to siarczan amfetaminy.

10.1.2. ANALIZA JAKOSCIOWA PROSZKU NA OBECNOSC AMFETAMINY (TLC)

Wykonanie:
Na plytke nanie§¢ punktowo etanolowe roztwory badanych zwigzkéw. Rozdziat
przeprowadzi¢ na ptytkach Kiesselgel 60F 254 firmy Merck stosujac jako faze¢ ruchoma
mieszaning rozpuszczalnikow: octan etylu : metanol : amoniak (v/v 8.5 :1:0.5).
Po wyjeciu 1 osuszeniu chromatogramu dokona¢ identyfikacji badanych zwigzkow w $wietle
lampy UV przy dlugosci fali 254 nm.
Wartosci Rf:

siarczan amfetaminy - 64

chlorowodorek metamfetaminy - 58

chlorowodorek 3,4-dimetylenodioksymetamfetaminy - 60

efedryna - 43

paracetamol — 74  kofeina — 77
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10.1.3. ANALIZA TABLETEK NA OBECNOSC POCHODNYCH AMFETAMINY

Otrzymane do analizy tabletki nalezy rozkruszy¢ i zala¢ mieszaning eteru dietylowego i
propan-2-olu. Nast¢pnie tak uzyskany roztwor ogrzewaé na tazni wodnej. Mas¢ tabletkowa
przesacza si¢, pozostawia do krystalizacji. Oznacza si¢ temperatur¢ topnienia. Porownacé z

temperaturg topnienia chlorowodorku 3,4-metylenodioksymetamfetaminy (lit. 150-151 °C).

10.2. ANALIZA MATERIALOW DOWODOWYCH NA OBECNOSC
A°-TETRAHYDROKANABINOLU (A°-THC) - TLC

Wykonanie:

Na ptytke nanie$¢ punktowo n-heksanowe roztwory badanych zwigzkéw. Rozdziat
przeprowadzi¢ na plytkach Kiesselgel 60F 254 firmy Merck stosujac jako fazg ruchoma
mieszaning rozpuszczalnikow: n-heksan : eter dietylowy. Po wyjeciu 1 osuszeniu
chromatogramu dokona¢ identyfikacji badanych zwiazkéw w $wietle lampy UV przy

dhugosci fali 254 nm.
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CWICZENIE 11

BADANIA IDENTYFIKACYJNO-POROWNAWCZE MATERIALOW
KRYJACYCH NA DOKUMENCIE (ANALIZA ZELI
DLUGOPISOWYCH)

Podczas ekspertyzy dokumentéw w celu ustalenia ich autentyczno$ci, poprzez badania
fizykochemiczne identyfikuje si¢ zarOwno materiat kryjacy (material, ktorym wykonano
dokument) jak i podtoze dokumentu. Obecnie materiatami kryjagcymi sg atramenty, pasty
dlugopisowe i1 tonery. Tego typu badania sg badaniami poréwnawczymi. Aby okresli¢
przynalezno$¢ grupowa materiatu kryjacego analizuje si¢ jego barwe, rozpuszczalno$¢, obraz
chromatograficzny i spektralny (widma IR, UV oraz luminescencja). Szczeg6lnie szeroko
stosowane sg metody chromatografii cienkowarstwowej 1 wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Techniki te wymagaja wstepnego przygotowania badanej probki, tj. najczesciej
ekstrakcji badanego materiatu kryjacego z podtoza (papieru). Poréwnanie zestawu barwnikow
w dwoch atramentach czy pastach mozna réwniez przeprowadzi¢ stosunkowo szybko metoda
chromatografii cienkowarstwowej, bioragc pod uwage liczbe, barwe i1 polozenie plamek
otrzymanych na ptytce chromatograficznej. Metoda ta wymaga niewielkiej ilosci materiatu do
badan. Innym bardzo czgsto stosowanym sposobem identyfikacji jest poréwnywanie obrazéw
spektroskopowych badanych probek z wzorcami w celu okre$lenia ich sktadu 1 ewentualnych
réznic, ktére moglyby wskazywa¢ na falszerstwo. Do identyfikacji podstawowych
sktadnikéw materialdow kryjacych, tj. zywic, barwnikow lub rozpuszczalnikow stosuje si¢
zwykle metode spektrometrii w podczerwieni i Ramana, poréwnujac uzyskane dla probek

widma z widmami substancji wzorcowych.

Ponizej przedstawiono wzory kilku barwnikow: Nigrozyna — pierwszy czarny syntetyczny
barwnik; Fiolet krystaliczny - barwnik triarylometanowy; Blekit metylenowy - barwnik

tiazynowy; Czerwien Kongo - barwnik azowy.
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Odczynniki: Sprzet:

- dwumetyloformamid - zlewki

- chloroform - nozyczki

- octan etylu - ptytki TLC

- izopropanol - chlodnica zwrotna
- kwas octowy - kolba okragtodenna

Roztwor do ekstrakeji: dwumetyloformamid : chloroform (9 :1)

Uklad rozwijajacy: octan etylu : izopropanol : woda : kwas octowy (30 :25:10: 1)

Wykonanie:

Przed przystgpieniem do analizy nalezy dokona¢ wstepnych ogledzin dokumentu w $wietle
zwykltym padajagcym prostopadle 1 skosnie. Ogledziny maja na celu stwierdzenie, czy
wystepuja réznice pomiedzy poszczegolnymi fragmentami tekstu.

Nastepnie z zakre§lonych wczes$niej miejsc wycig¢ fragmenty linii pisma o prostolinijnym
przebiegu 1 dtugosci ok. 2 cm. Wyciety fragment pisma nalezy zala¢ roztworem do ekstrakcji
i termostatowaé w temperaturze 100 °C przez 10 minut. Po ostudzeniu cze$é roztworu (przy
uzyciu strzykawki) nanies¢ na lini¢ startowa na ptytce chromatograficznej, a pozostatg czesé
na szalke Petriego. Na plytke TLC nalezy nanies¢ réwniez wzorce, tj. materiat kryjacy
pochodzacy z narzegdzi pisarskich. W tym celu na ptytke chromatograficzng nanie$¢ roztwor

pasty pobranej z narzedzi pisarskich rozpuszczony w roztworze do ekstrakcji. Po naniesieniu
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wszystkich probek na lini¢ startowa wysuszy¢ ptytke TLC 1 umiesci¢ ja w komorze

chromatograficznej. Po wyjgciu i wysuszeniu na powietrzu, uzyskany obraz poddaé analizie

w $wietle zwyktym i przy uzyciu lampy UV.

Po odparowaniu eluentu z naniesionych na szalke Petriego ekstraktow, ich suche pozostatosci

zwazy¢ 1 podda¢ analizie IR (w KBr).

Analiza wynikow:

Poréwna¢ otrzymane obrazy chromatograficzne (liczba i barwa plamek oraz
wartosci Rf) w grupie materiatow wzorcowych 1 w grupie ekstraktow oraz
porownac obraz uzyskany dla materiatu wzorcowego i dla ekstraktu.

Wyszukaé obrazy podobne i rézne

Poréwna¢ otrzymane widma IR

Wyciagna¢ wnioski odno$nie do podobienstw (lub réznic) w sktadzie chemicznym
badanych probek i na tej podstawie wysungé tez¢ o mozliwosci falszerstwa

dokumentu.
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CWICZENIE 12

UJAWNIENIE TEKSTU NAKRESLONEGO ATRAMENTEM
SYMPATYCZNYM

Jedng z metod oszustwa jest falszowanie drukéw bankowych, podpiséw z wykorzystaniem
atramentu sympatycznego. Oszustwo to mozna wykry¢ przeprowadzajac odpowiednig analizg
dokumentu zgodnie z powszechnie obowigzujaca procedura wykorzystujacg roéznorodne
techniki np. rézne typy o$wietlania dokumentu. Dobre efekty uzyskuje si¢ badajac dokumenty
w $wietle padajacym ukos$nie w zakresie $wiatta ultrafioletowego przechodzacego do
podczerwieni np. stosujac $wiatto komparatora.

Obecnie dostepne znikajace atramenty w swoim sktadzie zawieraja wode lub odpowiedni
kwas zmieszany ze wskaznikiem, a jego barwa zanika pod wplywem zmiany odczynu w
wyniku reakcji z dwutlenkiem wegla z powietrza. Do najpopularniejszych wskaznikéw pH
odznaczajacych si¢ dzialaniem jak atrament sympatyczny nalezy tymoloftaleina - CosH3004 —
biate cialo state (zmiana pH od 9,3 do 10,5) powyzej pH 10,5 roztwdr przybiera intensywna

niebieska barwg.

HOO gOHHOO gOH

O o)

Wt W

W celu przygotowania odpowiedniego roztworu nalezy rozpusci¢ tymoloftaleing (2°,2-
dimetylo-5,5,-di-isopropylofenoloftaleing) w etanolu, doda¢ wodg, a nastgpnie doprowadzi¢
otrzymany roztwor do odpowiedniego odczynu przez wprowadzanie wodorotlenku sodu do
momentu pojawienia si¢ ciemnoniebieskiego koloru (barwa charakterystyczna dla formy
zasadowe] wskaznika). Otrzymany znikajacy atrament jest w stanie przereagowaé z CO,
(zobojetni¢ wodorotlenek sodu) zmieniajac swoje pH staje si¢ niewidoczny. Efekt moze
nastgpowac juz nawet po 5 minutach albo po kilku dniach, uzaleznione jest to od zawartosci
dwutlenku wegla w powietrzu, stezenia wskaznika, temperatury 1 wilgotno$¢ otoczenia jak tez

sposob obchodzenia si¢ z dokumentem.
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Zachodza dwie reakcje chemiczne : CO; + H,O — H,CO3 1 2NaOH + H,CO3; — Na,COs +
2H,0, ktérych konsekwencja jest wyblaknigcie zapisu, a takze wskaznik z formy

czasteczkowej przechodzi w form¢ jonowa.

HO O O OH +Na -O 0
pH 9,3-10,5
% (" )—cooma:

HO O ‘ OH (o) o
Ve

o

Wt (" )coonas

+Na -
pH 9,3-10,5

Odczynniki: Sprzet:
- tymoloftaleina - lampa UV
- woda - dtugopis/pioro z tymoloftaleing
- etanol - druki wptat
- wodorotlenek sodu roztwor 0.2M - zwykty dlugopis
- kartki papieru

- wypetnione druki wptat bankowych

Wykonanie:

Przygotowanie atramentu sympatycznego: Odwazy¢ 0.1g tymoflaleiny, przenies¢ do

zlewki 1 rozpusci¢ stosujac odpowiednig ilos¢ etanolu, nastgpnie doda¢ wody i wodnego

roztworu wodorotlenku sodu, az do uzyskania ciemnoniebieskiej barwy roztworu. Tak

otrzymany barwnik przela¢ do fiolki z ciemnego szkla oraz napelni¢ nim odpowiedni

dhugopis/pioro.

Otrzymane druki wptat nalezy starannie obejrze¢ w $wietle lampy UV prostopadle i skosnie

wzgledem kartki papieru. Nalezy stwierdzi¢ badZz wykluczy¢ zafalszowanie dokumentu. W

przypadku stwierdzenia, Zze dokonano zafalszowania odczyta¢ 1 zapisa¢ we wnioskach

zaobserwowane pismo.

Wziaé czysta kartke papieru i za pomoca dtugopisu ze znikajacym atramentem umiesci¢ na

niej kilka dowolnych stow 1 obserwowac¢ po jakim czasie nastgpi zanikanie tekstu.
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Eksperyment wykonywac¢ ostroznie, tak by nie pozostawi¢ zbyt duzo odciskéw palcow.
Nastegpnie dokonaé ogledzin w §wietle lampy UV ustawiajac kartke prostopadle i skosnie.
Odczyta¢ i zanotowaé zaobserwowany zapis oraz sprawdzi¢, czy widoczne sa na kartce

odciski palcow piszgcego.

Innymi wykorzystywanymi zwigzkami chemicznymi moga by¢: fenoloftaleina, kwas
salicylowy, octan otowiu(Il), siarczan(VI) miedzi(Il), azotan (V) srebra, chlorek kobaltu czy
tez sok z cytryny. Ponizej przedstawiono opisy ¢wiczen z wykorzystaniem wymienionych

»atramentow sympatycznych”.

Ujawnianie zapisu atramentem w Kkolorze granatowym

Odczynniki: Sprzet:
- 2% roztwor kwasu salicylowego - kartka papieru
- 5% roztwor chlorku zelaza(I1I) - rozpylacz
- pioro
o OH o o_ |+
Il=e
OH (o)
Fet* +2H"
bezbarwny granatowy

Wykonanie:

Przygotowac 2% roztwor kwasu salicylowego nastgpnie napetni¢ nim pioro, a reszte roztworu
przela¢ do zakorkowanej buteleczki. Uszykowac 5% roztwor chlorku Zelaza(Ill) 1 przela¢ do
rozpylacza. Na czystej kartce papieru nalezy wykona¢ napis za pomocg piora wczesniej
napelnionego uszykowanym atramentem (2% roztworem kwasu salicylowego). Lub na kartce
otrzymanej od prowadzacego z nieznanym zapisem 1 wykona¢ swoj napis za pomoca piora
wczesniej napetlnionego uszykowanym atramentem (2% roztworem kwasu salicylowego).
Doktadnie wysuszy¢ napis po czym kartke spryskac¢ roztworem z rozpylacza. Odczyta¢ napis.

W trakcie analizy zachodzi reakcja opisana powyzszym rownaniem reakcji.
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Ujawnianie zapisu atramentem w kolorze zoltym

Odczynniki: Sprzet:

- 5% roztwor octanu otowiu(Il) - kartka papieru
lub 5% roztwoér azotanu otowiu(Il) - rozpylacz

- 5% roztwor jodku potasu - pi6ro

Pb" + 20 — PbI, |
bezbarwne z0lte

Wykonanie:

Przygotowaé 5% roztwodr octanu otowiu(Il) lub 5% roztwdr azotanu otowiu(Il) (sél tatwiej
rozpuszczalna) nastepnie napetni¢ nim pioro, a reszte roztworu przela¢ do zakorkowanej
buteleczki. Uszykowaé 5% roztwér jodku potasu i przela¢ do rozpylacza. Na czystej kartce
papieru nalezy wykona¢ napis za pomocg pidra wczesniej napelnionego uszykowanym
atramentem (5% roztworem octanu otowiu(Il)). Lub na kartce otrzymanej od prowadzacego z
nieznanym zapisem i wykona¢ swoj napis za pomocag pidra wczesniej napelnionego
uszykowanym atramentem (5% roztworem octanu otowiu(Il)). Doktadnie wysuszy¢ napis po
czym kartke spryskac¢ roztworem z rozpylacza. Odczyta¢ napis. W trakcie analizy zachodzi

reakcja opisana powyzszym rOwnaniem reakcji.

Ujawnianie zapisu atramentem w kolorze malinowym

Odczynniki: Sprzet:
- 5% roztwor wodorotlenku sodu - kartka papieru
- 1% metanolowy roztwor fenoloftaleiny - rozpylacz

- pioro

Fenoloftaleina w roztworze obojetnym i kwasnym jest bezbarwna, natomiast a w roztworze
zasadowym - malinowa (zakres zmiany barwy pH = 8,3 — 10,0), co nastepuje przez otwarcie

pierscienia laktonowego z jednoczesnym wytworzeniem chromoforu chinoidowego.
HO, j OH 'OQ o
Q + ﬁ
< -2 c
0}
oC o,
O
G
o

o
Forma czasteczkowa i jonowa (niezdysocjowana i zdysocjowana) fenoloftaleiny
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Wykonanie:

Przygotowac 5% roztwér wodorotlenku sodu nastepnie napeini¢ nim pidro, a reszte roztworu
przela¢ do zakrecanej buteleczki. Uszykowaé 1% metanolowy roztwor fenoloftaleiny i
przela¢ do rozpylacza. Na czystej kartce papieru nalezy wykona¢ napis za pomocg pidra
wczesniej napetlnionego uszykowanym atramentem (5% roztworem wodorotlenku sodu). Lub
na kartce otrzymanej od prowadzacego z nieznanym zapisem i wykonaé¢ swoj napis za
pomocg pidéra wczesniej napelnionego uszykowanym atramentem (5% roztworem
wodorotlenku sodu). Doktadnie wysuszy¢ napis po czym kartke spryska¢ roztworem z
rozpylacza. Odczyta¢ napis. W trakcie analizy zachodzi reakcja opisana powyzszym

réwnaniem reakcji.

Ujawnianie szafirowego napisu za pomoca oparow wywolywacza

Odczynniki: Sprzet:
- 5% roztwor siarczanu(VI) miedzi(1I) - kartka papieru (niebieska)
- 25% roztwor amoniaku - duzy stoj z nakretka

- pioro

- niska zlewka na 25 mL

2+

2+
Cu + 4NH3(aq) — [Cu(NH3)4]
szafirowa barwa

Wykonanie:

Przygotowaé 5% roztwoér siarczanu(VI) miedzi(Il) nastgpnie napetni¢ nim pidro, a resztg
roztworu przela¢ do zakorkowanej buteleczki. Na czystej matej (np. 10x10cm) niebieskiej
kartce papieru nalezy wykona¢ napis za pomoca pidra wczesniej napetnionego uszykowanym
atramentem (5% roztworem siarczanu(VI) miedzi(Il)). Lub na kartce otrzymanej od
prowadzacego z nieznanym zapisem 1 wykona¢ swoj napis za pomocg piora wczesniej

napelnionego uszykowanym atramentem (siarczanu(VI) miedzi(Il)). Prace z amoniakiem

wykonywaé¢ pod sprawnie dzialajacym dygestorium!!! Amoniak wydziela drazniace

pary!!! Do niskiej zlewki wla¢ ok. 5-10mL 25% amoniaku. W duzym stoju umiesci¢ niska
zlewke z 25% amoniakiem. Dokladnie wysuszy¢ napis po czym kartke umiesci¢ w stoju, tak
by nie miata bezposredniego kontaktu z roztworem a jedynie z oparami, zakreci¢ 1 odczekac
do czasu ujawnienia napisu. Odczyta¢ napis. W trakcie analizy zachodzi reakcja opisana
powyzszym réwnaniem reakcji.
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Ujawnianie pisma za pomoca naswietlania

Odczynniki: Sprzet:
- 5% roztwor azotanu(V) srebra - kartka papieru
- 5% chlorku sodu - pi6rO
hv
Ag+ + Cl — AgCl| anastepnie 2AgCl| — 2Ag +2 CL 1
szary
Wykonanie:

Przygotowaé 5% roztwér chlorku sodu nastgpnie napetni¢ nim pidro, a resztg roztworu
przela¢ do zakrecanej buteleczki. Uszykowaé 5% roztwor azotanu(V) srebra i przela¢ do
rozpylacza. Na czystej kartce papieru nalezy wykona¢ napis za pomocg piora wczesniej
napetnionego uszykowanym atramentem (5% roztworem chlorku sodu). Lub na kartce
otrzymanej od prowadzacego z nieznanym zapisem i wykona¢ swdj napis za pomoca pidra
wczesniej napetnionego uszykowanym atramentem (5% roztworem chlorku sodu). Doktadnie
wysuszy¢ napis po czym kartke spryskac roztworem z rozpylacza (5% roztworem azotanu(V)
srebra). Nastepnie wystawi¢ kartke na dzialanie $wiatla stonecznego, w efekcie nastepuje
ciemnienie kartki, jednak ciemniejgcy napis jest rowniez zauwazalny. Odczyta¢ napis. W

trakcie analizy zachodzi reakcja opisana powyzszym rownaniem reakcji.

Ujawnianie pisma za pomoca ogrzewania

Atrament sympatyczny wielokrotnego uzytku

Odczynniki: Sprzet:

- 1% roztwor chlorku kobaltu - kartka papieru

- woda - pioro
- duzy krystalizator
- ptytka grzejna

C0C12-2H20 — C0C12+ 2H20T
niebieski

Wykonanie:

Przygotowaé 1% roztwor chlorku kobaltu nastgpnie napetni¢ nim pidro, a reszt¢ roztworu

przela¢ do zakrgcanej buteleczki. Na czystej kartce papieru nalezy wykona¢ napis za pomoca

piora wczesniej napetlnionego uszykowanym atramentem (1% roztworem chlorku kobaltu).

Lub na kartce otrzymanej od prowadzacego z nieznanym zapisem i wykona¢ swoj napis za
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pomocg piora wczesniej napelnionego uszykowanym atramentem (1% roztworem chlorku
kobaltu). Doktadnie wysuszy¢ napis. Rozgrza¢ ptytke grzejna i kilka centymetréw ponad
umies$ci¢ analizowang kartke papieru. Odczyta¢ napis. W wyniku ogrzewania nastgpuje
ujawnienie niebieskiego napisu, jednak po umieszczeniu tej kartki nad krystalizatorem z
parujaca woda napis zanika (chlorek kobaltu staje si¢ ponownie uwodniony). W trakcie

analizy zachodzi reakcja opisana powyzszym rownaniem reakcji.

Cytrynowy atrament sympatvczny

Odczynniki: Sprzet:
- sok z cytryny - kartka papieru
- pi6rO
- ptytka grzejna
Wykonanie:

Pidro napetni¢ sokiem z cytryny. Na czystej kartce papieru nalezy wykona¢ napis za pomocg
piora wczesniej napetnionego uszykowanym atramentem (sokiem z cytryny). Lub na kartce
otrzymanej od prowadzacego z nieznanym zapisem i wykona¢ swoj napis za pomoca pidra
wczesniej napetnionego uszykowanym atramentem (sokiem z cytryny). Dokladnie wysuszy¢
napis. Rozgrza¢ plytke grzejng 1 kilka centymetrow ponad umie$ci¢ analizowang kartke
papieru. Odczyta¢ napis. W wyniku ogrzewania nast¢puje ujawnienie ciemnego napisu. Do
eksperymentu mozna tez zastosowac roztwor glukozy czy sacharozy, mleka (zawiera laktoze)
czy np. jabtkowego soku (fruktoza). Ujawnienie napisu zachodzi w wyniku reakcji rozktady

zwigzku organicznego czy tez karmelizacji w przypadku cukrow.
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